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ONSOZ

Glinlimiizde, uygulama kolaylig1 ve etik nedenlerden dolayi, bilim diinyasinda in vitro
yontemlere ilgi artarak devam etmektedir. Ozellikle, hiicre kiiltiirii calismalari, in vivo
caligmalarla benzer sonuglar elde edilmesi, hiicresel diizeyde uygulama imkanlari, pratik
olmalar1 gibi avantajalarla 6ne ¢ikmaktadir. Ksenobiyotiklerin, sucul ekosistemde toksik
ve cevresel etkilerinin degerlendirilmesinde, balik hiicre kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalar
hi¢ kuskusuz 6nemli bir yer tutmaktadir. Sucul ekosistemde, hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda
bir ¢ok balik hiicre hatt1 kullanilmaktadir. Bu ¢alismamizda, iki énemli antibiyotik olan
sultamisilin ve sefuroksim aksetil’in alabalik gonad hiicre hatti iizerine sitotoksik ve

apoptotik etkileri incelenmis ve sonug olarak literatiire onemli veriler kazandirilmistir.
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SULTAMISILIN VE SEFUROKSIM AKSETIL
ANTIBIYOTIKLERININ GOKKUSAGI ALABALIGI GONAD
HUCRE HATTI-2 (RTG-2) UZERINE SITOTOKSIK VE
APOPTOTIK ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Bu ¢alismada, Sucul ekosistemde yogun sekilde karsilagiimaya baslanan antibiyotiklerden
Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil’in gokkusagi alabaligi gonad hiicre hatti (RTG-2)
iizerine sitotoksik ve apoptotik etkileri incelendi. Calisma sonucunda, RTG-2 hiicre hattina
48 saat 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil dozlarindan
uygulanarak ICso konsantrasyonlart belirlendi. Bu dozlarin uygulanmasindan sonra
Sultamisilin’in ICso degeri 22,80 + 1,72 ve Sefuroksim Aksetil’in ICso degeri 31,33 £ 0,95
uM olarak hesaplandi. Apoptotik etkilerin belirlenmesi iginde western blot teknigi
kullanildi. Bu amagla apoptoz diizenleyici proteinler olan p53 ve BCL2 protein kullanildi.
Calisma sonucunda, Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil’in kontrol grubu ile
karsilastirildiginda p53 protein seviyesini yiikselttigi, BCL2 seviyesini ise diislirdiigi
goriildi. Elde edilen sonuglar, Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil’in baliklar i¢in ¢ok
diisikk seviyelerinin bile zararli olabilecegi ve baliklarda apoptotik etkilere yol
acabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Balik hiicre hatti, Sitotoksisite, Sultamisilin, Sefuroksim Aksetil,
RTG-2, Apoptoz.
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS
OF SULTAMICILLIN AND CEFUROXIME AXETIL ANTIBIOTICS
ON RAINBOW TROUT GONAD CELL LINE (RTG-2)

ABSTRACT

In this study, the cytotoxic and apoptotic effects of sultamicillin and cefuroxime axetil,
antibiotics frequently encountered in the aquatic ecosystem, were investigated on the
rainbow trout gonadal cell line (RTG-2). As a result of the study, ICso concentrations were
determined by applying 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 pM Sultamicillin and Cefuroxime
Axetil doses to the RTG-2 cell line for 48 hours. After the application of these doses, the
I1Cso value of sultamicillin was calculated as 22.80 + 1.72, and the ICso value of cefuroxime
axetil was calculated as 31.33 + 0.95 uM. Western blot technique was used to determine
apoptotic effects. For this purpose, the apoptosis-regulating proteins p53 and BCL2 were
used. The study showed that sultamicillin and cefuroxime axetil increased p53 protein
levels and decreased BCL2 levels compared to the control group. The results obtained
indicated that even very low levels of sultamicillin and cefuroxime axetil may be harmful
to fish and may cause apoptotic effects in fish.

Keywords: Fish cell line, Cytotoxicity, Sultamicillin, Cefuroxime Axetil, RTG-2,
Apoptosis.



1. GIRIS

Antibiyotikler agizdan, parenteral veya topikal olarak uygulanabilen, antimikrobiyal
aktiviteye sahip dogal olarak olusan, yar1 sentetik ve sentetik bilesiklerdir. Insan ve hayvan
sagliginda dnemli yararlar saglayan en onemli farmakolojik ajanlar arasinda yer alan
antibiyotikler kullanilan antibiyotikler, tip, hayvancilik, su {irtinleri yetistiriciligi ve tarim
alanlarinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Cook ve Wright, 2022; Bacanli, 2024). Bununla birlikte antibiyotiklerin yaygin ve
kontrolsiiz kullanimi, ekolojik ¢evre ve insan sagligi i¢in ciddi bir tehdit olugturmaktadir
(Yang vd., 2024). Ayrica, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi, metabolize olmayan
antibiyotikler ve kalintilar1 igeren atiklarin yetersiz aritimi ile birlesince, g¢evresel
antibiyotik konsantrasyonlarinin artmasina ve dolayisiyla “antibiyotik kirliligine” yol
acmaktadir. Antibiyotik kirliligi, diinya capinda artan etkileriyle antibiyotik veya
antimikrobiyal direng i¢in dnemli bir itici gii¢ haline gelerek kiiresel bir sorun olarak ortaya
cikmaktadir (Barathe vd., 2024). Bu durum, antibiyotiklerin yalnizca terapétik yoniiyle
degil, cevresel riskleri agisindan da arastirilmasini zorunlu kilmaktadir. Sucul ekosistemler,
cevresel kirlilige en duyarl biyolojik ortamlardan biridir ve antibiyotik iletimi i¢in dnemli
bir ortam gorevi gormektedir. Bu ekosistemlere taginan antibiyotik kalintilari, baliklar gibi
ekonomik ve ekolojik ag¢idan 6nemli canlilarin fizyolojisini dogrudan etkileyebilmektedir.
Antibiyotiklerin sucul organizmalar iizerindeki etkilerinin anlagilmasi, ¢evresel risklerin
degerlendirilmesi ve siirdiiriilebilir ekosistem yonetimi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir
(Lu vd., 2025; Peng vd., 2025). 104 iilkede yiiriitiilen, 258 nehri ve 1052 su 6rnegimni
kapsayan bir ¢aligma, hedeflenen 13 antibiyotigin 9’unun bir 6rnekleme alaninda suda
yasayan organizmalar i¢in giivenilir olan konsantrasyonlarin iizerinde bulundugunu ortaya
koymustur (Wilkinson vd., 2022). Bu bulgular, antibiyotik kirliliginin ekotoksikolojik

acidan ne denli ciddi oldugunu gostermektedir.

Sultamisilin ve sefuroksim aksetil, klinik kullanim1 yaygin antibiyotiklerdendir (Durkan
vd., 2021; Van Dijkman vd., 2025). Sultamisilin, beta-laktam antibiyotikler grubunda yer
alirken, sefuroksim aksetil ikinci kusak sefalosporinler arasinda siiflandirilmaktadir

(Ozdemir vd., 2020; Yadav vd., 2024). Genis spektrumlu etkileri nedeniyle insan



sagliginda sikca recete edilen bu antibiyotiklerin ¢evresel ortamlardaki konsantrasyonlari,
kaderleri ve gercek cevresel etkileri hakkinda yeterli bilgi bulunmamakla birlikte, onlarin
cesitli sucul ortamlarda tespitlerine yonelik raporlar bulunmaktadir (Isik ve Akkan, 2021;
Kaddah vd., 2022; Ullah vd., 2023; Szarka vd., 2024). Bu nedenle, sucul ortamda
kirleticilerin biyolojik etkilerini degerlendirmek icin in vivo ve in vitro olarak
kullanilabilecek giivenilir model organizmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle su
irlinleri yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan gokkusagi alabaligi ve gokkusagi
alabaliginin gonad dokusundan tiiretilmis RTG-2 hiicre hatti, hem ekotoksikolojik
caligmalar i¢in uygun bir model hem de gevresel kirleticilerin potansiyel etkilerini yansitan
duyarli bir tiirdiir (Caminada vd., 2006; André vd., 2024; Oberhoffner vd., 2025). RTG-2
hiicre hatt1 antibiyotiklerin hiicresel diizeyde sitotoksisite, oksidatif stres, apoptoz ve
genotoksisite potansiyellerini degerlendirmek i¢in kullanilabilen giivenilir bir in vitro

modeldir (Mushtaq vd., 2025).

