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ÖNSÖZ 

 

 

Antibiyotikler, yirminci yüzyılın ikinci çeyreğinden günümüze kadar 

bakteriyel hastalıkların sağaltımında yaygın olarak kullanılmaktadır.  Son yıllarda 

artan antibiyotik dirençlerine karşı çok sayıda yeni nesil antibiyotikler geliştirilmiştir. 

Bu yeni nesil antibiyotik sayısındaki artış, hastalık etkenine karşı en etkili 

antibiyotiği seçme fırsatı sağlamaktadır. Günümüzde solunum yolu bakteriyel 

hastalıklarının tedavisinde yaygın olarak makrolid grubu antibiyotikler 

kullanılmaktadır. Bu solunum yolu hastalığına karşı en etkili makrolid grubu 

antibiyotiği seçerken, sadece antibakteriyel etkisi değil aynı zamanda 

immunomodülatör gibi diğer etkilerine bakılarak değerlendirilmelidir. Bu sebeple, 

gamitromisin ve tulatromisinin, izole trakea düz kas kasılmaları ve trakea epitel 

hücrelerindeki apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkileri yanı sıra hücre proliferasyonu 

üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Doktora eğitim sürecimde ve tez çalışmamın her aşamasında bilgisiyle yol 
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tecrübeleriyle beni yönlendiren Prof. Dr. Mustafa TÜRK’e, Prof. Dr. Emine 

BAYDAN’a, Prof. Dr. Miyase ÇINAR’a, doktora eğitimim sırasında yardımlarıyla 

yanımda olan Doç. Dr. Hüsamettin EKİCİ’ye teşekkür ederim. Tez çalışma sürecinde 

zamanı ayıran; Canan ÇAKIR’a, Esra ARAT’a, Büşra MORAN’a ve Melike 

ATAMAN’a teşekkürlerimi sunarım. Desteği ile her zaman yanımda olan başta eşim 

ve kızım olmak üzere bütün aileme ayrıca teşekkür ederim. 
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Çizelge 3.2.3 2 µg/mL - 100 µg/mL arası konsantrasyonlarda tulatromisin ve 

gamitromisinin trakea epitel hücrelerine ait  apoptotik ve nekrotik hücre % indeksi  
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ÖZET 

 

Sığırlarda Tulatromisin ve Gamitromisinin Trakea Düz Kasının Kasılması ile 

Trakea Epitel Hücreleri Üzerine Apoptotik, Nekrotik ve Sitotoksik Etkilerinin 

Araştırılması 

 

Bu çalışmanın amacı, tulatromisin ve gamitromisinin izole organ banyosu 

sisteminde in vitro sığır trakea kası üzerine ve sığır trakea epitel hücreleri üzerine 

apoptoz, nekroz yapıcı etkilerinin ve sitotoksik etkilerinin araştırılmasıdır. 

Çalışma 2 aşamalı olarak yapıldı. Öncelikle mezbahadan alınan sığır trakeası 

şerit tarzında kesilerek izole edildi ve izole organ banyosuna asıldı. Gamitromisin ve 

tulatromisin için kümülatif doz- cevap eğrisi alındı. Dokular bu iki maddeye cevap 

vermediğinden dolayı asetilkolin ile birlikte çalışıldı. Ayrıca ön kasılma oluşturulan 

dokularda ilaçların etkilerine bakıldı. İkinci aşamada, yine mezbahadan elde edilen 

sığır trakea epitel hücrelerinde tulatromisin ve gamitromisinin apoptoz ve nekroz 

yapıcı etkisinin değerlendirmesi için ikili boyama yöntemi ile hücre çekirdeğinin 

farklı renklerde boyanması ile apoptoz ve nekroz hücreleri belirlendi. Ayrıca bu 

antibiyotiklerin epitel hücrelerine sitotoksik etkileri MTT testi, hücre proliferatif 

etkilerini ise XCelligence gerçek zamanlı hücre analiz sistemi ile bakıldı. 

İzole trakea dokusu deneylerinde tulatromisin ve gamitromisin uygulama 

derişimlerinde sığır trakea izole kasında bir değişikliğe neden olmadı. 20 dakika 

3x10-5 M tulatromisin, gamitromisin ve DMSO ile inkübe edilen izole kasına 

kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişimlerinin pD2 ve Emax değerlerinde istatistiksel 

olarak fark bulunamadı. 65 mM KCl ile ön kasılma oluşturulan dokuya kümülatif 

tulatromisin ve gamitromisin (10-10-10-5 M) ile DMSO cevapları arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunamadı. ACh’ın EC85 değeri ile ön kasılma oluşturulan 

sığır trakea düz kasında gamitromisin (10-7-10-6 M) kontrole göre dokularda daha 

fazla gevşemeye neden olduğu bulundu (P<0.05). 20 dakika 10-6 M gamitromisin ile 

inkübasyon, ACh’ın Emax değerini sayısal olarak azalttı (P˃0.016).  

Hücre kültürü deneylerinde ilk MTT deneyi yapıldı. Tulatromisin ve 

gamitromisinin uygulandığı hücreler ait toksisite sonuçları bakıldığında trakea epitel 
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hücrelerinde; gamitromisinin IC50 değeri 156±9 µg/mL, tulatromisinin IC50 değeri 

134.7±7.1 µg/mL olarak hesaplandı. Gamitromisin ve tulatromisin aynı 

konsantranyonları karşılaştırıldığında 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, 50 

µg/mL, 150 µg/mL, 180 µg/mL ve 240 µg/mL’lik konsantrasyonlarının % canlılığı 

arasında önemlilik bulundu. Bu konsantrasyonlardan 150 µg/mL, 180 µg/mL ve 240 

µg/mL’de gamitromisinin hücre canlılığı yüzdesi tulatromisine göre daha yüksek 

iken, 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL ve 50 µg/mL’de tulatromisin hücre 

canlılığı gamitromisinin göre daha fazla olduğu bulundu (P<0.05). İkili boyama 

yöntemi verileri istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, 20 µg/mL’lik 

konsantrasyonda apoptotik % indeksi sonuçlarının arasındaki fark önemli olup, 

gamitromisinin tulatromisine göre daha fazla apoptoz yapıcı etkisi olduğu bulundu 

(P<0.05). Tulatromisin ve gamitromisinin trakea epitel hücreleri üzerine uygulanan 2 

ve 10 µg/mL’lik konsantrasyonlarda zamana bağlı olarak canlılığın artığı 

gözlemlendi.  

Gamitromisin ve tulatromisin tek başlarına sığır trakea düz kas tonusunda 

değişikliğe yol açmazken, gamitromisin ACh ile ön kasılma oluşturulan dokularda az 

da olsa derişime bağlı olarak gevşeme etkisi göstermiştir. Bu etkinin pratik klinik 

uygulamalarında özellikle astım ya da solunum yolunda ödemle seyreden 

hastalıklarda tedaviye katkı sağlayabilir. Gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel 

hücrelerine sitotoksisitesi çok düşük olup güvenli bir şekilde kullanılabilir. Bu 

antibiyotikler arasında güven aralığı gamitromisinin daha yüksektir. Her iki 

antibiyotiğin apoptoz yapıcı etkileri; hücrelerin proliferasyon etkilerini artırarak, 

hastalık etkeninin ilk karşılaştığı yer olan epitel hücrelerini meydana gelebilecek 

hasarlara karşı koruyabilir. Gamitromisin ve tulatromisinin zamana bağlı olarak 

epitel hücre proliferasyonundaki artışı, bu antibiyotiklerin hastalık tedavisi 

sonrasında da koruyucu tedaviyi uzun süreli devam ettirebileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, epitel hücresi, gamitromisin, nekroz, proliferasyon, 

sığır trakea düz kası, sitotoksisite, tulatromisin 
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SUMMARY 

 

The Investigation of the Effect of Tulathromycin and Gamithromycin on 

Tracheal Smooth Muscle Contraction and the Apoptotic, Necrotic and 

Cytotoxic Effects on Tracheal Epithelial Cells in Bovine 

 

The aim of this study was to investigate the effects of tulatromycin and 

gamithromycin in vitro on bovine trachea smooth muscle in isolated organ bath 

system; and apoptotic, necrotic and cytotoxic effects on bovine tracheal epithelial 

cells.  

The study was conducted in 2 stages. First the bovine trachea from the 

slaughterhouse was isolated as strips and suspended in the isolated organ bath. 

Cumulative dose response curve was obtained for gamithromycin and tulatromycin. 

As the tissues did not respond to these two substances, coincubation was studied 

acetylcholine. In addition, the effects of these drugs on precontracted tissues were 

examined. In the second stage, in the bovine tracheal epithelial cells were obtained 

from the slaughterhouse, cells with apoptozis and necrosis were determined by 

staining the cell nucleus in different colors by dual staining method to evaluate the 

effect of tulathromycin and gamithromycine on apoptozis and necrosis. In addition 

cytotoxic efects of these antibiotics on epithelial cells were examined by MTT test 

and cell proliferative effects were examined by XCelligence real time cell analysis 

system.  

In isolated trachea tissue experiments, tulatromycin and gamithromycin 

cumulative concentrations did not cause any change in isolated bovine trachea 

muscle. There was no statistically significant among in pD2 and Emax values of 

cumulative ACh (10-8-10-3 M) concentrations in isolated muscle incubated with 

3x10-5 M tulatromycin, gamithromycin and DMSO for 20 minutes. There was no 

statistically significant difference between the cumulative tulatromycin and 

gamithromycin (10-10-10-5 M) and DMSO responses on the tissue which was 

precontracted with 65 mM KCl. Gamithromycin (10-7-10-6 M) caused more 

relaxation in tissues compared to control in bovine tracheal smooth muscle which 
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was precontracted by the EC85 value of ACh (P <0.05). Incubation with 10-6 M 

gamithromycin for 20 minutes numerically reduced the Emax of ACh (P˃0.016). 

First of all MTT assay was performed in cell culture experiments. When the 

toxicity results of tulatromycin and gamithromycin were evaluated, in tracheal 

epithelial cells the IC50 value of gamithromycin was 156±9 µg / mL and the IC50 

value of tulatromycin was 134.7±7.1 µg / mL.  The difference between 

gamithromycin and tulatromycin, at concentrations 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 

µg/mL, 50 µg/mL, 150 µg/mL, 180 µg/mL interms of cell viability was found to be 

significant. While the cell viability percentage of gamithromycin was higher at 150 

µg / mL, 180 µg/mL and 240 µg/mL than tulatromycin; at 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 

µg/mL, 20 µg/mL and 50 µg/mL concentrations tulatromycin cell viability was 

higher than gamithromycin (P <0.05). When the staining method data were 

evaluated, the difference between the results of % apoptotic index at 20 µg/mL 

concentration was significant and it was found that gamithromycin had more poptotic 

effect than tulatromycin (P <0.05). It was seen that tulatromycin and gamithromycin 

applied on tracheal epithelial cells at concentrations of 2 and 10 µg/mL; increased 

the viability depending on time.  

Gamithromycin and tulatromycin alone did not cause a change in bovine 

tracheal smooth muscle tone, while gamithromycin showed a slight relaxation effect 

due to the concentration on the tissues precontracted with ACh. This relaxation effect 

may contribute to treatment of asthma or respiratory edema in practical clinical 

applications. Gamitromycin and tulatromycin have very low cytotoxicity to tracheal 

epithelial cells and can be used safely. The confidence interval between these 

antibiotics is higher in gamithromycin. Apoptotic effects of both antibiotics, can 

protect the epithelial cells, which are the first place of the disease agent, against the 

damages by increasing the proliferation effects of the cells. The increase in epithelial 

cell proliferation of gamithromycin and tulatromycin due to time shows that these 

antibiotics can maintain long-term prophylactic treatment against diseases. 

Key words: Apoptosis, bovine tracheal smooth muscle, cytotoxicity, epithelial cell, 

gamithromycin, necrosis, proliferation, tulatromycin 
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1. GİRİŞ 

 

 

 Makrolid antibiyotiklerin çoğu Streptomyces türlerinden türetilen ve yapısal 

olarak birbirine benzeyen bileşiklerdir. Bu bileşikler; iki veya daha fazla şeker 

molekülünün bağlandığı lakton halkasına sahip olma özelliği ile karakterize olup, 

lakton halkasındaki karbon atom sayısına göre sınıflandırılırlar. Makrolid grubu bazı 

bileşiklerin lakton halkasında; iki veya üç azot grubu bulunabilmektedir (Papich 

2018). 

Makrolid grubu antibiyotikler, prokaryot organizmaların 50S ribozomal alt 

ünitesinin 23S rRNA bölgesine bağlanır ve bu organizmaların protein sentezini 

engellerler (Gaynor ve Mankin 2003, Giguère 2013, Papich 2018).  Bu 

antibiyotikler; bakterilerin protein sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki 

yaparlar, ama düşük oranda bakterisit etki de gösterebilirler (Huang ve ark, 2009). 

Makrolidler, penisilin alerjisi olanlara alternatif olarak kullanılabilirler 

(Kwiatkowska ve Maślińska 2012).  

Genel olarak makrolidlerin; periferal dokulardaki yoğunluğu serumdaki 

yoğunluğundan fazla olması, dokulara geniş dağılım göstermesi ve akciğerdeki 

yoğunluğunun uzun süreli olması gibi özelliklerinden dolayı solunum yolu 

hastalıklarının tedavisi ve korunmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (Benchaoui 

ve ark. 2004, Nowakowski ve ark. 2004). Son yıllarda geliştirilmiş olan tulatromisin 

ve gamitromisin gibi makrolid antibiyotikler, solunum yolu bakteriyel hastalıkların 

tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Villarino ve ark. 2013, Wyns ve ark. 

2014, Dedonder ve ark. 2015, Hildebrand ve ark. 2015).  

Makrolidler; birçok ökaryot hücre tipine nüfuz etme ve birikme yeteneğine 

sahiptirler. Bu özelliklerinden dolayı, hücre içi organizmalara karşı terapötik etkide 

göstermektedirler. Bu grup antibiyotikler, nötrofil ve makrofajlar kadar olmasa da 

epitel benzeri hücre hatlarında birikme kabiliyeti bulunmaktadır (Čulić ve ark. 2001). 

Solunum yolu epiteli; inhale patojenler (bakteri, virüs vb.) ve irritanlara karşı konak 

savunmasında önemli bir rol oynayan fizikokimyasal bariyerdir (Mills ve ark. 1999, 
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Tam ve ark. 2011). Solunum yolu epitel hücreleri in vitro inflamatuvar mediatörlere 

maruz kaldığında, makrolidler epitel hasarına karşı koruyucu etki gösterir (Altenburg 

ve ark. 2011). 

Makrolid grubu antibiyotikler antimikrobiyel etkisinin yanında immun 

sistemi hücrelerinin fonksiyonlarını da düzenlediği bilinmektedir. Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda bazı makrolid grubu antibiyotiklerin apoptoza neden olduklarını 

göstermektedir (Fischer ve ark. 2011, Kwiatkowska ve Maślińska 2012). Bu çalışma 

ile gamitromisin ve tulatromisinin antibakteriyel etkileri yanında diğer sistemlere 

etkilerinin değerlendirilmesi veteriner pratikte sağaltım uygulamalarına katkıda 

bulunacaktır. 

 

 

 

1.1. Sığır Trakeasının Anatomisi 

 

Solunum sistemi;  gaz alışverişi, kan pH düzenleme, vücuda alınan havayı 

filtre etme, nemlendirme ve ısıtma gibi çok sayıda fonksiyonun düzenlediği 

sistemdir.  Sığır solunum sisteminde sırasıyla; burun, farenks, larenks, trakea, 

bronşlar ve akciğerler bulunmaktadır. Genellikle bu sistem; alt ve üst solunum 

sistemi olmak üzere ikiye ayrılmakta olup, üst solunum sisteminde burun ve farenks, 

alt solunum sisteminde ise larenks, trakea, bronşlar ve akciğerler yer almaktadır. Alt 

solunum yolunda yer alan trakea; larenks’in kaudalinden başlayıp, C- şeklinde 

hiyalin kıkırdaklar dizisi halinde sağ ve sol bronşların birleştiği (Bifurcatio tracheae) 

bölüme kadar uzanan silindirik yapıdır (König ve Liebich 2007, Akers ve Denbow 

2008b).  

Uzunluğu ve iç çapı değişmekle birlikte, ortalama 450-500 kg ağırlığında 

olan bir sığırın trakeası yaklaşık 95 cm uzunluğunda ve 3.2 cm iç çapındadır (Veit ve 

Farrell 1978). Ayrıca hiyalin kıkırdakları birbirine bağlayan ve trakeanın esnekliğini 

sağlayan fibroelastik bir bağ dokusu (ligamentum annularia) bulunmaktadır. Bu 
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kıkırdak halkalarının dorsal açıklığı, düz kas olan musculus trakealis tarafından 

bağlanmaktadır (König ve Liebich 2007, Akers ve Denbow 2008b, Frandson ve ark. 

2009b). Bu düz kas; trakeanın dorsalinde olup, trakeanın çap tonunu etkilemektedir 

(Frandson ve ark. 2009b). 

 

 

1.2. Sığır Trakeasının Histolojisi 

 

Trakea; mukoza, submukoza ve adventisya olmak üzere üç tabakadan 

oluşmaktadır. Bu tabakaların ilki olan mukoza tabakası, epitel ve lamina propia 

olmak üzere iki kesime ayrılır (Reynolds ve ark. 2015). Trakea epitel dokusu, yalancı 

çok katlı silyalı epitel ile kaplıdır (König ve Liebich 2007, Akers ve Denbow 2008a). 

Yetişkin sığır trakea bazal laminasında 323 ± 24 (hücre/mm) epitel hücre 

bulunmaktadır. Bu epitel hücrelerinin %31’i bazal,  %42’si silli, %4’ü goblet, %23’ü 

diğer hücrelerdir. Bu bölgede seröz ve clara hücresi yer almazken %1’ in altında 

fırçamsı hücre bulunmaktadır (Reynolds ve ark. 2015). Goblet hücreleri solunum 

yolu lümenine mukus salgılar. Bu mukus epitel tabakasının; yüzeyi kaygan hale 

getirmek, solunan havayı nemlendirmek, zararlı yabancı partikülleri yakalamak ve 

ozon gibi zararlı gazları içine almak gibi çok sayıda görevi bulunmaktadır (Soleas ve 

ark. 2012). Silli hücreler, bazal laminadan kök alıp lümen yüzeyine kadar 

uzanmaktadır (Harkema ve ark. 1991). Bu hücrenin apikal yüzeyinde 100-300 

arasında hareketli siller bulunmaktadır. Bu siller, koordineli dalgalar halinde mukus 

ve yabancı partiküllerin boğaza doğru hareketini sağlar (Harkema ve ark. 1991, 

Soleas ve ark. 2012). Sığır trakeası silli hücrelerdeki siller 4.2±0.5 pm 

uzunluğundadır (Reynolds ve ark. 2015). Bazal hücreler çok küçük olup, solunum 

yolu epitel hücrelerinin kök hücresi olarak kabul edilir. Ayrıca bu hücreler bazal 

laminada bulunup, solunum yolu lümenine kadar uzanmazlar. Fırçamsı hücreler; 

apikal yüzeyinde bulunan mikrovilluslar ile karakterize olup, işlevleri tam olarak 

bilinmemektedir (Harkema ve ark. 1991, Soleas ve ark. 2012). Mukoza tabakasının 

lamina propia kısmı, trakea bezleri, sinir ve damarları çevreleyen gevşek bağ 



8 
 

dokusundan oluşur. Submukoza tabakası; kan damarları, lenfatik organ ve damarlar 

ve trakeal bezleri saran düzensiz sıkı bağ dokusudur. En dış tabaka olan adventisya; 

C şeklinde hyalin kıkırdak halkaları ve sıkı bağ dokuyu sarar. Bu hyalin kıkırdak 

halkalarının dorsal ucu, düz kas olan muskulus trakealis ile köprülenir (Samuelson 

2007).  Çoğu türde olduğu gibi bu kas, kıkırdağın iç tarafındaki perikondriyuma 

bağlanır (Plopper ve Adams 2006). Bu tabakadaki düz kas hücreleri boyutları 

değişmekle birlikte, 5-10 µm çap ve 30-250 µm uzunlundadır. Bu hücrelerin 

çekirdeği tek ve merkezdedir (Akers ve Denbow 2008a, Frandson ve ark. 2009a). 

Trakeanın dış tabakası olan adventisya tabakası ise, gevşek bağ dokusudur (Reynolds 

ve ark. 2015).   

 

 

1.3. Sığır Trakeası Farmakolojisi ve Fizyolojisi 

 

Memelilerin solunum yolu düz kası, hem kasılma hem de gevşetici özelliğine 

sahiptir. Bu kas, sempatik ve parasempatik sinir sistemi tarafından innerve 

edilmektedir. Böylece; in vivo veya in vitro olarak solunum yolu belirgin şekilde 

daralabilir veya genişleyebilir (Canning ve Fischer 2001). Solunum yolu düz kas 

tonusu; hormon, nörotransmitter, ilaç ve mediatör gibi birçok maddeden etkilenir. Bu 

maddeler solunum yolu düz kas hücreleri üzerindeki yüzey reseptörlerine bağlanarak 

etkilerini oluşturmaktadır (Barnes 1989). Bu gibi maddeler; sinirler ve bağışıklık 

sisteminin bir parçası olan hücrelerden salınabilmektedir (Andersson ve Grundström 

1987). 

 

1.3.1. Trakeabronşial Bölgedeki Reseptörler 

 

Trakea-bronşiyal bölgede dikkatimizi çeken 4 önemli reseptör tipi 

bulunmaktadır. Bunlar; yavaş adapte olan akciğer gerim reseptör, hızlı adapte olan 
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akciğer gerim reseptör, c-fibril reseptör ve nöroepitelyal cisimcikler’dir 

(Widdicombe 2001). 

1.3.1.1. Yavaş Adapte Olan Akciğer Gerim Reseptör 

 

Yavaş adapte olan akciğer gerim reseptör, solunum yolu düz kasının içinde 

anatomik olarak yerleşmiş olmakla birlikte ağırlıklı olarak miyelinli sinir sonlarında 

bulunur (Barnes 1990, Schelegle ve Green 2001). Trakeanın arka tarafından trakealis 

kası içinde uzanmakta olup, düz kas yoğunluğu olan bronşial dallanma noktalarında 

yaygındır (Widdicombe 2001). Bu reseptör, mukoza tabakasının uzaklaştırılması 

durumunda çalışmaya devam ederken, solunum yolu düz kasının çıkarılması 

durumunda işlevsiz kalmaktadır (Schelegle ve Green 2001). 

Başlangıçta bu reseptörlerin uyarılarının mekanik olduğu ve fizyolojik-

kimyasal değişikliklere duyarsız olduğu düşünülmekle beraber, bu düşüncenin son 

dönemde yapılan çok sayıda çalışma ile doğru olmadığı ortaya çıkmıştır. Örneğin bu 

reseptörlerin, solunum yolunda CO2 yoğunluğunun artığı durumlarda ve halaton, 

trikloretilen gibi uçucu anestezikler ile inhibe olduğu görülmüştür (Widdicombe 

1982). 

