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Yiksek Lisans
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Ceftriaoxone ile fenilalanin arasindaki etkilesimin ve ceftriaoxone ile Calf-Thymus
Deoksiribonikleik asit (CT-DNA) arasindaki etkilesimin absorpsiyonu belirlenmis ve
ceftriaoxone ve fenilalaninin segilen bakteriler tzerindeki anti-bakteriyal aktiviteleri
incelenmistir. Farkli sicakliklar, inkiibasyon siireleri ve PH degerlerinde ceftriaoxone
ile fenilalanin etkilesimi Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile belirlenmis
olup, absorpsiyon degerleri birbirine ¢ok yakindi. CT-DNA ile ceftriaoxone etkilesimi
ise Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile fark edilebilir durumdaydi. Tek
basina ceftriaoxone ve ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonu, bu arastirmada
kullanilan bakteriler tizerinde (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Proteus mirabilis
ATCC 25933, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Sarcina lutea ATCC
9341, Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501)
inhibisyon zonu gostermistir, fakat tek basina fenilalanin inhibisyon zonu
gostermemigstir. Sonuglarimiz, CT-DNA ile ceftriaoxone arasindaki etkilesim
mekanizmalarin1 ¢6zmeye yonelik olarak fikir verici niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Ceftriaoxone, fenilalanin, DNA etkilesimi, antimikrobiyal
aktivite.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

IDENTIFICATION OF INTERACTIONS OF CEFTRIAOXONE WITH
PHENYLALANINE AND DNA AND DETERMINATON OF THEIR
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES
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Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yasemin Celik ALTUNOGLU

The absorption of interaction between ceftriaxone with phenylalanine and interaction
between ceftriaxone with Calf-Thymus Deoxyribonucleic acid (CT-DNA) were
determined and antibacterial activity of ceftriaxone and phenylalanine was studied on
selected bacteria. The interaction of ceftriaxone with phenylalanine in different
temperatures, incubation times and PH values were determined by Ultraviolet-Visible
spectrophotometer (UV) and the absorption rates were very close. The interaction of
ceftriaxone with CT-DNA was noticeable by Ultraviolet-Visible spectrophotometer
(UV). Ceftriaxone alone and ceftriaxone combined with phenylalanine showed
inhibition zone but phenylalanine alone did not show any inhibition zone on the
bacteria used in this research (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Proteus mirabilis
ATCC 25933, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Sarcina lutea ATCC
9341, Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501).
Our results give an idea to explore the interaction mechanisms between ceftriaxone
and CT-DNA.
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1. GIRIS

Antibiyotiklerin beta-laktam bilesikleri, bir beta-laktam halkasindan olugmaktadir.
Beta-laktam halkasi, ti¢ karbon atomu ve bir nitrojenden olusmus olup dort Gyeli bir
halkadir. Buna beta-laktam denmektedir. Cunki nitrojen molekili, karbonil
bakimindan -karbon ile birlestirilir (C=0). Bu yapiya sahip olan antibiyotiklere beta-
laktam antibiyotikler denir ve bunlar penisilin ve penisilin tarevlerini (Sekil 1.1),
sefalosporinleri ve karbapenemleri icermektedir (Sekil 1.2, 1.3). Beta-laktam

bilesikleri, bakterilerin hiicre duvari tretimini engellemektedir [1].
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Sekil 1.1. Penisilinin temel yapisinin iskelet formali [2]
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Sekil 1.2. Sefalosporinin temel yapisinin iskelet formili [3]

COOH

Sekil 1.3. Karbapenem’in temel yapisimin iskelet formli [4]

1.1. Ceftriaoxone

Ceftriaoxone, beta-laktam antibiyotikleri olarak smiflandirilan {igiincii nesil bir
sefalosporindir. Gram-pozitif bakterileri ve direncli Gram-negatif bakterileri
etkilemektedir ve bu da onu ikinci nesil sefalosporinden ayirir ve ¢ogu bakteriyel
enfeksiyon icin ¢ok yararlidir. Yaygin ismi Rocephin’dir ve akciger iltihabi, deri
iltihab1 ve dahili abdomen iltihab1 dahil olmak {izere ¢ogu enfeksiyonda etkilidir.

Ameliyatlardan 6nce verilmesi, daha sonraki inflamasyonlari engellemektedir ve bu
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antibiyotik damar igine veya kas igine uygulanmalidir [5]. Ceftriaoxone’un formulu,
C18H18NgO7Ss3- dur. Molar kiitlesi ise 554.58 g/mol’diir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Ceftriaoxone’un Yapisi [6]
1.1.1. Ceftriaoxone ile lgili Genel Bilgiler

Sefalosporin bilesikleri ilk defa, Italyan bir bilim adami olan Giuseppe Brotzu
tarafindan 1948 yilinda Sardinya’da Cephalosporium acrimonious’den elde
edilmistir. Ceftriaoxone, Hoffman-La Roche tarafindan 1980°1i yillarin baslarinda
kesfedilmistir. Ceftriaoxone, Uglincu nesil bir sefalosporin antibiyotigidir ve
bakterilerin hiicre duvarinin olusturulmasi igin gerekli olan proteinlerin yapimini
engeller [7]. Ceftriaoxone antibiyotikleri, pek ¢ok diger antibiyotige direngli
olmayan mikroplar1 tedavi etmek igin kullanilir [8]. Ceftriaoxone, intramuskuler
enjeksiyon veya enflizyon yolu ile verilebilir [9]. Kalsiyum iceren sollisyonu
hafifletmek i¢in kullanilmamasi gerekmektedir ve ayrica kalsiyum igeren solventler
damarlarin igine enjekte edilmemelidir [10]. Ceftriaoxone’un yan etkileri, cilt
dokulntuleri ve diyare ile sonuclanan beyaz kan hiicrelerindeki bir degisikliklerdir
[11]. Ceftriaoxone, buna alerjisi olan ve penisiline alerjisi olan kisiler tarafindan
kullanilmamalidir. Bunlara ek olarak, Ceftriaoxone yeni dogan bebekler, 6zellikle de
premature dogumlarda kullanilmamahidir. Ciinkii albuminden bilirubinin
izolasyonuna neden olmaktadir, bu da beyinde iltihaba sebep olmaktadir.
3



Ceftriaoxone’un fetiiste anormalliklere neden olabildigi gdzlemlenmistir, bu sebeple
hamile kadmlara verilmemelidir [12]. Ceftriaoxone, anne siitiinde diisiik
konsantrasyonlarda  salgilandigindan  bebeklerde  zarara neden  olmasi
beklenmemektedir. Tehlikeli Ceftriaoxone’u kanitlayan ¢alismalar mevcut degildir.
Fakat Ceftriaoxone’na duyarlilik yasl hastalarda genglerden daha yaygindir [13].
Ceftriaoxone, kas icine veya damar igine verilir fakat agiz yoluyla verilemez.
Ceftriaoxone dokulara ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina karsi siv1 spinal kort
gibi doku ve viicut sivilarma niifuz eder [14]. Ceftriaoxone, pek cok antibiyotik ile
Ozellikle de gentamisin, tobramisin gibi aminoglikozitler ile ve ayrica canl

bakteriyel agilar ve kalsiyum igeren parenteral soliisyonlar ile etkilesir [15].

1.2. Amino Asitler

Amino asitler, bir amin grubu (NH2) ve bir karboksil grubu (COOH) iceren
bilesiklerdir. Amino asitlerin temel elementleri karbon (C), nitrojen (N2), oksijen
(O2) ve hidrojendir (H2) [16]. Amino asitlerin Gstun diizeni (I- veya d- izomerler),
gliseraldehit referans alinarak siniflandirilir. Prolin disinda, proteinlerdeki butin
amino asitlerde o-karbonuna (a-amino asit) bagl olan esansiyel bir amino ve bir
karboksil bagi vardir. f-amino asitte (6rn. Taurin ve - alanin gibi) bir amino grubu

-karbon atomuna baglanir [17].

1.2.1. Fenilalanin

Fenilalanin, bir a -amino asittir ve ti¢ hali vardir. D- fenilalanin: D-fenilalanin, ya tek
bir enantiyomer olarak ya da rasemik karigimin bir pargasi olarak dogal birlesme ile
olusturulabilir. L-fenilalanin ise proteinlerde bulunan tek bigimdir [18]. DL-
fenilalanin, fenilalaninin iki halinin laboratuvarda birlesimidir [19]. Fenilalanin
depresyon, dikkat eksikligi, hiperaktivite (ADHD), Parkinson hastaligi ve agri
yonetiminin tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak vitiligo tedavisinde deri
Uzerinde dogrudan kullanilir [20]. Fenilalanin formiili CéHsCH.CH (NH2) COOH
ve molar kdtlesi ise 165.19 g/mol’diir (Sekil 1.5).



OH
NH-

Sekil 1.5. Fenilalaninin yapisi

1.3. Deoksiribonukleik Asidin (DNA) Kimyasal Yapisi

Deoksiribonikleik asit (DNA), bitun hicrelerin cekirdeklerinde mevcuttur ve
organizmalar i¢in bitylime, gelisim v.b. ile ilgili genetik bilgiler icermektedir. Fosfat
gruplarindan dolayt DNA’nin negatif bir yiikii vardir ve bu o6zellik elektriksel
testlerde 6nemlidir. DNA suda ¢6ziinmektedir [21] (Sekil 1.6).

