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eksiksiz atif yapildigini, bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini bildirir ve

taahhiit ederim.

Sedanur SANCAK

il



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SERRATIA MARCESCENS VE PSEUDOMONAS AERUGINOSA’Y A
YONELIK ALTIN NANOPARCACIK GLUKOKONJUGATLARIN SENTEZI
VE ANTIMIKROBIYAL UYGULAMALARI

SEDANUR SANCAK

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

DANISMAN:DOC. DR. iDRiS YAZGAN

Yiizeyi fonksiyonel hale getirilmis nanoparcaciklar hedefe yonelik dizayn
edilebilmeleri nedeniyle biyolojik uygulamalar i¢in giin gegtikce Onemli hale
gelmektedirler. Bu c¢alisma da laboratuvarda sentezlemis oldugumuz galaktoz,
mannoz, laktoz ve sellobiyoz tiirevlerini kullanilarak altin (Au), giimiis (Ag)
nanoparcaciklar (NPlar) ve demir metal organik c¢erceve glukonkonjugatlar
(FeMOF]lar) sentezlendi. Her ne kadar ¢alismanin amaci altin nanopargaciklarin
antibiyotik ve amino asit modifiye sekillerinin S.marcescens ve P.aeruginosa iizerine
olan antibakteriyel etkilerini incelemek olsa da, kiyaslama amaciyla AgNPlar ve
FeMOF’larda caligmaya dahil edilmistir. Antibakteriyel aktivitenin hedef bakterilere
secimliligi ise ¢aligmaya diger gram (+) ve gram (-) bakterilerin eklenmesiyle
gerceklestirildi. Calisma da ilk adim olarak hangi yiizey kimyasina sahip AuNP, AgNP
ve FeMOF’un daha giiclii antibakteriyel etkisi oldugu belirlendikten sonra minimum
inhbisyon deisimi (MIC) ve minimum bakterisidal derisimi (MBC) belirlendi. MBC
degerleri pg/mL seviyesinde bulundu. S.marcescens AuNP’lara 200 pg/mL seviyeleri
icin herhangi bir MIC/MBC degeri vermezken, sadece L3AP AgNP ve
L5AS FeMOF/G5AS FeMOFlara karsi bir duyarlilik gostermistir. Buna karsin,
P.aeruginosa ise G5AS _AuNP i¢in 50 pg/mL MIC degeri vermistir; AgNPlar soz
konusu oldugunda ise hem MIC hem de MBC degerleri olarak 25 pg/mL seviyelerine
inilebilmistir. Genel olarak bakildiginda nanoyap1 glukokonjugatlarin antibakteriyel
aktivitelerininin nanomalzemenin ylizey kimyasina bagli oldugu bulundu.

ANAHTAR KELIMELER: AuNP, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa,
Glukokonjugat, Antimikrobiyal
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ABSTRACT

MSC THESIS

SYNTHESIS OF GOLD NANOGLYCOCONJUGATE TOWARDS SERRATIA
MARCESCENS AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA, AND THEIR
ANTIMICROBIAL APPLICATIONS

SEDANUR SANCAK

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. iDRIiS YAZGAN

Surface functionalized nanomaterials have outstanding potentials in biological
applications owing to their target specific design. In this study, we utilized laboratory
synthesized carbohydrate-derivatives (i.e. galactose, mannose, lactose and cellobiose
derivatives) for aqueous one-pot synthesis of gold (Au) and silver (Ag) nanomaterial
glycoconjugates (NPs), and iron metal organic framework glycoconjugates (FeMOFs).
Even though the goal of the study was to evaluate antibacterial capacity of the AuNPs
and corresponding antibiotic and amino acid modified ones using S.marcescens and
P.aeruginosa. However, in order to make a comparison, AgNPs and FeMOFs
synthesized with the sugar ligands were used, where such other gram (-) and gram (+)
bacterial species were included to evaluate the selectivity. As of first step, Au_NPs,
Ag NPs and Fe. MOFs were tested against a variety of gram (-) and gram (+) bacterial
strains, where Ag NPs gave moderate to high antibacterial activities against all the
tested bacterial strains while Au_NPs and Fe MOFs showed their bacterial toxicity
mostly depending on the strain. Minimum inhibitory concentration (MIC) and
Minimum bactericidal concentration (MBC) tests were performed for the
nanostructure glycoconjugates, where pg/mL MBC values were obtained.
S.marcescens did not show any vulberability, as of MIC/MBC value, for the AuNPs
under the tested highest concentrations (200 pg/mL) while it showed vulnerability
towards L3AP AgNP and L5AS FeMOF/G5AS FeMOFs. In conrast to this,
P.aeruginosa gave 50 pg/mL MIC for G5SAS AuNPs while MIC/MBC values went
down to 25 pg/mL for most of the AgNPs. Overall, the findings revealed that the
nanostructure glycoconjugates can provide selective toxicity as antibacterial and
anticancer agents.

KEYWORDS: AuNP, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Glucoconjugate,
Antimicrobial
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1. GIRIS

Gliniimiizde nanoteknoloji iizerine yapilan yogun ve kapsamli c¢aligmalar,
nanoteknolojinin bilim ve teknoloji alanindaki en hizli biiyliyen alan olmasini
saglamistir (Santhoshkumar vd., 2017). Yeni fonksiyonel materyallerin gelistirilmesi
ve biyolojik uygulamalari, nanoteknolojinin en Onemli hedefleri icerisindedirler
(Karaca ve Oner, 2015b). Metalik fonksiyonel nano-yapilar icerisinde altin
nanopartikiiller esnek tasarimlari, diisiik toksisiteleri ve kontrol edilebilen yiizey
kimyas1 ve optik Ozellikleri nedeniyle biyolojik uygulamalar acisindan O6rnegin
antimikrobiyal (Shamaila vd., 2016) ve antikanser (Carabineiro, 2017) ajan1 olarak en

yogun sekilde calisilan nanoyapilardir (Ahmad vd., 2017).

Her ne kadar klasik antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarda giiclii etkileri ve
ucuzluklarindan dolay1 tercih edilseler de bakterilerin direng gelistirme kabiliyetleri
antibiyotiklerin etkinligini gittik¢e azaltmaktadir. Daha nceleri antibiyotik miktarinin
artirtlmasi ve birden fazla antibiyotigin ayni anda uygulanmasi ile direngli bakterilere
karst basar1 saglanirken, giiniimiizde birden c¢ok antibiyotige direng gosteren
bakterinin varligindan ve antibiyotiklerin yetersizliginden s6z edilebilir. Yeni
antibiyotiklerin  gelistirilme  hizt  bakterilerin  direng  gelistirme  hizina
yetisemeyeceginden dolayi, ileri nesil antibiyotik gelistirilmesinde bilinen mevcut
direng gelistirme mekanizmalarindan bagimsiz olarak bakterileri yok edebilen
yaklagimlarin dikkate alinmasi zorunluluktur. Nanoyap1 temelli antibiyotikler, klasik
antibiyotiklerin yerini alabilecek en etkin yapilar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar
(Wang vd., 2017). Nanoyapilar dogrudan antibiyotik etkisi gdsterebildigi gibi (K.
Zheng vd., 2017) mevcut antibiyotiklerin etkin taginmasini da saglayabilirler 6rnegin
Amoksilin dekore edilmis AuNP, in vivo uygulamalar da antibiyotige kars1 direncli
Staphylococcus aureus’ a karsi yiiksek basari saglarken yiiksek biyo-uyumluluk
gostermektedir (M Jazm vd., 2018). Nanoyap1 bakteri hiicre duvari ile etkileserek
hiicre duvar biitiinliigiiniin bozulmasina yol acarlar. Bu mekanizma nanoyapilarin
gostermis olduklar1 en temel antimikrobiyal etkinliktir. Bakteri hiicre duvarinin
kimyasinin ve kompozisyonunun mutasyon ile degisimi ihmal edilebilir diizeyde

oldugu i¢in bakterilerin hiicre duvari tizerinden direng gelistirme ihtimalleri diisiiktiir.