Yapilan c¢alismalar, oOzellikle trimetoprim, tetrasiklin, oksitetrasiklin ve siilfonamid
tiirevlerinin bu hiicrelerde farkli diizeylerde sitotoksik etkiler olusturabildigini gostermistir
(Babin vd., 2005). Ornegin, trimetoprim igin hesaplanan ECso degerinin 671,8 pug/mL
civarinda oldugu ve uzun siireli maruziyetlerde DNA hasarina yol acabildigi bildirilmistir
(Papis vd., 2011). Benzer sekilde, cesitli antimikrobiyallerin yiiksek konsantrasyonlarda
RTG-2 hiicrelerinde canlilig1 azalttigi ve oksidatif stres yanitlarini tetikledigi rapor
edilmistir (Caminada vd., 2006). Bu bulgular, RTG-2 hiicrelerinin c¢evresel ortamlarda
antibiyotiklerin potansiyel ekotoksik etkilerinin Ongoriilmesinde ve farmasdtiklerin
giivenlik degerlendirmelerinde dnemli bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Sitotoksisite
ve apoptoz, hiicrelerin zararli ajanlara kars1 verdigi en temel biyolojik yanitlart temsil
etmektedir (Shekhawat vd., 2025; Spiess vd., 2025). Sitotoksisite, hiicrelerin yasama ve
cogalma yeteneginin azalmasiyla ortaya ¢ikarken; apoptoz, programlanmis hiicre 6limii
stireci olarak hiicresel stres yanitlarinin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir
(Sazonova vd., 2022). Her ne kadar RTG-2 hiicrelerinde bazi antibiyotiklerin hiicresel
etkilerine dair calismalar bulunsa da, sultamisilin ve sefuroksim aksetilin konsantrasyona

bagli sitotoksik ve apoptotik etkileri heniiz arastirilmamaigtir.

Bu verilere dayali olarak bu tez c¢alismasi, sultamisilin ve sefuroksim aksetil

antibiyotiklerinin RTG-2 hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkilerinin incelenmesi



iizerine kurulmustur. Elde edilen bulgularin, sultamisilin ve sefuroksim aksetilin hiicresel
diizeydeki etkilerinin daha iyi anlasilmasina katki saglayarak, sucul ekosistemlerde

antibiyotik kaynakli risklerin degerlendirilmesine ve gelecekteki diizenleyici ¢aligmalara

temel olusturmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakterilerin ¢ogalmasini ve biiyiimesini durduran (bakteriyostatik) ya da
dogrudan bakteri hiicresini oldiiren (bakterisidal) antimikrobiyal ajanlardir. Alexander
Fleming tarafindan 1928 yilinda kesfedilen penisilin 1940’11 yillarda endiistriyel iiretime
gecilmesiyle birlikte klinik kullanima girmistir. Bu kesfi, streptomisin, tetrasiklin,
eritromisin gibi dogal kaynakli antibiyotiklerin izolasyonu ve daha sonra yari sentetik
tirevlerin (6r. amoksisilin, sefuroksim) gelistirilmesi izlemistir. 1980°lerden itibaren ise
tamamen sentetik antibiyotikler (6r. fluorokinolonlar, oksazolidinonlar) klinik pratige
girmistir (Bhattacharjee, 2025). Antibiyotikler farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir.
Etki tipine goére bakterisidal (bakteriyi Oldiiren) ve bakteriyostatik (¢ogalmasini
engelleyen) olarak ayrilirken; etki mekanizmasina gore hiicre duvari sentezini inhibe
edenler (B-laktamlar, glikopeptitler), protein sentezini baskilayanlar (aminoglikozidler,
tetrasiklinler, makrolidler), niikleik asit sentezini inhibe edenler (fluorokinolonlar,
rifamisinler), metabolik yol inhibitérleri (sulfonamidler, trimetoprim) ve hiicre
membranini bozanlar (polimiksinler) seklinde gruplandirilmaktadir. Klinik uygulamalarda
ise en yaygin kullanilan smiflandirma, kimyasal yapilarina dayali olanidir. Buna gore
antibiyotikler B-laktamlar, aminoglikozidler, tetrasiklinler, makrolidler, fluorokinolonlar,
glikopeptitler, oksazolidinonlar, sulfonamidler ve diger c¢esitli gruplar altinda
incelenmektedir (Saikia ve Chetia, 2024). Tablo 2.1°de en yaygin kullanilan

antibiyotiklerin fizikokimyasal 6zellikleri verilmistir.



Tablo 2.1. En yaygin kullanilan antibiyotiklerin fizikokimyasal 6zellikleri (Maghsodian vd., 2022)

Siif Antibiyotikler Sembol Molekiiler Formul | Molekiiler Suda Coziiniirliik | Kullanim
Agirlik (mg/L)
Tetrasiklinler Klortetrasiklin CTC CyH,4CLN,05 478.88 259 (25 °C) Hayvan
Doksisiklin DXC C2Hp4N,05 444.43 50,000 (25 °C, | Insan,
Oksitetrasiklin OTC CyH2N>09 460.43 pH =2.16) Hayvan
Tetrasiklin TET CyH4N,Og 444 .43 313 (25°C) Insan,
231 (25°C) Hayvan,
Bitkiler
Insan,
Hayvan
Siilfonamidler Siilfadiazin SDZ CioH10N4O5S 250.28 77 (25 °C) Hayvan
Siilfamerazin SMR C1iH12N4O,S 264.31 202 (20 °C) -
Siilfametazin SMT C2HuuN,O,8 278.33 1500 (29 °C) Insan,
Siilfametizol SMz CoH/oN4O,S, 270.33 1050 (37 °C) Hayvan
Siilfametoksazol SMX CioHiiN;05S 253.28 610 (37 °C) Insan
Siilfapiridin SPY CiiHiiN;0,S 249.29 268 (25 °C) insan
Siilfatiazol STZ CoHoN;0,S, 255.32 373 (25 °C) -
Hayvan
Makrolidler Azitromisin AZI1 C38H72N2012 748.98 2.37 (25 °C) Insan
Klaritromisin CLA C38H69NO13 747.95 1.69 (25 °C) insan
Eritromisin ERY C37H67NO13 733.93 4.2 (25°C) insan,
Roksitromisin ROX C41H76N2015 837.05 0.0189 (25 °C) Hayvan
Tilosin TYL C46H77NO17 916.10 211 Insan
Florokinolonlar Siprofloksasin CIP C7HsFN;05 331.34 30,000 (20 °C) insan
Enrofloksasin ENR C19H2,FN;05 359.39 612 Hayvan
Levofloksasin LEV C1sH20FN;04 361.37 1440 -
Lomefloksasin LOM C17H9F2N304 351.35 27,200 -
Norfloksasin NOR Ci6H1sFN303 319.33 280 (25 °C) -
Ofloksasin OFL Ci3H20FN3Oy4 361.37 10,800 (25 °C) insan
B-Laktamlar Amoksisilin AMO Ci6H1sN;0sS 365.40 3430 (25 °C) Hayvan
Ampisilin AMP Ci6H19N304S 349.40 10,100 (21 °C) Hayvan
Sefaleksin CEP Ci6H17N304S 347.39 10,000 insan
Sefazolin CEZ C14H14NgO4S5 454 .51 210 (25 °C) insan
Penisilin PEN Ci6HisN>04S 334.39 210 Hayvan
Diger smiflar Kloramfenikol CHP C11H,CpN,O5 323.13 2500 (25 °C) insan
Linkomisin LIN CisH34N,06S 406.54 927 (25 °C) Insan
Trimetoprim TMP Ci4H 1sN4O3 290.32 400 (25 °C) insan

Insan tiiketimi bakimindan diinya genelinde antibiyotik tiiketimi, gecmis yillara kiyasla
tanimli gilinliik doz (defined daily doses, DDD) cinsinden artig gostermis olup; 6rnegin 67
iilkeyi kapsayan son bir analizde 2016’dan 2023’e toplam antibiyotik kullanimi1 29,5 milyar
DDD’den 34,3 milyar DDD’ye yiikselmis, bunun niifusa oranla tiiketim hiz1 da 13,7’den



15,2 DDD/1000 kisi/gilin diizeyine ¢ikmistir (Klein vd., 2024). Artan antibiyotik kullanim1

kiiresel bir halk sagligi tehdidi olan antibiyotik direncine ve kirliligine yol agabilmektedir.

2.2. Antibiyotik Direnci ve Antibiyotik Kirliligi

Bakterilerin antibiyotikleri etkisiz hale getirecek sekilde genetik degisiklikler kazanmasi
ve enfeksiyonlarin tedavisinin zorlagmasi olarak ifade edilebilen antibiyotik direnci
enfeksiyonlarin tedavi siliresinin uzamasina, artan maliyete ve Oliim risklerine yol
agmaktadir (Liu vd., 2024). Insan viicudundan ila¢ kullanim sonrasi ortaya cikan atiklar,
hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin giibre barinak vs. yoluyla ¢evreye gecen atiklari,
farmasoétik bilesenlerin iiretildigi yerlerde atik sularin yetersiz aritilmasi sonucu ortaya
cikan ilag atiklari, tarimda ve balikgilikta kullanilan ilag atiklar1 g¢evreye hizla
yayilmaktadir (Oliveira vd., 2024). Antibiyotiklerin ve kalintilarinin g¢evreye (suya,
topraga, havaya) yayilmasi olarak ifade edilebilen “antibiyotik kirliligi” bakteriler izerinde
secici baski olusturarak direng genlerinin yayilmasimi tesvik etmektedir. Antibiyotik
kirliligi ve antibiyotik direnci mikrobiyal ¢esitliligin degismesi, su organizmalar1 i¢in
toksik etkiler, biyolojik zincirlerde birikim gibi ciddi c¢evresel tehditleri ortaya
cikarmaktadir (Barathe vd., 2024).

