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OZET

Polimorf niiveli lokositler (PNL), infeksiyonlara karst konak savunmasinda onemli rol oynamaktadirlar. Bakteriyel
ve fungal infeksiyonlu hastalarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler icin PNL'lerin fagositoz ve hiicre ici oldiirme aktivitesini
arttirmast istenen bir ozelliktir. Bu ¢alismada ketolid grubu yeni bir antibiyotik olan telitromisin (HMR 3647)'in saglikl
kisilerin PNL'leri iizerine etkisi arastirilmuigtir. PNL 'lerin fagositozunu ve hiicre ici oldiirme aktivitesini olgmek icin Candida
albicans ATCC 10231 susu kullamlnugtir. Fagositik aktivite tayininde 100 PNL icinde maya hiicrelerini fagosite etmis olan
PNL'ler sayilmis, kandidasidal aktivite tayininde ise 100 PNL icinde fagosite olan maya hiicrelerinden PNL'ler tarafindan
oldiiriilen maya hiicreleri sayilarak % cinsinden ifade edilmigtir. Telitromisinin kontrole gore fagositoz ve hiicre igi oliim
oramim arttirdigr gozlenmistir. Sonug olarak, telitromisinin terapotik konsantrasyonlarda saglikli kisilerde PNL fonksiyonlarim
in-vitro olarak stimiile ettigi, bu nedenle ozellikle immiin sistemi baskilanmug kigilerde infeksiyonlarin tedavisinde etkili

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar sozciikler: fagositoz, polimorf niiveli lokositler (PNL), telitromisin (HMR 3647)

SUMMARY

Investigation of in vitro Efficacy of Telithromycin on Human
Polymorphonuclear Leucocyte Functions

Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs) have a significant role on host defense against infections. It is desired that
antibiotics could also increase the phagocytosis and intracellular killing activity of PMNLs in the therapy of bacterial and
fungal infections in patients. In the present study, the effects of telithromycin (HMR 3647), one of the new ketolides, on the
healthy human PMNLs were investigated. The C.albicans ATCC 10231 strain was used to investigate the phagocytosis and
intracellular killing activity of PMNLs. The phagocyte activity index was calculated as the percentage of ingested yeast
cells per 100 PMNLs, while the candidacidal index was calculated as the percentage of dead C.albicans (stained blue)
ingested by 100 PMNLs. It was observed that telithromycin enhanced intracellular killing of bacteria and phagocytosis
according to control cells that contain no antimicrobial agent. As a result, it was thought that telithromycin stimulate in
vitro the healthy human PMNL functions at therapeutic concentrations. So, it was considered that telithromycin may have

additional efficacy in the therapy of particularly immunsupressed patients.
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GIRIS

Polimorf nuiveli lokositler (PNL), infeksiyonlara kars:
konak savunmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Fagositoz
ve huicre i¢i 0ldiirme aktiviteleri PNL'lerin baglica fonksiyon-
laridir. Infeksiyon hastaliklarmin tedavisinde kullanilan bazi
antibakteriyel ajanlar konagin immiin cevabini degistirebilirler.
PNL ve antimikrobiyal ajanlar infeksiyonlarla miicadele etmek
icin sinerjistik etkilesim gosterirler. Kullanilan antimikrobiyal
ajanlarm PNL'lerin fagositoz ve hiicre i¢i 0ldurme aktivitesini
arttirmasi istenilen immiinomodilator aktivitelerdir(®),

Telitromisin (HMR 3647), ozellikle direngli patojenlerin
neden oldugu ve toplum kaynakli solunum yolu infeksiyon-
larmin tedavisi i¢in gelistirilen semisentetik eritromisin-A
derivesi olan ketolid grubundan bir antibiyotiktir. 50S ribozomal
subtinitesini etkileyerek mikroorganizmada protein sentezini
inhibe eder(D),

Telitromisin, eritromisine direngli pnomokok ve atipik
hiicre i¢i organizmalart da kapsayan Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin butyuik bir kismna kars1 kuvvetli aktiviteye
sahiptir(14),

Bu calismada telitromisinin terapotik konsantrasyonda
saglikli kigilerin PNL fonksiyonlar:1 (fagositoz, hucre ici
oldurme) ve mikroorganizmalarin epitel hiicresine adezyonu
uzerine olan etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Antibakteriyel ajan: Telitromisinin 400 mg'lik tablet
formu, steril sartlar altinda dista bulunan renkli kabuk kismi1
soyulduktan sonra ezilerek kullanilmistir. Stok soliisyonu %
1 HCI - steril distile su i¢inde hazirlanmig ve buradan terapotik
konsantrasyonu olan 0.1 yg/ml ayarlanmigtir(12),

Minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) saptanmasi:
Telitromisinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu icin
MIK degeri mikrodiliisyon yontemi ile 0.312 pg/ml olarak
bulunmustur(15),

