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SEFTRIAKSON ETKEN MADDELI ILACIN INSAN PANKREAS
HUCRESI UZERINDE SITOTOKSIK ETKILERININ MTT TESTI iLE
DEGERLENDIRILMESi

Asena KURT!*, Zinet COL!, Omer ERTURK!
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Ozet: Tip diinyasinda onemli yere sahip olan antibiyotikler bakterilerin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilan bir grup ilagtir. Yararl etkilerin yani sira yan etkisiz degillerdir. Her zaman klinikte saptanamayan yan etkilere hiicresel
diizeyde saptanabilir. Hiicresel diizeydeki hasarlar yeni bozukluklara yol agabilir. Seftriakson, tiglincii kusak sefalosporinler grubuna
ait antibiyotiktir. Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilir. Bu ¢alismada, seftriakson
antibiyotiginin insan pankreas hiicresinde (hnTERT-HPNE) sitotoksisitesi arastirildi. h\TERT-HPNE hiicreleri, seftriakson etken maddesi
iceren ilaca maruz birakildi. Deney grubu konsantrasyonu, 0,097 mM, 0,195 mM, 0,390 mM, 0,781 mM, 1,562 mM, 3,125 mM, 6,25 mM,
12,5 mM arahiginda hazirlanarak 24,48 ve 72 saatlik maruziyet siiresine birakilmistir. MTT testi sonuglarinda doza bagh hiicre
canliliginda diistsler gortlmiistiir. Hiicre canlihginda ilk azalma, 24 saatlik maruziyetten sonra 0,781 mM'lik bir konsantrasyonda ve
48 saatlik maruziyette 0,195 mM'lik konsantrasyonda gozlendi. 72 saatlik maruziyet siiresinde ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda
hiicre canlilig1 azaldi. Seftriakson etken maddeli antibiyotigin maruziyeti sonrasinda hiicrelerin morfolojilerinde degisim ve canliligini
kaybetmis hiicreler gozlemlenmistir. Sonug olarak seftriaksonun dozuna bagl olarak hiicre canliligindaki azalmalar negatif kontrole
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Deney sonucunda seftriaksonun hTERT-HPNE iizerinde
sitotoksisiteye neden oldugu belirlenmistir. Calismamiz seftriakson etken maddeli antibiyotigin insan pankreas hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkileri olabilecegi hipotezini desteklemekte ve antibiyotiklerin hiicresel diizeyde yan etkilerine dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar kelimeler: Seftriakson, Sitotoksisite, h\TERT-HPNE, Pankreas hiicresi

Evaluation of Cytotoxic Effects of Ceftriaxone Active Ingredient Drug on Human Pancreatic Cell by MTT Test
Abstract: Antibiotics, which have an important place in the medical world, are a group of drugs that are frequently used in the
treatment of infectious diseases caused by bacteria. Besides the beneficial effects, they are not without side effects. Side effects that are
not always clinically detectable can be detected at the cellular level. Damages at the cellular level can lead to new disorders.
Ceftriaxone is an antibiotic belonging to the third generation cephalosporins group. It is preferred in the treatment of infections caused
by gram negative bacteria. In this study, the cytotoxicity of the antibiotic ceftriaxone in human pancreatic cell (WnTERT-HPNE) was
investigated. hTERT-HPNE cells were exposed to drug containing the active ingredient ceftriaxone. The concentration of the
experimental group was prepared in the range of 0.097 mM, 0.195 mM, 0.390 mM, 0.781 mM, 1.562 mM, 3.125 mM, 6.25 mM, 12.5 mM
and left for exposure time of 24.48 and 72 hours. Dose-related decreases in cell viability were seen in the MTT test results. The initial
reduction in cell viability was observed at a concentration of 0.781 mM after 24 hours of exposure and at a concentration of 0.195 mM
at 48 hours of exposure. Cell viability decreased at all applied concentrations during 72 hours of exposure. Changes in the morphology
of the cells and cells that lost their vitality were observed after exposure to the antibiotic with ceftriaxone active ingredient. As a result,
decreases in cell viability depending on the dose of ceftriaxone were statistically significant when compared to the negative control
(P<0.05). As a result of the experiment, it was determined that ceftriaxone caused cytotoxicity on hTERT-HPNE. Our study supports the
hypothesis that antibiotics with ceftriaxone active ingredient may have cytotoxic effects on human pancreatic cells and draws attention
to the side effects of antibiotics at the cellular level.
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1. Giris (Ktgtikbigrii,2020). XX. Yiizyilin en 6nemli buluslarindan
Antibiyotik ismi Yunanca anti(karsi) ve bios(yasam) biri olarak kabul edilen antibiyotikler, mantar veya
sozciiklerinden tiiretilmis(Y1ldiz ve ark., 2010). Waksman bakteri  gibi ~mikroorganizmalarin  sebep  oldugu
1947 yilinda antibiyotik terimini bakterilerin ve diger enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilag
mikroorganizmalarin  bilyiimesini veya metabolik ~ 8rubudur.  Antibiyotikler ~bu  mikroorganizmalarin
aktivitelerini inhibe etmek olarak tamimlanmistir gelisimini  durdurma ve hatta bunlari 6ldirebilme
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yetenegine sahip biyolojik kaynaklh ya da sentetik
biyoaktif maddelerdir (Topal ve ark., 2015).