 

 

1.3.1.2. Hızlı Adapte Olan Akciğer Gerim Reseptör 

 

Hızlı adapte olan akciğer gerim reseptörleri; yavaş adapte olan akciğer gerim 

reseptörler gibi solunum yolu düz kaslarının miyelinli sinir sonlarında bulunur 

(Barnes 1990). Bu reseptör, trakeanın her yerinde eşit şekilde dağılmış bulunması ve 

hızlı adapte olmasıyla yavaş adapte olan akciğer gerim reseptörlerden ayrılmaktadır 

(Barnes 1990, Widdicombe 1982). 
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Hızlı adapte olan akciğer gerim reseptörü; solunum yoluyla alınan irritan 

madde ve aerosoller tarafından uyarılır, bu nedenle irritan reseptör olarak da 

bilinmektedir (Widdicombe 1982, Kappagoda ve Ravi 2006). Bu uyarıcılara, kükürt 

dioksit, amonyak, sigara dumanı ve karbon tozları örnek verilebilir. Ancak bu 

uyarıcılara karşı reseptörün hassasiyeti farklılıklar göstermektedir (Widdicombe 

1982). 

 

 

1.3.1.3. C-fibril Reseptör 

 

C-fibril reseptör; diğer reseptörlerin aksine miyelinize olmayan sinir 

uçlarında bulunur (Barnes 1990). C-fibril reseptör, akciğer ve bronşiyal tipleri olmak 

üzere ikiye ayrılabilir (Yu 2005). Yu (2005)’ya göre bu reseptör çok sayıda endojen 

ve ekzojen kimyasal maddeye tepki verdiği için kemosensördür. C-fibril reseptör, 

akciğer hacim değişikliklerine çok duyarlı olmazken akciğer yangılarında 

uyarılmaktadır. Bu reseptör, akciğer konjesyonu ve ödemine neden olan ilaçlara ise 

şiddetli duyarlıdır. Ayrıca egzersiz gibi akciğerde kan akış hızının artığı durumlarda 

da bu reseptörler uyarılmaktadır. C-fibril reseptör, çeşitli mediatörlere karşı akciğer 

ve bronşiyallerde farklı düzeyde duyarlılık gösterebilir (Widdicombe 1982). C-fibril 

reseptör, kimyasal, termal ve asidik uyarılara karşı cevap verir. Ayrıca hava kirliliği 

ve sigara dumanına karşı duyarlıdır (Rogerio ve ark. 2011). Bu reseptörler bazı 

kimyasal maddeler ve fizyolojik stres ile aktive olmasıyla; solunum yolunda kasılma, 

öksürük, mukoza salgısı ve taşipne gibi durumlar ortaya çıkabilir (Adriaensen ve 

Timmermans 2011). 
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1.3.1.4. Nöroepitelyal Cisimcikler  

 

Nöroepitelyal cisimcikler, nöroepitelyal endokrin hücrelerdendir. Bu 

reseptörler, çok sayıda marker ve bioaktif madde içerir. Ayrıca bu reseptörler hipoksi 

ve havayolu düz kasları bronşiyal ve akciğer vasküler yatak hareketlerine yanıt 

olarak açığa çıkmaktadır (Widdicombe 2001).  

 

 

1.3.2. Solunum Yolunda Bulunan Diğer Önemli Reseptör ve Kanallar 

 

1.3.2.1. Geçici Reseptör Potansiyeli Vanilloid 1 

 

Geçici reseptör potansiyeli vanilloid 1 (TRPV1) geçici reseptör potansiyeli 

iyon kanalları gruplarından bir tanesidir. Geçici reseptör potansiyeli vanilloid  

kanalının 1’den 6’ya kadar toplam 6 alt tipi vardır. Bu kanal, çeşitli fizyolojik 

durumlara duyarlıdır ve Ca+2 geçirgenliği yüksek olduğu için sağlıklı veya hastalıklı 

durumlarda hava yolu tonunun düzenlenmesinde önemli rol oynadığına 

inanılmaktadır (Jia ve Lee 2007). 

Geçici reseptör potansiyeli vanilloid 1, pozitif sinir fibrilleri; burun, larenks, 

trakea, alveoller, düz kas, kan damarları ve akciğer parankimi dahil olmak üzere tüm 

solunum yolunu innerve etmektedir. İlk zamanlar TRPV1, tehlikeli ısı ve ağrıyı 

algılayan nöronal olarak ifade edilen iyon kanalı iken, son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda bu kanının değiştiği ve TRPV1, irritan kimyasallar, asidik pH, yüksek 

sıcaklıklar (˃43ºC) ve endojen mediatörler gibi çeşitli uyaranlar tarafından aktif hale 

geldiği bildirilmektedir (Grace ve ark. 2014). 
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1.3.2.2. Geçici Reseptör Potansiyeli Vanilloid 4 

 

Geçici reseptör potansiyeli vanilloid 4 (TRPV4) kanal, trakea ve 

bronşiyallerin epitelyum dokusu, solunum yolu düz kası, alveol duvarı, akciğer 

dokusu ve damarlarında bulunmaktadır (Grace ve ark. 2014). Geçici reseptör 

potansiyeli vanilloid 4, sıcaklık artışı ve hipotonik çözeltiler tarafından aktive olur. 

Solunum yolu sıvısı izotonik olduğu durumlarda ve solunum yolu sıvısının hipotonik 

olduğu ama epitel bariyerlerin zarar görmediği durumlarda TRPV4 kanal aktive 

olmaz. Ancak astım gibi solunum yolu hastalıkları solunum yolu epitelinde 

bozulmalara neden olur. Solunum yolu düz kas epitelinin bozulması ile hipotonik 

solunum yolu sıvısına korumasız kalır. Bu durum sonucunda TRPV4 kanal aktive 

olur. Geçici reseptör potansiyeli vanilloid 4 aktive olduğunda hücre içi Ca+2 

yoğunluğu artmaktadır (Jia ve Lee 2007). Son yıllarda insan ve kobay solunum yolu 

düz kası üzerinde yapılan çalışmalarda, TRPV4 kanalının aktivasyonu sonucu 

solunum yolu düz kasında kasılma meydana geldiği bildirilmiştir (Grace ve ark. 

2014). 

 

 

1.3.2.3. Geçici Reseptör Potansiyeli Ankirin 1 

 

Geçici reseptör potansiyeli iyon kanalları gruplarından biri de geçici reseptör 

potansiyeli ankyrin 1 (TRPA1)’dir  (Jia ve Lee 2007). Geçici Reseptör Potansiyeli 

Ankirin 1, zararlı çevresel irritanlar ve endüstriyel hava kirlilikleri bulunduğu 

ortamlarda aktive olmaktadır. Geçici Reseptör Potansiyeli Ankirin 1 kanalının 

açılmasına neden olan irritanlar öksürük, hırıltılı soluma ve nefes darlığı gibi 

semptomlara veya astıma neden olmaktadır (Grace ve ark. 2014). Geçici Reseptör 

Potansiyeli Ankirin 1, sigara dumanın neden olduğu bronşiyal inflamasyonların 

erken döneminde açıldığı hayvanlar üzerinde yapılan deneylerde görülmüştür. Geçici 

Reseptör Potansiyeli Ankirin 1 kanalının açılmasının asıl nedeni ise sigara dumanı 
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içinde bulunan nikotin, akrolein gibi irritan maddelerdir (Grace ve ark. 2014). Ayrıca 

TRPA1 kanalı; hardal yağı, göz yaşartıcı gaz, α ve β-doymamış aldehit, egzoz gazı 

gibi çevresel irritanlar tarafından da aktive olmaktadır (Gerhold ve Bautista 2008). 

 

 

1.3.2.4. Sitokin Reseptörleri 

 

Sitokin reseptörleri, hücre yüzeyine bağlı ve çözünebilir şekilde bulunabilir. 

Sitokinler; nötrofil,  monosit, makrofaj ve lenfosit gibi immun sistemi hücreleri 

tarafından üretilen çözülebilen proteinlerdir. Bu proteinlerin, birkaç çeşit alt birimi 

vardır (Stenken ve Poschenrieder 2015). Sitokinler, hem proinflamatuvar (IL-1, IL-6, 

IL-8 vb.) hem de antiinflamatuvar (IL-10 vb.) etkileriyle inflamatuvar yanıtın ana 

düzenleyicileridir (Kanoh ve Rubin 2010).  

Yangısel sitokinler IL1β ve TNF-α, Th1 sitokin viral hastalıklarda salınır; Th2 

sitokin, IL-13, IL-5 alerji ve atopi ile birlikte görülür. Bu sitokinler solunum yolu düz 

kas hücre cevaplarını değiştirirler. Astım gibi aşırı β2 adrenoreseptör cevabın 

azalmasına bağlı durumların sitokinlerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Sonuçta 

sitokinlerin etki mekanizmasının araştırılması astımın tedavisinde önemli bir 

basamak olarak değerlendirilir (Shore ve Moore 2002). 

 

 

1.3.3. Solunum Yolu Düz Kaslarının Kasılma Mekanizması 

 

Solunum yolu düz kasının kasılması, ventilasyon-perfüzyon eşleşmesine, 

kıkırdak yapı içermeyen solunum yollarının dengesi ve yabancı cisimlerin dışarı 

atılması gibi birçok fizyolojik olayların gelişmesine önemli katkıda bulunur (Pelaia 

ve ark. 2008).  Solunum yolu düz kasının kasılma durumu, spesifik hücre zarı 
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reseptörlerine etki eden birçok hücre dışı habercilerin kontrolü altındadır. Bu 

habercilerin spesifik hücre zarı reseptörlerine bağlanması sitozolik Ca+2 

konsantrasyonunu artırır. Sitozolik Ca+2 konsantrasyonunun artması ile kasılma 

cevabı şekillenir (Ouedraogo ve Roux 2014). 

 

 

1.3.3.1. Kolinerjik Reseptör Kasılma Mekanizması 

 

Solunum sisteminde kolinerjik uyarı, fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda 

solunum yolu düz kası tonunun kontrolünü sağlar. Kolinerjik sinir sisteminin 

nörotransmitteri asetilkolindir (ACh). Asetilkolin, kolin asetil transferaz enzimi 

tarafından asetil CoA ve kolin’den sentezlenir. Kolinerjik reseptörler nikotinik ve 

muskarinik reseptörler olmak üzere iki ayrılır (Racké ve ark. 2006). Bu 

reseptörlerden; nikotonik reseptör, kanal protein reseptör ailesinden, muskarinik 

reseptör ise, G-proteine kenetli reseptör ailesindendir (Roux ve ark. 1998). 

Muskarinik reseptör M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak üzere 5 alt tipe ayrılır. Bu 

muskarinik reseptör alt tiplerinden solunum yolu düz kasında M2 ve M3 reseptörleri 

bulunur. M2, solunum yolu düz kas kasılmalarında doğrudan rol oynamamasına 

rağmen solunum yolu düz kasında bulunan muskarinik reseptörlerin çoğunluğunu 

oluşturur. Solunum yolu düz kas kasılmalarına aracılık eden muskarinik reseptör 

M3’tür (Coulson ve Fryer 2003). M3 reseptörleri, insan ve sıçan solunum yolu düz 

kasında, başlangıçta Gqα (G-proteini) ve Fosfolipaz C’nin artışına, bu artış da 

inositol 1, 4, 5-trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol (DAG) oluşumu ile sonuçlanır. İnositol 

1, 4, 5-trifosfatın aktivasyonu ile sitoplazmada Ca+2 konsantrasyonu geçici ama hızlı 

artış olur. Hücre içinde Ca+2 artışı, kalsiyum-kalmoduline bağlanır. Bu kalsiyum-

kalmodulin bağlantısı da miyozin hafif zincir kinazı aktive eder ve aktin- miyozin 

etkilesimi ile kasılmaya neden olur.  Diaçilgliserol, protein kinaz C (PKC) 

aktivasyonunu başlatır. Protein kinaz C, çeşitli proteinin fosforilasyonu ile solunum 

yolu düz kas kasılma mekanizmasını kontrol eder (Racké ve Matthiesen 2004). M2 

muskarinik reseptör; heterotrimerik G protein Gi aracılığıyla, Ca+2 düzeyinde 
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sabitlenmeye ve solunum yolu düz kasından kasılmasına katkıda bulunur (Hirshman 

ve ark. 1999). 

 

 

1.3.3.2. Adrenerjik Reseptör Kasılma Mekanizması 

 

Adrenerjik sistem, α ve β adrenerjik reseptörleri olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır (Nieuwstadt ve ark. 1994). Bu reseptörler kendi içinde α1, α2, β1 ve β2 

gibi alt tipleri vardır (Strosberg 1993). α ve β adrenerjik reseptörlerinin 

nörotransmitteri adrenalin ve noradrenalindir. Bu reseptörlerden α-adrenerjik 

reseptörleri solunum yolu düz kasının kasılmasıyla ilgili olandır (Barnes 1990). Sığır, 

köpek, at ve kobayın solunum yolu düz kaslarının inervasyonunda adrenerjik sistem 

yer almaktadır (Nieuwstadt ve ark. 1994). 

 

 

1.3.4. Solunum Yolu Düz Kaslarındaki Gevşeme Mekanizması 

 

1.3.4.1. Adrenerjik Reseptör Gevşeme Mekanizması 

 

Solunum yolu düz kasının gevşemesinde en önemli reseptör β-adrenerjik 

reseptörüdür (Broadley 2006). β-adrenerjik reseptör, trakeadan bronşiyollerde dahil 

bütün solunum yolu düz kaslarında bulunmaktadır (Barnes 1990). β-adrenoseptörün, 

β1, β2 ve β3 olmak üzere 3 alt tipi vardır. Bu üç alt tip β-adrenoseptör, Gs’ye bağlanır. 

β-adrenoseptörün aktivasyonu ile, Gs ve adenilil siklaz yoluyla düz kas 3’-5’siklik 

adenozin monofosfat (cAMP) seviyeleri yükselir. Siklik adenozin monofosfat 

seviyesinin yükselmesiyle birlikte, kas gevşemesiyle ilişkili olan membranları veya 
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hücre içi proteinleri fosforilasyonuna neden olan cAMP’ye bağımlı protein kinaz 

A’yı aktive olur (Tanaka ve ark. 2005). Bu fosforilasyon sonucu solunum yolu düz 

kas hücre içi Ca+2 yoğunluğu veya Ca+2 olan duyarlılığı azalır (Billington ve ark. 

2013) ve solunum yolu düz kasında gevşeme meydana gelir (Shore ve Moore 2002). 

 

1.3.5. Adrenerjik ve Kolinerjik Olmayan Mekanizmalar ve Nöropeptitler 

 

1.3.5.1. Non- Adrenerjik Non-Kolinerjik Sinir Sistemi 

 

Solunum yolu düz kasının; sempatik (adrenerjik) ve parasempatik (kolinerjik) 

innervasyonuna ek olarak, non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK) solunum 

yollarının innervasyonu da bulunmaktadır. Otonom sinir sisteminin bu üçüncü 

bölümü kendi içinde ikiye ayrılmaktadır. Bunlardan ilki, gevşemeye aracılık eden bir 

inhibitör bileşen (i-NANK) iken, ikincisi solunum yolu düz kasının kasılmasına 

aracılık eden bir eksitatör bileşendir (e-NANK) (Thirstrup 2000a). İnhibitör ve 

eksitatör bileşenlerin transmitterleri; solunum yolu düz kası üzerine yaptığı etki ile 

kan damarları, bezler ve epitel gibi diğer hedeflere yaptığı etki zıt olabilir. Örneğin, 

e-NANK sisteminin transmitteri olan P maddesi ve nörokinin A solunum yolu düz 

kasını kasarken, mukozal damarları gevşetmektedir (Widdicombe 1998). i-NANK 

sistemin transmitteri nitrik oksit ve vazoaktif intestinal peptid, solunum yolu düz 

kasın gevşemesine neden olmaktadır (Hasaneen ve ark. 2003). 

 

 

1.3.5.2. Taşikininler 

 

P maddesi, nörokinin A ve nörokinin B bilinen en yaygın üç taşikinin 

peptidleri ailesi üyeleridir (Rupniak ve Kramer 2002, Mechiche ve ark. 2011). Bu 
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taşikininler biyolojik etkilerine nörokinin1 (NK1), nörokinin2 (NK2) ve nörokinin3 

(NK3) olarak adlandırılan G-proteine bağlı reseptörler aracılık etmektedir. Bu 

reseptörleri agonistleri; NK1 için P maddesi, NK2 için nörokinin A ve NK3 için 

nörokinin B’dir (Rupniak ve Kramer 2002).  

Taşikinin aile üyesi olan P maddesi, hayvanlarda spesifik reseptörleri aktive 

ederek solunum yolu düz kasını kasmaktadır (Barnes 1989). Li ve Shang (2019) P 

maddesi ve NK1 reseptör antagonistinin, solunum yolu düz kası hücrelerinde hücre 

içi kalsiyum konsantrasyonuna etkisini araştırmışlardır. Bu çalışmanın sonucunda; 

solunum yolu düz kas hücrelerinde, P maddesi hücre içi kalsiyum konsantrasyonunda 

artış olurken NK1 reseptör antagonistinde hücre içi kalsiyum konsantrasyonunda 

azalma olduğunu bulmuşlardır. Nakajima ve ark. (1995) kobay trakea solunum yolu 

düz kası üzerinde yapmış oldukları çalışmada, neurokinin A trakea düz kas 

hücrelerinin kasılmasına neden olduğunu bildirmişlerdir. 

 

 

1.3.5.3. Vazoaktif İntestinal Peptid 

 

Vazoaktif intestinal peptid (VİP), akciğerlerin de dahil olduğu geniş anatomik 

dağılımı olan 28 amino asitlik bir peptittir. Vazoaktif intestinal peptid içeren 

nöronlar; trakeabronşial düz kas tabakasında, submukozal bezlerin etrafında, lamina 

propria ve solunum yolu damar duvarlarında bulunur (Thirstrup 2000b). Solunum 

sisteminde, VPAC1 ve VPAC2 olmak üzere iki reseptörü bulunmaktadır (Groneberg 

ve ark. 2006, Mathioudakis ve ark. 2013). Ayrıca VİP’e bağlanan PAC1 reseptörü de 

bulunmaktadır (Groneberg ve ark. 2006).  Bu reseptörlerden; VPAC1 akciğer dokusu 

ve T lenfositlerde fazla bulunurken, VPAC2 ise öncelikle düz kasta olmak üzere mast 

hücreleri ve akciğer mukozasının bazal kısımlarında bulunur (Mathioudakis ve ark. 

2013). Vazoaktif intestinal peptid ile uyarılan solunum yolu düz kasının gevşemesi; 

adenilat siklaz uyarıcı G-protein Gs bağlanan spesifik reseptörlere bağlanma ve 
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bağlanmayı takiben hücre içi cAMP seviyesinin yükselmesi yoluyla meydana 

gelmektedir (Barnes 1987, Thirstrup 2000b). 

 

 

1.3.5.4. Nitrik Oksit 

 

Nitrik oksit (NO); adrenerjik ya da kolinerjik olmayan sinir, makrofajlar, 

endotelyal ve epitel hücrelerinde dahil olduğu çok sayıda solunum yolu hücreleri 

tarafından üretilir (Thirstrup 2000b). Nitrik oksit, L- argininin nitrik oksit sentetaz 

(NOS) enzimi tarafından L-sitrüline enzimatik olarak katalize edilmesi sırasında 

sentezlenmektedir (Jia ve ark. 1998, Thirstrup 2000b). Nitrik oksit aktivitesini 

cGMP’ye bağımlı veya bağımsız olarak göstermektedir ve solunum yolu düz kas 

gevşemesinde her iki fonksiyonu da kullandığı görülmektedir. Guanil siklazın 

aracılık ettiği mekanizma; NO, guanil siklaz Fe+2 bağlanır, guanozin trifosfatın siklik 

guanozin monofosfata (cGMP) dönüşmesi ile sonuçlanır. Bu durum, damar ve 

solunum yolu düz kas gevşemesi gibi hücresel süreçlere yol açar. Nitrik oksit, cGMP 

bağımsız mekanizması ise, iyon kanalları bronkomotor tonun düzenlenmesinde rol 

oynar ve bazıları NO tarafından aktive edilmektedir. Siklik guanozin monofosfata 

bağımsız mekanizması ile bronkomotor tonun düzenlenmesinde rol oynayan iyon 

kanallarının bazıları NO tarafından aktive edilmektedir. Nitrik oksit; guanil siklazı 

aktive eder, cGMP seviyesini artırır ve trakeal ve bronşiyal düz kasların gevşemesine 

neden olur (Antosova ve ark. 2017). 

 

1.4. Makrolidler 

 

Makrolidler; veteriner hekimlikte yaygın olarak kullanılan antibiyotik 

gruplarından bir tanesidir (Villarino ve Martín-Jiménez 2012). Bu grupta yer alan 

antibiyotiklerden; gıda için yetiştirilen hayvanlarda kullanılan ilk bileşik, 1960’ların 
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başlarında ortaya çıkarılan spiramisindir. Bu makrolidi, 1970’lerin başlarında 

eritromisin ve tilosin bileşikleri izlemiştir. 1990’ların başında, yarı sentetik yeni nesil 

makrolidler yani azalidler insan hekimliğinde kullanılırken, veteriner hekimlikte ilk 

azalid olan gamitromisin 2008 yılında kullanılmaya başlanmıştır (Pyörälä ve ark. 

2014). Makrolidler, penisilin alerjisi olduğu durumlarda penisiline alternatif olarak 

kullanılmaktadır (Papich 2018). 

 

1.4.1. Kimyasal Yapısı ve Kaynağı 

 

Makrolid antibiyotiklerin çoğu, toprak kaynaklı çeşitli Streptomyces 

türlerinden türetilen ve yapısal olarak benzer bileşiklerdir. Ayrıca bileşiklerin lakton 

halka yapısında, 12-20 arasında karbon atomu bulunmaktadır (Papich ve Riviere 

2001). Makrolidler, iki veya daha fazla şeker molekülünün bağlandığı, lakton 

halkasına sahip olma özelliği ile karakterize antibiyotikler olup, lakton halkasındaki 

(12, 13, 14, 15 ve 16 üyeli) karbon atom sayısına göre sınıflandırılırlar (Zhanel ve 

ark. 2001, Mankin 2008, Pyörälä ve ark. 2014). Makrolid antibiyotik olan 

eritromisinin, lakton halka yapısı ve şeker molekülleri Şekil 1.1’de gösterilmiştir. 

  

Şekil 1.1. Eritromisinin kimyasal yapısı (14 lakton halkalı) A) Makrosiklik lakton 

halka, B) Desosamin, C) Kladinoz, D1) CH3, D2) H (Kwiatkowska ve Maślińska 

2012).   
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Makrolidleri sınıflandıracak olursak; ilk olarak 12 üyeli lakton halkalılar 

gelmektedir ve günümüzde bu sınıfta bulunan antibiyotikler klinik kullanımı 

bulunmamaktadır. İkinci sınıfı ise 13 üyeden oluşan lakton halkalılardır. Bu sınıfa, 

yarı-sentetik bileşik olan tulatromisin örnek verilmektedir. Tulatromisin, %10’ u 13-

üyeli ve %90’ı 15-üyeli bileşiklerin regioizomerik karışımıdır. On dört üye halkalı 

bileşikler sınıfı, doğal ve yarı-sentetik olmak üzere ikiye ayrılır. Bu grupta; doğal 

bileşiklere eritromisin ve oleandomisin, yarı-sentetik bileşiklere klaritromisin, 

roksitromisin ve diritromisin yer almaktadır. Azitromisin, gamitromisin ve 

tulatromisinin izomeri (%90) ise 15 üyeli halkalılar grubunda yer almaktadır. Ayrıca 

bu grup da yer alan bileşiklerin lakton halkasında bir azot atomu bulunduğu için 

azalidler olarak da adlandırılırlar. Makrolidlerin son sınıfı olan 16 üyeliler grubuna 

spiramisin, josamisin, tilosin ve midekamisin doğal bileşikler; tilmikosin, 

tildipirosin, tilvalosin, rokitamisin ve miokamisin yarı-sentetik bileşikler girmektedir 

(Giguère 2013).  

