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Sefazolinin degisen dozlarinin in vitro 3T3-Fare fibroblast kultiri tizerine etkisi

Different doses of cefazolin effect on in vitro 3T3-Mouse fibroblast culture
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0z
Amag: Sefazolin’in degisen dozlarinin in vitro fibroblast kiltirl Gzerine olan etkilerinin arastiriimasi
amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Bu galismada, in vitro iyilesme modellemelerinde yaygin olarak kullanilan 3T3 fare
embriyonik fibroblast hiicre soyu kullanildi ve sefazolinin 0 pug/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml, 250 yg/ml, 500
pg/ml ve 750 pg/ml olarak belirlenen farkh dozlari in-vitro olarak 3T3 fare fibroblast hicreleri tzerine
uygulandi. Deneyler 24 ve 48 saat olarak planlandi. Bu surelerin sonunda her bir grup, CCK-8 hiicre
proliferasyon, migrasyon ve oksidatif stres testleri ile degerlendirildi.

Bulgular: Gruplara ait IC50 degerleri 24 ve 48. saatler sonunda sirasi ile 500- 750 upg/ml doz
araliginda olarak bulundu. Buna karsin 50-500 uyg/ml doz araliginda uygulanan sefazolinin ise hiicre
proliferasyonu lzerine olumsuz bir etki gdéstermedigi goruldu. Migrasyon hizinin doz ve zaman bagimli
olarak azaldigi tespit edilirken, buna karsin sefazolinin farkli doz araliklarinda uygulandi§i deney
gruplarinda oksidatif stres agisindan anlamli bir fark tespit edilmedi.

Sonug: Terapdtik sinirlarda pre ve postoperatif olarak uygulanan sefazolin in vitro kogullarda 3T3 fare
fibroblast hiicreleri lizerinde olumsuz bir etki olusturmamistir.

Anahtar sozciikler: Fibroblast, 3T3, sefazolin, hiicre kulttru.

ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to investigate the effects of varying doses of Cefazolin on in vitro
fibroblast culture.

Material and Methods: In this study, the 3T3 mouse embryonic fibroblast cell line, which is widely
used in in-vitro healing models, was used. Different doses of cefazolin, determined as 0 ug/ml, 50
ug/mil, 100 ug/mi, 250 ug/mi, 500 ug/ml and 750 ug/ml, were applied in-vitro on 3T3 mouse fibroblast
cells. Experiments were planned as 24 and 48 hours. At the end of these periods, each group was
evaluated with CCK-8 cell proliferation, migration and oxidative stress tests.

Results: The IC50 values of the groups were found to be in the range of 500- 750 ug/ml at the end of
the 24th and 48th hours, respectively. On the other hand, it was observed that cefazolin administered
in the dose range of 50-500 ug/ml did not have a negative effect on cell proliferation. While it was
determined that the migration rate decreased depending on dose and time, no significant difference
was found in terms of oxidative stress in the experimental groups in which cefazolin was administered
at different dose intervals.

Conclusion: Cefazolin, administered pre- and postoperatively within therapeutic limits, did not cause
any adverse effects on 3T3 mouse fibroblast cells in vitro.
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GiRiS

Ortopedik cerrahide, enfeksiyon ve osteomyelit
gelisimini olabildigince aza indirgemek amaciyla
cesitli  antibiyotikler kullaniimaktadir (1, 2).
Sefazolin bir beta-laktam antibiyotiktir ve bakteri
hicre duvari sentezini inhibe eder. 100
pg/mL’den ylksek konsantrasyonlarda S.aureus
icin %90 bakterisidaldir (3, 4). Birinci kusak
sefalosporin ~ olup, ortopedik  cerrahilerde
parenteral olarak veya kemik sement igine lokal
olarak kullanilabilir (5, 6). Perioperatif antibiyotik
proflaksisi, genellikle anestezi baslangicinda tek
doz intravendz olarak uygulanir .
Antibiyotiklerin  osteoblastlar Uzerine belirgin
etkileri oldugunu goésteren birgok yayin vardir (8).
Ornegin, sefuroksimin in vitro ortamda, insan
osteoblastlari Uzerinde doz bagimh olarak
proliferasyon ve alkalin fosfataz aktivitesi artigi
yaptigi gosterilmistir (9). Ayrica klindamisin ve
rifampisinin  osteoblastlar ve onlarin  6ncl
hicrelerine in vitro etkileri oldugunu belirten
calismalar da vardir (10, 11).