Alexander Flemming 1928 yilinda Staphylococcus
varyantlar1 calismalarimi  yaptigi  kdltir
ortamina bulasmis bir kif mantarinin ¢evresinde

lizerinde

stafilokoklarin tireyemediklerini ve 6ldiiklerini sans eseri
fark etmistir. Flemming bu mantarlarin Penicillum
tiiriinden olmalarindan dolay1 etken maddeye penicillum
adin1 vermistir. Boylelikle ilk antibiyotik Sir Alexander
Flemming tarafindan, 1928 yilinda kesfedilmistir (Topal
ve ark, 2015). Bilim insanlar1 bu devrim niteligindeki
bulus sonrasinda antibiyotikler ile ilgili calismalara
yogunlasmiglardir (Yildiz ve ark., 2010). Giinlimiizde
antibiyotik adi verilen bircok ila¢ bulunmaktadir.
Bunlarin 6nemli bir kismini sefalosporin grubu
antibiyotikler olusturur. Sefalosporinler -laktam halkasi
ve dihidrothiazin halkasindan olusan 7-
aminosefalosporanik asid cekirdegine sahip
Cephalosporium acremonium’un fermentasyon uriinidiir.
Sefalosporinler etki edecegi organizmalarin penisilin
baglayici proteinlerine (PBP) baglanarak bakteri hiicre
duvarindaki peptidoglikan yapinin sentezini bozarlar ve
bakterisid  6zellik gosterirler. Bu  antibiyotikler
antibakteriyel aktivitelerinin genel o6zelliklerine bagh
olarak bes kusak seklinde siniflandirilirlar (Kéksal,2013).
Bu smiflandirma birinci kusak sefalosporinler,ikinci
kusak sefalosporinler, ftgiincii kusak sefalosporinler,
dordiincii kusak sefalosporinler ve besinci kugsak
sefalosporinler seklindir (Yildiz ve ark., 2014).

Giicli, yar1 sentetik ve tli¢iincli kusak bir sefalosporin
grubuna ait seftriakson gicli  bir
antimikrobiyal sahiptir.
Seftriaksonun intraven6z uygulamasi, o6zellikle organ
enfeksiyonu ve sepsis
enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir
(Yifan ve ark, 2020). Giivenilirlik profili net olarak
bilinmemekle beraber olasi yan etkileri arasinda en sik
goriileni makilopapiiler dokiintilerdir (Yildiz ve ark,
2014). Seftriakson yenidogan ¢ocuklarda hepatotoksisite,

antibiyotigi,
aktivite yelpazesine

olmak 1iizere mikrobiyal

safra koyulasmasi ve safra gamuru vakalar1 yasanmamasi
icin ilk 2-3 ay icinde tercih edilmemelidir. Anafilaksi riski
vardir. Cocuklarda az sayida da olsa anafilaksi vakalari
bildirilmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada seftriaksona
bagh 22 anafilaksi vakasinin 4’liniin c¢ocuk oldugu
bildirilmistir (Yao ve ark. 2012). Literatiirde tgiinci
kusak sefalosporinlerin ¢ogunun sasirtict derecede az
ciddi yan etkisi bildirilmistir. Bu durum onlar1 ¢ok cesitli
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanim i¢in 6n planda
tutmaktadir.