Makrolidlerin pKa değerleri 6-9 (Örn: tilosin pKa:7.1, eritromisin pKa:8.7-

8.8) arasında değişmekte olup, zayıf bazik bileşiklerdir (Papich ve Riviere 2001).  Bu 

özelliklerinden dolayı makrolidler; asidik ortamlara göre alkali ortamlarda daha iyi 

etki oluşturmaktadırlar (Kaya 2013). Örneğin, eritromisinler, pH değeri 8 olan 

şartlarda en ideal antimikrobiyal etki göstermektedirler. Ancak eritromisinlerin 

antimikrobiyal etkisi, nekrotik doku, apse ve idrar gibi asidik ortamlarda 

baskılanmaktadır (Papich ve Riviere 2001).   

 

 

1.4.2. Etki Şekli 

 

Makrolidler, ribozomun 50S alt birimine bağlanarak bakteriyel protein 

sentezini inhibe ederek, bakteriyostatik etki göstermektedirler (Kannan ve Mankin 

2011, Gamerdinger ve Deuerling 2012, Giguère 2013). Ayrıca transpeptidasyonu ve 

translokasyon sürecini engelleyerek tamamlanmamış polipeptit zincirlerinin erken 
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ayrılmasına neden olurlar (Giguère 2013). Makrolidlerin ribozoma bağlandıkları 

bölge kloramfenikollerle aynı (yakın bölge) değildir, ancak birlikte 

uygulandıklarında antagonistik etki oluşmaktadır. Makrolidler, mitokondriyal 

ribozomlara bağlanırlar ama mitokondriyal membranı geçemezler. Bu nedenle, 

kloramfenikollerin aksine kemik iliği üretimine baskı yapmazlar. Genel olarak bu 

grupta yer alan bileşikler, memelilerin ribozomlarına bağlanmadıkları için güvenli 

antibiyotiklerdir. Ayrıca makrolidlerin tedavi edici konsantrasyonların da, 

bakteriyostatik etkisinin yanında azda olsa bakterisit (özellikle Streptococcus)  etki  

göstermektedirler (Papich ve Riviere 2001).  

Bununla birlikte makrolidlerin, lökosit apoptozunda artış (Urban-Chmiel ve 

ark. 2017) ve proinflamatuvar madde seviyesindeki azalma gibi etkilere sahip olduğu 

kabul edilmektedir. Bu proinflamatuvar madde seviyesindeki azalma, sitokinlerin 

(TNF, IL-1, IL-6 ve IL-8) üretiminin inhibe edilmesi ile meydana gelmektedir 

(Kwiatkowska ve Maślińska 2012). Bu antimikrobiyal olmayan etkilerinin akciğer 

iltihabı hastalıklarının tedavisinde yararlı olduğu bildirilmiştir (Villarino ve Martín-

Jiménez 2012).   

 

 

1.4.3. Direnç Mekanizması 

 

Makrolidlere karşı direnç, hedef bölge modifikasyonu (rRNA metilasyonu), 

aktif efluks (pompası) ve enzimatik inaktivasyonu olmak üzere 3 farklı mekanizma 

ile meydana gelmektedir.  Bu direnç mekanizmalarının ilki ve klinik olarak en 

önemli direnç mekanizması olan hedef bölge modifikasyonunda; eritromisin dirençli 

metilaz genleri tarafından kodlanan rRNA metilasyonu ile makrolidlere, 

linkozamidlere ve streptogramin B'ye (MSLB direnci) çapraz direnç ortaya 

çıkmaktadır (Chu 1999, Giguère 2013). Eritromisin dirençli metilaz genleri, hem 

Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilerde yaygın halde bulunmakla birlikte, 

plazmidler veya transpozonlar üzerinde bulunabilir. Bu genlerin ekspresyonu doğal 
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veya kazanılma ile oluşmaktadır. Doğal direnç, metilaz enzimi doğal olarak 

üretildiğinde ortaya çıkmaktadır. Kazanılmış direnç ise, mikroorganizmanın 

makrolidlere (14 veya 15 üyeli halkalı) maruz kalması sonucu oluşan enzim 

indüksiyonuyla meydana gelmektedir (Giguère 2013). 

Direnç mekanizmalarından ikincisi olan aktif efluks (pompası) mekanizması, 

antimikrobiyal maddeleri hücre veya hücre zarından dışarı pompalayarak bakteriyel 

ribozomların tekrar çalışmasını sağlar. Şu ana kadar, 20 farklı efluks geni olduğu 

kabul edilmektedir. Bu genlerin bazıları, sadece 14 ve 15 üyeli halkalı makrolidlere 

karşı direncin oluşmasına aracılık etmektedir. Diğer kalan genler ise tüm makrolidler 

ve linkozamidlere karşı farklı direnç modellerine yol açmaktadır. Bu genler, çeşitli 

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bulunmuştur (Giguère 2013). Son direnç 

mekanizmasında; makrolidin fosforilasyonu, glikozilasyonu ve lakton halkasının 

esterleştirilmesi ile oluşmaktadır. Örneğin; oleandomisin modifikasyonunda, iki 

glikozil transferaz ve bir glikozidazın rol oynadığı bulunmuştur (Chu 1999). 

 

 

1.4.4. Etki Spektrumu 

 

Makrolidler, hayvanlarda meydana gelen birçok yaygın enfeksiyonların 

tedavisinde kullanılan önemli antibakteriyellerdir (Pyörälä ve ark. 2014). Örneğin 

eritromisin; solunum yolu, gastrointestinal ve genital sistem enfeksiyonlarına 

ilaveten deri ve yumuşak doku enfeksiyonlarına neden olan Gram-pozitif ve Gram-

negatif mikroorganizmalara karşı etkindir (Jelić ve Antolović 2016). Bu makrolid 

grubu antibiyotik, Mycoplasma, Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria, 

Corynebacterium, Listeria, Pasteurella multocida, Brucella ve bazı Haemophilus 

suşlarına karşı in vitro etkinlik göstermektedir (Emea 2000). Bir diğer makrolid 

grubu antibiyotik olan tilosin ise, Gram pozitif bakterilere karşı veteriner hekimlikte 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Liu ve Douthwaite 2002). Tilosin, eritromisine 

benzer etki spektrumuna sahiptir. Ancak tilosin, Mycoplasma spp. karşı daha geniş 
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etki gösterirken, Brachyspira hyodysenteriae haricinde diğer bakterilere karşı daha 

dar etki göstermektedir (Giguère 2013). Tilosinden sentezlenen yarı sentetik 

antibiyotik olan tilmikosin, çoğu Streptococci, Staphylococcus spp, Actinobacillus 

spp, ve Pasteurella spp. karşı in vitro etkinliğe sahiptir (Womble ve ark. 2006, Kaya 

2013). Ama tilmikosin; Enterococcus spp., Pseudomonas spp., ve 

Enterobacteriaceae türlerine karşı etkili değildir (Womble ve ark. 2006). Tilmikosin, 

tilosine göre Pasteurella multocida ve Actinobacillus pleuropneumoniae karşı daha 

iyi postantibiyotik etki göstermektedir (Diarra ve ark. 1999). Makrolid 

antibiyotiklerden bir diğeri azitromisin, Gram pozitif aerobik (Staphylococci, 

Streptococci) ve anaerobik bakterilere karşı etkindir. Ama azitromisinin, 

Staphylococci’ye karşı etkinliği eritromisine göre daha azdır. Bu makrolid grubu 

antibiyotik Haemophilus gibi bazı Gram negatif bakterilere etkinken, Pseudomonas 

gibi Gram negatif bakterilere karşı etkin değildir. Ayrıca azitromisin, Chlamydia ve 

Toxoplasma gibi hücre içi organizmalara karşı etkinliği iyi olan bir ilaçtır (Papich ve 

Riviere 2001). 

 

 

1.4.5. Farmakokinetik 

 

Makrolidler, 6-9 (Papich ve Riviere 2001) arasında pKa değerine sahip 

lipofilik zayıf bazik ilaçlardır. Bu nedenle pasif difüzyon (iyonize olmamış halde) ile 

kolayca dokulara (kandan daha düşük pH ile) nüfuz etmektedirler (Anadón ve 

Reeve-Johnson 1999). Örneğin, solunum yolu enfeksiyonlarının tedavisinde 

kullanılan eritromisin, tilosin ve tilmikosin gibi makrolid grubu antibiyotikler, serum 

konsantrasyonlarına kıyasla doku konsantrasyonları (özellikle akciğerlerde) daha 

yüksektir (Papich ve Riviere 2001). Makrolidler dokulara iyi nüfuz ettikleri için, 

gamitromisin ve tildipirosin gibi antibiyotiklerin konsantrasyonları, plazmada 2 hafta 

ve akciğerde 3-4 hafta boyunca kalmaktadır (Pyörälä ve ark. 2014). 
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Makrolid grubu antibiyotikler oral olarak uygulandıklarında tam olarak 

emilmezler (Pyörälä ve ark. 2014). Ancak yeni nesil makrolidler eritromisine göre, 

daha iyi oral biyoyararlanıma sahiptirler; serum ve dokularda daha yüksek ve kalıcı 

seviyelerde bulunurlar. Bu durum, yeni nesil makrolidlere klinikte avantajlar 

sağlamıştır (Kirst ve Sides 1989). Ayrıca yarı sentetik makrolidlerin klirens oranı 

düşük olmasından dolayı daha uzun süreli etki göstermektedirler. Örneğin, 

tulatromisinin sığır ve domuzlarda yarı ömrü 4 güne yakın iken,  gamitromisinin 

sığırlarda yarı ömrü 2 günden fazladır. En uzun yarı ömrü olan makrolid grubu 

antibiyotik ise sığırlarda 9 gün, domuzlarda 4 günden fazla olan tildipirosindir 

(Pyörälä ve ark. 2014).  

Makrolidler, plazma proteinlerine bağlanma oranı düşüktür (Papich ve 

Riviere 2001).  Örneğin tilosin, organik bir bazik olduğundan (pKa = 7.1) dolayı 

serum proteinleri (% 40) orta derecede bağlanırlar. Bu maddenin yüksek derecede 

lipit çözünürlüğüne sahip olmasından dolayı vücut sıvıları ve dokularında yaygın 

olarak dağıldıkları düşünülmektedir (Gingerich ve ark. 1977). Bununla birlikte 

tilosinin sığırlarda dağılım hacmi 1.33±0.09L/kg’dır (Saurit ve ark. 2002). 

Bazı 14 üyeli makrolidler, sitokrom P450’ye afinite göstermektedirler. Bu 

makrolidler, ilaç ile etkileşmesi sonrası, ilaç metabolizmasına bir dizi müdahalede 

bulunmaktadır (Zhanel ve ark. 2001). Örneğin, eritromisin metabolizması, hepatik 

mikrozomal enzimler yoluyla elde edilir ve eritromisin molekülünün desosamin 

şeker parçası üzerinde metil gruplarından birinin demetile edilmesine neden 

olmaktadır (Papich ve Riviere 2001).  Demetilasyona uğrayan eritromisin, genellikle 

değişmeden veya metabolitler halinde safra ile atılmaktadır (Kaya 2013).  

 

 

1.4.6. İmmünomodülatör Etki 

 

Makrolid antibiyotikler, yirminci yüzyılın ortalarından bu yana bulaşıcı 

hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır (Shinkai ve ark. 2005, Kwiatkowska ve 
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Maślińska 2012). Bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal etkilerinin yanında 

immünomodülatör özelliklerinin de olduğu ifade edilmiştir (Kovaleva ve ark. 2012). 

Bu immünomodülatör etkileri, kronik yangılı akciğer hastalıklarının tedavisi 

üzerinde olumlu yönde etki gösterdiği çalışmalar ile kanıtlanmıştır (Kovaleva ve ark. 

2012). Özellikle immün hücrelerde konsantre olan gamitromisin, tulatromisin, 

azitromisin, tilmikosin ve tildipirosin gibi makrolidler, solunum yolu hastalıkları 

olduğu gibi başka hastalıklarda da immünomodülatör etkiye sahip olabilirler. Bu 

etki; degranülasyonda artış, nötrofillerin apoptozu ve proinflamatuvar sitokinler 

(TNF, IL1, IL6 ve IL8) ile kemokinlerin üretiminin engellenmesi ile 

oluşabilmektedir (Kwiatkowska ve Maślińska 2012, Papich 2018).  Bunlara ilaveten 

makrofajların işlevinde meydana gelen artışla birlikte enfeksiyonların temizlenmesini 

daha hızlı olabilir (Papich 2018). Ayrıca makrolidler immünomodülatör 

özelliklerinden dolayı; bakteriyel biyofilm oluşumunu engeller, nötrofillerin doku 

hasarını sınırlar, mukus viskozitesini azaltma gibi birçok etki oluşturmaktadır 

(Bulska ve Orszulak-Michalak 2014). Örneğin; son zamanlarda yapılan çalışmalarda, 

tilmikosinin nötrofil apoptozunu uyardığı ve bunun sonucu güçlü immünomodülatör 

etkiye sahip olduğu görülmektedir (Buret 2010). 

 

 

1.4.7. İlaç Etkileşimleri 

 

Bazı makrolid antibiyotikler, karaciğerde mikrozomal enzimlerin hem 

kompleks oluşumu hem de inaktivasyonu ile ilaç metabolizmasını inhibe 

edebilmektedirler (Anadón ve Reeve-Johnson 1999).  Örneğin eritromisin, genellikle 

ilaç metabolizmasında yer alan sitokrom P450 (CYP3A4) enzimi için bir substrat ve 

inhibitördür. Eritromisin CYP3A4 enziminin inhibitörü olmasından ötürü teofilin, 

siklosporin, varfarin,  digoksin gibi ilaçların metabolizmasını inhibe edebilmektedir 

(Papich ve Riviere 2001).  Buna ilaveten makrolidler, eşzamanlı olarak uygulanan 

ilaçların metabolizmalarını değiştirerek klinik ilaç etkileşimlerine neden 

olmaktadırlar. Yapılan bazı çalışmalarda makrolidlerin; kafein, terfenadin, 
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benzodiazepin triazolam, disopiramid, felodipin, fenazon, metilprednizolon, 

alfentanil gibi ilaçlarla etkileşime girdiği gösterilmiştir (Anadón ve Reeve-Johnson 

1999). 

Makrolidlerin farmakokinetik ilaç etkileşim, bağırsak florasındaki 

mikroorganizmaları üzerindeki antimikrobiyal etkilerinden ve gastrik boşalmada 

meydana gelen artıştan kaynaklanabilir. Bu duruma; eritromisinin neden olduğu 

gastrik boşalmadaki artışla paralel digoksinin oral biyoyararlanımında meydana 

gelen artış örnek gösterilebilir (Anadón ve Reeve-Johnson 1999). 

Eritromisin diğer makrolidler, linkozamidler ve kloramfenikol ile kombine 

kullanımlarında (in vitro) antagonistik etki gözlenir. Ancak makrolidler; florokinolon 

veya aminoglikozid antibiyotiklerle kombine kullanıldıklarında, mikroorganizmaya 

bağlı olarak sinerjik, antagonistik veya etkisiz olabilirler. Örneğin, Rhodococcus 

equi'ye karşı, makrolid ve rifampin kombinasyonu sinerjik etki meydana 

getirmektedir (Giguère 2013). 

 

 

1.4.8. Yan Etkileri ve Zehirliliği 

 

Makrolid grubu antibiyotikler, insanlarda ve hayvanlarda çok yüksek doz ve 

uzun süreli kullanımlarda, geçici işitme bozukluğu ve süperenfeksiyon gibi 

istenmeyen etkilere neden olmaktadırlar (Arunvikram ve ark. 2014). Ayrıca makrolid 

grubu antibiyotiklerin ortak problemi, intramusküler enjeksiyonundan sonra şiddetli 

ağrıya, intravenöz enjeksiyondan sonra tromboflebit veya periflebite ve meme içi 

uygulamasından sonra ise inflamatuvar bir reaksiyona neden olan tahriş edici etki 

meydana getirmektedirler (Giguère 2013, Pyörälä ve ark. 2014).  

Eritromisinin dozuna bağlı olarak, çoğu tedavi edilen hayvanlarda ya da 

midede motilin reseptörüne bağlanarak düz kas üzerindeki uyarıcı etkileri sonucu 
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mide bulantısı, kusma, ishal, bağırsak ağrısı gibi gastrointestinal rahatsızlıklara 

neden olabilmektedir (Giguère 2013). 

Birçok  makrolid antibiyotik hayvanlar üzerinde ciddi toksik etkiler yaratmaz, 

ancak tilosin ve tilmikosin gibi antibiyotiklerde kardiyovasküler toksisite oluşturma 

eğilimindedir (Arunvikram ve ark. 2014). Bu kardiotoksisite riski, makrolidlerin 

farmakokinetik etkileşimleri yani sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) enzimi ve / veya P-

glikoprotein taşıma sisteminin inhibisyonundan kaynaklanarak artabilmektedir 

(Simkó ve Lőrinez 2013). 

 

 

1.4.9. Gamitromisin 

 

 

Gamitromisin, sığır solunum yolu hastalıkları tedavi ve önlenmesi için 

geliştirilen yarı-sentetik azalid grubu üyesi makrolid antibiyotiktir (Sgoifo ve ark. 

2010, Lechtenberg ve ark. 2011a). 

 

 

1.4.9.1. Kimyasal Yapısı 

 

Gamitromisin, 7a pozisyonuna yerleştirilen alkillenmiş azot (N) atomuna 

sahip olmasıyla diğer veteriner kullanımı için onaylanan çoğu makrolidlerden 

ayrılan, 15-üye lakton halkalı yarı-sentetik antibiyotiktir (Giguére 2013).  Yapısında 

2-bazik N grubuna sahiptir. Bu temel N grupları, pKa'larının altındaki asidik bir 

ortamda pozitif bir yük oluşturur. Bu pozitif yük, iyon tuzağından dolayı hücre içi 

bölgeler için ilgiyi artırmaktadır. Gamitromisinin bu özelliğinden dolayı, hücre içi 



28 
 

dağılımı ve dağılım hacmi artmaktadır (Papich 2018). Kimyasal yapısı Şekil 1.2’de 

gösterilmiştir. 

                           

Şekil 1.2. Gamitromisin kimyasal yapısı (Papich 2018). 

 

 

1.4.9.2. Etki Mekanizması ve Antimikrobiyal Etkinliği 

 

Gamitromisin diğer makrolidler gibi, ribozomal 50S alt birimine bağlanarak 

bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etkisini göstermektedir. Gamitromisin, 

bakteriyostatik olarak kabul edilmesine rağmen in vitro bakterisit özelliğine de sahip 

olabilmektedir (Papich 2011). 

Gamitromisin, azitromisin gibi diğer azalidlere benzer bir antimikrobiyal 

aktiviteye sahiptir (Giguère 2013). Bu madde, Mannheimia haemolytica (EKEY90 

1µg/ µg/mL), Pasteurella multocida (EKEY90 1 µg/mL), Histophilus somni (EKEY90 

0,5 µg/mL)  (Lechtenberg ve ark. 2011b, Giguère 2013), Mycoplasma bovis 

(EKEY90 4 µg/mL) (Lechtenberg ve ark. 2011a, Giguère 2013), Streptococcus 

zooepidemicus (EKEY90 0,125 µg/mL) ve Rhodococcus equi'ye (makrolidlere 

duyarlı izolatlar için EKEY90 1 µg/mL; makrolidlere dirençli izolatlar için EKEY90 

128 µg/mL) karşı in vitro olarak aktiftir (Berghaus ve ark. 2011). Gamitromisin, 
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henüz diğer bakteriyel patojenlere karşı çalışılmadığı için etkinliği bilinmemektedir 

(Giguère 2013). Ancak gamitromisin pozitif yüklü bir molekül olması nedeniyle, 

Gram negatif bakterilere diğer makrolid antibiyotiklerden daha kolay nüfuz 

edebileceği düşünülmektedir (Papich 2011). 

 

 

1.4.9.3. Farmakokinetik Özellikleri 

 

Azalid grubu antibiyotik olan gamitromisin (6 mg/kg) sığırlara deri altı 

uygulamasının ardından plazma konsantrasyon-zaman eğrisi altında kalan alanın 

9.42±1.11 µg.sa/mL, atılma yarı-ömrünün 50.8±3.80 saat olduğu saptanmıştır. 

Gamitromisin, deri altı uygulamadan sonra iyi emilir ve biyoyararlanımı %97.2-

112’dir. Gamitromisin (0.1-3.0 µg/mL), plazma proteinine bağlanma oranı %26± 

0.60’dır (Huang ve ark. 2009).  

Gamitromisin uygulamasından bir gün sonra, akciğerdeki konsantrasyonu 18 

500 ng/g olarak bulunmuştur. Ayrıca uygulamanın 6’ıncı saatindeki plazma 

konsantrasyonu ortalama 261 ng/mL’dir. Bu maddenin, doz uygulamasından 1, 5, 10, 

ve 15’inci günlerde akciğer/plazma konsantrasyon oranı sırasıyla 265, 410, 329 ve 

247’ dir. Gamitromisinin farmakokinetik parametrelerine bakıldığında, yüksek 

biyoyararlanım, akciğer dokusuna hızlı ve geniş dağılım ve düşük plazma proteinine 

bağlanma oranına sahip olmasından dolayı sığır solunum yolu hastalıklarının tedavisi 

ve korunmasında iyi bir antimikrobiyal ilaç olduğu görülmektedir (Huang ve ark. 

2009). 

Gamitromisin, domuzlar üzerine intravenöz (6 mg/kg) enjeksiyon uygulaması 

sonrası; plazma konsantrasyon-zaman eğrisi altında kalan alan 3.67±0.75 µg.sa/mL, 

kararlı halde dağılım hacmi (Vss) 31.03 ± 6.68 L / kg, plazma klirensi 1.69 ± 0.33 L / 

sa.kg ve atılma yarı ömrü 16.03 saat olarak bulunmuştur. Domuzlara deri altı (6 

mg/kg)  enjeksiyon uygulaması sonrasında, hızlı ve tam emilim göstermiş olup, 0.63 

± 0.21 saatte ortalama maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax) 0.41 ± 0.090 



30 
 

µg/mL’ ye ulaşmıştır. Bu maddenin mutlak biyoyararlanımı % 118’ dir (Wyns ve 

ark. 2014). 

Gamitromisin, koyunlar üzerine deri altı (6 mg/kg) enjeksiyon uygulama 

sonrası farmakokinetik değerleri şunlardır: Maksimum plazma konsantrasyonu 

(Cmax) 573 ± 168 ng /mL, plazma konsantrasyon- zaman eğrisi altında kalan alan 

8.00 ± 1.41 µg.sa / mL ve ortalama yarı ömrü 34.5 ± 5.4 saattir (Kellermann ve ark. 

