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OZET

Amag: Ertapenem ve doripenem karbapenem ailesinin
yeni iiyeleri olan ajanlardir. Antimikrobik ajanlarin
etkinligi, yalnizca mikroorganizma iizerine direkt etkile-
rine degil, konagin immiin sistem fonksiyonlarina da
baghdir. Calismamizda, ertapenem ve doripenemin ist
ile inaktive edilmis Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa ile uyarilmis insan mononiikleer hiicrelerin-
den sitokin iiretimi iizerine olan etkilerinin aragtirilmasi
amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem: Mononiikleer hiicreler ist ile inaktive
edilmis mikroorganizmalarla uyarildiktan sonra ertapenem
ve doripenem hiicre kiiltiiriine eklenmistir. Inkiibasyondan
sonra iist swvida interlokin-6 (IL-6), IL-10, IL-17, IL-23,
interferon-gama (IFN-y ), tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a.)
ve transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-f31) sitokin
diizeyleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular: TGF-f diizeyleri ertapenem ve doripenem
iceren kuyucuklarda bu ajanlart icermeyen kuyucuklara
gore anlamlt diizeylerde artis gostermistir. Diger sito-
kinlerin diizeylerinde anlamli bir degisiklik olusmamus-
fir.

Sonug¢: TGF-f immiinregiilatuvar ve anti-inflamatuvar
etkili bir sitokindir. TGF-f3’nun ertapenem ve doripene-
min anti-inflamatuvar etkisinin olusumunda onemli bir
rolii oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, ertapenem ve
doripenemin direkt immiinmodiilator etkilerinin oldugu
belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Ertapenem, doripenem, sitokin

SUMMARY

Influence of Ertapenem and Doripenem on Cytokine
Secretion from Human Peripheral Blood Mononuclear
Cells

Objective: Ertapenem and doripenem are the new mem-
bers of the carbapenem family. Activity of antimicrobial
agents depends not only on their direct effects on micro-
organisms, but also on the functional activity of the host
immune system. In this study, it was aimed to investigate
the effects of ertapenem and doripenem on cytokine sec-
retion from human peripheral mononuclear cells stimu-
lated with heat-inactivated Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa strains.

Materials and Methods: Mononuclear cells were stimu-
lated with heat-inactivated microorganisms, then erta-
penem and doripenem were added on cell culture media.
After incubation, interleukin (IL)-6, IL-10, IL-17, IL-23,
interferon-gamma (IFN-y), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) and transforming growth factor-beta (TGF-f1)
levels were determined by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) in the culture supernatants.

Results: The levels of TGF- was found to be signifi-
cantly increased in the wells that contained ertapenem
and doripenem relative to the wells that did not contain
these agents. There was no significant difference in the
levels of the other tested cytokines.

Conclusion: TGF-f is a potent cytokine with immunore-
gulatory and anti-inflammatory activities. It was deter-
mined that ertapenem and doripenem had direct immu-
nomodulatory effects. Thus, it was suggested that TGF-f3
might play a critical role in the anti-inflammatory
effects of ertapenem and doripenem.
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GIRIS

Karbapenemler, ciddi enfeksiyonlarin tedavisin-
de giivenilir ve etkin olarak kullanilan giiclii,
genis spektrumlu beta laktam antibiyotiklerdir.
Karbapenem grubu antibiyotikler, hiicre duvar
sentezini inhibe eden ajanlardir®. AmpC ve ge-
niglemis spektrumlu B-laktamlara (ESBL) kars1
stabil olmalari ile diger (3-laktam antibiyotikler-
den ayrilirlar®. Tiirkiye’de imipenem, merope-
nem, doripenem ve ertapenem kullaniimakta
olan karbapenem grubu antibiyotiklerdir®.