Antibiyotikler bulunduktan enfeksiyon
hastaliklarina bagh yiiksek mortalite ve morbidite hizla
azalmistir (Erdemir ve ark., 2011). Fakat antibiyotiklerin
yaygin ve uygunsuz artmasi,
mikroorganizmalara karsi dirence, maliyetin artmasina

sonra

kullaniminin

ve ikincil yan etkilerin goriilme sikliginda bir artisa yol
acar (Giingor ve ark., 2018). Diinya Saglik Orgiitii'ne gére
bir ilagin amacina uygun bicimde profilaksi, tan1 ya da
tedavi amaciyla kullanildigi dozlarda ortaya c¢ikan

hedeflenmemis zararh etkiler yan etkiler olarak
tanimlanmaktadir(Gokege,2017). Klinikte rastladigimiz
yan etkiler alerjik reaksiyonlar, ishal, cilt reaksiyonlari,
hepototoksisite, nefrotoksisite ve hematolojik yan etkiler
olarak siniflandirabiliriz (Oncii, 2013). Bununla birlikte,
herhangi bir ilag icin "hiicresel diizeyde ne tiir bir hasara
neden oldugunu” tam olarak séylemek miimkiin degildir.
Hiicresel diizeyde hasarlar1 in vitro kiiltiir ortaminda
sitotoksisite testleri ile saptanabilir. Sitotoksisite, bir
ilacn ya da maddenin hiicre o6liimiine yol acgtigl
durumdur (Sahin,2020). flaglar hiicre zarlarinin yapisini
tahrip etmesi, protein
reseptorlere yanlis baglanma gibi mekanizmalar sonucu
hiicreler {izerinde sitotoksik etkiye sebep olabilirler

sentezini baskilamasi ve

(Sahin 2020).
Sitotoksik etkiler hiicre canlihiginda azalmalar, hiicre
morfolojisinde degisiklikler olarak karsimiza

cikmaktadir. Hiicre 6liimlerinin morfolojileri apoptotik
hiicre o6liimlerinde; hiicrenin yuvarlaklagmasi, hiicresel
ve c¢ekirdek hacmin azalmasi, genetik materyal olan
cekirdegin pargalanmasi, sitoplazmik organellerde
degisiklikler, hiicre zari1 yilizeyinde ¢ikinti olusurken,
nekrotik hiicre o6liimlerinde ise sitoplazmik sisme,
sitoplazmik organellerin sismesi, orta diizeyde kromatin
yogunlasmasi ve hiicre zarinin yirtilmasidir ($Sahin,2020).
Literatiir arastirmalart sonucunda daha  oOnceki
calismalarda seftriaksonun hiicre tizerindeki toksisitesi
hakkinda veri eksikligi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada
seftriakson iceren ilacin insan pankreas hiicreleri

uzerinde sitotoksik etkisi olup olmadig1 arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Seftriakson Etken Maddeli ila¢ ve Kimyasallar
Ordu’da bulunan yerel bir eczaneden seftriakson etken
maddeli ila¢ temin edildi. Seftriaksonun kimyasal yapisi
Sekil 1’de gosterilmistir.

H3C\ o

OH

>§
-
o
e}
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Sekil 1. Seftriakson grubu antibiyotiklerin kimyasal
yapisl

2.2. Hiicre Kiiltiirii

In vitro model olarak Human Pancreatic Nestin-
Expressing cells (hTERT-HPNE) (ATCC® CRL-4023 ™)
insan pankreas epitel hiicre hatti American Type Cell
Culture’dan (ATCC) (Rockville, MD, ABD) temin
edilmistir. Temin edilen hTERT-HPNE hiicrelerinin
kiltir ortami icin 500 ml Dulbecco's modified Eagle's
(DMEM) besiyeri igerisine 55 ml FBS (%10) ve 0,1 ml
penisilin / streptomisin (%1) ilave edilmis ve homojen
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hale getirilmistir (Cao ve ark., 2022). Uygun Kkiiltiir
kaplarina 5 ml DMEM besiyeri ve 1 ml hTERT-HPNE
hiicresi karisimi ekildikten sonra 37°C'de, %95 nem
iceren ve %5 CO2’li inkiibatore birakilmistir. Her giin
invert mikroskopta hiicre canliligl gozlemlenerek
besiyerleri li¢ glinde bir degistirilmistir. Bu islem hiicre
%70-80 yogunluk olana kadar devam edilmistir.

2.3. MTT Testi

Hiicre canliligl ve sitotoksisitesinin kantitasyonunda
Tetrazolium tuzu kullanilarak yapilan MTT (3-[4,5-
dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir]) testi
uygulanmistir. 96 kuyucuklu kiltiir kaplarinin her bir
kuyucuguna 200 pl besiyeri igerisinde 1x104 hiicrenin
ekimi gergeklestirilmistir. Hiicrelerin normal hiicre
dongiilerini kazanmalar1 icin 1 gin 37°Cde CO:
inkiibatore kaldirilmistir. Siire sonunda hiicrelerin
besiyerleri aspire edilerek taze besiyeri ile yenilenmistir.
Kiiltir kaplarindaki hTERT-HPNE hiicrelerine Sekil 2 ve

3’de gosterildigi gibi 100 ml saf su (negatif kontrol) ve
seftriakson etken maddeli ilac 097 mM, 0,195 mM, 0,390
mM, 0,781 mM, 1,562 mM, 3,125 mM, 6,25 mM, 12,5 mM
dozlarinda maruz edilerek, 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik
siirelerinde

maruziyet 37°C'de CO: inkiibasyona

birakilmistir.