2014).  Berghaus ve ark. (2011), taylar üzerine 6 mg/kg kas içi gamitromisin 

enjeksiyonu sonrası ilacın farmakokinetik parametrelerini araştırmışlar ve maksimum 

plazma konsantrasyonun 0.33 ± 0.12 µg/mL ve yarı-ömrün 39.1 saat olduğunu tespit 

etmişlerdir. 

 

 

1.4.9.4 Kullanım Dozu ve Şekli 

 

Gamitromisin sığır solunum yolu hastalıklarının tedavisi ve korunması için 

boyun bölgesinden deri altı 6 mg/kg dozda uygulanmaktadır (Forbes ve ark. 2011, 

Lechtenberg ve ark. 2011b, Papich 2018). Domuz ve koyunlar için de 6 mg/kg dozda 

deri altı uygulanmaktadır (Kellermann ve ark. 2014, Wyns ve ark. 2014). Taylarda 

bronkopnömoni ile ilişkili bakteriyel ajanlara karşı, 6 mg/kg kas içi enjeksiyon 

olarak uygulanmaktadır (Berghaus ve ark. 2011, Hildebrand ve ark. 2015). 

 

  

1.4.9.5. Yan Etkileri ve Zehirliliği  

 

Gamitromisin sığırlarda kullanımı güvenlidir. İlacın klinik gelişim programı 

sırasında ciddi bir olumsuz olay kaydedilmemiştir. Bu ilaç ile tedavi edilen 

hayvanlarda, geçici huzursuzluk ve hafif orta dereceli enjeksiyon bölgesi şişme ve 
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tahriş gibi yan etkiler görülebilir (Giguère 2013, Papich 2018) Ayrıca gamitromisinin 

diğer türlerde yan etkileri henüz değerlendirilmemiştir (Giguère 2013). 

 

 

1.4.10. Tulatromisin 

 

 

Tulatromisin, temel olarak sığır ve domuz solunum yolu hastalıklarının 

tedavisi için geliştirilmiş, yarı sentetik ve triamilid grubu üyesi makrolid 

antibiyotiktir (Maletić ve ark. 2015). 

 

 

1.4.10.1. Kimyasal Yapısı 

 

Tulatromisin, 13-üyeli lakton halka (%10) ve 15- üyeli lakton halka (%90) 

bileşiklerinin regioizomerik karışımından oluşan yarı sentetik azalid maddedir 

(Giguère 2013). Bu lakton halkalarından büyük olanına, 2 şeker molekülü bağlıdır. 

Ayrıca yapısında 3 azot/ amin fonksiyonel grubu ihtiva ettiği için triamilid grubunun 

ilk temsilcisidir (Villarino ve ark. 2013b). Bütün makrolid grubu bileşiklerin 

iyonlaşma sabitesinin negatif logaritması (pKa) 7’den daha yüksektir (Villarino ve 

ark. 2013a). Tulatromisinin kimyasal yapısı Şekil 1.3’ de gösterilmiştir. Villarino ve 

ark. (2013a) tulatromisin molekülündeki bazik amino grubuna bağlı olarak pKa 

değeri 8.6-9.6 arasında olabileceğinden diğer makrolid grubu moleküllere göre daha 

bazik olduğunu bildirmişlerdir. Bu kimyasal özelliğinden dolayı, ilacın iyonize 

olmayan kısmının dokulara kolayca nüfuz etmesini ve asidik bölümlerde birikmesine 

neden olduğunu ifade etmişlerdir. 
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Şekil 1.3. Tulatromisinin kimyasal yapısı (Papich 2018). 

 

 

1.4.10.2. Etki Mekanizması ve Antimikrobiyal Etkinliği 

 

Tulatromisin, diğer makrolidler gibi ribozomal 50S alt birimine bağlanarak 

bakteriyel sentezini engelleyerek etki şeklini göstermekte olup (Papich 2011), 

tilmikosine benzer antimikrobiyal etkinliğe sahiptir (Giguère 2013). Tulatromisin, 

bakteriyostatik olarak kabul edilmesine rağmen in vitro olarak bakterisid özellikte 

gösterebilmektedir (Papich 2011).   

Tulatromisin, pozitif yüklü bir molekül olması nedeniyle, Gram negatif 

bakterilere diğer makrolid antibiyotiklerden daha kolay nüfuz edebilir (Papich 2011).  

Bu molekül, Mycoplasma bovis (EKEY90 0.5-1 µg/mL) (Siugzdaite ve ark. 2012), 

Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus sommi, Moraxella 

bovis, Fusobacterium necrophorum, Actinobacillus pleuropneumonia, Histophilus 

parasuis (EKEY90 2 µg/mL) ve Bordetella bronchiseptica (EKEY90 8 µg/mL)  gibi 

birçok Gram negatif patojenlere ve Mycoplasma türlerinin çoğuna karşı etkindir. 
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Ayrıca Arcanobacterium pyogenes (EKEY90 1 µg/mL) ve Rhodococcus egui 

(EKEY90 ˃64 µg/mL) bakterilerine karşıda etkindir (Giguère 2013). Ayrıca yapılan 

çalışmalarda tulatromisin, bakteriyel etken dışında Plasmodium yoelii (Villarino ve 

ark. 2015), Babesia bovis, Babesia bigemina ve Theileria equi gibi etkenlere karşı 

etkili olduğu bildirilmiştir (Silva ve ark. 2018).  

Diğer makrolid antibiyotikler gibi tulatromisin, antiinflamatuvar etkiye 

sahiptir. Bu etki, lökositlerde meydana gelen sitokin ekspresyonu ve inflamatuvar 

etkinin azaltılması gibi durumlarla açıklanabilir (Papich 2011).  Ayrıca tulatromisin, 

zamana ve konsantrasyona bağlı olarak nötrofillerde apoptoza neden olmaktadır 

(Duquette ve ark. 2015).  

 

 

1.4.10.3. Farmakokinetik Özellikleri 

 

Tulatromisin, sığırlar üzerine intravenöz uygulama (tek doz) sonrası bazı 

farmakokinetik değerleri şunlardır: Dağılım yarılanma ömrü 0.166 saat, atılma yarı 

ömrü 48.348 saat, kararlı durumdaki dağılım hacmi 4.252 L/kg’dır. Tulatromisinin 

sığırlar üzerine deri altı uygulama sonrası bazı farmakokinetik değerleri; (tek doz) 

emilim yarılanma ömrü 0.155 saat, atılma yarı ömrü 65.874 saat, maksimum 

yoğunluğu 0.309 µg/mL (Maksimum konsantrasyona ulaşma süresi(tmax):1.234 

saat), biyoyararlanımı %71.85 olarak bulunmuştur. Sığırlar üzerine kas içi uygulama 

sonrası (tek doz) emilim yarılanma ömrü 0.135 saat, atılma yarı ömrü 68.929 saat, 

maksimum yoğunluğu 0.330 µg/mL (tmax:1.118 saat) ve biyoyararlanımı %82.8 

olarak tespit edilmiştir. Ayrıca plazma proteinlerine bağlanma oranı %38.86’dır 

(Tohamy ve ark. 2011). Domuzlarda 2.5 mg/kg dozda tulatromisinin bazı 

farmakokinetik değerleri şunlardır:  Damar içi uygulama, kararlı durum dağılım 

hacmi 13.2 L/kg, yarı ömrü 67.5 saat; ve kas içi uygulama, plazmadaki maksimum 

yoğunluğu 616 ng/mL (tmax: 0.25 saat), biyoyararlanımı ˃%87 ve yarı ömrü 75.6 

saattir (Benchaoui ve ark. 2004). Tulatromisin, sığır ve domuz solunum yolu 
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hastalıklarının tedavisinde kullanılmak için üretilmiş olmasına rağmen keçilerde de 

kullanılmaktadır (Young ve ark. 2011). Yapılan bir çalışmada, laktasyondaki 

keçilerde (2.5 mg/kg damar içi ve kas içi) tulatromisinin farmakokinetiği 

araştırılmıştır. Tulatromisinin damar içi uygulamasından sonra, ortalama dağılım 

hacminin (16.1L/kg) yüksek olduğu, süte iyi geçtiği, plazma proteinlerine bağlanma 

oranının %23 ve yarı ömrünün 88 saat olarak bildirilmiştir. Aynı çalışmada, 

tulatromisinin kas içi uygulamasını takiben hızlı bir şekilde emildiği, yarım saatte 

ortalama maksimum plazma yoğunluğuna (0.73 µg/mL)  ulaştığı ve ortalama 

biyoyararlanımının %95.8 olduğu bildirilmiştir. Buna ek olarak laktasyondaki keçiler 

ile laktasyonda olmayan keçiler arasında bir farkın olmadığı; ve sığırlardaki 

tulatromisinin farmakokinetiğine benzer olduğu ifade edilmiştir (Amer ve ark. 2012)  

Tulatromisin uygulama bölgesinden hızlı emilim (Wang ve ark, 2011),  

dokuya yaygın dağılım ve yavaş eliminasyon ile karakterize olmasından dolayı, 

akciğerde yüksek ve uzun süreli ilaç konsantrasyonu sağlamaktadır (Evans 2005). 

 

 

1.4.10.4. Kullanım Dozu ve Şekli 

 

Tulatromisin; sığır solunum yolu hastalıklarının tedavisinde 2.5 mg/kg, tek 

doz ve deri altı enjeksiyon olarak uygulanmaktadır (Kilgore ve ark. 2005, Robb ve 

ark. 2007). Domuzda ise; 2.5 mg/kg, tek doz ve kas içi enjeksiyon olarak 

uygulanmaktadır (Nutsch ve ark. 2005). Bu bilgilere ilaveten tulatromisin sığır ve 

domuzun boyun bölgesine uygulanmaktadır (Papich 2011).  Young ve ark. (2011) 

göre, sığır ve domuz solunum yolu hastalıklarının tedavisi amacıyla piyasaya sürülen 

tulatromisin preparatlarının, keçilerde de 2.5 mg/kg, tek doz ve deri altı enjeksiyon 

olarak uygulanabileceğini bildirmişlerdir. Naccari ve ark. (2015) ise tulatromisinin 

koyun solunum yolu hastalıklarının tedavisinde, 2.5 mg/kg, tek doz ve deri altı 

(boyun bölgesi) enjeksiyon olarak uygulanabileceğini ifade etmişlerdir.  
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Ayrıca sığır enfeksiyoz keratokonjuktivitisin etkeni ile enfekte edilen 

buzağılar üzerinde yapılan bir çalışmada, deri altı uygulanan tulatromisinin (2.5 

mg/kg, tek doz) hastalığı tedavi ettiği görülmüştür (Lane ve ark. 2006).  

 

 

1.4.10.5. Yan Etkileri ve Zehirliliği  

 

Tulatromisin uygulaması sonrasında ciddi olumsuz reaksiyonlar 

gözlenmemiştir. Ancak bazı hayvanlarda enjeksiyon bölgesinde şişlik veya tahriş 

gibi reaksiyonlar görülmesi mümkündür. Tulatromisin, yüksek dozlarında (dozun beş 

katı) bazı hayvanlarda miyokard lezyonları olmuştur.  Bununla birlikte, çoğu 

hayvanda etiket dozunun 10 katına kadar kullanımlarda toksisite oluşturmadığı 

bildirilmiştir (Papich 2011).  Ayrıca Maletić ve ark. (2015); yüksek 

konsantrasyonlarda tulatromisinin (50 ve 100 μM), sıçan lenfositlerinde DNA 

hasarına neden olduğunu bildirmişlerdir. 

 

 

1.5. Apoptoz ve Nekroz 

 

Solunum yolu epiteli, solunum yolunun ilk bariyer ve ana savunma hattıdır 

(White 2011). Bu epitel doku; yaralanma ve yangılara karşı su ve mukus salgılama, 

solunum yoluna giren yabancı parçacıkları hapsederek ve silli hareketlerle vücuttan 

çıkarılmasını sağlama, yerel bölge ve dolaşıma mediyatörlerin (örneğin; sitokin, 

kemokinler) salgılanması ile cevap oluşturmaktadır (Tesfaigzi 2006, White 2011). 

Solunum yolu mukozasında meydana gelen hasarların onarılması ve korunmasının, 

apoptozu kontrol eden işlemlere bağlı olduğu ifade edilmiştir (White 2011).  



36 
 

Apoptoz, normal doku ve organ homeostazi için düzenlenmiş nekrotik 

olmayan (O’Brien ve Kirby 2008, White 2011) programlanmış hücre ölümü sürecidir 

(Schwartz ve ark. 1993). Bu programlanmış hücre ölümü; normal hücre döngüsü, 

bağışıklık sisteminin düzgün gelişimi ve işleyişi, hormona bağlı atrofi, embriyonik 

ve beyin gelişimi gibi birçok biyolojik işlemden sorumlu özenle düzenlenmiş süreçtir 

(Martinez ve ark. 2010).  Kısacası apoptoz, çekirdekli hücrelerin kromozomlarında 

kodlanan bir hücre intiharı işlemidir (Kam ve Ferch 2000). Bu hücre intiharı işlemi, 

istenmeyen hücreleri yok eden fizyolojik hücre ölümünde, doku homeostazinde, viral 

enfeksiyon ve mutasyona karşı savunmada önemli rol oynar (Kam ve Ferch 2000, 

Fuchs ve Steller 2011). 

Apoptoz, fizyolojik ve patolojik olarak dört ana grup madde tarafından 

uyarılmaktadır. Bunlardan birinci grupta, DNA hasarına neden olan alkilleyici anti-

kanser ilaçları ve iyonlaştırıcı radyasyon yer almaktadır. İkinci grupta, 

glukokortikoidler, tümör nekroz faktörü-α (TNF- α) ve interlökin (IL-3) gibi reseptör 

aracılı etmenler bulunmaktadır (Kam ve Ferch 2000). Diğer grupta, fosfataz ve kinaz 

inhibitörleri ( staurosporin vb.) gibi apoptotik yolağın bileşenleri yönünde artış yapan 

biyokimyasal maddeler bulunmaktadır. Apoptozu uyaran en son grupta ise; ısı, 

ultraviyole ışık ve oksitleyici maddeler gibi doğrudan hücre zarı hasarına neden olan 

ajanlar yer almaktadır (McConkey 1998, Kam ve Ferch 2000). 

Apoptoz sırasında hücrede bazı morfolojik değişiklikler meydana gelir. İlk 

olarak; endoplazmik retikulum dilatasyonu ve plazma membranının kıvrılması ile 

birlikte hücre hacminde belirgin küçülme görülür (Trump ve ark. 1997, Chatterjea ve 

Shinde 2012).  Bu küçülmeyle birlikte hücre yoğunluğu artar (Trump ve ark. 1997, 

Cruchten ve Broeck 2002, Chatterjea ve Shinde 2012). Daha sonra hücreler, yapısal 

olarak normal fakat mitokondri gibi yoğunlaşmış sıkı organeller içeren, zara bağlı 

küresel gövdelere ayrılır (Elmore 2007, Chatterjea ve Shinde 2012). Çekirdek 

nükleer çevre etrafındaki belirgin şekilde kromatin yoğunlaşması meydana gelir. 

Kromatin yoğunlaşmasının sonucu piknozdur ve apoptozun en karakteristik 

özelliğidir (Elmore 2007, Chatterjea ve Shinde 2012). Son olarak da, çekirdek 

parçalanabilir (Karyoreksis). Genellikle tomurcuklanma olarak adlandırılan hücre 

zarı yüzeyindeki çıkıntılar oluşur ve bunlarda hücre parçaları içeren apoptotik 
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cisimcikler meydana getirir. Bu apoptotik cisimcikler; makrofajlar veya komşu 

hücreler (epitel hücreleri, endotel hücreleri ve fibroblastlar) tarafından fagosite 

edilebilecek şekilde, çekirdeğin bir parçası olan veya olmayan ve sıkı şekilde 

paketlenmiş organellere sahip sitoplazmadan oluşur (Manjo ve Joris 1995, Elmore 

2007, Elliott ve Ravichandran 2010). 

  Apoptozun aksine nekroz; çevresel bozulmalar sonucu inflamatuvar hücresel 

içeriğin serbest kalması ile karakterize pasif ve kontrolsüz hücre ölümü olarak 

tanımlanmaktadır. Patologlara göre nekroz, ölüm öncesi süreçten bağımsız olarak 

hücrelerin ölümünden sonra meydana gelen değişiklikleri; ölü doku ve hücre 

varlığını belirlemek için kullanılan bir terimdir (Fink ve Cookson 2005).  Nekroz 

sonucu ölen hücrelerin morfolojisine bakıldığında oldukça çeşitli olduğu 

görülmektedir. Bu hücrelerde, ölüm sürecinin ilk sıralarında hücre zarı geçirgen 

olmaktadır. Hücrelerde meydana gelen geçirgenlikle, organeller şişebilir ve 

ribozomlar endoplazmik retikulumdan ayrılabilirler (Ziegler ve Groscurth 2004). 

Daha sonra hücre hacminde artışla birlikte hücre zarı yırtılır ve şişmiş organeller 

düzensiz bir şekilde boşalır (Galluzzi ve ark. 2007). Ayrıca hücre zarının 

parçalanması ile hücresel içerik ve pro- inflamatuvar moleküller salınır ve ölen 

hücrenin çevresinde yangı oluşmasına neden olur (Edinger ve Thompson 2004). 

Hücre ölümlerinin karakteristik morfolojik yönleri şunlardır: apoptotik hücre 

ölümlerinde; hücrenin yuvarlaklaşması, hücresel ve çekirdek hacminin azalması 

(piknoz), çekirdek parçalanması (karyoreksis), sitoplazmik organellerde küçük 

değişiklikler, hücre zarı yüzeyinde çıkıntı oluşurken, nekrotik hücre ölümlerinde 

sitoplazmik şişme, sitoplazmik organellerin şişmesi, orta düzeyde kromatin 

yoğunlaşması ve hücre zarının yırtılmasıdır (Kerr ve ark. 1972, Zeiss 2003, Galluzzi 

ve ark. 2007, Doonan ve Cotter 2008). Bu karakteristik özelliklerinin yanında 

apoptoz ve nekroz arasında bazı farklılıklarda vardır. Örneğin; apoptoz fizyolojik ve 

patolojik durumlarda meydana gelirken, nekroz ise sadece patolojik durumlarda 

meydana gelmektedir. Ayrıca apoptoz, eş zamanlı olmayan ve bir hücrede oluşurken, 

nekroz de birden çok hücrede ve eş zamanlı olarak oluşur (Kam ve Ferch 2000). Bu 

bilgilere ilaveten apoptozun morfolojisinde, internükleozomal DNA parçalanması 
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görülmektedir (Garcia-Martinez ve ark. 1993, Bortner ve ark. 1995). Apoptoz ve 

nekrozun şematik karşılaştırılması Şekil 1.4’de gösterilmiştir. 

Örneğin, sığır bakteriyel pnömonisinin tedavisinde kullanılan ve makrolid 

grubu antibiyotik olan tilmikosin, nötrofiller üzerinde apoptotik etki oluşturduğu 

bulunmuştur (Chin ve ark. 2000). Ayrıca kan modellerinde eritromisin ve azitromisin 

proapoptotik etkisi olduğu belirlenmiştir (Čulić ve ark. 2001). Fischer ve ark.  (2013) 

yaptıkları bir çalışmada, tulatromisine bağlı in vitro ve in vivo (Mannheimia 

haemolytica ile enfekte olmuş buzağı) olarak meydana gelen apoptotik nötrofilleri 

makrofajlar tarafından fagosite edildiğini bildirmişlerdir. Ayrıca, tulatromisinin 

dozuna bağlı olarak in vitro sığır makrofajlarında apoptozu teşvik ederken, nekrozu 

teşvik etmediğini eklemişlerdir. Yapılan bir başka çalışmada, tulatromisin, zaman ve 

konsantrasyona bağlı olarak nötrofillerde apoptoza neden olduğu ve bunu takiben 

makrofajlar tarafından temizlenmesinde artış olduğu bildirilmiştir (Fischer ve ark. 

2014). 
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Şekil 1.4. Apoptoz ve nekrozun şematik karşılaştırılması (Monterio ve ark. 2015). 

 

 

1.6. Sitotoksisite 

 

İn vitro çalışmaları, biyolojik olarak değerlendirmek için kullanılan en önemli 

göstergelerden biri sitotoksisitedir (Aslantürk 2018). Genel olarak sitotoksisite, bir 

bileşiğin (madde) hücre ölümüne sebep olan potansiyelidir (Eisenbrand ve ark. 
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2002). Sitotoksisite testi, ilaç taraması ve kimyasalların sitotoksitesini araştırmak için 

yaygın olarak kullanılmaktadır. İlaç gibi kimyasal maddeler; hücre zarlarının tahrip 

edilmesi, protein sentezinin önlenmesi, reseptörlere geri dönüşümsüz bağlanma gibi 

farklı mekanizmalar aracılıyla hücreler üzerinde toksisiteye sebep olabilmektedir 

(Aslantürk 2018). Gao ve ark. (2007) makrolid grubu antibiyotik olan 

roksitromisinin; in vitro olarak sülfür mustarda maruz kalan insan küçük solunum 

yolu epitel, trakea ve bronş epitel hücreleri üzerine antisitotoksik ve anti 

inflamatuvar etkilerini araştırmışlar ve roksitromisin, insan küçük solunum yolu 

epitel, trakea ve bronş epitel hücrelerinde sülfür hardalı sitotoksitesini azalttığını 

bildirmişlerdir. 

 

 

1.7. Asetilkolin 

 

Asetilkolin; klinik olarak kullanılmayan (Adams 2001), ancak kolinomimetik 

ilaçların farmakolojik etkilerini anlamak için kullanılan prototip kolinerjik agonisttir. 

Asetilkolinin ilaç olarak kullanılmamasının iki temel sebebi bulunmaktadır. 

Bunlardan ilki; etkilediği muskarinik ve nikotinik reseptörlerin çok sayıda dokuda 

bulunmasından dolayı, etkisinin seçici olmamasıdır. İkincisi ise, asetilkolinesteraz 

tarafından hızla etkisizleştirilmesinden dolayı kısa süreli etki göstermesidir 

(Mcmurphy ve ark. 2018). 

Kolin esteri olan asetilkolin; üç metil grubunun bağlı olduğu bir kuaterner 

azot atomu içerir. Asetilkolin; yapısında yer alan kuaterner azot atomu sayesinde, 

kolinerjik reseptörler üzerine doğrudan etki göstermektedir. Bu kuaterner azot grubu, 

pozitif bir yük (katyonik) taşır ve kolinerjik reseptörün negatif yüklü (anyonik) bir 

bölgesine bağlanır. Asetilkolini tanıyan ve bağlanan makromoleküller, anyonik 

bölgenin yanında asetilkolinin ester bileşeni ile birleşen bir alana da sahiptir 

(Mcmurphy ve ark. 2018). Asetilkolinin kimyasal yapısı Şekil 1.5’de gösterilmiştir. 
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Şekil 1.5. Asetilkolin kimyasal yapısı (Mcmurphy ve ark. 2018). 