Kas ve tendon yaralanmalari gibi ortopedik
cerrahinin kemik disgi énemli bir kismini olusturan
yumusak doku iyilesmeleri surecinde, fibroblast
hicrelerinin anahtar roller ustlendikleri
bilinmektedir (12). Deri dahil tim yumusak
dokularda yaralanma durumunda, hemostazin
ardindan yara iyilesmesi ¢ ardisik asamada

meydana gelir: inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden sekillenme (13). Fibroblastlar,
ekstraseluler matriks birikiminde, yara

kontraksiyonunda ve yeni ekstraselller matriks
sekillenmesi agsamalarinda kritik rol oynarlar (14).
Yukarida bahsi gecen, ortopedik cerrahilerde
kullanilan bir antibiyotik olan sefazolin, yumusak
doku, tendon ve ligamentlerin ana hiicresi olan
fibroblastlar tizerine dogrudan ya da dolayli yolla
etki yaparak bu hicrelerin yasam déngusunu
etkileyebilir.

Bildigimiz  kadariyla literatirde  sefazolinin
fibroblastlar Uzerine in vitro etkisini arastiran bir
yayin yoktur. Bu c¢alismamizda, sefazolinin
degisen dozlarinin in vitro fibroblast kultlra
Uzerine etkilerini arastirmay1 amacladik.

GEREG ve YONTEM

Hiicre Kiiltirii

Bu calismada, in vitro iyilesme modellemelerinde
yaygin olarak kullanilan 3T3 fare embriyonik
fibroblast hicre soyu kullanildi. Deneysel sureg,
istanbul  Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa
Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali hiicre kultird laboratuvar’'nda tamamlandi.
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Deneylere 3T3 fare fibroblast hicreleri uygun
besiyeri (DMEM-F12+DMEM Yiksek Glikozlu +
%10 FBS + 100 ug/ml penicillin G + 100 ug/ml
streptomycin)  igerisinde in  vitro  olarak
cogaltilarak baslandi. Hicreler medyum igeren
flasklarda 37°C’de, %5 CO,, %95 hava karisimi
ve nem iceren inklbatér icerisinde kultire edildi.
invert mikroskopta hiicrelerin %80 yogunluga
ulastigi gdzlendikten sonra, pasajlama, hucre
dondurma veya deney kurumu iglemleri
gerceklestirildi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Pasajlama isleminin ardindan hlcre pelleti
suspanse edilip, 6 kuyucuklu kultir kaplarina
ekildi ve 24 ve 48. saatin ardindan
kuyucuklardaki  hicrelere  farkli  dozlardaki
sefazolin uygulamalari yapildi.

Literatlirde farkli hiicre soylari Gzerine uygulanan

sefazolin doz araligi 0-1000 pg/ml olarak
gosterilmistir. Postoperatif 100 pg/ml sefazolin,
bakterisit olarak etkili olan doza karsilik

geldiginden, c¢alismamizdaki doz araliklari bu
referans degerlere yakin olarak belirlenmistir (8).
Bu yizden calismamizda 0 pg/ml, 50 pug/ml, 100
pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 750 pg/ml
sefazolinin farkh dozlar in-vitro olarak 3T3 fare
fibroblast hicreleri Gzerine uygulanmis ve
hicrelerin ilk morfolojik degerlendirilmeleri invert
mikroskop (Olympus 1X71, Tokyo, Japan) altinda
yapilmigtir.

Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Hucre proliferasyonunun degerlendirilmesi amaci
ile; bir kolorimetrik 6lgim ydntemi olan CCK-8
(Abbkine, Wuhan, China) kullanildi. CCK-8,
WST-8 (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-(2,4-) disulfofenil)-2H-tetrazolium, monosodyum
tuzu) kullanarak, biyo-indirgeme reaksiyonu ile
suda ¢ozunur ve turuncu renkte bir formazan
boyasi Uretir. CCK-8, 96’ hicre kiltir kaplarina
ekimi yapilarak sefazoline maruz birakilan tim
deney gruplarindaki hiicrelerin Gzerine 24 ve 48.
saatin sonunda dogrudan eklendi. Dehidrojenazlar
tarafindan olusturulan indirgenme reaksiyonu
sonucu olusan turuncu renk siddeti 450 nm dalga
boyunda kolorimetrik yontem ile bir mikroplaka
okuyucu (ALLSHENG/ AMR-100, Hangzhou,
Zhejiang, China) ile degerlendirildi.

Oksidatif Stres (OS) Degerlendirme Teknigi

Sefazolinin  hicreler Uzerinde vyaratabilecegi
muhtemel oksidatif stres seviyesinin tayini igin
CeIIROXQDeep Green Reagent (Invitrogen,
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Waltham, MA, USA) kullanilarak degerlendirme
yapildi. Deneyleri sonlandirmadan hemen &énce
final konsantrasyonu 5uM olacak seklinde Cell
ROX®Deep Green Reagent medyum swisi
icerisine eklendi ve 30 dakika 37°C’de inklbe
edildi. PBS ile yapilan yikamalarin ardindan 15
dakika 9%3,7 formaldehitle oda sicakhginda
fiksasyon yapildi. PBS ile son bir yikama yapilip,
yuvarlak lameller lamlar Uzerine kapatildi.
Floresan mikroskop altinda (Olympus, BX 61,
Tokyo, Japan) degerlendirmeler yapildi. Image J
programi kullanilarak toplam bes alanda hicre
sayimi yapildi. OS igin pozitiftik gosteren
hicrelerin ylizde oranlari hesaplanarak alanlarin
ortalamalari alindi ve hucrelerin oksidatif stres
dizeyleri tespit edildi.

Hiicre Migrasyon Test Yontemi

Tdm deney gruplar 24’lu kultir kaplari icerisine
yerlestirilen steril yuvarlak lameller tzerine ekilip,
24 saat sure ile kultire edildi. Yirmi dordunci
saatin sonunda lamellerdeki hicreler Uzerinde
pipet ucu yardimiyla yariklar olusturuldu ve farkli
dozlarda  sefazolin  uygulamalari  yapildi.
Olusturulan yarigin eni invert mikroskop altinda
sefazolinin uygulandigi 0., 24. ve 48. saatlerin
sonunda  Olgllerek, fotograflanarak  hicre
ilerlemesi ve hiicre migrasyonu degerlendirildi.
AX(pm)= X1-X2 formdiline gdre hesaplamalar
yapildi ve elde edilen numerik sonuglar istatistik
programi ile  degerlendirildi  (X1:  Yarik
olusturuldugu andaki mesafe, X2: Yarik
olusturulduktan 24 saat sonraki mesafe) (15).
Kirksekizinci saatlik deney silresi, bu sire
zarfinda in vitro olarak olusturdugumuz yariklar
tamamen kapandigindan degerlendirmeye
alinmamistir.

istatistiksel analizler

SPSS 23 yazilimdan vyararlanarak istatistiksel
analizler gerceklestirildi. Uygun test secimi 6rnek
blylkligune, incelenen guplarin bagimli yada
bagimsiz olmasina, karsilastirilacak  grup
sayisina, varyanslarinin homojen olup
olmamasina ve verinin normal dagihma uygun
olup olmamasina gdre yapildi. Test olarak One-
way ANOVA ve Kruskal-wallis kullanildi.
Anlamhilik sinir igin p<0.05, p<0.01 ve p<0.001
belirlenmistir.
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BULGULAR

Sefazolin 3T3 fare fibroblastlarinin proliferatif
etkinligini degistirmemistir.