S @ s

. Negatif Kontrol (0 mM)

125 mM 0,781 mM

6,25 mM 0,39 mM
@@ PP P99 WD @S 3125mM 0,195 mM

1,562 mM 0,097 mM

Sekil 2. 96 Kuyucuklu kiiltiir kaplarinda seftriakson
etken maddeli ilag i¢in MTT testi uygulama plani.

*
100,00 |

)
80,00 - _ _
b 24
= 60,00 - _ - 48
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- 40,00 - = - _
- . _
o
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Seftriakson Etken Maddeli ila(; Konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 3. 24, 48 ve 72 saatlik uygulama sonrasi elde edilen ortalama hiicre canlilig1 verileri ve standart hata degerlerinin

grafiksel olarak gosterimi [*] ¢6ziicii kontrol ile karsilagtirildiginda farkliligi gosterir (P<0,05).

24, 48 ve 72 saatlik muamele siireleri sonunda,
kuyucuklara PBS icerisinde hazirlanmis %5’lik MTT
solisyonundan 20 pl eklenmistir. Kiltiir kabindaki
hiicreler 3 saat 37°C’de inkiibatoérde bekletilmistir. Siire
sonunda icerisinde MTT bulunan besiyeri aspire edilerek
formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢cin 100 pl DMSO
eklenmis ve 15 dk bekletilmistir. Kuyucuklardaki mor
renkli absorbansi 570 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢lilmiistiir (Kahraman ve ark.,
2013).

hTERT-HPNE hiicrelerinin, negatif kontrol ve seftriakson
etken maddesi ile maruziyet siireleri sonucundaki hiicre
canliligl degerleri asagidaki formdil ile hesaplanmistir.
Hiicre canliigi= (Ortalama dogrulanmis muamele

soliisyonun

kuyucugunun absorbans degeri/Ortalama dogrulanmig
kontrol kuyucugunun absorbans degeri) x 100.

2.4. istatistik Analiz

Deney ti¢ kez tekrarlanmis olup veriler bu t¢ tekrarin
ortalamasin1 ve * standart hatasini ifade etmektedir.

Inceleme sonucunda elde edilen tiim verilerin
homojenligi ve grup ortalamalar1 arasindaki farkin
o6nemli olup olmadigi SPSS programui kullanilarak tek
yonlii varyans analiz metodu (ANOVA) ile belirlenmistir.
Farkin énemli oldugu gruplarda ise, elde edilen sonuglar
Student’s karsilastirilmistir.  Sonuglarin
degerlendirilmesinde P<0,05 anlamlilik seviyesi temel

alinmustir.

t-testi ile

3. Bulgular

3.1. Hiicre Canhiligy

MTT testi ile seftriaksonun tiim tedavi siireleri boyunca
konsantrasyona bagl olarak hiicre canlhiligini azalttifi
belirlenmistir. Seftriaksonun 24 saatlik maruziyet sonucu
hTERT-HPNE hiicrelerinin hiicre canliligi degerlerinin
konsantrasyon  artisina  bagh azaldigi
belirlenmistir. Hiicre canliligi degerindeki bu azalmanin
ilk olarak 0,781 mM Kkonsantrasyonda %50’nin altina
distiigi gorilmiistiir. 48 saatlik maruziyet siiresi

olarak
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sonucunda ise, 24 saatlik uygulamaya benzer bir sekilde
konsantrasyon artisina bagh olarak hiicre canhlifinda
diisiisler tespit edilmistir. Hiicre canliligl degerindeki ilk
disiis 0,195 mM’lik konsantrasyon ve sonrasinda
%50’nin  altina  dismistir. 72
sonrasinda seftriaksonun hTERT-HPNE hiicrelerinin
hiicre canlihig tzerindeki etkisine bakildiginda, doza
bagiml olarak uygulanan tiim doz konsantrasyonlarinda

saatlik muamele

%>50’'nin altina diismistiir.