 

Asetilkolin; hem nikotinik hem de muskarinik reseptörleri aktive eder 

(Mcmurphy ve ark. 2018). Asetilkolin, solunum yolu (Pirinçci 2014), bağırsak 

(Mitsui-Saito ve Karaki 1996), idrar kesesi (Han ve ark. 2019) ve uterus düz kaslarını 

uyararak kasılmalarına sebebiyet verir (Mcmurphy ve ark. 2018). Bunlara ilaveten, 

mide-bağırsak hareketi ve salgısını artırır (Adams 2001).  

Asetilkolin ve esterleri; konsantrasyonlarına bağlı olarak sığır trakeasının 

kasılmasına neden olmaktadır (Kaneda ve ark. 2018). Bergner ve Sanderson (2002); 

asetilkolin (10-500 nM) solunum yolu düz kası hücre içi kalsiyum (Ca+2) miktarında 

geçici artış meydana geldiği ve bu artışla birlikte solunum yolu lümeninde bir 

kasılma görüldüğünü bildirmişlerdir. Jones ve ark. (1993); asetilkolinin trakea düz 

kasında sitozolik Ca+2 konsantrasyonunda geçici bir artışa, sarkoplazmik 

retikulumdan salıverilen Ca+2 düzeyinde artışa neden olduğunu, ama bu artışın 

zamanla azaldığını ifade etmişlerdir.  

 

1.8. Potasyum Klorür 

 

Solunum yolu düz kas hücresinin kasılması;  yüksek oranda hücre dışı K+ 

(KCl) veya diğer agonistler tarafından hücre içi Ca+2 konsantrasyonunda bir artışla 

başlamaktadır (Wang ve ark. 2010). 

Potasyum klorürün (KCl) solunum yolu düz kasında meydana getirdiği 

kasılma, gerilime bağlı Ca+2 kanallarından Ca+2 girişi, Ca+2 bağlı miyozin hafif zincir 
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(MLC) kinazın aktivasyonu ve MLC fosforilasyonunda artışa bağlı olduğuna 

inanılmaktadır ( Ratz ve ark. 2005, Sommer ve ark. 2014). 

Cattalli ve Janssen (2004), astım ve kistik fibroz gibi hastalıklarla karakterize 

olan ve oksidatif dönemlerde üretilen izoprostanların, sığır trakea düz kasındaki 

etkilerini incelemişlerdir. Bu çalışmada, 8-izoprostaglandin E2’nin en yüksek 

dozlarda bile KCl’nin meydana getirdiği kasılmanın bir kısmı kadar uyarı meydana 

getirdiğini bildirmişlerdir. 

Tang ve ark. (1992), sığır trakeal düz kasında Ca+2 bağımlı miyozin hafif 

zincir fosforilasyonunun düzenlenmesindeki hücresel mekanizmalarını 

araştırmışlardır. KCl konsantrasyonunda artışla, depolarizasyon durumunda hücre içi 

Ca+2 yoğunluğu, hafif zincir fosforilasyonu ve kuvvetinde orantılı artışlara yol 

açtığını bildirmişlerdir. 

     

 

1.9. Çalışmanın Amacı 

 

Makrolid grubu antibiyotikler veteriner hekimlikte birçok sistemik hastalığın 

sağaltımında kullanılmaktır. Özellikle solunum yolu hastalıklarının tedavisinde ve 

penisilin grubu antibiyotiklere karşı gelişen alerji olgularında penisiline alternatif 

olarak tercih edilen antibiyotiklerdir. Bu maddelerin, serum konsantrasyonlarına 

kıyasla doku konsantrasyonlarının yüksek olması, yarı-ömürlerinin uzun olması ve 

hücre içine girebilme gibi özelliklerinden dolayı birçok hastalığın tedavisi ve 

korunmasında avantaj sağlamaktadır. Özellikle besi sığır yetiştiriciliğinde, farklı 

antibiyotikler ile tedavi edilemeyen solunum sistemi hastalıklarının tedavisinde ve 

korunmasında gamitromisin veya tulatromisin antibiyotikleri tercih edilmektedir. 

Ülkemizde yaygın olarak kullanılan ve sığır için özelleşmiş olan bu ilaçların solunum 

yolundaki etkilerinin değerlendirilmesi bu açıdan önemlidir. Antibiyotiklerin sadece 

antibakteriyel etkilerini değerlendirmek, bu ilaçların kullanım sahasında olumlu veya 

olumsuz etkilerini tam olarak ortaya çıkarmayabilir. Nitekim antibiyotiklerin, 
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biyolojik sistemlerde birçok olumlu veya olumsuz etkileri bulunmaktadır. Ayrıca bu 

antibiyotiklerin; hücre içine girme ve birikme kabiliyetlerinin yüksek olmasından 

dolayı; hücreler üzerine apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkilerinin 

değerlendirilmesi gerekir.  

Yapılan literatür taramalarda gamitromisin ve tulatromisinin sığır trakea kası 

üzerinde in vitro izole organ banyosunda etkisi ile ilgili çalışmaya rastlanılmamıştır. 

Ayrıca bazı hücrelerde apoptoz üzerine çalışmalar bulunsa da, gamitromisin ve 

tulatromisinin sığır trakea epitel hücrelerinde apoptoz, nekroz ve sitotosik etkiyi 

araştıran bir çalışma bulunmamıştır. Bu nedenle bu çalışma tulatromisin ve 

gamitromisinin in vitro sığır trakeası düz kası üzerine ve sığır trakea epitel hücreleri 

üzerine apoptoz, nekroz, sitotoksik ve hücre proliferatif yapıcı etkilerini araştırmak 

amacıyla yapılmıştır. Böylece hedef hayvan olan sığırda yapılacak çalışma ile 

veteriner sahaya ve literatür bilgiye destek sağlanacaktır. Bu bilgilere ilaveten bu 

çalışma; ülkemizde ölümcül solunum yolu hastalıklarının tedavisinde yaygın 

kullanılan gamitromisin ve tulatromisin antibiyotikler arasında da solunum yolundaki 

etkilerini değerlendirme olanağı sağlayacaktır. 
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 2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 

 

2.1. Kullanılan Deney Hayvanları 

 

 

Çalışmada hayvan materyali olarak mezbahanede kesilen 12-36 aylık, erkek 

Simental ırkı sığırlardan elde edilen trakeaların üst 1/3’lük kısımları kullanıldı. 

Deneysel çalışmalara başlanılmadan önce Kırıkkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu’ndan, deneyde kullanılacak mezbahane materyalleri hakkında etik 

kurulu kararı gerekli olup olmadığı hakkında görüş alındı (Karar tarih ve sayısı: 

24/07/2017 - E.6718). İzole organ sistemi deneyleri Kırıkkale Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı’nın farmakoloji laboratuvarında 

yürütüldü. Hücre kültürü deneyi ise, Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik 

Araştırmalar Uygulama ve Araştırma Merkezi’nin hücre kültürü laboratuvarında 

çalışıldı. Çalışmanın izole organ deneyleri bölümünde 32 erkek Simental ırkı 

sığırlardan alınan 84 trakea kullanıldı. Hücre kültürü çalışmalarında ise değişik 

zamanlarda 4 adet simental erkek sığır trakeasından alınan epitel dokulardan primer 

hücreler üretildi. 

 

 

2.2. Kullanılan Deney Cihazları 

 

İzole organ banyosu 

Dörtlü kanal veri toplama sistemi (Biopac Systems Inc. MP35- U.S.A.) 
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İzole organ banyosu standı (May IOBS99- Türkiye) 

Isıtıcı sirkülatör cihazı (May WBC3044-PR- Türkiye) 

İzometrik gerim sistemi (May FDT05- Türkiye) 

%95 O2, %5 CO2 içeren gaz karışımı tüp  

Hassas terazi (Precisa XB220A- İsviçre) 

Distile su cihazı ( Tetra zeneer RO 180- Kore) 

Otoklav poşetleme cihazı (Euroseal 2001 plus- İtalya) 

Otoklav (Nüve OT 23B- Türkiye) 

Laminar flow kabin (ESCO class ll BSC Laminar Flow Cabinet, Labor İldam, 

Türkiye) 

İnverted mikroskop (Leica DM6000B, Almanya), 

Soğutmalı santrifüj (Rotina 380R Hettich, Almanya) 

Elisa plate okuyucu (Biotek, USA) 

Hemositometri (İnvitrogen-Countess, USA) 

Karbondioksitli etüv (Binder CB150, Almanya) 

Vortex (Heidolph- Reax top, Almanya) 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (Xcelligence RTCA) (Roche, Almanya) 

Floresan Ataçmanlı Araştırma Mikroskobu (Leica, Almanya) 

Mikropipet (20 µm, 100 µm, 1000 µm) (Corning, USA) 
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2.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler 

 

Tulatromisin (Sigma-Aldrich SLM2107, Almanya) 

Gamitromisin (Sigma-Aldrich 32161- Almanya) 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) (İsolab, Almanya) 

Asetilkolin (Sigma A 6625, Almanya) 

Dulbecco‟s Modified Eagles Medium (DMEM, Biological Industries, İsrail) 

Fötal sığır serumu (FBS) (Biological industries, İsrail) 

Penisilin-streptomisin (Biological Industries, İsrail) 

Tripsin-EDTA (Biological Industries, İsrail) 

Tripan mavisi (İnvitrogen, ABD) 

Propodium iyot (Serva, İsrail) 

Hoechst 33342 (Serva, İsrail) 

Ribonukleaz- A (Serva, İsrail) 

48 Kuyucuklu plate (Corning, ABD) 

96 Kuyucuklu plate (Corning, ABD) 

E-plate (Roche, Almanya) 

25 cm²’lik hücre kültür flaskı (Corning, ABD) 

Fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) (Sigma, Almanya) 

Serum fizyolojik (Polifarma, Türkiye) 

İzopropanol (Sigma, ABD) 
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3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) (Ambresco-Life 

Science, ABD) 

Otomatik pipetler (Eppendporf- Almanya) 

Tek kullanımlık steril pipet (2 mL, 5 mL, 10 mL) (Corning, ABD) 

Steril Santrifüj Tüpü (Corning, ABD) 

Sodyum Klorür (Merck, Almanya) 

Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya) 

Glukoz (Merck, Almanya) 

Potasyum Klorür (Merck, Almanya) 

Kalsiyum Klorür (Merck, Almanya) 

Magnezyum Klorür (Merck, Almanya) 

 

 

2.4. İzole Organ Sistemi Deneyleri  

 

 

2.4.1. Sığır Trakeasının İzolasyonu 

 

Kırıkkale ilinde, yerel bir mezbahanede kesilen 12- 36 aylık Simental ırkı 

erkek sığır trakea örnekleri, önceden hazırlanmış olan modifiye Krebs çözeltisi 

[136.8 mM Sodyum Klorür (NaCl), 5.4 mM potasyum klorür (KCl), 1.5 mM 

kalsiyum klorür (CaCl2), 1.0 mM magnezyum klorür (MgCl2), 11.9 mM sodyum 

bikarbonat (NaHCO3), 5.5 mM glukoz, pH 7.2]  içeren beherlere konuldu.  Bu 

beherler, polistiren kutuda buz kasetleri ile birlikte soğuk zincirde Kırıkkale 
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Üniversitesi Veteriner Fakültesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı’nın 

farmakoloji laboratuvarına taşındı. Sığır trakea kesitinin görüntüsü Şekil 2.1’de 

gösterilmiştir. Trakea düz kası, steril penset ve makas yardımıyla kıkırdak, bağ ve 

epitel dokularından temizlenerek modifiye Krebs çözeltisi içeren petri kutusuna 

alındı. Trakea düz kasının çevre dokudan arındırılması Şekil 2.2’de gösterilmiştir. 

Çevre dokulardan arındırılmış olan trakea düz kası, yaklaşık 2 mm genişliği ve 7 mm 

uzunluğunda olacak şekilde izole edildi ve iki ucuna kancalar geçirildi. İzole edilen 

trakea düz kas kesiti 10 mL modifiye Krebs çözeltisi (37oC) içeren izole organ 

banyosuna 3 g’lık ön gerim uygulanarak asıldı. Bu aşamalar Şekil 2.3’de gösterildi. 

Deney sırasında dokulara; % 95 O ve % 5 CO2 gaz karışımı uygulandı (Kaneda ve 

ark. 2005). 

 

Şekil 2.1. Sığır trakea görüntüsü 
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Şekil 2.2. Trakea düz kasının çevre dokulardan temizlenmesi                                     

A) Çevre dokudan arındırılmamış trakea düz kası. B) Bağ dokusu. C) Bağ dokudan 

arındırılmış trakea düz kası. D) Epitel dokudan arındırılmış trakea düz kası 
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Şekil 2.3. Çevre dokulardan arındırılmış trakea düz kasının izole organ banyosu 

öncesi hazırlanması ve izole organ banyosuna asılması A) Çevre dokudan 

arındırılmış trakea düz kası. B) Çevre dokudan arındırılmış trakea düz kası kesiti. C) 

Trakea düz kası kesitinin bir ucuna kancanın geçirilmesi. D) Trakea düz kası 

kesitinin izole organ banyosundaki asılmış hali. 
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2.4.2. Deney Protokolleri 

 

Sığır trakea dokusu izole edildikten sonra içinde 10 mL modifiye Krebs 

çözeltisi bulunan izole organ banyosunda izometrik gerim ileticisine bağlandı ve 3 g 

ön gerilim verildi. Kırk beş dakikalık dengelenme periyodunun ardından deney 

protokolüne geçildi. Dengeleme süresi boyunca dokular 15 dakika ara ile 3 kez 

modifiye Krebs çözeltisi ile yıkandı. Ardından aşağıdaki beş protokol uygulandı.  

 

 

2.4.2.1. Sığır Trakea Düz Kası Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin 

Etkilerinin Tek Başına Araştırılması 

 

Birinci protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. 

15 dakika ara ile 3 kez yıkanan dokular normal platoya gelince kümülatif 

gamitromisin ve tulatromisin (10-7, 3x10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 3x10-5 M) derişimleri 

uygulandı. Aynı dokulara ( Yıkama ve dengeleme sonrası) DMSO (sulandırmaları) 

uygulandı.  

 

 

2.4.2.2. Sığır Trakea Düz Kası Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin 

Etkilerinin Asetilkolin ile Birlikte Araştırılması 

 

 İkinci protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. 

15 dakika ara ile 3 kez yıkanan dokular normal platoya gelince kümülatif ACh (10-8-

10-3 M) denendi, 3 kez 15 dakika ara ile yıkanan dokular 20 dakika 3x10-5 M 

gamitromisin ile inkübe edildi ve kümülatif ACh derişimleri uygulandı. Daha sonra 
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aynı dokular, 15 dakika ara ile 3 kez yıkandı ve dengelenme sonrası üzerinde 20 

dakika DMSO ile inkübe edilip ACh derişimleri uygulandı. Aynı uygulama asılan 

diğer dokuda 20 dakika boyunca 3x10-5 M tulatromisin ile de yapıldı; daha sonra 

yıkanma ve dengelenme sonrası aynı doku üzerinde DMSO ile inkübe edilip ACh 

derişimleri uygulandı. 

 

2.4.2.3. Potasyum Klorür ile Ön Kasılma Oluşturulan Sığır Trakea Düz Kası 

Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin Araştırılması 

 

Üçüncü protokolde, 45 dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. 

On beş dakika ara ile 3 kez yıkanan dokular normal platoya gelince, 65mM KCl 

(Kaneda ve ark. 2018) ile platoya gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön kasılma 

oluşturuldu. Üzerine kümülatif gamitromisin (10-10-10-5 M), DMSO (sulandırmaları) 

ve tulatromisin (10-10-10-5 M) uygulandı. Her farklı madde için ayrı bir trakea düz 

kası kullanıldı.  

 

 

2.4.2.4. Asetilkolin EC85 Değeri ile Ön Kasılma oluşturulan Sığır Trakea Düz 

Kası Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin araştırılması 

 

Dördüncü protokolde ön kasılma yapılan dokularda gamitromisin, 

tulatromisin ve DMSO’nun etkisini değerlendirmek amacıyla yapıldı. Kırk beş 

dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. On beş dakika ara ile 3 kez 

yıkanan dokular normal platoya gelince, 2.3x 10-4 M ACh (GraphPad Prism Software 

ver. 6 programı ile daha önceden elde edilen ACh derişim yanıt eğrilerinden, ACh’ın 

EC85 değeri elde edildi, n:12) derişimi uygulanarak ön kasılma oluşturuldu. Üzerine 

kümülatif gamitromisin ve tulatromisin (10-10-10-5 M) uygulandı. Aynı dokuda 

DMSO (sulandırmaları) uygulandı 
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2.4.2.5.  Sığır Trakea Düz Kası Üzerine 10-6 M Gamitromisin Etkisinin 

Asetilkolin ile Birlikte Araştırılması 

 

 Dördüncü deneyin sonucunda gamitromisin 10-7 ve 10-6 M derişiminlerinde 

görülen gevşeme yanıtları istatistiki olarak anlamlı bulununca bu protokolün 

yapılması kararı verilmiştir. On beş dakika ara ile 3 kez yıkanan dokular normal 

platoya gelince kümülatif ACh (10-8-10-3 M) denendi, 3 kez 15 dakika ara ile yıkanan 

dokular 20 dakika 10-6 M gamitromisin ile inkübe edildi ve kümülatif ACh 

derişimleri uygulandı. Daha sonra aynı dokular, 15 dakika ara ile 3 kez yıkandı ve 

dengelenme sonrası üzerinde 20 dakika DMSO sulandırması ile inkübe edilip ACh 

derişimleri uygulandı.  

 

2.4.3. Elde Edilen Verilerin Değerlendirilmesi 

 

 Dokularda oluşan; kasılma ve gevşemeler veya gerimde meydana gelen 

değişiklikler izometrik gerim ileticisi (Biopac Systems Mp 35, Commat, Türkiye) ile 

ölçüldü ve her bir protokol kendi içinde ayrı ayrı değerlendirildi. Birinci protokole 

göre elde edilen verileri, bazal çizgi 100 kabul edilerek % (yüzde) kasılmalarına göre 

hesaplandı ve değerlendirildi. İkinci ve beşinci deneyde tüm derişimlerin bazal 

çizgiye göre % (yüzde) kasılmaları hesaplandı ve elde edilen bu verilerden ACh 

kasılmalarının pD2 ve Emax değerleri GraphPad Prism (Software ver. 6) Programı ile 

belirlendi. Daha sonra pD2 ve Emax değerlerinin karşılaştırılması yapıldı. pD2 değeri 

yarı en yüksek değer için gerek duyulan maddenin derişiminin negatif logaritması; 

Emax ise, ilaç tarafından oluşturulan maksimum etkinliğin % (yüzde) şeklinde ifadesi 

olarak tanımlandı. Üçüncü deneyde ise KCl ile ön kasılma oluşturulan dokuların 

ulaştığı maksimum kasılma % 100 olarak kabul edildi. Ardından oluşan gevşeme 
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yanıtları bu değer 100 kabul edilerek hesaplandı. Dördüncü protokolde; ilk olarak 

ACh’ın EC85 derişimi belirlendi. Bu derişim ile dokularda ön kasılma oluşturuldu. 

Dokularda kasılma sonucu elde edilen maksimum kasılma % 100 olarak kabul edildi. 

Madde uygulaması sonrası dokularda meydana gelen gevşeme yanıtları bu değer 100 

kabul edilerek hesaplandı.  

 

 

2.5. Hücre Kültürü Deneyleri 

 

 

2.5.1. Hücre Kültürü İzolasyonu 

 

Yerel bir mezbahanede kesilen 12- 36 aylık Simental ırkı erkek sığırlardan 

steril pens ve makas ile çıkartılan trakea epitel doku örnekleri, önce %1-2 batikon- 

serum fizyolojik solüsyonuna batırıldı, sonra serum fizyolojik içine batırıldı, 

ardından taşıma solüsyonu (%99 DMEM-F2, %1 penisilin-streptomisin) bulunan 

falkon tüpe aktarıldı. Bu falkon tüp, polistiren kutuda buz kasetleri (0 °C) ile birlikte 

Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırmalar Uygulama ve Araştırma 

Merkezi’nin hücre kültürü laboratuvarına taşındı. Trakea epitel doku örnekleri; 

laminar akışlı kabinde antibiyotikli PBS ile yıkandıktan sonra, petrilere yerleştirilip 

steril pens ve bistüri ile bağ dokusu parçalarından arındırıldı ve steril petri kutularına 

yerleştirildi.  Trakea epitel dokusundan; epitel hücrelerini izole etmek için örnekler 

steril bistüri ile mekanik olarak kazındı ve çok küçük parçalara bölündü. Daha sonra 

bu parçalar; 25 cm2’lik kültür flasklarına koyuldu ve üzerine 3 mL besiyeri (%79 

DMEM-F2, %20 fötal sığır serumu, %1 penisilin-streptomisin) ilave edilip etüvde 

(%5 CO2/hava, 37oC ve ˃%90 nem) inkübe edildi. Trakea epitel hücrelerinin 

çoğalmasına bağlı olarak 48 saatte bir besiyeri (%89 DMEM-F2, %10 fötal sığır 
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serumu, %1 penisilin-streptomisin) değiştirildi (Beckmann ve ark. 1991, Kürüm ve 

ark. 2019). 

 

 

2.5.2. Hücre Sayımı 

 

Trakea epitel hücrelerinin bulunduğu kültür flaskı; etüvden alındı ve steril 

laminar kabinde, içerisindeki vasat dökülüp 1 mL PBS ile yıkandı. Daha sonra bu 

flask, içine 0.5 mL tripsin-EDTA ilave edilip etüvde 3-4 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda trakea epitel hücrelerinin, kültür flaskı yüzeyinden ayrılıp 

ayrılmadıkları mikroskobik olarak izlendi. Mikroskobik olarak hücrelerin ayrıldıkları 

gözlendikten sonra,  kültür flaskına besiyeri eklenip, hücreler falkon tüpe aktarıldı. 

Bu falkon tüpler, 2500 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında falkon 

tüpün içindeki vasat atılıp, tüpün dibinde kalan hücre peleti üzerine 1 mL besiyeri 

eklendi. Bu falkon tüp içinde bulunan hücre peleti ve besiyeri süspanse edildikten 

sonra, bu karışımdan 10 µL alıp eppendorf tüpe koyuldu. Bu eppendorf tüpe 10 µL 

tripan mavisi eklenip homojenize edildi. Eppendorf tüp içindeki karışımdan 10 µL 

alınıp hemositometri lamına koyuldu. Bu lam, hemositometri cihazına yerleştirilip 

hücre sayımı yapıldı. 

 

 

2.5.3. Sitotoksisite Testi (MTT) 

 

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür), hücre 

canlılığını metabolik aktivite ölçümlerinin elde edilmesini dayanır. Bu sitotoksisite 

deneyi, canlı hücrede mavi-mor renkte görünüp, alkolde çözünen formazana 

indirgenir. Bu formazanın alkolde çözünüp, renk yoğunluğu fotometrik ölçümlerle 
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belirlenir. Fotometrik ölçüm sonucu elde edilen renk yoğunluğuna bağlı olarak hücre 

sayısı hesaplanır.  

