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DNA APTAMER FONKSİYONLU MANYETİK GRAFEN OKSİT SENTEZİ VE 

HEDEFLİ FOTOTERMAL TERAPİ İLE METİSİLİN DİRENÇLİ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS'UN ÖLDÜRÜLMESİ 

 

Müşerref ARSLAN ÖÇSOY 

Erciyes Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü 

Yüksek Lisans Tezi, Aralık 2018 

Danışman: Doç. Dr. Rahmi KÖSEOĞLU 

ÖZET 

Metisilin Dirençli S. Aureus (MRSA) bakterisinin seçici, hassas ve fototermal olarak 

yok edilmesi için çok fonksiyonlu bir nano platform geliştirilmiştir. MRSA aptamerler 

ile fonksiyonel hale getirilmiş manyetik grafen oksit (MGO) bu amaç için üretilmiştir. 

GO üzerine demir oksit (Fe3O4) nanopartikülleri (NP’ler) büyütülerek MGO üretilmiştir 

ve MRSA bakterisi için sentezlenmiş bir ucu amin (-NH2) grubu taşıyan aptamerler ile 

fonksiyonlaştırılmıştır. Aptamerler ile fonksiyonlaştırılmış manyetik GO (Apt@MGO) 

ile MRSA belirli olarak hızlı, hassas ve doğru bir şekilde yakalandı ve yakın kızılötesi 

lazer (Near Infrared Laser, 808 nm) ışığı altında fototermal olarak yok edilmiştir. 

Aptamer MRSA’ ya belirli olarak bağlanırken, GO üzerindeki Fe3O4 NP’ler sayesinde 

MRSA, reaksiyon ortamından santrifüje ihtiyaç duymaksızın bir mıknatıs yardımı ile 

manyetik olarak ayrılmıştır. GO ise aptamer ve Fe3O4 NP’ler için bir platform olarak 

kullanılırken, aynı zamanda 808 nm dalga boyunda yakın kızılötesi ışığa maruz 

bırakıldığında lazer ışığını ısıya dönüştüren bir fototermal ajan olarak da 

faydalanılmıştır. Ayrıca, GO’nun plaka şeklinden ve üzerindeki çeşitli fonksiyonel 

grupları taşımasından dolayı, GO’nun MRSA’yı kundak (swaddling clothes) şeklinde 

sıkıca sardığı düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Manyetik grafen oksit, DNA, MRSA, patojen ve fototermal tedavi 
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SYNTHESIS OF DNA APTAMER CONJUGATED MAGNETIC GRAPHENE 

OXİDE AND ITS USE AS A PHOTO-THERMAL AGENT FOR KILLING 

METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

Muserref ARSLAN OCSOY 

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Master Thesis, December 2018 

Supervisor: Associate Prof. Dr. Rahmi KOSEOGLU 

ABSTRACT 

A multifunctional nano platform was developed for detection and photothermally 

destruction of methicillin resistant staphylococcus aureus (MRSA) bacteria. Magnetic 

Grafene oxide (GO) functionalized with MRSA aptamers was produced for this 

purpose. First, the iron oxide (Fe3O4) nanoparticles (NPs) was grown on the surface of 

the graphene oxide (GO) and magnetic GO (MGO) was functionalized the aptamers 

modified with amin (-NH2) group on one end that were specifically synthesized for 

MRSA. The MRSA was rapidly, sensitively and accurately captured with aptamer 

functionalized MGO (Apt@MGO) and it was photothermally destroyed under the near 

infrared laser (NIR, 808 nm). While aptamer specifically binds to MRSA, MRSA was 

magnetically separated with a magnet without centrifugation due to Fe3O4 NPs on the 

surface of the GO. While GO is used as a platform for aptamer and Fe3O4 NPs, it was 

utilized a photothermal agent converting laser light to heat when exposed to 808 nm 

NIR laser. Also, it is considered that GO tightly wraps the MRSA bacteria due to its 

plate shape and carrying several functional groups on the surface. 

Keywords: Magnetic graphene oxide, DNA, MRSA, pathogen, photothermal therapy 
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GİRİŞ 

Bakterilerin tespiti ve yok edilmesi sadece insan ve hayvan sağlığı için değil, sanayi ve 

bitkisel üretim güvenliği için de oldukça önemlidir. Tüm dünyada bakteriyel 

enfeksiyonlar ölüme yol açan beşinci sebeptir. Staphylococcus aureus (S. aureus), 

ölümcül enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin başında gelir. Bu bakteri gıda üzerinde, 

insan ve hayvan vücudunda kolayca yaşar ve üreyebilir. Gıda üzerinde belli bir 

konsantrasyona ulaşan S. aureus gıda-zehirlenmelerine sebep olurken, insan ve hayvan 

vücudunda ise çeşitli enfeksiyonlara neden olur. Özellikle insanda hayati riske sebep 

olan iltihaplı yaralar pek çok enfeksiyonlara ve menenjit, septisemi, kalp iltihaplanması 

gibi hastalıklara sebep olabilir. S. aureus beta-laktam grubu içeren antibiyotiklere 

(amoksisilin, penisilin, oksasilin gibi) karşı direnç göstermektedir. Bu bakterinin 

metisilin antibiyotiğine karşı direnç gösteren suşlarına Metisilin Dirençli S. aureus 

(MRSA) denmektedir. MRSA günümüzün en tehlikeli patojenik (hastalık yapıcı) 

bakterilerinden biri olup tedavisi çok güç hatta ölüme sebebiyet veren enfeksiyonlara 

neden olmaktadır. Ayrıca, MRSA insanlar ve hayvanlarda kolayca kolonize olabilir ve 

aynı zamanda insandan-insana, hayvandan-hayvana ve hayvandan-insana kolayca temas 

yolu ile geçiş yapabilir.  

Aptamerler; Deoksiribonükleik Asit (DNA) ve Ribonükleik Asit (RNA) moleküller tek 

sarmallı formda DNA ve RNA moleküllerinden oluşan hedefleme ligandlarıdır. Bu 

hedefleme ligandları özel sistem olan tüm hücrenin kullanıldığı Hücre-Eksponansiyel 

Zenginleştirme ile Ligandların Sistematik Evrimi (Hücre-EZLSE) (Systematic 

Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, SELEX) veya EZLSE metotlarından 

üretilmektedir. Hedefleme özelliklerinden dolayı DNA ya da RNA aptamerler hedefli-

tedavi (targeted therapy) kullanılma imkânı ve potansiyeline sahiptir. Hücre-EZLSE 

metodu ile seçilen aptamerler, virüs, bakteri, kanser hücrelerinin teşhisine ve bunlara 

bağlı hastalıkların erken teşhisinde aktif olarak kullanılmaktadırlar. Hedefleme 

özelliklerine ek olarak, sekansların uçları farklı fonksiyoneller gruplar olan karbonil, 

azid, alkin, tiol grupları ve biyotin, söndürme ve floresan etiketleri modifiye edilme 
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özellikleri vardır. Bu özellikle de aptamerler başta antikorlar olmak üzere birçok 

hedefleme ajanlarına karşı üstünlük göstermektedir. Ayrıca, aptamerler kolay 

üretilebilir, saklanabilir ve dayanıklılık (pH, sıcaklık ve iyonik çözelti gibi geniş bir 

yelpazeye karşı) gibi özelliklere de sahiptir.  