Bu degerler istatistiksel olarak Kkarsilastirildi ve
grafiklendirildi. Tim konsantrasyonlarda seftriaksonun
neden oldugu hiicre canlhligindaki azalmalar negatif
kontrole kiyasla anlamli  bulunmustur (P<0,05).
Seftriaksonun aktif bileseninin hTERT-HPNE hiicre
canlilign tzerindeki etkileri Tablo 1'de gosterilmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. 24,48 ve 72 saatlik seftriakson etken maddesi maruziyet siiresi sonrasinda konsantrasyona bagl olarak hiicre

canliliklar ve hesaplanan standart hata degerleri

Konsantrasyonlar 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Negatif Kontrol 1000 1000 1000
0,097 76,18 £ 0,532 55,56 £ 0,50 46,40 = 0,67
0,195 75,31+ 0,499 48,15+ 0,60 44,27 + 0,25
0,39 57,97 £ 0,817 42,42 + 0,84 42,40 £ 0,75
0,781 45,36 £1,377 39,73 0,64 38,67 £1,07
1,562 43,43 +£0,793 31,31+1,43 34,93 £0,85
3,125 36,25 +0,876 21,21 +£1,20 17,87 £0,93
6,25 34,50 £ 1,500 17,17 £+ 1,55 1,33+1,39
12,5 32,05+1,024 0,67 £0,17 0,51+0,58

3.2. Morfolojik Degisiklikler

hTERT-HPNE hiicre hatt1 seftriakson etken maddesine,
097 mM, 0,195 mM, 0,390 mM, 0,781 mM, 1,562 mM,
3,125 mM, 6,25 mM, 12,5 mM dozlarinda 24,48 ve 72 saat
boyunca maruz birakilmistir. Maruziyet sonucunda
hTERT-HPNE hiicrelerinde meydana gelen morfolojik
degisiklikler Sekil 4,5 ve 6’da gosterilmistir.

Sekil 4, 5, 6 ’da yer alan A gorseli negatif kontrol
grubunun morfolojisini gostermektedir. Sekil 4, 5, 6'da
yer alan B-F gorselleri ise hTERT-HPNE hiicre hattinin
seftriakson etken maddesi ile maruziyeti sonucundaki
morfolojisini gdstermektedir.

hTERT-HPNE hiicre hattinin seftriakson etken madde ile
maruziyeti doza ve slireye bagl olarak negatif kontrol ile
kiyaslandiginda canli hiicrenin morfolojisinin degistigi,
hiicre 6ltimlerinin meydana geldigi gériilmektedir.

Sekil 4. A Kontrol / B-F seftriakson etken maddeli ilacin
hTERT-HPNE hiicresi tlizerindeki 24 saatlik morfolojik
degisimleri.

Sekil 5. A Kontrol / B-F seftriakson etken maddeli ilacin
hTERT-HPNE hiicresi tlizerindeki 48 saatlik morfolojik
degisimleri.

Sekil 6. A Kontrol / B-F seftriakson etken maddeli ilacin
hTERT-HPNE hiicresi {lizerindeki 72 saatlik morfolojik
degisimleri.

4. Tartisma

Antibiyotiklerin diinyada ve {ilkemizde bilingli ve
bilingsiz sekilde kullanimi ¢ok yiiksektir. Antibiyotik
ilaglar bakterilerin biiylimesini 6ldiirme (bakterisid) ya
da biiytimesini engellemek (bakteriyostatik) tizere iki
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hedef icin kullanihirlar. ila¢ ve hedef etkilesimlerinden
bagimsiz olarak, bakterisidal antibiyotikler bakterilerde
yaygin bir oksidatif hasara neden olarak reaktif oksijen
tlirlerinin (ROS) liretimine ve hiicre 6liimiiyle sonuglanan
DNA, protein ve lipit hasarina sebep olabilir (Kohanski ve
ark,, 2007). Bununla birlikte, bakterilerin 6ldiirtilmesinde
rol oynayan ortak bir mekanizma olarak oksidatif stres
olusumu tartisilmistir. Tim bakterisidal ila¢ simflari,
hidroksil radikali olusumunu tesvik etmek i¢in demir-
kiikiirt kiimelerinden salinan dahili demiri kullanabilir.
Hidroksil radikalleri DNA'ya, proteinlere ve lipitlere
dogrudan zarar verebilir (Karabulut ve ark, 2016).
Bakterisidal

