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OZET

Metisilin Direngli S. Aureus (MRSA) bakterisinin secici, hassas ve fototermal olarak
yok edilmesi igin ¢ok fonksiyonlu bir nano platform gelistirilmistir. MRSA aptamerler
ile fonksiyonel hale getirilmis manyetik grafen oksit (MGO) bu amag i¢in iretilmistir.
GO tizerine demir oksit (Fe304) nanopartikiilleri (NP’ler) biiyiitillerek MGO {iretilmistir
ve MRSA bakterisi i¢in sentezlenmis bir ucu amin (-NHy) grubu tasiyan aptamerler ile
fonksiyonlagtirilmigtir. Aptamerler ile fonksiyonlastirilmis manyetik GO (Apt@MGO)
ile MRSA belirli olarak hizli, hassas ve dogru bir sekilde yakaland:i ve yakin kizilotesi
lazer (Near Infrared Laser, 808 nm) 15181 altinda fototermal olarak yok edilmistir.
Aptamer MRSA” ya belirli olarak baglanirken, GO {izerindeki Fe304, NP’ler sayesinde
MRSA, reaksiyon ortamindan santrifiije ihtiya¢ duymaksizin bir miknatis yardim ile
manyetik olarak ayrilmistir. GO ise aptamer ve Fe3O4 NP’ler i¢in bir platform olarak
kullanilirken, ayni zamanda 808 nm dalga boyunda yakin kizildtesi 1518a maruz
birakildiginda lazer 1s18in1 1siya doniistiiren bir fototermal ajan olarak da
faydalanilmigtir. Ayrica, GO’nun plaka seklinden ve tizerindeki ¢esitli fonksiyonel
gruplar1 tasimasindan dolayi, GO’nun MRSA’y1 kundak (swaddling clothes) seklinde

sikica sardig1 diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Manyetik grafen oksit, DNA, MRSA, patojen ve fototermal tedavi
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SYNTHESIS OF DNA APTAMER CONJUGATED MAGNETIC GRAPHENE
OXIDE AND ITS USE AS A PHOTO-THERMAL AGENT FOR KILLING
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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 (FesO4) nanoparticles (NPs) was grown on the surface of
the graphene oxide (GO) and magnetic GO (MGO) was functionalized the aptamers
modified with amin (-NH;) 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 Fe3O, 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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GIRIS

Bakterilerin tespiti ve yok edilmesi sadece insan ve hayvan sagligi i¢in degil, sanayi ve
bitkisel {iretim gilivenligi i¢cin de olduk¢a Onemlidir. Tim diinyada bakteriyel
enfeksiyonlar 6lime yol agan besinci sebeptir. Staphylococcus aureus (S. aureus),
6limciil enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin basinda gelir. Bu bakteri gida iizerinde,
insan ve hayvan viicudunda kolayca yasar ve iireyebilir. Gida lizerinde belli bir
konsantrasyona ulagan S. aureus gida-zehirlenmelerine sebep olurken, insan ve hayvan
viicudunda ise cesitli enfeksiyonlara neden olur. Ozellikle insanda hayati riske sebep
olan iltihaph yaralar pek ¢ok enfeksiyonlara ve menenjit, septisemi, kalp iltihaplanmasi
gibi hastaliklara sebep olabilir. S. aureus beta-laktam grubu iceren antibiyotiklere
(amoksisilin, penisilin, oksasilin gibi) karsi direng gostermektedir. Bu bakterinin
metisilin antibiyotigine karsi direng gosteren suslarina Metisilin Direngli S. aureus
(MRSA) denmektedir. MRSA giiniimiiziin en tehlikeli patojenik (hastalik yapici)
bakterilerinden biri olup tedavisi ¢ok gii¢ hatta 6liime sebebiyet veren enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Ayrica, MRSA insanlar ve hayvanlarda kolayca kolonize olabilir ve
ayni zamanda insandan-insana, hayvandan-hayvana ve hayvandan-insana kolayca temas

yolu ile gegis yapabilir.

Aptamerler; Deoksiriboniikleik Asit (DNA) ve Riboniikleik Asit (RNA) molekiiller tek
sarmalli formda DNA ve RNA molekiillerinden olusan hedefleme ligandlaridir. Bu
hedefleme ligandlar1 6zel sistem olan tiim hiicrenin kullanildigi Hiicre-Eksponansiyel
Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (Hiicre-EZLSE) (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, SELEX) veya EZLSE metotlarindan
tiretilmektedir. Hedefleme &zelliklerinden dolayr DNA ya da RNA aptamerler hedefli-
tedavi (targeted therapy) kullanilma imkani1 ve potansiyeline sahiptir. Hiicre-EZLSE
metodu ile segilen aptamerler, viriis, bakteri, kanser hiicrelerinin teshisine ve bunlara
bagli hastaliklarin erken teshisinde aktif olarak kullanilmaktadirlar. Hedefleme
ozelliklerine ek olarak, sekanslarin uglar1 farkli fonksiyoneller gruplar olan karbonil,

azid, alkin, tiol gruplari ve biyotin, sondiirme ve floresan etiketleri modifiye edilme



ozellikleri vardir. Bu o6zellikle de aptamerler basta antikorlar olmak {izere bircok
hedefleme ajanlarina karsi {istiinlik gostermektedir. Ayrica, aptamerler kolay
tiretilebilir, saklanabilir ve dayaniklilik (pH, sicaklik ve iyonik ¢6zelti gibi genis bir
yelpazeye karsi) gibi 6zelliklere de sahiptir.

2004 yilinda kesfedilmesinden bu yana grafen, essiz fiziksel, mekanik ve elektronik
Ozelliklerinden dolay1 ¢ok genis bir uygulama alaninda kullanilmaktadir. Grafen oksit
(GO) ise kimyasal olarak modifiye edilmis grafenin oksitlenmis formudur. GO iletken
polimer, pil, elektrotlar, elektronik ve optik, sensor, anti-bakteriyel maddelerin iiretimi
basta olmak tizere ilag ve DNA iletim gibi bircok biyomedikal uygulamalarda da yogun
olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda GO’nun fototermal ajan olarak kullanildig

goriilmektedir.

Metisilin Direngli S. Aureus (MRSA) bakterisinin segici, hassas ve fototermal olarak
yok edilmesi i¢in ¢ok fonksiyonlu bir nano platform gelistirilmistir. MRSA bakterileri
aptamerler ile fonksiyonel hale getirilmis grafen oksit (GO) bu amag igin iiretilmistir.
GO {izerine demir oksit (Fe3O4) nanopartikiiller (NPler) biiyiitiilerek manyetik GO
(MGO) iiretilmis ve MRSA bakterisi i¢in sentezlenmis bir ucu amin (-NH,) grubu
tagtyan aptamerler ile fonksiyonlagtirllmistir. Aptamerler ile fonksiyonlagtirilmis
manyetik GO (Apt@MGO) ile MRSA belirli olarak hizli, hassas ve dogru bir sekilde
yakalanmis ve yakin kizilotesi lazer (Near Infrared Laser, 808 nm) altinda fototermal
olarak yok edilmistir. Aptamer MRSA’ya belirli olarak baglanirken, GO iizerindeki
FesO4 NP’ler sayesinde MRSA reaksiyon ortamindan santrifiije ihtiya¢ duymadan bir
miknatis yardimi ile manyetik olarak ayrilmistir. GO ise aptamer ve Fe3O4 NP’ler i¢in
bir platform olarak kullanilirken, ayn1 zamanda 808 nm dalga boyunda yakin kizilétesi
1518a maruz birakildiginda lazer 151811 1s1ya doniistiiren bir fototermal ajan olarak da
faydalanilmigtir. Ayrica, GO’nun plaka seklinden ve tizerindeki ¢esitli fonksiyonel
gruplar1 tagimasindan dolayr, GO’nun MRSA’y1 kundak (swaddling clothes) seklinde

sikica sardigi diistiniilmektedir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Problem Durumu