2004 yılında keşfedilmesinden bu yana grafen, eşsiz fiziksel, mekanik ve elektronik 

özelliklerinden dolayı çok geniş bir uygulama alanında kullanılmaktadır. Grafen oksit 

(GO) ise kimyasal olarak modifiye edilmiş grafenin oksitlenmiş formudur. GO iletken 

polimer, pil, elektrotlar, elektronik ve optik, sensör, anti-bakteriyel maddelerin üretimi 

başta olmak üzere ilaç ve DNA iletim gibi birçok biyomedikal uygulamalarda da yoğun 

olarak kullanılmaktadır. Son zamanlarda GO’nun fototermal ajan olarak kullanıldığı 

görülmektedir. 

Metisilin Dirençli S. Aureus (MRSA) bakterisinin seçici, hassas ve fototermal olarak 

yok edilmesi için çok fonksiyonlu bir nano platform geliştirilmiştir. MRSA bakterileri 

aptamerler ile fonksiyonel hale getirilmiş grafen oksit (GO) bu amaç için üretilmiştir. 

GO üzerine demir oksit (Fe3O4) nanopartiküller (NPler) büyütülerek manyetik GO 

(MGO) üretilmiş ve MRSA bakterisi için sentezlenmiş bir ucu amin (-NH2) grubu 

taşıyan aptamerler ile fonksiyonlaştırılmıştır. Aptamerler ile fonksiyonlaştırılmış 

manyetik GO (Apt@MGO) ile MRSA belirli olarak hızlı, hassas ve doğru bir şekilde 

yakalanmış ve yakın kızılötesi lazer (Near Infrared Laser, 808 nm) altında fototermal 

olarak yok edilmiştir. Aptamer MRSA’ya belirli olarak bağlanırken, GO üzerindeki 

Fe3O4 NP’ler sayesinde MRSA reaksiyon ortamından santrifüje ihtiyaç duymadan bir 

mıknatıs yardımı ile manyetik olarak ayrılmıştır. GO ise aptamer ve Fe3O4 NP’ler için 

bir platform olarak kullanılırken, aynı zamanda 808 nm dalga boyunda yakın kızılötesi 

ışığa maruz bırakıldığında lazer ışığını ısıya dönüştüren bir fototermal ajan olarak da 

faydalanılmıştır. Ayrıca, GO’nun plaka şeklinden ve üzerindeki çeşitli fonksiyonel 

grupları taşımasından dolayı, GO’nun MRSA’yı kundak (swaddling clothes) şeklinde 

sıkıca sardığı düşünülmektedir. 

 

 

 



3 

 

 

 

1.  BÖLÜM  

GENEL BİLGİLER ve LİTERATÜR ÇALIŞMASI 

1.1. Problem Durumu 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ilk kez 1878 yılında Alman bilim adamı Robert Koch 

tafından ışık mikroskobu ile tanımlanmıştır. Daha sonra sırasıyla, bu bakteriler 1880’de 

Fransız mikrobiyolog ve kimyager L. Pasteur tarafından sıvı besiyerinde üretilmiş ve 

1881’de bunların patojen olduğu ilk kez İskoç cerrah Alexander Ogston tarafından 

gösterilmiştir [1]. Bu patojenler gıda maddelerinde üreyerek zehirlenmelere sebep olan 

bazı Enterotoksinler gibi toksinler üretmektedir. Bu toksinlerin çoğu polipeptid formda 

olup bağırsakta etkilidirler ve çeşitli enfeksiyonlara (eklem romatizmalarına olumsuz 

etki yapmasının yanı sıra menenjit, septisemi, kalp iltihaplanması ve iltihaplı yaralara) 

sebep olmaktadırlar. Bakterilerin antibiyotiklere direnci toplum için önemli bir sağlık 

sorunudur. Genel itibari ile S. aureus zararsız bir şekilde insan nüfusunun yaklaşık 

%33’de burun ya da deri üzerinde taşınan bir bakteridir [2]. Bununla birlikte, bu 

nozokomiyal kökenli patojen (hastane kökenli olan) bazen çok ciddi enfeksiyonlara 

sebep olur. Bu bakteri insanlar ve hayvanlarda kolonize olabilir ve aynı zamanda 

insandan-insana, hayvandan-hayvana ve hayvandan-insana kolayca temas yolu ile geçiş 

yapabilir [3]. S. aureus ailesine ait bakteriler sıcaklık ve pH değerlerindeki değişmelere 

karşı oldukça dayanıklı olup ve üreme, gelişme ve toksin üretme faaliyetlerini 

sürdürebilirler. Örnek olarak, S. aureus bakterileri 29-38 °C aralığında üreme 

gösterirken, 6-46 °C aralığında gelişebilir ve 10-48 °C aralığında toksin üretebilir. Bu 

bakteriler pH 4-9.5 aralığında da tıpkı sıcaklıkta olduğu gibi benzer yaşamsal 

faaliyetlerini gösterirler [3].    S. aureus bakterilerinin sebep olduğu ve yukarıdaki 

belirtilen enfeksiyonları genellikle         β-laktam antibiyotik kullanılarak tedavi edilir 

çünkü bu antibiyotikler Gram-pozitif bakterilerin hücre duvarının yapımını engeller ve 

bakterilerin ölmesine neden olur. Ne yazık ki, özellikle S. aureus türü bakteriler 
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kolaylıkla antibiyotiğe dirençli suşlar geliştirmiş ve bundan dolayı da süper mikrop 

(superbug) olarak adlandırılır [4, 5]. 

Alexander Fleming 1928’de penisilini keşfetmiş ve S. aureus’ a karşı bu tarihten 

itibaren etkili bir tedavi başlamıştır. Fakat penisilinin yoğun olarak kullanımı, ilk defa 

1954 yılında penisiline karşı dirençli yeni suşların ortaya çıkmasına neden olmuştur. 

Yeni geliştirilen antibiyotik olan metisilinin geliştirilip kullanılması ile S. aureus ve 

antibiyotiğe dirençli suşlarına karşı mücadelede yeni bir aşamaya geçilmiştir. Fakat çok 

kısa bir zaman sonra İngiltere’de ve Fransa’da sırasıyla 1961 ve 1962’de metisilin 

dirençli S. aureus suşlar (MRSA) görülmüştür. Bu zamana kadar geliştirilen birçok 

antibiyotikler vardır ancak antibiyotiğe dirençli suşlar ortaya çıkmaya devam 

etmektedir. MRSA kaynaklı enfeksiyonların sebep olduğu zararların yanı sıra, uzun 

süreli antibiyotik tedavisi önemli hasarlara neden olduğu gibi, hastalarda güvenlik 

kaygılarını artırmaktadır [6-8]. 

Bu bağlamda, MRSA’nın, yok edilmesi oldukça büyük önem taşmaktadır [9, 10]. 