asetilsisteinin

antibiyotik  etkileri, antioksidan N-
uygulanmasiyla hafifletilebilir ~veya
bakteriyostatik etkili antibiyotik kullanimi ile énlenebilir
(Coskun, 2017). Bakterisid grubu antibiyotikler memeli
dokularina ve hiicrelerine de zarar verebilir. Bununla
birlikte, etkileri bakterilerde oldugu kadar iyi karakterize
edilmez (Savci, 2016). Molekiiler hedefleri ne olursa
olsun, baslica mitokondriyal disfonksiyonu yani
mitokondrinin  fonksiyonu herhangi bir nedenle
bozulursa, hiicre ve viicut fonksiyonlar1 uygun sekilde
islev gorememesi ile sonuglanmaktadir. Daha o6nce
yapilan literatiir arastirmalarinda memeli hiicrelerinde,
ozellikle  hepatositlerde  bakterisid  antibiyotikler
tarafindan oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER)
indiiklenmesine odaklanilmistir ve basta
karaciger olmak {zere cesitli insan dokularinda ve
hiicrelerinde olumsuz yan etkilere neden olabilir.
Mitokondriyal disfonksiyon ve ROS'un asir1 ekspresyonu
ile iligkili, oksidatif strese ve hiicre 6liimiine yol actif1
bildirilmistir (Kocasar1 ve ark, 2021). Bagka bir
calismada antibiyotiklerin osteojenik hiicre canlilig

lzerine etkisi arastirilmistir. Osteoblastlar;, 8 farkl

stresinin

konsantrasyonda 21 c¢esit tedavi
ettiklerinden sonra hiicre sayisini ve osteojenik aktiviteyi
belirlemek icin osteoblast deoksiribontikleik asit igerigi
ve alkalin fosfataz aktivitesi (ALP) olc¢tilmiistiir. Cogu

antibiyotigin hiicre sayilar1 ve ALP o6l¢iimleri 6nemli

antibiyotik ile

olctide azaldig1 sonucuna ulasmislardir. Fakat amikasin,
tobramisin ve vankomisin ¢ok yiiksek konsantrasyonlar
kullanilincaya kadar en az sitotoksisite gostermistir.
Hiicre sayisini ve ALP’yi belirgin sekilde etkilemedigi
sonucuna varmislardir (Rathbone ve ark., 2011).

Sitotoksisite; canli hiicreler lizerindeki toksik etki oranini
ifade eder. Sitotoksisite testleri, toksik oldugu diisiiniilen
maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢ogalma orani
ve hiicre tizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak
degerlendirme yapilan testlerdir. Sitotoksisite calismalar1
sayesinde kimyasal
hiicrelerin canliliginin deneysel olarak belirlenmesi
saglanir ve ¢alisma sonunda canli ve 6lii hiicre miktari
belirlenebilir (Niles ve ark., 2007). Ayrica hiicreler,
sitotoksik  etkiye sahip bir maddeye
birakildiklarinda apoptoz, nekroz ve otofaji gibi olaylar
sebebiyle olebilir. Buna ek olarak, hiicre gelisiminin
durdurulmasi veya engellenmesi nedeniyle de
proliferasyon ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve

maddelere maruz birakilan

maruz

ark., 2009).

in-vitro memeli Kkiiltirlerinde uygulanan ilaglarin
hiicrelerde olusturdugu hasarin incelenmesinde siklikla
MTT testi kullanilir. MTT testinde kullanilacak ilacin
farkli molaritelerde hazirlanan derisimleri, kdltiir
flaksindaki hiicre hatti ve besiyeri karisimina ekilir. Bu
sayede ilag ve hiicre mitokondrisi etkilesime geger. llag
toksik bir etkiye sahipse hiicre solunumu baskilanir ve
MTT test sollisyonu igeriginde bulunan tetrazolium
tuzlar ile reaksiyonun azalmasi goriiliir. Mitokondriler
iki katmanl lipoprotein zar yapisina ve yliksek metabolik
aktiviteye sahip olduklart i¢in hiicrede meydana
gelebilecek hasarlardan ilk etkilenir (Okatan,2017).Bir
calismada protokatekuik asitin (PCA) insan prostat
(DU145) hiicreleri sitotoksik,
morfolojik ve apoptotik etkileri 0,5 ile 3,5 mM dozlarinda
24 ve 48 saatteki sitotoksik etkileri MTT ydntemi ile
arastirllmistir.  Calisma  sonucunda
morfolojik degisiklikler ters 1sik mikroskobu ile
incelenmis ve hiicrelerdeki apoptotik hiicre 6liimii, PCA

kanseri uzerindeki

hiicrelerdeki

dozlarindaki artisa bagh olarak hiicrelerin yuvarlaklastigi
ve saylca azaldign ve
cekirdeklerinde  yogunlasma ve  pargalanmalarin
oldugunu belirtmislerdir (Oztopcu ve ark., 2018). Baska
bir c¢alismada insan vaskiiler endotelyal EA.hy926