Staphylococcus aureus (S. aureus) ilk kez 1878 yilinda Alman bilim adam1 Robert Koch
tafindan 151k mikroskobu ile tanimlanmistir. Daha sonra sirasiyla, bu bakteriler 1880°de
Fransiz mikrobiyolog ve kimyager L. Pasteur tarafindan sivi besiyerinde tiretilmis ve
1881°de bunlarin patojen oldugu ilk kez Iskog cerrah Alexander Ogston tarafindan
gosterilmistir [1]. Bu patojenler gida maddelerinde iireyerek zehirlenmelere sebep olan
bazi Enterotoksinler gibi toksinler tiretmektedir. Bu toksinlerin ¢ogu polipeptid formda
olup bagirsakta etkilidirler ve gesitli enfeksiyonlara (eklem romatizmalarina olumsuz
etki yapmasinin yani sira menenjit, septisemi, kalp iltihaplanmasi ve iltihapli yaralara)
sebep olmaktadirlar. Bakterilerin antibiyotiklere direnci toplum i¢in onemli bir saglik
sorunudur. Genel itibari ile S. aureus zararsiz bir sekilde insan niifusunun yaklagik
%33’de burun ya da deri ilizerinde tasinan bir bakteridir [2]. Bununla birlikte, bu
nozokomiyal kokenli patojen (hastane kokenli olan) bazen ¢ok ciddi enfeksiyonlara
sebep olur. Bu bakteri insanlar ve hayvanlarda kolonize olabilir ve ayni zamanda
insandan-insana, hayvandan-hayvana ve hayvandan-insana kolayca temas yolu ile gecis
yapabilir [3]. S. aureus ailesine ait bakteriler sicaklik ve pH degerlerindeki degismelere
kars1 olduk¢a dayanikli olup ve ilireme, gelisme ve toksin lretme faaliyetlerini
siirdiirebilirler. Ornek olarak, S. aureus bakterileri 29-38 °C araliginda iireme
gosterirken, 6-46 °C araliginda gelisebilir ve 10-48 °C araliginda toksin tiretebilir. Bu
bakteriler pH 4-9.5 araliginda da tipki sicaklikta oldugu gibi benzer yasamsal
faaliyetlerini gosterirler [3]. S. aureus bakterilerinin sebep oldugu ve yukaridaki
belirtilen enfeksiyonlar: genellikle B-laktam antibiyotik kullanilarak tedavi edilir
¢linkii bu antibiyotikler Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinin yapimini engeller ve

bakterilerin 6lmesine neden olur. Ne yazik ki, ozellikle S. aureus tiirli bakteriler



kolaylikla antibiyotige direngli suslar gelistirmis ve bundan dolayr da siiper mikrop
(superbug) olarak adlandirilir [4, 5].

Alexander Fleming 1928’de penisilini kesfetmis ve S. aureus’ a karsi bu tarihten
itibaren etkili bir tedavi baglamigtir. Fakat penisilinin yogun olarak kullanimui, ilk defa
1954 yilinda penisiline kars1 direngli yeni suslarin ortaya ¢ikmasia neden olmustur.
Yeni gelistirilen antibiyotik olan metisilinin gelistirilip kullanilmasi ile S. aureus ve
antibiyotige direngli suslarina kars1 miicadelede yeni bir asamaya geg¢ilmistir. Fakat ¢cok
kisa bir zaman sonra Ingiltere’de ve Fransa’da sirasiyla 1961 ve 1962’de metisilin
direngli S. aureus suslar (MRSA) goriilmiistiir. Bu zamana kadar gelistirilen birgok
antibiyotikler vardir ancak antibiyotige direngli suslar ortaya c¢ikmaya devam
etmektedir. MRSA kaynakli enfeksiyonlarin sebep oldugu zararlarin yam sira, uzun
siireli antibiyotik tedavisi Onemli hasarlara neden oldugu gibi, hastalarda gilivenlik

kaygilarini artirmaktadir [6-8].

Bu baglamda, MRSA’nin, yok edilmesi olduk¢a biiyiikk onem tasmaktadir [9, 10].
Ornegin, kiiltir ve koloni sayma, immiinolojik yaklagimlar, polimeraz zincir
reaksiyonu, akim sitometri, kiitle spektrometri, mikro arrayler, floresan tabanli ve
elektrokimyasal tabanli tahliller gibi ¢esitli teknikler gelistirilmis ve halen
kullanimdadir. Bu tekniklerin en biiyiik dezavantajlar1 genel itibari ile ¢cok zaman
almasi, karistk ve zahmetli olmasi, komplike aletlere ihtiya¢ duymasi ve alan
caligmalarina uygun olmamasi (tasinabilirlik) olarak siralanabilir [11-14]. Ayrica, multi
(coklu) ilag¢ direngli bakterilerin yok edilmesi ¢ok zordur; bu nedenle, antibiyotikler
disinda diger tedavi se¢eneklerinin arastirilmasi gerekmektedir. Dr. Ling ve arkadaslari
glutaraldehit ile fonksiyonlagtirilmis indirgenmis manyetik grafen oksidi kullanarak
hem Gram-pozitif (Staphylococcus aureus) hem de Gram-negatif (Escherichia coli)
bakterileri yakin kizilotesi lazer 15181 altinda yok etmeye c¢alismiglardir [15]. Fakat bu
sistemde 2 bilyiik problem vardir. Birincisi grafen oksidin (GO) indirgenmesi ile
GO’nun sulu ¢ozeltilerdeki ¢oziiniirliigli azalir ve bu durum ¢ozeltisi igerisinde bakteri
yakalamadaki tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti azaltmaktadir. Ikinci olarak hedefleme
ajan1 olarak glutaraldehit kullanilmistir fakat glutaraldehit segicilik, belirlilik ve
hassasliktan olduk¢a uzaktir. Ayrica glutaraldehit belirli olmayan bir sekilde her tiirlii
bakteriye belli oranda baglanir ve sonug olarak glutaraldehidin bu sistemde kullanilip

kullanilmamasi bakteri tespitinde segicilik, belirllilik ve hassaslik agisindan bir anlam



ifade etmez. Dolayistyla Onerilen tez kapsaminda hem MRSA’nin hizli, dogru, hassas
ve se¢imli olarak tayini hem de yok edilmesi i¢in aptamer ile konjuge edilmis manyetik
grafen oksitlerin gelistirilmesi gergeklestirilmistir. Bunun igin Hiicre-Eksponansiyel
Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (EZLSE) (Cell-Systematic Evolution
of Ligands by Exponential Enrichment, Cell-SELEX) teknolojisi kullanilarak MRSA

susu igin belirli olarak tiretilmis aptamerler kullanilmustir.