CCK-8 yontemi ile elde edilen kolorimetrik analiz
sonuglarina gére, hem 24 hem de 48. saat
sonunda, CCK-8 pozitifligi kontrol ve deney
gruplari ile kiyaslandiginda; 0 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml dozlarda
uygulanan sefazolinin bu gruplar arasinda
anlamh bir fark olusturmadigi gérilmustur. Ancak
750 pg/ml sefazolin uygulanan grup ile 0 pg/ml
sefazolin uygulanan grup arasinda
proliferasyonun anlamli olarak dustiagu tespit
edilmistir (p < 0.05) (Sekil-1).

Ayrica deneyin IC50 hesaplamasi yapildiginda
750 pg/ml sefazolin uygulanan grubun 1C50
degerinin %50’nin altinda kaldig1 goériimis ve bu
dozda  sefazolinin  toksik  etkili  oldugu
dusunulmustir. Bu sebeple 750 pg/ml sefazolin
uygulanan grup, migrasyon ve oksidatif stres
deneylerinde gbzardi edilmistir (Sekil-1).

Sefazolin 3T3 fare fibroblastlarinin migrasyon
hizini yavaglatmistir.

Hicre migrasyonu, in vitro olarak yuvarlak
lameller Uzerinde olusturulan yarndin, c¢ogalan
hicreler tarafindan kapatiima hizinin
degerlendiriimesi ile yapildi. Migrasyon testi 0
pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml
sefazolin verilen gruplara uygulandi. 50 pg/ml
sefazolin uygulanan grup proliferasyon testinde
anlamlilik siniri igerisinde kaldigindan, migrasyon
degerlendirme testine dahil edilmedi. Cogalan
hicreler tarafindan kapatilamamis olan yarik
alani mikroskop altinda élguldi. Kontrol grubu ile
karsilastinldiginda, en dusuk migrasyon hizi (en
uzun yarik alani mesafesi) 500 pg/ml sefazolin
uygulanan grupta Olguldu (P<0.001).
Olglimlerden elde edilen sonuglar Sekil-2'de
verilmigtir.

Sefazolin 3T3 fare fibroblastlarinda belirgin
bir OS artisi olusturmamistir.

Kontrol grubuna kiyasla 100 pg/ml ve 500 pg/ml
sefazolin uygulanan gruplar arasinda anlamli bir
artis goérulmedi. 250 pg/ml sefazolin verilen
grupta ise OS duzeyinin aritmetik ortalamasinda
bir artis gézlense de bu farkllik istatistiksel olarak
anlamli degildi. 50 pg/ml sefazolin uygulanan
grup proliferasyon testinde anlamhlik siniri
icerisinde kaldigindan, OS degerlendirme testine
dahil edilmedi. Olciimlerden elde edilen sonuglar
Sekil-3'de verilmistir.
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Sekil-2. Deney gruplarina ait migrasyon testlerine ait

Pozitif Hiicre %

fotomikrograf ve grafik. (0, 24 ve 48. saat).
A0/A24/A48, Kontrol. B0/B24/B48, 100 pg/ml
sefazolin. C0/C24/C48, 250 pg/ml sefazolin.
D0/D24/D48, 750 pg/ml sefazolin X 100 ve
migrasyon mesafesinin 6lgim degerlerine ait
grafik. #®, P <0.001 kontrol, 250 pg/ml ve 500
pg/ml sefazolin arasinda.
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Sekil-3. Deney gruplarinin 24 ve 48. saat sonu OS

degerlerine ait grafik (%). A: kontrol, B: 100
pg/ml sefazolin; C: 250 pg/ml sefazolin; D:
750 pg/ml sefazolin. E: OS degerlerini
gOsterir grafik. CellRox x 100.
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TARTISMA