DNA, niikleotidlerden olusmaktadir. Bir niikleotid sunlari icerir:

e Azotlu baz
e Pentoz sekeri

e Fosfat grubu [22].
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Sekil 1.6. DNA yapist [23]

Azotlu Bazlar

Azotlu bazlar, yapida bir nitrojen atomu igermektedir. DNA ve RNA’daki
nukleobazlar, primidin ve piirinlerin tiirevleridir. Pirimidin, alt1 karbon atomu ve iki
nitrojen atomu igeren halkasal aromatik heterojen bir organik bilesiktir. Bir pirimidin
bicimi olan pirazin iginde, nitrojen atomlari heterojen karbon halkasinda 1.3
konumundadir ve nitrojen atomlari halkanin 1.4 konumundadir. Pridazin diazinonda
nitrojen atomlart halkanin 1.2 konumundadir [24]. Nukleotit bazlarinin G¢ tlrd,
pirimidin turevleridir: Sitozin (C), Timin (T) ve Urasil (U)’dir. Piirinler, imidazol
halkas1 ile kaynasmis bir pirimidin halkasindan olusan organik halkasal heterojen
aromatik bilesiklerdir. Niikleotit bazlarmin iki tirQ purin tirevleridir: Adenin (A) ve
Guanin (G) (Sekil 1.7).



T I
HES M D
I, 7C| !
W NN u
Pyrimidine ring |
H
Thymine
| I
C C
/';1\ /6\]N S \N
= i
N NN
l
Purine ring Guanine Adenine
Sekil 1.7. Pirimidin halkasi, piirin halkas1 ve azotlu bazlar.
Pentoz Seker
5 5
Hc::ml:H2 o TH H0(|ZH2 o TH
N A
C ¢ H H C c H
| l |3|‘ 2!‘
OH L OH
Ribose 2-Deoxyribose

Sekil 1.8. Pentoz sekerinin kimyasal yapisi [25]

NUkleozit kimyasal birimi, bir piirin baz1 veya pirimidin bazi ve bir riboz sekeri veya
deoksiriboz sekeri igerir. Eger niikleozitlere bir fosfat grubu eklenirse, nukleotit

denilen bir baska kimyasal birim elde edilir [26] (Sekil 1.8).



Fosfat Grubu

Fosfat grubu, DNA’nin bel kemigindeki seker molekiilleri arasinda bir bag gorevi
gormektedir. Fosfat grubu, seker molekiiliiniin 5° karbon atomundaki hidroksil
grubuna baglidir. DNA’nin, niikleozitlerin ve niikleotidlerin yapisin1 agiklamak i¢in

iki temel terim kullanilmaktadir [27] (Sekil 1.9).

Nucleoside Nucleotide
NH,

Sekil 1.9. DNA molekuliinde fosfat grubu [28]

Sekerdeki C-1 atomu, azotlu baza baglidir. Piirin bazda seker N-9 atomuna baglidir
fakat pirimidin bazda seker N-1’e¢ baglidir. Fosfat grubu C-5, C-3 veya C-2 ‘e
baglidir. Deoksiriboniikleotidin seker birimi, C-5 pozisyonunda Sekil (1.9) ‘da
gosterildigi gibi fosfata baglidir. Bu form, biyolojik sistemlerde yaygindir ve DNA
ve RNA yapisinda bulunur [29].

1.3.1. Ultraviyole-Visible Spektrofotometre (UV)

Ultraviyole-visible Spektrofotometre, her bir DNA dengesini ve kiguk madde
molekdlleri ile olan etkilesimleri ¢calismak i¢cin muhtemelen en basit ve genellikle
kullanilan enstriimantal bir stratejidir. DNA ve kiicik molekiiller arasindaki

etkilesim, UV-visible absorpsiyon Spektrofotometresi kullanilarak diizgiin bir
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sekilde izlenebilir. Dalga boylarmin elektromanyetik radyasyonunun tutulumu,
paylagilmamis elektron gruplarina sahip elektronlar1 veya molekiilleri olan
taneciklere gore 200 ve 800 nm civarinda bir yerdedir. Bu yontem hem nesnel hem
de nicel incelemeler i¢in kullanilabilir. Genis c¢esitlilikte ilag maddeleri yakin
aydinlikta (200-380 nm) ve fark edilebilir elektromanyetik aralik konumlarinda (380-
800 nm) radyasyonu alikoydugu i¢in bu yontem farmasotik (ilag) arastirmalarda
kapsamli sekilde kullanilmaktadir. Analitik yakinsama ve tiiketilen 1s1k giicii
arasindaki iligki, spektrofotometrenin nicel kullanimlarinin temel dayanagidir.
Bunlara ek olarak, molar absorptivite, belirsiz konum ve elementlerin asimilasyon
bagmin sekli ve genisligi, absorpsiyon spektrumuna gore atom alt1 yap1 ve ortam ile

belirlenebilir ve bu sekilde 6znel inceleme i¢in kullanilabilir [30].

1.3.2. Baglanma Sabiti (Kb)

Baglanma sabitlerinin kimya alaninda calisirken belirlenmesi gerekmektedir.
Baglanma sabiti, stokiyometrinin  belirlenmesi icin  ve kompleks bir
konsantrasyonunun degerlendirilmesi igin 6rnek yontemlerdir. Komplekslerin
baglanma sabiti belirleme programlari, kisisel bir bilgisayarda elektronik ¢izelge

programlamasi kullanilarak gelistirilmistir [31].

1.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal ilaglarin 20. ylizyilda 6nemli bir iyilestirici rolii olmustur. Bu ilaglar,
mikrobik hastaliklar ve mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin
onlenmesi i¢in kullamlir. Ilaglar, sadece mikroplar1 6ldiirmek veya engellemek igin
tasarlanir ve hastalanan bir kisi tizerinde higbir etkisi yoktur veya minimum etkilidir.
Bu kimyasal tedavi genel olarak “konak {izerinde giivenli bir sekilde
mikroorganizmalar1 baskilayarak sistemik enfeksiyonlar1 tedavi eden belirlenmis
kimyasal tedavi” anlamina gelen kemoterapi olarak adlandirilir [32]. Bir antibiyotik
duyarhilik testi, antibiyotiklere direngli bakterileri arastirir. Test bir laboratuvarda
yapilir; bakteri ve antibiyotikler 12-24 saat igin agar igeren petri kab1 iizerine koyulur.
Teknik, direngli bakteriye en uygun antibiyotigi belirlemek igin kullanilir. inhibisyon

zonu testi, antibiyotiklere direngli bakterileri 6lgmek i¢in klinik olarak kullanilan bir
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tekniktir ve bakterilerin aktivite diizeyini kiyaslamanin kolay bir yoludur [33].

Asagidaki resim, agar igeren petri kabi tizerindeki inhibisyon alanini gostermektedir.

Fotograf 1.1. A petri kab1 Uzerindeki inhibisyon testini gosterirken, B petri kabi tizerinde

inhibisyon zonu yoktur.

Sefalosporin, en blyik antibiyotik ailelerinden biridir; beta-laktam ilk olarak 1948
yilinda bakteri sporlarindan izole edilmistir. Hoffmann-La Roche 1980°1i yillarin
ortasinda Ceftriaoxone’u bulmustur. Ceftriaoxone ve diger sefalosporinler, sayisiz
farkli antibiyotikten etkilenmemeye egilimli canli hucreleri tedavi etmek igin
kullanilmigtir. Antibiyotiklerin beta-laktam grubu, sadece gram-pozitif bakterileri

etkilemistir fakat gram-negatif bakterilere karsi da etkili hale gelmistir.

Bu ¢alismada, farkli sicakliklarda ve farkli inkiibasyon siirelerinde Ceftriaoxone ile
fenilalanin arasindaki etkilesimleri degerlendirebilmek igin, Ceftriaoxone’un,
Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun ve Ceftriaoxone ile CT-DNA’nin
extinction katsayisin1 Ultraviyole-visible Spektrofotometre (UV) ile belirlemeye
karar verdik. Bunlara ek olarak, Ceftriaoxone bazi bakteri tlrler igin taramadan
gegirilmistir. Bu testlerde, tek basina Ceftriaoxone’un, fenilalaninin ve Ceftriaoxone
ile fenilalanin  kombinasyonunun antimikrobiyal aktivitesi Gram-pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Sarcina lutea ATCC 9341) ve Gram—
negatif (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium NRRLE 4463,
Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus mirabilis ATCC 25933) bakterilerde
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Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun bakteriler UGzerindeki etkisini

aydinlatmak i¢in belirlenmistir.
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2. KURAMSAL CERCEVE

Knapp vd. (1988), genis yelpazede yaklasik 1,400 klinik bakteri izolatina karsi
Ceftriaoxone’un antimikrobiyal aktivitesini belirlemeye calismustir.
Enterobacteriaceae, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Staphylococci,
Enterococci ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi Ceftriaoxone etkinligini

gostermislerdir [34].