Diinya genelinde yapilan bazi ¢aligmalar deniz ve kiyisal sular, nehirler ile deniz
sedimanlarinda antibiyotik kalintilarinin tespit edildigini ve miktarlarinin bolgeden
bolgeye, antibiyotik tiiriine ve aritma standartlarmma bagli olarak biiyiik farkliliklar

gosterdigini rapor etmektedir (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Farkli su ortamlarinda tespit edilen antibiyotikler ve ortalama konsantrasyonlar1

Bolge/Ortam Antibiyotik Tiirii Olgiilen Miktar/Konsantrasyon Mean (ng/L) Referans
Sulfacetamide (SCM): 8,83
Sulfapyridine (SPD): 4,89
Sulfamethoxazole (SMZ): 8,21
Sulfonamidler (SCM,
Sulfadimidine (SMX): 4,79
SPD, SMZ, SMX,
Sulfamonomethoxine (SMM): 14,816
SMM, SMD, SDM),
Taizhou Bay, Cin ) Sulfameter (SMD): 161,06 Wang vd.,
Makrolidler (CLR), ) o
(K1y1sal) Sulfadimethoxypyrimidine (SDM): 159,29 2022
Florokinolonlar (CFX,
Clarithromycin (CLR): 950,29
NOR, OFX),
Ciprofloxacin (CFX): 0,89
Tetrasiklinler (DOX)
Enrofloxacin (NOR): 66,03
Ofloxacin (OFX): 1,70
Doxycycline (DOX): 0,54
Sulfacetamide (SCT): 0,20
Sulfachlorpyridazine (SCP): 0,86
Sulfadiazine (SDZ): 1,15
Sulfadoxine (SDO): 0,69
Sulfadimethoxine (SDM): 0,45
Sulfamethoxazole (SMX): 1,38
Sulfonamidler (SCT, Sulfapyridine (SPD): 1,80
SCP, SDZ, SDO, SDM, Sulfaquinoxaline (SQX): 0,54
SMX, SPD, SQX, SX, Sulfisoxazole (SX): 0,38
SMR), Makrolidler Sulfamerazine (SMR): 0,52
(RTM), Florokinolonlar Roxithromycin (RTM): 1,29
Hong Kong (Nehir (FL, LFX, MAR, NFX, Fleroxacin (FL): 0,51 Liu vd.,
Suyu) OFX, PEF, SAR, CFX, Lomefloxacin (LFX): 0,62 2022
EFX), Marbofloxacin (MAR): 0,24
Tetrasiklinler Norfloxacin (NFX): 1,13
(DC,0TC, TC) Ofloxacin (OFX): 1,49
Diger Pefloxacin (PEF): 0,56
(NOV) Sarafloxacin (SAR): 0,85
Ciprofloxacin (CFX): 1,55
Enrofloxacin (EFX): 0,54
Doxycycline (DC): 1,70
Oxytetracycline (OTC): 2,23
Tetracycline (TC): 2,60
Novobiocin (NOV): 2,46
) Ciprofloxacin: 0,89
Quinolonlar
Norfloxacin: 0,75
(ciprofloxacin,
) Azithromycin: 0,4
norfloxacin),
Antarktika (Atiksu + Clarithromycin: 0,4 Hernandez
) makrolidler )
Deniz Suyu) ) ) Erythromycin: 0,003 vd., 2019
(azithromycin,
Metronidazole: 0,17
clarithromycin),
. . Clindamycin: 0,1
trimetoprim vs.
Trimethoprim: 0,001




Cevresel ortamlarda giderek artan antibiyotik kirliligi, bu ilaclarin klinikte yaygin ve yogun
kullaniminin dogal bir sonucu olarak degerlendirilmektedir. B-laktam antibiyotikler,
klinikte en yaygin kullanilan ilag gruplarindan biri olup, yogun recetelendirme oranlari
nedeniyle ¢evresel kirlilige potansiyel olarak onemli katki saglamaktadir (Kato vd., 2024).
Bu grupta yer alan sultamisilin, ampisilin ile B-laktamaz inhibitorii sulbaktamin bir
kombinasyonu olup basta solunum ve iiriner sistem enfeksiyonlar1 olmak iizere ¢ok sayida
bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanilmaktadir (Ozdemir vd., 2020). Sefuroksim
aksetil ise ikinci kusak bir sefalosporin olarak, genis etki spektrumu ve oral
uygulanabilirligi sayesinde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda sikc¢a tercih
edilmektedir (Yadav vd., 2024). Ancak, bu B-laktam antibiyotiklerin ¢evrede nispeten
diisitk stabilite gostermeleri nedeniyle, sularda ¢ogu zaman sulfonamidler ve
fluorokinolonlar kadar yiiksek konsantrasyonlarda rapor edilmemektedir. Dolayisiyla,
farkli alt gruplar1 temsil eden bu antibiyotiklerin incelenmesi, klinik kullanimda
sagladiklar1 etkinligin yani sira laboratuvar ortaminda gevresel etkilerinin ve direng

gelisimine katkilarinin anlagilmasi1 6ngdrii agisindan 6nemlidir.

2.3. Sultamisilin

Gram negatif bakterilerin B-laktam antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesinin en yaygin
yolu, beta-laktamaz enzimi iiretimidir. Plazmidle tagman beta-laktamaz tehdidini etkisiz
hale getirmenin etkili bir yontemi, bu enzimlerin inhibitorlerini bir penisilin tiirii
antibiyotikle birlestirmektir (Khanna ve Gerriets, 2022). Su anda klinik olarak kullanilan
dort inhibitor-penisilin kombinasyonu bulunmaktadir: ampisilin-sulbaktam, amoksisilin-
klavulanat, tikarsilin-klavulanat ve piperasilin-tazobaktam. Bununla birlikte, tikarsilin—
klavulanatin iiretimi ve tedarigi birgok bolgede durdurulmus veya azaltilmistir. Ampisilin-
sulbaktam, 1986 yilinda ABD'de gelistirilen ve piyasaya sunulan ilk B-laktam/p-laktamaz
inhibitorii kombinasyonlarindan biridir. O tarihten bu yana, farkli enfeksiyon tiirlerine
kars1 etkinligini degerlendiren pek cok klinik ¢calisma gergeklestirilmistir (Yahav vd., 2020;
Carcione vd., 2021; Alfei ve Schito, 2022; Tamma vd., 2022). Sultamisilin (CAS 76497-
13-7), B-laktamaz inhibitorii sulbaktam (CAS 68373-14-8) ve ampisilinin (CAS 69-53-4)
bir metilen grubu araciligiyla baglandigi bir 6n ila¢ kombinasyonudur. Bu kombinasyonda,
antibiyotik ampisilin ve beta-laktamaz inhibitorii sulbaktam bir kimyasal reaksiyonla ¢ift

ester olarak baglanarak tosilat tuzu olusturur. Sultamisilin'in antimikrobiyal etkisi, gram-



pozitif, gram-negatif ve anaerob bakterilere kars1 in vitro olarak kanitlanmistir (Monserrat-

Martinez vd., 2019) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Sultamisilin’in kimyasal yapist ve kombinasyonu (Monserrat-Martinez vd., 2019)

Oral yolla alindiktan sonra, sultamisilin bagirsak duvarinda ilk gegis hidrolizine ugrar ve
sistemik dolagima gectikten sonra esit molekiiler oranlarda sulbaktam ve ampisiline ayrisir.
Sultamisilin uygulamasiyla ampisilinin farmakokinetigi, ampisilin tek basina verildiginde
gozlemlenen dagilimla benzerdir, bu da sulbaktamin ampisilinin farmakokinetik
Ozelliklerini belirgin sekilde degistirmedigini gostermektedir. Ayrica, literatiirde
belirtildigi lizere, sultamisilinden elde edilen ampisilinin oral biyoyararlanimi, ampisilin
tek basina uygulandiginda elde edilen biyoyararlanimdan daha yiiksek bulunmustur. Bu
nedenle sultamisilin, sulbaktam ve ampisilin i¢in etkili bir 6n ilag olarak kabul edilir.
Sultamisilin'in, solunum yolu, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ile obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlara karsi da etkili oldugu
gosterilmistir (Jubeh vd., 2020; Carcione vd., 2021). Farmakolojik etkinligi iy1
tanimlanmis olan sultamisilin ile ilgili literatiirde klinik kullanimina dair pek ¢ok veri
bulunmakla birlikte, in vitro kosullarda toksisite profili lizerine yapilan ¢alismalar oldukca
sinirlidir. Bununla birlikte, ilact olusturan ampisilin ve sulbaktam bilesenleri gesitli hiicre
hatlarinda degerlendirilmis ve yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 lizerinde etkiler
rapor edilmistir (Meiyazhagan vd., 2015; Wang vd., 2021; Pancu vd., 2022; Faisca vd.,
2024).
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2.4. Sefuroksim Aksetil

Sefuroksim aksetil, iki farkli diastereomerden olusan bir bilesik olup, kimyasal yapisi
(1RS)-1-[(asetiloksi)etil] (6R,7R)-3-[(aminokarboniloksi)metil]-7-[[(Z)-2-(furan-2-il)-2-
(metoksiimino)asetilJamino]-8-okso-5-tia-1-azabisiklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilat

seklinde tanimlanmaktadir (Faisca vd., 2024) (Sekil 2.2).