Ayrica nanoyapilar, bakterilerin direng mekanizmasi olarak kullandiklar1 biyofilm
olusturma mekanizmalarini da fiziksel olarak baskilayabilirler. Tiim bu nedenlerden

Otlirii uygun nanoyapilar gelecek antibiyotiklerdir (Wang vd., 2017).

AuNP’ler klasik kemoterapiye alternatif olarak kanser tedavisinde uygulamalari
yonilindeki arastirmalar glin gectikge yayginlagsmaktadir (Lee vd., 2014). Altin
nanopartikiillerin ylizey kimyasinin diizenlenmesi ile hiicre metabolizmasinin
regiilasyonu ve biyolojik etkilesimlerin taklit edilebilirligi saglanarak ilag gelistirme
cabalarinda 6nemli bir konuma gelmelerini saglamiglardir (Carabineiro, 2017; Lai vd
.,2017; Lindeque vd., 2018). Boyut/kompozisyon iliskileri altin nano-yapilarin
uygulamalardaki basarilariyla dogrudan iligkilidirler (Goswami vd., 2016). O nedenle,
altin nanopartikiillerin 6zelliklerinin sik1 bir sekilde kontrol edilerek sentezlenmeleri

uygulamalarda hedeflenen performansin yakalanmasinda onciil gerekliliktir.

Serumda bulunan Mannan baglayici lektinler (MBL’ler) viicudun savunmasindaki ilk
adimi1 olusturmaktadir (Swierzko vd., 2013). MBL’ler C-tipi lektin ailesinin kolektin
grubu iiyelerindedir. MBL iiyeleri D-mannoz, L- fukoz ve N-asetil D-glukozamin’e
kars1 yiiksek afinite gosterirler (Hohenester, 2011; Swierzko vd., 2013). MBL’ler
bakteri yiizeyindeki sekerlere baglanarak bakterinin fagositozlar tarafindan taninip
hedef haline getirilmesini saglarlar (Alsalahy vd., 2017). Benzeri sekilde lektinlerin
secimli bir sekilde kanserli hiicrelere baglanmasi onlarin viicudun kendi immiin
sistemi tarafindan imhasina olanak sunmaktadir (Lian vd., 2009; Petrossian vd., 2007).
MBL {iyeleri serumda serbest halde bulunabildikleri gibi, bakteri yiizeyinde ve memeli
hiicre yiizeylerinde de bulunabilirler. Bu durum, hiicre metabolizmasinin
yonlendirilmesi ve mikrobiyal gelisiminin baskilanmasimi karbohidrat-lektin
etkilesimi tlizerinden yonlendirmeye imkan sunmaktadir. Bakteri ylizeyine baglanan
seker ligandlari, bakterileri fagositoz ataklarina maruz birakabilirler ya da bakterinin
metabolizmasini regiile ederek patojenligini azaltabilir (Schwardt vd., 2011).
Antimikrobiyal etki mekanizmasina benzeri bir mekanizma {lizerinden seker ligandlari
anti kanser etki gosterebilirler (Stokmaier vd., 2009). Bu nedenle karbohidrat temelli
ilag gelistirme c¢abalar1 sekerlerin bir¢ok metabolik olayin regiilasyonunda gorev
almalarindan 6&tiirii ilgi ¢ekicidir, lakin serumdan hizla temizlenmeleri (clearance),

hiicre i¢ine gecisteki problemler ve yiiksek doz uygulama gereklilikleri nedeniyle



beklenilen basar1 saglanamamistir (Aich vd., 2011). Bu nedenle, karbohidrat temeli
ilaglarin etkinliginin artirilmasi igin destek materyaller kullanilmaktadir (Aich vd.,
2011; Li vd., 2015). Bunlara 6rnek olarak, ilaglarin polimerler igerisine hapsedilmesi
(Aich vd., 2011) yada nanopartikiiller ile ilgili hiicreye salinimin gergeklestirilmesi
ornek olarak verilebilir (Ke vd., 2018). D-/L-karbohidratlarin kullanimi ile sentezlenen
kirdl AuNP’leri ile enantiyoselektif biyolojik reaksiyonlarin gerceklestirilmesine
imkan saglanarak etkin ilag¢ gelistirilmesine katki sunulmaktadir (Chem vd., 2015). Bu
durum onlarin sadece hedef hiicreye spesifik olarak baglanabilmelerini degil, aym
anda hiicre metabolizmas1 i¢in kritik olan enzimlerin 6rnegin glikosidazlarin
inhibisyonunu saglayabileceginden 6tiirii hiicre metabolizmasinin yonlendirilmesine

olanak saglayacaktir (Tiwari vd., 2012).
1.1 Calismanin Amaci

D/L-seker ligandlari, D-aminoasitler ve biyoaktif molekiiller ile ylizey kimyasi dizayn
edilmis kirdl altin nanopartikiil glukokonjugatlarinin (AuNP-GG) sentezi,
karakterizasyonu ve antibakteriyel performanslarinin karakterizasyonlarini yapmaktir.
Calisma sonucunda D/L-seker ligandlar ile polidispersitesi diisiik homojen dagilimh
boyut ve sekli kontrol edilmis kiral altin nanopartikiil glukokonjugatlarinin sentezi ve
mevcut karbohidratlar yogunluklu olarak piranoz/furanoz halkalar1 korunarak
sentezlenirken, bu c¢alisma ile acik zincir seklinde sentezlenerek kiral altin
nanopartikiil glukokonjugatlarinin hedef hiicreye secimliligi konusunda etkilerin
anlasilmasina olanak saglayacaktir. Gram (-) bakterileri {izerine gii¢lii sidal etki
olusturmak i¢in altin nanopartikiillerin yiizey kimyasinda seker ligand, D-aminoasit ve

biyoaktif molekiillerin kimyasinin ve dagiliminin optimizasyonu gézlenmistir.
1.2 Pseudomonas aeruginosa’mn Genel Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa firsat¢1 ve biyofilm olusturan, Pseudomonadaceae
familyasina ait, genis bir yayilisa sahip olan Gram negatif bir bakteridir (Silby vd.,
2011). Bu cinsin 25°ten fazla tiirii, insan enfeksiyonlarina neden olur ve bunlarin ¢ogu,
firsatc1 enfeksiyonlardir (Stover vd., 2000). Cubuk sekilli ve mobilizasyon i¢in bir

flagellum’a sahip bir bakteri tiiriidiir. Gram-negatif bakterilerin ¢ogundan bireysel



olarak P. aeruginosa bir oksidaz reaksiyonu i¢in pozitiftir. Yaygin olarak kistik fibroz,
bakteriyel keratit, yanik enfeksiyonlar1 ve peritoneal kateter enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Antibiyotik direncine sahip tiirleri, antibiyotige direng gostermeyen
suslarina oranla 100-kat ve daha fazla dirence sahiptir. P.aeruginosa’nin sahip oldugu
antibiyotik direci toksin/antitoksin sisteminin aktiflesmesinden kaynaklanmaktadir.
P.aeruginosa’nin direng gosterdigi bazi antibiyotikler ciprofloxacin, ceftazidime ve

cefoperazone/sulbactam olarak verilebilir.