EZLSE metodu ile iiretilen aptamerler bir¢ok hedef igin, metal iyonlari, kiiglik
molekiiller, proteinler, 6zel olarak segilip lretilebilir [16-20]. Aptamerlerin diger
hedefleme ligandlarina karsi dstiinliikler tasidigi, bazi istisnai oOzellikler olarak
siralanabilir. Ornek vermek gerekirse, tekrar sentezlenebilme, diisiik bagisiklik tepkisi,
amin, karbonil, azid, alkin, tiol gruplar1 ve biyotin, sondiirme ve floresan etiketleri ile
kolay fonksiyonlastirilmasi, kararlilik (pH, sicaklik ve iyonik ¢ozelti gibi genis bir
yelpazeye karsi), biyo-uyumluluk, yiiksek ozgiilliik, yiiksek afinite, yiiksek segicilik,
kolay saklama, aptamerlerin en dnemli temel 6zellikleri ve diger hedefleme ajanlarina
karst avantajlaridir [21-24]. Amerika Birlesik Devletleri Florida Universitesinde
(University of Florida) Prof. Dr. Weihong Tan ve arastirma grubu tarafindan, Hiicre-
EZLSE ile DNA ve RNA aptamerler belirli olarak tiim hiicre hedef olarak kullanilarak
sentezlenmistir [25-28]. Sekil 1.1’de tam hiicre kullanilarak aptamer se¢imi sematik

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Hiicre tabanli aptamer se¢iminin sematik gésterimi

EZLSE metoduna gore, Hiicre-EZLSE metodu ile segilen aptamerler daha {istiin
ozellikler tasimaktadir. Bu ozellikler, aptamer se¢iminin hiicre yiizeyinde bulunan
reseptor proteininin ¢esitli tipleri i¢in yapilmasi ile ortaya ¢ikmistir. Bu yontemde hiicre
zarindaki mevcut biyolojik belirteglerin (reseptdr proteinler) sayisini ve tiiriinii bilmek
gerekmemektedir. Hedefli tedavi ya da teshis igin aptamerler ¢gok umut verici araglar
olarak disiiniilmektedir. Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan DNA aptamerler,
Amerika Bilesik Devletleri Florida Universitesinde (University of Florida), Kimya
Boliimiinde Prof. Dr. Weihong Tan’in arastirma laboratuvarinda goniillii arastirmact
olarak bulundugum gruptan MRSA bakterileri i¢in 6zel olarak Hiicre-EZLSE yontemi
ile secilmistir. Bu kapsamda yapilan calismalar, Dr. Turek liderliginde ‘“Molecular
recognition of live methicillin-resistant Staphylococcus aureus cells using DNA
aptamers” bashigi altinda World Journal of Translational Medicine dergisinde
yayilanmistir [28]. Dogrudan Hiicre-EZLSE metodu kullanilarak yani tim MRSA
hiicresine kars1 secilerek iiretilen DNA aptamerler elde edilmistir. Seg¢ilen MRSA



aptamerin seciciligi, Sekil 1.2’de hem MRSA bakteri hiicresine hem de Enterococcus

faecalis hiicresine kars1 baglanma 6zelligi sistematik olarak test edilmistir. Ayrica, DNA

aptamerin hem canli hem de soklanmis MRSA bakteri hiicrelerine baglandiklar

gosterilerek, tehlikeli patojenlerden olan MRSA bakterisi ile glivenli bir sekilde ¢alisma

imkan1 saglanmustir.
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Aptamerin MRSA’ ya ve kontrol bakteriye (Enterococcus faecalis)
baglanmasi akim sitometri ile gosterilmektedir. A) Aptamerin MRSA’ya
B) Aptamerin Enterococcus Faecalis’e
baglanmamasi, C) Aptamerin sok edilmis (fixed) MRSA’ya baglanmasi,
D) Aptamerin canli MRSA’ya baglanmasi (yesil ¢izgi). [28]

segici

olarak baglanmasi,

Sekil 1.3’de segilen dort farklit MRSA aptamer sekansinin, MRSA bakterisine ve farkli

Klinik suslara baglanmasi, daha segici ve kuvvetli aptamerini belirlemek igin test

edilmistir. Bu anlamda, en ideal aptamer sekansinin, DTMRSAT1 sekansi oldugu

belirlenmistir. Yiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda hedefleme ajani olarak

DTMRSAL aptamer sekansi kullanilmigtir.



Clinical strains DTMRSA1 DTMRSA2 DTMRSA3 DTMRSA4

MRSA 2 +++ ++++ +++ +4+++
MRSA 4 +++ -+ +++ ++++
MRSA 6 ++++ ++++ +++ ++++
MRSA 7 - 4+ taa P
S. aureus 164 - +4+++ + taq
S. aureus 165 - ++++ + taq
S. aureus 166 - ++++ + St
E. faecalis 43 - F+++ n i
E. faecalis 44 - ++4+ + E

E. faecalis 45 - 4444 n s

Sekil 1.3.  Dort farkli MRSA aptamer sekanst MRSA bakterisine i¢in Hiicre-EZLSE
yontemi se¢ilmistir ve en segici ve kuvvetli baglanan MRSA aptamerini
belirlemek icin segilen tiim aptamerler farkli klinik suslara Kkarsi
denenmistir. [28]

2004 yilinda kesfedilmesinden bu yana grafen, essiz fiziksel, mekanik ve elektronik
ozelliklerinden dolay1 ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Grafen oksit (GO) ise
grafenin kimyasal olarak oksitlenmesi ile elde edilmistir. GO’ nun yapisinda karboksilik
asit, epoksit ve hidroksil gruplar1 vardir. Karboksilat gruplari, kolloidal kararlilik ve
pH’ya bagimli negatif ylizey yiikii saglar. Epoksit ve hidroksil gruplari ise hidrojen bag
etkilesimleri gibi, zayif etkilesimlere ve diger ylizey reaksiyonlarina olanak saglar.
Temel diizlemde ayrica grafenin serbest pi-elektronlari bulunmaktadir ki bunlar ilag
yiklemede pi-pi etkilesimine ve kovalent olmayan fonksiyonlanmalara olanak
saglamaktadir [29, 30]. GO, iletken polimer, pil, elektrotlar, elektronik ve optik, sensor,
anti-bakteriyel maddelerin {iretiminde yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica,
GO’nun ilag ya da fonksiyonel biyomolekiilleri yiikklemedeki genis yiizey alanina sahip
olmas1 sebebiyle ozellikle kontrollii salim sistemlerinde tasiyict olarak kullanimi timit
vaat etmektedir [31-35]. GO iizerine doxorubicin (dox), camptothecin ve 5-fluorouracil
gibi ilaglarin kanser tedavisi i¢in kovalent olmayan fiziksel etkilesim ile yiiklendikleri
rapor edilmistir (7 — 7 istiflenmesi, van der Waals etkilesimi ya da hidrojen bagi) [36-

44]. Son zamanlarda, GO, fototermal ajan olarak da kullanilmaktadir.



