T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

MARBOFLOKSASININ N- ASETILSISTEIN iLE BiRLIKTE
SIGIR TRAKEA EPIiTEL HUCRE KULTURUNDE APOPTOTIK,
SITOTOKSIK VE NEKROTIK ETKILERI

Ceren ISIK

FARMAKOLOJI ve TOKSIKOLOJi ANABILIM DALI (VETERINER)
YUKSEK LiSANS TEZi
DANISMAN
Prof. Dr. Ebru YILDIRIM

IKINCi DANISMAN
Prof. Dr. Emine BAYDAN

KIRIKKALE - 2022



T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

MARBOFLOKSASININ N- ASETILSISTEIN ILE BIiRLIKTE
SIGIR TRAKEA EPIiTEL HUCRE KULTURUNDE APOPTOTIK,
SITOTOKSIK VE NEKROTIK ETKILERI

Ceren ISIK

FARMAKOLOJI ve TOKSIKOLOJi ANABILIM DALI (VETERINER)

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Ebru YILDIRIM
IKINCi DANISMAN
Prof. Dr. Emine BAYDAN

KIRIKKALE - 2022



ETiK BEYANI

Kirikkale Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun

olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

° Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik

kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina

uygun olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak

kaynak gosterdigimi
Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi

Bu tezde sundugum caligmanin 6zgiin oldugunu bildirir, aksi durumda aleyhime

dogabilecek hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.

Ceren ISIK

Tarih: 21.10.2022



OZET

MARBOFLOKSASININ N- ASETILSISTEIN ILE BIRLIKTE SIGIR TRAKEA
EPITEL HUCRE KULTURUNDE APOPTOTIK, SITOTOKSIK VE
NEKROTIK ETKILERI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Dr. Ebru YILDIRIM
Ortak Danisman: Prof. Dr. Emine BAYDAN

Ekim 2022, 45 sayfa

Bu ¢aligsma florokinolon grubu bir antibiyotik olan marbofloksasinin N- asetilsistein
ile birlikte sigir trakea epitel hiicre kiiltiirtinde etkilerinin arastirilmasi amaciyla
yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda sigir trakeasindan steril ortamda epitel doku alind;
ve primer hiicreler tretildi. Sitotoksisite testi olarak MTT testi kullanildi. Apoptoz
ve nekroz tespiti i¢in ikili boyama yapildi. Marbofloksasin 1.56, 3.12, 6.25,12.5, 25,
50 ve 100 pg/mL dozlarda, N-asetilsistein ise 0.1 ve 1mM derisimlerde
marbofloksasin ile birlikte uygulandi. Calismanin sonunda marbofloksasin + ImM
N-asetilsistein uygulanan hiicrelerin, marbofloksasin ve marbofloksasin + 0.1 mM
N-asetilsistein uygulanan sigir trakea epitel hiicrelerine gore % canlilik degerlerini,
uygulanan her dozda istatistiksel olarak arttigi saptandi (p<0.05). Marbofloksasin
uygulamalarinin apoptoz ve nekroz yiizdeleri karsilastirildiginda 6.25 ve 3.12 pg/mL
dozda hiicrelerde nekroz olgusuna rastlanmadi.100 ve 50 pg/mL marbofloksasin
uygulanan sigir trakea hiicrelerinde apoptoz ve nekroz yiizde indeksleri arasinda
istatistiksel olarak nekrozun daha fazla oldugu saptandi (P<0.05). 0.1 ve 1 mM NAC
ile beraber 12.5 pg/mL, 6.25 ve 3.12 pg/mL marbofloksasin uygulamasinda nekroz
olgusuna rastlanmadi. Sonu¢ olarak iki ilacin beraber kullaniminin tedavisel

yaklagimda olumlu olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Epitel hiicre, hiicre kiiltiirii, marbofloksasin, N-Asetilsistein,

sigir, trakea,



ABSTRACT

APOPTOTIC, CYTOTOXIC AND NECROTIC EFFECTS OF
MARBOFLOXACIN WITH N-ACETYLCYSTEINE IN BOVINE TRACHEAL
EPITHELIAL CELL CULTURE

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology and Toxicology
Supervisor: Dog. Dr. Ebru YILDIRIM
Co- Supervisor: Prof. Dr. Emine BAYDAN

October, 2022, 45 pages

This study was carried out to investigate the effects of marbofloxacin, a
fluoroquinolone antibiotic, together with N-acetylcysteine in bovine tracheal
epithelial cell culture. For this purpose, epithelial tissue was taken from the bovine
trachea, and primary cells were produced. MTT test was used as a cytotoxicity test.
Apoptozis and necrosis determined by double staining test. Marbofloxacin was
administered at 1.56, 3.12, 6.25,12.5, 25, 50, and 100 pg/mL doses, and N-
acetylcysteine was administered together with marbofloxacin at 0,1 and 1 mM
concentrations. At the end of the study, it was determined that the cells treated with
marbofloxacin + ImM N acetylcysteine statistically increased the % viability at each
dose compared to the bovine tracheal epithelial cells treated with marbofloxacin and
marbofloxacin + 0.1 mM N-acetylcysteine (p<0.05). When the percentages of
apoptosis and necrosis of marbofloxacin applications were compared, no necrosis
was observed in cells at doses of 6.25 and 3.12 pg/mL. At 100 and 50 pg/mL
marbofloxacin it was observed that necrosis was higher than apoptosis (p<0.05).
Necrosis was not observed in the administration of 12.5 pg/mL, 6.25 and 3.12 pg/mL
marbofloxacin with 0.1 and 1 mM NAC. To conclude it is suggested that the usage
of these drugs together may have beneficial effect.

Keywords: Cattle, cell culture, epithelial cell, marbofloxacin, N-Acetylcysteine,

trachea
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1. GIRIS

Kinolonlar Gram negatif, Gram pozitif bakteriler iizerinde etkili, genis etki
spektrumlu, beseri ve veteriner hekimlikte yaygin sekilde kullanilan bir antibiyotik
grubudur (Giinal ve Erdem 2014, Paulin vd., 2017). Florokinolon antibiyotikler
etkilerini topoizomeraz gen Uriinlerini ve dolayisiyla DNA replikasyonunu onleyerek
gosterirler (Hawkey, 2003). Soyle ki bakterilerde topoizomeraz II (DNA jiraz) ve
topoizomeraz IV enziminin etkisini Onleyerek DNA replikasyonu ve hiicre
boliinmesini oOnlerler. Boylece DNA jiraz enzim etkinligini engelleyerek Gram
negatif bakterilere; topoizomeraz IV enzim etkinligini onleyerek Gram pozitif

bakterilere etkinlik gosterirler (Giinal ve Erdem, 2014).

Marbofloksasin, florokinolon grubu antibiyotik olup, bircok hayvan tiirii igin
kullanilabilen bir antibiyotiktir. Duyarli bakterilerin yol agtig1 deri ve yumusak doku,
kemik ve idrar yolu enfeksiyonlari, pnomoni ve hiicre i¢i organizmalarin neden
oldugu enfeksiyonlarda kullanilir (Papich, 2021). Marbofloksasinin ozellikle
sigirlarin solunum yolu hastaliklarinda oldukga etkili oldugu gosterilmistir (Thomas,
Madelenat, Davotve Boisrame, 1998). Solunum yolu hastaliklari, buzagilarin
sagligimi etkileyen, yetistiricilerin en 6nemli sorunlarindan biri olup birden fazla
nedene ve etkene bagl olarak gelisen bir hastaliktir. Ekonomik olarak da iireticiye

sorun olusturmaktadir (Thomas, Caldow, Borell, ve Davot, 2001).

N-Asetilsistein (NAC) tiyol igeren bir bilesik olup yaklasik 40 yildir klinik pratikte
kullanilmaktadir. NAC, kronik bronsit ve kistik fibroz gibi asir1 mukus salgilanmasi
ile iligkili, konjestif ve obstriikktif akciger hastaliklarmin tedavisi igin
kullanilmaktadir (Moldeus ve Cotgreave, 1994).NAC ayni zamanda antioksidan
ozellikleri olan bir madde olup, c-Jun N-terminal kinaz, p38 MAP kinaz ve redoksa
duyarl1 aktive edici protein-1 ve ¢ok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen niikleer
faktor kappa B transkripsiyon faktorii aktivitelerinin baglamasini inhibe eder. Hiicre
dist sinyalle diizenlenen kinaz yolunu aktive ederek apoptozu dnleyebilir ve hiicre
canliligin1 destekleyebilir; bu belirli dejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in faydalidir

(zafarullah, Li Sylvester ve Ahmad, 2003).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Thomas%2C+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Caldow%2C+G+L
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Borell%2C+D
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Davot%2C+J+L

N-asetilsistein mukusun polimerleri arasindaki disiilfidril baglarin1 pargalar. Mukoid
ve mukopiiriilan sekresyonlar {izerine mukolitik etki gostererek solunum yollarindaki
mukusun visko-elastikiyetini azaltir ve akiskan duruma getirir. Bu sekilde bronsiyal
sekresyonlarin atilimin arttirir ve solunumu kolaylastirarak akciger fonksiyonlarinin
tyilesmesine yardimci olur. NAC hiicre hasarim1 engeller ve koruyucu bir etki
gosterir (Atalay, Odabasoglu ve Halici, 2016).NAC son derece giivenli sagaltim
indeksi genis bir ilagctir (Bernard, 1991). N-asetilsisteinin ucuz olmasi, kolay
ulagilabilir olmasi, solunum yolu hastaliklarinda yaygin olarak kullanilabilmesi, yan
etkilerinin az olmasi, yiiksek yogunluga ulasabilir olmasi ve daha az kalinti
birakmasi {istiin 6zelliklerinden birkagidir (Taha, 2018).

Hastaliklarin sagaltiminda ilaglar arasindaki sinerjizmadan faydalanmak avantajlidir.
Antibiyotikler ile NAC’in beraber kullaniminin patojenlere karst etkinligini
degerlendiren ¢alismalar bulunmaktadir (Aiyer vd., 2021; Landini vd., 2016;
Monoharan vd., 2020). Marbofloksasin ve NAC’in beraber kullaniminin ne gibi
etkiler yaratacaginin arastirilmasi infeksiyoz hastaliklarin tedavisi stratejilerine katki

saglayacaktir.

1.1. Florokinolonlar

Florokinolonlar, bir 1,8-naftiridin olan nalidiksik asidin sentetik florlu analoglaridir.
Bunlar 4-kinolon ¢ekirdegine sahiptirler (Sekil 1.1) (Brar, Jyoti, Patil ve Patil, 2020).
Kinolonlar kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine gore 2 gruba ayrilirlar. Kimyasal
yapilarina gore, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve tetrasiklik tlirevleri olmak {izere
biyoyararlanim ve etki Ozelliklerine gore farkli kusaklara ayrilir. Biyolojik
siiflandirmada etki spektrumlarma gore de simiflandirilmaktadirlar. Buna gore
Enterobacteriaceae grubu bakterilere etkiyen florokinolonlar dar etki spektrumlu
olanlar ve genis etki spektrumlular olarak ayrilir. Hizli metabolize olan bilesikler ve
yavas metabolize olanlar olarakta ayrilabilir. Florokinolonlarin yapilar1 ve
klasifikasyonu, antibakteriyel etkinligi, ilacin farmakokinetik 6zelliklerinin anlamada
yardimci olur (Bryskier ve Chantot, 1995). Veteriner hekimlikte enrofloksasin basta
olmak {izere danofloksasin, difloksasin, marbofloksasin ve norfloksasin en sik

kullanilan florokinolonlardir (Grobbel vd., 2007).
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Sekil 1.1. Florokinolonlarin kimyasal sekli (Anonim, 2022a)

Florokinolonlar bagta Enterobacteriaceae olmak ilizere Gram negatif bakterilere iyi
etkinlik gosterirler. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus Mirabilis,
Enterobacteriaceae genellikle duyarli bakterilerdir. Pseudomonas aeruginosa’ nin
duyarliligi degisken olmakla beraber siprofloksasin bu bakteriye karsi en giiglii
etkinlik gosteren florokinolondur. Gram pozitif bakterilerin duyarliligt da farkliliklar
gosterebilir. Staphylococcus aureus ve Staphyloco intermedius genellikle duyarlidir.
Metisiline direngli tiirler florokinolonlara da direnclilik gosterebilir (Papich ve

Riviere, 2001).