P.aeruginosa’nin viriilans faktorleri cesitlilik gdstermektedir. Bu faktorlerden 6nemli
olanlar1 arasinda pyoverdin ve pyochelin molekiilleri olduk¢a yaygin ¢alisilmaktadir.
Bunun nedeni, hem bakterinin hayati faaliyetlerine katki saglamasi hemde

P.aeruginosa enfeksiyonunun ilk adiminda kendisini gostermesidir.

Basit olmalar1 ve biiylime gereksinimindeki kolayliklardan dolayr her yerde
bulunabilen P. aeruginosa’ya maruz kalmay1 6nlemek neredeyse imkansizdir (Moore
vd., 2011). Bu bakteriler toprakta ve cesitli su soliisyonlarinda, dezenfektanlarda ve
sabunlarda yaygin olarak bulunur (Brooks vd., 2014). Ayrica genellikle hastane
ortaminda, 6zellikle su tahliyeleri, bulasiklar ve temizlik kovalar1 gibi 1slak alanlarda
bulunabilirligi artmaktadir. Biiyiimeleri géz damlasi ve merhemlerin yan1 sira bazi
dezenfektan c¢ozeltilerinde, kontakt lens ¢ozeltilerinde ve preparatlarinda da
gozlemlenmis ve bunlarin anestezik maskelerde de bulunabilirligi saptanmistir

(Zhapouni vd., 2009).

Bunlara ek olarak nozokomiyal enfeksiyonlarin nedeni olabilmelerinin yani sira
dezenfektan sabun ¢ozeltisi ve temizleyici igeren hekzakloropanda da biiyldiigi
saptanmistir (Levinson, 2017). P. aeruginosa, metaller, plastikler, tibbi implant
materyalleri ve dokular dahil olmak iizere ¢esitli ylizeylere yapisan ve yok edilmesi
cok zor olan karmasik bakteri topluluklari ile biyofilmler olugturma egilimindedir (An
vd., 2003). Bu bakteri insan viicudunda 6zgiirce yasayan bir bakteri tiirii degildir,
ancak sindirim sisteminin florasinda az miktarda da olsa bulunur. Viicudun 1slak
ylizeylerinin ¢esitli yerlerinde, koltuk altinda ve perine {izerinde gegici bir koloni
olusturabilirler ve bogaz ila burunda kolonize olarak bulunabilirler (Moore ve Flaws,

2011). P. aeruginosa, dogas1 ve ¢oklu ilag direncine bagl olarak diinya ¢apinda



inflamasyon yayiliminin yaklasik % 10 - 15’ini kapsamaktadir (Strateva ve Yordanov,
2009). P. aeruginosa’nin 1slak ortamlarda biiylime egilimi, toprak ve sudaki dogal

varliklarinin bir yansimasi olabilir (Hostacka ve Majtan, 1997).

1.2.1 P. aeruginosa’nin Antibiyotiklere Direnci

Biiyiik genomlarinda kodlanan diizenleyici genlerin biiyiik bir kisminin sagladigi ¢ok
yonliiliik ve uyarlanabilirlik, viriilans belirleyicilerinin dikkat ¢ekici i¢eriklerinden ve
antimikrobiyal tedavilerin aktivitesinden kag¢inmak ic¢in olaganiistii kapasitesi, P.
aeruginosa’y1 korkulan bakteriyel patojenlerden biri yapmaktadir. Ozellikle kronik
enfeksiyonlarda yaygin olan mutasyon varyantlarinin ortaya ¢ikmasi, P. aeruginosa’da
uyarlanabilirligi ve antimikrobiyal diren¢ gelisimini daha da artirmistir (Cabot vd.,
2016). P. aeruginosa genetik olarak olaganiistii antibiyotik diren¢ mekanizmalar ile
donatilmistir (Cabot vd., 2016). P. aeruginosa indiiklenebilir bir AmpC sefalosporinaz
tagir ve iiretimi sadece diisiik bazal seviyededir. Bu da onu antipseudomonal penisiline
duyarl hale getirir. Ancak, iiretimi 6nemli Ol¢lide arttifinda, P. aeruginosa tim [-
laktamlara kars1 direng gelistirir, yani P. aeruginosa’nin indiiklenebilir bir AmpC B-
laktamaz1 vardir ve bu enzimi indiikleyen ve hidrolize olan B-laktamlara dogal olarak

direnclidir (Livermore, 2002; Mouly, 2018).

P. aeruginosa ¢ok sayida genis dis zar gozeneklerinin varligindan dolay1 olusan bir
porin (OprF) iirettigi i¢in, ¢ogu antibiyotikler cogunlukla hiicrenin gecirimsizligine
atfedilen psddomonal hiicreden ¢ikarilir (Benz ve Hancock, 1981; Mouly, 2018).
Ancak, bu gecirimsizlik aracili diren¢ aslinda [-laktamlari, kloramfenikol,
florokinolonlar, makrolidler, novobiocin, siilfonamidler, tetrasiklin ve trimetoprimin
yani sira ¢esitli boyalar1 ve deterjanlar1 gideren bir pompa sistemi olan MexA B-OprM
tarafindan yiiriitiilmektedir (Poole, 2001). ilaglarin hedef bolgesinin, kromozomal
DNA mutasyonu yoluyla modifiye edilmesi, P. aeruginosa tarafindan direng
kazanmanin bagka bir yoludur. Kinolon hedef enzimleri DNA girazi ve topoizomeraz
IV kodlayan genlerdeki QRDR’deki modifikasyonlar, kinolon grubu antibiyotiklere
kars1 diren¢ saglar (Jalal ve Wretlind, 1998; Mouly, 2018). OprD kaybi, tip II
topoizomerazlarda degisiklikler, AmpC asir1 iiretimi, akig pompalari, kromozomal

DNA’da mutasyon ve elde edilen ¢ok sayida gen P. 11 aeruginosa direncinden



sorumludur. Ancak, hedef genlerdeki, DNA giraz1 (gyrA) ve topoizomeraz IV’i
(parC) kodlayan genlerdeki mutasyonlar, florokinolon direncini kazanmanin ana
mekanizmalaridir (Firouzi vd., 2016). Yakin zamanda gergeklesmis olan bir¢ok
calismada, her direng mekanizmasinin yayginligi ve her bir antibiyotik sinifina katkisi
ayrintilt olarak agiklanmstir (Lister vd., 2009; Strateva ve Yordanov, 2009; Sun vd.,
2014; Potron vd., 2015).