Jarrahpour vd. (2004), D-fenilalanin ile baz1 B -laktam bilesiklerinin sentezini ve
antimikrobiyal etkinligini gergeklestirmistir. Bunlarin bazilari, Staphylococcus
citrus, Escherichia coli, Bacillus subtillis and Klebsiella pneumonia 'ya karsi aktivite

gostermistir [35].

Sakiyan vd. (2004), bir kompleks olarak bazi amino asitler (glisin, L-alanin, L-
fenilalanin, L-histidin, L-triptophan) ile 2-hidroksil-1- naftaldehit ve manganezin
antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerini belirlemeye ¢alismistir. Bu kompleksler,
in vitro ortamda baz1 Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ve Bacillus polymyxa),
Gram-negatif bakterilere (Escherichia coli) ve mantara (Candida albicans) karsi
aktivite gostermistir. Bununla birlikte, antimikrobiyal aktiviteler, amino asindirici

artiglarin genisleyen boyutu ile azalma egilimi gostermistir [36].

Pasticci vd. (2008), bes Enterococcus faecalis izolat1 {izerinde Ceftriaoxone ile
ampisilinin  antimikrobiyal etkinligini incelemisler ve inhibisyon zonlari

gostermislerdir [37].

Ghithan vd. (2013), flloresans spektroskopisi ve ultraviyole (UV) absorpsiyon
spektrumunu kullanarak Ceftriaoxone ve insan serum albumini (HAS) arasindaki
etkilesimi incelenmistir. Ceftriaoxone, insan serum albumininin (HAS) icsel
floresansini baskilamak i¢in guclu bir kabiliyet gostermistir. Baglanma katsayisi (K)
298 K’da K=1,02x 10° M olarak &l¢iilmiistiir [38].
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Patel vd. (2006), sefotaksim ve Ceftriaoxone’un UV absorbsiyon oranlari ile ilgili
calismay1 spektrofotometrik yontemler ile gerceklestirmis ve sefotaksim i¢in R? =

0.9944 ve Ceftriaoxone i¢in R2 = 0.9926 olarak belirlenmistir [39].

Sanbogni vd. (2006), Haemophilus influenzae klinik izolasyon grubunun, B-laktam
antibiyotik grubuna kars1 duyarliligini belirlemek i¢in klinik olarak bu grubun 9 yilini
arastirmis ve sonuglar ¢cogu B-laktam bilesiklerine karsi artan direnci gostermistir

[40].

Pakravan ve Masodian (2015), izatin-p-tiyosemirbazon (IBT) ve CT-DNA arasindaki
etkilesimi, prob olarak Notral Kirmizi (NR) boya kullanarak UV-visible
spektrofotometre ile incelenmistir. K¢tk bir miktar Notral Kirmizi (NR) dan dolayi
azalan absorpsiyon yogunluguna dikkat ¢cekmisler ve UV-visible spektrofotometre
ile CT-DNA’nin artan konsantrasyonlarinin IBT ile CT-DNA arasindaki etkilesimin

absorpsiyon oranlarini da arttigini gostermislerdir [41].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Ceftriaoxone’un formilli CigH1gNsO7S3 seklindedir; molekiiler agirhigi ise
554.58g/mol’diir. Bu c¢alismada, Ceftriaoxone’un toz hali kullanilmustir. L-
fenilalaninin formili CeHsCH2CH (NH2) COOH seklindedir ve molekiiler agirlig:
165.19 g/mol’diir.

3.1. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok Ceftriaoxone c¢ozeltisi, 10 ml Tris-HCI icinde 0,00554 gr Ceftriaoxone
cozilerek 1 Molar (M) derisimde olacak sekilde hazirlanmis ve ayr1 ayr1 PH:3, PH:7
ve PH:9 olacak sekilde ayarlanmistir. Stok fenilalanin ¢ozeltisi, 10 ml Tris-HCI
icinde 0,00165 gr fenilalanin ¢ozilerek 1 M derisimde olacak sekilde hazirlanmis ve
ayr1 ayrt PH:3, PH:7 ve PH:9 olacak sekilde ayarlanmstir.

Bir molar Tris-HC1, 700 ml damitik su (DH20) icerisinde 121.1 gr Tris baz ¢ozulerek
hazirlanmistir ve HCI ile PH:7.5 olarak ayarlanmistir [42]. Final solusyon hacmi
damitik su ile 1 L’ye tamamlanmistir, 0,54 c¢apindaki filtreden gegirilmis ve
otoklavlanmistir. Cozelti, oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Seyreltik Tris-HCI

cozeltisi, 10 ml stok ¢ozelti ve 90 ml damitik sudan hazirlanmigtir [42].

3.2. Extinction Katsayisi

Extinction katsayisi, Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) kullanilarak
hesaplanmistir (Multiscan Go, Thermo Fischer, ABD) (Fotograf 3.1, 3.2). Beer
Yasasi, sabit molar absorpsiyonun 6zgil bir dalga boyunda ¢ozeltideki ¢ozinik
maddelerin konsantrasyonlarina bagli oldugunu ifade etmektedir. Genlesme
katsayilari, molar absorbsiyonun genel adidir. Molar absorbans birimleri,

konsantrasyon birimleri ve 1s1k yolu 6lcim ile dengelenmektedir [43].

Farkli konsantrasyonlar (10- 20- 30- 40 uM) elde etmek icin Tris-HCI (PH:3) ile
Ceftriaoxone stok ¢ozeltisini seyrelterek dort oOrnek hazirlanmistir, farkl

sicakliklarda (25°C-30°C-40°C-50°C-60°C) 5 dakika inkiibe edilmistir ve
14



Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile 6l¢lilmiistiir. Farkli konsantrasyonlar
(10- 20- 30- 40 uM) elde etmek icin Tris-HCI (PH:7) ile Ceftriaoxone stok ¢ozeltisini
seyrelterek dort ornek hazirlanmustir, farkli sicakliklarda (25°C-30°C-40°C-50°C-
60°C) 5 dakika inkiibe edilmistir ve Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile
Ol¢iilmiistiir. Farkli konsantrasyonlar (10- 20- 30- 40 uM) elde etmek i¢in Tris-HCI
(PH:9) ile Ceftriaoxone stok ¢ozeltisini seyrelterek dort 6rnek hazirlanmistir, farkl
sicakliklarda (25°C-30°C-40°C-50°C-60°C) 5 dakika inkiibe edilmistir ve
Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile 6l¢iilmiistiir.

3.3. Fenilalanin ile Ceftriaoxone’un Etkilesimi

Sabit Ceftriaoxone konsantrasyonu (50 uM) ve farkli fenilalanin konsantrasyonlari
(0- 50- 100- 150- 200 uM) igeren bes 6rnek, Tris-HCI (PH:3) ile seyreltilmis, farkli
sicakliklarda (25°C- 30°C- 40°C- 50°C- 60°C) 5 ve 20 dakika boyunca inkiibe
edilmis ve Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile oOlgiilmistiir. Sabit
Ceftriaoxone konsantrasyonu (50 uM) ve farkli fenilalanin konsantrasyonlari (0- 50-
100- 150- 200 puM) igeren bes Ornek, Tris-HCI (PH:7) ile seyreltilmis, farkli
sicakliklarda (25°C- 30°C- 40°C- 50°C- 60°C) 5 ve 20 dakika boyunca inkiibe
edilmis ve Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile oOlgiilmistiir. Sabit
Ceftriaoxone konsantrasyonu (50 uM) ve farkli fenilalanin konsantrasyonlari (0- 50-
100- 150- 200 uM) igeren bes ornek, Tris-HCI (PH:9) ile seyreltilmis, farkli
sicakliklarda (25°C- 30°C- 40°C- 50°C- 60°C) 5 ve 20 dakika boyunca inkiibe

edilmis ve Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile dlgtilmiistiir.

[ fenilalann] [ fenilalani] N 1

(€2 —&4) (&, —&¢) Ky (&, —&¢)

(3.1)

[fenilalanin], baz ciftleri halindeki fenilalanin konsantrasyonudur. ., €, ve en Serbest
ve bagl Ceftriaoxone genlesme katsayilaridir. Ozellikle, e, Beer kanunu takip
edilerek, sulu ¢ozeltideki bir Ceftriaoxone 6lgim egrisi ile belirlenmistir. €a, 6l¢ilen
absorbans ve Ceftriaoxone konsantrasyonu, Aobs/ [Ceftriaoxone], arasindaki oran
olarak belirlenmistir. [fenilalanin]’ya karsilik bir [fenilalanin]/(ea-ef) egrisi, bir 1/(ep-
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er) egimi ve 1/Kp (ep-€f) esdeger bir diisey boliintli vermektedir; Kb, diisey bollntlye

gore egim oranidir [44].
3.4. CT-DNA ile Ceftriaoxone Etkilesimi

Deneyde kullanilan CT-DNA, GE Healthcare Life of Sciences’dan satin alinmistir.
Yaklasik 0.003 gr CT-DNA, 3 ml Tris-HCI (PH:7.4) igerisinde ¢oziilmiistir. CT-
DNA c¢ozeltileri, 260 ve 280 nm dalga boyundaki UV isikta absorbe edilmistir.
Niikleotid konsantrasyonlar1, 260 nm’de molar absorpsiyon katsayisi (¢ = 6600M"
lem™) kullanilarak UV absorpsiyon spektroskopisi ile belirlenmistir. Sabit bir
Ceftriaoxone konsantrasyonundan (20 uM) alt1 6rnek hazirlanmistir ve farkli CT-
DNA konsantrasyonlar1 (0- 10- 20- 30- 40- 50 uM) Tris-HCI (PH:7) ile
seyreltilmistir, farkli sicakliklarda (25°C-30°C-40°C-50°C) 5 dakika inkibe

edilmistir ve etkilesim Ultraviyole- visible spektrofotometre (UV) ile 6l¢iilmiistiir.