Doripenem ve ertapenem, parenteral olarak uy-
gulanan karbapenem grubunun yeni iiyeleri olan
antimikrobik ajanlardir. Karbapenemler, ozel-
likle geniglemis spektrumlu B-laktamaz (ESBL)
tireten cok ilaca direngli Enterobacteriaceae
ailesi tiirlerine kargi etkili ilaglardir®. Doripe-
nem, parenteral 1-f-metil karbepenem olup,
[-laktamaz stabilitesi ve renal dihidropeptidaz
inaktivasyonuna direng 6zelligi vardir®. Ayrica,
imipenemden farkli olarak uygulama sirasin-
da cilastatin eklenmesi gerekmez”. Imipeneme
benzer sekilde gram-negatif ve gram-pozitif
koklara karst etkilidir ve meropeneme benzer se-
kilde gram negatif organizmalara etkinligi var-
dir. Genig spektrumlu etkinligi ile gram pozitif
bakterilere ve ozellikle immiinsupresif hastalar-
da enfeksiyonlara neden olan Enterobacteriaceae
ailesi, anaerob bakteriler ve Pseudomonas
auroginosa gibi non-fermentatif bakterilere kar-
s1 etkilidir®”. Ertapenem uzun etkili parenteral
grup 1 karbapenemdir. Komplike toplumdan ka-
zanilmis enterik baterilerle gelisen enfeksiyonla-
rin tedavisinde 6nemli bir alternatiftir®. Ertape-
nem Ozellikle, ESBL iireten Enterobacteriaceae
ailesi; doripenem cok ilaca direngli P. aeruginosa
tarafindan olusturulan enfeksiyonlara kars1 kul-
lanilan karbapenemlerdir.

Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan anti-
biyotiklerin, konak immiin yanit1 ve inflama-
tuvar yaniti etkiledikleri ¢esitli calismalarda

gosterilmistir®. Pek cok ajan antimikrobik et-
kileri yaninda, immiin sistemin komponentleri
tizerine diizenleyici etkilere de sahiptir. Antibi-
yotiklerin immiinmodiilator etkileri; fagositoz,
kemotaksis, endotoksin salinimi, tiimorosidal
etki ve sitokin iiretimi lizerine arttirict veya
azaltict etki seklinde olabilir. Ayrica, cesit-
li caligmalarda antimikrobik ajanlarin immiin
yanitta gorev alan pek cok hiicreyi uyararak,
fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme kapasitesi gibi
fonksiyonlarinda arttiric1 etkiler olusturdugu
da gosterilmistir®. Ozellikle makrolid gru-
bu antibiyotiklerin immiin hiicre fonksiyonu-
nu ve doku inflamasyonunu diizenledigi ve
bu seklide immiinmodulator etkileri oldugu
belirlenmistir'®. Benzer sekilde, B-laktam an-
tibiyotikler de bir yandan antibakteriyel etki
gosterirken diger yandan da immiin hiicre fonk-
siyonlarini etkileyerek immiinmodulator etkiler
de olusturabilirV.

Calismamizda, 3-laktam antibiyotik olan ve son
yillarda kullanima giren ertapenem ve doripene-
min 1styla inaktive edilmis farkli mikroorganiz-
ma tiirleri ile uyarilmis insan periferik kan mo-
noniikleer hiicrelerinden (MNH) immiin yanitta
onemli proteinler olan sitokin iiretimi iizerine
olan etkilerinin arastirtlmasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Periferik kan mononiikleer hiicre izolasyonu:
MNH izolasyonu icin heparinize kan ornekleri
kullanildi. Kan ornekleri saglikli kan vericile-
rinden elde edildi. izolasyon “ficoll-hypaque
density gradient centrifugation” yontemi ile
yapildi. Ficoll-hypaque iizerine diliie edilmis
kan Ornegi yayilip, santrifiij edildi. Lenfositleri
iceren buffy coat ayr1 bir santrifiij tiipiine alind1
ve fosfat buffer saline (PBS) tampon soliisyonu
eklenip, santrifiij edildi. Lenfositlerin bulundugu
cokelti RPMI besiyeri ile siispanse edildi. Hiicre
canlilig1 “trypan blue” yontemi ile %95 olarak
bulundu?.
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Mikroorganizma: P. aeruginosa ATCC 15442
ve Escherichia coli ATCC 10536 suglar1 brain
heart infusion broth (BHI) i¢inde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 PBS icinde, yogunluk 10°
CFU/ml (colony forming unit) olarak ayarlandi.
Is1ile inaktive edilmis bakteri siispansiyonu elde
etmek i¢in 100°C’da 30 dakika bekletildi.