Onerilen bu tezde, aptamerler ile konjuge edilmis MGO iizerine ilistirilerek olusturulan
Apt@MGO konjugatlar, iki temel uygulama i¢in kullanilmustir: ilk olarak Apt@MGO
nano platform bir nanosensdr olarak kullanilarak optik yogunluk cihazi ile MRSA tespit
edilecektir. Ikinci olarak ise Apt@MGO nano platform, bir fototermal ajan olarak
kullanilarak {iretilen 1s1 ile MRSA yok edilmistir. Bir ucunda amin (-NH,) igeren
aptamerler EDC/NHS kimyas1 ile kovalent olarak MGO’daki karboksil (COOH)
gruplarina saglam bir sekilde baglanmistir. Aptamerlerin diger ucuna floresan boya
eklenerek MRSA {izerindeki hedef protein reseptorlere baglanmasi akim sitometri ile
gosterilmistir. Ayrica, MGO sayesinde aptamerlerin MRSA ya baglanmasi ¢oklu
baglanma etkisi kurami ile artirilmistir. Bu durum ortamdaki ¢ok az sayida bulunan
MRSA bakterilerin tayinine ve yok edilmesine firsat vermistir. MGO’nun manyetik
ozelliginden yararlanilarak, Apt@MGO nano platformlar MRSA’ya baglandiktan sonra
santrifiije ihtiya¢ duymadan bir miknatis yardimi ile MRSA’y1 reaksiyon ortamindan
ayristirmada (izole etmede) kullanilmistir. Ayrica, Apt@MGO nano platform tarafindan
yakalan MRSA ¢ozelti i¢inde dagilmis ya da bir miknatis ile ¢dzelti i¢inde bir noktada
toplanmig pozisyonlar1 olabilir. Hem dagilmis hem de toplanmis pozisyonlardaki
Apt@MGO-MRSA konjugatlarina dogrudan yakin kizilotesi lazer 15181 (808 nm)
uygulanarak, hangi pozisyonda MRSA’nin daha etkin bir sekilde yok edildigi
gozlemlenmistir. Sonug olarak, gelistirilecek olan Apt@MGO nano platform ile MRSA

hem tespit edilecek hem de antiboyotik kullanmaksizin fototermal yolla yok edilmistir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu caligmanin temel amaci; ¢ok tehlikeli patojenik bakterilerden biri olan MRSA’nin
tespiti ve fototermal olarak yok edilmesi i¢in hizli, hassas, giivenilir sonug verebilen ¢cok
fonksiyonlu yeni bir nano platform gelistirmektir. Bu amag¢ i¢in asagidaki hedeflerin
basaril bir sekilde tamamlanmustir:
e Suda ¢oziinen (water-soluble) grafen oksidin (GO) sentezlenmesi ve sonikasyon
ile nano boyuta doniistiiriilmesi,
e Nano boyuttaki GO iizerinde demir oksit (Fe3Os) nanopartikiillerinin
biiyiitiilmesi ve olusan MGO’nun karakterize edilmesi
e Suda ¢oziinmiis belli konsantrasyondaki nano GO ve MGO in 808 nm lazer 15131

altinda 1s1 iiretme kapasitelerinin test edilmesi,
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e Bir ucunda NH; grubu, diger ucunda floresan boya bulunan aptamerlerin ve
farkli niikleotidlerden olusan ayni uzunlukta kontrol DNA’nin MGO’ya 1-Etil -3
(- 3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorit ve N-Hidroksisiiksinimid
(EDC/NHS) kimyasi ile baglanmasi,

o Apt@MGO ve kontrol DNA@MGO konjiigatlarin MRSA Dbakterisi ile
kanistirilip inkiibe edilerek, baglanmanin akim sitometri ile gosterilmesi,

o Apt@MGO ile etkilesen MRSA’nin bir miknatis yardimi ile ayrilarak,
siipernatant i¢inde kalan MRSA miktarin optik yogunluk cihazi ile 6l¢iilmesi.
Boylece, Apt@MGO’nun ne kadar MRSA’y1 yakaladiginin belirlenmesi,

o Apt@MGO ve MRSA bakteri karigimi, yakin kizildtesi 1s1§ina maruz
birakilarak bakterilerin agiga cikan 1s1 ile yok edilmesi,

e MRSA yerine farkli bakterilerde kullanilarak, Apt@MGO’nun segiciliginin
gosterilmesi,

e MRSA bakterisinin, diger bakterilerin bulundugu bir karisimdan, segici bir
sekilde Apt@MGO ile ayristirilmast,

e Son olarak, MRSA bakterisinin kan veya serum gibi kompleks bir karigimin

igerisine aktarilarak, bu ortamdan yakalanmasi ve yok edilmesi,

Hedefleme ajani olarak, ¢ok ¢esitli biyomolekiiller (antikor, peptid, boronik asit ve folik
asit gibi) kullanilmaktadir. Fakat aptamerler, tasidiklar1 6zgiin 6zellikler sayesinde diger
hedefleme ajanlarina gore daha c¢ok dikkat ¢ekmis ve daha yogun kullanilmaktadir.
DNA ya da RNA aptamerler, 6zel bir slire¢ olan Eksponansiyel Zenginlestirme ile
Ligandlar Sistematik Evrimi, EZLSE, (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment, SELEX) diye adlandirilan yontemle sentezlenir ve bu sayede aptamerler
hedeflerine ¢ok yiiksek afinite, hassaslik ve seg¢icilikle baglanmaktadir. Konvensiyonel
EZLSE yonteminde, aptamer sentezlemek ic¢in kullanilan hedef; inorganik, organik ve
biyomolekiiller ya da hiicrelerden izole edilmis proteinler olabilir. Fakat bu ¢alismada
kullanilacak aptamerler Hiicre-EZLSE (Cell-SELEX) yontemiyle sentezlenmistir. Bu
yontem ile aptamerler, biitiin bir hiicre (whole cell) kullanilarak sentezlenir. Hedef
hiicreler kanser, bakteri ya da virlis hiicreleri olabilir. Bu yontemin en temel avantaji
hiicre zarindaki mevcut biyolojik belirteglerin (protein reseptorlerin) sayisini ve tliriinii

bilmek gerektirmemesidir. Aptamer se¢imi sadece hiicre ylizeyinde bulunan reseptor
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proteininin ¢esitli tipleri i¢in biitlin hiicrelere kars1 calisir. Boylelikle, hedef hiicrelere

daha gii¢lii ve secgici baglanan aptamerler segilir ve tretilir.

Bu ¢alismada, aptamerler MRSA hiicrelerini belirli bir sekilde taniyan hedefleme ajani
olarak gorev yaparken, Fe304 NP’ler manyetik alan olusturarak bir miknatis yardimi ile
MRSA bakterilerini reaksiyon ortamindan ayristirmada (izole etmede) kullanilmistir.
GO ise, aptamer ve Fe3O4 NP’ler i¢in bir platform olarak kullanilirken, 808 nm dalga
boyunda yakin kizil6tesi 1s18a maruz birakildiginda, lazer 1s181m1 1s1iya doniistiiren bir
fototermal ajan olarak da kullanilmistir. GO; essiz fiziksel, mekanik ve elektronik
ozelliklerinden dolay1 ¢cok genis bir kullanim alanina sahiptir. GO iletken polimer, pil,
elektrotlar, elektronik ve optik, sensor, anti-bakteriyel maddelerin iiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. GO disiik sitotoksik 6zelliginden dolayr biyomolekiil tayini,
ilag ve DNA iletimi gibi bir¢cok biyoanalitik ve biyomedikal alanlarda aktif bir sekilde

kullanilmaktadir. Son zamanlarda GO fototermal ajan olarak da kullanilmaktadir.