[DNA] _ [DNA] 1

(€a—¢¢) - (6,—¢¢) Kyle,—&¢)

(3.2)

[DNA], baz ciftleri halindeki CT-DNA konsantrasyonudur. &,, &, ve &y Serbest ve
bagl Ceftriaoxone genlesme katsayilaridir. Ozellikle, &, Beer kanunu takip edilerek,
sulu ¢ozeltideki bir Ceftriaoxone 6l¢iim egrisi ile belirlenmistir. &a, 6l¢tlen absorbans
ve Ceftriaoxone konsantrasyonu, Aobs/ [Ceftriaoxone], arasindaki oran olarak
belirlenmistir. [DNA]’ya karsilik bir [DNA]/(ga-&f) egrisi, bir 1/(ep-¢f) egimi ve 1/Kp
(ev-ef) esdeger bir diisey boliintii vermektedir; Kb, diisey boliintiiye gore egim
oranidir [44].
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DNA deneyinde kullanilan donanim ve aletlerin fotograflari

Fotograf 3.1. UV-Visible Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

=

Fotograf 3.2. Quartz kivetler

3.5. Ceftriaoxone ve Fenilalaninin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bu materyallerin bazi bakteri tiirleri tizerindeki etkisini gormek igin 1’er molar
Ceftriaoxone, fenilalanin ve fenilalanin ve Ceftriaoxone kombinasyonu

hazirlanmstir.
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3.5.1. Maddelerin Konsantrasyonu

Ceftriaoxone ve fenilalanin seyreltik ¢Ozeltileri ¢ift dilisyon yontemi ile
hazirlanmistir [45]. Ardindan dilisyonlar pargalar halinde filtre kagidina koyulmus
ve kurumaya birakilmigtir. Daha sonra, Ceftriaoxone ve fenilalanin antimikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. Yaklagik 0,5 ml Ceftriaoxone stok c¢ozeltisi ve 0,5
fenilalanin  stok ¢ozeltisi, Ceftriaoxone ve fenilalanin  kombinasyonunun
antimikrobiyal aktivite analizi icin karistirtlmistir. Bu karisim, filtre kagidina
koyulmus ve kurumaya birakilmistir. Besiyeri ortami hazirlandiktan sonra, bakteriler
petri kutularina asilanmis ve daha sonra kuru cozeltiler iceren filtre kagitlar
eklenmistir. Son olarak, petri kaplarinda 24 saat boyunca 37 °C sicaklikta inkiibe

edilmistir.

3.5.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyeri, uretici firma 6nerilerine gore hazirlanmistir. Kisaca, 20 g nutrient agar 1000
ml damitik su (DH20) i¢inde ¢oziilmiistlr ve otoklavda 121 °C sicaklikta 15 dakika
dezenfekte edilmistir. Besiyeri, 45-60 °C’ye sogutulmus ve her 25 ml’si bir petri
kutusunu doldurmak igin kullanilmistir. Kontaminasyonu ¢énlemek icin koruyucu

kabin i¢inde oda sicakliginda katilasmaya birakilmislardir [46].

3.5.3. Mikroorganizma Turleri

Gram-negatif bakteriler (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella
typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus mirabilis
ATCC 25933) ve Gram-pozitif bakterilerin (Staphylococcus aureus ATCC 43300
(MRSA), Sarcina lutea ATCC 9341) standart tiirleri, Kastamonu Universitesi Genetik

ve Biyomuhendislik Bolimunden alinmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Ceftriaoxone i¢in Sicakhik ve Farklh PH Degerlerinin Extinction Katsayisi
Uzerindeki Etkisi

Ceftriaoxone’un extinction katsayisi, A=ecl denklemine gore hesaplanmistir;
burada, € molar absorbanstir (bu maddenin katsayisi), ¢ bu tlrlerin konsantrasyon
miktaridir, € ise yol uzunlugudur [47]. Ylksek absorpsiyon, 234 nm dalga boyunda
saptanmustir. Grafik 4.1’ de, PH:3 ‘de 25 °C sicaklikta sire icin farkli Ceftriaoxone
konsantrasyonlarinin  extinction katsayist ve herbirinin  Ultraviyole-Visible

spektrofotometre (UV) ile absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.1. 25 °C sicaklikta PH:3 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.2°de, PH:3’de 30 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve her birinin Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.2. 30 °C sicaklikta PH:3 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.3’de, PH:3’de 40 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.3. 40 °C sicaklikta PH:3 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.4’de, PH:3’de 50 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.4. 50 °C sicaklikta PH:3 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.5’de, PH:3’de 60 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.5. 60 °C sicaklikta PH:3 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Tablo 4.1. Cefiriaoxone 'un farkli sicaklik degerleri icin PH:3 “de belirlenen extinction

katsayisi
Sicaklik Extinction
katsayisi
25°C 18647
30°C 19552
40°C 18525
50°C 19864
60°C 19394

Tablo 4.1‘de gosterildigi tlizere, PH:3‘de uygulanan farkli sicakliklara ragmen

extinction katsayilari arasinda 6nemli bir farklilik gozlenmemistir.

Grafik 4.6” de, PH:7 ‘de 25 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve herbirinin Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.

0.8000 -
0.9000
0.8000
0.7000 0.7000 N
g 0.6000
£ 05000
£
0.6000  0.4000
: = 03000
0.2000
i 0.1000
g 0.5000 1 0.0000 . . . . .
g 0 0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005
:2: [ceftriaxone] (mM)
= 0.4000
0.3000 4
——C1SHISNSOT7S3(1x10-5mM)
0.2000
——C18HISNSOTS3(2x10-5mM)
C18H18N807S3(3%10-5m M)
0.1000
200 250 300 350 400 —— C18HISNSO7S3(4x10-5mM)
wavelenght (nm)

Grafik 4.6. 25 °C sicaklikta PH:7 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.7°de, PH:7’de 30 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve her birinin Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.7. 30 °C sicaklikta PH:7 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.8’de, PH:7°de 40 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.8. 40 °C sicaklikta PH:7 igin Cefiriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.9’de, PH:7’de 50 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.9. 50 °C sicaklikta PH:7 igin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.10°de, PH:7’de 60 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.10. 60 °C sicaklikta PH:7 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Tablo 4.2. Cefiriaoxone 'un farkli sicaklik degerleri i¢cin PH:7 'de belirlenen extinction

katsayisi
Sicaklik Extinction
katsayisi
25°C 18237
30°C 17714
40°C 18920
50°C 18725
60°C 19589

Tablo 4.2°de gosterildigi tlizere, PH:7‘de uygulanan farkli sicakliklara ragmen

extinction katsayilar1 arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.

Grafik 4.11° de, PH:9°de 25 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve herbirinin Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.11. 25 °C sicaklikta PH:9 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.12°de, PH:9’de 30 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve her birinin Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.12. 30 °C sicaklikta PH:9 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.13’de, PH:9’de 40 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.

0.8000 - 0.9000 -
0.8000 - .
0.7000 - ;
0.7000 g 0.6000 - Lt
£ 0.5000 A .
£
£ 0.4000 - -~
0.6000 = 0.3000 -
0.2000 - ¢
0.1000 -
g 0.5000 1 0.0000 v v v v "
g 0 0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005
E [ceftriaxone]mM
= 0.4000 4
0.3000
——C18H18N8O7S3(1%10-5m M)
0.2000
——C18H18N80O7S3(2x10-5mM)
C18H18N807S3(3x10-5mM)
0.1000
200 250 300 350 400

=—C18H18N8O0783(4x10-5mM)

wavelenght (nm)

Grafik 4.13. 40 °C sicaklikta PH:9 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Grafik 4.14°de, PH:9’de 50 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayis1 ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.14. 50 °C sicaklikta PH:9 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi

Grafik 4.15°de, PH:9’de 60 °C sicaklikta farkli Ceftriaoxone konsantrasyonlarinin
extinction katsayisi ve Ultraviyole-visible spektrofotometre (UV) ile her birinin

absorpsiyon oranlar1 gosterilmistir.
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Grafik 4.15. 60 °C sicaklikta PH:9 icin Ceftriaoxone’un extinction katsayisi
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Tablo 4.3. Cefiriaoxone 'un farkli sicaklik degerleri i¢in PH:9 de belirlenen extinction

katsayisi
Sicaklik Extinction
katsayisi
25°C 19335
30°C 19000
40°C 19492
50°C 18900
60°C 19725

Tablo 4.3°de gosterildigi tizere, PH:9°de farkli sicakliklara ragmen extinction

katsayilari arasinda 6nemli bir farklilik gozlenmemistir.