Perioperatif enfeksiyonlar ortopedik cerrahinin en
korkulan komplikasyonlarindandir. Bu
enfeksiyonlardan Stafilokok ve Streptokoklar gibi
gram pozitif bakteriler ile E.coli ve Klebsiella
pneumoniae gibi gram negatif bakterilerin
sorumlu oldugu bilinmektedir. Sefalosporinin ilk
jenerasyonu ve [-laktam grubu bir antibiyotik
olan sefazolin, bahsi gecen bu bakteriler Gizerinde
oldukga etkindir ve ortopedik cerrahide uzun
yillardir kullaniimaktadir (16). Kas ve tendon
yaralanmalari da travma ve artroplasti gibi
ortopedi ve travmatolojinin kapsam alanina giren
onemli kemik disi cerrahilerdir ve bu surecte
dokunun yerlesik hiicreleri olan fibroblastlar, yara
iyilesme surecinde o6nemli roller alirlar (12).
Fibroblastlarin, operasyon éncesi ve operasyon
sonrasi yaygin olarak kullanilan sefalosporin
grubu antibiyotiklerden olumsuz yonde
etkilenebilme olasiliklari yUksektir. Fakat buna
karsin, literatirde bu iligkiyi ortaya koyan
herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Sefazolinin osteoblast ve mezenkimal kok
hlcreler Uzerindeki etkinligini arastiran
calismalarda farkli sonuglar bildiriimis olup,
bunlar sayica yetersizdir. Dizayn ettigimiz
calismada  sefazolinin  fibroblast  hicreleri
Uzerindeki etkinligini in vitro olarak arastirarak
literatiire katki saglamayl amagcladik.

I.LK.Yazdi ve arkadaglarinin yayimnladigi bir
calismada, S.aureus’a kargi sefazolinin, 100
pg/mPnin Gzerindeki dozlarda %90 bakterisit
etkili oldugu bildirilmistir (3). Yine ayni galismanin
verilerine baktigimizda 250 pg/ml sefazolin
uygulamasinin 48. saat, 500 pg/ml sefazolin
uygulamasinin ise 24. saat sonunda %90’a varan
oranlarda bakterisit etkili oldugu gorilmektedir.
Bu verilerden yararlanarak, sefazolinin terapoétik
in vitro doz araligini 50-750 pg/ml olarak
belirledik ve galismamizda sefazolinin 3T3 fare
fibroblast hicreleri Uzerindeki olasi etkinligini
arastirmak Uzere bu aralik igerisinde kalarak,
degisen dozlarimizi belirledik.

Calismamizda hem 24 hem de 48 saatlik
uygulamalarimizin sonucunda, |.K. Yazdi ve
arkadaslarinca bakterisit etkili oldugu belirtilen
100 ug/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml sefazolinin,
3T3 fare fibroblast hiicrelerinin proliferasyon
indeksi Uzerinde negatif bir etki olusturmadigini
g6zlemledik. Sefazolin IC50 degerine 24. saat
sonunda yaklasik 700 yg/ml dozunda ve 48. saat
sonunda ise vyaklasik 650 pg/ml dozunda
ulagsmistir ve 3T3 fare fibroblast hicreleri igin
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toksik dozun 500 pg/mlin  Uzerinde oldugu
gorulmektedir. Sonuglarimiz, bakterisit olarak
etkin doz olan 100 pg/ml'nin olduk¢a Uzerinde
kalan 250 ug/ml ve 500 pug/ml doz araliginda dahi
sefazolin  kullaniminin, fibroblast hcrelerinin
¢ogalma hizi Gzerinde negatif bir etkisi olmadigini
ortaya koymaktadir.

