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Tigesiklin ve Vankomisinin Normal ve Kistik Fibrozlu Akcigerin
Brons Epiteline Girigleri Arasindaki Farkin Belirlenmesi
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Ozet

Amac: Bu calismada normal ve kistik fibrozlu brons epitelinde
tigesiklin ve vankomisinin ulasabilecegi etkin hiicre i¢i konsant-
rasyonlarin, doz ve zaman parametrelerine baglh olarak arasti-
rilmasi amaclanmistir.

Yontemler: Tigesiklin ve vankomisin arasindaki doz ve zamana
bagli hiicre ici konsantrasyonlari yoniinden farkliliklar, hiicre
kaltarh ve yuksek performansli sivi kromatografisiyle belirlen-
mistir.

Bulgular: Tigesiklinin kistik fibrozlu brons epiteline girisiyle
normal hiicreye girisi arasindaki farkin, anlaml olarak yliksek
oldugu bulunmustur. Huicre igine giren miktar, uygulanan doz-
larla karsilastinldiginda, hiicre i¢ine optimal girisin oldugu doz
30 pg/ml, zaman ise 8 saat olarak tespit edilmistir. Vankomisi-
nin hicre icine minimal miktarda girebilmesi icin, kilavuzlarda
belirtilen minimum inhibitér konsantrasyonun c¢ok Ustiindeki
dozlarda vermek gerektigi tespit edilmistir.

Sonuglar: Tigesiklinin kistik fibrozlu bronsg epiteline girisi nor-
mal brons epiteline oranla daha yiiksek bulunmustur. Vankomi-
sinin kistik fibrozlu ve normal brons epiteline girisinin ise yok
denecek kadar az oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, tigesik-
linin kistik fibrozlu hastalarin akciger infeksiyonlarinda yliksek
bir terapotik potansiyeli oldugu distunidlmustur.
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Abstract

Objective: We aimed to investigate the dose and time course
of tigecycline and vancomycin for effective intracellular con-
centration in bronchial epithelium of normal and cystic fibrosis
lung.

Methods: Differences between vancomycin and tigecycline in
terms of their dose- and time-dependent intracellular concen-
trations were determined with in vitro cell culture and the high
performance liquid chromatography techniques.

Results: The penetration of tigecycline was found significantly
higher in cystic fibrosis cells compared to normal bronchial
cells. The optimal dose for tigecycline was 30 pg/mL and the
optimal time was 8 h in comparison to given dose and pen-
etrating amount into the cells. Vancomycin dose needed to
be given for minimal penetration into the cell was extremely
higher than the minimum inhibitor concentration described in
the guidelines.

Conclusions: Penetration of tigecycline into cells of cystic fibro-
sis lung was found higher than normal lung cells, whereas cell
penetration of vancomycin into both normal and cystic fibrosis
cells was limited. These data suggest that tigecycline has a high
therapeutic potential in lung infections of patients with cystic
fibrosis.
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Giris
Solunum sistemi anatomik olarak dis ortama agik
olmasina karsin miukemmel bir koruyucu yapiya sahip

olup bunlardan en dnemlisi mukosiliyer yapidir. Bu yapi
mikroorganizmalarin solunum sistemine ulasmasini en-
gelledigi gibi diger partiktlleri de uzaklastirir (1,2). Mu-
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kosiliyer savunmayi belirleyen de tiim solunum sistemini 6r-
ten sivinin hacmi ve kompozisyonudur. Bu 6rt, inhale edilen
partikilleri tutan visk6z mukus ve epitelle mukusu birbirinden
ayiran perisiliyer sividan olusur. Perisiliyer sivi, dislik viskozi-
tesiyle bir yandan siliyer darbeleri kolaylastirirken diger yan-
dan mukusun temizleme islevini artirmaktadir (3,4).

Kistik fibroz (KF), mortalite orani yiksek, cogunlukla be-
yaz irkta goriilen genetik bir hastaliktir. Epitel hiicrelerinin api-
kal membraninda klor kanali olarak gérev yapan kistik fibroz
transmembran iletkenlik diizenleyici (CFTR) olarak adlandiri-
lan proteini kodlayan ve yedinci kromozomun uzun kolunda
yer alan gendeki mutasyonlara baglh bir tek gen hastaligidir.
Bu otozomal resesif hastalik, birgok sistemi ilgilendirir ve st
solunum yollari, akciger, pankreas, karaciger, safra kanallar,
ter bezleri ve lGirogenital sistemi etkileyebilir (5-7).