1.3 Serratia marcescens’in Genel Ozellikleri

Serratia marcescens gram (-) firsat¢1 bir patojendir. Uzun yillar zararsiz oldugu
diisiiniilmesine ragmen, son yillarda yapilan sistematik caligsmalar ile ¢ok cesitli
enfeksiyonlara neden oldugu belirlenmistir. S.marcescens tarihine bakildigi zaman
1820 lere kadar uzanmaktadir ve ilk olarak bazi hastaliklarin tedavisinde dahi
kullanilmigtir. Buna karsin, 1930 lar da Almanlar tarafinda biyolojik silah olarak farkl
tilkelere kars1 (6rnegin Fransa) kullanilmistir. Benzeri sekilde ABD, kendi iilkesinin
biyolojik bir saldirtya hazir olup olmadigini test etmek i¢in 1950 1i yillarda New York
metrosunda ayni bakteriyi kullanarak denemeler yapmustir ve bir kiginin 6liimii ile
sonuglanmistir (Mahlen, 2011). S.marcescens sadece insanlara degil ayn1 zamanda
zygomycete kiifleri ve bazi basidiomycete tiirlerini de enfekte edebilmekte ve
Olimlerine sebe olmaktadir (Hover vd., 2016). Baz alt tiirleri spor olusturabilmektedir

(Ajithkumar vd., 2003).

S.marcescens’in neden oldugu baslica enfeksiyonlar solunum ve dolasim sistemi
enfeksyonlari, menenjit ve iiriner sistemi enfeksiyonlar1 olarak goriilmektedir
(Sandner-Miranda vd., 2018). S.marcescens antibitoyik direncini i¢ mekanizmalar ile
gergeklestirir (6rnegin kromozomal mutasyonlar) (Weber vd., 2020). S.marcescens -
lactam, aminoglikozitler, quinolon’lar ve polipeptit antibiyotiklere karsi direng

gostermektedirler (Sandner-Miranda vd., 2018).

1.3.1 8. marcescens’in Antibiyotiklere Direnci

Serratia marcescens, diger Enterobacteriaceae ailesinde yer alan mikroorganizmalarla
benzer direngli olma yollarina sahiptir: genisletilmis spektrumlu Blaktamazlar, AmpC

tipi sefalosporinaz ve karbapenemazlar dahil B-laktamaz iiretimi; azalmis dis zar



gecirgenligi; hedef site-PBP'lerin modifikasyonu; aktif disar1 akis sistemlerinin agiri
ifadesi; aminoglikosid modifiye edici enzimlerin sentezi; GyrA proteininin yapisal
degisikliklerini gosterir. Ayrica en sik uygulanan antimikrobiyal ajanlarin bilinen
diren¢ mekanizmalarmi gergeklestirir (Haifei Yang, 2012). S. marcescens'in klinik
izolatlar1 ii¢lincii ve dordiincii kusak sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler,
fluorokinolonlar, aminoglikozitler ve kotrimoksazole karsi duyarlilik gosterebilirken
genel olarak penisilinlere ve plazmid kodlanmis Blaktamazlara bagli olarak birinci ve
ikinci kusak sefalosporinlerin yani sira tetrasiklinler, makrolitler, kloramfenikol ve
kolistin'e karsi direncglidirler. Ayrica AmpC ve [-laktamazin asir1 ekspresyonu,
genislemis spektrumlu p-laktamazlart (GSBL'ler), karbapenemazlari veya efluks
pompalarint1  kodlayan plazmidlerin elde edilmesi ve hedef proteinlerin
modifikasyonlar dahil olmak iizere c¢esitli mekanizmalarla, ilave direng gelisebilirler

(Phadke ve Jacob, 2016).

1.4 Karakterize lektin yapilar:

Lektinlerin belirlenebilmesi icin http://glyco3d.cermav.cnrs.fr ve
https://www.unilectin.eu/predict veri tabanlar1 taranmigtir. S.marcescens’e ait
herhangi bir karakterize edilen lektin veri tabanlarinda mevcut degilken, P.aeruginosa
icin ise fruktoz (Sekil 1.1), mannoz (Sekil 1.2) ve fukoz’ a (Sekil 1.3) spesifik LecB,
fukoz ve 3-fukozil laktoza spesifik PA-IIL lektini, aromatik grup igeren galaktoz’a
spesifiklik gosteren LecA lektini ve daha baska karbohidratlara karsi spesifiklik

gosteren lektinler mevcuttur.



Sekil 1.1 Pseudomonas aeruginosa bakteri lektini, LecB/PA-IIL, RSIIL, fruktoz ile
kompleks

Sekil 1.2 Pseudomonas aeruginosa bakteri lektini, LecB / PA-IIL, RSIIL, mannoz ile
kompleks



Sekil 1.3 Pseudomonas aeruginosa bakterial lektin, LecB / PA-IIL, RSIIL, fukoz ile
kompleks

1.5 Islevsellestirilmis Altn Nano-Antibakteriyel Mekanizmalar

Antibakteriyel 6zelliklere sahip altin nanopargaciklari iretmek i¢in birgok fonksiyonel
modifikasyon  yontemi  kullanilir.  Farkli  yoOntemlerle  hazirlanan  altin
nanoparcaciklarin  bakteriler {izerindeki etki mekanizmalar1 da  farklilik
gostermektedir. Altin nanoparcaciklarin spesifik antibakteriyel mekanizmalar1 da

belirsizdir.
1.5.1 Hiicre Zarlan ile islev

Modifiye edilmis altin nanoparcacik tiirleri, bakteri hiicre zarlar1 ile etkilesime
girebilir, onlarin biitiinliiglini bozabilir ve antibakteriyel ve sterilize edici bir rol
oynayabilir (G. Chu ve Y. Chen, 2018). Calismalar, 2 nm ¢ekirdek katyonik tek
tabakalar tarafindan korunan AuNP'lerin, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin

hiicre zarlartyla etkilesime girebilecegini, benzersiz agregasyon desenleri ve bakteri



hiicre lizizi olusturdugunu bildirmistir, bu da 2 nm AuNP'lerin katyonik ylizey
ozelliklerinin kullanilabilecegini gosterir (Hayden vd,2012).

1.5.2 ilaclarla Kombinasyon

Altin parcaciklarinin yiizeyinde antibakteriyel aktivitesi olmayan merkaptopirimidin
molekiilleri modifiye edildiginde, altin nanopargaciklarinin Gram negatif bakterilere
ve c¢oklu ilaca direngli negatif bakterilere kars1 iyi antibakteriyel aktivite
gostermektedir (Li vd, 2014). Bu tiir antibiyotik olmayan ilaglar ve merkaptopirimidin
ile kaplanmis altin nanopartikiiller, siliper bakterilere karsi genis spektrumlu
antibakteriyel ve bakterisidal etkiler {iretebilir. Metformin, bakteri hiicre duvarin1 yok
etme yetenegini gelistirerek en iyi gelistirme aktivitesini gosterir (X. Jiang ve Y. Jia,

2016).