Örneğin, kültür ve koloni sayma, immünolojik yaklaşımlar, polimeraz zincir 

reaksiyonu, akım sitometri, kütle spektrometri, mikro arrayler, floresan tabanlı ve 

elektrokimyasal tabanlı tahliller gibi çeşitli teknikler geliştirilmiş ve halen 

kullanımdadır. Bu tekniklerin en büyük dezavantajları genel itibari ile çok zaman 

alması, karışık ve zahmetli olması, komplike aletlere ihtiyaç duyması ve alan 

çalışmalarına uygun olmaması (taşınabilirlik) olarak sıralanabilir [11-14]. Ayrıca, multi 

(çoklu) ilaç dirençli bakterilerin yok edilmesi çok zordur; bu nedenle, antibiyotikler 

dışında diğer tedavi seçeneklerinin araştırılması gerekmektedir. Dr. Ling ve arkadaşları 

glutaraldehit ile fonksiyonlaştırılmış indirgenmiş manyetik grafen oksidi kullanarak 

hem Gram-pozitif (Staphylococcus aureus) hem de Gram-negatif (Escherichia coli) 

bakterileri yakın kızılötesi lazer ışığı altında yok etmeye çalışmışlardır [15]. Fakat bu 

sistemde 2 büyük problem vardır. Birincisi grafen oksidin (GO) indirgenmesi ile 

GO’nun sulu çözeltilerdeki çözünürlüğü azalır ve bu durum çözeltisi içerisinde bakteri 

yakalamadaki tekrarlanabilirliği ve hassasiyeti azaltmaktadır. İkinci olarak hedefleme 

ajanı olarak glutaraldehit kullanılmıştır fakat glutaraldehit seçicilik, belirlilik ve 

hassaslıktan oldukça uzaktır. Ayrıca glutaraldehit belirli olmayan bir şekilde her türlü 

bakteriye belli oranda bağlanır ve sonuç olarak glutaraldehidin bu sistemde kullanılıp 

kullanılmaması bakteri tespitinde seçicilik, belirllilik ve hassaslık açısından bir anlam 
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ifade etmez. Dolayısıyla önerilen tez kapsamında hem MRSA’nın hızlı, doğru, hassas 

ve seçimli olarak tayini hem de yok edilmesi için aptamer ile konjuge edilmiş manyetik 

grafen oksitlerin geliştirilmesi gerçekleştirilmiştir. Bunun için Hücre-Eksponansiyel 

Zenginleştirme ile Ligandların Sistematik Evrimi (EZLSE) (Cell-Systematic Evolution 

of Ligands by Exponential Enrichment, Cell-SELEX) teknolojisi kullanılarak MRSA 

suşu için belirli olarak üretilmiş aptamerler kullanılmıştır. 

EZLSE metodu ile üretilen aptamerler birçok hedef için, metal iyonları, küçük 

moleküller, proteinler, özel olarak seçilip üretilebilir [16-20]. Aptamerlerin diğer 

hedefleme ligandlarına karşı üstünlükler taşıdığı, bazı istisnai özellikler olarak 

sıralanabilir.  Örnek vermek gerekirse, tekrar sentezlenebilme, düşük bağışıklık tepkisi, 

amin, karbonil, azid, alkin, tiol grupları ve biyotin, söndürme ve floresan etiketleri ile 

kolay fonksiyonlaştırılması, kararlılık (pH, sıcaklık ve iyonik çözelti gibi geniş bir 

yelpazeye karşı), biyo-uyumluluk, yüksek özgüllük, yüksek afinite, yüksek seçicilik, 

kolay saklama, aptamerlerin en önemli temel özellikleri ve diğer hedefleme ajanlarına 

karşı avantajlarıdır [21-24]. Amerika Birleşik Devletleri Florida Üniversitesinde 

(University of Florida) Prof. Dr. Weihong Tan ve araştırma grubu tarafından, Hücre- 

EZLSE ile DNA ve RNA aptamerler belirli olarak tüm hücre hedef olarak kullanılarak 

sentezlenmiştir [25-28]. Şekil 1.1’de tam hücre kullanılarak aptamer seçimi şematik 

olarak gösterilmektedir. 
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Şekil 1.1. Hücre tabanlı aptamer seçiminin şematik gösterimi 

EZLSE metoduna göre, Hücre-EZLSE metodu ile seçilen aptamerler daha üstün 

özellikler taşımaktadır.  Bu özellikler, aptamer seçiminin hücre yüzeyinde bulunan 

reseptör proteininin çeşitli tipleri için yapılması ile ortaya çıkmıştır. Bu yöntemde hücre 

zarındaki mevcut biyolojik belirteçlerin (reseptör proteinler) sayısını ve türünü bilmek 

gerekmemektedir.  Hedefli tedavi ya da teşhis için aptamerler çok umut verici araçlar 

olarak düşünülmektedir. Tez çalışması kapsamında kullanılan DNA aptamerler, 

Amerika Bileşik Devletleri Florida Üniversitesinde (University of Florida), Kimya 

Bölümünde Prof. Dr. Weihong Tan’ın araştırma laboratuvarında gönüllü araştırmacı 

olarak bulunduğum gruptan MRSA bakterileri için özel olarak Hücre-EZLSE yöntemi 

ile seçilmiştir. Bu kapsamda yapılan çalışmalar, Dr. Turek liderliğinde “Molecular 

recognition of live methicillin-resistant Staphylococcus aureus cells using DNA 

aptamers” başlığı altında World Journal of Translational Medicine dergisinde 

yayınlanmıştır [28]. Doğrudan Hücre-EZLSE metodu kullanılarak yani tüm MRSA 

hücresine karşı seçilerek üretilen DNA aptamerler elde edilmiştir. Seçilen MRSA 
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aptamerin seçiciliği, Şekil 1.2’de hem MRSA bakteri hücresine hem de Enterococcus 

faecalis hücresine karşı bağlanma özelliği sistematik olarak test edilmiştir. Ayrıca, DNA 

aptamerin hem canlı hem de şoklanmış MRSA bakteri hücrelerine bağlandıkları 

gösterilerek, tehlikeli patojenlerden olan MRSA bakterisi ile güvenli bir şekilde çalışma 

imkânı sağlanmıştır.  

 

 

 

Şekil 1.2.  Aptamerin MRSA’ ya ve kontrol bakteriye (Enterococcus faecalis) 

bağlanması akım sitometri ile gösterilmektedir. A) Aptamerin MRSA’ya 

seçici olarak bağlanması, B) Aptamerin Enterococcus Faecalis’e 

bağlanmaması, C) Aptamerin şok edilmiş (fixed) MRSA’ya bağlanması, 

D) Aptamerin canlı MRSA’ya bağlanması (yeşil çizgi). [28] 

 

Şekil 1.3’de seçilen dört farklı MRSA aptamer sekansının, MRSA bakterisine ve farklı 

klinik suşlara bağlanması, daha seçici ve kuvvetli aptamerini belirlemek için test 

edilmiştir. Bu anlamda, en ideal aptamer sekansının, DTMRSA1 sekansı olduğu 

belirlenmiştir. Yüksek lisans tez çalışması kapsamında hedefleme ajanı olarak 

DTMRSA1 aptamer sekansı kullanılmıştır.  

A B C D 
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Şekil 1.3.  Dört farklı MRSA aptamer sekansı MRSA bakterisine için Hücre-EZLSE 

yöntemi seçilmiştir ve en seçici ve kuvvetli bağlanan MRSA aptamerini 

belirlemek için seçilen tüm aptamerler farklı klinik suşlara karşı 

denenmiştir. [28]  

 

2004 yılında keşfedilmesinden bu yana grafen, eşsiz fiziksel, mekanik ve elektronik 

özelliklerinden dolayı çok geniş bir uygulama alanına sahiptir. Grafen oksit (GO) ise 

grafenin kimyasal olarak oksitlenmesi ile elde edilmiştir. GO’nun yapısında karboksilik 

asit, epoksit ve hidroksil grupları vardır. Karboksilat grupları, kolloidal kararlılık ve 

pH’ya bağımlı negatif yüzey yükü sağlar. Epoksit ve hidroksil grupları ise hidrojen bağ 

etkileşimleri gibi, zayıf etkileşimlere ve diğer yüzey reaksiyonlarına olanak sağlar. 