Bu sitotoksisite deneyi için 96 kuyucuklu plate kullanıldı. Sığır trakea epitel 

hücreleri; sayımı yapıldıktan sonra, her kuyucukta 10x103 hücre (100 µL) olacak 

şekilde 96 kuyucuklu plate’e ekildi. Hücreler, etüvde (%5 CO2/hava, 37oC ve ˃%90 

nem) 24 saat inkübe edildi. Bu 24 saatlik inkübasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede 

bulunan hücre vasatları atıldı. Daha önceden hazırlanmış olan 2 mg/mL’lik (%0.5 

DMSO, %99.5 besiyeri) etken madde stoklarının (2 µg/mL - 300 µg/mL arası) farklı 

konsantrasyonları üç tekrarlı olacak şekilde hücreler üzerine uygulandı. Kontrol 

grubu olarak; hücreler üzerine %0.5 DMSO besiyeri karışımı eklendi. Hücreler 

tekrar 24 saat inkübe edildi.  İnkübasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede bulunan 

hücre vasatları atılıp, kuyucuklara 50 µL MTT (1 mg MTT kit ürünü 1 mL Fenol 

Red’siz besiyerinde çözdürüldü) çözeltisi eklendi. Hücreler, etüvde (%5 CO2/hava, 

37oC ve ˃%90 nem) 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede 

bulunan hücre vasatları atılıp, 100 µL izopropanol eklendi. 96 kuyucuklu plate yavaş 

çalkalanıp, Elisa cihazında 570 nm dalga buyunda okutuldu. Sitotoksisite testi 

yöntemi, ISO 10993-5 no’lu protokolüne göre uygun olarak yürütüldü.  

 

 

2.5.4. İkili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi 

 

Sığır trakea epitel hücreleri; sayımı yapıldıktan sonra, her kuyucukta 10x103 

hücre olacak şekilde 48 kuyucuklu plate’e ekildi. Hücreler, etüvde (%5 CO2/hava, 

37oC ve ˃%90 nem) 24 saat inkübe edildi. Bu 24 saatlik inkübasyon sonunda, 48 

kuyucuklu platedeki kuyucuklarda bulunan hücre vasatları atıldı. Daha önceden 

hazırlanmış olan 2 mg/mL’lik (%0.5 DMSO, %99.5 besiyeri) etken madde 

stoklarının (2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, 50 µg/mL ve 100 µg/mL) 

farklı konsantrasyonları üç tekrarlı olacak şekilde hücreler üzerine uygulandı. Ayrıca 

her kuyucuğun hacmi 200 µL olması gerektiğinden, konsantrasyonların üzerine 
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besiyeri eklenerek tamamlandı. Kontrol grubu olarak; hücreler üzerine %0.5 DMSO 

besiyeri karışımı eklendi.  Hücreler tekrar 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda, 48 kuyucuklu platedeki kuyucuklarda bulunan hücre vasatları atılıp, 70 µL 

ikili boyama solüsyonu (2 mg/mL Hoechst 33342, 100 µg/mL Ribonükleaz A, 2 

µg/mL Propodium iodid) eklendi. İkili boyama solüsyonu eklenen plate ışık 

görmeyecek şekilde kapatılıp, 15 dakika inkübe edildi. Bu 15 dakikalık inkübasyon 

sonunda; inverted mikroskopta, DAPI filtresi kullanılarak apoptoza uğramış hücreler 

ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda) kullanılarak nekroza uğramış 

hücrelerin değerlendirmesi yapıldı.  

İkili boyama solüsyonu içinde Hoechst (33342) ve propodium iyot (PI) 

flouresan boyaları bulunmaktadır. Bu floresan boyalarından Hoechst (33342), 

DNA’ya bağlanarak hücrelerin çekirdeklerini maviye boyar. Ancak apoptotik 

hücreler, çekirdeklerinin parçalanması, daha parlak olması ve çekirdek sınırlarının 

bozulmasıyla diğer hücrelerden ayırt edilmektedir. Diğer floresan boya olan PI ise, 

sadece hücre zarı hasar görmüş veya ölmüş hücrelerin zarlarından geçip, hücre 

çekirdeğinin kırmızı görünmesiyle nekroza uğramış hücreleri göstermektedir (Çiftçi 

ve ark. 2013). 

 

 

2.5.5. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi ile Hücre Proliferasyonunun 

Belirlenmesi 

 

XCelligence gerçek zamanlı hücre analiz sistemi; hücrelerin canlılığı, 

proliferasyonu ve sitotoksisitesini, zamana bağlı olarak hücrelerin fizyolojik 

durumlarını göstererek değerlendirme olanağı veren bir deneydir. Bu sistem, 

elektriksel empedansı ölçerek canlı hücrelerin sayısı ve morfolojisi hakkında nicel 

bilgiler verir. 

Sığır trakea epitel hücreleri; sayımı yapıldıktan sonra, her kuyucukta 5x103 

hücre olacak şekilde altın kaplı 96 kuyucuklu e-plate’e ekildi. E-plate etüvde (%5 
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CO2, 37oC ve ˃%90 nem) bulunan RTCA-SP yerleştirilip, hücrelerin plağa tutunması 

ve çoğalması için 24 saat inkübe edildi. Bu 24 saatlik inkübasyon sonunda, hücreler 

çoğalma fazına geçtiğinde e-plate etüvden çıkarılıp, vasat kuyucuklardan atıldı. Daha 

önceden hazırlanmış olan 2 mg/mL’lik (%0.5 DMSO,%99.5 besiyeri) etken madde 

stoklarının (2 µg/mL ve 10 µg/mL) farklı konsantrasyonları üç tekrarlı olacak şekilde 

hücreler üzerine uygulandı. Ayrıca her kuyucuğun hacmi 200 µL olması 

gerektiğinden, konsantrasyonların üzerine besiyeri eklenerek tamamlandı. Kontrol 

grubu olarak; hücreler üzerine %0.5 DMSO besiyeri karışımı eklendi.  Pozitif kontrol 

grubunda hücreler üzerine %20 DMSO besiyeri karışımı eklendi. E-plate etüvde 

bulunan RTCA-SP yerleştirip, 96 saat süre ile kültürü yapılmış ve 10 dakika ara ile 

sistemden gerçek zamanlı empedans ölçümü alındı. 96 saatli inkübasyon sonunda, 

hücre proliferasyonunu gösteren grafikler elde edildi (Çiftçi ve ark. 2013). 

 

 

2.5.6. Hücre Kültürü Deneyleri Verilerin Değerlendirilmesi 

 

Hücre canlılığını belirlemek için yapılan MTT testinde; deney protokolüne 

uygun olarak hazırlanan 96 kuyucuklu plate, Elisa plate okuyucusu cihazında 570 nm 

dalga boyunda okutuldu ve absorbans değerleri elde edildi. Elisa plate cihazında 

okutularak elde edilen kontrol grubu absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu 

değer %100 canlı hücre olarak kabul edildi. Hücre canlılık değeri; gamitromisin veya 

tulatromisin uygulanan kuyucukların absorbans değerleri, kontrol absorbans değerine 

bölünüp, yüzle çarpılarak bulundu. İkili boyama metodu ile apoptoz ve nekroza 

uğramış hücreler inverted mikroskopta, DAPI filtresi kullanılarak apoptoza uğramış 

hücreler ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda) kullanılarak nekroza uğramış 

hücrelerin değerlendirmesi yapıldı. İnverted mikroskopta; normal hücre, apoptoza ve 

nekroza uğramış hücreler sayılarak toplam hücre sayısı belirlendi. Apoptoza veya 

nekroza uğramış hücrelerin, sayıları toplam hücre sayısına oranlandı ve yüzde 

değerleri bulundu. İkili boyama metodu ve MTT testi en az üç kez tekrarlandı. 
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2.6. İstatistiksel Analizler 

 

 

Sunulan çalışmada elde edilen veriler aritmetik ortalama ± standart hata 

şeklinde verildi. İstatistik analizler SPSS 15.0 paket programında yapıldı. Yapılan 

testlerde P < 0.05 değeri önemli olarak kabul edildi. Grupların parametrik dağılıp 

dağılmadığına normalite testi ile bakıldı. İzole organ banyosu için yapılan analizlerde 

ikinci protokolde; gamitromisin uygulanan dokularda pD2 parametrik, tulatromisinde 

ise nonparametrik olarak dağılmış, Emax ise gamitromisin uygulanan grupta 

nonparametrik, pD2 ise parametrik olarak dağılmıştır. Parametrik dağılan gruplarda 

tekrarlı ANOVA, nonparametrik dağılanlara ise Friedman testi uygulanmıştır. 

Üçüncü grupta OneWay ANOVA, gruplar arası farkın önemlilik kontrolü için 

Duncan testi (post hoc) uygulanmıştır. Nonparametrik testler ise Kruskal Wallis testi 

ile yapılmıştır. Dördüncü grupta; eşli karşılaştırmalar yapıldı. Tulatromisin 

derişimlerinden 10-6 M normal dağılım olmadığından Wilcoxon non- parametrik testi 

yapıldı. Normal dağılım gösteren tulatromisin derişimleri (10-6 M hariç) ve 

gamitromisin derişimlerine eşli gruplar T testi uygulandı. Normal dağılım gösteren 

derişimlerde (10-6 M hariç) T testi, normal dağılım göstermeyen 10-6 M derişime ise 

Mann Whitney U testi uygulandı. Yapılan testlerde p<0.05 istatiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. Son protokolde ise; Emax ve pD2 değerleri normal dağılım göstermediği 

için Friedman testi yapıldı. Emax değerinde fark bulundu ve hangi gruplar arasında 

farkın olduğunu tespit etmek için Wilcoxon testi yapıldı. Bonfferroni düzeltmesi 

yapıldıktan sonra p<0.016 olarak kabul edildi. 

Hücre kültürü deneylerinde, sitotoksisite, apoptoz ve nekroz verilerinin 

değerlendirilmesi Microsoft Excel (Microsoft Office 2010) programı kullanılarak 

hesaplandı. MTT sonuçlarına göre IC50 hesaplanmasında GraphPad Prism (Software 

ver. 6) kullanıldı. MTT testi sonuçları; her bir grup kendi içinde derişimleri 

arasındaki farkı OneWay ANOVA, gruplar arası farkın önemlilik kontrolü için 

Tukey testi (post hoc) uygulandı. Gamitromisin ve Tulatromisinin gruplar arasındaki 
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hücre canlılığının farkının değerlendirilmesinde Student t testi ile hesaplandı. 

Gamitromisin ve Tulatromisinin gruplar arasındaki apoptotik ve nekrotik % indeksi 

farkının değerlendirilmesinde Student t testi ile hesaplandı. Yapılan testlerde p<0.05 

istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3.BULGULAR 

 

 

3.1. İzole Organ Deney Bulguları 

 

İzole organ deneyi protokollerine geçilmeden önce; izole organ banyosu (10 

mL Krebs çözeltisi) izometrik gerim ileticisine bağlanan izole trakea düz kası 15 

dakika ara ile 3 kez Krebs solüsyonu ile yıkandı ve dengelenme sonrası 10-3 M ACh 

ile canlılık bakıldı. Asetilkolin uygulanmış izole trakea düz kası canlılık yanıt eğrisi 

Şekil 3.1.1’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.1.1. 10-3 M ACh uygulanmış izole trakea düz kası derişim yanıt eğrisi 

görüntüsü 

 

3.1.1. Sığır Trakea Düz Kası Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin 

Etkilerinin Tek Başına Araştırılması 

Gamitromisin, tulatromisin ve DMSO’nun sığır trakea düz kası üzerine tek 

başına etkisini araştırmak amacıyla, gamitromisin (10-7, 3x10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 

3x10-5 M), DMSO (sulandırmaları) ve tulatromisin (10-7, 3x10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 

3x10-5 M) derişimlerde kümülatif olarak uygulandı. Gamitromisin, tulatromisin ve 
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DMSO uygulama derişimlerinde izole sığır trakea düz kası dokusunda kasılma ya da 

gevşeme gibi bir cevap oluşturmadı. Gamitromisin, tulatromisin ve DMSO 

sulandırmaları uygulanmış izole trakea düz kası derişim yanıt eğrileri Şekil 3.1.2, 

Şekil 3.1.3 ve Şekil 3.1.4’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.1.2. Gamitromisin derişimleri uygulanmış izole trakea düz kası derişim yanıt 

eğrisi görüntüsü 

 

Şekil 3.1.3. Tulatromisin derişimleri uygulanmış izole trakea düz kası derişim yanıt 

eğrisi görüntüsü 
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Şekil 3.1.4. DMSO sulandırmaları uygulanmış izole trakea düz kası derişim yanıt 

eğrisi görüntüsü 

 

 

3.1.2.  Sığır Trakea Düz Kası Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin 

Etkilerinin Asetilkolin ile Birlikte Araştırılması 

 

Bu protokol, 20 dakika 3x10-5 M gamitromisin, 3x10-5 M tulatromisin ve 

DMSO’nın derişimi inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişim yanıt 

eğrileri Şekil 3.1.5, Şekil 3.1.6, Şekil 3.1.7 ve Şekil 3.1.8’de gösterilmiştir. Alınan 

sonuçlar pD2 ve Emax değerleri hesaplandı. Asetilkolin derişimleri pD2 ve Emax 

değerleri arasında istatistiksel olarak önemli fark bulunamadı (P˃0.05) (Çizelge 

3.1.1, Çizelge 3.1.2). 
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Şekil 3.1.5. Kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişim uygulaması derişim yanıt eğrisi 

görüntüsü 

 

Şekil 3.1.6. 20 dakika 3x10-5 M gamitromisin inkübasyonu sonrası kümülatif ACh 

(10-8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 

 

Şekil 3.1.7. 20 dakika 3x10-5 M tulatromisin inkübasyonu sonrası kümülatif ACh 

(10-8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 
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Şekil 3.1.8. 20 dakika DMSO sulandırması inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-

8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 

 

Çizelge 3.1.1. Asetilkolin, Gamitromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin pD2 ve 

Emax değerleri 

Uygulama pD2 Emax  

Asetilkolin(10-8-10-

3M) 

4.81±0.13 1473.06±607.41  

3x10-5M 

gamitromisin+ 

Asetilkolin (10-8-10-

3M) 

4.72±0.21 1845.82±616.63  

DMSO+ Asetilkolin 

(10-8-10-3M) 

4.81±0.15 1672.40±636.99  

Aynı sütundaki gruplar arasında fark yoktur (P>0,05) 

Çizelge 3.1.2. Asetilkolin, Tulatromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin pD2 ve 

Emax değerleri 

Uygulama pD2 Emax  

Asetilkolin (10-8-10-

3M) 

5.11±0.09 1187.94±318.17  

3x10-5M tulatromisin+ 

Asetilkolin(10-8-10-

3M) 

5.37±0.11 665.24±145.97  
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DMSO+Asetilkolin 

(10-8-10-3M) 

5.31±0.11 695,34±101.89  

Aynı sütundaki gruplar arasında fark yoktur PD2 için (P>0.016), Emax için (P>0.05) 

 

 

3.1.3. Potasyum Klorür ile Ön Kasılma Oluşturulan Sığır Trakea Düz Kası 

Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin Araştırılması 

 

Kırk beş dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. On beş 

dakika ara ile 3 kez yıkanan dokular normal platoya gelince 65 mM KCl ile platoya 

gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön kasılma oluşturuldu. Üzerine kümülatif 

tulatromisin (10-10-10-5 M), DMSO sulandırmaları ve gamitromisin (10-10-10-5 M) 

uygulandı. Atmış beş mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön 

kasılma oluşturulan dokulara kümülatif tulatromisin (10-10-10-5 M), DMSO 

sulandırmaları ve gamitromisinin (10-10-10-5 M) derişim yanıt eğrileri Şekil 3.1.9, 

Şekil 3.1.10, Şekil 3.1.11’de gösterilmiştir. Yapılan analiz sonucunda grup 

derişimleri karşılaştırılmış ve gruplar arasında fark bulunamamıştır (P>0.05) (Şekil 

3.1.12). 

 

Şekil 3.1.9. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön kasılma 

oluşturulan dokulara kümülatif gamitromisinin (10-10-10-5 M) derişim yanıt eğrisi 

görüntüsü 
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Şekil 3.1.10. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön kasılma 

oluşturulan dokulara kümülatif tulatromisin (10-10-10-5 M) derişim yanıt eğrisi 

görüntüsü 

 

Şekil 3.1.11. 65 mM KCl ile platoya gelinceye kadar (yaklaşık 30 dakika) ön kasılma 

oluşturulan dokulara kümülatif DMSO sulandırmaları yanıt eğrisi görüntüsü 
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Şekil 3.1.12. KCl ile prekonrakte edilen dokuya tulatromisin, DMSO ve 

gamitromisin uygulaması sonucu oluşan % gevşeme cevapları (n:8). 

 

 

3.1.4. Asetilkolin EC85 Değeri ile Ön Kasılma oluşturulan Sığır Trakea Düz Kası 

Üzerine Gamitromisin ve Tulatromisinin Etkilerinin araştırılması 

 

 Bu protokol ACh ile ön kasılma oluşturulan dokularda gamitromisin, 

tulatromisin ve DMSO’nun etkisini değerlendirmek amacıyla yapıldı. Kırk beş 

dakika dengeleme sonrasında ACh ile canlılık bakıldı. On beş dakika ara ile 3 kez 

yıkanan dokular normal platoya gelince, 2.3x 10-4 M ACh derişimi uygulanarak ön 

kasılma oluşturuldu. Üzerine kümülatif gamitromisin (10-10-10-5 M), DMSO 

(sulandırmaları) ve tulatromisin (10-10-10-5 M) uygulandı. Yapılan analiz sonucunda, 

tulatromisin derişimler arasında istatistik olarak bir fark bulunamamıştır (P>0.05) 

(Şekil 3.1.16). Buna karşın gevşeme yanıtları çok yüksek olmasada 10-7 M  

(%5.45±1.13) ve 10-6 M’da  (%8.51±1.69), gamitromisinin gevşeme cevapları 

kontrole göre istatistiksel olarak daha fazla olduğu tespit edildi (P<0.05) (Şekil 

3.1.17). 
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Şekil 3.1.13 2.3x10-4 ACh ile ön kasılma oluşturulan dokulara kümülatif 

gamitromisinin (10-10-10-5 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 

 

Şekil 3.1.14 2.3x10-4 ACh ile ön kasılma oluşturulan dokulara kümülatif 

tulatromisinin (10-10-10-5 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 

 

Şekil 3.1.15 2.3x10-4 ACh ile ön kasılma oluşturulan dokulara kümülatif DMSO 

(sulandırmaları) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 
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Şekil 3.1.16 2.3x10-4 ACh ile ön kasılma oluşturulan dokularda, tulatromisin ve 

DMSO sulandırmaları yanıt eğrisi 

 

*Aynı sütundaki gruplar arasında fark önemlidir (P<0.05) 

Şekil 3.1.17 2.3x10-4 ACh ile ön kasılma oluşturulan dokularda, gamitromisin ve 

DMSO sulandırmaları yanıt eğrisi 
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3.1.5. Sığır Trakea Düz Kası Üzerine 10-6 M Gamitromisin Etkisinin Asetilkolin 

ile Birlikte Araştırılması 

 

 Bu protokol, 20 dakika 10-6 M gamitromisin ve DMSO’nın (derişimi) 

inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişim yanıt eğrileri Şekil 3.1.18, 

Şekil 3.1.19 ve Şekil 3.1.20’de gösterilmiştir. Gamitromisin (10-6 M) ve DMSO’nın 

(derişimi) inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişimlerinin pD2 ve 

Emax değerleri karşılaştırılmıştır. pD2 değerleri arasında bir fark bulunmamıştır 

(P˃0.05). Emax değerleri arasında ise farklılık çıkmıştır (P<0.05). Bu farkın; 

gamitromisin inkübasyonu ile DMSO inkübasyonu arasında (P=0.028) olduğu 

görülmüş, ancak istatistiki olarak Bonfferroni düzeltmesi yapıldıktan sonra bu 

farklılığın istatiksel değil sayısal olduğu saptanmıştır (P˃0.016) (Çizelge 3.1.3). 

 

 

 

Şekil 3.1.18 ACh (10-8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 
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Şekil 3.1.19 20 dakika 10-6 M gamitromisin inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-

8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü

 

Şekil 3.1.20 5. Protokol 20 dakika DMSO (sulandırması) inkübasyonu sonrası 

kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişim yanıt eğrisi görüntüsü 

Çizelge 3.1.3 Asetilkolin, 10-6 M Gamitromisin+Asetilkolin, DMSO+Asetilkolin 

PD2 ve Emax değerleri 

Uygulama PD2  Emax  

Asetilkolin(10-8-10-3M) 5.04±0.18 1408.67±820.57  

10-6 M gamitromisin+ 

Asetilkolin (10-8-10-

3M) 

5.05±0.14 828.82±702.67*  

DMSO+ Asetilkolin 

(10-8-10-3M) 

5.01±0.32 2275.58±2165.70*  

* Aynı sütundaki Emax değerleri arasındaki fark vardır (P<0.05). Fakat Emax grupları 

arasındaki fark Bonfferroni düzeltmesi yapıldıktan sonra istatistiksel olarak önemli 

değildir (P˃0.016).  
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3.2. Hücre Kültürü Deney Bulguları 

 

3.2.1. Trakea Epitel Hücre İzolasyonu 

 

Primer hücreler, sığır trakea epitel izolasyonunun yaklaşık 4’üncü gününde 

görülmeye başlamıştır ve yaklaşık 9’uncu gününde hücre sayısında artışın hızlandığı 

gözlemlenmiştir. Trakea epitel hücreleri, yaklaşık 3 hafta içerisinde istenilen sayıya 

ulaşmıştır. Trakea epitel hücrelerinin mikroskop görüntüleri Şekil 3.2.1 ve Şekil 

3.2.2’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.2.1. Trakea epitel dokudan izole olan epitel hücreleri,                                   

A) Trakea epitel dokudan izole edilmiş epitel hücreleri 4’üncü gün görüntüleri, B) 

Trakea epitel dokudan izole edilmiş epitel hücreleri 9’uncu gün görüntüleri 

(Fotoğraflar Leica DM6000 İnverted Mikroskopta 10X büyütmede 

görüntülenmiştir.) 
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Şekil 3.2.2. Trakea epitel hücreleri, (Fotoğraflar Leica DM6000 İnverted 

Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir.) 