Florokinolonlar agizdan kullanildiklarinda, monogastrik hayvanlarda hizla emilirler.
Enrofloksasin %80-100 arasi, siprofloksasin %50-70 arasi norfloksasin ise % 40
oraninda emilir. ila¢ kullaniminda gida alinmasi ilacin plazma pik konsantrasyona
cikmasini geciktirir; buna karsin pik plazma konsantrasyon diizeyini degistirmez.
Metal iyonlar1 ilacin emilimini olumsuz etkilemektedir. Proteinlere baglanma
diizeyinin diisiik olmasi, yiiksek lipid c¢oziiniirligli, dagilim hacminin biiyiik
olmasina, serebrospinal ve bronsiyal siviya, prostat, kemik ve kikirdak dokuya ilacin
iyi ge¢mesi ile sonuglanir. Urogenital ve solunum yolu sekresyonunda ilacin
konsantrasyonu plazma diizeyinden ¢ok daha fazladir. Florokinolon grubu ilaglarin
atilmasi ilaca gore degiskenlik gostermekle beraber; genellikle bobrek, karaciger ya
da hem bobrek hem de karaciger yolu ile olmaktadir. Enrofloksasin bobrek yolu ile,
difloksasin diski ile marbofloksasin hem bobrek hem digki yolu ile atilmaktadir.
Atilma yar1 Omrii yine ilaca gore degiskenlik gosterir ve ortalama 8-12 saattir
(Maddison ve Watson, 2002).

Ustiin farmakokinetik 6zellikleri, genis etki spektrumu gibi bircok énemli etkilerinin
yant sira florokinolonlarin yan etkileri de bulunmaktadir. Oral yolla kullanimi

sindirim kanalinda irkiltiye neden olabilir. Kikirdak dokunun gelisimini bozabilir.



Sinir sisteminde GABA saliverilmesini azaltarak ¢irpinmalara neden olabilir (Kaya,
2014). Ayrica tendinopati, aortopati, ndropati, aritmi, hipoglisemi ve
hiperglisemigibi yan etkiler goriilebilir. Bu ciddi yan etkiler nadir olmakla beraber

biiyiikk 6nem arz eder (Baggio ve Ananda-Rajah, 2021).

1.2. Marbofloksasin

Marbofloksasin ethanol, dimetilsiilfoksid (DMSO) ve dimetil formamid gibi organik
¢oziiclilerde ¢oziinen 3. nesil florokinolon antibiyotiktir (Anonim, 2020). 7-fluoro-2-
methyl-6-(4-methylpiperazin-1-yl)-10-oxo0-4-oxa-1,2-diazatricyclo[7.3.1.0%13]

trideca-5 (13), 6,8,11-tetraene-11-carboxylic acid yapisindadir. Sekil 1.2°de
marbofloksasinin Howard formiilasyonuna gore kimyasal yapis1 gosterilmistir

(National Center for Biotechnology Information, 2022a).

Sekil 1.2. Marbofloksasin kimyasal sekli

(National Center for Biotechnology Information, 2022a).

Veteriner pratikte sigir, at, kopek ve kedilerde kullanilir. Ozellikle solunum yolu
hastaliklar1 ve sigirlarda mastitis olgularinda kullanilmaktadir (Kaya, 2014; Paulin
vd., 2016). Sigirlarda solunum yolu enfeksiyonlar1 hem iist hem de alt solunum
yollarin1 etkilemektedir. Sigirlarda {ist solunum yollarin1 en ¢ok etkileyen
enfeksiyonlar Pasteurella Multocida, Mycoplasma salivarium, Infeksiyéz bovin
rhinotrakeatis ve Parainfluenza 3’dir. Alt solunum yollarini ise en ¢ok etkileyen

enfeksiyonlar Adenovirus’ dur (Baskerville, 1981). Marbofloksasin 1997 yilindan



itibaren sadece Avrupa’ da sigir ve domuz gibi besin degeri olan hayvanlarda
solunum sistemi enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlari ve gastrointestinal
hastaliklarda kullanilmasi onaylanmistir. 2000 yilindan itibaren ise ingiltere’de siitgii
ineklerin Escherichia coli ye bagli akut mastitis olgularinda kullanilmaya
baslanmistir (Celani, 2017). Kinolon grubu antibiyotiklerin bir¢ok 6zelligini paylasir.
Gram pozitif, Gram negatif ve Mycoplasma tiirlerine etkilidir. (Schneider vd., 2004).
Anaerob bakterilere karst etkinlii diger kinolon grubu antibiyotiklere gore daha

iyidir (Yazar, 2018).

Marbofloksasin kopeklerde ve kedilerde oral uygulamadan sonra gastrointestinal
sistemden hizla ve neredeyse tamamen emilir ve kopeklerde biyoyararlanimi
%94'tlir. Kopeklerde %10-15’1 karacigerde metabolize edilir. Oral dozun yaklasik
%401 degismeden kopeklerin idrariyla atilir. Ilacin %70' (%85) ve metabolitleri
(%15) kedilerin idrariyla atilir. Geri kalami safra yoluyla digkiyla atilir (Perry ve
Mitchell, 2019). Siit ineklerinde marbofloksasinin plazma ve siit farmakokinetigi ve
mastitis ile izole edilmis patojenlere karst farmakodinamik ozellikleri degerlendiren
bir ¢caligmada marbofloksasin, siit ineklerine %10 sulu soliisyon olarak kas i¢i tek
dozda veya 3 giin boyunca giinde bir kez 2 mg/kg'lik tekrarlayan dozlarda
verilmistir. Marbofloksasin ve metabolitleri olan N-desmetil-marbofloksasin ve N-
oksit-marbofloksasin konsantrasyonlar1 kan ve siit drneklerinde arastirilmustir. {lk
uygulamadan sonra siitte maksimum marbofloksasin konsantrasyonu (Cmax) 1,024
ng/mL olarak saptanmustir. Ilk doz aralig: sirasinda egrinin altindaki alan mililitrede
6,513 pg/saat olarak bulunmustur. Her iki metabolit de tespit sinirinin altinda
olmakla beraber siitte rastlanmistir. (Schneider, Vallé, Woehrlé ve Boisramé, 2004).
Bagka bir ¢alismada Kore sigirinda marbofloksasinin farmakokinetik parametreleri, 2
mg/kg dozunda damar i¢i (D.1.) veya kas ici (K.I.) uygulamasini takiben ¢alisilmistir;
D.i. uygulamanin egri altinda kalan alan1 (AUC0-24 saat), yarilanma Omrii (ti2) ve
toplam viicut klerensi sirastyla 6.87 saat/ug/mL, 2.44 saat ve 0.29 |/kg/saat olarak
bulunmus; K.i. uygulama icin karsilik gelen degerler ise 5.07 saat/ug/mL, 2.44 saat
ve 0.39 I/kg/saat olarak bulunmustur (Belew, vd., 2015). Domuzlara tek doz K.I 2
mg/kg marbofloksasin uygulamasi yapmis ve marbofloksasinin bronkoalveolar
bolgede iyi dagildigin1 gdstermistir. Benzer bir ¢alisma sigirlarda da yapilmig 2
mg/kg K.I. tek doz uygulanan marboflaksasin bronkoalveoler bdlgeye iyi dagilmistir

(Hayashi vd., 2019). Marbofloksasinin farmakodinamik 6zelliklerini sigir solunum



yolu patojenleri Mannheima haemolytica ve Pasteurella multocida igin arastiran bir
calismada, Mannheima haemolytica ve Pasteurella multocida izolatlar1 igin AUC 24
saat/MIC'ler, serumda yapay biiyiime ortamina gore daha yiiksek ¢ikmig bu da serum
proteinlerine marbofloksasinin baglanmast nedeniyle oldugu distinilmiistiir
(Llambas vd., 2013). Yapilan bir arastirmada marbofloksasinin kuzularin solunum
yolu enfeksiyonlarina karst glinde 2 kez giinde bir kez 3,0 mg/kg doz oraninda veya
3 kez arka arkaya ti¢ giin siireyle 2,0 mg/kg doz oraninda etkili oldugu gosterilmistir
(Skoufos vd., 2020). Yine dogal olarak pndmonisi olan yavru kegilerde tek doz
marbofloksasinin etkisini arastiran bir ¢aligmada ilaca bagli herhangi bir yan etki
olmadig1r ve marbofloksasinin olduk¢a etkili oldugu saptanmistir (Kacar, Batmaz,
Yilmaz ve Mecitoglu, 2018).

Marbofloksasinin en sik karsilasilan yan etkileri kusma, ishal ve istah kaybidir. Cok
ciddi olgularda kikirdak bozukluklarina da rastlanilmaktadir. Yiiksek dozda kedilerde
korliik ve goz hasar1 da goriilmektedir (Gollakner, 2020). K&peklerde ise kusma
anoreksi, su kaybi1 zayiflama, yiizde sigsme, deride kizariklik, durgunluk gibi yan
etkileri olusabilir (Kaya, 2014). Coskun vd., (2019) yaptiklar1 ¢aligmada 10 merinos
tokluya 14 giin boyunca marbofloksasin (10 mg/kg/giin, subkutan) vermisler ve
marbofloksasin, troponin I olan kardiyak hasar belirteglerini rakamsal olarak LDH ve
AST diizeylerini artirdigindan, istatistiksel olarak anlamli olarak artirdigini tespit
etmiglerdir. Arastiricilar koyunlarin yiiksek dozlarda uzun siireli marbofloksasin ile
tedavi edilmesi gerektiginde kardiyotoksisitenin dikkatli alinmasi gerektigi ifade
etmislerdir. Marbofloksasin, eklem kondropatisine neden oldugundan diger
kinolonlar gibi, ergin olmayan hayvanlarda kullanilmamalidir. Ayrica merkezi sinir
sistemi bozukluklar1 olan hayvanlarda da kullanilmamalidir (Perry ve Mitchell,

2019).

Bakterilerin, enfeksiyonlarin sebep oldugu hastaliklarda dogru ve ekonomik ilaglarin
kullanim1 saglanarak olumsuz ekonomik etkilerin en aza diisiiriilmesi ve hayvan
refahinin st diizeye ¢ikarilmasi i¢in veteriner hekim tarafindan uygun goriilen
tedavide direng gelistirme riskini en aza diistirecek onlemleri iginde bulunduran bir
tedavinin segilmesi gerekir. Bu sebepten dolay1r marbofloksasin tercihler arasinda tist
siralardadir. Genis spektrumlu olmasi, hizli bakterisidal etkiye sahip olmasi ve direng

gelismesinin diisiik olmasindan kaynakli florokinolonlar veteriner hekimliginde



yaygin olarak kullanilan ve tercih edilen antibiyotik grubudur (Feray, Orhan, Duygu
ve Kamil, 2018).