1.5.3 Elektrostatik ve Hidrofobik Etkilesimler

Terminal karboksilik asit ve ditiolan halkalar1 ile dogal bir antioksidan olan lipoik asit
(LA) ile islevsellestirilmis uzun dortyiizlii (ETHH) Au nanoparcaciklari elektrostatik
ve hidrofobik etkilesimler yoluyla bakterilerle etkilesime girerek, bakteri hiicre
duvarlarimi tahrip etmektedir ve ardindan hiicre zarlarindaki yag asitlerini oksitler

(Ranjan vd, 2019).

1.5.4 Membran Potansiyelini Degistirme

Kiiclik molekiil analoglarimin bakterilerde ilag Onciileri olarak kullanilmasi ve
nanopartikiillere baglanarak modifiye edilir. Altin nanopargaciklari ile muamele edilen
bakterilerin genomik ve proteomik analizi yoluyla, biri membran potansiyelini
degistirerek bakterilerdeki ATPaz aktivitesini azalttig1 ve digeri bakteriler tarafindan

tRNA sentezini inhibe ettigi gézlenmistir (Tian vd, 2012).

1.5.5 Seklini Degistirme

Farkli altin nanopargacik bicimlerinin antibakteriyel 6zellikler iizerindeki etkisinin,

antibakteriyel mekanizmasiyla da iligkili olabilecegicesitli c¢alismalar ile
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desteklenmistir. Benzer boyutta ¢esitli sekillerde (kiiresel, yildiz seklinde ve ¢igcek
seklinde  dahil)  sentezlenmis altin  nanopargaciklart  (AuNP'ler) ve
bunlarin bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkilerini degerlendirilmistir. AuNF'lerin
yeni bir antibakteriyel ajan olarak (antibiyotiksiz) kullanim i¢in uygun olabilecegini
gostermektedir. AuNP'lerin plazmon rezonans etkisi kullanilarak antibakteriyel etki
daha da arttirilabilir (Penders vd, 2017). Nanokiirelerin (AuNSps), nanoyildizlarin
(AuNSt'ler) ve nanokiiplerin (AuNC'ler) Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus lzerindeki antibakteriyel etkilerini daha diisiik

konsantrasyonlarda 6nemli antibakteriyel 6zellikler gosterdigidir (Hameed vd, 2020 ].
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2. LIiTERATUR iNCELEMESI

Nanoteknoloji 21.yy da hiz kazanan teknolojiler arasindadir ve gelecek 10 yil
icerisinde etkisini daha da keskin bir sekilde hissettirecektir (Karaca ve Oner, 2015a).
Nanoteknolojin ayrilmaz bir parcasi olan nanoyapilar tip icin temel degisimler
getirmektedir (Ahmad vd., 2017). Nano yapilar icerisinde, en az iki boyutu 2 ila 100
nm arasinda olan yar1 - devamli elektronik 6zellik gosteren yapilar nanopartikiil olarak
kabul edilmektedirler (Ahmad vd., 2017). Metalik nanopartikiiller igerisinde, altin
nanopartikiiller (AuNP) diistik toksisite, yliksek ylizey alani, ve Vis ve NIR bolgesinde
miikkemmel optik 6zellikleri nedeniyle biyolojik uygulamalarda parlak bir gelecege
sahiptirler (Bodelon vd., 2017; Goswami vd., 2016; Niu vd., 2014). Lakin bu
uygulamalar i¢in boyutu, sekli ve yiizey kimyas1 miikemmel bir sekilde tasarlanmis su
da yiiksek c¢oziiniirlikli AuNP sentezi istenilen performansa erismede Onciil
zorunluluktur. Bunu gergeklestirmek ic¢in, pek cok kimyasal, biyolojik ve fiziksel
sentez (Sengani vd., 2017) ve yiizey-aktiflestirme (Bodelon vd., 2017) metotlari

gelistirilmistir.

Biyoaktif ve biyo- yikilabilir olan sekerler, molekiiler tanima da esansiyel rollere
sahiptirler (Y. Zhang vd., 2015). Basit monosakkaritlerden kompleks polimerlere
kadar farkli yapilarda bulunabilen sekerler, yeryiiziinde en yaygin bulunan molekiil
siifidir (Gabius, 2017). Sekerlerin esansiyel rolleri, onlarin lektinlerle olan iliskileri
ile de ilintilidir (Drickamer ve Taylor, 2015). Lektinlerle olan giiglii iligkileri nedeniyle
karbohidrat temelli ilag gelistirme ¢abalar1 yogunluklu olarak spesifik karbohidrat-
lektin etkilesimlerini temel almaktadir (Schwardt vd., 2011). Bu amagla monosakkarit
ve disakkaritler modifiye edilerek antimikrobiyal ve antikanser ajani olarak
denenmistir (Fokt vd., 2009; Sippelli, 2016). Seker ligandlarinin antikanser ve
antibakteriyel oOzelliklerindeki farkliliklar yogunluklu olarak seker molekiillerine
eklenen gruplarin sahip olduklar kiigiik farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Hajdach
ve Petrus, 2012; Lian vd., 2009). G6zlemlenen bu farkliliklarin temelini lektinlerin
seker ligandlart ile olan iligkisinin antikor-antijen spesifikligine benzer sekilde ytliksek
spesifiklige sahip olmas1 olusturmaktadir (Schwardt vd., 2011; Stokmaier vd., 2009;
Yazgan, 2016).
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NP’ler toksisitelerini reaktif oksijen tiirlerini olusturarak, metal iyonlarina ayrisarak,
oksidatif olmayan mekanizmalar ile hiicre membraninin gecirgenligini artirarak, hiicre
metabolizmasinin ve ekspresyonunun regiilasyonunu etkileyerek gosterirler (Napporn
vd., 2015; Wang vd., 2017). Kanser durumunda ise nanopartikiiller hiicre mikro-
cevresi ile de etkilesime gecerek kanserin baskilanmasini da saglarlar (Napporn vd.,
2015). Nanopartikiiller etkilerini gosterebilmek i¢in hiicre duvarn ile etkilesime
gecmeleri gerekmektedir. Elektrostatik etkilesim, van der waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesim ve spesifik ligand-reseptor etkilesimleri NP-hiicre duvari etkilesmesini
saglamaktadir (Wang vd., 2017). ilk ii¢ durum secimsiz olarak yiiriirken, spesifik
ligand-reseptor etkilesimleri sahip olduklart spesifiklik ile AuNP’lerinin istenilen
hedefe maksimum seviyede ulagsmasi ve istenmeyen etkilesimlerinde maksimum
seviyede elimine edilmesi saglanabilir. Seker ligandlar1 ve biyoaktif molekiiller ile
AuNP vyiizeyin aktiflestirilmesi terapotik etkinin maksimize edilmesine olanak

saglamaktadir (M Jazm vd., 2018; Tiwari vd, 2012; Zheng vd., 2018).