 

 

3.2.2. Sitotoksisite Testi Sonuçları 

 

Çalışmada, tulatromisin ve gamitromisinin sığır trakea epitel hücreleri üzerindeki 

toksisitesi MTT testi ile belirlenmiştir. Kontrol grubu olarak; hücreler üzerine %0.5 

DMSO besiyeri karışımı eklendi.   
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Çizelge 3.2.1. 120 µg/mL - 300 µg/mL arası konsantrasyonlarda tulatromisin ve 

gamitromisinin trakea epitel hücreleri üzerine etkisi  

*Aynı sütundaki gruplar arasında fark önemlidir (P<0.05) 

 

Çizelge 3.2.2.  2 µg/mL - 100 µg/mL arası konsantrasyonlarda tulatromisin ve 

gamitromisinin trakea epitel hücreleri üzerine etkisi 

*Aynı sütundaki gruplar arasında fark önemlidir (P<0.05) 

Tulatromisin ve gamitromisinin uygulandığı hücreler ait toksisite sonuçları çizelge 

3.2.1 ve 3.2.2’te verilmiştir. Buna göre; en yüksek konsantrasyon olan 300 µg/mL’de 

gamitromisinin canlılığı %25.701±3.37 iken tulatromisinin canlılığı %20.093±2.47 

olarak bulundu. Düşük konsantrasyon olan 2 µg/mL’e ise tulatromisinin canlılığı 

Konsantrasyon Gamitromisin Tulatromisin 

 % Canlılık % Canlılık 

Kontrol 100 100 

300  µg/mL 25.701±3.37 20.093±2.47 

240  µg/mL 28.738±1.24* 22.430±2.14* 

210  µg/mL 31.776±3.27 28.505±4.46 

180  µg/mL 42.991±3.71* 36.215±1.124* 

150  µg/mL 55.841±4.51* 43.458±1.62* 

120  µg/mL 61.215±3.28 57.009±4.51 

Konsantrasyon Gamitromisin Tulatromisin 

 % Canlılık Oranı % Canlılık Oranı 

Kontrol 100 100 

100  µg/mL 63.677±0.9 67.265±7.12 

50  µg/mL 69.058±3.91* 95.067±4.11* 

20  µg/mL 72.646±2.37* 109.417±7.66* 

10  µg/mL 91.480±5.88* 113.901±4.99* 

4  µg/mL 112.108±5.6* 139.910±9.49* 

2  µg/mL 128.251±11.45* 172.197±3.23* 
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(%172.197±3.23) gamitromisin canlılığına (%128.251±11.45) göre fazla olduğu 

bulundu.  MTT yöntemine göre, sığır trakea epitel hücrelerinde gamitromisin ve 

tulatromisinin IC50 değerleri hesaplandı. Bu trakea epitel hücrelerinde; 

gamitromisinin IC50 değeri 156±9 µg/mL, tulatromisinin IC50 değeri 134.7±7.1 

µg/mL olarak bulundu. Her iki etken maddede düşük konsantrasyondan yüksek 

konsantrasyonlara doğru hücre canlılığının azaldığı Şekil 3.2.3 ve Şekil 3.2.4’de 

gözlemlendi. Gamitromisinin sığır trakea epitel hücrelerine uygulanan 

konsantrasyonları arasında yüzde canlılık açısından istatistiki olarak önemli farklar 

bulunmuştur (P<0.001) (Şekil 3.2.5). Tulatromisinin sığır trakea epitel hücrelerine 

uygulanan konsantrasyonları arasında yüzde canlılık açısından istatistiki olarak 

önemli farklar bulunmuştur (P<0.001) (Şekil 3.2.6). Gamitromisin ve tulatromisin 

aynı konsantrayonları karşılaştırıldığında 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, 

50 µg/mL, 150 µg/mL, 180 µg/mL ve 240 µg/mL’lik konsantrayonlar arasında 

önemlilik bulunmuştur. Bu konsantrasyonlardan 150 µg/mL, 180 µg/mL ve 240 

µg/mL’de gamitromisinin hücre canlılığı tulatromisine göre daha fazla olduğu 

bulunmuştur. Bu konsantrasyonlardan 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL ve 

50 µg/mL’de tulatromisin hücre canlılığı gamitromisinin göre daha fazla olduğu 

bulunmuştur (*P<0.05) (Şekil 3.2.7). 

 

Şekil 3.2.3. 2 µg/mL - 100 µg/mL arası konsantrasyonlarda tulatromisin ve 

gamitromisinin trakea epitel hücrelerine ait % canlılık grafiği 
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Şekil 3.2.4. 120 µg/mL - 300 µg/mL arası konsantrasyonlarda tulatromisin ve 

gamitromisinin trakea epitel hücrelerine ait % canlılık grafiği 

 

Şekil 3.2.5. Gamitromisin konsantrrasyonları uygulanan trakea epitel hücrelerine ait 

% canlılık grafiği. Farklı harfler arasındaki fark önemlidir (P<0.05). 
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Şekil 3.2.6. Tulatromisin konsantrrasyonları uygulanan trakea epitel hücrelerine ait 

% canlılık grafiği, Farklı harfler arasındaki fark önemlidir (P<0.05). 

 

 

 

Şekil 3.2.7. Gamitromisin ve tulatromisin konsantrasyonlarının trakea epitel 

hücrelerine ait % canlılık grafiği *Aynı sütundaki gruplar arasında fark önemlidir 

(P<0.05) 
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3.2.3. İkili Boyama Metodu Sonuçları 

 

Trakea epitel hücreleri üzerine tulatromisin ve gamitromisinin apoptotik ve 

nekrotik etkileri ikili boyama yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntem ile farklı 

konsantrasyonlarda tulatromisin ve gamitromisinin trakea epitel hücrelerine ait % 

apoptotik ve nekrotik indeks sonuçları Çizelge 3.2.3’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2.3.  2 µg/mL - 100 µg/mL arası konsantrasyonlarda Tulatromisin ve 

Gamitromisinin trakea epitel hücrelerine ait apoptotik ve nekrotik hücre % indeksi  

Derişim 

 (µg/mL) 

Gamitromisin Tulatromisin 

%Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz 

100 15.89±3.3 7.48±1.9* 14.47±1.3 2.63±0.6* 

50 14.17±2.9 5.51±1.9 11.54±1.4 1.92±0.1 

20 13.16±4.6* 5.26±1.2* 7.84±1.2* 1.31±0.7* 

10 8.02±1.8 3.70±1.7 7.27±1.7 0.91±0.6 

4 7.69±2.2 0.59±0.5 5.73±0.7 0.88±0.4 

2 4.58±0.9 0.33±0.4 5.13±0.7 0.85±0.5 

Kontrol 3.44±0.9 0.76±0.6 3.44±0.9 0.76±0.6 

*Aynı satır arasındaki farklar önemlidir (P<0.05). Apoptoz ve nekroz sütunları kendi 

içinde değerlendirilmiştir.  

İkili boyama yönteminde kullanılan Hoechst 33342 ve Propodium iodide 

boyalarından; Hoechst 33342 boyası canlı hücre zarından geçip hücrelerin 

çekirdeklerini maviye boyamaktadır. Apoptotik hücrelerin çekirdeklerinin 

parçalanması, daha parlak mavi olması ve çekirdek sınırlarının bozulmasıyla diğer 

çekirdeği açık maviye boyanmış hücrelerden ayırt edilirler. Bu yöntem de kullanılan 

ikinci boya olan PI ise, sadece hücre zarı hasar görmüş veya ölmüş hücrelerin 

zarlarından geçip, nekroza uğramış hücreleri çekirdeğinin kırmızı boyamaktadır. 

Her iki etken maddenin düşük konsantrasyonlarından yüksek 

konsantrasyonlarına doğru apoptotik ve nekrotik hücre % indeksi sonuçları 

yükselmektedir. Ama istatistiksel olarak 20 µg/mL’lik konsantrasyonda apoptotik % 

indeksi sonuçları farkı önemli olup, gamitromisinin tulatromisine göre daha fazla 
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apoptotik % indeksi daha yüksektir (Çizelge 3.2.3.) (P<0.05). Gamitromisin ve 

tulatromisinin uygulandığı trakea epitel hücrelerine ait apoptoz floresan mikroskop 

görüntüleri Şekil 3.2.8, Şekil 3.2.9, Şekil 3.2.10 ve Şekil 3.2.11’de gösterilmiştir. 

Gamitromisin ve tulatromisinin düşük konsantrasyonlarından yüksek 

konsantrasyonlarına doğru apoptotik ve nekrotik hücre % indeksi sonuçları 

yükselmektedir. Ama istatistiksel olarak 20 ve 100 µg/mL’lik konsantrasyonlarda 

apoptotik % indeksi sonuçları farkı önemli olup, tulatromisinin gamitromisine göre 

daha fazla nekrotik % indeksi daha yüksektir (Çizelge 3.2.3.) (P<0.05).  

Gamitromisin ve tulatromisinin uygulandığı trakea epitel hücrelerine ait nekroz 

floresan mikroskop görüntüleri Şekil 3.2.12, Şekil 3.2.13, Şekil 3.2.14 ve Şekil 

3.2.15’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.2.8. 2, 4 ve 10 µg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmış trakea 

epitel hücrelerin, ikili boyama ile apoptoza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 2 µg/ 

mL’de gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 4 µg/ mL’de 

gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 10 µg/ mL’de gamitromisinin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.9. 2, 4 ve 10 µg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmış trakea 

epitel hücrelerin, ikili boyama ile apoptoza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 2 µg/ 

mL’de tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 4 µg/ mL’de tulatromisin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 10 µg/ mL’de tulatromisin uygulanmış trakea 

epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 İnverted Mikroskopta 

20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.10. 20, 50 ve 100 µg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmış 

trakea epitel hücrelerin, ikili boyama ile apoptoza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 

20 µg/ mL’de gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 50 µg/ mL’de 

gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 100 µg/ mL’de gamitromisinin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.11. 20, 50 ve 100 µg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmış 

trakea epitel hücrelerin, ikili boyama ile apoptoza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 

20 µg/ mL’de tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 50 µg/ mL’de 

tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 100 µg/ mL’de tulatromisin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.12. 2, 4 ve 10 µg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmış trakea 

epitel hücrelerin, ikili boyama ile nekroza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 2 µg/ 

mL’de gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 4 µg/ mL’de 

gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 10 µg/ mL’de gamitromisinin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.13. 2, 4 ve 10 µg/ mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmış trakea 

epitel hücrelerin, ikili boyama ile nekroza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 2 µg/ 

mL’de tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 4 µg/ mL’de tulatromisin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 10 µg/ mL’de tulatromisin uygulanmış trakea 

epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 İnverted Mikroskopta 

20X büyütmede görüntülenmiştir). 



86 
 

 

Şekil 3.2.14. 20, 50 ve 100 µg/ mL konsantrasyonlarda gamitromisin uygulanmış 

trakea epitel hücrelerin, ikili boyama ile nekroza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 

20 µg/ mL’de gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 50 µg/mL’de 

gamitromisinin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 100 µg/ mL’de gamitromisinin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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Şekil 3.2.15. 20, 50 ve 100 µg/mL konsantrasyonlarda tulatromisin uygulanmış 

trakea epitel hücrelerin, ikili boyama ile nekroza uğramış hücrelerinin görüntüsü, A) 

20 µg/mL’de tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, B) 50 µg/mL’de 

tulatromisin uygulanmış trakea epitel hücreleri, C) 100 µg/mL’de tulatromisin 

uygulanmış trakea epitel hücreleri, D) Kontrol grubu (Fotoğraflar Leica DM6000 

İnverted Mikroskopta 20X büyütmede görüntülenmiştir). 
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3.2.4. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi ile Hücre Proliferasyonu Sonuçları 

 

XCelligence gerçek zamanlı hücre analiz sistemi; zamana bağlı olarak 

hücrelerin canlılığı, proliferasyonu ve sitotoksisitesini göstererek değerlendirme 

olanağı vermektedir. Bu çalışmada, gamitromisinin uygulandığı trakea epitel 

hücrelerine ait proliferasyon grafiği şekil 3.2.16’da verilmiştir. Gamitromisinin 2 ve 

10 µg/mL’lik konsantrasyonları 24’inci saatte uygulanmıştır. 2 µg/mL gamitromisin 

konsantrasyonu uyguladıktan sonra yaklaşık 50’inci saate kadar 10 µg/mL 

gamitromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazladır. Ancak bu saatten 

sonraki 40 saat boyunca 10 µg/mL gamitromisin konsantrasyonu, 2 µg/ml 

gamitromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazla olduğu gözlenmiştir. 

10 µg/mL gamitromisin konsantrasyonu, uyguladıktan 65 saat sonra hücre 

proliferasyonunda düşüş gözlemlenirken, 2 µg/mL gamitromisin konsantrasyonunda 

uyguladıktan 80 saat sonra bile hücre proliferasyonunda yükselmenin devam ettiği 

görülmektedir. 

 

Şekil 3.2.16. 2 ve 10 µg/mL’lik konsantrasyonlarda gamitromisinin uygulandığı 

trakea epitel hücreleri proliferasyon grafiği 
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Bu çalışmada, tulatromisinin uygulandığı trakea epitel hücrelerine ait 

proliferasyon grafiği Şekil 3.2.17’de verilmiştir. Tulatromisinin 2 ve 10 µg/mL’lik 

konsantrasyonları 24’inci saatte uygulanmıştır. 2 µg/mL tulatromisin konsantrasyonu 

uyguladıktan sonra 10’uncu saate kadar 10 µg/mL tulatromisin konsantrasyona 

oranla proliferasyonu daha fazladır. Ancak konsantrasyonu uyguladıktan sonra 

yaklaşık 48’inci saate kadar 10 µg/mL tulatromisin konsantrasyonu, 2 µg/mL 

tulatromisin konsantrasyona oranla proliferasyonu daha fazla olduğu gözlenmiştir. 10 

µg/mL tulatromisin konsantrasyonu, uyguladıktan 65 saat sonra hücre 

proliferasyonunda düşüş gözlemlenirken, 2 µg/mL tulatromisin konsantrasyonunda 

uyguladıktan 80 saat sonra bile hücre proliferasyonunda yükselmenin devam ettiği 

görülmektedir. 

 

Şekil 3.2.17. 2 ve 10 µg/mL’lik konsantrasyonlarda tulatromisinin uygulandığı 

trakea epitel hücreleri proliferasyon grafiği 

Trakea epitel hücreleri üzerine 2 µg/mL konsantrasyonda uygulanan 

gamitromisin ve tulatromisininin karşılaştırmalı proliferasyon grafiği Şekil 3.2.18’de 

verilmiştir. Bu iki etken maddenin trakea epitel hücrelerine uygulandıktan sonraki ilk 

10 saat tulatromisinin gamitromisine göre proliferasyonu daha yüksektir. Bu 

proliferasyon sonuçları MTT testi sonuçlarına paraleldir. 10. saatten sonra yaklaşık 

50 saat boyunca gamitromisin tulatromisine göre proliferasyon oranı daha yüksektir. 

Ayrıca trakea epitel hücrelerine uygulama yapıldıktan sonra gamitromisin ve 



90 
 

tulatromisinde proliferasyonda sürekli artış gözlemlenirken kontrol gruplarında belli 

bir saatten sonra proliferasyonun azaldığı görülmektedir.  

 

Şekil 3.2.18. 2 µg/mL’lik konsantrasyonda gamitromisin ve tulatromisinin 

uygulandığı trakea epitel hücreleri karşılaştırmalı proliferasyon grafiği 

Trakea epitel hücreleri üzerine 10 µg/mL konsantrasyonda uygulanan 

gamitromisin ve tulatromisininin karşılaştırmalı proliferasyon grafiği Şekil 3.2.19’da 

verilmiştir. Bu iki etken maddenin trakea epitel hücrelerine uygulandıktan sonraki ilk 

30 saat tulatromisinin gamitromisine göre proliferasyonu daha yüksektir. Bu saatten 

sonra gamitromisin tulatromisine göre proliferasyon oranı daha yüksektir. Ayrıca 

gamitromisin ve tulatromisinin uygulama yapıldıktan sonra yaklaşık 54 saat boyunca 

trakea epitel hücrelerin de proliferasyon artış gözlemlenirken bu saatten sonra 

proliferasyonda azalma gözlemlenmiştir. Negatif kontrol grubunda, trakea epitel 

hücre proliferasyonu; yaklaşık ilk 52 saat artarken, bu saatten sonra azalma 

gözlemlenmiştir. Pozitif kontrol gubunda hücre proliferasyonu; ilk saatlerde artış, 

sonra durma ve en son azalma görülmüştür.  
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Şekil 3.2.19. 10 µg/mL’lik konsantrasyonda gamitromisin ve tulatromisinin 

uygulandığı trakea epitel hücreleri karşılaştırmalı proliferasyon grafiği 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

Veteriner sahada antibiyotik sağaltımının etkili bir şekilde yapılabilmesi için 

antibiyotik moleküllerinin temel kimyasal yapılarının, etki şekillerinin iyi 

anlaşılması, antimikrobiyel etkinliğinin iyi değerlendirilmesi, farmakokinetik ve 

farmakodinamik özelliklerinin doğru bir şekilde saptanması önem arz etmektedir 

(Bambeke ve Tulkens 2001).  Makrolidler kimyasal olarak makrosiklik lakton 

halkaya farklı deoksi- şeker grubu bağlanarak elde edilen önemli bir antibiyotik 

grubudur. Genel olarak Gram pozitif bakterilerin neden olduğu solunum yolu ve 

yumuşak doku hastalıklarının tedavisinde kullanılan antibiyotik gruplarından biri 

makrolid antibiyotiklerdir (Steel ve ark. 2012). Makrolidlerin; bakteriyostatik ve 

bakterisid etkilerinin yanında yangı önleyici etkileri de bulunmaktadır. Ayrıca bu 

antibiyotiklerin dokulara iyi nüfuz etmeleri ve hücre içine girmeleri olumlu 

yönleridir (Kwiatkowska ve Maślińska 2012). 

Bu çalışmada gamitromisin ve tulatromisin adlı iki makrolid antibiyotiğin sığır 

izole trakea düz kas kasılmaları ve sığır trakea epitel hücrelerindeki apoptotik, 

nekrotik ve sitotoksik etkileri yanı sıra hücre proliferasyonu üzerine etkisi 

incelenmiştir. 

 

 

4.1. İzole Organ Sistemi Deneyleri 

 

Solunum yolu düz kası, solunum yolu hacmini kontrol eden unsurların en başında 

yer almaktadır. Solunum yolu düz kası üzerinde yapılacak olan çalışmalar; astım gibi 

solunum yolu hastalıklar sonucu ortaya çıkan fizyopatolojik durumların çözümüne 

fırsat sağlayabilir (An ve ark. 2007).  Bakteriyel hastalıkların etiyolojik tedavisinde 

antibiyotikler özel bir yer tutar. Solunum yolu hastalıklarında en çok tercih edilen 

makrolidlerin sadece anti-bakteriyel etkinliğinin değil aynı zamanda solunum yolu 
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düz kasları üzerine etkileri de değerlendirilmelidir (Anadón ve Reeve-Johnson 1999, 

Panettieri ve ark. 2008, Kannan ve Mankin 2011, Pyörälä ve ark. 2014). 

 

 

4.1.1. Gamitromisin ve Tulatromisinin Tek Başına Sığır Trakea Düz Kası 

Üzerine Etkisi 

 

Bir makrolid antibiyotik olan eritromisinin sıçan uterus düz kası kasılmaları 

üzerine etkisini araştıran Liu ve ark. (2003) derişime bağlı olarak kasılma sıklığının 

arttığını bildirmişlerdir. Eritromisinin 5x10-5 ve 5.5x10-4 M derişimleri; uterus düz 

kası üzerinde herhangi bir etki oluşturmazken, 1.55x10-3 M derişimi uterus düz kası 

kasılma sıklığını arttırdığını bulmuşlardır. Itoh ve ark. (1985) makrolid grubu 

antibiyotiklerden eritromisin ve oleandomisin gibi 14 üyeli makrolidlerin köpeklerin 

mide bağırsağında kasılma doğurucu ve endojen motilin salgılayıcı bir etkisi 

olduğunu ancak 16 üyeli lekomisin, asetilspiramisin ve tilosinin böyle bir etkiye 

sahip olmadığını saptamış; etkide oluşan bu farklılığı makrolidlerin kimyasal 

yapılarındaki farklılığa bağlamışlardır. Sunulan çalışmada dokularda tek başına 

gamitromisin ve tulatromisinin etki oluşturmaması bu ilaçların kimyasal 

yapılarındaki farklılığa bağlanabilir. Farklılık deneylerde kullanılan tür ve doku 

farklılığından da kaynaklanabilir. Tamaoki ve ark. (1995) eritromisinin in vitro insan 

izole bronşiyal şeritlerinin dinlenme tonunu değiştirmediğini göstermişlerdir.  Trak 

ve ark. (2019) gamitromisinin sıçan uterus düz kası kasılmaları üzerine etkisini 

araştırmış ve gamitromisinin sıçan uterus kasılmaları üzerine tek başına bir etkisi 

olmadığını saptamıştır. Sunulan çalışmada sığır trakea düz kasına gamitromisin ve 

tulatromisinin derişimlerini (10-7, 3x10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 3x10-5 M) kümülatif 

olarak uygulanması sonucu, trakea düz kasında herhangi bir cevap oluşturmamıştır. 

Çalışılan dokular farklı olmakla birlikte bu çalışma Tamaoki ve ark. (1995) ve Trak 

ve ark. (2019) çalışmasıyla uyumludur.   
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4.1.2. Gamitromisin ve Tulatromisinin KCI ile ön kasılma oluşturulan Sığır 

Trakea Düz Kası Üzerine Etkisi 

 

Genel olarak düz kaslar; fazik (ileum, sidik kesesi, uterus vas deferens) ve tonik 

kaslar (solunum yolu ve damarlar) olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. Bu düz kaslardan 

fazik olan kasların kasılmaları genellikle ritmik ve aralıklı olurken, tonik kasların 

kasılmaları ise sürekli ve yavaş gerçekleşmektedir (Dillon ve ark. 1981, Hai ve 

Murphy 1989, Fisher 2010, Kuo ve Erhlich 2015). Tonik kas sınıfında yer alan sığır 

trakea düz kasına 65 mM KCl uygulandığında kasın, kasılma şiddetinin yavaş yavaş 

arttığı (maksimum kasılmaya ulaşma süresi yaklaşık 15 dakika) ve maksimum 

kasılma seviyesinde belli süre (yaklaşık 120 dakika) devam ettiği görülmüştür 

(Kaneda ve ark. 2006). Sunulan çalışmada da KCl’in platoya erişmesi yaklaşık 30 

dakika sürmüştür. 

Potasyum klorür; Ca+2 dalgalı salınımını indükleyip, hücre içi kalsiyum (Ca+2) 

miktarının artışıyla birlikte solunum yolu düz kası hücrelerinin kasılmasına neden 

olmaktadır (Sanderson ve ark. 2008, Wang ve ark. 2010). Daenas ve ark. (2006) bir 

makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin, KCl (80 mM) ve karbakol (10-5 M) ile 

prekontrakte edilen tavşan trakeası üzerine etkisini incelemişlerdir. Karbakol (10-5 

M) ile ön kasılma oluşturulan tavşan trakeası 10-6 ve 10-4 M azitromisin gevşeme 

yanıtı oluşturduğunu göstermişlerdir. Aynı çalışmada, azitromisinin 10-4 M derişimi, 

KCl (80 mM) ile prekontrakte edilen tavşan trakeasını gevşettiğini bulmuşlardır. 