/ o
NN d
N\ 0
o -
= NH,

Sekil 2.2. Sefuroksim Aksetil’in kimyasal yapis1 (Faisca vd., 2024)

Kapal1 formiilii C20H22N4010S olup molekiil agirligr 510,48 gr’dir. Beyaz renkli, hafif aci
tada sahip, amorf ve pudra seklinde bir yapiya sahiptir. Metanol, etil asetat ve asetonda
yuksek ¢oziiniirliige sahiptir; ancak su, (%96) etanol ve eterde diislik oranda ¢oziiniir. Hava
almayan kaplarda, 25°C’y1 agmayan bir sicaklikta ve 1s1ktan korunakl bir sekilde muhafaza
edilmelidir (Bokesoy, 2000). Sefuroksim Aksetil, antibakteriyel etkisini saglayan c¢ekirdek
yapisinda beta-laktam halkas1 bulunduran 2. kusak bir sefalosporin antibiyotiktir.
Sefuroksim agiz yoluyla alinabilen bir antibiyotiktir. Bagirsak mukozasinda ve portal
dolagim esnasinda hidroliz yoluyla sefuroksime cevrilir. Sefalosporinlerin mide asidine
dayanikli olmamalar1 ve emilimlerinin yetersiz olmasi nedeniyle genellikle parenteral yolla
uygulanmalari tercih edilirken, Sefuroksim Aksetil agiz yoluyla da kullanilabilmektedir.
(Albarellos vd., 2020; Yadav vd., 2024). Sefuroksim, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe
ederek ve otolitik enzimleri aktive ederek antibakteriyel etkisini gostermektedir. Diger
sefalosporinlerde oldugu gibi, B-laktamaz enzimlerine kars1 oldukca direngli olup; 6zellikle
Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis,
Staphylococcus spp., Moraxella subgenus, Branhamella catarrhalis, Streptococcus spp. ve

Haemophilus influenzae tirlerine karst yiliksek diizeyde etkilidir. Ayrica, ampisiline
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direncli suslar da dahil olmak iizere bir¢ok bakteri tiiriine kars1 giiclii bir antimikrobiyal
aktivite gostermektedir (Faisca vd., 2024; Jakubu vd., 2024). Sefuroksim aksetil, klinik
etkinligi ve biyoyararlanimi agisindan genis ol¢iide incelenmis olsa da, in vitro toksisiteye
iliskin ¢alismalar genellikle yeni formiilasyon gelistirme veya ilag¢ tasiyici sistemlerin
degerlendirilmesi baglaminda gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar, 6zellikle farkli tuz
formlarinin veya tastyici sistemlerin hiicre canliligi iizerindeki etkilerine odaklanmaktadir
(Khan vd., 2022; Panda vd., 2022). Her iki antibiyotik de B-laktam grubu igerisinde yer
almakla birlikte, ¢cevresel kalintilar1 ve olas1 toksik etkileri hakkinda bilgiler sinirlidir. Bu
nedenle, literatiirde yer alan in vitro hiicre kiiltiirii calismalarinin incelenmesi, s6z konusu

ilaclarin potansiyel hiicresel etkilerini anlamak agisindan 6nem tagimaktadir.

2.5. Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil icin in vitro Toksisite Calismalari

Sultamisilin i¢in dogrudan in vitro toksisite c¢alismalart smirli olmakla birlikte,
bilesenlerinden biri olan sulbaktamin hiicre kiiltiirii diizeyinde degerlendirildigi ¢aligmalar
bulunmaktadir. Meme kanseri hiicre hatlarinda (MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-
MB-453 ve MDA-MB-468) yapilan bir calismada 2 mM sulbaktam varliginda
doxorubicinin sitotoksik etkinligi belirgin sekilde artirdigi rapor edilmistir (Wen vd.,
2018). Bu bulgular, sulbaktamin diisiik diizeyde hiicresel toksisiteye sahip oldugunu, ancak
belirli kosullarda sinerjik etkiler gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ote yandan,
sultamisilinin diger bileseni olan ampisilinin Detroit-562 farinks kanseri hiicre hattinda
yapilan bir calismada, 10—-100 uM konsantrasyonlarinda 72 saatlik uygulama sonrasi hiicre
canlilig1 iizerinde doza bagl azalmalar gosterdigi rapor edilmistir (Pancu vd., 2022).
Sefuroksim aksetil lizerine yapilan in vitro toksisite calismalar1 yeni “tuz formlar1” veya
“tastyict nanoformiilasyonlar” ile ilacin ¢Oziiniirligii ve hiicre alimi iizerine
gerceklestirilmis olup, bazi caligmalarda sitotoksisite degerlendirmeleri de yapilmistir
(Faisca vd., 2024). 3T3 fibroblast hiicrelerinde yapilan deneylerde, sefuroksim aksetilin
kendisinin hiicre canlilig1 agisindan diisiik toksisiteye sahip oldugu, ancak uzun alkil
zincirli katyon iceren tuz formlarinda sitotoksisitenin arttii rapor edilmistir (Faisca vd.,
2024). Sitotoksisite calismalar1 kapsaminda simiile giines 151n1 altinda sefuroksim aksetilin
bozunma caligmasinda 1929 hiicre hattinda metil tiazolil tetrazolyum (MTT) testi ile
yapilan in vitro toksisite Ol¢limleri, bozunmus {iriin karisiminin baslangic maddesine
kiyasla daha yiiksek sitotoksisite gosterdigini ortaya ¢ikarmustir (Zandarek vd., 2023).

Ayrica cesitli formiilasyon c¢aligmalarinda biyoyararlanim ve salim profili incelenmis,
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toksisite parametreleri sinirlt olmakla birlikte genel olarak diigiikk diizeyli sitotoksisite

gozlenmistir.

Tablo 2.3. Sultamisilin ve sefuroksim aksetil i¢in in vitro toksisite ¢alismalari

hiicre hattt

acisindan nispeten diisitk
toksisite gosterirken,
uzun alkil zincirli katyon
iceren tuz formlar daha
yiiksek sitotoksisite

sagladi

ila¢/Bilesen Hiicre Doz/Maruziyet Sitotoksisite Bulgular Referans
Hatt1 Siiresi Testi
Ampisilin NIH-3T3 25-200 pg/mL/24 saat | MTT Yaklasik %80-85 | Meiyazhagan
(fare canlilik; ancak yiiksek | vd., 2015
fibroblast) onsantyonlarda canlilik
distisii
Sulbaktam MCEF-10A, Sulbaktam - yalnizca, | MTT Sulbaktam tek basmna 8 | Wen vd., 2018
BT474, 1-10 uM; mM’ye kadar agikca
MCF-7, kombinasyonlarda toksik etki gostermedi;
MDA-MB- sulbaktam 2 mM + fakat doxorubicin ile
231, vb. | doxorubicin diisiik kombinasyon, baz1 hiicre
insan meme | uM/48 saat hatlarinda  var  olan
kanseri doxorubicin  dozlarinin
hiicre hatlar etkisini belirgin sekilde
artirdi
Sefuroksim aksetil | 3T3 fare | 100 uM/24 saat MTT Orijinal CA (sefuroksim | Faisca vd.,
fibroblast axetil) hiicre canlihigr | 2024

Sonug olarak, hem sultamisilin hem de sefuroksim aksetil i¢in literatiirde sinirlt sayida in

vitro toksisite calismasit bulunmaktadir (Tablo 2.3). Bu g¢aligmalar, genellikle yiiksek

konsantrasyonlarda veya 6zel formiilasyon kosullarinda belirgin etkiler ortaya koymakta,

diistik dozlarda ise hiicresel toksisite profillerinin siirli oldugunu gostermektedir.

Dolayistyla, bu antibiyotiklerin gevresel kalintilarinin potansiyel etkilerini anlamak igin

daha kapsamli hiicresel ve ekotoksikolojik arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu

noktada, balik gonadindan tiiretilmis RTG-2 hiicre hatt1, sucul ekosistemlerde antibiyotik

kalintilarinin toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla yaygin kullanilan bir model olup,

s0z konusu antibiyotiklerin ¢evresel risklerinin arastirilmasinda da énemli bir ara¢ olarak

one ¢ikmaktadir.