1.3. N-Asetilsistein

N-asetilsistein, mukolitik tedavi ve asetaminofenin doz asimi tedavisi i¢in kullanilan
bir antioksidan ve glutatyon indiikleyicidir. Asetilsistein, karisik sonuglarla birlikte
cok ¢esitli etiket dist endikasyonlar i¢in de g¢alisilmistir. Asetilsistein, 14 Eyliil
1963'te FDA onay1 almistir (National Center for Biotechnology Information, 2022b).
N-Asetilsistein, bir¢ok c¢alismada kullanilan ve kliniklerde de oldukca fazla
uygulanan bir antioksidandir. Asetilsistein ayni zamanda bulundurdugu tiyol
grubundan dolay1 direkt olarak kendisi de antioksidan olarak gorev alir. Asetilsistein
uzun zamandir asetaminofen toksisitesinde ve c¢esitli akciger hastaliklarinda

mukolitik olarak anlamli uygulanmaktadir (Millea, 2009).
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Sekil 1.3. N- asetilsisteinin kimyasal yapist (Anonim, 2022b)

N-asetilsistein, L-sistein amino asidinin asetilenmis seklidir (Sekil 1.3) Silfidril
gruplarinin  bir kaynagi olmakla beraber, hiicre i¢i GSH prekiirsorii olarak,
detoksifikasyon ve serbest radikalleri yakalama kisminda 6nemi anlasilmaktadir.
Insanlarda ise NAC; GSH azalmas: ya da oksidatif stres gibi olaylarla karakterize
edilen HIV enfeksiyonu, kanser, kalp hastaliklar1 ve sigara kullanimi gibi durumlarin
varliginda yararl etkileri bulunmaktadir. NAC’1n akut agir metal zehirlenmelerinde
tedavi edici ajan seklinde kullanilmasi da farkli bir klinik uygulama alanidir. Son
yillarda gerceklestirilen ¢aligmalar ve yapilan deneyler bir antioksidan olan NAC’1n,
ayni zamanda protein kinaz etkinligini ve mitojenik yanitla iligkili gen

ekspresyonunu durdurdugunu gostermektedir. T lenfositleriyle ¢alisilan bir deneyde,



NAC’m interlokin (IL) 2 ve IL-12 ile uyarilmis T hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkileri arastirilmistir. NAC’mn, 2D6 (T hiicresi klonu) hiicrelerinde IL-12 aracili
proliferasyona ket vurdugu saptanmigstir. Pankreatik karsinoma hiicre hatlariyla
yapilan bir deneyde ise, NAC’in doza bagl olarak hiicre proliferasyonunu
baskiladigini ve intraseliiler glutatyon igeriginde artisa yol ac¢tigr bildirilmistir (Van
Zandwijk, 1995). N- asetilsistein bir amino asit olan L- sisteinin asetilenen bir
tirevidir. Konsantrasyona bagli olarak bir yangi dnleyici veya pro-oksidan olarak
davranabilir. NAC mukusun polimerleri arasindaki disiilfidril baglarin1 pargalar.
Mukoid sekresyonlar iizerine mukolitik etki gostererek solunum yollarindaki
mukusun visko-elastikiyetini azaltir ve akiskan duruma getirir. Bu sekilde bronsiyal
sekresyonlarmatilimini arttirir ve solunumu kolaylastirarak akciger fonksiyonlarinin
iyilesmesine yardimci olur. NAC’m ana etki mekanizmasini hiicrelerde glutatyon
(GSH) seviyesini arttirarak gosterdigi bildirilmistir. NAC hiicre hasarini1 engeller ve
koruyucu bir etki gdsterir (Bavarsad vd. 2014). Ilag oral uygulama sonrasinda ¢ok
hizli emilir. N-asetilsistein nispeten diisiik toksisiteye sahiptir ve mide bulantisi,
kusma, burun kanamasi, pruritus ve tasikardi gibi hafif yan etkilerinin oldugu

bildirilmistir (Afshin vd., 2014).

N-Asetilsistein uygulamasi sonrasinda G1 fazindaki hiicrelerin yiizdesi, kontrol
grubunda goriilen yiizdeden bariz bir sekilde daha yiiksek olarak goriilmiis, NAC
uygulamasi yapilan karsinoma hiicrelerinin siklin D1 ekspresyonu, NAC uygulamasi
yapilmayan hiicrelere gore yiiksek oranda azalmistir. Klomifene dayanikli polikistik
over sendromlu hastalarin infertilite tedavisinde kullanilmakta olan NAC ile ilgili
yapilmis ilk c¢aligmalar, kanser Onleyici olarak uygulanilabilecegi ve bobrek
yetmezIligi hastalarinda gentamisinle uyarilmis isitme kayb1 profilaksisinde
kullanilabilecegi onerilmistir. NAC’1n antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleri;
antioksidan aktivitesi, intraseliiler rediikte edilmis GSH prekiirsorii gibi davranma
niteligi, detoksifikasyon modiilasyonu, DNA tamir edilmesi islemleri gibi birden ¢ok
koruyucu mekanizmayla alakalandirilabilir (Van Zandwijk, 1995).

N- asetilsistein hiicrelerde siilthidril topluluklarinin kaynagi olup, OH gibi reaktif
oksijen radikalleriyle etkilesime girerek serbest radikalleri temizler (Li vd., 2003).
NAC apoptozu engelleyebilmekte, farkli proteinlerin etkinliklerini bir diizene
koyarak hiicre yasamina yardimci olmaktadir. NAC, endotelyal disfonksiyonunu

diisirmekte, inflamasyon, fibroz, invazyon, Kartilaj erozyonu, asetaminofen



detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin uzamasina olanak saglamaktadir
(Foresti vd., 1999). NAC baz riskli durumlarda karaciger hasarini onlemekte ve

oliim oranini diisirmektedir (Li vd.,2003).

N-asetilsistein sicanlarda toksik kadmiyum ile birlikte kullanildigina da lipid
peroksidasyonunu engelleyerek karaciger hasarini azaltmaktadir (Shaikh vd., 1999).
Kokain ile ortaya ¢ikan karaciger hasari oran1 da NAC ile disiiriilebilir. Karaciger
transplantasyonunda reperfiizyon ile olusan oksidan zarar da NAC ile 6nemli
seviyede azaltilabilmektedir. Mevcut bilinen etkinlikleriyle NAC, karacigerde
oksidatif strese karsi tedavi edici etki ile transplantasyon hasari, metal toksisitesi ve
fibroz, alkolizm de tedavi edici rolii oynayabilir. Ek olarak alinan NAC karaciger,
akciger, bobrekler ve kemik iliginde GSH diizeyini yikselterek yaslanmay1
geciktirici bir 6zellige sahiptir. NAC iyi tolere edilir, iyi emilir, enzimatik bozulmaya
direnglidir (Kennedy ve Rosa, 2000).

N- asetilsisteinin solunum yolu hastaliklarinin sagaltiminda biiyiik katkilar
bulunmaktadir. Solunum yollarindaki asirt mukus iiretimini azaltarak ayrica yangiy1
onleyerek akcigerlerde virlis ve bakteriler tarafindan kolonizasyonun Onlenmesine
yardimci olabilir. Saglikli solunum yolu fonksiyonunu destekler ve bronsit, kronik
obstriiktif akciger hastaligi ve solunum yoluenfeksiyonlarini1 6nleyebilir ya da tedavi
edebilir (Stanton, 2020). Bazi ilaglarla sinerjistik etkileri de saptanmistir; Abdel-
Wahab, Moussa ve Saad (2017) ratlar iizerinde yaptiklar1 calismada, antikanserojen
bir ilag olan cisplatinin bdbrekler iizerine olan yan etkilerinin 50 mg/kg NAC
uygulamasi ile azaldigini, bunun da sinerjistik etkiyi isaret ettigini belirtmislerdir.
NAC, immiinomodiillasyon, GSH seviyesinin arttirtlmast ve dogrudan
antimikobakteriyel etkiler gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla mikrobakterilere etkili
olmaktadir (Dawit, Solomon ve Abay, 2020). Teskey vd. (2018) immiin modiilasyon
sayesinde, izoniazid ve rifampisinin subprime seviyelerine NAC eklenmesinin,
saglikli  bireylerde Mycoplasma tuberculosis’i tedavi edebilecegini ortaya
koymuslardir. Planktonik fazda veya biyofilmler halinde yetistirilen Acinetobacter
baumannii suslaria karst NAC ile birlikte kolistinin potansiyel sinerjizmini arastiran
Pollini vd. (2018), kolistin ve NAC kombinasyonlarinin tiim kolistine direngli
suslarla ilgili bir sinerjisini ortaya c¢ikarirken, kolistine duyarli suslarda hicbir
sinerjizm gozlemlenmedigini bildirmislerdir. De Flora, Agostini, Masiello,

Giunciuglio ve Albini (1996), kanser hiicreleri enjekte edilen farelerde NAC ve



doksorubusinin kombinasyonunun tiimorijenik ve metastatik ozelliklerini etkileyip
etkilemedigini degerlendirmek igin yaptiklar1 calismada parenteral olarak verilen
doksorubisin ve igme suyu ile verilen NAC arasinda tiimdrijenisite ve metastazlarin
onlenmesinde belirgin bir sinerji oldugunu gostermislerdir. NAC’1n  yiiksek
derisimlerinin (10 ve 50 mM) solunum yolu patojen susuna karsi antibiyotik
aktivitesi ilizerine etkisi arastiran bir ¢alismada, NAC’1n karbapenemlerden imipenem
ve daha az oranda meropenem ve ertapenemden olusan aktivitesini doza bagl bir
sekilde degistirdigi, NAC varliginda karbapenemlerin kimyasal olarak kararsizlastigi
gosterilmistir (Landini vd., 2016).

Profilaksi, tan1 veya tedavi i¢in kullanilan bir ilacin zararli ve istenmeyen etkileri
olarak ifade edilen istenmeyen ilag reaksiyonlari, ila¢ dozu, ilag uygulama yolu,
yontemi Ve tedavi zamani gibi bir dizi farmakolojik ve klinik faktérden etkilenir. Bu
istenmeyen etkiler, doz veya uygulama yolu ile iligkili olabilir. Dozaj ve uygulama
yolundaki farkliliklardan orataya ¢ikan reaksiyonlar klinik semptomlar veya

laboratuvar bulgular ile saptanabilir. (Feray, Orhan, Duygu ve Kamil, 2018)

1.4. Sigirlarda Solunum Sistemi ve Solunum Yolu Epitelinin Onemi

Memeli solunum sisteminin yapisal olarak karmasik bir diizeni bulunmaktadir.
Solunum sistemindeki organlar Oncelikle oksijenin alinmasi ve karbondioksidin
elimine edilmesi i¢in gorev yaparlar. Bunun disinda solunan yabanci cisimlerin
uzaklastirilmasi, hormonel diizenleme ve ksenobiyotiklerin metabolizmas1t ve
atilmast ile ilgili gorevleri bulunmaktadir (Harkema, Goerge, Hyde, Plopper ve
Mariassy, 1991). Solunum sistemi; alt ve iist solunum sistemi olmak iizere ikiye
ayrilmakta, iist solunum sisteminde burun ve farenks, alt solunum sisteminde ise
larenks, trakea, bronslar ve bronsiyoller yer almaktadir (Konig ve Liebich 2007,
Akers ve Denbow 2008). Sigirin trakeasi eliptik kesitli bir yapiya sahiptir ve dikey
cap en genis olan yeridir. Belirli bir dakika hacminde, sigir attan daha biiyilik bir
trakeal hava hizina sahiptir ve bu da havadaki kirleticilerin goreceli olarak epitelyal
dokuyla maruziyetini artirabilir (Veit ve Farrell 1978). Nitekim sigirlarda
akcigerlerin anatomisi, onlar1 solunum yolu hastaligina daha yatkin hale getirir.
Sigirlarin diger tilirlere gore daha fazla oksijene ihtiyaci vardir. Bu gereksinimi

karsilamak i¢in dakikada daha fazla solunum yapmalar1 gerekir. Bu yiiksek hava
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akis1, bakteri, virlis ve diger kirleticiler gibi patojenlerin akciger dokusunun

derinliklerine girmesine izin verir (FAAST, 2022).