Patel vd. (2006), spektrofotometriyi kullanarak sefotaksim ve Ceftriaoxone’nu
incelemistir ve sefotaksim i¢in R2 = 0,9944 ve Ceftriaoxone icin Rz = 0,9926 olarak
gosterilmistir [48]. Bu sonug, Ceftriaoxone icin Ultraviyole-visible spektrofotometre
(UV) ile belirlenen ve farkli sicaklik degerleri ve inklibasyon sureleri igin hesaplanan
ve R? degerleri 0,9894 ve 0,9999 arasinda degisen extinction katsayisi sonuglari ile

uyumludur.

4- Dimetilaminobenzaldehit ile Spektrofotometrik yontem kullanarak, Rind vd.
(2008), farmasotik urunlerin Ceftriaoxone igeriklerini tanimlamistir. Reaksiyon, 397
nm dalga boyunda yiiksek oranda stabil oldugu goriilmiis ve 24 saat boyunca
absorpsiyon oranlarinda herhangi bir degisim gdstermemistir [49]. Sonuglar,
Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile farkli sicakliklar ve farkli inkiibasyon
stirelerine ragmen, absorpsiyonun Ceftriaoxone i¢in 234 nm daga boyunda yiksek

oldugu ¢alismamiz ile tutarhdir.
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Agbaba vd. (1997), demir hidroksamat yontemi kullanilarak spektrofotometre ile
sefaleksin, Ceftriaoxone, sefiksim ve sefotaksimi incelemistir. Zaman ve sicaklik
paremetreleri ile B-laktam antibiyotiklerinin absorbsiyonlarini gostermislerdir [50].
Bu sonuglarin, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile belirlenen

Ceftriaoxone i¢in extinction katsayisi sonuglari ile uyumlu oldugunu goriilmiistiir.

Pasha vd. (2008), variamine blue kullanarak Ceftriaoxone, sefotaksim, sefaleksin ve
sefadroksili iceren B-laktam grubunu antibiyotikleri belirlemek icin spektrofotometre
yontemini uygulamustir. Sefotaksim, Ceftriaoxone, sefadroksil ve sefaleksin igin
dogru egim degerlerinin (R?) 556 nm dalga boyu uzunlugunda sirastyla 0.9980,
0.9992, 0.9996 ve 0.9991 oldugu bulunmustur [51]. Bu sonuglar, Ceftriaoxone i¢in
maksimum extinction katsayisinin 234 nm dalga boyu uzunlugunda Ultraviyole-
Visible spektrofotometre (UV) kullanilarak belirlenen farkli sicakliklarda bulunan

Ceftriaoxone dogru egim degerleri (R?) ile benzerlik gostermistir.

4.2. Zaman, Sicaklik ve PH’nin Fenilalanin ile Ceftriaoxone Etkilesimi
Uzerindeki Etkisi

Asagida, yiiksek bir degisiklik sergileyen, Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki

etkilesim gosterilmistir.

29



Grafik 4.16’de, fenilalanin miktar arttirildigi zaman 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in
PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon olarak bir artis

gostermistir.
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Grafik 4.16. 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek basma absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.17°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirildigi zaman 30 °C sicaklikta 5
dakika icin PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon

olarak bir artig 0rnegi gdstermistir.
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Grafik 4.17. 30 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek basimna  absorpsiyonunu
gostermektedir ve (__ ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.18’de, 40 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim yine fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon acisindan bir

artls 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.18. 40 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.19°de, 50 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore absorpsiyon

acisindan bir artig géstermistir.
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Grafik 4.19. 50 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve () ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

31



Grafik 4.20°de, 60 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, cogalan fenilalanin oranlari ile iliskili olarak absorpsiyon

acisindan bir artis 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.20. 60 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.21°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirtldigi zaman, 25 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan bir artis 6rnegi gostermistir.
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Grafik 4.21. 25 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (-----)  Ceftriaoxone’un tek basina  absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin

konsantrasyonlariin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.22°de, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore, 30 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.22. 30 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (-----)  Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve () ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.23’de, 40 °C sicaklikta 20 dakika icin PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon agisindan yine bir

arti gostermistir.
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Grafik 4.23. 40 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (-----)  Ceftriaoxone’un tek basina  absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlariin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.24°da, 50 °C sicaklikta 20 dakika i¢cin PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artiga gore absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.24. 50 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek basma absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.25’de, 60 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarlarindaki artisa gore absorpsiyon agisindan

yine bir artis gostermistir.
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Grafik 4.25. 60 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:3’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (-----)  Ceftriaoxone’un tek basina  absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlariin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Tablo 4.4. Fenilalanin ile Cefiriaoxone’'un PH:3’de farkli sicakliklar ve inkiibasyon
strelerindeki etkilesimi i¢in Ky degerleri

Sicakliklar 5 dakika i¢in Ky degerleri 20 dakika igin Kp
degerleri
25°C 3,6x10* 1,01x10°
30°C 5,6x10% 1,3x10°
40°C 4,4x10% 5,8x10*
50°C 5,7x10% 6,8x10*
60°C 4,01x10* 9,1x10*

Yukaridaki sonuglar, fenilalanin konsantrasyonlar1 ne kadar fazlaysa, Ceftriaoxone
ve fenilalanin kombinasyonunun absorpsiyonunda da o kadar fazla artis oldugunu
gostermistir. Yani, 240 nm dalga uzunlugundaki artis, fenilalanin miktarindaki artig
ile yikselir Tablo 4.4. 25 °C sicaklikta 5 dakika igin fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Kp degeri 3,6x10% 30 °C sicaklikta 5,6x10% 40 °C sicaklikta
4,4x10% 50 °C sicaklikta 5,7x10* ve 60 °C sicaklikta 4,01x10% idi. Yirmi dakika
dakika inkibasyon siresi igin 25 °C sicaklikta fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Kp degeri 1,01x10°, 30 °C sicaklikta 1,3x10°, 40 °C sicaklikta
5,8x10% 50 °C sicaklikta 6,8%x10% ve 60 °C sicaklikta 9,1x10* idi.
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Grafik 4.26’de, fenilalanin miktari arttirildigr zaman 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in

PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon olarak bir artis

1.2000 5E-09

gostermistir.
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Grafik 4.26. 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:7°de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.27°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirildigi zaman 30 °C sicaklikta 5
dakika icin PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon

olarak bir artig 0rnegi gdstermistir.
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Grafik 4.27. 30 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:7°de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu gostermektedir
ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin konsantrasyonlarmin
absorpsiyonunu gostermektedir.

36



Grafik 4.28’de, 40 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim yine fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon agisindan bir

artls 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.28. 40 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve () ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.29°de, 50 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.29. 50 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basmna absorpsiyonunu
gOstermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin

konsantrasyonlariin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.30’de, 60 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, cogalan fenilalanin oranlari ile iliskili olarak absorpsiyon

acisindan bir artis 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.30. 60 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.31°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirildigi zaman, 25 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan bir artig 6rnegi gostermistir.
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Grafik 4.31. 25 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek basma absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.32°de, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore, 30 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.32. 30 °C sicaklikta 20 dakika icin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.33’de, 40 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon acisindan yine bir

artis gostermistir.
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Grafik 4.33. 40 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:7°de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basma absorpsiyonunu
gostermektedir ve  ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.34°da, 50 °C sicaklikta 20 dakika i¢cin PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore absorpsiyon

acisindan artis géstermistir.
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Grafik 4.34. 50 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basma absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.35’de, 60 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarlarindaki artisa gére absorpsiyon acisindan

yine bir artig gdstermistir.
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Grafik 4.35. 60 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:7’de Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve  ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Tablo 4.5. Fenilalanin ile Cefiriaoxone’'un PH:7’de farkli sicakliklar ve inkiibasyon
stirelerindeki etkilesimi icin Ky degerleri

Sicakliklar 5 dakika i¢in Ky degerleri 20 dakika igin Kp
degerleri
25°C 2,4x10" 3,04x10*
30°C 2,8x10% 2,04x10*
40°C 1,8x10* 4,3x10*
50°C 2,05x10* 6,1x10*
60°C 3,3x10° 6,9x10°

Yukaridaki sonuglar, fenilalanin konsantrasyonlar1 ne kadar fazlaysa, Ceftriaoxone
ve fenilalanin kombinasyonunun absorpsiyonunda da o kadar fazla artis oldugunu
gostermistir. Yani, 240 nm dalga uzunlugundaki artis, fenilalanin miktarindaki artig
ile yikselir. 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Kp degeri 2,4x10% 30 °C sicaklikta 2,8x10% 40 °C sicaklikta
1,8x10% 50 °C sicaklikta 2,05%10* ve 60 °C sicaklikta 3,3%10°idi. Yirmi dakika
inklibasyon suresi igin 25 °C sicaklikta fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Ky degeri 3,04x10%, 30 °C sicaklikta 2,04x10% 40 °C sicaklikta
4,3x10% 50 °C sicaklikta 6,1x10* ve 60 °C sicaklikta 6,9x10° idi.
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Grafik 4.36’de, fenilalanin miktar arttirildigr zaman 25 °C sicaklikta 5 dakika igin
PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon olarak bir artig

gostermistir.
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Grafik 4.36. 25 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. ~ (------ ) Ceftriaoxone’un tek basmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve  ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu géstermektedir.