PNL'lerin elde edilmesi: PNL'ler saglikli gonullilerden
alman heparinli kan drneklerinde Ficoll-Hypaque gradient
santrifiij yontemini takiben dekstran sedimantasyonu ile izole
edilmistir. PNL'lerde tripan mavisi ile canlilik % 98 olarak
bulunmustur. PNL'ler Hank's Buffered Salt Solution (HBSS)
i¢inde sulandirilarak hiicre yogunlugu 1x107 hiicre/ml olacak
sekilde siispansiyon haline getirilmigtir(17-18),

Fagositoz ve kandidasidal aktivite: PNL'lerin
fagositozunu ve hiicre i¢i 0ldirme aktivitesini dl¢mek i¢in
C.albicans ATCC 10231 susu kullanilmigtir. Maya canlilig1
metilen mavisi boyama yontemi ile >% 99 bulunmugtur. Ilacin
terapotik konsantrasyonu saglikli gonullillerden elde edilen
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PNL'ler ile 37°C'de calkalayici etivde 30 dk inkiibe edilmigtir.
C.albicans suspansiyonu ayr bir tilp icinde taze insan serumu
(4:1) ile 37°C'de 30 dk opsonize edilmistir. Inkiibasyondan
sonra ilag ve PNL karisimi Uizerine opsonize maya hiicreleri
konulmug ve 37°C'de 30 dk bekletilmigtir. Karigimin son hiicre
yogunlugu 5x10° maya/ml ve 5x10% PNL/ml olmustur.
Inkiibasyonun 25. dakikasinda her tupe 0li mayalarin
boyanmasi i¢in (1:2) metilen mavisi (% 0.01) eklenmistir.
Fagositik aktivite tayininde 100 PNL i¢cinde maya hucrelerini
fagosite etmis olan PNL'ler sayilmis, kandidasidal aktivite
tayininde ise 100 PNL i¢inde fagosite olan maya hiicrelerinden
PNL'ler tarafindan 6ldurrillen (mavi boyanmig) maya huicreleri
sayilarak % cinsinden ifade edilmistir(20),

Adezyon deneyi: Saglikli kisiden alinan yanak mukozasi
epitel hiicreleri 3 kez PBS ile yikanarak 10 hiicre/ml olacak
sekilde ayarlanmugtir. Epitel hiicreleri daha sonra telitromisinin
172, 1/4, 1/8, 1/16 MIK degerleri ile inkuibe edilen bakteri
suspansiyonu ile 1/1 oraninda karnistirilarak tiplere konulmus,
37°C'de 30 dk siire ile su banyosunda inkiibe edilmigtir. Daha
sonra tupler santrifuije edildikten sonra siipernatan atilmis,
pelet az miktarda PBS ile suispanse edilerek lam uizerinde
kurutulmugtur. Fikse edildikten sonra, Gram ile boyanarak,
mikroskopta 50 farkl: epitel hiicresine baglanmig bakteriler
sayilarak antibiyotik icermeyen epitel hiicresi + bakteri bulunan
kontrol tiipleriyle karstlagtirilmigtir(23),

Istatistiksel analiz: Kontrol ve telitromisin iceren PNL'lerin
fagositoz, hiicre i¢i 0ldurme aktivitesi ve adezyon fonksiyonu
uzerine olan etkilerinin kargilagtirilmasinda ANOVA testi
kullanilmig, p <0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Telitromisinin antibiyotik bulunmayan kontrol tuplerine
gore PNL'lerin fagositoz, huicre i¢i 0ldurme aktivitesi ve
adezyon fonksiyonu uizerine yaptigi etkiler tabloda ve sekilde
gosterilmistir.

Tablo: PNL'lerin fagositozu, hiicre ici oldiirme ozellikleri ve adezyon lizerine

olan etkileri.

Fagositoz Kandidasidal aktivite Adezyon
(%) (Hucre i¢i olum) (%) (%)
Kontrol 41 13 38
Telitromisin 62 24 32

Telitromisin, antibiyotigin bulunmadig1 kontrol tipiine
gore PNL'lerin fagositik aktivitesini (p=0.007) ve kandidasidal
aktivitesini (p=0.000) anlamh olarak arttirmgtir. Mikroorganiz-
malarin epitel hiicresine adezyon fonksiyonunda telitromisin
kontrol PNL'e gore bir azalmaya neden olsa da bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p=0.319).



Telitromisinin insan polimorf nuiveli lokosit fonksiyonlari tizerine etkisinin in-vitro arastirilmasi

Sekil: Kontrol PNL ve telitromisin i¢eren PNL'lerin etkileri (%).
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Makrolidlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri konak
huicrelerine girebilme ve konsantre olabilmeleridir. Bu
ozellikleri sayesinde hiicre i¢i patojenler tarafindan olugturulan
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar(®:10), Bu
ozelliklerinin diginda makrolidler fagositik huicreler basta
olmak tizere hiicre fonksiyonlarmi degistirebilmekte®-11),
notrofilleri aktive ederek akut solunum yolu etkeni mikroor-
ganizmalara etkili olmaktadirlar(19). Telitromisin, makrolid-
linkozamid ailesinden yeni bir simif olan ketolidlerin ilki,
semisentetik, eritromisin-A tiirevi bir antibakteriyaldir. Toplum
kaynakli pnomoni etkenlerinin, 0zellikle S.aureus'un neden
oldugu akut sinuizitlerin ve tonsillit-farenjitlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Makrolid ailesinden oldugu i¢in akut solunum
yolu etkeni mikroorganizmalara notrofilleri aktive ederek de
etkili olmaktadir(D,