Altin nanopartikiillerin (AuNP) yiizeyinin karbohidratlarla kaplanmasi ile biyolojik
sistemlerde gerceklesen karbohidrat temelli hiicre-hiicre taninmasi ve hiicrelerin
ligand (6rnegin seker molekiilleri) ve ajanlar (6rnegin bakteri temelli
lipopolisakkaritler) tarafindan taninmasi taklit edilebilir (Barrientos vd., 2009; Cao
vd., 2017). Bu nedenle kiral altin nanopartikiil glukokonjugatlarinin (AuNP-GG)
sentezi biyolojik uygulamalar icin cezbedicidir (L. Zhang vd., 2009). AuNP-GG’lar1
seker molekiillerinin nanomateryal yilizeyinde multivalent karakter gostermelerini
saglamaktadir. Bu durum birgok biyolojik siirecin multivalent karakter ile
yonlendirildigi distiniildiigiinde, karbohidrat ligandlarinin medikal ve materyal
uygulamalarinda nanoyapilar ylizeyine baglanmasi ile performanslarinin maksimize
edilmesine imkan saglayacagini haber vermektedir (Jebali vd., 2017). Multivalent
karakterin yani sira, seker-ligandlarin yiizeye baglanis sekilleri ve yilizeyde
birbirleriyle etkilesimleri karbohidrat-lektin etkilesimlerini dramatik sekilde
etkilemektedir (Wei vd., 2016; Yazgan vd., 2014). Bu etkilerin molekiiler nedenleri
seker ligandi lizerinde meydana gelen ufak degisimlerin yada sekere yapilan
eklemelerin, sekerin hem lektin karbohidrat tanima domaini (CRD) ile hem de CRD
etrafindaki amino-asitlerle olan etkilesimine etki etmesinden kaynaklanmaktadir

(Drickamer ve Taylor, 2015). Hedef hiicreye spesifikligi bu sekilde saglanmis olan
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nanopartikiillerin yiizey kimyasi etkinin artirilmasi i¢in yukarida bahsedildigi
nedenlerden &tiirii D-aminoasit ve biyoaktif molekiiller ile gii¢lendirilecektir. Onerilen
bu c¢alisma istenilen hedefe yonelik kirdl AuNP-GG ve kirdl AuNP-GG-M’larin

sentezinde kritik verilerin tiretilmesini saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Kullamlan materyaller

D-Galaktoz (=%99), D-Mannoz (=%99), B-D-Laktoz monohidrat (=%98), B-D-
Sellobiyoz (>%98), p-aminobenzoik asit (>%99) , 4,4-oksidianilin (>%97), 4,4'-
Diaminodifenil stilfon (%97), 3-aminofenol (%98), D-Penisilamin (%98-101), L-
Penisilamin (%99) ve Boran dimetilamin kompleksi (%97), kimyasallar daha fazla
saflastirilmadan kullanilir. Laboratuarda Humana Zeneer Power su aritma sistemi

(Human sirketi, Seul, Kore) ile gerekli saf su tiretildi.

3.2 Cahisma Tasarimi

Olas1 en 1iyi seker artiklarimm  ve seker tiirevlerini  bulmak igin
http://glyco3d.cermav.cnrs.fr/search.php?type=lectin veri tabani (Erisim tarihi:
4.11.2022) kullanilmistir. "Gelismis arama" butonu altinda kriter olarak "tirler"
secildi. Databases, suga dayali lektinler saglayarak sinirli olabilir, bu nedenle literatiir
taramasi da arama motorlar1 araciligtyla yapilmigtir. Bakteriyel suslar kontrol edildi

ve asagidaki bulgulardan bazilar1 asagida listelendi.

Pseudomonas aeruginosa: Mannose, fukoz ve fruktopiranoz LecB'ye baglanir (Loris
vd., 2003); L-Galaktoz ve D-arabinoz PA-IIL'ye baglanir (Sabin vd., 2006); cinnamid
tiirevleri LecB'ye baglanabilir (Sommer vd., 2015); D-galaktoz PA-IIL'ye baglanabilir
(Cioci vd., 2003). Mannoz baglayic1 lektin FimH, Enterobacteriaceae familyasinda
yaygindir (Hartmann ve Lindhorst, 2011) ve bu ¢calismada kullanilan bakteri suslarinin
¢ogu bu aileye aittir. Galaktoz, laktoz ve mannoz sekerleri seker kalintilar1 olarak
secildi ve daha sonra bakteri tiirleri ve hiicre hatlari ile etkilesimlerini arttirmak igin
fenil iceren gruplarla degistirildi. Glikoz dimer olarak maltoz, modifikasyonlarin
spesifik olmayan bir seker i¢in yeni aktivite getirip getirmedigini degerlendirmek icin

kontrol olarak kullanilmustir.
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3.3  Seker Ligandlarimin Sentezi ve Karakterizasyonu

Seker ligandlari, baska bir yerde aciklandigi gibi 2 adimli indirgeyici aminasyon
prosediirii kullanilarak sentezlenmistir (I. Yazgan, 2019; Yazgan vd., 2014; Yazgan
vd 2018). Kisaca, seker parcalarinin indirgenmis ucu, 50:50 asetik asit: su icinde
birincil amin grubu organik ikame maddesi ile birlestirildi, ardindan seker
ligandlarinin amin formunu elde etmek i¢in dimetilamin boran kompleksi eklendi.
Saflagtirma adimlarimi basitlestirmek i¢in, amin grubunun indirgeme-u¢ gruba orani
her durumda 1.2:1 olarak tutulmustur; Bu, artik organik gruplarin organik ¢dziicii
kullanilarak yikanmasina izin verir. Reaksiyonun tamamlanmasini izlemek i¢in ince
tabaka kromatografisi (TLC) kullanildi. Saflagtirma, {riiniin aseton icinde
cokeltilmesiyle gerceklestirildi, ardindan asetonitril ve saf etanol ile durulandi. ATR-
IR (Bruker Platinum ATR), sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (Shimadzu
LCMS-8030 Plus) ve UV-Vis spektrofotometresi (PG Instruments T60 Goriiniir
Spektrofotometre veya Multiskan Mikroplaka Okuyucu).
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Sekil 3.1 Seker-ligantlarinin indirgeyici aminasyon ile sentezlenmesi.

Sekil 3.1° de gorildiigii gibi 2-basamakli yiiksek verimli amid- bagi olusumu
tizerinden gidilerek seker temelli ligandlar elde edilmistir. R1, R2, R3, R4 ve RS
gruplart istenilen yiizey kimyasina bagli olarak sekillendirilmistir. Bu metot ile
monosakkritler, disakkaritler ve hatta oligosakkaritler istenilen sekilde modifiye
edilebilmektedir (Jeong vd., 2007; Yazgan vd., 2014; Yazgan vd., 2018). Bahsedilen
Oon c¢alisma sonuclarinda kullanilan ligandlarin sentezinde de basarili sonuglar
vermistir. Reaksiyonlar C18 silika ince-tabaka kromatografisi ile izlenmis ve

saflagtirma igin ters-faz sivi kromatografisi (C18 silika kolonlar) kullanilmistir.
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Sekerlerin yiiksek polaritelerinden o6tiirii normal faz kromatografisi ise sonug

vermemektedir.