Hiicre kiiltiirii hazirlanmasi: Periferik kan
MNH’leri hiicre kiiltiirii kuyucuklarina 2x10%/
ml konsantrasyonda dagitildi. Ist ile inaktive
edilmis (10® CFU/ml) mikroorganizma siispan-
siyonlar1 da kuyucuklara eklendi. Periferik kan
MNH’ler inaktive edilmis mikroorganizmalarla
uyarildiktan sonra ertapenem ve doripenem ilave
edildi. Kontrol kuyucuklari olarak; yalnizca
E. coli ve P. aeruginosa ve yalnizca doripenem
ve ertapenem iceren kuyucuklar kullanildi. Or-
nek ve kontrol kuyucuklarinin her biri ikiser ku-
yucuk olarak ¢aligildi. Plaklar %5 CO, etiivde 48
saat siire ile inkiibe edildi. Plak icerikleri 24. ve
48. saatlerde tiipe aktarilip, santrifiij edildi. Ust
s1v1 aliip, sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in
yapilacak ELISA calismasimna kadar -30°C’da
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bekletildi?.

Sitokin diizeyleri: Interlokin-6 (IL)-6, IL-10,
IL-17, IL-23, interferon-gama (IFN-y), tiimor
nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve transforme edici
bilyiime faktorii-beta (TGF-f31), sitokinlerinin
diizeyleri firmanin Onerileri dogrultusunda
ELISA yontemi ile belirlendi (Biosource corp;
MO, ABD). Sitokin diizeylerini belirlenmesinde,
hiicre kiiltiirii orneklerinde calisilmaya uygun
kitler kullanildi. Sitokin diizeyleri spektrofoto-
metre ile 450 nm’de okunarak belirlendi. Sitokin
standartlari ile standart egri cizilerek 6rneklerin
sitokin konsantrasyonlar1 belirlendi.

istatistiksel analiz: Sonuglar, tek-y6nlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak analiz edildi. Post
Hoc analiz i¢in Bonferroni testi kullanildi ve
p<0.05 olan veriler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

E. coli ve P. aeruginosa ile uyarilmig MNH
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Sekil. Periferik kan mononiikleer hiicre Kiiltiirii siipernatanlarinda TGF-f1 diizeyi (24. sa) (1: E. coli, 2: P. aeruginosa, 3: Doripenem,
4: Ertapenem, S: E. coli+Doripenem, 6: P. aeruginosa+Doripenem, 7: E. coli + Ertapenem, 8: P. aeruginosa+Ertapenem).
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kiiltiirlerine ertapenem ve doripenem eklenme-
si, bu antibiyotiklerin eklenmedigi kuyucuklara
gore TGF-f1 diizeylerinde hem 24, hem de 48.
saatlerde artisa neden olmustur (p<0.05).
E. coli varliginda ertapenem ile TGF-f1 diizey-
lerindeki artig doripenem bulunan 6rneklerden
daha fazla olmus ama aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
P. aeruginosa ise doripenem varliginda TGF-
1 diizeylerinde daha fazla artisa neden olmusg
ve bu artig ertapenem bulunan Orneklere gore
istatistiksel olarak daha anlamli diizeylere ulag-
mustir (p<0.05).