Pilge ve ark. calismalarinda 24 saatten daha
uzun sireli sefazolin tedavisinin disik dozlarda

olsa bile mezenkimal kok hacrelerin
migrasyonunu ve travma bdlgesindeki
proliferasyonu negatif yonde  etkiledigini

belirtmiglerdir  (8). Haasters ve ark.da
mezenkimal kok hicrelerin migrasyon ve
invazyonundaki azalmanin osteoporotik
hastalarda kallus formasyonunda gecikme ve
endokondral ossifikasyonda azalma ile
sonuglanacagini  gostermiglerdir.  (17). Bu
baglamda biz de lameller lzerine ektigimiz 3T3
fare fibroblast hlcrelerine sefazolini farkli doz
araliklarinda uyguladik ve bu dozlarin hlcrelerin
migrasyon hizina etkinligini degerlendirerek, 100-
500 pg/ml doz araliginda migrasyon hizinin
kademeli olarak azaldigini tespit ettik. Elde
ettigimiz bu sonuglar, bahsedilen iki ¢alismanin
sonuglari ile értismektedir.

Pilge ve ark. ayrica; Sefazolinin osteoblastlarin
primer éncusu olan primer insan mezenkimal kok
hicrelerinde migrasyon ve proliferasyon Uzerine
geri donusimsliz negatif etkileri oldugunu ve bu
nedenle postoperatif kemik iyilesmesinin erken
asamalarinda inhibitér rol oynayabilecegini
gOstermiglerdir. Ayrica hedeflenen bakterisidal
etki ve hucresel toksisite arasinda dengenin
iskelet hucrelerinin canliigi ve fonksiyonu igin
kritik oldugunu, bu calismaya dayanarak kemik
iyilesmesinde olumsuz etkilerinden kaginmak igin
sefazolinin gerektigi dozda ve sadece kisa sureli
kullaniimasini dnermislerdir (8).

Siengdee ve ark. da yayinladiklar bir ¢galismada,
normal ve osteoartritik kondrositlerin

sefalosporinlere karsi duyarli olduklarini  ve
kondrosit  hicrelerinin doz bagimh  olarak
apopitotik morfolojiler sergiledigini

vurgulamiglardir. Hatta 3. kusak sefalosporinlerin
yuksek doz ve uzun sureli uygulamalarinin, TNF-
alfa ekspresyonu ile birlikte 6nemli kikirdak
matriks bilesenlerinden olan COL2A ve ACAN
proteinlerinin ekspresyonlarini ayrica dusuriyor
oldugu ¢alismacilar tarafindan bildirilmistir. Buna
karsin Siendge ve ark.’nin normal ve osteoartritik
gruplarda IC50 degerlerinin sirasi ile 10 ve 12,5
mg/ml olusu, Pilge ve ark.nin sefazolinin
bakterisit etkili olarak bildirdikleri 100-500 pg/ml
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araligindaki dozlarin ¢ok Uzerinde oldugundan

dolayl bu durum tartismaya aciktir ve bu
baglamda bizim sonuglarimiz ile de
ortismemektedir (18).

Calismamizda ayrica sefazolinin 500 ug/ml
olarak uygulandigi gruplarda oksidatif stresi az
da olsa arttirdigi gdézlemlense de bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi ve literatiirde bu
verimizi destekleyecek baska bir yayina da
rastlamadik. Bu baglamda terapdtik dozlarda
uygulanan sefazolinin  3T3 fare fibroblast
hucreleri Gzerinde belirgin bir stres yaratmadigini

SONUG

Sonug¢ olarak, terapétik sinirlarda pre ve
postoperatif olarak uygulanan sefazolinin in vitro
kosullarda 3T3 fare fibroblast hicreleri lizerinde
olumsuz bir etki olusturmadig gérilmastir. Uzun
sureli uygulama ve yiksek dozlarda sefazoline
maruz birakilmanin bu hlcrelerde meydana
getirebilecegi olasi yan etkilerin arastiriimasi igin
daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir.

Cikar catismasi: TUm yazarlar herhangi bir ¢ikar
catismasi olmadigini beyan etmektedirler.

da sdyleyebiliriz.
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