Grafik 4.37°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirildigi zaman 30 °C sicaklikta 5
dakika icin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim absorpsiyon

olarak bir artig 0rnegi gdstermistir.
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Grafik 4.37. 30 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilegimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagina absorpsiyonunu
gOstermektedir ve  { ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.38’de, 40 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim yine fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon agisindan bir

artls 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.38. 40 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.39’de, 50 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.39. 50 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi. (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.40°de, 60 °C sicaklikta 5 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, ¢ogalan fenilalanin oranlari ile iliskili olarak absorpsiyon

acisindan bir artis 0rnegi gostermistir.
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Grafik 4.40. 60 °C sicaklikta 5 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.41°de, fenilalanin konsantrasyonu arttirildigi zaman, 25 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan bir artig 6rnegi gostermistir.
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Grafik 4.41. 25 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilegimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve  ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlariin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.42°de, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore, 30 °C sicaklikta 20
dakika icin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim, absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.42. 30 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basmna absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.43’de, 40 °C sicaklikta 20 dakika icin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarindaki artis ile absorpsiyon acisindan yine bir

arti gostermistir.
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Grafik 4.43. 40 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin

konsantrasyonlarimin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Grafik 4.44°de, 50 °C sicaklikta 20 dakika i¢cin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin konsantrasyonundaki artisa gore absorpsiyon

acisindan artig géstermistir.
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Grafik 4.44. 50 °C sicaklikta 20 dakika igin PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek bagina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.

Grafik 4.45°de, 60 °C sicaklikta 20 dakika icin PH:9’da Ceftriaoxone ve fenilalanin
arasindaki etkilesim, fenilalanin miktarlarindaki artisa gére absorpsiyon agisindan

yine bir artig gdstermistir.
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Grafik 4.45. 60 °C sicaklikta 20 dakika i¢in PH:9’da Ceftriaoxone’un fenilalanin ile
etkilesimi.  (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonunu
gostermektedir ve ( ) ise Ceftriaoxone ile farkli fenilalanin
konsantrasyonlarinin absorpsiyonunu gostermektedir.
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Tablo 4.6. Fenilalanin ile Cefiriaoxone’un PH:9'da farkli sicakliklar ve inkiibasyon
stirelerindeki etkilesimi icin Ky degerleri

Sicakliklar 5 dakika i¢in Ky degerleri 20 dakika igin Kp
degerleri
25°C 1,7x10° 1,16x10°
30°C 9,8x10% 1,5x10°
40°C 1,3x10° 1,2x10°
50°C 1,18x10° 1,28x10°
60°C 1,18x10° 7,9x10*

Yukaridaki sonuglar, fenilalanin konsantrasyonlar1 ne kadar fazlaysa, Ceftriaoxone
ve fenilalanin kombinasyonunun absorpsiyonunda da o kadar fazla artis oldugunu
gostermistir. Yani, 240 nm dalga uzunlugundaki artis, fenilalanin miktarindaki artig
ile yikselir. 25 °C sicaklikta 5 dakika i¢in fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Kp degeri 1,7x10° 30 °C sicaklikta 9,8x10% 40 °C sicaklikta
1,3x10°, 50 °C sicaklikta 1,18%10° ve 60 °C sicaklikta 1,18x10°idi. Yirmi dakika
inklibasyon suresi igin 25 °C sicaklikta fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun Kp degeri 1,16x10°, 30 °C sicaklikta 1,5x10°, 40 °C sicaklikta
1,2x10°, 50 °C sicaklikta 1,28%10° ve 60 °C sicaklikta 7,9x10% idi.

Pan vd. (2012), 1sinirlik, UV-Visible spektroskopisi ve sirkiiler dikroizm gibi farkli
spektroskopik teknikler kullanarak sigir serum albumin (BSA) ile Ceftriaoxone
sodyumun etkilesimini incelemistir. Ceftriaoxoneun sigir serum albuminine
baglanmasi, sigir serum albumininin (BSA) farkli sicakliklarda absorpsiyon
oranlarini arttirmistir [52]. Elde edilen bulgular, ¢alismamizdaki Ultraviyole-Visible
spektrofotometre (UV) kullanilarak PH:7’de farkli inkiibasyon siireleri ig¢in

fenilalanin ile Ceftriaoxone’un etkilesim sonuglari ile benzerlik géstermektedir.
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Shahabadi vd. (2015), antiviral bir ilag olan Tenofovir ve insan serum albumini
(HSA) arasindaki etkilesimi incelemistir. Tenofovir ve insan serum albumini (HSA)
arasindaki etkilesim, Ultraviyole-Visible spektrofotometre ile arastirilmistir.
Deneysel sonuclar, tenofovir ile insan serum albumininin (HSA) absorpsiyon
oranlarinda bir artis gostermistir [53]. Bu sonug, Ultraviyole-Visible
spektrofotometre (UV) ile PH:7’de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki

etkilesimin sonuglari ile tutarlilik géstermektedir.

Wang vd. (2015), floresans sonimine ve Ultraviyole-visible spektroskopik yonteme
gore ayn1 Ceftriaoxone ailesinde bulunan cefamandole ve sigir serum albumini
(BSA) arasindaki etkilesimi incelemistir. Farkli sicakliklarda belirlenen
cefamandole-sigir serum albumin birlesmesi, absorpsiyon oranlarini arttirmaktaydi
[54]. Bu absorpsiyon oranlari, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile
PH:7°de Ceftriaoxone ve fenilalanin arasindaki etkilesim agisindan bizim

absorpsiyon degerlerimiz ile benzerlik gostermektedir.

Hu ve Liu (2015), farkli spektroskopi teknikleri kullanarak cefodizime (CEF) ve
insan serum albumini (HSA) arasindaki etkilesimi degerlendirmistir. Sonuglar, insan
serum albumini (HSA) ile cefodizime kombinasyonunun absorpsiyon oranlarinda
artis gostermistir [55]. Sonug, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile farkli
sicaklik degerleri ve inkiibasyon siireleri ile PH:7°de Ceftriaoxone ve fenilalanin

arasindaki etkilesimin sonucu ile tutarlilik gostermektedir.

4.3. CT-DNA ile Ceftriaoxone’un Etkilesimi

Asagidakiler, farkli sicakliklarda ve farkli inkiibasyon siirelerinde PH:7’de
Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki reaksiyonlardir.
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Grafik 4.46°de, PH:7°de 25 °C sicaklikta 5 dakika icin Ceftriaoxone uzerindeki CT-
DNA etkisi Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile gosterilmistir. CT-DNA

konsantrasyonundaki artis absorbsiyon degerlerini yiikseltmistir.
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Grafik 4.46. 25 °C sicaklikta 5 dakika (PH:7) icin Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki
etkilesim. (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonudur ve ( )
ise Ceftriaoxone ile farkli CT-DNA konsantrasyonlaridir.

Grafik 4.47°de, Ultraviyole-Visible spektrofotometreye (UV) ile PH:7’de 30 °C
sicaklikta 5 dakika i¢in Ceftriaoxone zerindeki CT-DNA etkisi gosterilmistir. CT-

DNA konsantrasyonundaki artig absorbsiyon degerlerini ylikseltmistir.
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Grafik 4.47. 30 °C sicaklikta 5 dakika i¢in Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki
etkilesim. (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonudur ve ( )
Ceftriaoxone ile farkli CT-DNA konsantrasyonlaridir.
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Grafik 4.48’de, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile PH:7’de 40 °C
sicaklikta 5 dakika i¢in Ceftriaoxone izerindeki CT-DNA etkisi gosterilmistir. CT-
DNA konsantrasyonundaki artig absorbsiyon degerlerini yiikseltmistir.
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Grafik 4.48. 40 °C sicaklikta 5 dakika icin Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki
etkilesim. (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonudur ve ( )
Ceftriaoxone ile farkli CT-DNA konsantrasyonlaridir.

Grafik 4.49°da, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile PH:7°de 50 °C
sicaklikta 5 dakika i¢in Ceftriaoxone zerindeki CT-DNA etkisi gosterilmistir. CT-
DNA konsantrasyonundaki artis absorbsiyon degerlerini ylikseltmistir.
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Grafik 4.49. 50 °C sicaklikta 5 dakika i¢in Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki
etkilesim. (------ ) Ceftriaoxone’un tek basina absorpsiyonudur ve ( )
Ceftriaoxone ile farkli CT-DNA konsantrasyonudur.
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Asagidaki gibi eski sonuglardan yola ¢ikarak, Ceftriaoxone ile daha yiuksek CT-DNA
konsantrasyonlar1 farkli sicakliklarda absorbsiyon oranlarini arttirmistir. Boylece

asagidaki tabloda gosterilen Kb degerleri de degismistir Tablo 4.3.