KF’li hastalarda 6limun en buyuk nedeni, tekrarlayan
pulmoner infeksiyonlardir. KF hastalarinda ¢ocukluk doéne-
mindeki akciger infeksiyonlarinin en sik etkeni Staphylococ-
cus aureus olup, bu hastalarin ileri yaslara gelmeleriyle birlik-
te en yaygin pulmoner patojenler, Pseudomonas aeruginosa
ve Burkholderia cepacia kompleksi olur (8).

KF'li hastalarda CFTR kodlayan gende olusan mutasyon
nedeniyle epitelde siklik adenozin monofosfat (cAMP) ba-
gimli iyon gecisinin bozulmasi sonucu perisiliyer sivinin hac-
minde azalma olmaktadir. Bu bozulma sonucunda siliyumlar
yeteri kadar uzayamamakta ve mukusu akcigerden temizle-
yememektedir (3,9). Mukustaki dehidratasyon ayni zamanda
glikokaliks yapiya sikica yapismasina da neden olmaktadir
(10). Tum bu degisiklikler solunum sisteminde P aeruginosa
gibi bakterilerin kolonizasyonu igin elverigli bir ortamin olus-
masina neden olmaktadir.

Bu calismada, belirli dozlardaki vankomisin ve tigesikli-
nin hem hicre i¢ci madde transferinde sorun oldugu bilinen
KF'li brons epiteline hem de normal akciger brons epiteline
optimal girisi i¢in, hiicre kiltiri ortaminda doz ve zaman ya-
niti calismasi yapilmasi ve ylksek performansl sivi kroma-
tografisi (HPLC)'yle her iki antibiyotigin hiicre i¢i konsantras-
yonlari arasindaki doz ve zamana bagli farkliliklarin belirlen-
mesi amaclanmistir.

Yéntemler

Arastirmada American Type Culture Collection (ATCC)'dan
temin edilen normal insan bronsiyal epitel hiicresi BEAS-2B
(ATCC® CRL-9609™) ve KF'li bronsiyal epitel hicresi IB3-1
(ATCC® CRL-2777™) kullanildi. IB3-1 hucrelerinin kaltirQ, ti-
cari LCH-8 Medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD)’da yapildi. BEAS hiicreleri ise %10 oraninda fetal sigir se-
rumu (FBS)'yla zenginlestirilmis ve 75 ml’lik flasklara konulmus
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Biological Indust-
ries, Beit HaEmek, israil)’'da 37°C’de %5 CO,'liortamda uretildi.

Doz ve zaman c¢alismalarinda Clinical & Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) (11) ve European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing (EUCAST) (12) tarafindan
vankomisin ve tigesiklin icin bildirilen sirasiyla 2 pg/ml ve 0.5
pg/ml minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri refe-
rans olarak alindi.

Doz Yaniti Calismasi: Tigesiklin ve vankomisinin deney-
lerde kullanilacak 0, 3, 10, 30, 100 ve 300 pg/ml dozlarinin 10
kati konsantrasyonlardaki stok antibiyotik sollisyonlari ha-

zirlandi. Flask ylizeyini %70-80 oraninda kaplamis hiicreler
Uc kez fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’yla yikandi. Flasklara
4.5 ml besiyeri eklendi. Besiyeri iceren flasklara doza karsilik
gelen dilisyonun 10 kati olacak sekilde 0.5 ml antibiyotik ek-
lendi. Flasklar, 37°C'de %5 CO,’lietlivde 16 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonunda, hiicreler l¢ kez PBS ile yikandi. Uzerine
2 ml PBS eklenerek kaziyiciyla hiicreler ylizeyden kazindi. Y-
zeyden kalkmig hiicreler 15 ml’lik Falcon™ (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, ABD) konik santrifiij tiplerine aktarildi.
+4°C’'de 1900 devir/dakika’da 10 dakika santrifiije edildi. Sant-
rifigasyon sonrasi slipernatan atildi ve ¢okeltiye 200 ul PBS
eklenerek suspansiyon hazirlandi. Hicre siispansiyonu 1.5
ml’lik tiplerde -196°C’de tutularak donana kadar bekletildi.
Hizla ¢6zlilen donmus hiicrelere ultrasonik banyoda 10 dakika
sonikasyon uygulandi. Bu islem hiicreler mikroskop altinda
incelenerek patlayana kadar tekrarlandi. +4°C’de 10 000 devir/
dakika’da 5 dakika santrifiije edildi ve siipernatan 1.5 ml’lik bir
tlipe aktarilarak HPLC calismasi i¢in -20°C’ye kaldirild1.