Ust solunum yollarinda bulunan trakea kolumnar siliyer hiicreler ve goblet hiicreleri
ile kaphdir ve tiim tlirlerde benzer 6zelliklere sahiptir. Submukozada, epitel yiizeyine
mukus salgilayan genis mukus ve serdz bezleri vardir. Sigirlarda bulasict sigir
rinotrakeiti (IBR), kiimes hayvanlarinda bulasic1 bronsit ve bulasici laringotrakeitis,
kedilerin viral rinotracheitisi, kdpeklerin Bordetella bronchiseptica enfeksiyonu ve
cocuklarin bogmaca (Bordetella pertussis) gibi enfeksiyoz hastaliklardan ¢ok
etkilenen bir organdir (Baskerville,1981). Hiyalin kikirdaklar1 birbirine tutunduran
ve trakeanin esnek olmasina sebep olan fibroelastik bir bag dokusu (ligamentum
annularia) bulunmaktadir. Memelilerin solunum yolu diiz kasi, hem kasilma hem de
gevseme Ozelliklerini bir arada bulundurmaktadir. Bu kas, sempatik ve parasempatik
sinir sistemi tarafindan innerve edilmektedir. Solunum yolu gézle goriiliir bigimde

daralabilir veya genisleyebilir (Canning ve Fischer, 2001).

Solunum yolu epiteli, bir bariyer olusturarak, solunum yoluna giren yabanci
partikiilleri yakalar ve siliyer etki ilebu yabanci partikiilleri uzaklastirir. Boylece hem
solunum yolunu hem de kendi biitiinliiglinii cevresel toksinlerden ve yaralanmalardan
korur. Bu epitel dokunun birincil roliidiir. Solunum yolundaki ana hiicre tipleri salgi

ve siliyer hiicreleridir (Tesfaigzi, 2006).

Trakea, bronglar ve bronsiyollerdeki yalanci ¢ok katli kolumnar epitel, daha farkli bir
hiicre grubu tarafindan olusturulmustur. Bunlar ser6z, noéroendokrin ve miisin
salgilayan goblet hiicreleri ve c¢esitli enzimler, proteaz inhibitorleri, oksidanlar ve
antimikrobiyal peptitlerdir. Bu proteinlerin tiimii influenza ile ilgili degildir, ancak
miisin, b-defensinler ve LL37'nin rolleri vardir (Denney ve Ho, 2018). Diamond vd.
(1991) sigir trakeal mukozasinin asit Oziitlerinde giiglii antimikrobiyal aktiviteye
sahip bir peptit oldugunu bulmuslardir. Peptit, bir Escherichia coli susuna karsi
antimikrobiyal aktivite kullanilarak iyon degisimi ve ters fazli kromatografik
fraksiyonlamalarin bir kombinasyonu ile izole edilmis ve bu peptite trakeal
antimikrobiyal peptit (TAP) ad1 verilmistir. Bu peptitlerin birgogunun antimikrobiyal
aktivite mekanizmasi, genis bir antibiyotik aktivite spektrumuna yol acan segici
membran bozulmasi yoluyladir; bdylece Gram negatif ve Gram pozitif bakterileri,
mantarlar1 ve zarla ¢evrili viriisleri etkileyebilmektedir. Diamond, Jones ve Bevins

(1993) TAP genini, sigir hava yolu mukozasinda, 6zellikle hava yolunu kaplayan
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kolumnar epitel hiicrelerinde eksprese edilmistir. TAP'in genis bir antimikrobiyal
peptit ailesinin tiyesi oldugunu belirten arastiricilar, antimikrobiyal peptitlerin
memeli solunum epitelinin konak savunmasinin 6nemli bilesenleri oldugunu 6ne

siirmiislerdir.

1.5. Apoptoz ve Nekroz

Apoptoz, aktif, programlanmig olarak meydana gelen hiicresel parcalanma stireci
olarak tanimlanir; kontrollii bir siirectir. Nekroz, inflamatuar hiicresel igerigin
kontrolsiiz salimimi ile cevresel bozulmalardan kaynaklanan pasif, kazara hiicre

6limii olarak tanimlanir (Fink ve Cookson, 2005).

Apoptoz, "0liim reseptorleri”" olarak adlandirilan spesifik hiicre zari1 reseptorlerinin
aktivasyonuna ve ayrica sitokrom C gibi mitokondriyal iirtinlerin salinimina yanit
olarak ortaya cikar. Oliim reseptorii ailesi, TNF reseptorleri I ve II'yi ve sitotoksik
lenfositlerin ylizeyindeki Fas ligand1 (FasL) veya FasL'nin ¢oziiniir bir formu (sFasL)
tarafindan aktive edilen Fas reseptoriinii (CD95) icerir. Matris metalloproteinazlar 7
ve 3 (MMP-7, MMP-3) gibi spesifik serin proteinazlarin etkisiyle hiicre zarlarindan
boliinebilir. Coziiniir FasL ayrica aktive edilmis kan monositlerinden salinir, ancak
aktive edilmis alveolar makrofajlardan salindig1 goriillmemektedir(Martin, Hagimoto,

Nakamura ve Matute-Bello, 2005).

Apoptoz, normal hava yolu epitelinde 6nemli, faydali bir diizenleyici role sahiptir.
Daha once belirtildigi gibi, bir inflamatuar yanit1 provoke etmeden hasarli hiicreleri
uzaklastirmak i¢in bir mekanizma saglar. Ayrica hiicre proliferasyonu ile birlikte
epitel hiicrelerinin sayisini diizenlemektir. Apoptotik uyaranlara yanitta bolgesel
farkliliklar vardir: 6rnegin bronsiolar epitel hiicreleri, daha biiyiik bronglardan veya
trakeadan toplananlardan daha duyarlidir. Yangili hava yolunu veya hiperplastik
veya metaplastik olan bir hava yolunu normale dondiirmek i¢in apoptoz gerekir.
Bunun meydana geldigi kontrol mekanizmalar1 hala anlagilmamistir. Apoptozun
hava yolu inflamasyonu i¢in ne zaman ve nasil énemli oldugunu anlamak, cesitli

hava yolu hastaliklar1 i¢in potansiyel terapotik hedefler sunar (White, 2011).

Apoptoza iki sinyal kaskad aracilik eder. Bunlar i¢sel ve digsal apoptoz yollaridir.
I¢sel apoptoz genellikle hiicresel homeostazin bozulmasi nedeniyle olusur ve digsal

apoptoz, 6liim reseptorleri yoluyla hiicre disi1 sinyallemenin bir sonucu olarak ortaya
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cikar. Igsel ve digsal apoptoz benzersiz baslangi¢ adimlarina sahipken, her ikisi de
kaspazlar ad1 verilen bir dizi sistein proteazin aktivasyonu ile sonuglanir. “Baslatici
kaspazlar” (6rn., kaspaz 8 veya 9) cellat kaspazlarinin (6rn., kaspaz 3 veya 7)
aktivasyonuna yol acan bir dizi proteolitik adim1 baglatir. “Cellat kaspazlar1” binlerce
substrat1 parcalar ve organellerin enzimatik bozunmasindan, DNA parcalanmasindan
ve karakteristik fosfatidilserin maruziyetinden sorumludur (Sauler, Bazan ve Lee,
2019).

Nekroz hemen hemen her acidan apoptoz olayindan farkli bir hiicre oliimiidiir.
Terim, '6lii' anlamina gelen Yunanca mecros' kelimesinden tiiremistir. Nekroze olan
hiicreler, apoptoz geciren hiicreler tarafindan sergilenenlerle ¢ok farkli morfolojik ve
ultra yapisal ozellikler gosterir. Oliime, hiicrenin asir1 sismesi, ¢esitli hiicresel
organellerin sismesi, niikleer DNA'nin kiimelenmesi ve rastgele bozulmasi, genis
plazma membran endositozu ve otofaji eslik eder. Nekroz genellikle pasif bir siireg
olarak kabul edilir, ¢iinkii yeni protein sentezi gerektirmez, sadece minimum enerji
gereksinimi vardir ve herhangi bir homeostatik mekanizma tarafindan diizenlenmez
(Syntichaki ve Tavernarakis, 2002). Nekrozun bir¢ok sebebi olabilir bunlar: Iskemi,
sok veya solunum yetmezligi nedeniyle ortaya ¢ikan hipoksi, travma, asir1 sicaklik,
radyasyona maruz kalma veya elektrik ¢carpmasi gibi harici yaralanmalar, zehirler,
baz1 ilaglar, bakteri, virlis veya mantarlar ve otoimmiin tepkilerdir (Khalid ve

Azimpouran, 2022). Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (Panawala, 2017)

Apoptoz Nekroz

Programli hiicre 6liimiidiir.

Sitoplazmanin kiigiilmesi ile baglar ve
cekirdegin yogunlasmasi ile devam eder.
Dogal

stirectir.

olarak olusan fizyolojik bir
Apoptoz sirasinda kromatin toplanir.
Kaspaz bagimli bir yolaktir

Lokalize bir islevdir. Belli basl hiicreleri
yok eder.

Genellikle organizmaya zarar vermez.
Prelitik DNA fragmentasyonu olusur.

Prematiire hiicre olimiidir.

Sitoplazma ve mitokondri siser ve bunu
hiicrenin parcalanmast izler.

Patolojik bir siirectir. Toksin ya da
travma gibi dis etkenler sebep olur.

Kromatinde
goriilmez.

hi¢bir yapisal degisiklik

Kaspaz bagimsiz bir yolaktir.

Bitisik hiicreleri de etkiler.

Organizmaya zarar verir.
Postlitik DNA digesyonu olusur.
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Solunum epitelinin nekrozu, bronsiolitteki en erken lezyonlardan biridir ve
enfeksiyonolustuktan sonraki 24 saat iginde ortaya ¢ikar. Goblet hiicrelerinin
proliferasyonu asir1 mukus tretimi ile sonuglanirken, siliyer olmayan hiicrelerle
epitel rejenerasyonu sekresyonlarin eliminasyonunu bozar. Lenfositik infiltrasyon
submukozal 6dem ile sonuclanabilir. Enfekte solunum epitel hiicreleri tarafindan
salinan sitokinler ve kemokinler, enfekte solunum yollarina hiicresel katilimi
artirarak bagigiklik tepkisini giiglendirir. Interferon ve interldkin (IL)-4, IL-8 ve 1L-9,
enfekte hastalarin solunum salgilarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Maraqa,

2021).