Tablo 4.7. CT-DNA ile Ceftriaoxone 'un etkilegimi icin Ky degerleri (PH:7)
Sicaklik | Kp degerleri

25°C 3,3x10*

30°C 8,4x10°

40°C 6,6x10°

50°C 2,2x10*

Ceftriaoxone ve CT-DNA kombinasyonu Ky degerleri, 25°C sicaklikta 3,3x10%,
30°C sicaklikta 8,4x10°%, 40°C sicaklikta 6,6x10° ve 50°C sicaklikta 2,2x10% idi.

Pakravan ve Masoudian (2015), CT-DNA ile IBT etkilesimini incelemistir ve
bunlarin baglanmasi ile ilgili bulgular elde etmistir. Bir ek mekanizma, CT-DNA ile
IBT’nin etkilesimini desteklemistir. Prob olarak Notral Kirmizi (NR) boyasini
kullanarak fizyolojik tamponda (PH:7.4) UV-Visible Spektrofotometre ile
calisgmiglardir [56]. Bu da, Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile farkli
sicakliklarda ve inkiibasyon siirelerinde Ceftriaoxone ve CT-DNA arasindaki

etkilesim ile tutarlilik gostermektedir.

Kong vd. (2012), PH:7.4’de 1smurlik ve sirkiler dikroizm spektroskopileri ile instlin
ve CT-DNA arasindaki etkilesimi degerlendirmistir. Sonuglar, CT-DNA’nin artan
konsantrasyon miktarlarinin absorpsiyon oranlarinda bir artis sagladigini
gOstermistir [57]. Bu da, PH:7’de yapilan Ceftriaoxone ve artan CT-DNA
konsantrasyonlari arasindaki etkilesim incelendiginde artan absorpsiyon oranlari

gosteren sonuglarimiz ile uyumludur.
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Kong vd. (2011), polimiksin B (PMB) ve DNA arasindaki etkilesimi
degerlendirmistir. Sonuclara gore, artan polimiksin B konsantrasyonu, DNA ile
absorpsiyonun artmasma neden olmaktadir [58]. Bu ¢alisma da, Ceftriaoxone ile
artan CT-DNA konsantrasyonlarinin Ultraviyole-Visible spektrofotometre (UV) ile
belirlenen absorpsiyon oranlarinda bir artisa neden oldugu Ceftriaoxone ve CT-DNA

arasindaki etkilesim sonuglari ile uygunluk gostermektedir.

Pradeep vd. (2016), bpy (2,2’-bipiridin), phen (1,10-fenantrolin) or 2,9-dmp (2,9-
dimetil 1,10-fenantrolin) iceren hedeflenen antikanser rutenyum (11) kompleks
birimleri ile inceleme yapmustir ve bir dallanmis polietilenimin molekiilii (Rul-BPEI)
Uzerinde sabitlemistir. Bu kompleks ile CT-DNA arasindaki etkilesim, absorpsiyon
spektroskopisi ile incelenmistir [59]. Bu etkilesim, bizim ¢alismamizda incelenen

Ceftriaoxone ile CT-DNA arasindaki etkilesim ile tutarlilik gostermistir.

Bir baska ¢alismada, metaller ve farklit PUC19 DNA konsantrasyonlari arasindaki
etkilesim, elektroforez jel teknigi ve UV-spektrofotometri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ekleme ile DNA’ya gecis metalinin baz ¢iftleri halinde ligand
vasitastyla gerceklestigini bildirmislerdir. Ligandlarin baglanmasi, DNA’ya geg¢is
metalinin nispi baglanma etkililiginden daha disiiktiir, 6zellikle [Cu (L1) (L2) CI2]
kompleksinin anlamli bir DNA’ya baglama kabiliyeti vardir. Gecis metali
miktarindaki artig, jel elektroforezinde bantlarin hareketliliginde bir diisiise yol
acmaktadir, bu da DNA ile metal iyonun etkilesiminde bir artis oldugunu

gostermektedir [60].

4.4. Antimikrobiyal Aktivite

4.4.1. Ceftriaoxone’un ve fenilalaninin antimikrobiyal aktivite analizi

Bu calismada, bir grup bakteri izerinde Ceftriaoxone ve fenilalanin etkisini gérmek
i¢in deney li¢ defa tekrar edilmistir. Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella
typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus mirabilis
ATCC 25933 galismada kullanilan Gram-negatif bakterilerdir ve Staphylococcus
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aureus ATCC 43300 (MRSA), Sarcina lutea ATCC 9341 ise ¢calismada Gram-pozitif

bakteriler olarak kullanilmistir.

Tablo 4.8. Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341, Salmonella typhimurium
NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501 ve Proteus mirabilis
ATCC 25933 uzerindeki antimikrobiyal Ceftriaoxone ve fenilalanin

etkinligi.

No. | Bakteri varyanti Ceftriaoxone | Fenilalanin

1 Staphylococcus  aureus | 18,3mm 0
ATCC 43300 (MRSA)

2 Salmonella  enteritidis | 16,67mm 0
ATCC 13076

3 Sarcina lutea ATCC | 36,3mm 0
9341

4 Salmonella typhimurium | 20,3mm 0
NRRLE 4463

5 Yersinia enterocolitica | 25,3mm 0
ATCC 1501

6 Proteus mirabilis ATCC | 43,3mm 0
25933

Ceftriaoxone’un, bu testte kullanilan biitiin bakteri tiirleri iizerinde etkilerinin oldugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, fenilalanin ise gerek gram pozitif gerekse gram

negatif herhangi bir bakteri tir Uzerinde etkisizdir.
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4.4.2. Fenilalanin ile Ceftriaoxone kombinasyonunun antimikrobiyal etkinligi

Ayni bakteri tiirleri iizerindeki etkisini gormek i¢in Ceftriaoxone fenilalanin ile

karistirtlmistir ve biitiin bakteri tiirleri tizerinde birkag farkli etki gézlemlenmistir.

Tablo 4.9: Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341, Salmonella typhimurium
NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501 ve Proteus mirabilis
ATCC 25933 uizerindeki Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun
antimikrobiyal aktivitesi.

No. Bakteri varyanti Ceftriaoxone ile
Fenilalanin
kombinasyonu
1 Staphylococcus aureus 12,3mm
ATCC 43300 (MRSA)
2 Salmonella enteritidis 15,0mm
ATCC 13076
3 Sarcina lutea ATCC 9341 33,67mm
4 Salmonella typhimurium 17,3mm
NRRLE 4463
5 Yersinia enterocolitica 24.3mm
ATCC 1501
6 Proteus mirabilis ATCC 48,3mm
25933

Bu testte kullanilan biitiin gram pozitif ve gram negatif bakteriler, Ceftriaoxone ile

fenilalanin kombinasyonuna kars1 duyarlilik géstermistir.
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Ceftriaoxone’un, fenilalaninin ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun
farkli bakteri tiirlerine kars1 olusturdugu inhibisyon zonlari, (4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve
4.5) fotograflarinda gosterilmistir.

Fotograf 4.1. Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)’a Kkarsi
Ceftriaoxone’un (C), fenilalaninin (P) ve Ceftriaoxone ile
fenilalanin kombinasyonunun (P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf 4.1, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Ceftriaoxone’na ve
Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna kars1 duyarliyd: fakat fenilalanine karst

duyarl degildi.
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Fotograf 4.2. Salmonella enteritidis ATCC 13076’a kars1 Ceftriaoxone un
(C), fenilalaninin (P) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin
kombinasyonunun (P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf 4.2, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Ceftriaoxone’na ve
Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna karsi1 duyarliydi fakat fenilalanine karsi

duyarli degildi.

fenilalaninin ~ (P) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin
kombinasyonunun (P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf 4.3, Sarcina lutea ATCC 9341, Ceftriaoxone’na ve
Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna karsi1 duyarliydi fakat fenilalanine karsi

duyarlh degildi.
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Fotograf 4.4. Salmonella typhimurium NRRLE 4463 e kars1 Ceftriaoxone’un (C),
fenilalaninin (P) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun
(P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf 4.4, Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Ceftriaoxone’na
ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna karsi duyarliyd: fakat fenilalanine

kars1 duyarl degildi.

Fotograf 4.5. Yersinia enterocolitica ATCC 1501’e kars1 Ceftriaoxone’un (C),
fenilalaninin (P) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun
(P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf4.5, Yersinia enterocolitica ATCC 15014463, Ceftriaoxone’na
ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna kars1 duyarliydi fakat fenilalanine

kars1 duyarl degildi.
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Fotograf 4.6 Proteus mirabilis ATCC 25933e karsi Ceftriaoxone’un (C),
fenilalaninin (P) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun
(P+C) inhibisyon zonu.

Petri kabinda Fotograf 4.6, Proteus mirabilis ATCC 25933, Ceftriaoxone’na ve
Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonuna kars1 duyarliyd: fakat fenilalanine karst

duyarl degildi.