13

2.6. Gokkusag1 Alabahg Gonad Hiicre Hatti (RTG-2 Hiicre Hatti)

RTG-2 hiicre hatti, Wolf ve Quimby tarafindan 1962 yilinda bir yasindaki disi ve erkek
gokkusag1 alabaliginin gonad dokusundan gelistirilmis olup, baliklardan tiiretilen ilk
stirekli hiicre hatt1 olma 6zelligine sahiptir (Wolf ve Quimby, 1962). RTG-2 hiicreleri,
fibroblast morfolojisi gosterir ve 22—-24°C arasinda sekiz kat farklilik gosteren biiylime
hizina sahiptir. RTG-2 hiicreleri ekzojen bir metabolik sisteme ihtiya¢ duymaz ve toksik
maddeleri metabolize etme yeteneklerini korurlar (Isik ve Cigek, 2024). Bu o6zellikleri
sayesinde, RTG-2 hiicre hatt1 akuatik toksikoloji ve ¢evresel etki calismalarinda model
sistem olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Cigek, 2022; 2023a; 2023b; 2024; Cigek ve
Isik, 2025). Caminada vd. (2006) calismalarinda, PLHC-1 ve RTG-2 balik hiicre hatlarinda
34 ilacin in vitro sitotoksisitesi degerlendirmislerdir. Calismada, 34 ilagtan sadece 21 ilagta
yar1 maksimum etkili konsantrasyon (ECso) degerleri tespit edilmis olup, ECso degerleri
2,1 uM ile 8,66 mM arasinda degistigi goriiliip PLHC-1’in RTG-2'den daha hassas oldugu
tespit edilmistir. Ilag toksisitesi, Log D ile korelasyon gostermistir. Bulgulardan yola
cikarak, in vitro testlerin ilaglarin akut toksisitesini taramak i¢in kullanilabilecegini ve in
vivo testleri azaltabilecegini belirtmislerdir. Fernandez vd. (2013), bir atik su aritma tesisi
atik sularinda ve karigimlarinda bulunan kisisel bakim {iriinlerinin 6ldiiriicii olmayan ve
sitotoksik etkilerini analiz etmek i¢in RTG-2 hiicre hattin1 kullanmiglardir. Sitokrom P450
1A enzimi, oksidatif stres, hiicresel yaglanma ve hiicre canliligi ile etkilesimler sirasiyla 7-
etoksirezorufin-o-deetilaz (EROD), reaktif oksijen tiirleri (ROS), B-galaktosidaz (B-gal) ve
notral kirmizi alim testleri kullanilarak degerlendirilmislerdir. Test edilen bilesiklerin timii
onemli etkiler gostermemistir. Gozlemlenen en diisiik etki konsantrasyonlari ve ECso, 0,15
ila 784,47 mg/L araliginda tespit edilmistir. Farkl kisisel bakim {irtinlerinin karigimlarina
maruz kalan hiicreler i¢in net doz-yanit egrileri bulunmustur. Gézlemlenen en diisiik etki
konsantrasyonlart ve ECso'ye neden olan konsantrasyonlar, 0,05 ila 54,61 mg/L
araligindaydi. Test edilen yedi karistmin doérdii EROD aktivitesini  indiikledigi
goriilmiistiir. 1ki karisimda ROS iiretimi tespit edilmistir. B-gal inhibisyon tepkisi, test
edilen yedi karigimin altisinda gézlenmis ve EROD indiiksiyon aktivitesi veya ROS iiretimi
icin gdzlemlenenden daha yiiksek bir konsantrasyonda gerceklesmistir. Mevcut ¢alisma da,
attk su aritma tesisi atik sularinda bulunan karmasik kisisel bakim iirlinlerinin
karisimlarinin  kimyasal olarak analiz edilmesinin zor ve pahali olmasindan dolay1

hiicrelerin, ilk, hizli ve uygun maliyetli bir degerlendirmede kullanilabilecegini



14

belirtmislerdir. Korkmaz (2019) calismasinda, RTG-2 hiicre hattinda Lipopolisakkaritin
inflamatuar etkileri ve Inula viscosamin (IV) anti-enflamatuar etkisi incelenmistir.
Lipopolisakkarit maruziyeti, TNF-a gen ekspresyonunu artirirken, IV IL-1p seviyelerini
%96 azaltmis, IL-6 ise IV ile %9 artmustir. IV, Lipopolisakkarit, inflamasyonunu inhibe
ederek anti-enflamatuar etki gostermistir. Cigek (2024) tarafindan yiiriitiillen ¢alismada,
gokkusagi alabaligindan tiiretilmis RTG-2 hiicre hattinda 6jenol ve a-terpineoliin farkli
konsantrasyonlarda (6jenol: 18,75—-600 uM; a-terpineol: 3,125—-100 uM) ve siirelerde (24
ve 48 saat) uygulanmasinin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Hiicre canlilif1
Sulforhodamin B (SRB) testi kullanilarak belirlenmistir. Bulgular, 6jenoliin 24 saatlik tiim
uygulama dozlarinda hiicre canliligin1 kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde artirdigini
ortaya koymustur. Ancak 48 saatlik maruziyette, yalnizca 18,75 pM disindaki
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda artis gézlenmis, fakat bu etkinin 24 saatlik sonuclara
gore daha diistik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik, a-terpineoliin 12,5 uM ve
tizerindeki konsantrasyonlar1 her iki siirede de anlamli sitotoksisiteye yol acgarak hiicre
canliligimi distirmistiir. Daha diisiik konsantrasyonlarda (6,25 pM ve 3,125 puM) ise
kontrol grubuna kiyasla hafif bir artis gozlenmis, ancak bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 rapor edilmistir. Elde edilen sonuclar, §jenoliin diigiik ve orta
konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu destekleyici potansiyele sahip olabilecegini, a-
terpineoliin ise belirli bir esik degerin iizerinde sitotoksik etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Isik ve Cigek (2024) yaptiklar ¢alismada, riboflavinin, RTG-2 hiicre hattinda
48 saatlik maruziyet siiresi boyunca hiicre canlilig1, antioksidan enzimlere ait genlerin (gsr
ve gpxla) transkripsiyonel ifadeleri, biiytime (ghl, igfl ve igf2) ve iireme (bol) genleri ile
DNA hasar iizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda, Riboflavinin tiim
konsantrasyonlar1 (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM), RTG-2 hiicre canlilifinda anlamli
bir azalmaya yol agmustir. ICso degeri 12.5 uM olarak belirlenen riboflavin, gpx1a, igfl ve
bol genlerinin transkripsiyonel ifadelerini anlamli diizeyde asagi yonde diizenlemistir.
Buna karsin, gsr, 1gf2 ve ghl genlerinin ifadelerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olmayan artis veya azalislar gézlenmistir. Comet assay testi sonugclart,
riboflavin uygulamasinin DMSO (pozitif kontrol) grubunda kuyruk DNA yiizdesini
%]10’un tizerinde anlamli bi¢cimde artirdigini ortaya koymustur. Elde edilen bulgular,
yliksek doz riboflavinin 6zellikle iireme, DNA hasar1 ve hiicre 6liimii gibi temel hiicresel

stireclerde 6nemli diizenleyici etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.
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Yapilan kapsamli literatiir taramalarina gore sultamisilin ile sefuroksim aksetilin RTG-2
hiicrelerinde toksisitesine yonelik bir bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle ¢aligmada,
literatiirdeki mevcut bosluklar1 gidermeyi amacglamakta olup, bugiine kadar balik hiicre
hatlarinda hig¢ ¢alisilmamis olan sultamisilin ve sefuroksim aksetil antibiyotiklerinin, RTG-
2 hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkilerini incelemeyi hedeflenmistir. Ayrica, bu ¢aligma
kapsaminda yalnizca hiicre canlilig1 degil, literatiirde balik hiicre hatlarinda siirli sayida
ele alinan apoptotik etkiler de detayli olarak degerlendirilmistir. Bu yaklasim sayesinde,
antibiyotiklerin akuatik ekosistem hiicreleri tizerindeki potansiyel toksik etkilerine dair

kapsaml1 bir veri seti elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Materyaller

Bu caligsmada kullanilan materyaller Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan kimyasallar ve tiretici firmalar

Kimyasallar

Uretici Firma

Hiicre Dondurma Ortami
Penisilin-Streptomisin
Fetal Sigir Serumu
Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM)
BCL2
pS3
Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) kiti
Tripsin-EDTA
10% Fetal Bovine Serum (FBS)
RTG-2 Hiicre Hatt1
Trypsin-EDTA
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (dPBS)
DTT
PMSF
Tris
NaCl
EDTA
Spektrofotometre kuvetleri
Sodyum dodesil sulfat (SDS)
TEMED
DMSO
Tris-HCI
NP-40 (Nonidet P-40)
KH,PO,
KCI
Na,HPO,

Tween

Sigma
Gibco
Biowest
ATCC
Santa Cruz
Santa Cruz
Boster Biological Technology
Gibco
Gibco
Tiirkiye Sap Enstitiisii
Biological Industries
Gibco
BioShop Canada Inc.
Sigma
Fisher Chemical
ROTH
Sigma
Biosigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma




3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar, malzemeler ve markalar1 Tablo 3.2’°de verilmistir

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar, malzemeler ve bunlarin markalar
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Cihaz ve Malzemeler Marka
Inverted Mikroskop Zeiss
Mikroplaka Spektrofotometresi (Eliza/Mikroplaka Okuyucu) Thermo Scientific
Otoklov Hirayama
Inkiibator Niive
Steril Kabin (Sinif IT) ESCO Class 2
Su Banyosu Thermomax
-20 °C Derin Dondurucu Vestel
-80 °C Derin Dondurucu Nuare Glacier
Vorteks Cihazi Velp

Mini Santrifiij
Santrifiij
Spektrofotometre
Mini Calkalayici
Hassas Terazi
Hiicre kiiltiirii flask (25 cm?)
Hiicre kiiltiirii flask (75 ¢cm?)
Western Blot Aparatlari
PVDF Transfer Membran 0.2 pm, 26.5 cm x 3.75 m
Lamelli Cam
Lam
Steril Pipetler
Serolojik pipet
Mikrosantrifiyj Tiipleri
Mikropipet
Pipet Uglar1
X-Ray film (18x24 cm)

Diiz Tabanli Hiicre Kiltiirii Plakalar:

Weightlab Instruments
Beckman Coulter
Shanghai Metash

Isolab
Shimadzu
Nest
Nest
BIO-RAD
Merck Milllipore
Superior
Isolab
Labsolute
Lab Marker
Isolab
Isolab
Isolab
Carestream MXBE Film
Isolab
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. RTG-2 Hiicre Kiiltiiriiniin Deney i¢cin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi , Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim dali 6gretim {iyesi
Dog. Dr. Semra CICEK ten temin edilen 17. ve 20. pasaj araligindaki dondurulmus RTG-
2 hiicreleri (Uretici Firma: Tiirkiye Sap Enstitiisii) Bing6l Universitesi Saglik Hizmetleri
Meslek Yiiksekokulu’nda yer alan Kanser Arastirma Laboratuvari’nda deney igin
hazirlanmigtir. RTG-2 hiicreleri i¢in kullanilan biiyiime medyumu steril bir 50 mL falkon
tiip icerisine Penisilin-Streptomisin (0,5 mL), Fetal Bovine Serum (5 mL), Eagle's Minimal
Essential Medium (EMEM) (44,5 mL) eklenerek hazirlanmistir. 25 cm?’lik steril filtresiz
kapakl1 flask icerisine aktarilan RTG-2 hiicreleri, 5 mL medyum varliginda 23-24°C
sicakliga ayarl steril bir inkiibator icerisinde inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler her giin
kontaminasyon, hiicresel kalinti, medyum rengi ve hiicre ¢ogalmasi agisintan ters
mikroskop altinda incelenmistir (Sekil 3.1). Gerekli goriilen zaman araliklarinda medyum
degisimi yapilmistir. RTG-2 hiicrelerinin flask yiizeyinde en az %80 oraninda ¢ogaldig:

anlasildiginda diger deneylerin gergeklestirilmesi icin tripsinizasyon islemi yapilmistir.

Sekil 3.1. RTG-2 hiicrelerinin inverted mikroskopta gériintiisii



19

Tripsinizasyon i¢in ilk olarak flask igerisindeki hiicreler tarafindan kullanilmis olan
medyum, atik kutusuna dokiilmiistlir. Daha sonra flaskta yiizeye yapigsmayan 6lii hiicreleri
ve metabolit kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 1-2 mL Ca*? ve Mg igermeyen Dulbecco
Fosfat Tampon tuzlu suyu ile yikama islemi yapilmistir. Flask igerisine RTG-2 hiicrelerini
yiizeyden ayirmak i¢in Tripsin-EDTA ( 25 cm?’lik flask i¢in 650 uL) eklenmistir ve 1 dk
bekletilmistir. Bu islemlerim hepsi steril laminar akis kabininde gerceklestirilmistir.
Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi ters mikroskop altinda kontrol edilmistir. Flask yiizeyinden
ayrilan RTG-2 hiicreleri 15 mL’lik steril falcon tliplere aktarilmistir. Hiicrelerin tripsin
enziminden zarar gérmemesi i¢in ayrica 1,5-2 mL taze medyum eklenmistir. Hiicreler
13000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij islemine maruz birakildiktan sonra tripsin igeren st
faz atik kutusuna dokiilmiistiir. Falcon tiip igerindeki hiicre peleti iizerine 4 mL taze
medyum ilave edilerek pipetaj islemi ile homojenizasyon yapilmistir. Daha sonra deney
asamasi i¢in hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in homojenije edilmis hiicre igeren
medyumdan (10 pL) alinarak hemositometreye aktarilmistir. Ters mikroskop altinda (10X)
hiicre saymmi gerceklestirilmistir ve elde edilen hiicre sayis1 10 ile ¢arpilarak 1 mL
medyum igerisindeki hiicre sayisi tespit edilmistir. Daha 6nceki yapilan standardizasyon
caligmalar1 dikkate alinarak steril laminar akis kabini igerisinde 96’lik plakta 48 saatlik
etken madde maruziyeti i¢in kuyu basina 25000 hiicre (n=6) ekimi yapilmistir. Hiicrelerin
yapismasi ve boliinerek cogalmasi i¢in plaklar 24 saat boyunca inkiibatérde inkiibasyona

brrakilmastir.

3.2.2. Antibiyotik Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Maruziyet

Calismada antibiyotik olarak Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil kullanilmistir.
Antibiyotikler %1 oraninda DMSO ve medyum ile ¢ozdiiriilerek gerekli antibiyotik dozlar1
hazirlanmistir. Calisma sirasinda kontrol gruplarina, doza gére DMSO eklenmistir.
Inkiibasyona birakilan hiicreler iizerindeki medyum uzaklastirilmistir ve farkli dozlarda
(3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM) antibiyotik uygulamalari1 yapilmistir. Negatif kontrol

olarak biiylime medyumu kullanilmistir.
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3.2.3. Sitotoksisite Testi

Hiicre canliligi testi i¢in Water Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) testi kullanilmigtir. WST-
1 testi, tekrarlanabilirliligi ve gilivenirliligi yiiksek bir kolorimetrik yontem olmasindan

dolay1 hiicre canlilig1 6l¢iimiinde yogun sekilde kullanilmaktadir (Aslantiirk, 2018).

48 saatlik maruziyetin ardindan medyum ortamdan uzaklastirilmis ve iiretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda her bir kuyucuga 10 ul WST-1 ¢6zeltisi eklenmistir. Daha
sonra ¢alisma medyumu ile 100 uL’ye tamamlanarak kuyucuklara aktarilmistir. Plaklar,
151k gecirmeyecek sekilde korunarak 23-24°C’ye ayarlanmig, CO: igermeyen bir
inkiibatorde 90 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, absorbans
degerleri Eliza/Mikroplaka okuyucuda 490 nm dalga boyunda 6lgiilmiis, ayrica 630 nm
dalga boyu referans olarak kaydedilmistir. Tespit edilen bu sonuc¢lardan hiicre canliligi

belirlenmistir.

- TrYY

Kaltur Hicreleri WST-1 Boyasi Eklenmis Absorbans Olguimu

Sekil 3.2. WST-1 hiicre canlilig1 testi protokolii (Saruhan, 2022)

3.2.4. Western Blot ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki protein ekspresyon diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla total proteinler
ekstrakte edilerek, hedef proteinlerin ifade diizeyleri Western blot teknigi ile analiz
edilmistir. Protein 6rneklerinin analizi i¢in dikey SDS-PAGE tank sistemi kullanilmistir. 6
cm’lik kiiltlir kuyucuklarina ekilen hiicreler 48 saatlik uygulamadan sonra dncelikle soguk
PBS tamponu (137 mM NaCl, 8 mM Na:HPOs, 2,7 mM KCI, 1,4 mM KH2POs; pH 7,4)
ile iki kez yikanmistir. Proteinlerin saflagtirilmasi i¢in, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM
NacCl, %0,5 (v/v) NP-40, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT ve proteaz inhibitor
kokteyli (Complete, EDTA-free) igeren standart lizis tamponu kullanilmistir. Kaziyici
yardimiyla toplanan hiicreler PBS i¢inde siispanse edildikten sonra oda sicakliginda 1100

rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, ardindan siipernatant kismi aspirasyon ile
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uzaklagtirnlmistir. Elde edilen pelet, uygun hacimde lizis tamponu ile yeniden siispanse
edilmistir (0,5 x 10° hiicre i¢in 100 pL lizis tamponu). Homojenizasyon ve protein
eldesinin etkinligi i¢in siispansiyon islemi sirasinda 1 mL’lik pipetler kullanilmistir.
Ornekler 60-120 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra 4°C’de 15000 rpm’de ve 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilecek olan siipernatant yeni bir mikro-santrifiij
tiipiine aktarilmistir. Bradford metodu kullanilarak 6rneklerdeki protein konsantrasyonlari
karsilagtirilmistir. Protein Ornekleri her kuyucukta esit protein olacak sekilde uygun
konsantrasyonlarda SDS-PAGE jel ile ayrilmistir. Daha sonra, poliviniliden floriir (PVDF)
membranina transfer edilip ve transfer sonrasi bloklama tamponunda (TBS-T igerisinde
hazirlanan %5°lik BSA) 1 saat inkiibe edilmistir. Bloklamanin ardindan membranlarin gece
boyunca ilgili primer antikoru (%5’lik BSA igerisinde dilute edilmis) ile 4°C’de roller
yardimiyla inkiibasyonu saglanmistir. Membranlar TBS-T (0,3 M NacCl, 0,1 M Tris-base,
0,5% Tween; pH 7,4) kullanilarak yikanmis (3x10 dakika) ve sonra HRP ile isaretli ilgili
sekonder antikor (%5°lik BSA igerisinde dilute edilmis) ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Membranlar TBS-T kullanilarak tekrar yikanmistir (3x10 dakika). Goriintiileme
icin kemiliiminesans yontemine dayanan ECL kiti kullanilmistir. Kemiliiminesans goriintii,
X-ray goriintiileme sisteminin kullanilmasiyla filme aktarilarak elde edilmistir. Son olarak,
bant yogunluklarinin dansitometrik analizi Image-j programi (National Institutes of Health,