Temel düzlemde ayrıca grafenin serbest pi-elektronları bulunmaktadır ki bunlar ilaç 

yüklemede pi-pi etkileşimine ve kovalent olmayan fonksiyonlanmalara olanak 

sağlamaktadır [29, 30]. GO, iletken polimer, pil, elektrotlar, elektronik ve optik, sensör, 

anti-bakteriyel maddelerin üretiminde yoğun bir şekilde kullanılmaktadır. Ayrıca, 

GO’nun ilaç ya da fonksiyonel biyomolekülleri yüklemedeki geniş yüzey alanına sahip 

olması sebebiyle özellikle kontrollü salım sistemlerinde taşıyıcı olarak kullanımı ümit 

vaat etmektedir [31-35]. GO üzerine doxorubicin (dox), camptothecin ve 5-fluorouracil 

gibi ilaçların kanser tedavisi için kovalent olmayan fiziksel etkileşim ile yüklendikleri 

rapor edilmiştir (    istiflenmesi, van der Waals etkileşimi ya da hidrojen bağı) [36-

44]. Son zamanlarda, GO, fototermal ajan olarak da kullanılmaktadır. 
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Önerilen bu tezde, aptamerler ile konjuge edilmiş MGO üzerine iliştirilerek oluşturulan 

Apt@MGO konjugatlar, iki temel uygulama için kullanılmıştır: İlk olarak Apt@MGO 

nano platform bir nanosensör olarak kullanılarak optik yoğunluk cihazı ile MRSA tespit 

edilecektir. İkinci olarak ise Apt@MGO nano platform, bir fototermal ajan olarak 

kullanılarak üretilen ısı ile MRSA yok edilmiştir. Bir ucunda amin (-NH2) içeren 

aptamerler EDC/NHS kimyası ile kovalent olarak MGO’daki karboksil (COOH) 

gruplarına sağlam bir şekilde bağlanmıştır. Aptamerlerin diğer ucuna floresan boya 

eklenerek MRSA üzerindeki hedef protein reseptörlere bağlanması akım sitometri ile 

gösterilmiştir. Ayrıca, MGO sayesinde aptamerlerin MRSA ya bağlanması çoklu 

bağlanma etkisi kuramı ile artırılmıştır. Bu durum ortamdaki çok az sayıda bulunan 

MRSA bakterilerin tayinine ve yok edilmesine fırsat vermiştir. MGO’nun manyetik 

özelliğinden yararlanılarak, Apt@MGO nano platformlar MRSA’ya bağlandıktan sonra 

santrifüje ihtiyaç duymadan bir mıknatıs yardımı ile MRSA’yı reaksiyon ortamından 

ayrıştırmada (izole etmede) kullanılmıştır. Ayrıca, Apt@MGO nano platform tarafından 

yakalan MRSA çözelti içinde dağılmış ya da bir mıknatıs ile çözelti içinde bir noktada 

toplanmış pozisyonları olabilir. Hem dağılmış hem de toplanmış pozisyonlardaki 

Apt@MGO-MRSA konjugatlarina doğrudan yakın kızılötesi lazer ışığı (808 nm) 

uygulanarak, hangi pozisyonda MRSA’nın daha etkin bir şekilde yok edildiği 

gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, geliştirilecek olan Apt@MGO nano platform ile MRSA 

hem tespit edilecek hem de antiboyotik kullanmaksızın fototermal yolla yok edilmiştir. 

1.2. Araştırmanın Amacı 

Bu çalışmanın temel amacı; çok tehlikeli patojenik bakterilerden biri olan MRSA’nın 

tespiti ve fototermal olarak yok edilmesi için hızlı, hassas, güvenilir sonuç verebilen çok 

fonksiyonlu yeni bir nano platform geliştirmektir. Bu amaç için aşağıdaki hedeflerin 

başarılı bir şekilde tamamlanmıştır: 

 Suda çözünen (water-soluble) grafen oksidin (GO) sentezlenmesi ve sonikasyon 

ile nano boyuta dönüştürülmesi, 

 Nano boyuttaki GO üzerinde demir oksit (Fe3O4) nanopartiküllerinin 

büyütülmesi ve oluşan MGO’nun karakterize edilmesi 

 Suda çözünmüş belli konsantrasyondaki nano GO ve MGO in 808 nm lazer ışığı 

altında ısı üretme kapasitelerinin test edilmesi, 
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 Bir ucunda NH2 grubu, diğer ucunda floresan boya bulunan aptamerlerin ve 

farklı nükleotidlerden oluşan aynı uzunlukta kontrol DNA’nın MGO’ya 1-Etil -3 

(- 3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorit ve N-Hidroksisüksinimid 

(EDC/NHS) kimyası ile bağlanması, 

 Apt@MGO ve kontrol DNA@MGO konjügatların MRSA bakterisi ile 

karıştırılıp inkübe edilerek, bağlanmanın akım sitometri ile gösterilmesi, 

 Apt@MGO ile etkileşen MRSA’nın bir mıknatıs yardımı ile ayrılarak, 

süpernatant içinde kalan MRSA miktarının optik yoğunluk cihazı ile ölçülmesi. 

Böylece, Apt@MGO’nun ne kadar MRSA’yı yakaladığının belirlenmesi, 

 Apt@MGO ve MRSA bakteri karışımı, yakın kızılötesi ışığına maruz 

bırakılarak bakterilerin açığa çıkan ısı ile yok edilmesi, 

 MRSA yerine farklı bakterilerde kullanılarak, Apt@MGO’nun seçiciliğinin 

gösterilmesi, 

 MRSA bakterisinin, diğer bakterilerin bulunduğu bir karışımdan, seçici bir 

şekilde Apt@MGO ile ayrıştırılması, 

 Son olarak, MRSA bakterisinin kan veya serum gibi kompleks bir karışımın 

içerisine aktarılarak, bu ortamdan yakalanması ve yok edilmesi, 

Hedefleme ajanı olarak, çok çeşitli biyomoleküller (antikor, peptid, boronik asit ve folik 

asit gibi) kullanılmaktadır. Fakat aptamerler, taşıdıkları özgün özellikler sayesinde diğer 

hedefleme ajanlarına göre daha çok dikkat çekmiş ve daha yoğun kullanılmaktadır. 

DNA ya da RNA aptamerler, özel bir süreç olan Eksponansiyel Zenginleştirme ile 

Ligandlar Sistematik Evrimi, EZLSE, (Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

Enrichment, SELEX) diye adlandırılan yöntemle sentezlenir ve bu sayede aptamerler 

hedeflerine çok yüksek afinite, hassaslık ve seçicilikle bağlanmaktadır. Konvensiyonel 

EZLSE yönteminde, aptamer sentezlemek için kullanılan hedef; inorganik, organik ve 

biyomoleküller ya da hücrelerden izole edilmiş proteinler olabilir. Fakat bu çalışmada 

kullanılacak aptamerler Hücre-EZLSE (Cell-SELEX) yöntemiyle sentezlenmiştir. Bu 

yöntem ile aptamerler, bütün bir hücre (whole cell) kullanılarak sentezlenir. Hedef 

hücreler kanser, bakteri ya da virüs hücreleri olabilir. Bu yöntemin en temel avantajı 

hücre zarındaki mevcut biyolojik belirteçlerin (protein reseptörlerin) sayısını ve türünü 

bilmek gerektirmemesidir. Aptamer seçimi sadece hücre yüzeyinde bulunan reseptör 
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proteininin çeşitli tipleri için bütün hücrelere karşı çalışır. Böylelikle, hedef hücrelere 

daha güçlü ve seçici bağlanan aptamerler seçilir ve üretilir. 

Bu çalışmada, aptamerler MRSA hücrelerini belirli bir şekilde tanıyan hedefleme ajanı 

olarak görev yaparken, Fe3O4 NP’ler manyetik alan oluşturarak bir mıknatıs yardımı ile 

MRSA bakterilerini reaksiyon ortamından ayrıştırmada (izole etmede) kullanılmıştır. 