Fritzschingvd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada kistik fibroz benzeri akciger hastaligi olan
farelerde nétrofilik hava yolu inflamasyonunun giiglii bir tetikleyicisi olarak IL-1a
salimimi1 ve IL-1R-miyeloid farklilagmasi birincil yanit gen88 sinyalinin aktivasyonu
ile hipoksik epitelyal nekrozu tanimlamiglardir. Ayrica, kistik fibréz ve kronik
obstriiktif akciger hastalifi olan hastalardan mukusla tikanmis hava yollarinda
nekrotik epitel hiicrelerin arttigin1 gostererek, bakteriyel enfeksiyondan bagimsiz
olarak nétrofilik inflamasyonun patogenezinde hipoksik epitelyal nekrozun énemli

bir rolii oldugunu saptamiglardir.

1.6. MTT

MTT arastirmalari, bir maddenin sitotoksik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi
amact ile yapilir. Hiicre temelli MTT calismalart uygulama kolayligi, kullanim
giivenligi, yiiksek tekrarlanabilirligi ve in vivo deneylerden c¢ikarilan sonuglar ile
uyum gostermesi sebebiyle toksikoloji labaratuvarlarinda hem hiicre canliligi hemde

sitotoksisite testlerinde sik¢a edilmektedir (Reyhaneh, F., 2016).

1.7. Cahlsmanin Amaci

Glinlimiizde antibiyotik tedavisi, bakteriyel hastaliklarin tedavisinde halen en sik
basvurulan yontemdir. Antibiyotik kullaniminin getirdigi en biiyiik sakincalardan biri
direncliliktir. Antibiyotik direncine kars1 piyasaya yeni antibiyotik tiirevleri girmekte
ve kullanim sahasi bulmaktadir. Marbofloksasin 6zellikle solunum sistemi, meme
hastaliklar1 i¢in piyasaya siiriilmiis florokinolon tiirevlerinden bir tanesidir.

Florokinolon antibiyotikler {istiin farmakokinetik Ozelliklere sahiptirler ve
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marbofloksasin bronkoalveoler dokuya iyi geger. Amerika Birlesik Devletleri’nde
sadece kedi ve kopek i¢in kullanim alani bulsa da, Avrupa lilkelerinde ve tlilkemizde
sigirda kullanilan preparatlar1 vardir. Solunum yolu hastaliklarina oldukca duyarli
olan sigirlarda bakteriyel hastaliklarda antibiyotik kullanimi 6nem arz eder. Birlikte
ilag kullaniminin hastaliklarin tedavi siireglerine yardimci oldugu bilinmektedir. N-
asetilsistein solunum yolu hastaliklarinda balgam soktiiriicii olarak kullanilan ayrica
antioksidan etkisi oldugu bilinen bir maddedir. Ucuz kolay ulasilabilir oldukc¢a
giivenli bir ilagtir. Yapilan literatiir taramalarinda marbofloksasin ve N-asetilsisteinin
birlikte sigir trakea epitel hiicre kiiltiirlinde etkilerini arastiran bir calismaya
rastlanilmamustir. Bu ¢alismanin amaci marbofloksasin ve N-asetilsisteinin birlikte

kullanilmasinin sigir trakea epitel hiicreleri lizerine etkisini arastirmaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan ila¢ ve Kimyasal Maddeler

e Marbofloksasinin, (> %98 Saflik; Sigma), DMSO’da ¢ozdiiriildii.

e N-Asetilsistein (Sigma), distile suda ¢ozduriildi

e 1X Tripsin (%0,25), EDTA (%0,05) B soliisyonu (Biological industries, 03-052-
1A),

e % lpenisilin/sStreptomisin Cozeltisi (Penisillin G Sodyum tuzu:10000 Units/MI,
Streptomisin Siilfat 10mg/MI, Biological industries, 03-031-1b),

e Fotal sigir serumu (Biological industries, 04-007-1A),

e Dimetilsiilfoksid (DMSO) (Sigma),

e 1X Triton(%0,25),EDTA(%0,05) B Solusyonu, Biological Industries BP151-500

e Izopropanol (Sigma),

e MTT (4,5-Dimetiltiyazol-2-i1)-2,5-Difeniltetrazolyum, Bromiir (Ambresco-Life
Science),

e PBS (Phosphate buffer saline, 7.4 pH, 1X), Biological Industries 02-023-
1A10010-13

e Fotal Sigir Serumu (FBS), Gibco 10500-064

e PBS (Phosphate buffer saline, 7.4 pH, 1X), Biological Industries 02-023-
1A10010-13

e % 1 penisilin/streptomisin ¢ozeltisi (Penisillin GSodyum Tuzu:10000 units/ml,
Streptomisin Siilfat 10mg/ml), Biological Industries 03-031-1B

e DMEM (1x) Dulbecco“sModified Eagle Medium 4.5g/L. D-Glucose, L-
Glutamine (+) Pyruvate, Biological Industries 01-052-1A
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2.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

e Otoklav (Niive OT 23B- Tiirkiye)

e Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet,
Labor Ildam, Tiirkiye)

e Inverted mikroskop (Leica DM6000B, Almanya)

e Otoklav (Niive OT 23B- Tiirkiye)

e Vortex (Heidolph- Reax top, Almanya)

e Hiicre Kiiltiirti Flasklar1 (25, 75°1ik), Sarstedt

e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasi, Sarstedt

e Kiriyotiip (Hiicre Kiiltiirli i¢in),Sarstedt

e Hemositometri (Invitrogen-Countess, USA)

e Pipet ucu (10-200 pl*“lik sar1 ve 100-1000 pl“lik mavi),Italian Spa

e Ependorf tiip (1.5 ml), Lp Italiana

e Steril filtre (0.22 um), MS®PES Syringe Filte

e Steril Falkon Tiipler (15-50 ml) NEST Scientific

e 48 Kuyucuklu plate (Corning, ABD)

e Filtreli Pipet Uglar, Sarstedt

e Maske Yerli

e Steril Santriftij Tiipii (Corning, ABD)

e Nitril Eldiven Yerli

e [aminar Akimli Kabin Holten.1,8

e 37°C %5 CO2’li Etiiv Niive

e JuLi Hiicre Mikroskobu NanoEntek

e SpectraMax i3 Spektrofotometre Molecular Devices (USA)

e Mikropipet 25uL Eppendorf

e Mikropipet 10uL Eppendorf

e Mikropipet 1uL Eppendorf

e Mikropipet 1000ul Eppendorf

e Mikropipet 100ul Eppendorf

e Mikropipet 25ul Eppendorf
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2.3. Hiicre Kiiltiirii izolasyonu

Calismada Ankara ili sinirlart igindeki yerel bir mezbahanede kesilen 12-36 aylik,
erkek Simental irki sigirlardan steril tekniklerle alinan trakealarin {ist kismindaki
1/4liik bolgesi kullanildi. Hiicre kiiltiiri caligmalarinda 3 adet Simental erkek sigir

trakeasindan alinan epitel dokulardan primer hiicreler iiretildi.

Steril pens ve makas ile c¢ikartilan trakea Once %lbatikon-serum fizyolojik
sollisyonuna batirildi, hemen sonrasinda da serum fizyolojik i¢ine batirildi, ve
ardindan i¢inde serum fizyolojik soliisyonu bulunan steril cam fanusa aktarildi. Bu
steril fanus, polistiren kutuda buz kasetleri (0 °C) ile birlikte Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’ nda bulunan hiicre
kiiltiirii laboratuvarina ulastirildi. Trakea epitel doku Ornekleri; laminar akish
kabinde antibiyotikli PBS ile yikandiktan sonra, petrilere konularak steril pens ve
bistiiri yardimi ile bag dokusu pargalarindan ayirildi ve steril petri kutularinin igine
birakildi. Trakea epitel dokusundan; epitel hiicrelerini izole etmek igin drnekler steril
bistiirt makas ve pens yardimi ile mekanik olarak kazinarak ¢ok kiigiik parcalara
béliindii. Daha sonra bu pargalar; 25 cm?’lik kiiltiir flasklarina yerlestirildi ve iizerine
3 pg/mL besiyeri (%79 DMEM-F2, %20 fotal sigir serumu, %]l penisilin-
streptomisin) ilave edilip etiivde (%5 CO2/hava, 37°C ve >%90 nem) inkiibe edilmek
tizere yerlestirildi. Sigir trakeasi ve epitel doku pargalarinin iizerine besi yeri ilave

edilmesi Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

Birer saat arayla mikroskopta incelenen hiicrelerin artarak g¢ogaldigi
gozlendi. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildi. Besi yeri konulduktan 2 saat sonra
sigir epitel hiicrelerin Juli (NanoEntek) canli hiicre mikroskobu ile ¢ekilmis

goriintiileri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Besi yeri konulduktan 2 saat sonra sigir epitel hiicrelerin Juli (NanoEntek)
canli hiicre mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiileri.

2.4. Sitotoksisite Testi (MTT)

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir), hiicre canlilig
metabolik aktivite Olglimlerinin elde edilmesine dayanan bir testtir. Test

malzemesinin, hiicre kiiltiirlerindeki hiicre ¢ogalma derecesi ve hiicrelerin morfolojik

19



nitelikleri iizerinde olusan etkisinin kontrol gruplar1 kullanilarak degerlendirildigi
yontemdir (Oya, 2020). Tiim sitotoksisite testlerinde, test sisteminin toksik olmayan

bir ortam, steril ve tekrar tekrar yapilabilir olmasi dnemlidir.

MTT testi i¢cin 96 kuyucuklu plate kullanildi. Hiicre kiiltiirii izolasyonu kisminda
anlatildig1 lizere hiicreler tiretildi. Sigir trakea epitel hiicreleri; Juli br hiicre sayimi
kullanilarak hesaplanan hiicreler, her kuyucukta 1X10° hiicre (100 pL) olacak
sekilde 96 kuyucuklu plate’e ekildigi saptandi. Hiicreler, etiivde (%5 CO2/hava,
370C ve >%90 nem) inkiibe edildi. Bu inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede
bulunan hiicre vasatlar1 dokiildii. 0.1 ve 1 mM N-asetilsistein derisimleri (Mata vd.,
2017) g tekrarli olacak sekilde belirlenmis olan hiicre kuyucuklarinin iizerine
uygulandi. Etiive yerlestirildi ve 2 saat inkiibe edildi. Hiicre kiiltiiriinde maksimum
ulasilan dmso konsantrasyonu % 0.5’dir. Bu DMSO ile daha énceden ¢ozdiiriiliip
%99,5 besi yeri ile sulandirilmalart yapilan 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 pg/Ml
marbofloksasin dozlar1 (Lidia vd., 2013) hem tek basina hem de N-asetilsistein ile
inkiibe edilmis kuyucuklar lizerine uygulandi. Pozitif kontrol grubu olarak; bir kisim
hiicre kuyucuklari iizerine medium uygulamasi, negatif kontrol grubu olarak 1 x
Triton-X uygulamas: yapildi. Ayrica da bir kisim kuyucuga marbofloksasin
sulandirimlaria benzer sekilde hazirlanmis DMSO derisimleri uygulandi. Hiicreler
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede bulunan hiicre
vasatlart atilip, kuyucuklara 25uL MTT (1 mg MTT kit iiriinii 1 mL Fenol Red’siz
besi yerinde ¢ozdiirlildii) ¢ozeltisi eklendi. Hiicreler, etiivde (%5 CO2/hava, 370C ve
>%90 nem) 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, 96 kuyucuklu platede bulunan
hiicre vasatlar1 atilip, 100 uLL. DMSO eklendi ve 96 kuyucuklu plate 1s1iktan korumali
hale getirilerek 30 dk boyunca vorteksde karigtirildi. Sonra spectraMax i3
spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga buyunda okutuldu.