3.4  Altin Nanopartikiil Glikokonjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Altin  nanopartikiillerinin  sentezi, 0zel bir ¢aligmada aciklandigi  gibi
gerceklestirilmistir (Yazgan vd., 2020). Kisaca, seker ligandlar1 ve metal tuzlari, tek
adimli yiizey islevsellestirilmis nanopartikiiller elde etmek i¢in bir oranda karistirildi
(Sekil. 3.1). Seker ligand orani literatiirden uyarlanmistir (Yazgan vd., 2020, 2021).
AuNP'lerin 1ilag tasiyici kapasitesi olarak potansiyelini ortaya ¢ikarmak igin,
AuNP'lerin sentezine baslandiktan sonraki 2 saat iginde AuNP'lerin ortamina D-

penisilamin (DP) eklendi. 1 mg/mL HAuCl4 i¢in, ortama 100 pg/mL DP verildi.

Sekil. 3.2 Altin nanopartikiillerin ve seker ligandlarin olusturulmasi

Nanopartikiillerin optik o6zellikleri, kristal yapisit ve morfolojik karakterizasyonlari
sirastyla UV-Vis spektrometresive Yiiksek Coziiniirliiklii [letim Elektron Mikroskobu
(HRTEM, Hitachi at 220 kV) kullanilarak gerceklestirildi.
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Yiizey kimyasi esas alindiginda temelde iki tip altin nanopartikiil hazirlama metodu
mevcuttur; bunlar (i) hidrofilik ve hidrofobik yiizeyli nanopartikiillerdir. Biyolojik
uygulamalar ic¢in hidrofobik nanopartikiil olusumu durumunda, nanopartikiiller
dogrudan enkapsulasyon yada iki-tabakali amfilik polimer kaplama ile hidrofilik
yiizey kazandirma surecine tabi tutulur (Erathodiyil ve Ying, 2011). Yiizey kaplama
gereksinimini ortadan kaldirmak i¢in dogrudan hidrofilik yiizeyli altin nanopartikiil
gelistirme yaklastmi da biyolojik uygulamalar igin mevcuttur. Ornegin, bu
uygulamalar i¢in peptit (Erathodiyil ve Ying, 2011) ve karbohidrat polimeri
(Manivasagan vd., 2016) temelli ¢alismalar 6rnek verilebilir. Lakin, bu yaklasim ile
istenilen Ozelliklerde AuNP {iretimi gerceklestirilmesi zordur ve ¢oklu adimlar
(Erathodiyil ve Ying, 2011). O nedenle bu ¢alisma da dogrudan hidrofilik yiizeye sahip
kolloidal AuNP iiretilerek su ¢oziiniirliiklilyii ekleme adimlarina gerek kalmayacaktir

(Sekil 3.2; 3.3).

o »
ﬁé — Cf/:uo Auo_% — " AuNPt — M AuNPt
seker ligand % * *# . * ***

D-amino asit
Biyoaktif molekiil

Sekil 3.3 Seker ligantlari kullanilarak altin nanopartikiil sentez durumu

Seker ligantlari Au3+ in Au0 ya indirgenmesi ve olusan AuNP kararliliginin
saglanmasinda gorev alir. Seker ligandlar1 metalik altin ¢ekirdek ile kemisorpsiyon
temelli bag kurup kararli AuNP’lerin olusumunu saglar. Bu 6zellik, seker ligand
temelli AuNP biyolojik uygulamalarda kullanimi i¢in potansiyel olusturur (Erathodiyil
ve Ying, 2011).

AuNP-GJ’larinim sentezinde seker ligand/Au®* tuz oran1 degistirilerek AuNP-GG sekil
ve boyut optimizasyonu gergeklestirilmistir. Yiizey modifikasyonunda serbest tiyol

gruplariin AuNP yiizeyine yiiksek afiniteli olarak baglanabilme yetencklerinden

18



faydalanilmistir. AuNP-GJ olusum esnasinda ve olusumunun akabinde modifiye edici

ajanlar ortama eklenerek karsilagtirmali caligsmalar yapilmustir.

Seker ligantlarinin sentezinde takip edilecek yol indirgeyici aminleme metodudur.
Yiiksek verim, diisitk maliyet ve hizli alt akim islemleri nedeniyle tercih edilen bu
yontem (Yazgan vd., 2020) mevcut laboratuvar kosullarimizda basariyla yapilmistir.

Deney adimlar1 ve reaksiyonun takibi Sekil 3.4 ve 3.5 de gosterilmistir.

Imin olugturma adimi Amin olusturma adin
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0 2 \R2 H OH H H HaC ‘ | | ‘ /H
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i
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Sekil 3.4 Indirgeyici aminleme metodu ile seker tiirevlerinin sentezi ve sentezin ITK ile takip

edilmesi
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Sekil 3.5 Altin nanopargacik glikokonjugatlarinin sentez semasi.

Flokiilasyon testi, AuNP kolloidal formunu ve ¢dkeltisini kaybetmeye basladigi tuz
konsantrasyonunun belirlenmesine izin verir (Chem vd., 2015). 0.5 M'deki NaCl
konsantrasyonlari, 12 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in nanopartikiil ¢ozeltisine eklendi.
Protein korona olusum testleri, nanopartikiil ¢ozeltisi ve taze hazirlanmig Besin Suyu
%25 oraninda karistirilarak yapildi ve 37 °© C'lik bir inkiibatorde 4-12 saat inkiibasyona
tabi tutuldu. UV-Vis spektrometresi, nanopartikiillerin ve demir metal organik
cercevelerinin flokiilasyon ve protein korona olusumu kirilganligini ortaya ¢ikarmak

icin SPR zirvelerindeki degisiklikleri izlemek i¢in kullanildi.

3.5 Antibakteriyel Calismalar

Calisma esnasinda altin nanoparcacik glukokonjugatlarinin yilizey kimyasina bagh
olarak ve klasik antibiyotikler ile sinerjistik etkileri Serratia marcescens ve
Pseudomonas aeruginosa gram (-) firsatgr patojenlerine karsi etkinlikleri test

edilmistir.

Sentezlenen altin nanopargacik serisi ve glikokonjugatlari, gram (-) bakteriler iizerinde
test edildi. — 20 °C'de saklanan stoklardan bakteri tiirleri, antibakteriyel calismalar i¢in
taze koloniler elde etmek amaciyla 37 °C'de inkiibe edildi. Seker ligandlariin ve

karsilik gelen glikokonjugatlarin toksisitesi hakkinda ilk izlenimin alinmasindan
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itibaren Mueller Hinton agar lizerinde bir tarama testi yapildi. 10 uL bakteri susu agar
icine yerlestirildi ve 10 uL seker ligandlar1 ve karsilik gelen glikokonjugatlar bakteri
hiicrelerinin iistiine ilave edildikten 10 dakika sonra segilen seker ligandlar1 ve karsilik
gelen glikokonjugatlar daha sonra bu minimum inhibitdr konsantrasyon (MIC) ve
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC) degerleri i¢in kullanildi, literatiirde tarif
edildigi gibi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapildi (Wiegand vd., 2008). 120 pL
Nutrient Broth (iiretici yonergelerine gore hazirlanmis) ile doldurulmus, MIC ve MBC
degeri belirleme i¢in 5 kat seri seyreltme uygulanan steril 96 kuyucuklu plaka (Sekil
3.5; 3.6) kullanildi. Nanopartikiillerin MBC'sini degerlendirmek i¢in, inkiibe edilmis
kuyulardan 20 pL taze hazirlanmig Mueller Hinton Agar'a (iiretici yonergelerine

uygun olarak hazirlanmistir) eklenmistir.