GO ise, aptamer ve Fe3O4 NP’ler için bir platform olarak kullanılırken, 808 nm dalga 

boyunda yakın kızılötesi ışığa maruz bırakıldığında, lazer ışığını ısıya dönüştüren bir 

fototermal ajan olarak da kullanılmıştır. GO; eşsiz fiziksel, mekanik ve elektronik 

özelliklerinden dolayı çok geniş bir kullanım alanına sahiptir. GO iletken polimer, pil, 

elektrotlar, elektronik ve optik, sensör, anti-bakteriyel maddelerin üretiminde yaygın 

olarak kullanılmaktadır. GO düşük sitotoksik özelliğinden dolayı biyomolekül tayini, 

ilaç ve DNA iletimi gibi birçok biyoanalitik ve biyomedikal alanlarda aktif bir şekilde 

kullanılmaktadır. Son zamanlarda GO fototermal ajan olarak da kullanılmaktadır. 

1.3. Araştırmanın Önemi 

Tez çalışması, aptamer konjuge edilmiş manyetik grafen oksidin (MGO) sentezlenmesi 

ve tehlikeli patojenik bakterilerden biri olan MRSA’nın tayini ve yok edilmesi için yeni 

bir nano platform geliştirilmesi hedeflenmesi bakımından, oldukça yüksek bir özgün 

değere sahiptir. Bugüne kadar literatürde rapor edilen çalışmalarda MRSA tayini için 

çok çeşitli hedefleme ajanları (antikor, peptid, boronik asit, folik asit ve bazı polimerler 

gibi) ve teknikler (kültür ve koloni sayma, immünolojik yaklaşımlar, polimeraz zincir 

reaksiyonu, akım sitometri, kütle spektrometri, mikroarrayler, floresan tabanlı tahlil ve 

elektrokimyasal tabanlı tahlil gibi) kullanılmıştır. Fakat bu hedefleme ajanlarının genel 

itibari ile yüksek özgüllük, yüksek afinite, yüksek seçicilik ve kararlılık göstermemesi 

bunların en temel dezavantajları arasındadır. Yukarıda bahsedilen bakteri tayin 

teknikleri ise çok zaman alması, karışık ve zahmetli olması, karmaşık aletlere ihtiyaç 

duyması ve alan çalışmalarına uygun olmaması (taşınabilirlik) gibi çok önemli 

dezavantajlara sahiptir. Önerilen tez çalışmasının en temel yeniliği, hedefleme ajanı 

olarak MRSA için özel olarak sentezlenen aptamerlerin ve MGO nano platformun bir 

fototermal ajan olarak kullanılmış olmasıdır. Apt@MGO nano platformun sağladığı 

avantajlar ve özgünlükler aşağıda verilmektedir. 
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 Önerilen tezde kullanılacak aptamerler, tez yürütücüsü tarafından Amerika 

Bileşik Devletlerinde yüksek lisans çalışması sürecinde araştırmacı olarak 

çalıştığı bir tez çalışması kapsamında, MRSA için özel olarak Hücre-EZLSE 

yöntemi ile seçilmiştir ve ilk defa bu çalışmada MGO ile kullanılacaktır. 

 Yapılan geniş çaplı tarama sonucu MRSA bakterisi kullanılarak üretilen başka 

bir seçilmiş aptamer, literatürde henüz rapor edilmemiştir. Bu aptamerler Hücre-

EZLSE yöntemi ile doğrudan MRSA bakteri hücresi kullanılarak seçilen ilk ve 

tek aptamerlerdir. Dolayısıyla, kullanılacak olan hedefleme ajanı (aptamer) 

oldukça özgündür. 

 Bu çalışmada geliştirilmiş olan Apt@MGO nano platform ile hem aptamer 

dışındaki hedefleme ajanlarının hem de klasik bakteri tayin tekniklerinin 

dezavantajlarını ortadan kaldırmıştır. 

 Apt@MGO nano platform hem bir tayin aracı hem de bir yok etme ajanı olarak 

kullanılacaktır. Apt@MGO nano platformun birden çok fonksiyonlu olması da, 

önerilen tez çalışmasının avantajlı ve özgün taraflarındandır. 

 Bu çalışmada biyo-uyumlu ve manyetik özellikli MGO kullanılması da 

Apt@MGO nano platformun avantajlarındandır. 

 MGO’nun manyetik özelliği sayesinde, yakalanan MRSA kolayca reaksiyon 

ortamından bir mıknatıs yardımı ile ayrıştırılmıştır. Böylece süpernatant içinde 

kalan MRSA sayısı optik yoğunluk cihazı ile basitçe hesaplanmıştır. 

 Apt@MGO nano platform tarafından yakalanan MRSA, çözelti içinde dağılmış 

ya da bir mıknatıs ile çözelti içinde bir noktada toplanmış pozisyonlarda olabilir. 

Hem dağılmış hem de toplanmış poziyonlardaki Apt@MGO-MRSA 

konjugatlarına, yakın kızılötesi lazer uygulanarak, hangi pozisyonda MRSA'nın 

daha etkin bir şekilde yok edildiği gözlemlenebilir. Bu durumda, önerilen tez 

çalışmasınınn özgün yönlerinden biridir.  
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2.  BÖLÜM  

YÖNTEM VE MATERYAL 

2.1. Yöntem 

2.1.1. Grafen Oksitin (GO) Sentezlenmesi 

GO, Hummers ve Offeman yöntemi modifikasyonu ile grafit tozlardan sentezlenmiştir 

[40, 41]. Öncelikle, 0,5 gram (g) grafit tozu ve 0,5 g NaNO3; 23 mL(mililitre) H2SO4 

içinde bir buz banyosunda karıştırılarak süspansiyon edilmiştir. Sonra, karışım üzerine 3 

g KMnO4 yavaşça eklenmiştir. Daha sonra, karışım 35-40 °C sıcaklık aralığında olan 

bir su banyosuna transfer edilecek ve çamur kıvamını alıncaya kadar yaklaşık 75 

dakika(dk) karıştırılmıştır. Sonra, bu 45 mL civarında su karışıma eklenecek ve sıcaklık 

95 °C olarak ayarlanmıştır. Bu sıcaklıkta, karışım 45 dk daha karıştırılmıştır. Son 

olarak, 100 mL daha su ilave edilmiş ve bunu takiben 3 mL H2O2 (%30) son karışım 

üzerine yavaşça eklenmiştir. H2O2 eklenmesinden sonra siyah renkli karışım açık kahve 

rengine dönüşmüştür. Sıcak karışım, daha sonra filtre edilmiş ve 100 mL su ile 

yıkanmıştır. Filtre üzerindeki çökelek, su içerisinde dağıtılmıştır. Karışım, düşük hızda 

1000 rpm de 2 dk santrifüj edilmiştir. Bu işlem 5 kez tekrarlanmış ve santrifüj işlemleri 

sonunda nihai ürün fırında kurutularak toz olarak elde edilmiştir. 

2.1.2. Manyetik Grafen Oksit Hazırlanması 

MGO’nun hazırlanmasında Cong ve arkadaşlarının yöntemi modifiye edilerek 

kullanılmıştır [42]. Bu yönteme göre; 20 mg GO, cam vial içerisinde bulunan 20 mL 

trietilen glikole (TREG) ilave edilerek 30 dk vorteks ve sonifikasyon yapılır. Belirli 

miktarda NH4Ac ilave edilerek 30 dk daha karıştırılır. 100 mL’ lik balona aktarılan 

çözelti, gerekli miktarda demir (III) acetilacetonoat (Fe(acac)3) ilave edilerek, argon 

atmosferinde geri soğutucu altında 278 
o
C’ye kadar yavaşça karıştırılarak kaynatılır. Bu 
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sıcaklıkta 60 dk karıştırıldıktan sonra, oda sıcaklığında soğuması sağlanır. Oluşan ürün, 

mıknatıs yardımı ile toplanarak 4 kez etanolle yıkanması sağlanır ve 50 °C’de vakum 

etüvünde kurutulur. GO’daki demir oksit yoğunluğu Fe(acac)3 ve GO kütle oranları 

değiştirilerek ayarlanmıştır. 