PNL'lerin fagositik aktivitesini artirici etki ozellikle
immun sistemi baskilanmig, opsonizasyon ve fagositik aktivitesi
bozuk hastalardaki bakteriyel infeksiyonlara kars1 konak
savunmast i¢in faydahdir. Cesitli antimikrobiyal ajanlarin
immiinomodulator etkileri oldugu gosterilmistir(2D),

Notrofiller ve antimikrobiyal ajanlar birlikte infeksiyonlara
kars1 sinerjistik etki gosterebilmektedirler(19), Mikroorganiz-
malarin kisa stirede yok edilmelerinde, antimikrobiyal ajanlarin
fagositler icerisine girebilmeleri dnemlidir. Hucre dist
mikroorganizmalar1 dldiirmeye yeten konsantrasyondaki beta-
laktam antibiyotiklerden notrofillerin i¢indeki stafilokoklar
etkilenmezken, rifampin gibi notrofillerin i¢ine girebilen

antibiyotiklerden etkilendikleri gosterilmistir!%), Telitromisinin
hiicre i¢i bakterilerde eritromisin, azitromisin ve klaritromisine
gore daha etkili oldugu gosterilmistir(>4. Pek ¢ok makrolidin
PNL'in fagositozunu ve bakteriyel fonksiyonu in-vitro olarak
arttirdig1 gesitli cahsmalarda gosterilmistir®-12), Bunun yamsira
telitromisin, Mycobacterium avium ile yapilan in-vitro
deneylerde aktivitesi zayif olmasina karsn, farelerde olugturulan
M.avium infeksiyonlarmin tedavisinde donemli bir aktivite
gostermistir®). Bu sonug tedavisi gii¢ olan diger Mycobacterium
turlerinin de telitromisin aktivitesi acisindan degerlendirilmesi
gerektigini dugundurmektedir.

Bu calismada semisentetik eritromisin-A derivesi olan
telitromisinin terapodtik konsantrasyonlarda saglikli insan PNL
uzerine olan etkisi aragtirilmigtir. Calisma sonucunda
telitromisinin PNL'ler tarafindan C.albicans blastosporlarinin
fagositozunda ve hucre ici 0lum fonksiyonunda anlaml
duzeyde bir artig olusturdugu belirlenmis ve telitromisinin
PNL fonksiyonlarindan fagositoz ve huicre i¢i 0ldiirme aktivitesi
uzerine imminomodiulator etki gosterdigi tespit edilmigtir.

Kadir ve ark.(?) klaritromisinin saf toz sekli ve klinikte
kullanilan tablet formu arasmnda PNL'lerin fagositoz aktiviteleri
ve kandidasidal kapasiteleri yonuinden fark olup olmadigini
arastirmiglardir. Sonugta her iki ila¢ formu ile fagositoz
degerlerinde degisme olmazken, tablet formu ile yapilan
deneylerde kandidasidal kapasitede azalma olmustur.
Caligmamizda telitromisinin tablet formu kullanilmisg, ancak
klaritromisinde oldugu gibi kandidasidal kapasitesinde bir
azalma gorulmemigtir. Ileriki caligmalarda saf toz ile de
caligilarak ikisi arasinda fark olup olmadig1 arastirilabilir,
ancak uygulamada kullanilan telitromisin tablet formunun
hem fagositoz hem de hiicre i¢i 0lim fonksiyonunu arttirmasi
onemlidir.

Calismamizda, telitromisinin mikroorganizmalarin epitel
hiicrelerine adezyon fonksiyonu uizerine istatistiksel olarak
anlamli olmasa da azaltic1 bir etki olugturdugunun gozlenmesi,
bu antimikrobiyal ajanin mikroorganizmalarin epitele tutunup,
infeksiyon olusturmasini engelleyerek de terapotik etki
gosterebilecegini diigindirmustur. Infeksiyon gelisiminde ilk
basamak olan adezyon mekanizmas1 uzerine en etkili
antimikrobiyal ajanin belirlenmesi infeksiyonlarin erken
donemlerde Onlenmesi agisindan da dnem tasimaktadir.
Vazifeh ve ark.(?2) telitromisinin insan PNL 'lerinin bakterisidal
aktivitesini duzenledigini bildirmiglerdir.

Sonug¢ olarak calismamizda, telitromisinin terapotik
konsantrasyonlarda PNL fonksiyonlarini in-vitro olarak stimiile
ettigi goruldugu icin, ozellikle immin sistemi baskilanmusg,
opsonizasyon ve fagositik aktivitesi bozuk hastalardaki
infeksiyonlarin tedavisinde etkili olabilecegi dusunulmugtiir.
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