bununla beraber hiicre

hiicrelerinde  valinomisin ~ ve  antimisin  A'nin
sitotoksisitesi degerlendirildi. Calismada yapilan MTT
analizi sonuglarina gore iki antibiyotigin de hiicreler
iizerinde sitotoksik etkiler gosterdigi hatta valinomisinin,
antimisin A’ya gore daha giiclii sitotoksik ajan oldugu
gorlilmiistiir (Luzak ve ark., 2022). Duewelhenke ve ark.
(2007) yaptigi bir calismada primer insan osteoblast,
MG63 osteosarkom ve Hela epitel hiicre dizisi iizerine 20
farkli antibiyotigin sitotoksik etkisini arastirmislardir.
Primer osteoblast hiicreleri tizerinde belirledikleri
konsantrasyonlar da siprofloksasin ve moksifloksasin,
klindamisin ve eritromisinin farkli oranlarda sitotoksik
etki meydana getirdigini géstermislerdir. Azitromisin ve
roksitromisinin primer insan osteoblast hiicreleri
tizerinde konsantrasyona bagh olarak sitotoksik etkinin
arttigl bildirilmistir. Aym1 ¢alismada siprofloksasin ve
moksifloksasin, primer
proliferasyonunu durdugunu bildirmislerdir. Aynm etken

maddelerinin MG63 osteosarkom ve Hela epitel hiicre

insan osteoblast hiicresi

dizilerinde de daha yiliksek konsantrasyonlarda
proliferasyonu engelledigini ifade etmislerdir
(Sahin,2020). Bu calismalar son yillarda yapilmistir.
Literatiir arastirmalar: her antibiyotigin farkl sitotoksik
etkilerinin olabilecegini ve antibiyotigin uygulandigi
hiicreye baglh olarak da farkli sonuglara ulasilabilecegini
gostermektedir. Bu sebepten, farkli hiicrelerde farklh
antibiyotikler tizerinde ¢oklu ¢alismalar yapilarak daha
net bir fikir birligine ulasilabilir.

Bu ¢alismamizda ilacin etken maddesi seftriakson igeren
bir antibiyotigin in vitro kiiltiirde saglikli insan pankreas
arastirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz seftriakson disodyum, genis
bir antimikrobiyal aktivite yelpazesine sahip ii¢iincii nesil

hiicreleri lizerinde sitotoksisitesi
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yar1 sentetik bir sefalosporin grubu antibiyotiktir. Gram
pozitif ve Gram negatif aerobik ve bazi anaerobik
bakterilere karsi genis bir aktivite spektrumuna sahiptir
(Richards ve ark., 1984). Seftriakson bakteri hiicre duvari
sentezini bozarak transpeptidasyon evresinde penisilin
baglayan proteinleri (PBP) durdurur. Bakteri duvari tam
sentezlenemez ve i¢ basingtan dolay1 lizize ugrar.
Eksitatér bir ndrotransmitter olan glutamatin fazla
salinmasi, N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptorlerini
siirekli uyarabilir, bu da néronlarda kalsiyumun fazla
yliklenmesine ve hiicreyi apaptotik 6liime ugratir. 2016
yilinda yapilan bir calismada Seftriaksonun Ekzitator
Aminoasit Tasiyict 1 (EAAT1), Ekzitatér Aminoasit
Tasiyict 2 (EAATZ2), Ekzitatér Aminoasit Tasiyict 3
(EAAT3) blokeleriyle birlikte kullaniminin sican GBM
hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin incelenmesi iizerine bir
arastirma gerceklestirilmistir. Bu arastirmanin sonuglari
seftriakson antibiyotigin ¢alismada
kullanilan diger ila¢ gruplariyla kiyaslandiginda hiicre
canliligl bakimindan en ¢ok hiicre éliimiine sebep oldugu

etken maddeli

gozlemlenmistir (Nalci, 2016). Bir calismada kikirdak

matriksini  lireten kondrosit hiicreler {izerinde
seftriakson  sitotoksisitesi  arastirllmistir.  Analiz
sonuclarinda seftriaksonun apaptotik hiicre o6limii
indiiklendigi hem de transkripsiyon seviyesindeki

kondrojenik isaretleyici genler {izerindeki olumsuz
etkileri oldugu goriilmiistiir (Siengdee ve ark., 2017).