Calismamizda, E. coli ve P. aeruginosa ile uya-
rilmig MNH kiiltiirlerine doripenem ve ertape-
nemin eklenmesi hem 24. hem de 48. saatlerde
inceledigimiz diger sitokinler olan IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-23 diizeylerinde anti-
mikrobiyal ajanlarin eklenmedigi 6rneklere gore
anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

TARTISMA

Antibiyotiklerin direkt antimikrobik etkileri
yaninda bazi antibiyotiklerin anti-inflamatuvar
etkiler olusturabilecegi konusu arastirmalar-
da onem kazanmaya baglamistir. Giiniimiizde,
ozellikle makrolid grubu antibiyotiklerin ko-
nak immiin hiicre fonksiyonlarin1 diizenledigi
ve pro-inflamatuvar mediator birikimini azal-
tarak, immiinmodulatér etkiler olusturdugu
tanimlanmigtir'?.

Imipenem ve meropenem gibi karbapenem grubu
antimikrobik ajanlarin sitokin salinimi iizerine
etkileri cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir. Ozel-
likle insanlarda diger karbapenem grubu anti-
mikrobik ajanlarin sitokin profili iizerine etkileri
konusunda ¢aligmalar yeterli sayida degildir. Bu
nedenle ¢calismamizda, doripenem ve ertapenem
antibiyotiklerin insan MNH kiiltiirlerinde sitokin
profilinde olusturdugu degisikliklerin incelen-
mesi amaclanmis ve bu amagla in vitro MNH

kiiltiirti ortaminda bazi pro-inflamatuvar ve anti-
inflamatuvar sitokinlerin saliniminda olusan de-
gisiklikler incelenmisgtir.

Doripenem ve ertapenemin insan MNH’lerden
sitokin salinimi {iizerine olan etkilerini aragtir-
digimiz caligmamizda, incelenen sitokinlerden
IL-6, IL-10, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-a, dii-
zeylerinde, her iki antibiyotigin de belirgin de-
gisiklige neden oldugu belirlenemezken, insan
MNH’lerden TGF-f1 salinimi bu ajanlarin var-
liginda artig gdstermistir.

Yardime1 T hiicreleri (Th), antijen sunucu hiic-
reler aracilifiyla antijeni taniyarak, immiin yani-
tin baglamasinda anahtar rol oynayan hiicreler-
dir. Urettikleri sitokinler araciligiyla Th1, Th2,
Th17 alt gruplarina ayrilirlar. Th1l yaniti 1L-1,
IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-vy, IL-6 gibi pro-
inflamatuvar sitokin iiretimiyle, Th2 yaniti ise
IL-4, IL-10, TGF-f3 gibi anti-inflamatuvar sito-
kin salinimu ile iligkilidir®®.

Vianna ve ark."®, imipenem ve siprofloksasin-
klindamisin kombinasyonu verilen sepsis ge-
listirilmig farelerde, antibiyotik uygulamasinin
TNF-a ve IL-6 diizeylerinde azalma, IL-10 kon-
santrasyonunda ise 24 saat sonra bir artig olus-
turdugunu bildirmigstir. Calismamizda doripe-
nem ve ertapenem bu sitokin diizeyleri iizerinde
anlaml bir degisiklige neden olmamustir.

Brooks ve ark.!V, seftazidim, seftriakson ve pe-
nisilin V gibi 3-laktam antibiyotiklerin IFN-y
aktivitesi tizerine giiclii inhibitor etkisi oldugu-
nu, meropenemin ise ¢ok kiiciik degisiklikler
olusturdugunu goézlemlemistir. Calismamizda
doripenem ve ertapenem IFN-v iizerinde herhan-
gi bir degisiklige neden olmamustir.

Buijs ve ark.!'®, deneysel olarak sepsis gelisti-
rilmis farelerde kuyruk veninden meropenemin
siirekli olarak infiizyonunun pro-inflamatuvar si-
tokinler olan TNF-a ve IL-6 serum diizeylerinde
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artisa neden oldugunu ve sepsis patogenezinde
onemli bir aract olan endotoksin konsantrasyo-
nu ile sitokin iiretimi arasindaki iligki nedeniyle
sepsiste uygulanacak antibiyotik tiirii ve dozu-
nun oldukca 6nemli oldugunu bildirmistir. Ca-
lismamizda TNF-a ve IL-6 diizeyleri doripenem
ve ertapenem varliginda bir artig gostermemistir.
Ancak, calismamizda 24. ve 48. saatlerdeki dii-
zeylere bakilmistir. Buijs ve ark.’nin® ¢aligma-
sinda yapildig1 gibi antibiyotiklerin siirekli ve
daha uzun siire uygulanmasinin hiicre kiiltiirii
ortaminda bu sitokinlerin saliniminda degisik-
liklere neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Coopersmith ve ark.!'”, farelerde P. aeruginosa
sepsis modelinde imipenemin pro-inflamatuvar
sitokin saliniminin baskiladigini ve farelerde ya-
sam siiresini uzattigini belirlemistir.