Zaman Yaniti Calismasi: Flask ylizeyini %70-80 oraninda
kaplamis hcreler, 0, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24. saatlerde l¢ kez PBS
ile yikandiktan sonra, flasklara, tigesiklin ve vankomisinin doz
yaniti calismasinda elde edilen optimal dozlarindan 5 ml ek-
lendi. Belirlenen zamanlardaki inkiibasyonlarin sonunda hiic-
reler yukarida belirtildigi sekilde patlatma islemi yapilarak
1.5 ml'lik poliliretan tuplere aktarilip bir kismi HPLC ¢alisma-
sl i¢in -20°C’de saklandi; bir kisminda ise standard miktarda
calismak icin protein tayini yapildi. Protein tayini, bikinkoni-
nik asid yontemiyle Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak yapildi.
Yontem, kitte belirtilen protokol cergevesinde mikroplaklar
kullanilarak uygulandi.

ilag Analizleri: Vankomisin (AppliChem, Darmstadt, Al-
manya) ve tigesiklin (AppliChem, Darmstadt, Almanya) stan-
dardi kullanilarak stok standard soliisyonlari (100 pg/ml)
hazirlandi. Bunlar son konsantrasyonlari 1, 5, 10, 25, 50 ve
100 pg/ml olacak sekilde PBS/asetonitril (ACN) (1:1) solls-
yonuyla sulandirilip standard egri olusturularak dogruluklari
belirlendi. Burada kullanilan PBS/ACN sollisyonu hazirlanir-
ken 3 gr potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,) + 3 gr sodyum
di-hidrojen fosfat (Na,PO,) 1 It ultra saf suda ¢6zGldG. 0.6
gr 1-oktansilfonik asid eklenip pH degeri trifloroasetik asid
(TFA) ile 3'e ayarlandi.

Hucre suspansiyondaki proteinleri ¢oktirmek icin 150 pl
hiicre siispansiyonundan 1.5 ml alinarak poliliretan tlipe kon-
du ve Uzerine 150 pl ACN eklendi. Vortekslenerek iyice karis-
masi saglandi. 13 000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiije
edildi. Stipernatan bir flakona aktarildi (13).

HPLC Sartlari: Tigesiklin hareketli faz olarak PBS/ACN
(80/20) ile 1100 serisinden bir pompa (Agilent, Santa Clara,
CA, ABD) kullanilarak, mobil faz akis hizi dakikada 1.3 ml ola-
cak sekilde pompalandi ve her bir analiz 7 dakikada tamam-
landi (14). Vankomisin hareketli faz olarak PBS/ACN (%15 TFA
iceren ultra saf su) (95/5) ile 1100 serisinden bir pompa (Agi-
lent, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak, mobil faz akis hizi
dakikada 1 ml olacak sekilde pompalandi ve her bir analiz 12
dakikada tamamlandi. Her iki antibiyotik molekilinin analizi
icin Luna® (Phenomenex, Cheshire, Birlesik Krallik) kolonunun
C18 (150 mm x 4.6 mm, 3um) modeli kullanildi. Analiz sirasin-
da kolon sicakligi 40°C’'ye ayarlandi. Analizler, dalga boyu ti-
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Sekil 1. Farkh dozlarda tigesiklinin IB3-1 ve BEAS-2B hicrelerinin igi-
ne giris oranlari.

gesiklin icin 244 nm’ye, vankomisin i¢cin 240 nm’ye ayarlanmis
fotodiyod dizi dedektori (1200 Series Fluorescence Detector,
Agilent, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Cihaza
hem standarddan hem de 6rneklerden, tigesiklin analizi i¢in
50 pl, vankomisin analizi i¢in ise 25 pl injekte edildi.

Ozgiilliik igin vankomisin ve tigesiklin eklenmeyen, hiicre
Uzerine sadece besiyeri konulmus sifir doz kullanilarak kro-
matogramda vankomisin ve tigesiklin alikonma zamanlarinda
piklerin girisim yapip yapmadigi incelendi. Standardlar, van-
komisin igin stok soltisyonlarin 2, 5, 25 ve 50 pg/ml’lik; tigesik-
linicinise 1,5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik dilisyonlari seklinde
gunlik olarak hazirlandi ve pik alanlar tayin edildi. Konsant-
rasyonlar ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen pik alan de-
gerleri kullanilarak kalibrasyon egrileri cizildi ve korelasyon
katsayilarn hesaplandi. Duyarllik i¢cin hazirlanan vankomisin
ve tigesiklin standardlari, bos hticre 6rnekleriyle yiklendi.
Kromatogram uzerinde sinyal/gurultu (S/G) orani 3 olan kon-
santrasyon, “limit of detection” (LOD); 6 olan konsantrasyon,
“limit of quantification” (LOQ) olarak tespit edildi.

istatistiksel Yontemler: Farkli hiicrelerdeki doz ve zaman
farklari Graphpad Prism version 5.03 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, ABD) programi kullanilarak t-test yon-
temiyle degerlendirildi.