Sitotoksisite degerlendirilmesi ise numune uygulanan hiicrelerdeki sitotoksisite %
olarak ifade edildi ve uygulanmayan, %100 canli kabul edilen PK grubu (Maksimal
Viabilite, Max V) ile %0 canli kabul edilen, Triton-X uygulanan NK grubuna
(Minimal Viabilite, Min V) gore Sitotoksisite (%) = [1- (test- MinV) / (MaxV-
MinV)] X 100 formiilii ile hesaplandi (Ulukaya vd., 2008).Bu hesaplamadan sonra
%350 inhibitdr konsantrasyon (IC50) degerlendirilmesi yapildi.
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2.5. ikili Boyama

Ikili boyamada Hoechst ve propodium iodide (PI) boyalar1 kullanilmaktadir. Hiicre
cekirdeginin boyanmasi ile apoptoz ve nekroz hiicreleri belirlenir (Cift¢i vd, 2013).
Hoechst boyasi ile normal hiicrelerin ¢ekirdegi DNA’ ya baglanarak hiicre
cekirdigine mavi renk verir; apoptoza ugrayan hiicreler ise parlak olmalari, ¢ekirdek
smirlarinin - bozulmasiyla ayirt edilir yani apoptoza maruz kalan hiicreler,
cekirdeklerinin niikleer pargalanmasi ve kromatin yogunlagmasindan dolay1
morfolojik degisiklige ugrar (Cift¢i vd, 2013). Florasan bir boya olan PI boyas1 ise
plazma membran biitiinligli olmayan nekrotik hiicrelerin hiicre zarmi gegtigi
icingekirdeklerinikirmiziya boyarken, normal hiicrelerin zarmi gegemedigi icin

boyayamaz (Cift¢i vd, 2013).

Ikili boyama i¢in Kirikkale ili smirlar1 i¢indeki bir mezbahaneden yine Simental 1rki
erkek sigirdan trakea alindi ve Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arasirma Merkezine getirilen trakea epitel dokusu yine
hiicre izolasyonu kisminda anlatildig1 gibi hiicreler iiretildi ve 24 saat etiivde inkiibe
edildi. Sigir trakea epitel hiicreleri; hemositometri cihazina yerlestirilip hiicre sayimi
yapildiktan sonra, her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu plate’e
ekildi. 0.1 ve 1 mM Ne-asetilsistein derisimleri (Mata vd., 2017) {i¢ tekrarli olacak
sekilde belirlenmis olan hiicre kuyucuklarinin iizerine uygulandi. Etiive yerlestirildi
ve 2 saat inkiibe edildi. Daha 6nceden DMSO ile ¢ozdiiriiliip %99,5 besi yeri ile
sulandirilmalart yapilan 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ug/mL marbofloksasin dozlar
(Lidia vd., 2013) hem tek basina hem de N-asetilsistein ile inkiibe edilmis
kuyucuklar tizerine uygulandi. Pozitif kontrol grubu olarak; bir kisim hiicre
kuyucuklar1 iizerine medium uygulamasi yapildi. Negatif kontrol grubu olarak
medium ve DMSO birlikte uygulandi. 48 kuyucuklu platedeki kuyucuklarda bulunan
hiicre vasatlart atilip, 70 pL ikili boyama soliisyonu (2 mg/mL Hoechst 33342, 100
pg/mL Riboniikleaz A, 2 pg/mL Propodium iodid) eklendi. ikili boyama soliisyonu
eklenen plate 1siktan tam korumali hale getirildi ve yine etiivde 15 dakika inkiibe
edildi. Etiivde inkiibe edilen platenin bu 15 dakikalik inkiibasyon sonunda; inverted
mikroskopta, DAPI filtresi uygulanarak apoptoza ugrayan hiicreler ve FITC filtresi
(480-520 nm dalga boyunda) uygulanarak nekroza ugrayan hiicrelerin
degerlendirmesi yapildi. Oncelikle tiim hiicreler sayildi. Apoptoza ugramis ve

nekroza ugramis hiicrelerde sayilarak bu sayilarin % degerleri hesaplandi.
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2.6. Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Sitotoksisite icin MTT testi; apoptoz ve nekroza ugramis hiicrelere ikili boyama
yontemi uygulanmustir. Ikili boyama metodu ve MTT testi en az ii¢ kez tekrarlanarak

yapilmistir.

Sunulan ¢aligmada %Sitotoksisite Microsoft Excel kullanilarak yapildi. IC 50 tespiti
icin testedilen dozlarin karsilig1 olacak yiizde sitotoksisite degerleri ile regresyon
egrisi cizildi. Excel kullanilarak yapilan klasik sigmoid-doz modellemelerine gore
en yiiksek olan egri iizerinden IC 50 hesaplamast yapildi. IC50 degerleri
ortalamatstandart sapma, elde edilen diger veriler aritmetik ortalama + standart hata
seklinde verilmistir. Sigir trakea epitel hiicre kiiltlirlinde, marbofloksasin,
marbofloksasin + 0.1 mM NAC ve marbofloksasin + 1 mM NAC uygulanan her doz
icin % canlilik hesaplanmistir. % canliliklarin karsilastirilmasinda ve ikili boyama
yonteminde marbofloksasin, marbofloksasin + 0.1 mM NAC ve marbofloksasin
+1mM NAC gruplarinin karsilastiriimasinda One Way ANOVA, gruplar arasi farkin
onemlilik kontrolii i¢in Duncan testi uygulanmistir. Yine hiicrelerin apoptoz ve
nekroz oranlar kendi i¢inde “student t testi” yapilarak degerlendirilmistir. Yapilan
analizlerde SPSS 15.0 paket programindan faydalanilmistir. P < 0.05 degeri onemli

olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Testi Bulgular

Sunulan tez c¢alismasinda marbofloksasin + ImM N-asetilsitein uygulanan sigir
trakea epitel hiicrelerinin, marbofloksasinve marbofloksasin + 0.1 mM N-asetilsistein
uygulanan si8ir trakea epitel hiicrelerine gore % canlilik sonuglarinin, uygulanan her
marbofloksasin dozunda istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil
3.1). 100 pg/mL marbofloksasin dozunda aradaki istatiksel farkin 6nemi P<0.05 iken
50, 25 ve 1.56 pg/mL uygulanan dozlarda 6nemlilik P<0.01, 6.25 ve 3.12 ug/mL
marbofloksasin de ise 6nemlilik P<0.001 olarak bulunmustur. Sigir trakea hiicresinin
canli hiicre mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiileri Sekil 3.2-3-4 de verilmistir. Sonug
olarak 1 mM NAC inkiibasyonu marbofloksasin uygulamasmin % canliligini
istatistiksel ~olarak artirirken, 0,dmM N- asetilsistein istatistiksel olarak

marbofloksasin uygulamasinin% canlilig1 etkilememistir (P>0.05).
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Sekil 3.1. 2° Farkli harfler arasindaki fark onemlidir

1,56 pg/ml -100 pg/ml aras1 dozlarda marbofloksasin, marbofloksasin + 0.1mM NAC ve
marbofloksasin + ImM NAC’ 1n sigir trakeal epitelyum hiicrelerine ait % canlilik. *:P<0.05,
**:P<0.01, ***:P<0.001
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Cizelge 2.1. Sig1r trakeasina uygulanan Marbofloksasin ve NAC’ 1n ICso Sonuglari

I1Cs0
Marb 11,02+0,63
Marb + NAC 0,1mM 17,05+1,35
Marb + NAC 1mM 67,51+0,59

Marb: Marbofloksasin, NAC: N- Asetilsistein, veriler ortalama +standart sapma seklinde verilmistir.
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Sekil 3.2. Sigir trakea hiicresinin goriintiileri

A.Si1g1r trakea hiicresinin 24 saat inkiibasyonunun Juli (NanoEntek) canli hiicre mikroskobu ile
cekilmis goriintiisii, B. Marbofloksasinin 3,12 pg/mL konsantrasyonunun sigir trakea hiicresinin
goriintiisti, C. Marbofloksasinin 0,78 pg/mL konsantrasyonunun sigir trakea hiicresinin goriintiisi,
D.Marbofloksasinin 100 pg/mL konsantrasyonunun sigir trakea hiicresinin goriintiisii.
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Sekil 3.3. Marbofloksasin ile N-Asetilsisteinin sigir trakea hiicresine etkilerinin
goruntisu

Marbofloksasin ile N-Asetilsistein konsantrasyonlarinin birlikte uygulandigi sigir trakea hiicresine
etkilerinin 24 saat inkiibasyonu sonucundaki Juli (NanoEntek) canli hiicre mikroskobu ile gekilmis
goriintiileri. A. Marbofloksasinin 100 pg/mL + NAC 1mM konsantrasyonlarinin sigir trakea hiicresine
etkilerinin goriintiisii, B. Marbofloksasinin 50pg/mL + NAC 0,1mM konsantrasyonlarinin sigir trakea
hiicresine etkilerinin goriintiisii, C. Marbofloksasinin 25pug/mL + NAC 0,1mM konsantrasyonlarinin
sigir trakea hiicresine etkilerinin goriintiisii, D. Marbofloksasinin 50 pg/mL + NAC 0,ImM
konsantrasyonlariin sigir trakea hiicresine etkilerinin goriintiisii
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D
Sekil 3.4. Sigir trakea hiicresi PK, DMSO, NAC

A. Sigir trakea hiicresi pozitif kontrol Juli (NanoEntek) canli hiicre mikroskobu ile g¢ekilmis
goriintiisii, B. Sadece DMSO (% 0,5lik konsantrasyonu)’nun uygulandigi sigir trakea hiicresine
etkisinin goriintiisti, C. N-Asetilsisteinin 0,1mM konsantrasyonunun sigir trakea hiicresine etkilerinin
24 saat inkiibasyonu sonucundaki goriintiisii, D. N-Asetilsisteinin 1mM konsantrasyonunun sigir
trakea hiicresine etkisinin 24 saat inkiibasyonu sonucundaki goriintiisii
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3.2. Ikili Boyama Bulgular

Sunulan caligmada ikili boyama sonuglarmin apoptoza ugramis hiicrelerin yiizdesi
her doz kendi arasinda karsilastirilmis ve gruplar (Marbofloksasin,
marbofloksasin+0,1 mM NAC ve marbofloksasint ImM NAC) arasinda istatistiksel
bir fark bulunamamistir (P>0,05). Sekil 3.5’de 3,12 pg/mL-100 pg/mL arasi
dozlarda marbofloksasin, marbofloksasin + 0.1mM NAC ve marbofloksasin + 1mM

NAC’1n s1g1r trakeal epitelyum hiicrelerine ait% apoptoz indeksi sunulmustur.

12
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3 8 Marbofloksasin
c
N
2 6 .
2 Marbofloksasin+0,1 mM
o NAC
< 4
X Marbofloksasin+1 mM
NAC
2
0

100 50 25 12,5 6,25 3,12
ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL

Sekil 3.5. 3,12 pg/ml -100 pg/ml arasi dozlarda marbofloksasin, marbofloksasin +
0.1mM NAC ve marbofloksasin + ImM NAC’ 1n sigir trakeal epitelyum hiicrelerine
ait % apoptoz indeksi.