2.1.3. MGO ile Aptamer Konjugasyonunun Hazırlanması 

DNA aptamer (MRSA aptamer); MGO nano platformuna, EDC–NHS kimyası bağlanır. 

GO’daki COOH grupları ile aptamerin NH2 gruplarından amid oluşumu ile kovalent 

olarak sağlanmıştır. (Aptamer Dizgisi: 5’-FTIC-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG 

GAA AAT ACT GTA CGG TTA GA-NH2-3). 100 mg MGO; 1 mL 10 mM (milimolar) 

PBS çözeltisinde (pH 7.4) çözülür ve 60 μL (mikrolitre) 0.1 M 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimid (EDC) ile 30 dk 250 rpm’de karıştırılır. Bu çözeltiye 

15 mL 400 μM aptamer ile 60 μL 0.12 M N-hidroksisüksinimid (NHS) ilave edilir ve 4 

saat karıştırılır. Aptamer ile fonksiyonlanmış MGO (Apt@MGO) nano platform, 

mıknatıs yardımı ile toplanır ve en az 3 kez 10 mM PBS (fosfat tamponlu salin) 

çözeltisi ile yıkanır. Kontrol deneyleri için farklı dizilimlerdeki aptamerlerle de benzer 

işlemler yapılarak konjugasyonlar gerçekleştirilmiştir. 

2.1.4. Bakteri Kültürünün Hazırlanması 

Bakteri kültürünün hazırlanmasında; üretici firmanın kültür kurallarına uyulması en 

ideal yöntemdir. Staphylococcus aureus Luria-Bertani (LB) kültür ortamı içinde 37 °C 

de, bir gece çalkalayıcı inkübatör içinde hazırlanır. S. aureus çözeltisi, 4000 rpm de 8 dk 

santrifüj edilir ve fosfat tamponu (pH 7.4) ile yıkanır. Daha sonra tekrar fosfat 

tamponunda dağıtılır ve konsantrasyonu optik yoğunluk (optical density, OD) cihazı ile 

(OD600, 1OD600 = 10
8
 hücre/mL) ayarlanır. Kontrol deneyleri için kullanılacak farklı 

bakteri kolonileri için benzer bakteri kültürü hazırlama protokolü olsa da, kullanılan 

kültür çözeltisinin içeriği ve bakterilerin inkübasyon sıcaklıkları farklı olabilir. 

2.1.5. Apt@MGO-MRSA bakteri İnkübasyonu 

Belli miktarda MRSA bakteri çözeltisi (~10
6 

CFU/mL) belli konsantrasyonda 

Apt@MGO ile karıştırılır ve oda sıcaklığında yaklaşık 40 dk inkübasyona bırakılır. 

Daha sonra, karışım bir mıknatıs yardımı ile bağlanmamış Apt@MGO veya MGO nano 
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yapılar ve MRSA hücreleri, Apt@MGO-MRSA konjugatlarından uzaklaştırılır. Yıkama 

işlemi 2 ya da 3 kez tekrarlanır. Elde edilen çökelek, yani Apt@MGO-MRSA 

konjugatları; bağlama tamponunda çözülür ve akım sitometri bağlanma gösterilir. 

Apt@MGO ile etkileşen MRSA’nın bir mıknatıs yardımı ile ayrılarak süpernatant 

içinde kalan MRSA miktarının optik yoğunluk cihazı ile ölçülmesi yapılır. Böylece, 

Apt@MGO’nun ne kadar MRSA’yı yakaladığının belirlenmesi tespit edilmiş olur. Şekil 

2.1’de Apt@MGO’nun MRSA yakalama kapasitesinin test edilmesi gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.1.  Apt@MGO’nun MRSA yakalama kapasitesinin test edilmesi 

gösterilmektedir. 

2.1.6. Fototermal Tedavi Deneyi 

MRSA bakterileri; bir tampon içinde süspansiyon haline getirilir. Bakteri çözeltisi ~10
6-

10
7
 CFU/mL'lik konsantrasyona seyreltilir. Daha sonra 200 μL bakteri çözeltisi (~10

6 

CFU/mL), 1 mL belli konsantrasyondaki Apt@MGO çözeltisi ile karıştırılır ve oda 

sıcaklığında 30 dk inkübe edilir. İnkübasyondan sonra karışım 808 nm dalga boyundaki 

(1,1 W/cm
2
) ışığa farklı süreler ile maruz bırakılır. Son olarak 100 μL karışım alınır ve 

50 kez seyreltilerek trypticase soy agar besiyeri üzerine yayılır ve 37 °C 'de 24 saat 

boyunca inkübe edilir. Kontrol deney için, aynı işlemler MGO ve kontrol DNA@MGO 

kullanılarak yapılır. Her sayılabilir plaka için koloni sayımı yapılarak fototermal 
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tedavinin sonuçları açığa çıkarılır. Şekil 2.2’de, Apt@MGO‘nun MRSA ile etkileşimi 

ve fototermal olarak yok edilmesi gösterilmektedir. Şekil 2.3’de ise, Apt@MGO-MRSA 

konjugatların hem dağılmış hem de toplanmış pozisyonlarda yakın kızılötesi lazere (808 

nm) maruz bırakılması resmedilmektedir. 

 

Şekil 2.2. Apt@MGO’nun MRSA ile etkileşimi ve fototermal olarak yok edilmesi. 

 

lazer 
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Şekil 2.3.  Apt@MGO-MRSA konjugatların hem dağılmış hem de toplanmış 

pozisyonlarda yakın kızılötesi lazere (808 nm) maruz bırakılması. 

 

Şekil 2.4’de ARGEA firmasına dizayn ettirilen Ülgen Laboratuvar(lab) marka NIR 

(yakın kızılötesi) lazer sisteminin fotoğrafı verilmektedir. Bu lazer sistemi ile tez 

çalışmasındaki fototermal deneyler gerçekleştirilmiştir.  
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Şekil 2.4. Ülgen Lab yapımı NIR (Yakın Kızılötesi) lazer sistemi 

2.2. Materyal 

2.2.1. Kimyasallar ve Materyaller 

Fe(acac)3 (Iron (III) acetylacetonate) % 97, NaNO3 (sodyum nitrat), H2SO4 (sülfürik 

asit) Sigma, 1-etil-3[3-dimetilaminopropil] karbodiimid/N-Hidroksisüksünimid 

(EDC/NHS) ve trietilen glikole (TREG) Sigma-Aldrich Firmasından sağlanmıştır. 