Bulgular

HPLC analizi sonucunda hem tigesiklinin 1, 5, 10, 25, 50
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarina karsilik gelen pik alan de-
gerleri kullanilarak cizilen kalibrasyon egrisi ve hesaplanan
korelasyon katsayisi, hem de vankomisinin 2, 10, 25 ve 50 ug/
ml konsantrasyonlarina karsilik gelen pik alan degerleri kul-
lanilarak cizilen kalibrasyon egrisi ve hesaplanan korelasyon
katsayisi belirlendi. Hiicre lizerine sadece besiyeri konularak
sifir doz kullanildiginda kromatogramda pik gézlenmedi.

BEAS-2B ve IB3-1 hiicresine uygulanmis tigesiklin ve
vankomisin dozlarina ait kromatogramlarda elde edilen de-
gerlerle hiicre igindeki ilag birikimi belirlendi.

Tigesiklinin 10, 30, 100 ve 300 pg/ml dozlarinda IB3-1
hiicresine girisi, normal BEAS-2B hiicresinden anlamli oran-
da yuksek bulundu. Antibiyotiklerin hucre icine giren mik-

Sekil 2. 30 pg/ml tigesiklinin IB3-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin i¢ine fark-
Il zamanlardaki giris oranlari.

tarlari, calismada kullanilan hiicrelerin protein miktarlarinin
HPLC’de elde edilen konsantrasyonlariyla 1 mg protein ba-
sina disen miktarinin oranlanmasiyla hesaplandi. Hicre igci-
ne giris oranlari ise uygulanan miktar, hicre igcindeki miktara
oranlanarak hesaplandi. Tigesiklinin KF hucreleri icine giri-
si 3 pg/ml igin %22.43, 10 pg/ml igin %25.79, 30 pyg/ml icin
%36.20, 100 pg/ml igin %33.09 ve 300 pg/ml icin %18.30 iken;
normal brons epiteli igine giris 3 pg/ml igin %24.62, 10 pg/ml
icin %8.28, 30 pg/ml i¢cin %4.57, 100 pg/ml icin %2.65 ve 300
pg/mligin %2.71 olarak bulundu. Buna gore 30 pg/ml’lik doz,
MIK degerlerine yakin ve hiicre igine optimal girisin oldugu
doz olarak belirlendi (Sekil 1).

IB3-1 ve BEAS-2B hiicreleri i¢in yapilan doz ¢calismasi so-
nucunda 30 pg/ml tigesiklinin IB3-1 hiicresine 1, 2, 4, 8, 16 ve
24. saatteki girisinin anlamli olarak daha yiliksek oldugu bu-
lundu. 30 pg/ml tigesiklin dozunun hicre igine giris oranlari,
IB3-1 hiicreleri i¢in 1. saat icin %12.57, 2. saat i¢in %23.20, 4.
saat icin %33.23, 8. saat icin %45.85, 16. saat icin %45.29 ve
24. saat icin %39.60 iken; BEAS-2B hucreleri icin 1. saat icin
%3.64, 2. saat igin %4.33, 4. saat icin %7.51, 8. saat i¢in %9.43,
16. saat icin %6.55 ve 24. saat icin %4.30 bulundu. IB3-1 hiic-
resine en iyi girig orani 8. saatte tespit edildi (Sekil 2).

Vankomisinle yapilan doz caligmalarinda, CLSI (11) ve
EUCAST (12) tarafindan belirtilen MiK degerlerinin hiicre igi-
ne girebilen miktarin ¢ok Gstlinde oldugu ve vankomisinin sa-
dece 300 pg/ml verildigi zaman IB3-1 ve BEAS-2B hiicrelerine
girdigi; 1B3-1 i¢in %0.88, BEAS-2B icin %1.26 gibi ¢cok diisik
oranda oldugu tespit edildi. Bu bulgularla vankomisinin her
iki hucreye girisinin yok denecek kadar az oldugu tespit edil-
mis olup zaman yanit ¢calismasi yapiimadi (Sekil 3).

irdeleme

Sonug olarak galismamizda tigesiklinin tiim dozlarla yapi-
lan deneyler sonucunda 10, 30, 100 ve 300 pg/ml dozlarinda
KF hicresine girisi, normal hiicreye girisinden anlamli olarak
yuksek bulunmustur. Antibiyotigin hiicre icindeki miktarlari
uygulanan miktarlarla karsilastirildiginda, KF hucreleri icin
30 pg/ml, MIK degerlerine yakin ve hiicre icine optimal girisin
oldugu doz olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. Farkli dozlarda vankomisinin IB3-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin
icine giris oranlari.