58



BC WP m(tP
60

30
¥
I | I I I

Staphylococcus aureus ATCC Salmonella enteritidis ATCC  Sarcina lutea ATCC 9341 Salmonella typhimurium  Yersinia enterocolitica ATCC Proteus mirabilis ATCC
43300 (MRSA) 13076 NRRLE 4463 1501 25933

[
=

—
=

Grafik 4.50. Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Salmonella enteritidis ATCC
13076, Sarcina lutea ATCC 9341, Salmonella typhimurium NRRLE 4463,
Yersinia enterocolitica ATCC 1501 ve Proteus mirabilis ATCC 25933
Uzerindeki Ceftriaoxone, fenilalanin ve Ceftriaoxone ile fenilalanin
kombinasyonunun etkisi icin istatistiksel analiz (mm cinsinden inhibisyon
zonuna gore hesaplanmistir) ANOVA analizi, P < 0.05 (*)’de Ceftriaoxone
(xSEM) ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonu agisindan anlaml
farkliliklar gostermistir. C: Ceftriaoxone, P: fenilalanin, C+P: fenilalanin ile
birlestirilmis Ceftriaoxone.

Ceftriaoxone ve Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun antibakteriyal
aktivitesi, bazi gram negatif ve gram pozitif bakteri varyantlari tizerinde saptanmustir,
bununla birlikte fenilalaninin tek basina bu bakteriler izerinde herhangi bir etkisi

gozlenmemistir.

Ceftriaoxone ile fenilalaninin antogonostik etkisi, Staphylococcus aureus ATCC
43300 (MRSA), Salmonella enteritidis ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341,
Salmonella typhimurium NRRLE 4463 ve Yersinia enterocolitica ATCC 1501 'de
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, bu etki istatistiksel olarak sadece Staphylococcus
aureus ATCC 43300 (MRSA) ve Salmonella typhimurium NRRLE 4463 (P < 0.05).
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icin anlamliydi. Bunun yani sira, Ceftriaoxone ile fenilalaninin sinerjistik etkisi
Proteus mirabilis ATCC 25933 i¢in gozlemlenmistir. Ceftriaoxone ile fenilalaninin
karisimi, Gram (-) ve Gram (+) bakteri tirleri Uzerinde sinerjistik veya antogonistik

etkilere neden olabilir.

Knapp vd. (1988), in vitro Ceftriaoxone’un antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir
ve bazi Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 aktivite gostermistir [61].
Sonug, bu ¢alismadaki Ceftriaoxone’un antimikrobiyal aktivite sonuglari ile tutarlilik

gOstermektedir.

Jarrahpour vd. (2004), B-laktam halkasi igeren bazi bilesikler ile amino asit D-
fenilalaninin etil esterinin reaksiyonunu incelemistir. Bu bilesikler, Escherichia coli,
Staphylococcus citrus, Klebsiella pneumanie ve Bacillus subtillis’e karsi test
edilmistir. Bu bilesiklerin bazilari, potansiyel antimikrobiyal aktiviteler gostermistir
[62]. Bu ¢alisma, mevcut ¢alismadaki Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun

antimikrobiyal aktivite sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Sakiyan vd. (2004), bir kompleks olarak bazi amino asitler (glisin, L-alanin, L-
fenilalanin, L-histidin, L-triptofan ) ile 2-hidroksil-1- naftaldehit ve manganezin
antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerini degerlendirmistir. Bu komplekslerin
bazilar1 in vitro ortamda bazi Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ve Bacillus
polymyxa), Gram-negatif bakterilere (Escherichia coli) ve mantara (Candida
albicans) kars:1 aktivite gostermistir. Bununla birlikte bu antimikrobiyal aktiviteler,
amino asit rezidiilerinin artan miktar1 ile azalma egilimi gostermistir (63). Bu
calisma, Ceftriaoxone ile fenilalanin kombinasyonunun bazi bakteriler Uzerindeki

antimikrobiyal aktiviteleri ile tutarlilik gostermektedir.

Neu vd. (1981), sefalosporin ile birlestirilmis Ceftriaoxone’un antimikrobiyal
aktivitelerini ¢alismis ve sonuglart diger B-laktam antibiyotiklerin antimikrobiyal
aktiviteleri ile karsilastirmistir. Bu bilesik, Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis’e kars1 sefalotin veya sefamandol’dan daha az aktiftir. Bununla birlikte
bilesigin 3,1 pg/ml konsantrasyonu ¢ogu Staphylococcus aureus izolatini inhibe

etmekte sefotiksin, sefotaksim ve moksalaktam ile esdegerdir. Ceftriaoxone, 0,25
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pg/ml altindaki konsantrasyonlarda Streptococcus pyogenes ve Streptococcus
pneumoniae’yi engellemistir fakat Streptococcus faecalis, 25 pg/ml’nin (stiunde
konsantrasyonlara ihtiya¢ duymustur. Neisseria gonorrhoeae ve Haemophilus
influenzae, 0,1 pg/ml’ den daha diisiik diizeyde sefotaksim tarafindan engellenmistir.
Ceftriaoxone’un 0,006 pg/ml’luk konsantrasyonu ile pek ¢ok Proteus tirt Gzerinde
moksalaktam ve sefotaksim ile benzer inhibe edici aktiviteye sahipti. Ceftriaoxone,
Bacteroides fragilis’a karsi sefotiksin veya moksalaktam’dan nispeten daha az aktifti
ve izolatlarmm %90’mn1 engellemek icin 100°den fazla mikroorganizma/ml
gerektirmektedir. Bunlara ek olarak, Ceftriaoxone Pseudomonas aeruginosa’a karsi
sefoperazondan daha az aktifti. Ceftriaoxone, ¢ogu plazmid kaynakli beta
laktamazlara kars: stabildi, fakat koromozal kokenli baz1 Enterobacter, Proteus ve
Bacteroides beta-laktamazlari ile hidrolize edilebilmistir [64]. Bu c¢alisma,
calismamizda Ceftriaoxone’un antimikrobiyal aktivite sonuglar1 ile tutarlilik

gostermistir.
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5. SONUC

Kisaca oOzetlemek gerekirse, Ceftriaoxone ve fenilalanin etkilesimlerinin
reaksiyonlar1  artis  egilimindedir.  Ceftriaoxone’un,  Ultraviyole-Visible
spektrofotometre kullanilarak CT-DNA ile etkilesimi incelenmistir ve baglanma
sekli ile ilgili onemli deliller elde edilmistir. Fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun PH:3’de Ky degerleri, 5 dakika i¢in 25°C sicaklikta 3,6x10% 30°C
sicaklikta 5,6x10% 40°C sicaklikta 4,4x10* 50°C sicaklikta 5,7x10* ve 60°C
sicaklikta 4,01x10% idi ve 20 dakika icin 25°C sicaklikta 1,01x10° 30°C sicaklikta
1,3x10°, 40°C sicaklikta 5,8x10% 50°C sicaklikta 6,8x10* ve 60°C sicaklikta 9,1x10*
idi. Fenilalanin ile Ceftriaoxone kombinasyonunun PH:7°de Ky degerleri, 5 dakika
icin 25°C sicaklikta 2,4x10%, 30°C sicaklikta 2,8x10% 40°C sicaklikta 1,8x10% 50°C
sicaklikta 2,05x10* ve 60°C sicaklikta 3,3x10° idi ve 20 dakika icin 25°C sicaklikta
3,04x10% 30°C sicaklikta 2,04x10% 40°C sicaklikta 4,3x10% 50°C sicaklikta
6,1x10* ve 60°C sicaklikta 6,9x10° idi. Fenilalanin ile Ceftriaoxone
kombinasyonunun PH:9’da Ky degerleri, 5 dakika i¢in 25°C sicaklikta 1,7x10°, 30°C
sicaklikta 9,8x10% 40°C sicaklikta 1,3%x108, 50°C sicaklikta 1,18x10° ve 60°C
sicaklikta 1,18x10° idi ve 20 dakika icin 25°C sicaklikta 1,16x10°, 30°C sicaklikta
1,5x10° 40°C sicaklikta 1,2x10° 50°C sicaklikta 1,28x10° ve 60°C sicaklikta
7,9x10%di. Ceftriaoxone ile CT-DNA nin PH:7’de Ky, degerleri ise, 25°C sicaklikta
3,3x10% 30°C sicaklikta 8,4x10°, 40°C sicaklikta 6,6%10° ve 50°C sicaklikta 2.2x10*
idi. Ceftriaoxone, Gram-negatif (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella
typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus mirabilis
ATCC 25933) bakterilere ve Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 43300
(MRSA), Sarcina lutea ATCC 9341) bakterilere kars1 etkiler sergilemistir. Bunlara
ek olarak, fenilalanin ile Ceftriaoxone un birlesimi, ¢alismadaki biitiin gram-negatif
bakterilere (Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium NRRLE
4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus mirabilis ATCC 25933) ve
Gram-pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Sarcina
lutea ATCC 9341) karsi etki gostermistir. Tek basina fenilalanin ise ¢alisilan bakteri
tirleri lizerinde herhangi bir etki gdostermemistir. Ceftriaoxone ile fenilalaninin

beraber kullanimi, Ceftriaoxoneun glcuni arttirabilir. Ayrica yapilan UV
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absorbsiyon analizlerine gore sonuglarimiz, CT-DNA ile Ceftriaoxone arasindaki

etkilesim mekanizmalarini ¢6zmeye yonelik olarak fikir verici niteliktedir.
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