1.3. Arastirmanin Onemi

Tez galismasi, aptamer konjuge edilmis manyetik grafen oksidin (MGO) sentezlenmesi
ve tehlikeli patojenik bakterilerden biri olan MRSA’nin tayini ve yok edilmesi i¢in yeni
bir nano platform gelistirilmesi hedeflenmesi bakimindan, olduke¢a yiliksek bir 6zgiin
degere sahiptir. Bugiine kadar literatlirde rapor edilen calismalarda MRSA tayini i¢in
cok cesitli hedefleme ajanlar (antikor, peptid, boronik asit, folik asit ve bazi polimerler
gibi) ve teknikler (kiiltiir ve koloni sayma, immiinolojik yaklasimlar, polimeraz zincir
reaksiyonu, akim sitometri, kiitle spektrometri, mikroarrayler, floresan tabanl tahlil ve
elektrokimyasal tabanli tahlil gibi) kullanilmistir. Fakat bu hedefleme ajanlarinin genel
itibari ile yliksek 6zgiilliik, yiiksek afinite, yiiksek secicilik ve kararlilik gostermemesi
bunlarin en temel dezavantajlar1 arasindadir. Yukarida bahsedilen bakteri tayin
teknikleri ise ¢ok zaman almasi, karigik ve zahmetli olmasi, karmagsik aletlere ihtiyag
duymasi ve alan c¢alismalarina uygun olmamasi (tasinabilirlik) gibi c¢ok Onemli
dezavantajlara sahiptir. Onerilen tez calismasinin en temel yeniligi, hedefleme ajani
olarak MRSA i¢in 6zel olarak sentezlenen aptamerlerin ve MGO nano platformun bir
fototermal ajan olarak kullanilmis olmasidir. Apt@MGO nano platformun sagladig

avantajlar ve 6zgiinliikler agagida verilmektedir.
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Onerilen tezde kullanilacak aptamerler, tez yiiriitiiciisii tarafindan Amerika
Bilesik Devletlerinde yiiksek lisans caligmasi siirecinde arastirmaci olarak
calistig1 bir tez calismasi kapsaminda, MRSA i¢in 6zel olarak Hiicre-EZLSE
yontemi ile se¢ilmistir ve ilk defa bu ¢alismada MGO ile kullanilacaktir.

Yapilan genis ¢apl tarama sonucu MRSA bakterisi kullanilarak iiretilen baska
bir se¢ilmis aptamer, literatiirde heniiz rapor edilmemistir. Bu aptamerler Hiicre-
EZLSE yontemi ile dogrudan MRSA bakteri hiicresi kullanilarak secilen ilk ve
tek aptamerlerdir. Dolayisiyla, kullanilacak olan hedefleme ajani (aptamer)
olduke¢a 6zgiindiir.

Bu ¢aligmada gelistirilmis olan Apt@MGO nano platform ile hem aptamer
disindaki hedefleme ajanlarinin hem de klasik bakteri tayin tekniklerinin
dezavantajlarini ortadan kaldirmistir.

Apt@MGO nano platform hem bir tayin aract hem de bir yok etme ajani olarak
kullanilacaktir. Apt@MGO nano platformun birden ¢ok fonksiyonlu olmasi da,
Onerilen tez caligmasinin avantajli ve 6zgiin taraflarindandir.

Bu caligmada biyo-uyumlu ve manyetik ozellikli MGO kullanilmas:t da
Apt@MGO nano platformun avantajlarindandir.

MGO’nun manyetik 6zelligi sayesinde, yakalanan MRSA kolayca reaksiyon
ortamindan bir miknatis yardimi ile ayristirilmistir. Boylece siipernatant i¢inde
kalan MRSA sayis1 optik yogunluk cihazi ile basit¢e hesaplanmustir.

Apt@MGO nano platform tarafindan yakalanan MRSA, ¢6zelti iginde dagilmis
ya da bir miknatis ile ¢6zelti i¢inde bir noktada toplanmis pozisyonlarda olabilir.
Hem dagilmis hem de toplanmis poziyonlardaki Apt@MGO-MRSA
konjugatlarina, yakin kizilotesi lazer uygulanarak, hangi pozisyonda MRSA'nin
daha etkin bir sekilde yok edildigi gézlemlenebilir. Bu durumda, 6nerilen tez

caligmasininn 6zgiin yonlerinden biridir.



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

2.1. Yontem
2.1.1. Grafen Oksitin (GO) Sentezlenmesi

GO, Hummers ve Offeman yontemi modifikasyonu ile grafit tozlardan sentezlenmistir
[40, 41]. Oncelikle, 0,5 gram (g) grafit tozu ve 0,5 g NaNOz. 23 mL(mililitre) H,SO,4
igcinde bir buz banyosunda karistirilarak siispansiyon edilmistir. Sonra, karisim tizerine 3
g KMnO, yavasca eklenmistir. Daha sonra, karisim 35-40 °C sicaklik araliginda olan
bir su banyosuna transfer edilecek ve camur kivamini alincaya kadar yaklasik 75
dakika(dk) karistirtlmistir. Sonra, bu 45 mL civarinda su karisima eklenecek ve sicaklik
95 °C olarak ayarlanmistir. Bu sicaklikta, karisim 45 dk daha karistirilmistir. Son
olarak, 100 mL daha su ilave edilmis ve bunu takiben 3 mL H,0; (%30) son karisim
lizerine yavasca eklenmistir. H,O, eklenmesinden sonra siyah renkli karisim agik kahve
rengine doniismistiir. Sicak karigim, daha sonra filtre edilmis ve 100 mL su ile
yikanmistir. Filtre iizerindeki ¢okelek, su icerisinde dagitilmistir. Karisim, diisiik hizda
1000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmis ve santrifiij islemleri

sonunda nihai {iriin firinda kurutularak toz olarak elde edilmistir.
2.1.2. Manyetik Grafen Oksit Hazirlanmasi

MGO’nun hazirlanmasinda Cong ve arkadaslarinin yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir [42]. Bu yonteme gore; 20 mg GO, cam vial igerisinde bulunan 20 mL
trietilen glikole (TREG) ilave edilerek 30 dk vorteks ve sonifikasyon yapilir. Belirli
miktarda NHsAc ilave edilerek 30 dk daha karistirilir. 100 mL’ lik balona aktarilan
cozelti, gerekli miktarda demir (111) acetilacetonoat (Fe(acac)s) ilave edilerek, argon

atmosferinde geri sogutucu altinda 278 °C’ye kadar yavasca karistirilarak kaynatilir. Bu
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sicaklikta 60 dk karistirildiktan sonra, oda sicakliginda sogumasi saglanir. Olusan {iriin,
miknatis yardimi ile toplanarak 4 kez etanolle yikanmasi saglanir ve 50 °C’de vakum
etiiviinde kurutulur. GO’daki demir oksit yogunlugu Fe(acac); ve GO Kkiitle oranlar

degistirilerek ayarlanmistir.
2.1.3. MGO ile Aptamer Konjugasyonunun Hazirlanmasi