IB3-1 ve BEAS hiicresi icin 30 pg/ml tigesiklin zaman ya-
nit calismasi sonucunda, IB3-1 hiicresine en iyi giris zamani
8. saat olarak tespit edilmistir. Bu doz énerilen MiK degerle-
rinin gok istiinde olmasina karsin, MiK degerlerine yakin 3
pg/ml dozunda da (%22.43) etkin hicre i¢i miktari saglana-
bilmektedir.

Vankomisinle yapilan doz calismalarinda, CLSI (11) ve
EUCAST (12) tarafindan belirtilen MIK degerlerinin hiicre
icine girebilen miktarin ¢ok Ustiinde oldugu ve hicre igine
giren antibiyotigin ¢ok diislik oranda oldugu tespit edilmistir.
Tedavide 6nemli bir konu da antibiyotigin doku icindeki kon-
santrasyonudur. O dokuda gelisen infeksiyonun etkeni olan
mikroorganizma icin MIK degerlerindeki antibiyotige uzun
sureli maruz kalmasi da tedavinin basarisinda 6nemli bir
faktordur. Tigesiklinin ve vankomisinin akciger dokusundaki
birikme miktarlari yoninden, tigesiklinin (36 saat) yarilanma
omri vankomisininkinden (4-6 saat) uzundur (15,16).

KF’li hastalarda tedavilerin yetersiz olmasi ve alevienme-
lerin sik olmasi nedeniyle sik kullanilan antibiyotiklerin far-
makokinetikleri yogun olarak arastirilmistir (17). KF'li hasta-
larda antibiyotiklerin dokuda etkin MiK degerlerine ulagmasi
icin saglikh insanlara kullanilan dozlardan daha ylksek doz-
da kullanilmasi gerektigi dustnulebilir. Ancak cesitli antibi-
yotiklerle yapilan ¢alismalar celiskili sonuglar vermistir. KF'li
hastalarda siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol, sef-
tazidim ve aminoglikozidlerin farmakokinetikleri degiskenlik
gosterirken, imipenemin ve vankomisinin farmakokinetigin-
de herhangi bir degisikligin olmadigi bildirilmistir (17,18).
Burada KF epitelinin degisen ylizey yapisiyla antibiyotigin
kimyasal yapisi arasindaki iligkinin bir rolt olabilir.

Tigesiklin simdiye kadar KF’li poptilasyonda arastiriima-
mistir. Tigesiklinin, goreceli olarak dusiik serum konsantras-
yonuna karsilik, dagilim hacminin yuksek olmasi, dokulara
nispeten yilksek bir penetrasyon gostermesini saglar. Akci-
gerde plazmadakinin %300-400 kati konsantrasyonlara ulasa-
bilmektedir (19). Bronkoskopik olarak yapilan farmakokinetik
calismalari, tigesiklinin 6. saatteki epiteli 6rten sividaki kon-
santrasyonunun 0.37 + 0.36 mg/It, alveoler hicre konsantras-
yonunun ise 10.7 + 7.1 mg/It oldugunu gostermistir (18,20).

KF hastalarindaki akciger infeksiyonlarinda etkenin bi-
yofilm olusturma o6zelliginin yiksek olmasindan dolayi, an-
tibiyotik direncinin katlanarak artmasi tedavide en onemli
basarisizlik nedeni olarak degerlendirilmektedir (21,22). Biyo-
film infeksiyonlarinda tigesiklinin biyofilm eradikasyonu ve
biyofilm altindaki mikroorganizmalarin éldirilmesinde van-
komisine oranla daha Gstiin oldugu gosterilmistir (23). Tige-
siklinin, KF'li hastalarda tanimladigimiz bu etkinlikle birlikte
biyofilm eradike edici etkinligi, tigesiklini dual etkinlige sahip
ve KF'li hastalarda secilmesi gereken bir antibiyotik konumu-
na tagimaktadir.

Calismamizda, tigesiklinin KF ve normal akciger epiteline
penetrasyonu vankomisine oranla daha yuksek bulunmustur.
KF hastalarinda S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilerin akci-
ger epitel hicrelerine adezyonu ve kolonizasyonunu 6nlemek
icin tigesiklinin vankomisine oranla daha basarili olacag: 6n-
gorulebilir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, tigesiklinin
KF hastalarinin hayat kalitesini dustliren ve 6liime sebep ola-
bilen infeksiyonlarin tedavisinde etkin ve basaril olabilecegi-
ni dustindiirmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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