Maksin ve ark.'®, gram-negatif nozokomiyal
pnomonili hastalarda yiiksek konsantrasyonlar-
da bulunan TNF-a ve IL-6 diizeylerinde, imipe-
nem tedavisi sonrasinda anlamli bir degisiklik
gozlenmedigini bildirmistir. Biz de caligmamiz-
da bu sitokin diizeylerinde doripenem ve erta-
penem uygulamasi sonrasi belirgin bir farklilik
gozlemlemedik.

Ziegeler ve ark."?, in vitro yaptiklari bir ¢alis-
mada, karbapenem grubu antibiyotiklerden olan
imipenem bulunan kiiltiir siipernatanlarinda
TNF-a ve IL-10 sitokin diizeylerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedigini bildirmistir.

Hilliard ve ark.®® yaptiklar1 hayvan deneyinde,
Klebsiella ile deneysel olarak solunum yolu en-
feksiyonu olusturduklar1 farelerde doripenem
uygulamasinin IL-10 sitokin diizeylerinde ar-
tisa neden oldugunu belirlemis ve bu sekilde
doripenemin anti-inflamatuvar yaniti uyararak,
akciger hasarinda azalmaya neden oldugunu
bildirmistir.

Calismamizda doripenem ve ertapenem, ince-
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lenen sitokinlerden yalmzca TGF-B1 diizeyle-
rinde anlamli bir artisa neden olmustur. TGF-
1, konak savunmasinda 6nemli rol oynayan,
cok fonksiyonlu, giiclii bir immiinregiilator
sitokindir®". Anti-inflamatuvar ve immunsup-
resif ozelliklere sahiptir ve inflamatuvar olay-
lar1 inhibe eder®**®, Calismamizda, doripenem
ve ertapenemin TGF-B1 diizeylerinde artisa
neden olmasi, bu ajanlarin anti-inflamatuvar
etkilerinin olusumunda bu sitokinin etkin rol
oynadigini diisiindiirmiistiir. Olasilikla, doripe-
nem ve ertapenem bu sekilde immiinmodiilator
etkiler olusturarak enfeksiyonlarin tedavisinde
daha etkin rol oynuyor olabilir.

Karbapenem grubu antibiyotiklerin immiinmo-
diilator etkilerinin aragtirtlmasinda genellikle
meropenem ve imipenem kullammmiyla ilgili
caligmalar vardir. Calismamizin doripenem ve
ertapenemin immiinmodiilator etkilerinin aragti-
rildig1 az sayida caligmalardan biri olmasi nede-
niyle dnemli oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak,
calismamizin bu grup ilaglar1 kullanan hastalar-
da ve daha genis kapsamli olarak devam ettiril-
mesi Onem tagimaktadir.

Sonug olarak, ertapenem ve doripenemin anti-
mikrobik etkileri yaninda, mikroorganizma ile
uyarilmis periferik kan MNH’leri {izerine im-
miinmodiilator etkiye sahip olabilecegi ve ozel-
likle anti-inflamatuvar etkilerinde bu mekaniz-
manin etkin rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir.
Doripenem ve ertapenemin immiin sistemin di-
ger komponentlerine olan etkilerinin belirlenme-
si, Ozellikle sepsis ve kronik inflamatuvar has-
taliklarin tedavisi icin etkili bir ajan olmalarini
saglayacaktir.
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