DNA aptamer (MRSA aptamer); MGO nano platformuna, EDC-NHS kimyasi1 baglanir.
GO’daki COOH gruplar1 ile aptamerin NH, gruplarindan amid olusumu ile kovalent
olarak saglanmistir. (Aptamer Dizgisi: 5’-FTIC-ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG
GAA AAT ACT GTA CGG TTA GA-NH,-3). 100 mg MGO; 1 mL 10 mM (milimolar)
PBS ¢ozeltisinde (pH 7.4) ¢ozilir ve 60 pL (mikrolitre) 0.1 M 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimid (EDC) ile 30 dk 250 rpm’de karistirilir. Bu ¢ozeltiye
15 mL 400 uM aptamer ile 60 pL. 0.12 M N-hidroksisiiksinimid (NHS) ilave edilir ve 4
saat karstirilir. Aptamer ile fonksiyonlanmis MGO (Apt@MGO) nano platform,
miknatis yardimi ile toplanir ve en az 3 kez 10 mM PBS (fosfat tamponlu salin)
cozeltisi ile yikanir. Kontrol deneyleri i¢in farkli dizilimlerdeki aptamerlerle de benzer

islemler yapilarak konjugasyonlar gerceklestirilmistir.
2.1.4. Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirtiniin hazirlanmasinda; iretici firmanmn kiiltiir kurallarina uyulmasi en
ideal yontemdir. Staphylococcus aureus Luria-Bertani (LB) kiiltiir ortami i¢inde 37 °C
de, bir gece ¢alkalayici inkiibator iginde hazirlanir. S. aureus ¢ozeltisi, 4000 rpm de 8 dk
santrifiij edilir ve fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikanir. Daha sonra tekrar fosfat
tamponunda dagitilir ve konsantrasyonu optik yogunluk (optical density, OD) cihazi ile
(ODggo, 10Dgo = 108 hiicre/mL) ayarlanir. Kontrol deneyleri i¢in kullanilacak farkl
bakteri kolonileri i¢in benzer bakteri kiiltiirii hazirlama protokolii olsa da, kullanilan

kiltlir ¢ozeltisinin igerigi ve bakterilerin inkiibasyon sicakliklar1 farkli olabilir.
2.1.5. Apt@MGO-MRSA bakteri inkiibasyonu

Belli miktarda MRSA bakteri ¢ozeltisi (~10° CFU/mL) belli konsantrasyonda
Apt@MGO ile karigtirtlir ve oda sicakliginda yaklasik 40 dk inkiibasyona birakilir.
Daha sonra, karigim bir miknatis yardimi ile baglanmamis Apt@MGO veya MGO nano
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yapilar ve MRSA hiicreleri, Apt@MGO-MRSA konjugatlarindan uzaklastirilir. Yikama
islemi 2 ya da 3 kez tekrarlanir. Elde edilen ¢okelek, yani Apt@MGO-MRSA
konjugatlari; baglama tamponunda ¢oziiliir ve akim sitometri baglanma gosterilir.
Apt@MGO ile etkilesen MRSA’nin bir miknatis yardimi ile ayrilarak siipernatant
icinde kalan MRSA miktarinin optik yogunluk cihazi ile dlgiilmesi yapilir. Boylece,
Apt@MGO’nun ne kadar MRSA’y1 yakaladiginin belirlenmesi tespit edilmis olur. Sekil
2.1’de Apt@MGO’nun MRSA yakalama kapasitesinin test edilmesi gosterilmektedir.

Apt@MGO

RIS Apt@MGO-MRSA
konjugatlari ¢ozeltisi
topaklanmis formda

m— i — §°{_-;W-.’

70 tik
Apt@MGO yoéznluk
Cozeltisi -MRSA cihazi
karisimi

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

gosterilmektedir.
2.1.6. Fototermal Tedavi Deneyi

MRSA bakterileri; bir tampon iginde siispansiyon haline getirilir. Bakteri ¢6zeltisi ~10°
10" CFU/mL'lik konsantrasyona seyreltilir. Daha sonra 200 pL bakteri ¢ozeltisi (~10°
CFU/mL), 1 mL belli konsantrasyondaki Apt@MGO ¢ozeltisi ile karistirilir ve oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra karistm 808 nm dalga boyundaki
(11 chmz) 1518a farkli stireler ile maruz birakilir. Son olarak 100 pL karisim alinir ve
50 kez seyreltilerek trypticase soy agar besiyeri tizerine yayilir ve 37 °C 'de 24 saat
boyunca inkiibe edilir. Kontrol deney i¢in, ayn1 islemler MGO ve kontrol DNA@MGO

kullanilarak yapilir. Her sayilabilir plaka i¢in koloni sayimi yapilarak fototermal
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tedavinin sonuglari agiga ¢ikarilir. Sekil 2.2°de, Apt@MGO‘nun MRSA ile etkilesimi
ve fototermal olarak yok edilmesi gosterilmektedir. Sekil 2.3’de ise, Apt@MGO-MRSA
konjugatlarin hem dagilmis hem de toplanmis pozisyonlarda yakin kizil6tesi lazere (808

nm) maruz birakilmasi resmedilmektedir.

MRSA

Apt@MGO-
MRSA konjugati

e ¥ 1-‘ et
L wes A . e »
B 3 o ] -"; e, CP' ’
e e
* MRSA &ldiiriilmesi

Sekil 2.2. Apt@MGO’nun MRSA ile etkilesimi ve fototermal olarak yok edilmesi.
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Apt@MGO Apt@MGO-MRSA /g?f\
.~ konjugatlari ¢cozeltisi 808 nm
e topaklanmis formda lazer

—)

—) Apt@MGO-MRSA

\konjugatlarl ¢Ozeltisi
dagiimis formda

Apt@MGO- 7
EBSE, MRSA karisimi 808 nm
cozeltisi lazer

Sekil 2.3. Apt@MGO-MRSA konjugatlarin hem dagilmis hem de toplanmis
pozisyonlarda yakin kizil6tesi lazere (808 nm) maruz birakilmasi.

Sekil 2.4’de ARGEA firmasina dizayn ettirilen Ulgen Laboratuvar(lab) marka NIR
(vakin kizilotesi) lazer sisteminin fotografi verilmektedir. Bu lazer sistemi ile tez

calismasindaki fototermal deneyler gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.4. Ulgen Lab yapimi NIR (Yakin Kizil6tesi) lazer sistemi
2.2. Materyal
2.2.1. Kimyasallar ve Materyaller

Fe(acac)s (Iron (I11) acetylacetonate) % 97, NaNO3 (sodyum nitrat), H,SO, (stilfiirik
asit)  Sigma,  1l-etil-3[3-dimetilaminopropil]  karbodiimid/N-Hidroksisiiksiinimid
(EDC/NHS) ve trietilen glikole (TREG) Sigma-Aldrich Firmasindan saglanmistir.
Niikleotidler, fosforamiditler, amin ve floresein izotiyosiyanat (FITC) modifiye ediciler
ise Glen Research sirketinden saglanmistir. 1 uM Ol¢ekte aptamerlerin sentezi igin,
ABI3400 DNA/RNA sentezleyicisi (Applied Biosystems, Foster City, CA)
kullanilmigtir.  Bakteri besiyeri (NB) ve Maya Ekstresi Pepton Dekstroz Besiyeri
(YEPDB) Merck Firmasi tarafindan saglanmistir. Gram- Escherichia coli (E. coli)
ATCC 11230, gram (+) Staphylococcus aureus (S.aureus) ATCC 29213 ve mantar
Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028; Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvart  kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. -20 °C'de muhafaza edilerek ve uygulamalardan énce %10 gliserol ile
rejenere (canlandirma) yapilmistir. Nano grafen oksit, toz halinde 100 mg ambalajlt

olarak Graphene Supermarket’ten saglanmistir.
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2.2.2. Kullanilan Cihazlar ve Karakterizasyon