Nekroza ugramis hiicrelerin yiizdeleri karsilastirlldiginda ise 100 pg/mL
marbofloksasin + 0.1 mM NAC istatistiksel olarak (P<0,05), 100 pg/mL
marbofloksasin + 1 mM NAC ise sayisal olarak nekrotik indeksi 100 pg/mL
marbofloksasine gore azaltmistir. 50 ug/mL marbofloksasin + 0,1 mM NAC ve 50
pg/mL marbofloksasin + 1 mM NAC istatistiksel olarak nekrotik indeksi 50 pg/mL

marbofloksasine gore azaltmistir (P<0,05) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. #°: Farkl1 harfler arasindaki fark énemlidir. 12,5 pg/ml -100 ug/mL aras1
dozlarda marbofloksasin, marbofloksasin + 0.1mM NAC ve marbofloksasin + 1mM
NAC’ 1n s181r trakeal epitel hiicrelerine ait % apoptoz indeksi

Marbofloksasin uygulamalarinin apoptoz ve nekroz yiizdeleri karsilastirildiginda
6.25 ve 3.12 pg/mL dozda hiicrelerde nekroz olgusuna rastlanmamistir. 100 ve
50pg/mL marbofloksasin uygulanan sigir trakea hiicrelerinde apoptoz ve nekroz
yiizde indeksleri arasinda istatistiksel olarak nekrozun daha fazla oldugu saptanmistir
(P<0,05). 0.1 ve 1 mM NAC ile beraber 12.5 pg/mL, 6.25 ve 3.12 pug/mL
marbofloksasin uygulamasinda nekroz olgusuna rastlanmamistir. Bazi apoptoz ve
nekroz hiicrelerinin Inverted Microbu ile ¢ekilmis goriintiileri Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9°
de gosterilmistir. Istatistiksel olarak marbofloksasin 100pg/mL+NAC 1 mM,
marbofloksasin 50ug/mL+ NAC 1 mM, marbofloksasin 25ug/mL+ NAC 1 mM
uygulamalarinda % nekroz indeksi, % apoptoz indeksinden biiyiikk olarak
bulunmustur (P<0,05). Farkli olarak Marb 12.5 pg/mL+ NAC 1 mM uygulamasinda
(P<0,05) ve Marb 6.25pug/mL+ NAC 1 mM uygulamasinda (P<0,01) % apoptotik
indeks nekrotik indeksten istatistiksel olarak biiylik olarak bulunmustur (Cizelge
3.1).

28



Cizelge 3.1. Sig1r trakeasina uygulanan marbofloksasin ve NAC’ 1n % apoptoz ve
nekroz sonuglari

Uygulama Apoptoz% Nekroz%
Marb 100pg/mL 4,43+3,15 41,75+9,75*
Marb50pg/mL 4,02+1,28 25,29+6,31*
Marb25ug/mL 3,11+0,59 6,44+1,94
Marb12,5ug/mL 1,33+1,33 7,56+5,53
Marb6,25ng/mL 1,33+0,33 0
Marb 3,12 pg/mL 0,45+0,45 0
NAC 0,1 mM 0,55+0,55 0,55+0,55
NAC 1 mM 0 0
Marb 100pg/mL+ NAC 0,1 mM 7,86+2,81 9,97+5.4
Marb 100ug/mL+NAC 1 mM 11,15+2,57 24,7241,81%*
Marb50pg/mL+ NAC 0,1 mM 3,59+1,60 9,29+1,38
Marb50pg/mL+ NAC 1 mM 3,44+1,07 9,30+1,61*
Marb25ug/mL+ NAC 0,1 mM 3,8943,02 9,05+5,35
Marb25pg/mL+ NAC 1 mM 0 3,17+0,44*
Marb12,5ug/mL+ NACO0,1 mM 7,48+3,32 0
Marb12,5ug/mL+ NAC 1 mM 6,40+1,68* 0
Marb6,25ug/mL+ NACO0,1 mM 1,7240,55 0
Marb 6,25pg/mL+ NAC 1 mM 1,90+0,06** 0
Marb 3,12pg/mL+ NACO0,1 mM 2,20+0,78 0
Marb 3,12pg/mL+ NAC 1 mM 1,14+0,59 0
Pozitif Kontrol 100 100
Negatif Kontrol 0,67+0,67 0

Marb: Marbofloksasin, NAC: N Asetilsistein, *:P<0.05, **:P<0.01 Aym satirlar arasindaki fark
Onemlidir.
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Sekil 3.7. Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen si8ir trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
goriintiileri

Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan Marbofloksasin ve N-Asetilsisteinin farkli
dozlarmin birlikte uygulandiktan sonra ikili boyamadan elde edilen sigir trakea hiicresine ait apoptotik
ve nekrotik hiicrelerinin Leica DM6000 Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede ¢ekilmis goriintiileri
verilmistir. Oklar nekroz ve apoptoza ugramis hiicreleri gostermektedir. A. Marbofloksasin 50 pg/mL
+ NAC 0.1mM dozlarinda apoptotik hiicrelerin goriintiileri, B. Marbofloksasin 50 pg/mL + NAC 0,1
mM dozlarinda nekrotik hiicrelerin goriintiileri, C. Marbofloksasin 50 pg/mL + NAC 1 mM
dozalarinda apoptotik hiicrelerin goriintiileri, D. Marbofloksasin 50 pg/mL +NAC 1 mM dozlarinda
nekrotik hiicrelerin goriintiileri.
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Sekil 3.8. Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen sig1ir trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicrelerin
goriintiileri

Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde edilen sigir trakea
hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicrelerinin Leica DM6000 Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede
¢ekilmig goriintiileri verilmigtir. Oklar nekroz ve apoptoza ugramis saglikli hiicreleri gostermektedir.
A. Marbofloksasine ait 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin  goriintiileri, B.
Marbofloksasine ait 100 pg/mL konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin goriintiileri, C. Sigir trakea
hiicrelerinde Marbofloksasine ait 100 ug/mL konsantrasyonu ile N-Asetilsisteine ait 1mM
konsantrasyonunun birlikte uygulandiginda apoptotik hiicrelerin goriintiileri, D. Marbofloksasine ait
100 pg/mL konsantrasyonu ile N-Asetilsisteine ait 1mM konsantrasyonunun birlikte uygulandiginda
nekrotik hiicrelerin goriintiileri.
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Sekil 3.9. Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili boyamadan
elde edilen sigir trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicrelerin goriintiileri

Hoechst ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde edilen sigir trakea
hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicrelerin Leica DM6000 Inverted Mikroskopta 20X biiyiitmede
cekilmis gorintiileri verilmigtir. A. N-Asetilsisteine ait 0,1 mM konsantrasyonunda apoptotik
hiicrelerin goriintiileri, B. Negatif kontrol grubunda hiicrelerin goriintiileri. C. Pozitif kontrol grubunda

apoptotik hiicrelerin goriintiileri.

32



4. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda florokinolon grubu bir antibiyotik olan marbofloksasinin, NAC
ile birlikte sigir trakea epitel primer hiicre kiiltiiriinde apoptotik, nekrotik ve

sitotoksik etkileri arastirilmistir.

Beseri ve veteriner hekimlikte antibiyotik sagaltiminin temel amaci hastalik kaynagi
olan patojenlerin yok edilmesidir. Bununla birlikte, antimikrobiyal sagaltimda direng
riskinin en aza indirilmesi gerekir. Bu amagla kullanilan antimikrobiyal maddeler
arasinda veteriner sahada kullanilan florokinolonlar da bulunmaktadir (Kroemer,
Galland, Guerin-Faublee, Giboin,ve Woehrle-Fontaine, 2012). Kinolon grubu
antibiyotikler Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerden kaynakli enfeksiyonlarin
sagaltiminda kullanilan genis etki spektrumlu antibiyotik olmalarinin yaninda yan
etkilerinin kiyasla az olmalarindan dolay1 sahada siklikla kullanilmaktadirlar (Giinal
ve Erdem, 2014). Florokinolon antibiyotikler doku ve hiicrelerde dagilimi iyi olan
ilaglardir. Oyle ki makrofaj ve nétrofillerde hiicre i¢i konsantrasyonlari, plazma

konsantrasyonlarinin 4-10 kati oldugu saptanmustir (Papich ve Riviere, 2001).

Sigir solunum yolu hastaliklar1 ve mastitis olgulari, diinya capinda sigirlarda
antimikrobiyal madde kullaniminin iki ana nedenidir. ABD'de antibiyotik tedavisinin
en yaygin nedeni solunum yolu hastaliklaridir (Stokstad vd. 2020). Yapilan bir
caligsmada, sigir solunum yolu hastaligi olan 231 sigira 10 mg/kg marbofloksasin tek
doz Ki uygulamasmin sagaltimda etkili ve giivenli oldugu saptanmustir
(Grandemange, Fournel, Giboin, ve Woehrlé, 2012). Hayashi vd., (2012) Ki 2
mg/kg tek doz marbofloksasinin buzagilarda bronkoalveolar bolgede iyi dagildigini

gostermislerdir.

Hiicre canliligi, birim numunedeki saglikli hiicre sayisi olarak tanimlanir. Hiicre
canliligmin oSlgiilmesi, tim hiicre kiiltiiri formlart i¢in 6nemlidir(Kamioglu, Sari,
Ozdal ve Capanoglu, 2020). Hiicrelerin canlilik seviyeleri ve cogalma oranlari, hiicre
saghiginin indikatorleridir. Fiziksel ve kimyasal maddeler hiicre sagligimi ve
metabolizmasin1 etkileyebilir. Bu maddeler hiicre zarlarmin yikimi, protein

sentezinin engellenmesi, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma,
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polideoksiniikleotid uzamasmin inhibisyonu, enzimatik reaksiyonlar gibi farkli
mekanizmalarla hiicrelerde toksisiteye neden olabilir (Aslantiirk, 2018). Hiicre
proliferasyonu hiicrelerin boliinmesi sonucu gergeklesen bir olay olup, proliferasyon
hizi kanser gibi bazi hastaliklarin tespitinde Onemlidir (Terzioglu, Keskin ve
Demirel, 2013).