Nükleotidler, fosforamiditler, amin ve floresein izotiyosiyanat (FITC) modifiye ediciler 

ise Glen Research şirketinden sağlanmıştır. 1 µM ölçekte aptamerlerin sentezi için, 

ABI3400 DNA/RNA sentezleyicisi (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

kullanılmıştır.  Bakteri besiyeri (NB) ve Maya Ekstresi Pepton Dekstroz Besiyeri 

(YEPDB) Merck Firması tarafından sağlanmıştır. Gram- Escherichia coli (E. coli) 

ATCC 11230, gram (+) Staphylococcus aureus (S.aureus) ATCC 29213 ve mantar 

Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028; Erciyes Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Farmasötik Mikrobiyoloji Araştırma Laboratuvarı  kültür koleksiyonundan temin 

edilmiştir. -20 
0
C'de muhafaza edilerek ve uygulamalardan önce %10 gliserol ile 

rejenere (canlandırma) yapılmıştır. Nano grafen oksit, toz halinde 100 mg ambalajlı 

olarak Graphene Supermarket’ten  sağlanmıştır. 
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2.2.2. Kullanılan Cihazlar ve Karakterizasyon 

ZEISS EVO LS10 Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 25 kV geriliminde (Erciyes 

Üniversitesi Nanoteknoloji Araştırma Merkezi, ERNAM) ve Geçişli Elektron 

Mikroskobu (TEM) (University of Florida) 120 kV çalışma geriliminde kullanılarak 

görüntüler elde edilmiştir. Çalışmalarda ayrıca UV-Vis spektrofotometre (Erciyes 

Üniversitesi Nanoteknoloji Araştırma Merkezi, ERNAM), Akım sitometrisi (University 

of Florida), Yakın Kızılötesi (NIR) lazer sistemi (Ülgen Lab-ARGEA şirketi) ve Süper 

İletken Kuantum Girişim Cihazı (SQUID) Florida Üniversitesi (University of Florida) 

nde kullanılmıştır.  
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3.  BÖLÜM 

BULGULAR 

 

3.1 Araştırma Modeli 

 

Şekil 3.1.  MGO ve Apt@MGO sentezi ve Apt@MGO-MRSA konjugatların 

inkübesyonu ve hem dağılmış hem de toplanmış pozisyonlarda yakın 

kızılötesi lazere (808 nm) maruz bırakılmasının şematik olarak 

gösterilmesi. 
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3.2 Evren ve Örneklem 

 

 

Şekil 3.2  A) GO nano yapısının TEM resmi. B) MGO nano yapılarının TEM 

resimleri. C) GO ve MGO nano yapıların çözeltilerinin resimleri. D) 

MGO nano yapıların bir mıknatıs ile manyetik özelliklerinin 

gösterilmesi. E) GO (kırmızı) ve MGO (pembe ve mavi) UV-Vis 

spektrofotometre ile absorbans noktalarının gösterilmesi. F) MGO nano 

yapının süperparamanyetik özelliğinin SQUID ile gösterilmesi. 
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3.2.1   Yöntem Başlık  Örneği 

 

Şekil 3.3  A) Canlı MRSA bakteri hücresinin 200 nm boyutunda TEM resmi B) Canlı 

MRSA bakteri hücresinin 500 nm boyutundaki TEM resmi. C) Ölü MRSA 

bakteri hücresinin 100 nm boyutundaki TEM resmi. 
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Şekil 3.4.  MGO nano yapı çözeltilerinin farklı konsantrasyonlarda NIR lazer altında ısı 

üretme potansiyelleri A) Dağılmış MGO grafiği. B) Toplanmış MGO grafiği. 

Tüm konsantrasyonlarda toplanmış MGO nano yapı çözeltisi, dağılmış MGO 

çözeltisine göre daha kısa zamanda daha yüksek sıcaklığa ulaşmıştır.  

 

Şekil 3.5.  Akım sitometrisi ile yalnız MRSA bakterisi (kırmızı), Aptamer bağlı 

E.faecalis (yeşil), Rasgele seçilmiş DNA bağlı MGO (mavi), MRSA aptamer 

(kahverengi) ve Aptamer@GO ( mor) nano yapıların; MRSA hücresine 

bağlanması gösterilmiştir.  
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Şekil 3.6.  Sadece Hücre (Cell), Aptamer, MGO, Apt@MGO, rDNA@MGO ve 

Apt@MGO nano yapıların (dağılmış ve toplanmış formda), NIR lazer altında 

MRSA bakterilerin fototermal olarak yok edilmesi gösterilmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lazer ışığı açık 



25 

 

 

4.  BÖLÜM 

TARTIŞMA-SONUÇ ve ÖNERİLER  

4.1.Tartışma 

DNA Aptamer Fonksiyonlu Manyetik Grafen Oksit Sentezi ve hedefli fototermal terapi 

ile Metisilin Dirençli Staphylococcus Aureus'un Öldürülmesi başlıklı tezimiz başarılı bir 

şekilde yürütülmüş ve tamamlanmıştır.  

Tez çalışması kapsamında ilk olarak elde edilen GO üzerine Fe3O4 NP’ler 

sentezlenmiştir. Bu kısımda Fe3O4 NP’ler in situ sentez tekniği ile Fe(acac)3 maddesi 

kullanılarak GO üzerinde büyütülmüş MGO hibrit nano yapılar sentezlenmiştir. Bu 

sentezdeki iki temel nokta oldukça önemlidir: Birinci nokta, Fe(acac)3, GO ve TREG 

karışımının sentez sırasında çok fazla oksijene maruz bırakmamak gerekir ki, bu durum 

manyetik özelliğin elde edilmesi için ya da kaybolmaması için gereklidir. Diğer bir 

nokta ise, GO üzerinde oluşturulan Fe3O4 NP’lerin yoğunluğunun Fe(acac)3/GO 

arasındaki kütlesel oran ile belirlenmesidir. Fe(acac)3 miktarı arttıkça, GO üzerinde 

oluşan Fe3O4 NP miktarı da artar fakat çok fazla olması, GO kenarlarındaki -COOH 

grupların bloke edilmesine ve amin-DNA aptamer sekansının bağlanmamasına sebep 

olabilir. Eğer kullanılan Fe(acac)3 miktarı gereğinden az olursa, GO üzerinde oluşan 

Fe3O4 NP’de az olur ve bu durum da düşük bir manyetik özelliğin oluşmasına ve bir 

mıknatıs yardımı ile MGO’ların çözeltide bir alana toplanmamasına sebep olur. Elde 

edilen GO ve MGO’ların temel karakterizasyonları; TEM, Uv-Vis spektrofotometre ve 

SQUID ile başarılı bir şekilde yapılmıştır.  

Nano malzemelere ek olarak, MRSA bakterilerinin fototermal tedaviden önce ve sonra 

morfolojileri, TEM resimleri ile gösterilmiştir. Mükemmel görülen yuvarlak şekildeki 

MRSA bakterisinin morfolojisi, fototermal tedaviden sonra yani NIR lazer 

uygulamasından sonra Apt@MGO’ların ürettiği yüksek ısı ile yok olmuştur. Bu durum 

ayrıca MRSA bakterisinin öldürülmesinin de bir işaretidir.  
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NIR lazer deneyi kapsamında ilk olarak çözeltide dağılmış ve toplanmış formda duran 

MGO’ların NIR lazer ışığı altında ısı yayma potansiyelleri ölçülmüş ve tez çalışması 

kapsamında iddia edildiği gibi, toplanmış formunda bulunan MGO’ların çözelti 

ortamının sıcaklığını daha hızlı ve yüksek değerlere taşıdığı gösterilmiştir. 

Akım sitometrisi deneyi, fototermal tedavi deneyi öncesi bir gereklilik göstermektedir. 

Bu kapsamda kullanılan DNA aptamerin hedef MRSA bakteri hücrelerine bağlanıp 

bağlanmadığı gösterilmiştir. MGO nano yapılar ve rastgele sekanslardan oluşan rDNA 

konjüge edilmiş MGO (rDNA@MGO) MRSA hücrelerine bağlanmazken, MRSA 

aptameri ve aptamer konjüge edilmiş MGO (Apt@MGO); belirli ve güçlü bir şekilde 

MRSA bakterilerine bağlanmıştır. Ayrıca, çoklu bağlanma etkisi mekanizması 

kapsamında, üzerinde çok sayıda aptamer taşıyan Apt@MGO nano yapıların serbest 

aptamere göre daha iyi derecede bağlanma yaptığı akım sitometrisi ile gösterilmiştir.  