ZEISS EVO LS10 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) 25 kV geriliminde (Erciyes
Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi, ERNAM) ve Gegisli Elektron
Mikroskobu (TEM) (University of Florida) 120 kV ¢alisma geriliminde kullanilarak
goriintiiler elde edilmistir. Calismalarda ayrica UV-Vis spektrofotometre (Erciyes
Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi, ERNAM), Akim sitometrisi (University
of Florida), Yakin Kizilotesi (NIR) lazer sistemi (Ulgen Lab-ARGEA sirketi) ve Siiper
Iletken Kuantum Girisim Cihaz1 (SQUID) Florida Universitesi (University of Florida)

nde kullanilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1 Arastirma Modeli

Argon gazi
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Sekil 3.1. MGO ve Apt@MGO sentezi ve Apt@MGO-MRSA konjugatlarin
inkiibesyonu ve hem dagilmis hem de toplanmis pozisyonlarda yakin
kizilotesi lazere (808 nm) maruz birakilmasinin sematik olarak

gosterilmesi.
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Sekil 3.2 A) GO nano yapisinin TEM resmi. B) MGO nano yapilarinin TEM
resimleri. C) GO ve MGO nano yapilarin ¢ozeltilerinin resimleri. D)
MGO nano yapilarin bir miknatis ile manyetik 6zelliklerinin
gosterilmesi. E) GO (kirmizi) ve MGO (pembe ve mavi) UV-Vis
spektrofotometre ile absorbans noktalarinin gosterilmesi. F) MGO nano
yapinin siiperparamanyetik 6zelliginin SQUID ile gosterilmesi.
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3.2.1 Yoéntem Baslik Ornegi

Sekil 3.3 A) Canli MRSA bakteri hiicresinin 200 nm boyutunda TEM resmi B) Canli
MRSA bakteri hiicresinin 500 nm boyutundaki TEM resmi. C) Olii MRSA
bakteri hiicresinin 100 nm boyutundaki TEM resmi.
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Sekil 3.4. MGO nano yap1 ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarda NIR lazer altinda 1s1
tiretme potansiyelleri A) Dagilmis MGO grafigi. B) Toplanmis MGO grafigi.

Tiim konsantrasyonlarda toplanmis MGO nano yap1 ¢ozeltisi, dagilmis MGO

cozeltisine gore daha kisa zamanda daha yiiksek sicakliga ulagsmustir.

m—= [VIRSA
= APt @E.faecalis
== rDNA@ MGO

= [VIRSA aptamer
= Aptamer@ MGO

Hiicre Sayisi

Sekil 3.5. Akim sitometrisi ile yalniz MRSA bakterisi (kirmizi), Aptamer bagh
E.faecalis (yesil), Rasgele segilmis DNA bagli MGO (mavi), MRSA aptamer
(kahverengi) ve Aptamer@GO ( mor) nano yapilarin; MRSA hiicresine
baglanmasi gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Sadece Hiicre (Cell), Aptamer, MGO, Apt@MGO, rDNA@MGO ve
Apt@MGO nano yapilarin (dagilmig ve toplanmis formda), NIR lazer altinda
MRSA bakterilerin fototermal olarak yok edilmesi gosterilmektedir.



4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma

DNA Aptamer Fonksiyonlu Manyetik Grafen Oksit Sentezi ve hedefli fototermal terapi
ile Metisilin Direngli Staphylococcus Aureus'un Oldiiriilmesi baslikli tezimiz basarili bir

sekilde yiiriitiilmiis ve tamamlanmistir.

Tez ¢alismast kapsaminda ilk olarak elde edilen GO {izerine Fe3;O5 NP’ler
sentezlenmistir. Bu kisimda Fe3O4 NP’ler in situ sentez teknigi ile Fe(acac)s maddesi
kullanilarak GO iizerinde biiyiitiilmiis MGO hibrit nano yapilar sentezlenmistir. Bu
sentezdeki iki temel nokta oldukg¢a onemlidir: Birinci nokta, Fe(acac);, GO ve TREG
karisiminin sentez sirasinda ¢ok fazla oksijene maruz birakmamak gerekir ki, bu durum
manyetik 6zelligin elde edilmesi i¢in ya da kaybolmamasi icin gereklidir. Diger bir
nokta ise, GO iizerinde olusturulan Fe3;O, NP’lerin yogunlugunun Fe(acac)s;/GO
arasindaki kiitlesel oran ile belirlenmesidir. Fe(acac); miktar1 arttikca, GO iizerinde
olusan Fe3O4 NP miktar1 da artar fakat ¢ok fazla olmasi, GO kenarlarindaki -COOH
gruplarin bloke edilmesine ve amin-DNA aptamer sekansinin baglanmamasina sebep
olabilir. Eger kullanilan Fe(acac); miktar1 gereginden az olursa, GO {izerinde olusan
Fe304 NP’de az olur ve bu durum da diisiik bir manyetik 6zelligin olusmasina ve bir
miknatis yardimi ile MGO’larin ¢6zeltide bir alana toplanmamasina sebep olur. Elde
edilen GO ve MGOQ’larin temel karakterizasyonlari; TEM, Uv-Vis spektrofotometre ve
SQUID ile basaril1 bir sekilde yapilmaistir.

Nano malzemelere ek olarak, MRSA bakterilerinin fototermal tedaviden 6nce ve sonra
morfolojileri, TEM resimleri ile gosterilmistir. Mitkemmel goriilen yuvarlak sekildeki
MRSA bakterisinin morfolojisi, fototermal tedaviden sonra yani NIR lazer
uygulamasindan sonra Apt@MGO’larn iirettigi yiiksek 1s1 ile yok olmustur. Bu durum

ayrica MRSA bakterisinin 6ldiiriilmesinin de bir isaretidir.
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NIR lazer deneyi kapsaminda ilk olarak ¢ozeltide dagilmis ve toplanmis formda duran
MGO’larin NIR lazer 15181 altinda 1s1 yayma potansiyelleri 6l¢iilmiis ve tez ¢alismasi
kapsaminda iddia edildigi gibi, toplanmis formunda bulunan MGO’larin ¢ozelti

ortaminin sicakligini1 daha hizli ve ytiksek degerlere tagidigi gosterilmistir.

Akim sitometrisi deneyi, fototermal tedavi deneyi Oncesi bir gereklilik gostermektedir.
Bu kapsamda kullanilan DNA aptamerin hedef MRSA bakteri hiicrelerine baglanip
baglanmadig1 gosterilmistir. MGO nano yapilar ve rastgele sekanslardan olusan rDNA
konjiige edilmis MGO (rDNA@MGO) MRSA hiicrelerine baglanmazken, MRSA
aptameri ve aptamer konjiige edilmis MGO (Apt@MGO); belirli ve giiglii bir sekilde
MRSA bakterilerine baglanmistir. Ayrica, ¢oklu baglanma etkisi mekanizmasi
kapsaminda, iizerinde ¢ok sayida aptamer tasiyan Apt@MGO nano yapilarin serbest

aptamere gore daha iyi derecede baglanma yaptig1 akim sitometrisi ile gosterilmistir.