USA) kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.2.5. Istatistik

Tiim ¢alismalar {i¢ tekrarli olarak yapilmis ve standart sapma degerleri belirlenmistir.
Grafikler ve istatiksel analizler, GraphPad Prism (GraphPad Software, USA) programi
kullanilarak elde edilmistir. Caligmalar sonucunda elde edilen bulgular, t-testi ve One-Way
ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik degeri olarak, p
<0,05(*), p <0,01(**) ve p <0,001(***) kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Canhhg1 Analiz Sonuglar

RTG-2 hiicrelerinde 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM Sultamisilin ve Sefuroksim
Aksetil’in 48 saatlik maruziyetlerinin hiicre canliligi {izerine etkileri Sekil 4.1’de
verilmistir. Her iki antibiyotigin de sitotoksik etkisinin doza bagimli oldugu goriilmektedir.
Burada 3,125 ve 6,25 puM Sultamisilin uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligint belirgin bicimde arttirdi§i ayni1 konsantrasyonlardaki Sefuroksim Aksetil
uygulamalarinin ise hiicre canliligini korudugu goriilmektedir. 12,5 pM’den itibaren her
iki ilag da hiicre canliligin1 anlaml sekilde azaltmaya baglamistir. 25 uM Sultamisilin
uygulamasi hiicre canliligint kontrol grubuna kiyasla %50’nin altina diisiiriirken, ayni
konsantrasyondaki Sefuroksim Aksetil uygulamasi hiicre canliligin1 yaklasik %75
civarinda korumustur. 50 ve 100 uM konsantrasyonlarindaki uygulamalarda her iki ila¢ da
ciddi sitotoksisite gostermistir ve hiicre canliligl %25’in altina kadar azalmistir. Bu durum,
antibiyotiklerin hiicrelerde toksik yan etkilerinin belirli bir esik degerden sonra ortaya

ciktifina isaret etmektedir.
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Sekil 4.1. Hiicre canlili1 analiz sonuglart (A1: Sultamisilin; A2: Sefuroksim Aksetil; p<0,05: kontrol ile
kiyaslandiginda; ** p<0,01: kontrol ile kiyaslandiginda; *** p<0,001: kontrol ile kiyaslandiginda)
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RTG-2 hiicrelerinde 48 saatlik maruziyet sonucunda Sultamisilin i¢in ICso degeri 22,80 +
1,72 uM olarak tespit edilirken Sefuroksim Aksetil i¢in bu deger 31,33 + 0,95 uM olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar, Sultamisilin’in RTG-2 hiicrelerinde Sefuroksim
Aksetil’e gore daha diisiik konsantrasyonda toksisiteye neden oldugunu gostermektedir.
ICs0 degerinin daha diislik olmasi, Sultamisilin’in hiicreler {izerinde daha giiglii sitotoksik
etki olusturdugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde B-laktam tiirevlerinin hiicre membrant
biitlinliigii, mitokondriyal fonksiyon ve oksidatif stres lizerinde farkli diizeylerde etkiler
olusturabilecegi bildirilmistir. Sultamisilin’in daha diisilk konsantrasyonda toksisite
olusturmasi, ilacin yapisal Ozellikleri veya hiicre i¢i metabolik aktivasyonu ile
iligkilendirilebilmektedir. Ampisilin ve sulbaktamin kimyasal olarak esterlesmis hali olan
Sultamisilin, ampisilin ile penisilin baglayic1 proteinlere baglanarak bakteri hiicre
duvarinda peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir. Bu sekilde bakterilerde hiicre duvari
biitiinligli bozulmakta, osmotik denge kaybolmakta ve sonunda bakteri hiicresi lizis
olmaktadir. Sultamisilinin yapisindaki sulbaktam ise B-laktamaz enzimlerini inhibe ederek
ampisilinin parcalanmasini dnlemektedir. Sultamisilinin esas hedefi bakteri hiicre duvari
oldugundan memeli veya balik hiicrelerinde dogrudan bir hedefi bulunmamaktadir. Ancak
B-laktamlarin mitokondriyal enzimler ile etkilesime girdigine yonelik mevcut kanitlar
yiiksek dozlarda ve uzun maruziyet siirelerinde sultamisilin uygulamasinin bu hiicrelerde
mitokondriyal fonksiyon bozulmasina ve oksidatif stres artisina bagli olarak 6liime yol
acabilecegini gostermektedir. Ornegin, Pochini vd. (2008) ampisilinin rat karaciger
mitokondrilerinden saflastirilan karnitin/acylkarnitin tasiyicisinin aktivitesini inhibe
ettigini (ICso ~ 7,6 mM) belirtmislerdir. Tune ve Hsu (1990) ise cephaloridine,
cephaloglycin ve imipenem gibi bazi nefrotoksik B-laktam antibiyotiklerin, tavsan bobrek
korteks mitokondrilerinde, 6zellikle aniyonik substrat alimi ve solunum fonksiyonlari
iizerinde tersinir ve zamanla tersinmez etkiler (substrat tastyicilarinin (6rn. succinate
tastyicis1t vb.) etkilenmesi, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon zincirinin solunum
fonksiyonlarinin azalmasi) gosterdigini raporlamislardir. Kalghatgi vd. (2013) insan meme
epiteli hiicre hatt1 (MCF10A) ve diger hiicre tiplerinde “klinige yakin dozlarda” B-laktam
antibiyotik (ampisilin) uygulamasimin mitokondrial solunum komplekslerini (6zellikle
kompleks I ve III) etkiledigini, ROS iiretimini artirdiginit ve DNA, protein ve lipid hasarina
yol actigini ifade etmislerdir. Bu kanitlar, B-laktam antibiyotiklerin bakteriyel hedefleri
disinda da, eukaryotik hiicrelerde mitokondri fonksiyonlarmi bozabilecegi fikrini

desteklemektedir. Bu calismada Sultamisilin’in RTG-2 hiicrelerindeki sitotoksisitesi i¢in
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tespit edilen ICso degeri literatiirde bahsedilen mitokondriyel tasiyici inhibisyonlar1 veya
ROS bozulmalar1 gibi etkilerin ortaya ¢ikmasi i¢in gereken konsantrasyonlara kiyasla ¢ok
daha diisiiktiir. Bu durum birkag olas1 mekanizmayla agiklanabilir: Oncelikle sultamisilin
bir prodrug olarak ampisilin ve sulbaktam’a doniismekte; hiicre i¢i metabolitlerden birinin
veya iki bilesigin sinerjistik etkisinin RTG-2 hiicreleri i¢inde daha yiiksek ve uzun stireli
bir maruziyete yol agmasi olasidir. Ayrica RTG-2 hiicre hattina 6zgii tastyicilar veya
membran gecirgenligi ilacin hiicre igine kolay alinmasini saglayarak lokal olarak yiiksek
hiicre i¢i konsantrasyonlara neden olabilir. Diger yandan test-bazli hatalar (6rn. test
reaktifleri ile ilag etkilesimi) veya ¢oziicli/kontaminasyon gibi teknik nedenler de bu
bulgular etkileyebilir; bu nedenle intracelliiler ilag¢ diizeyleri, mitokondriyal fonksiyon,
ROS iiretimi ve apoptoz belirteglerini igeren ilave deneyler dnerilmektedir. Sefuroksim
Aksetil i¢in hesaplanan daha yiiksek ICso degeri ise bu ilacin RTG-2 hiicreleri agisindan
daha diisiik toksisiteye sahip oldugunu gostermektedir. Literatiir taramalarinda Sefuroksim
Aksetil’in balik hiicre hatlarinda dogrudan sitotoksik etkisine yonelik ¢alisma
bulunamamakla birlikte insan hiicre modelleri (osteoblastlar ya da HepG2/C3A karaciger
hiicreleri) lizerinde yapilan calismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar diisiik ve orta
konsantrasyonlarda Sefuroksim maruziyetinin hiicre canliligl {izerinde smirli etki
gosterdigini ancak yiiksek konsantrasyonlardaki maruziyetin membran hasarina ve hiicre
metabolik aktivitelerinde diisise yol actigini belirtmislerdir. Salzmann vd. (2007)
Sefuroksim Aksetil (0-1000 pg/mL) maruziyetinin osteoblastlarda proliferasyon, LDH
aktivitesi, ALP aktivitesi gibi parametrelere etkisini incelemislerdir. Bu c¢alisma
sonuglaria gore diisiik dozlarda (25-100 pg/mL) Sefuroksim Aksetil maruziyeti belirgin
olumsuz etkiye sebep olmamakla birlikte yliksek dozlardaki maruziyet LDH artisi, ALP
azalmasi, kireclenme islemlerinin bozulmasi gibi etkilere yol agmaktadir. DoB3 vd. (2022)
6 giin boyunca sefuroksim (140 uM, 700 uM ve 1400 uM) maruziyetine birakilan
HepG2/C3A hiicrelerinde canliligin konsantrasyona bagli olarak 9%32,24’e kadar
distligiinii belirtmiglerdir. Ayrica bu ¢calisma sefuroksimin doza bagli olarak mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesinde artisa ve EROD aktivitesinde ciddi bir azalmaya yol agtigini da
gostermektedir. Bu veriler, sefuroksim aksetilin RTG-2 hiicre hattinda insan hiicre
modellerine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksisite gosterebildigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, balik hiicrelerinin antibiyotiklere karsi daha hassas olabilecegini
veya ilacin bu hiicrelerde farkli metabolik/mitokondriyal yolaklar iizerinden etki

edebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica sefuroksim aksetilin prodrug yapisinin balik
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hiicrelerinde farkl sekilde metabolize edilerek daha toksik metabolitler olusturabilecegi de
goz ardi edilmemelidir. Calismamiz bu yoOniiyle literatiirde balik hiicreleri {izerinde
sefuroksim aksetil sitotoksisitesine dair ilk verileri sunmakta ve sucul ekosistemlerde
antibiyotik maruziyetinin potansiyel risklerini degerlendirmek i¢in 6nemli bir temel
olusturmaktadir. Gelecekte yapilacak mekanistik ¢aligmalar ile mitokondriyal fonksiyon,
oksidatif stres ve hiicre i¢i ilag birikiminin arastirilmasi, gézlenen toksisitenin altinda yatan

biyokimyasal mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

4.2. Western Blot Sonuclari

Apoptoz, hiicresel liretim ve eliminasyonu dengeleyerek doku homeostazisini koruyan,
genetik olarak kontrol edilen, otonom, sirali ve periyodik bir hiicre Sliimii seklidir.
Genellikle hiicre morfolojisinde belirgin degisikliklerle karakterizedir; bunlar arasinda
kabarciklanma, hiicre baglanma kaybi, sitoplazmanin biiziilmesi, DNA par¢alanmasi ve
diger biyokimyasal degisiklikler bulunur (Elmore, 2007; Obeng, 2021). Sucul ve karasal
organizmalar arasinda apoptoz yollarinin temel bilesenlerinde bazi farkliliklar olsa da,
apoptotik mekanizmalar nispeten birbirinin aynisidir (AnvariFar vd., 2017). p53, birgok
hiicre tipinde hayati 6neme sahip, evrensel ve cok islevli bir diizenleyici proteindir. Bu
protein, ¢esitli sinyal yollar1 araciligiyla hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde kilit rol oynar.
p53’in ekspresyonu, ROS birikimine ve bu durumun yol actifi oksidatif hasarlara
duyarlidir; boylece p53, farkl: hiicresel sinyal yollarini diizenleyici bir faktor haline gelir.
Normal fizyolojik kosullarda p53°iin ifade diizeyi endojen mekanizmalar tarafindan siki
bicimde kontrol edilir. Ancak, herhangi bir hiicresel stres durumu (6rnegin oksidatif stres,
DNA hasar1 veya genotoksik ajanlara maruziyet), hiicre dongiisiinde kritik degisikliklere
ya da genotoksik hasarlara neden olarak p53 aktivasyonunu tetikleyebilir. Aktive olmus
p53 proteini, stres altindaki hiicrelerde apoptoza ve anti-tiimér savunmanin temel
diizenleyicilerinden biri olarak gorev yapar (Shamloo ve Usluer, 2019; Tays1 vd., 2019;
Sever, 2024). Zebra balig1 (Danio rerio) beyninde yapilan ¢alismalarda, aktive olmus p53
proteininin hiicre dongiisiinii durdurarak apoptozu baslattigini ve boylece hasarli hiicrelerin
elimine edilmesini sagladigi belirlenmistir (Hu vd., 2015). Ayrica p53, hiicre canliligi,
DNA onarmmi ve apoptoz gibi temel hiicresel siireclerin diizenlenmesinde goérev alan

onemli bir transkripsiyon faktoriidiir (Bensaad ve Vousden, 2007; Yan vd., 2021).
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BCL2 ailesi proteinleri, apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. BCL2 protein
ailesi hem apoptozu tetikleyen hem de Onleyen proteinleri igerir. Bu iki farkli islev
arasindaki denge, hiicrenin yasami ve 6liimii arasindaki kararin alinmasinda kritik bir rol
oynar. BCL2 proteini, 6nemli bir anti-apoptotik faktordiir. Ana islevi, mitokondriyal
membranin gegirgenligini inhibe ederek sitokrom c gibi pro-apoptotik faktorlerin
sitoplazmaya salinmasini dnlemek ve boylece apoptoz siirecini inhibe etmektir. BCL2 ile
Bax ve Bak gibi diger pro-apoptotik proteinler arasindaki goreceli dengeyi saglayarak,

hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in ¢ok énemlidir (Wong, 2011).
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Sekil 4.2. Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil’in RTG-2 hiicrelerinde apoptotik proteinlerin ifade diizeylerine
olan etkisi (CTRL: Kontrol; A1l: Sultamisilin; A2: Sefuroksim Aksetil; *p<0,05: kontrol ile kiyaslandiginda)

Bu calismada, Sekil 4.2°de goriildiigii gibi saghikli hiicre ile kiyaslandiginda p53
gruplarinda artis goriilmektedir. Apoptotik siire¢ ve hiicresel stres durumunda artan p53
rolii diisiintildiiglinde; bu sonugclar literatiir (Tays1 vd., 2019; Trivedi vd., 2021; Sever,
2024; Liu vd., 2026) ile uyumlu olarak RTG-2 hiicre hattinda Sultamisilin ve Sefuroksim
aksetil’in tek baslarina kullanildiklarinda stres ve apoptozise yol actigini gérmektedir.
Ayrica, Sekil 4.2°de antiapoptotik protein BCL2 seviyelerinin azalmasi ile beraber
apoptotik etkinin diizenlenmeye calisildigi goriilmektedir. Sonuglar, BCL2 proteininin
onemli bir anti-apoptotik faktor olarak hiicrelerin hayatta kalmasmi ve Oliimiini
diizenlemede temel bir rol oynadigini gdstermistir. Benzer sekilde, genisteinin p53'in
fosforilasyonunu ve aktivasyonunu artirdigi, ayn1 zamanda BCL2/Bax ve BCL-xL/Bax
oranini azalttig1 ve fosforile Akt (protein kinaz B) seviyesini diislirdiigii ve bu da hiicrelerin
apoptoza girmesine neden oldugu 6ne siiriilmiistiir (Ouyang vd., 2009). Ay sekilde Tays1

vd. (2019) yaptiklart in vivo ¢alismada gokkusagi alabaligi beyin dokusunda inorganin
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civanin sublethal dozlarinin apoptotik etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, 2 ve 7
giinlik zaman araliklarinda inorganin civanin iki subletal dozuna maruz birakilan
gokkusagi alabalig1 beyin dokusunda p53 ekspresyonunda 2. giin artis belirlenirken, 7. giin
azalma meydana gelmistir. Calisma da, p53 ekspresyonundaki artisin ¢esitli hiicre hasari
tiplerine kars1 hiicresel yanitin bir sonucu olarak meydana geldigi belirtilmistir. Bununla
beraber yapilan bazi caligmalarda, p53 ekspresyonunun baskilanmasinin, oOzellikle
mikroRNA veya hidroksiapatit nanopartikiilleri araciligiyla gerceklesen inhibisyon
durumlarinda, transkripsiyonel aktivitenin diizenlenmesinde de bir mekanizma oldugunu

gostermektedir (Hu vd., 2007; Cho vd., 2016).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, RTG-2 balik hiicre hattinda Sultamisilin ve Sefuroksim Aksetil’in sitotoksik
etkileri ilk kez degerlendirilmistir. Sultamisilin i¢in hesaplanan ICso degerinin (~22,80
uM), Sefuroksim Aksetil’e kiyasla (~31,33 uM) daha diisiik olmasi, Sultamisilin’in bu
hiicre hattinda daha giiclii toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Sefuroksim Aksetil
ise daha yiiksek ICso degeri ile RTG-2 hiicreleri agisindan daha diisiik toksisiteye sahiptir.
Bu iki antibiyotigin apoptotik etkisini incelemek icin p53 ve BCL2 proteinlerinin
expresyon diizeyleri incelenmistir. Bunun sonucu olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda
p53 proteinindeki artis apoptotik bir etkiyi gostermektedir, bununla beraber yine kontrol
grubu ile kiyaslandiginda BCL2 proteinindeki azalma meydana gelen apoptotik etkiyi
diizenlemek i¢in olustugunu gostermektedir. Calismada elde dilen bulgular, literatiirde
insan hiicre modellerinde bildirilen sonuglarla karsilastirildiginda, balik hiicrelerinin
antibiyotiklere kars1 daha duyarli olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu veriler
antibiyotiklerin yalnizca antimikrobiyal etkinlik acisindan degil, ayn1 zamanda konak
hiicreler iizerindeki toksik etkileri bakimindan da degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir. ilerleyen ¢aligmalarda farkli hiicre hatlarinda benzer analizlerin yapilmast,
hiicresel sitotoksisite mekanizmalarimin (6rnegin apoptotik yolaklar, oksidatif stres
parametreleri, mitokondriyal fonksiyonlar) detayli olarak incelenmesi, in vivo
dogrulamalar ve elde edilen verilerin gevresel toksikoloji perspektifi ile biitiinlestirilmesi
onem arz etmektedir. Son olarak, antibiyotiklerin kombinasyon halinde kullanimlarinin
olas1 sinerjistik ya da antagonistik etkilerinin arastirilmasi, ekotoksikolojik acidan daha

biitiinciil bir risk degerlendirmesi yapilmasina imkén verecektir.
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