Enrofloksasin, siprofloksasin, difloksasin, sarafloksasin, danofloksasin, norfloksasin
ve marbofloksasinin sitotoksik potansiyelini fare fibroblastlart Balb/c 3T3 ve insan
hepatoma HepG?2 hiicre hatlar1 kullanilarak arastiran bir ¢aligmada; hiicreler, 0,78 ila
100 pg/mL arasinda degisen sekiz farkli konsantrasyondaki florokinolonlara 24, 48
ve 72 saat siireyle maruz birakilmistir. Marbofloksasinin fare fibroblastlar1 Balb/c
3T3 deki MTT sonuglarina bakildiginda 24 saat sonundaki etkili sitotoksik
konsantrasyon (EC)so degeri 19.6 = 2.4 pg/mL, 48 saat sonunda 16.2 + 7.4 pug/mL,
72 saat sonra ise 8.2 = 1.1 pg/mL olarak saptanmistir. Insan hepatoma HepG?2 hiicre
hatlar1 kullanilarak yapilan caligmada ise 24 ve 48 saat sonunda ECso degeri
saptanamamig 72 saat sonunda ise bu deger 85.0 = 8.2 ug/mL olarak bulunmustur
(Lidia, Maria ve Sylwia, 2013). Ferreira, Myiagi, Nogales, Campos ve Lage-
Marques (2010) insan diseti fibroblast hiicre kiiltlirlinde farkli inkiibasyon
zamanlarinin (24, 48, 72 ve 96 saat)ve konsantrasyonlarda (5, 50, 150 ve 300 mg/L)
siprofloksasin, klindamisin ve metronizdazoliin etkilerini degerlendirmek i¢cin MTT
testi ile sitotoksik etkiyi calismis ve sitotoksik etkinin doza bagimli oldugunu ve
hiicre canliliginin ilk 24 saate en yiiksek oldugunu gostermislerdir. Sunulan tez
caligmasinda ise 24 saat sonunda marbofloksasin inhibitér konsantrasyonun (IC)so
marbofloksasin i¢in 11,02+0,63 pg/mL olarak hesaplanmistir. Diger caligmalarla
uyumlu olarak hiicre canliligt doza bagimlilik gostermistir. Holtom vd. (1999)
MC3T3-E1 osteoblast benzeri hiicre kiiltiiriinde levofloksasin, siprofloksasin ve
travafloksasin florokinolonlarin biiylime ve hiicre dis1 matris minerilazasyonu
lizerine inhibitor etkilerini arastirmislar ve levofloksasinin 48 ve 72 saatte 1Cso degeri
80 pg/mL, siprofloksasin i¢in 40 pg/mL, travofloksasinin ise 0,5 pg/mL olarak
bulunmustur. Siprofloksasinin bes farkli hiicre hatt1 {izerindeki antikanser etkisini
kontrol etmek igin yapilan bir arastirmada siprofloksasin 10-1000 pg/mL doz
araliginda insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti A549, insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre hattt HepG2, insan ve fare melanom hatt (A375.S2 ve

B16) ve sigan glioblastoma hatti C6 iizerinde denenmistir. MTT testi sonucunda
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siprofloksasin, konsantrasyona ve zamana bagli bir sekilde A549 hiicrelerinin
morfolojik degisikliklerine ve canliliginin azalmasina neden olmustur. A375.S2 ve
B16 hiicre hatlarinda siprofloksasinin sitotoksisitesi gdzlemlenmistir, ancak A375.S2
ve B16 kiiltiirlerinden tiim hiicreleri yok edilememistir. HepG2 hatt1 siprofloksasine
duyarli bulunmus, ancak bu etki konsantrasyon ve inkiibasyon siiresinden bagimsiz
olarak gelismistir.C6 hiicreleri siprofloksasine duyarsiz olarak saptanmistir
(Kloskowski vd., 2011). Bu calismalar, hiicre kiiltiirii farkliliklarin, inkiibasyon
zaman1 konsantrasyon ve madde farkliliklarinin da hiicre canlilig1 iizerinde farklh

sonuglar dogurabilecegini gostermektedir.

Hava yolu epitel hiicrelerinde apoptoz, LPS'ye veya alerjen maruziyetine yanittaki
major yaralanmalara bagli olarak ortaya ¢ikabilecek hava yolu epitelindeki
hiperplastik degisikliklerden sonra hiicre sayilarini azaltmada islev goren énemli bir
mekanizmadir (Tesfaigzi, 2006). Marbofloksasinin iyilestirici etkisi, Leishmania
infantum promastigotlar1 ve kopek monosit tiirevli makrofajlarin varliginda in vitro
olarak degerlendiren bir calismada Leishmania promastigotlarinin ve hiicre igi
amastigotlarin marbofloksasin tarafindan Oldiiriilmesinin doza bagimli oldugu
gozlemlenmistir. 500 pg/mL marbofloksasin ile kopeklerle enfekte makrofajlarin 48
saat boyunca basarili tedavisinin miimkiin oldugunu saptanmistir. Calismada
marbofloksasinin in vitro olarak enfekte makrofajlarda 500 pg/mL'de toksik olmadig:
ve higbir hiicre apoptoz olusturmadigi saptanmistir (Vouldoukis vd. 2006).Sunulan
caligmada ise 3.12 - 100 pg/mL marbofloksasin uygulamalarinda (100 pg/mL'de %
4.43+3.15) apoptoz olusumu goézlenmistir. Deney hiicre kiiltiiriiniin farkli olmasi,
inkiibasyon siiresi (24 saat) ve pasajlamadaki farkliliklarin bu sonuglardaki farkliliga
neden olabilecegi diistintilmistiir. Tiimor nekroz faktorii/reseptoriiniin (TNF/TNFR1)
sinyal yolunun marbofloksasin kaynakli kondrositlerin erken apoptozunda yer alip
almadigin1 arastirmak icin kopek jiivenil kondrositleri 0, 20, 50 ve 100 pg/mL
marbofloksasin ile tedavi eden bir ¢alismada kondrositlerin 2, 8 ve 24 saatteki
apoptoz oranlarinin konsantrasyona ve zamana bagli bir sekilde onemli OSlgiide
arttigin1 - gostermistir. 20100 pg/mL marbofloksasin ile tedavi edilen kdpek
kondrositlerinde TNF/TNFR1 sinyal yollarindaki apoptoz ile iligkili faktorlerin
MRNA seviyeleri ve TNFa ve TNFR1 protein seviyeleri artarken TNFR1 gen

susturma kondrosit apoptozunu onemli Ol¢lide azaltmig, 8 saatte 100 ug/mL
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marbofloksasin tedavisinden sonra TNF/TNFRI1 asagi akis sinyal molekiillerinin

mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi saptanmistir (Li vd., 2019).

Birhanu, Park, Lee, Hossain ve Park (2018), Caco-2 and RAW 264.7 hiicrelerinde
metil gallatin tek basina veya marbofloksasinin ile kombinasyon halinde konakgi
hiicrelerde bakteri tutunmasini, girigini ve hiicre i¢i sagkalimini 6nlemede in vitro

etkileri oldugunu bildirmislerdir.

Sistein On ilact NAC farmakolojik bir antioksidan ve hiicre koruyucu olarak ¢ok
yaygin kullanilmaktadir. NAC'dan tiiretilen sisteinin hidrojen stlfiir iiretmek igin
kiikiirtten arindirildigini ve bunun da agirlikli olarak mitokondri i¢inde siilfan kiikiirt
tiirlerine oksitlendigini gosteren bir ¢alismada, 3-merkaptopiruvat kiikiirttransferaz
ve siilfid:kinon oksidorediiktaz tarafindan fiiretilen siilfan kiikiirt tiirlerinin, NAC
tarafindan olusturulan antioksidatif ve hiicre koruyucu etkilerin gercek aracilari olma
olasiligin1 gosteren kanitlar sunulmustur (Ezerina, Takano, Hanaoka, Urano ve Dick,
2018). Hava yolu enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu hem akut hem de kronik
olaylarda rastlanir ve sistemik antibiyotiklerle eradike edilmesindeki zorluktan dolay1
baska ilaglarin kullanilmasi yararli olabilir. In vitro c¢aligmalar NAC'!m iyi
antibakteriyel ozelliklere ve biyofilm olusumuna miidahale etme yetenegine sahip
oldugunu gdostermektedir (Blasi vd., 2016). Son ve Bae (2021) otitis eksternali
kopeklerden izole edilen Pseudomonas aeruginosa'ya karsi farkli antimikrobiyal
maddelerle NAC’ 1 in vitro sinerjistik etkinligini degerlendirmis ve NAC tek basina
antimikrobiyal ve antibiyofilm yetenekleri gosterse bile NAC ve enrofloksasin,
polimiksin B ve gentamisin antibiyotiklerin kombinasyonu, Pseudomonas
aeruginosa'ya kars1 onemli bir sinerjistik etki gostermedigini belirtmistir. Kolistin ve
NAC’1 Stenotrophomonas maltophilia’ a karsi kullanan bir ¢alismada NAC’ i
kolistin direnci gelistirme mekanizmasimni Onleyerek sinerjizma olusturdugunu
gostermislerdir (Ciacci vd., 2019). Bu calismalar NAC’1n antibiyotiklerle birlikte
kullaniminin antibiyotik ¢esidine bagli olarak farkli etkinliklere yol agtigini isaret

etmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda 1mM NAC marbofloksasinde % canlilig1 tek basina
marbofloksasin kullanimina gore arttirmistir. Ayrica NAC’ 1n tek basina 0.1 mM
uygulanmasinda %0.55 nekroz, %0.55 apoptoz, 1mM ise ne apoptoz ne de nekroz
olgusuna rastlanilmamigtir. 100pug/mL marbofloksasin + 0.1 mM NAC istatistiksel

olarak 100 ug/mL marbofloksasin + 1 mM NAC ise sayisal olarak nekrotik indeksi
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100 pg/mL marbofloksasine gore azaltmistir. 50 pg/ml marbofloksasin + 0,1 mM
NAC ve 50 pg/mL marbofloksasin + 1 mM NAC istatistiksel olarak nekrotik
indeksi 50 pg/mL marbofloksasine gore azaltmistir. Antibiyotiklerle NAC’1n beraber
kullanimi ile farkli goriislerden yola ¢ikilarak yapilan bir ¢alismada NAC farkh
antibiyotiklerin aktivitesi lizerindeki modiile edici etkisi, Pseudomonas aeruginosa'da
incelenmistir. Arastirmacilar raporlarin aksine, yalnizca imipenem aktivitesinin
NAC'den agikea etkilendigini belirtmislerdir (Rodriguez-Beltrana vd., 2015). Teskey
vd (2018), NAC tedavisinin hiperaktif hiicresel yangiyr durdugu ve TNF-a
seviyelerini modiileettigini bildirmislerdir. Ayrica ayni arastirmacilar NAC/GSH
takviyesinin, sitokin modiilasyonu yoluyla Mycoplasma tuberculosis’e dogustan
gelen ve adaptif bagisiklik tepkilerine yardimci olabilecegini vurgulamiglardir. Bizim
calisgmamizda bakteriyel etkinlik denenmemistir ancak NAC ve marbofloksasin
beraber trakea epitelinde hiicre canliligimi artirarak faydali olabilecegi yoniinde

bulgular elde edilmistir.

Sonug olarak antibiyotikler profilaktik, cerrahi oncesi ve sonrasi ya da bakteriyel
nedenli hastaliklarda kullanim yeri bulan ¢ok 6nemli bir ilag grubudur. Bu grup
icinde genis spektrumlu olmasi ile daha ¢ok tercih edilen florokiniolon grubu
antibiyotikler ve bir¢ok sentetik tiirevi veteriner hekimlikte ve beseri hekimlikte sik
sik kullanilan ilaglardir. Marbofloksasin florokinolon grubu bir antibiyotik olup,

solunum yolu enfeksiyonlarinda veteriner pratikte kullanilmakta olan bir ilagtir.

Akiler ilag kullanimi, hem ekonomik hem de tedavi yoniinden ¢ok 6nemli basarilar
saglamaktadir. Kombine ila¢ kullanimi ile sinerjizma, yan etkilerin azaltilmasi ve
hastanin hastalig1 rahat ve kolay atlatmasi saglanabilmektedir. Ozellikle NAC ile
antibiyotiklerin beraber kullanilmasinin getirecegi sonuglar1 dogru saptamak klinikte
basarili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Sunulan tez
caligmasinda marbofloksasin ile NAC’ 1n beraber kullanilmasi hiicre canliligin
artirmigtir. Bunun yani sira nekroz olgusunun da azalmasina kismen yardimeci
olmustur. Bu sonug¢lar marbofloksasin ve NAC’m beraber kullanimimin oldukg¢a

faydali oldugunu isaret etmektedir.

Marbofloksasin ve NAC’mn beraber kullanilmasinda olusturacagi etkinin bakteri
poplilasyonuna etkisinin de ayrica degerlendirilmesi, in vitro ¢aligsmalar yaninda in

vivo ¢alismalarla da sonuglarin desteklenmesi onerilmektedir.
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