Akim sitometrisi deneyleri ile elde edilen basarili sonuglar gercevesinde, MRSA bakteri
hiicrelerine kars1 fototermal deneyler yapilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Bu
kapsamda, Aptamer, MGO, rDNA@MGO ve Apt@MGO (dagilmis ve toplanmis
formda) MRSA bakterileri ile inkiibe edilerek, karisim NIR lazer (808 nm) i1simasina
maruz birakilmistir ve Boylece MRSA deaktivasyon oranlar1 belirlenmistir. Buna ek
olarak, fototermal tedavinin kontrollii oldugu, yani lazer acik iken aktif ve kapali iken
inaktif oldugunu gostermistir. Bu kullanilan malzemelerin biyo-uyumluluk testini
yapmak amaci ile kullanilan malzemeler ile MRSA hiicreleri NIR lazere maruz
birakilmadan inkiibe edilmistir. Tahmin edildigi gibi, aptamer veya MGO den herhangi
bir toksik etki goriilmemistir. Lazer 15181 kapali iken, MRSA hiicrelerinde dikkate deger

bir inhibasyon gozlenmemistir.

Fakat, NIR lazer agikken, kullanilan Apt@MGO etkili bir sekilde 1s1 iiretmeye
baslamistir. Sadece MGO ve rIDNA@MGO-MRSA bakteri karigiminda dikkate deger
bir MRSA kayb1 yoktur. Ciinkii bu malzemeler MRSA bakterisine baglanmamistir ve
yikama sonucu siipernatant olarak ¢ozeltiden atilmistir. Sadece az sayida bir belirli
olmayan baglanma ile, az bir hiicre de-aktivasyonu s6z konusudur. Fakat Apt@MGO-
MRSA karisimi, NIR lazer altinda ciddi oranda hiicre Oliimlerine sebep olmustur.
Daginik pozisyondaki Apt@MGO-MRSA karisiminda %80°e varan bir MRSA hiicre
olimii s6z konusu iken, toplanmig pozisyonunda Apt@MGO-MRSA karigiminda
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%97’e varan bir hiicre yok edilmesi s6z konusudur. Bu durum, tez c¢alismasi
kapsaminda tasarladigimiz iki sebepden kaynaklanmaktadir.: 1) lokal alanda hizli ve
etkili 1s1 liretimi ve 2) hedefleme ajan1 olarak MRSA aptamerinin Apt@MGO formuda
MRSA bakterisine belirli olarak baglanmasi ve bdylece etkili, gelismis ve hedefli
fototermal tedavi elde edilmesi.

4.2.Sonu¢ ve Oneriler

Tez ¢alismas1 kapsaminda, GO ve MGO sentezleri basarili bir sekilde gerceklestirilmis
olup, bu malzemelerin elektron mikroskop (TEM ve SEM) resimleri alinmustir.
Sentezlenen GO ve MGO nano yapilarin sulu ¢ozeltisinin fotografinin GO’ nun agik
kahverengi ve MGO ¢ozeltisinin manyetik demir oksit NP’lerden (Fe3O,4) dolay1 siyah
oldugu gozlemlenmistir. Farkli boyutlardaki GO’nun TEM goriintiileri elde edilmistir.
GO iizerinde, yontem kismindaki protokole gore FesO4 NP’ler bilyiitilmiis ve MGO
elde edilmistir. Siyah renkli MGO ¢ozeltisinin fotografi verilirken, bir miknatis yardimi
ile MGO in manyetik 6zellik gosterdigi ispatlanmistir. MGO’nun elektron mikroskop
resimleri sunulmustur. Uv-Vis spektrofotometre ile GO’nun absorbans noktasi 213 nm
dalgaboyu olarak kayit edilirken, MGO’nun yaklasik 273 nm dalgaboyunda absorbans
verdigi kaydedilmistir. Sentezlenen MGO’larin farkli sicaklik araliklarinda 5-300 K
(Kelvin) SQUID o6lglimlerinin degerlendirilmeleri sonucu siiperparamanyetik oldugu

gorilmiistir.

Gram+ bakteri grubundan olan MRSA bakterileri yuvarlak bir morfolojiye sahiptir ve
morfolojisi TEM fotografi ile gorilmiistiir. Diizenli bir morfolojide olan MRSA
bakterilerinin morfolojisinin yok oldugu, fototermal tedavi sonucu TEM resmi ile

tekrardan goriintiilenmistir.

Tez kapsaminda iddia edilen dagilmis ve toplanmigs formunda bulunan MGO nano
yapilarin NIR lazer 15181 altinda farkli hiz ve oranlarda 1s1 {irettikleri, yaptigimiz bu
deneysel ¢alismalar ile kanitlanmustir. Ug farkli konsantrasyonlarda (10, 50 ve 100 ppm)
dagilmis ve toplanmis formunda bulunan MGO ¢ozeltileri, 200 saniye civarinda 808 nm
NIR lazer 1s18ina maruz birakildiklarinda, ¢o6zeltide toplanmis formda bulunan
MGO’larin her bir zaman periyodunda ve MGO konsantrasyonunda daha hizli ve etkin

151 firettigi ispatlanmistir. Ornegin, dagilmis formda 50 ppm MGO ¢ozeltisinin sicaklig
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ilk 60 s’de 37 °C’ye ulasirken, ayn1 zaman diliminde ¢dzeltide toplanmis olarak bulunan

50 ppm MGO ¢ozeltinin sicakligini 45 °C’ye yiikselttigi gézlenmistir.

MRSA aptamerinin, (DNA@MGO, Apt@MGO ve MGO’nun hedef MRSA bakterisine
baglanmasi akim sitometrisi ile gosterilmistir. Bu kapsamda, sadece MRSA aptamerin
ve Apt@MGO’nun MRSA bakteri hiicrelerine baglandigi gosterilerek, secilen
aptamerin oldukga se¢ici ve kuvvetli bir sekilde MRSA bakterisine baglandigi

ispatlanmustir.

Bu tez calismasinin temel amaglarindan biri olan fototermal terapi etkisininin
gozlenmesi i¢in MGO, Aptamer, IDNA@MGO ve Apt@MGO’ler MRSA bakterileri ile
inklibe edilmis ve sonrasinda hem dagilmis hem de toplanmis pozisyonda yakin
kizil6tesi 15132 maruz birakilmistir. Ozellikle tez kapsaminda toplanmis edilmis MGO,
yani bir miknatis yardimi ile ¢ozelti igerisinde belli bir noktada toplanmis MGO,
dogrudan belli zaman periyotlarinda 808 nm dalgaboyundaki lazer i1sigma maruz
kaldiginda kisa siirede yiiksek lokal 1s1 iiretildigi tespit edilmistir. Boylece, MRSA’nin
toplanmis MGO sistemi ile ¢ok hizli ve etkin bir sekilde fototermal olarak yok edilmesi
saglanmistir. Dagilmis formda MGO kullanildiginda, MRSA bakterilerinin %801 de-
aktive olurken, toplanmis formda MGO kullanildiginda %97 civarinda de-aktivasyon
elde edilmistir. Hiicre canlilig1 deneyi ile hedefleme ajanimin kullaniminin ne kadar
onemli ve gerekli oldugu agiga ¢ikmistir. Ayrica, hedefleme ajami olarak kullanilan
ligandin segiciligi ve belirliligi, fototermal tedavinin etkinligindeki 6nemini ortaya

koymustur.
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