Bununla Dbirlikte, literatirde MTT ile
sitotoksisite calismalari ¢ok azdir. Bu ¢alismada, hiicre
canliigini gozlemlemek icin ucuz, hizli, etkili, kullanimi
kolay, glivenilir ve diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan MTT analiz yontemini kullandik. h\TERT-HPNE
hiicre hatt1 seftriakson etken maddesine
birakildiktan sonra mitokondriyal aktivite Olgiilerek

seftriakson

maruz

degerlendirildi. Seftriakson, 24, 48, 72 saatlik maruziyet
hTERT-HPNE
konsantrasyonlara bagli olarak sitotoksisiteye neden
oldugu gorilmiistir. Ayni zamanda hTERT-HPNE
hiicreleri ve ilaca maruz birakilan hTERT- HPNE
hiicrelerinin

sonrasl hiicrelerinde artan

invert mikroskop ile morfolojileri
kiyaslandiginda saghikli hiicre goriintiisiiniin bozulmasi

ve hiicre sayisindaki azalmanin varhig gorillmiistiir.

5. Sonug

Antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bu c¢alismada
kullanillan  sefalosporin  grubuna ait
antibiyotigi dahil olmak tizere enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin belirlenmesinde

seftriakson

hastanin yasi, cinsiyeti, genetik o6zellikleri ve immiin
sistemdeki farkliliklar ilag etkinligini degistirmektedir.
Kullanilan diger ilaglarla, cesitli kimyasal maddeler veya
alkol ile etkilesime girerek ila¢ etkinligini degistirerebilir
ve hedeflenmeyen hiicrelerde istenmeyen sonuglar ile
karsilasmamiza sebep olabilmektedir. Bu sebeplere ek
sitotoksik etki goésterme
potansiyeli vardir. Bu yiizden tedavide kullanilacak
ilaclarin doz ve maruziyet iliskisinin belirlenebilmesi i¢in

olarak Kkullanilan ilacin

bu faktorlerin bilinmesi gereklidir. Yanls ila¢ kullanimi
genetik materyalde bozukluklara, tamir edilemeyen DNA
hasarina, doku ve hiicre hasarlarina ek kanser gibi cesitli
hastaliklarin temelini olusturur. Dogru ila¢ kullanimi i¢gin
ilaglarin toksisitesi, yapilacak laboratuvar c¢alismalari
sayesinde aydinlatilabilir.

Bu calismada tiim diinyada enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde siklikla tercih edilen sefalosporin grubuna ait
tclincli nesil seftriakson antibiyotigin, in vitro insan
pankreas sitotoksik
calisilmistir. Literatiir arastirmalari ve incelenmeleri
sonucunda seftriaksonun sitotoksisite ¢calismalar1 ¢ok az
ve yetersiz oldugu
sitotoksisiteyi belirlemek i¢cin MTT testi kullanilmistir.
Seftriaksonun c¢alisilan dozlarinda doza ve maruziyet
slirelerine  baghh  olarak negatif kontrole gore
kiyaslandiginda saglikli pankreas hiicresi
sitotoksik 6zellik gosterdigi gorilmiistir. Calismamizin
bir diger kisminda seftriakson etken maddeye maruz
grup ile negatif kontrol grubu karsilastirildiginda
morfolojisinde de farklihklar oldugu,
seftriakson etken maddeye maruz deney grubunda
canliligini yitirmis hiicrelerin varligy gorilmiistiir.
Sefalosporin grubuna ait seftriakson ile ilgili yapilan
onceki calismalarda da bu ilacin farkh hiicreler iizerinde

hiicre  kiltiiriinde etkileri

gorilmistir. Calismamizda

lizerinde

hiicrelerin

de sitotoksik oldugu desteklenmektedir. Yapilan in vitro
calismalar1 sayesinde ilaglarin en az yan etkiye sahip
konsantrasyonlar: belirlenerek daha ileri asama olan in
vivo deney hayvani calismalari icin referans veri kabul
edilebilir.

Katki Orani Beyani
Yazar(lar)in katki yilizdesi asagida verilmistir. Tim
yazarlar makaleyi incelemis ve onaylamistir.

AK. ZC. OE.
K 30 30 40
T 100
Y 60 10 30
VTI 40 30 30
VAY 40 30 30
KT 70 20 10
YZ 60 20 20
KI 40 30 30
GR 100
PY 40 20 40
FA 100

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= goénderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alim1.

Catisma Beyani
Yazarlar bu c¢alismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.

Etik Onay Beyani

Hayvanlar ve insanlar iizerinde herhangi bir calisma
Yapilmadigindan dolay1 bu arastirma i¢in etik kurul onay1
alinmamustir.
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