Akım sitometrisi deneyleri ile elde edilen başarılı sonuçlar çerçevesinde, MRSA bakteri 

hücrelerine karşı fototermal deneyler yapılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir. Bu 

kapsamda, Aptamer, MGO, rDNA@MGO ve Apt@MGO (dağılmış ve toplanmış 

formda) MRSA bakterileri ile inkübe edilerek, karışım NIR lazer (808 nm) ışımasına 

maruz bırakılmıştır ve Böylece MRSA deaktivasyon oranları belirlenmiştir. Buna ek 

olarak, fototermal tedavinin kontrollü olduğu, yani lazer açık iken aktif ve kapalı iken 

inaktif olduğunu göstermiştir. Bu kullanılan malzemelerin biyo-uyumluluk testini 

yapmak amacı ile kullanılan malzemeler ile MRSA hücreleri NIR lazere maruz 

bırakılmadan inkübe edilmiştir. Tahmin edildiği gibi, aptamer veya MGO den herhangi 

bir toksik etki görülmemiştir. Lazer ışığı kapalı iken, MRSA hücrelerinde dikkate değer 

bir inhibasyon gözlenmemiştir.  

Fakat, NIR lazer açıkken, kullanılan Apt@MGO etkili bir şekilde ısı üretmeye 

başlamıştır. Sadece MGO ve rDNA@MGO-MRSA bakteri karışımında dikkate değer 

bir MRSA kaybı yoktur. Çünkü bu malzemeler MRSA bakterisine bağlanmamıştır ve 

yıkama sonucu süpernatant olarak çözeltiden atılmıştır. Sadece az sayıda bir belirli 

olmayan bağlanma ile, az bir hücre de-aktivasyonu söz konusudur. Fakat Apt@MGO-

MRSA karışımı, NIR lazer altında ciddi oranda hücre ölümlerine sebep olmuştur. 

Dağınık pozisyondaki Apt@MGO-MRSA karışımında %80’e varan bir MRSA hücre 

ölümü söz konusu iken, toplanmış pozisyonunda Apt@MGO-MRSA karışımında 
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%97’e varan bir hücre yok edilmesi söz konusudur. Bu durum, tez çalışması 

kapsamında tasarladığımız iki sebepden kaynaklanmaktadır.: 1) lokal alanda hızlı ve 

etkili ısı üretimi ve 2) hedefleme ajanı olarak MRSA aptamerinin Apt@MGO formuda 

MRSA bakterisine belirli olarak bağlanması ve böylece etkili, gelişmiş ve hedefli 

fototermal tedavi elde edilmesi.  

4.2.Sonuç ve Öneriler  

Tez çalışması kapsamında, GO ve MGO sentezleri başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiş 

olup, bu malzemelerin elektron mikroskop (TEM ve SEM) resimleri alınmıştır. 

Sentezlenen GO ve MGO nano yapıların sulu çözeltisinin fotoğrafının GO’nun açık 

kahverengi ve MGO çözeltisinin manyetik demir oksit NP’lerden (Fe3O4) dolayı siyah 

olduğu gözlemlenmiştir.  Farklı boyutlardaki GO’nun TEM görüntüleri elde edilmiştir. 

GO üzerinde, yöntem kısmındaki protokole göre Fe3O4 NP’ler büyütülmüş ve MGO 

elde edilmiştir. Siyah renkli MGO çözeltisinin fotoğrafı verilirken, bir mıknatıs yardımı 

ile MGO in manyetik özellik gösterdiği ispatlanmıştır. MGO’nun elektron mikroskop 

resimleri sunulmuştur. Uv-Vis spektrofotometre ile GO’nun absorbans noktası 213 nm 

dalgaboyu olarak kayıt edilirken, MGO’nun yaklaşık 273 nm dalgaboyunda absorbans 

verdiği kaydedilmiştir. Sentezlenen MGO’ların farklı sıcaklık aralıklarında 5-300 K 

(Kelvin) SQUID ölçümlerinin değerlendirilmeleri sonucu süperparamanyetik olduğu 

görülmüştür.  

Gram+ bakteri grubundan olan MRSA bakterileri yuvarlak bir morfolojiye sahiptir ve 

morfolojisi TEM fotoğrafı ile görülmüştür. Düzenli bir morfolojide olan MRSA 

bakterilerinin morfolojisinin yok olduğu, fototermal tedavi sonucu TEM resmi ile 

tekrardan görüntülenmiştir.  

Tez kapsamında iddia edilen dağılmış ve toplanmış formunda bulunan MGO nano 

yapıların NIR lazer ışığı altında farklı hız ve oranlarda ısı ürettikleri, yaptığımız bu 

deneysel çalışmalar ile kanıtlanmıştır. Üç farklı konsantrasyonlarda (10, 50 ve 100 ppm) 

dağılmış ve toplanmış formunda bulunan MGO çözeltileri, 200 saniye civarında 808 nm 

NIR lazer ışığına maruz bırakıldıklarında, çözeltide toplanmış formda bulunan 

MGO’ların her bir zaman periyodunda ve MGO konsantrasyonunda daha hızlı ve etkin 

ısı ürettiği ispatlanmıştır. Örneğin, dağılmış formda 50 ppm MGO çözeltisinin sıcaklığı 
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ilk 60 s’de 37 °C’ye ulaşırken, aynı zaman diliminde çözeltide toplanmış olarak bulunan 

50 ppm MGO çözeltinin sıcaklığını 45 °C’ye yükselttiği gözlenmiştir.  

MRSA aptamerinin, rDNA@MGO, Apt@MGO ve MGO’nun hedef MRSA bakterisine 

bağlanması akım sitometrisi ile gösterilmiştir. Bu kapsamda, sadece MRSA aptamerin 

ve Apt@MGO’nun MRSA bakteri hücrelerine bağlandığı gösterilerek, seçilen 

aptamerin oldukça seçici ve kuvvetli bir şekilde MRSA bakterisine bağlandığı 

ispatlanmıştır.  

Bu tez çalışmasının temel amaçlarından biri olan fototermal terapi etkisininin 

gözlenmesi için MGO, Aptamer, rDNA@MGO ve Apt@MGO’ler MRSA bakterileri ile 

inkübe edilmiş ve sonrasında hem dağılmış hem de toplanmış pozisyonda yakın 

kızılötesi ışığa maruz bırakılmıştır. Özellikle tez kapsamında toplanmış edilmiş MGO, 

yani bir mıknatıs yardımı ile çözelti içerisinde belli bir noktada toplanmış MGO, 

doğrudan belli zaman periyotlarında 808 nm dalgaboyundaki lazer ışığına maruz 

kaldığında kısa sürede yüksek lokal ısı üretildiği tespit edilmiştir. Böylece, MRSA’nın 

toplanmış MGO sistemi ile çok hızlı ve etkin bir şekilde fototermal olarak yok edilmesi 

sağlanmıştır. Dağılmış formda MGO kullanıldığında, MRSA bakterilerinin %80’i de-

aktive olurken, toplanmış formda MGO kullanıldığında %97 civarında de-aktivasyon 

elde edilmiştir. Hücre canlılığı deneyi ile hedefleme ajanının kullanımının ne kadar 

önemli ve gerekli olduğu açığa çıkmıştır. Ayrıca, hedefleme ajanı olarak kullanılan 

ligandın seçiciliği ve belirliliği, fototermal tedavinin etkinliğindeki önemini ortaya 

koymuştur.   
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