Tulatromisin 1, 2, 4, 8 ve 16 mM derişimlerinin sıçan uterus kasılmaları üzerine 

etkisini araştıran Mehrdad ve ark. (2011) KCl (80 mM) ile prekontrakte edilen sıçan 

uterus düz kasının derişime bağlı olarak gevşediğini bildirmişlerdir. Sunulan bu 

çalışmada, 65 mM KCl’le ön kasılma oluşturulmuş simental ırkı sığır trakea düz 

kasına, kümülatif olarak uygulanan gamitromisin (10-10-10-5 M) ve tulatromisin (10-

10-10-5 M) derişimlerinin bir etkisi bulunmamıştır.  Sunulan çalışmanın bahsi geçen 

çalışmalardan farklı olmasının nedeni etken maddelerinin; kimyasal yapılarının ve 

derişimlerinin, uygulandığı hayvan türlerinin ve dokularının farklılığından 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  
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4.1.3. Gamitromisin ve Tulatromisinin inkübasyonu sonrası ACh 

derişimlerinin Sığır Trakea Düz Kası Üzerine Etkisi 

 

Asetilkolin; parasempatik sinir sisteminin en önemli nöromediyotörüdür ve 

çeşitli düz kasları (ileum, sidik kesesi, solunum yolu ve damar gibi düz kasları) 

depolarize etmektedir. Asetilkolin, muskarinik reseptörleri aktive ederek kasılma 

olayını başlatmaktadır (Zholos ve ark. 2004). Asetilkolin derişimine bağlı olarak; 

sığır, domuz, kobay, sıçan ve fare trakea düz kasının kasılmasına neden olmaktadır 

(Kaneda ve ark. 2018). Trakea düz kası ACh ile uyarıldığında, trakea düz kas 

hücrelerinde eş zamanlı olmayan (tekrarlayan) Ca+2 dalgaları oluşmakta olup, (Dai 

ve ark. 2005) sitozolik Ca+2 konsantrasyonun geçici bir artışıyla kasılma meydana 

gelmektedir (Jones ve ark. 1993). 

Tamaoki ve ark. (1995) makrolid grubu antibiyotikleri olan eritromisin, 

roksitromisin ve klaritromisinin bronşlar üzerine etkisini araştırmışlardır. 

Eritromisin, roksitromisin ve klaritromisinin (3x10-5 M) inkübasyonu sonrası ACh 

derişimlerinin oluşturduğu kasılmaları değiştirmediğini bildirmişlerdir. Sunulan 

çalışma bahsi geçen çalışma ile uyumlu olup, gamitromisin ve tulatromisinin (3x10-5 

M) inkübasyonu sonrası kümülatif ACh (10-8-10-3 M) derişimlerinin oluşturduğu 

kasılmaların pD2 (potens) ve Emax (efikasite) değerlerini değiştirmediği bulunmuştur. 

Çalışılan doku ve etken maddeler farklı olmakla birlikte, bu çalışmanın sonucu ile 

uyumludur (Tamaoki ve ark. 1995).   

Asetilkolin EC85 derişimi ile ön kasılma oluşturulan dokularda gamitromisinin 

10-7 ve 10-6 M derişiminde az da olsa gevşeme yanıtları kontrolün gevşeme 

yanıtlarına göre istatistiksel bir farklılık bulunmuştur. Bu sebeple deneylere 10-6 M 

gamitromisin inkübasyonu da eklenmiştir. Sonuçta, istatistiksel olarak Bonfferroni 

düzeltmesi yapıldığında (P˃0.016) önemli olarak bulunmasa da, gamitromisin 

inkübasyonu sayısal olarak kontrol grubuna göre ACh’ın Emax (efikasite) değerini 

düşürmüştür. Yani gamitromisin derişime bağlı şekilde ACh’ın maksimum etki 

derecesini azaltmıştır. Gamitromisin kullanılırken böyle bir etki ile karşılaşılabileceği 

göz önünde bulundurulmalıdır. 
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4.1.4. Gamitromisin ve Tulatromisinin ACh ön kasılma oluşturulan Sığır 

Trakea Düz Kası Üzerine Etkisi 

 

Wang ve ark. (2019) azitromisinin; insan, fare, kobay ve tavşanın solunum yolu 

düz kası üzerine etkisine bakmışlardır. Azitromisin, ACh (10-4 M) derişimi 

uygulanması ile ön kasılma oluşturulmuş solunum yolu düz kası gevşeme yanıtı 

oluşturduğunu bulmuşlardır. Aynı çalışmada solunum yolu düz kası üzerinde 

makrolid grubu antibiyotik olan roksitromisin ve klaritromisinin gevşeme yanıtının 

azitromisine göre daha az olduğu diğer antibiyotiklerin (aminoglikozitler, penisilin 

ve streptomisin) ise gevşeme yanıtı oluşturmadığını eklemişlerdir. Ayrıca 

azitromisin; L tipi voltaja bağlı kalsiyum kanalı ve M2 reseptörünü inhibe edip 

sitolitik Ca+2 derişimini azaltarak solunum yolu düz kasında gevşeme oluşturduğunu 

bildirmişlerdir. Sunulan çalışma sonuçları bahsi geçen çalışma ile uyumlu olup, 

gamitromisin (10-7 ve 10-6 M) her ne kadar azitromisin (10-5 M) kadar gevşeme yanıtı 

oluşturmasa da dilatasyon yapıcı etkisi olabileceği düşünülmektedir. Tamaoki ve ark. 

(1995), insan izole bronş şeritlerinde eritromisinin sinirsel kasılmaları azalttığını; bu 

azalmanın sebebinin muhtemelen solunum yolu düz kasında kolinerjik nöroeffektör 

iletimi önlemesi ile ilgili olduğunu belirtmişlerdir. Aynı etkiyi roksitromisin ve 

klatromisin gibi diğer makrolid antibiyotiklerde de gösteren Tamaoki ve ark. (1995); 

aynı etkinin ampisilin ve sefazolinde oluşmadığını, dolayısıyla bu inhibitör etkinin 

makrolidler için özel olduğunu belirtmişlerdir. Sunulan çalışmada 2.3x10-4 M (EC85) 

ACh ile ön kasılma oluşturulan trakea düz kasına, kümülatif olarak uygulanan 

gamitromisin ve tulatromisin (10-10-10-5 M) derişimlerinin etkisine bakılmıştır. 

Gamitromisin 10-7 ve 10-6 M derişimlerinde asetilkolin ile ön kasılma oluşturulan 

trakea düz kasında gevşeme yanıtı görülürken, tulatromisin derişimlerinde gevşeme 

yanıtı görülmemiştir.  

Trak ve ark. (2019) sıçan uterusunu oksitosin ve kloprostenol ile prekontrakte 

etmiş; ve prekontrakte edilen dokunun üstünde gamitromisinin bir etkisi olmadığını 

göstermişlerdir. Sunulan çalışmada da Trak ve ark. (2019) çalışması ile uyumlu 

olarak 10-5 M derişimde gamitromisin hem KCl hem de ACh ile ön kasılma 

oluşturulan dokularda gevşeme cevabı oluşturmamıştır. Bu sonuç kullanılan 
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derişimin önemine işaret etmektedir. Keza 10-7 ve 10-6 M derişimlerinde 

gamitromisin ACh kasılmalarını az da olsa önlemiştir. 

 

 

4.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 

 

Makrolidler; birçok ökaryot hücre tipine nüfuz etme ve birikme yeteneğine 

sahiptirler. Bu özelliklerinden dolayı, solunum yolu epitel hücrelerini direkt 

etkilemekte olup, nötrofil ve makrofajlar kadar olmasa da hücre içinde birikmektedir 

(Čulić ve ark. 2001). 

Hücrelerin, canlılık düzeyleri ve/ veya proliferasyon oranları, hücrelerin sağlık 

durumları hakkında bilgi veren en iyi göstergelerdir. Fiziksel veya kimyasal 

maddelerin konsantrasyonu, sıcaklığı ve uygulama süresi gibi unsurlar hücre sağlığı 

ve metabolizmasını etkilemektedir. Eğer bu maddeler; hücre zarını tahrip etme, 

protein sentezini önleme ve reseptörlere geri dönüşümsüz bağlanma gibi farklı 

mekanizmalara neden olurlarsa hücrelerde toksisite meydana gelmektedir. Bu 

sebeple in vitro hücre canlılığı veya sitotoksisite analizleri, ilaç ve kimyasalların 

sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Aslantürk 

2018). 

Duewelhenke ve ark. (2007) primer insan osteoblast, MG63 osteosarkom ve Hela 

epitel hücre dizisi üzerine 20 farklı antibiyotiğin sitotoksik etkisini araştırmışlardır. 

400 µg/mL’lik konsantrasyonda siprofloksasin ve moksifloksasin (%10- %20), 

klindamisin (% 25) ve eritromisin; (% 40) primer osteoblast hücreleri üzerine farklı 

oranlarda sitotoksik etki meydana getirdiğini göstermişlerdir. Makrolid grubu 

antibiyotik olan azitromisin ve roksitromisinin, primer insan osteoblast hücreleri 

üzerine sitotoksik etki oranının konsantrasyona (100 µg/mL %20-30, 200 

µg/mL%30-45, 400 µg/mL %40-60) bağlı olarak artış gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Aynı çalışmada siprofloksasin ve moksifloksasin (10 µg/mL), primer insan 

osteoblast hücresi proliferasyonunu inhibe ettiğini bildirmişlerdir. Aynı etken 

maddelerinin MG63 osteosarkom ve Hela epitel hücre dizisi daha yüksek 
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konsantrasyonlarda proliferasyonu engellediğini ifade etmişlerdir. Diğer bir 

çalışmada; Stamatiou ve ark. (2009) azitromisininin (10-6-10-5M) farklı 

konsantrasyonlarına fetal sığır serumu (%10) eklenip eklenmemesine göre, tavşan 

trakea düz kas hücreleri üzerine etkisine incelemişlerdir. Tavşan trakea düz kas 

hücreleri üzerine; azitromisin (10-5M = 8.93 mg/L) uygulamasından 48 saat sonra 

hücre proliferasyonu %114.1, 72 saat sonra hücre proliferasyonun %99.5 olduğunu 

bildirmişlerdir. Viluksela ve ark. (1996), makrolid grubu antibiyotikleri olan 

eritromisin baz, eritromisin estolat, eritromisin 11,12 –siklik karbonat, roksitromisin, 

klaritromisin ve azitromisinin karaciğer hücreleri üzerine sitotoksik etkilerini 

araştırmışlardır. Bu makrolid grubu antibiyotiklerin 4- 48 saat inkübasyonu sonrası 

karaciğer hücrelerine en sitotoksik olanının eritromisin estolat olduğu, ve sırasıyla 

eritromisin 11,12 –siklik karbonat, klaritromisin, roksitromisin, eritromisin baz, 

azitromisinin takip ettiğini bulmuşlardır. Bu antibiyotiklerin 72- 96 saat inkübasyonu 

sonrası karaciğer hücrelerine en az sitotoksik olanının eritromisin baz olduğu ve 

bunu sırasıyla azitromisin, klaritromisin, roksitromisin, eritromisin 11,12 –siklik 

karbonat ve eritromisin estolatın izlediğini bildirmişlerdir. Sunulan bu çalışmada, 

bahsi geçen çalışmalarla uyumlu olup, maddelerin konsantrasyonuna bağlı olarak 

sitotoksistenin değiştiği saptanmıştır. 

 Sunulan bu çalışmada tulatromisin ve gamitromisinin; 2 µg/mL’den 300 

µg/mL’ye doğru artan konsantrasyonuna paralel olarak trakea epitel hücresi 

sitotoksisitesinde de artış gözlemlenmiştir. Bu sonuçla doza bağlı olarak sitotoksisite 

de görülen artış diğer çalışmalarla uyumludur (Viluksela ve ark. 1996, Duewelhenke 

ve ark. 2007, Stamatiou ve ark. 2009). 

Bazı ilaçların; izole edilmiş mitokondri ve hücre hatları üzerine sitotoksik etkisini 

araştırmışlar. Bu çalışmalar sonucu bazı ilaçlar tarafından oluşan sitotoksisite, 

hücrelerin mitokondriyal toksisite geçirmesinden dolayı meydana geldiğini 

bildirmişlerdir. Hücrelerde oluşan mitokondriyal toksisite artarsa; karaciğer, iskelet 

kası, böbrek ve kalp de organ toksisitesi meydana getirebilmektedir. Bu 

mitokondriyal toksisiteye neden ilaçlar arasında; anti-diyabetikler, kolestrol 

düşürücüler, anti-depresanlar, ağrı kesiciler (NSAID), bazı antibiyotikler 

(Florokinonlar, makrolidler) ve anti kanser ilaçları yer almaktadır (Will ve ark. 

2019). Jiang ve ark. (2019) azitromisinin; insan MCF-12A ve fibroblast hücreleri 
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üzerinde mitokondriyal toksisite meydana getirip getirmediğini araştırmışlardır. 

Azitromisinin artan konsantrasyonuna bağlı olarak; hücre proliferasyonunu 

azalttığını ve mitokondriyal toksisite meydana getirdiğini bildirmişleridir. 

Azitromisin gibi gamitromisin ve tulatromisin makrolid grubu antibiyotik sınıfında 

bulunmaktadır. Sunulan bu çalışmada her iki etken maddenin yüksek 

konsantrayonları, azitromisin gibi hücre proliferasyonunda azalma meydana 

getirmektedir. Bu sebeple; gamitromisin ve tulatromisinin, trakea epitel hücreleri 

üzerinde oluşan toksisite, diğer makrolid grubu maddeler gibi mitokondriyal toksisite 

sonucu meydana gelebileceği düşünülmektedir. 

Bu bilgiler doğrultusunda, gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel hücreleri 

üzerine sitotoksik etkisi konsantrasyona ve etken maddeye bağlı olarak değiştiği 

görüldü. MTT değerlerine göre etken maddelerinin IC50 değerlerine bakıldığında, 

gamitromisinin IC50 değeri (156±9 µg/mL) tulatromisinin IC50 değerinden (134.7± 

7,1 µg/mL) daha yüksektir. Bu değerlere göre gamitromisin, tulatromisine göre 

trakea epitel hücreleri üzerinde güven aralığı daha yüksektir. Gamitromisin ve 

tulatromisinin trakea epitel hücreleri üzerine canlılık yüzdesi kıyaslandığında 2- 100 

µg/mL konsantrasyonlarda tulatromisinin, 120-300 µg/mL konsantrasyonlarda ise 

gamitromisinin yüksek olduğu görüldü. Ancak istatistiksel olarak 150 µg/mL, 180 

µg/mL ve 240 µg/mL’lik konsantrasyonlarda gamitromisinin hücre canlılığı 

tulatromisine göre daha fazla olduğu bulunmuştur. Bu sebeple gamitromisin yüksek 

konsantrayonlarda tulatromisine göre daha az sitotoksiktir.  

 Bu konsantrasyonlardan 2 µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL ve 50 

µg/mL’de tulatromisin hücre canlılığı gamitromisine göre daha fazla olduğu 

bulunmuştur. Bu dozlarda tulatromisinin hücre proliferatif yönü daha iyi olup, epitel 

hücre hasarlarına karşı koruyucu etkisi gamitromisine göre daha iyi olabileceği 

düşünülmektedir. 

Apoptoz, tüm memeli dokularının gelişmesi ve korunmasında önemli rol 

oynamaktadır. Bu rolünü de; hasar görmüş, yaşlanmış veya sayıca fazla hücrelerin 

memeliye zarar vermeden programlanmış şekilde hücre ölümüne neden olmasıyla 

sağlamaktadır (Elliott and Ravichandran 2010). İnsan ve hayvan akciğer 

biyopsilerinden elde edilen bilgiler;  apoptozun hücre proliferasyonu ve çeşitli 
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solunum yolu hastalıklarının gelişim sürecinde önemli etkiye sahip olduğunu 

göstermektedir (Pierce ve ark. 2007).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda makrolidlerin makrofajlar ve epitel hücrelerine 

apoptoz yapıcı etkilerinin olduğu gösterilmiştir (Kwiatkowska ve Maślińska 2012). 

Duquette ve ark. (2015) domuz kan örneklerinden izole edilen nötrofil ve monosit 

kaynaklı makrofajların, tulatromisinin konsantrasyonu ve maruz kaldığı süreye bağlı 

olarak apoptoza neden olduğunu bildirmişlerdir. Başka bir çalışmada Moges ve ark. 

(2018) domuz kanlarından elde edilen nötrofil ve monosit kaynaklı makrofajlara 0.1, 

1 ve 10 µg/mL’lik konsantrasyonlarda tilvalosine maruz bırakılıp, apoptoz, nekroz 

yapıcı etki ile sitokinlerin üretimindeki değişiklikleri incelemişlerdir. Tilvalosin 

zamana ve konsantrasyona bağlı olarak, nekroz ve reaktif oksijen tür oluşumunu 

etkilemeden domuz nötrofil ve makrofajlarda apoptoza neden olduğunu ve 

nötrofillerin lökotiren B4 üretimini inhibe ettiğini bulmuşlardır. Ishimatsu ve ark 

(2004); lenfositler üzerinde 2, 20 ve 200 µg/mL’lik konsantrasyonlarda azitromisin, 

klaritromisin ve josamisinin apoptoz yapıcı etkilerini araştırmışlardır. Lenfositler 

üzerine 200 µg/mL’lik konsantrasyonda; azitromisin (%44.1), klaritromisin (%49.6) 

ve josamisinin (% 21.6) uygulamasından 12 – 48 saat sonra erken dönem apoptoza 

uğramış hücrelerde artış görüldüğünü bildirmişlerdir. Aynı çalışmada azitromisin 

(%49.6), klaritromisin (%30.3) ve josamisinin (%6.2) uygulamasından 48 – 72 saat 

sonra geç dönem apoptoza uğramış hücrelerde zamana bağlı olarak artış görüldüğünü 

ifade etmişlerdir. Sunulan çalışmada; kullanılan gamitromisin ve tulatromisin adlı 

makrolid grubu antibiyotiklerin trakea epitel hücreleri üzerine apoptoz ve nekroz 

yapıcı etkileri, konsantrasyon ve zamana bağlı olarak değiştiği görüldü. Her iki 

maddenin konsantrasyonun yükselmesine bağlı olarak apoptoz etkisinin artığı 

görülmesine rağmen istatistiksel olarak 20 µg/mL’lik konsantrasyonda apoptotik % 

indeksi sonuçları farkı önemli olup, gamitromisinin tulatromisine göre daha fazla 

apoptotik % indeksi daha yüksek olduğu bulunmuştur. 

Yapılan birçok çalışma apoptozun, rejenerasyon olayı arkasındaki itici güç 

olduğunu ortaya koymuştur. Özellikle, blastema formasyon durumu da dahil 

rejenerasyon olayının proliferatif yönü, apoptotik hücrelerden gelen sinyaller ile 

uyarılmaktadır (Fuchs ve steller 2011). Sunulan çalışmada; her iki maddenin de, 

trakea epitel hücrelerinde apoptoz yapıcı etkisi görülmüştür. Gerçek zamanlı hücre 
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analiz sistemi sonuçlarına göre, her iki maddenin 2 ve 10 µg/mL’lik 

konsantrasyonlarında görülen hücre proliferasyonu arkasındaki itici gücün apoptotik 

hücrelerden gelen sinyaller tarafından olabileceği düşünülmektedir. 

Makrolidler, hücre içine nüfuz etme ve birikme kabiliyeti bulunmaktadır. Bu 

özelliklerinden dolayı, hücre içi organizmalara karşı terapötik etkide 

göstermektedirler (Čulić ve ark. 2001). Solunum yolu epiteli; inhale patojenler 

(bakteri, virüs vb.) ve irritanlara karşı konak savunmasında önemli rol oynayan 

fizikokimyasal bariyerdir (Mills ve ark. 1999, Tam ve ark. 2011). Bu fizikokimyasal 

bariyerde yer alan solunum yolu epitel hücreleri; in vitro inflamatuvar mediatörlere 

maruz kalan, makrolidler epitel hasarına karşı koruyucu etki gösterir (Altenburg ve 

ark. 2011).  

Bu fizikokimyasal bariyerde yer alan solunum yolu epitel hücreleri; in vitro 

inflamatuvar mediatörlere maruz kalırsa, solunum yolu epitel hasarı meydana 

gelmektedir. Makrolidler, böyle olaylar sonucu oluşan epitel hasarına karşı koruyucu 

etki göstermektedir. 

Sunulan çalışmada, gerçek zamanlı hücre analiz sistemi sonuçlarına göre 

gamitromisin ve tulatromisinin düşük konsantrasyonlarında zamana bağlı olarak 

epitel hücre proliferasyonu artış gözlemlenmiştir (Şekil 3.2.16 ve Şekil 3.2.17). 

Gamitromisin ve tulatromisinin hücre proliferasyonu arttırıcı özelliğinden dolayı, 

trakea epitel hücrelerinde meydana gelebilecek epitel hasarlarına karşı diğer 

makrolid grubu antibiyotikler gibi terapötik etki gösterebileceği düşünülmektedir. 

Sonuç olarak makrolid antibiyotiklerin etkileri; kimyasal yapıları, kullanılan 

derişimleri ve uygulandıkları dokular ve hayvan türlerine bağlı olarak farklılıklar 

gösterebilmektedir. Gamitromisin ve tulatromisin tek başlarına sığır trakea düz kas 

tonusunda değişikliğe yol açmazken, gamitromisin ACh ile ön kasılma oluşturulan 

dokularda az da olsa derişime bağlı olarak gevşeme etkisi göstermiştir. Bu etkinin 

pratik klinik uygulamalarında özellikle astım ya da solunum yolunda ödemle 

seyreden hastalıklarda tedaviye katkı sağlayabilir. Hücre içine nüfuz etme ve birikme 

kabiliyeti olan bu gamitromisin ve tulatromisinin trakea epitel hücrelerine 

sitotoksisitesi çok düşük olup güvenli bir şekilde kullanılabilir. Bu antibiyotikler 

arasında güven aralığı gamitromisinin daha yüksektir. Her iki antibiyotiğin apoptoz 
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yapıcı etkileri; hücrelerin proliferasyon etkilerini artırarak hastalık etkeninin ilk 

karşılaştığı yer olan epitel hücrelerinde meydana gelebilecek hasarlara karşı hücreleri 

koruyabilir. Ayrıca gerçek zamanlı hücre analiz sistemi sonuçlarına göre 

gamitromisin ve tulatromisinin zamana bağlı olarak epitel hücre proliferasyonu artışı, 

bu antibiyotiklerin hastalık tedavisi sonrasında da koruyucu tedaviyi uzun süreli 

devam ettirebilir.  
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13. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulları Eğitim Semineri Katılım Belgesi 

F. BİLİMSEL ARAŞTIRMA FAALİYETLERİ 

1. 2019/017 İskemik kolon anostomoz iyileşmesinde proton pompa inhibitörü 

olan Esomeprazole'nın etkisi (Yardımcı Araştırmacı) Devam ediyor. 

2. 2018/072  Alkolik Olmayan Yağlı Karaciğer Hastalığı Olan Obez Rat'larda 

Tiyol/Disülfit Dengesinin Araştırılması (Yardımcı Araştırmacı) Devam ediyor. 

3. 2018/047 Sığırlarda Tulatromisin Ve Gamitromisinin Trakea Düz Kasının 

Kasılması İle Trakea Epitel Hücreleri Üzerine Apoptotik, Nekrotik Ve Sitotoksik 

Etkilerinin Araştırılması (Yardımcı Araştırmacı) Proje tamamlandı. 

4. 2018/003 Rat Overinde İskemi-Reperfüzyon Hasarı Sonrası Krill Oil' in Over 

Üzerindeki Protektif Etkisinin Araştırılması (Yardımcı Araştırmacı) Proje 

tamamlandı. 

5. 2016/132 Ratlarda Fluoksetin, Sertralin, Paroksetin ve Essitalopram Gibi 

Selektif Serotonin Geri Alım İnhibitörlerinin Spermatogenetik Aktivite ve 

Spermatozoa Üzerine Etki Mekanizması (Yardımcı Araştırmacı) Proje 

tamamlandı. 
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