Secilen en iyi nanopartikiiller, secilen direngli bakteri tiirleri iizerindeki biiyiime
modeli i¢in nanopartikiillerin girisimini kontrol etmek ic¢in test edildi. Kinetik
calismalar icin, 10* cfu /mL bakteri 50 mL taze ortam igine asilandi, burada érnekleme
0 saat, 1 saat ve 2 saatte 595 nm'de optik yogunlugu kaydetmek icin yapildi. 2. saat
orneklemenin hemen ardindan her bir ortam iigce boliindii ve ardindan secilen

nanopartikiiller 3'iin 2 ortamina eklendi. Daha sonra 1 saat arayla 6rnekleme yapildu.

Benzer sekilde, secilen nanopartikiiller, P.aeruginosa ve S.marcescens biyofilm
olusumu tizerindeki etkilesimleri ile test edildi. Basitligi ve hizi nedeniyle kristal

viyole tahlili kullanildi. Test, 96 oyuklu plakada gerceklestirilmistir (Kragh vd., 2019).
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Sekil 3.6. Minimum inhibisyon testi (MIC) uygulamasi

Pseudomonas aeruginosa, yanik hastalarinda 6liime neden olan en zararli bakteri
suslar arasinda yer alan yesil bir piyoverdin iireten gram (-) bakteridir (Cueva vd.,
2020). Pyoverdin, biyofilm olusumunda ve Pseudomonas aeruginosa susu igin
viriilansta temel roller oynayan Fe*" elde eden floresan molekiildiir (Kirienko vd.,
2019). Secilen nanopartikiiller, kat1 ve sivi kiiltiirler i¢in pioverdin sentezinin
inhibisyonu i¢in test edildi, burada indirgeme fluorimetre (A ex 405 nm Xem 460 nm,

SpectroBlue Fluorimeter) kullanilarak izlendi.
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4.

4.1

Lit

BULGULAR

Seker Ligandlarimin ve Karsihk Gelen Glikokonjugatlarin Sentezi ve

Karakterizasyonu

eratiirde detaylandirildig: gibi (Yazgan, 2019) seker ligandlarinin sentezi diimdiiz

olup, uygulanan yontem indirgeyici uca sahip seker kalintisinin hemi asetal yapisinin

acl

Imas1 sonucunu dogurmaktadir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Calismada sentezlenen seker ligandlart.
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L3APAUNP-DP

Sekil 4.2 HR-TEM goriintiileri; (a) GSAS_AuNP-DP, (b) G5AS_AuNP, (¢)
L3APimin_AuNP-DP, (d) LSAS_AuNP-DP, (¢) LSAS_AuNP ve (f) L3AP_AuNP-
DP. i¢ resimler UV-Vis spektrumlar1 and SAED karakterizasyonlarini
gostermektedir.

G5AS_AuNP-DP ortalama ~ 11-22 nm ¢ap arasinda bir dagilim gosterirken,
yogunluklu olarak ~ 17 nm ¢apa sahip nanopargaciklar elde edilmistir. Buna karsin
G5AS_AuNPlar1 5.7-7.8 nm arasinda bir dagilim ve younluklu olarak 7.8 nm boyuta
sahiptir. D-penisilamin (DP) eklenmesinin nanoparcacik olusum kinetigini etkiledigini
ve sferik yapili nanoparcaciklarin asferik sekle doniismesini sagladigi sonucu
cikarilabilir. Buna karsin L5SAS AuNPlarina D nin etkisi olmamistir ve her iki
durumda da ~5X6 nm fasulye sekilli NPlar olusmustur; bu durum Laktozun Galaktoza
gore daha biiyiik olmasi ile iliskilendirilebilir. L3APimin_AuNP-DP yogunluklu
olarak 22 X 22 nm boyutlarina sahip patlak-misir sekilli altin nanoparcgaciklar
verirken, belirli oranda daha kiicilik ve biiyiik boyutlu nanoyapilarda gézlemlenmistir.
L3AP_AuNP-DP ise nano ¢icek sekline sahip ~20X22 nm capli nanopargaciklar
olusturmustur; herbir nanoparcacik daha kii¢iik 8-12 nm arasinda nanopargacikdan
olugmaktadir. Ylzey plazmon (SPR) tepe noktalar1 ise = GS5AS_AuNP-DP,
G5AS _AuNP, L3APimin AuNP-DP, L5AS AuNP-DP, L5AS AuNP ve
L3AP_AuNP-DP i¢in sirastyla 530 nm, 580 nm, 560 nm, 520 nm, 540 nm ve 550 nm
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olarak belirlenmistir. Herne kadar boyut UV-Vis 6l¢iimleri ile siki bir korelasyon

gostermemis olsa da, morfolojide bu korelasyon goriilmektedir (Sekil 4.2).

Se¢imli alan kirmim (SAED) modeline bakildiginda (Sekil 4.2a) altin
nanoparcaciklarin polikristal bir karaktere sahip oldugu goriilmektedir. Hesaplamalar
yapildiginda tiim altin nanopargaciklarin yiizey merkezli kiibik (fcc) ve (111), (200),
(220) ve (311) kristal yonelimlerine sahip oldugu goriilmektedir. Daha oOnceki
caligsmalarda, bu metot ile iiretilen altin nanopargaciklari icin SAED sonuglarinin XRD

sonuglari ile uyumlu oldugu gosterilmistir (Yazgan vd., 2020, 2021).

Herne kadar DP’nin altin nanopargaciklar yilizeyine immobilize edilmesiyle
nanopargacik yapisinda bir bozulma meydana gelmemis olsa da, amino asitlerin -SH
gruplaru iizerinden yapilan immobilizasyonlar nanopargacik yapisin1 bozarken,
serbest primer amino grubu tastyan amino asitlerinde yiiklenmesi yeterli goriilmeyerek

calismaya dahil edilmemislerdir.
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Sekil 4.3 Glimiis Nanoparcaciklarin TEM goriintiileri ve UV-Vis spektrumlari; (a)
CBpAB_AgNP, (b) LSAS_AgNP, (c) L3AP_AgNP, (d) M5AS_AgNP, (¢)
G3AP_AgNP, (f) UV-Vis spectra of M5AS AgNP and G3AP_AgNP, (g) UV-Vis
spectra of L3AP_AgNP ve L5AS AgNP and (h) CBpAB_AgNP UV-Vis spektrumu.

CBpAB_AgNP 2.5-7.5 nm arasi bir dagilimda yogunluklu olarak 5 nm ¢apli giimiis
nanopargcaciklart vermistir. Benzeri sekilde LSAS AgNP’da biiyiik oradan 5 nm ¢apa
sahip ve 3.3-10 nm aras1 bir boyut dagilimi vermistir. Bunlara karsin, M5AS AgNP
ise 15 nm ve sferik yapilidir. Diger bir durum ise M5AS AgNP nanopargaciklarinin
agregat halinde bulunmasi ise UV-Vis spectrumu ile uyusmamaktadir; UV-Vis
specktrum kolloidal bir karakter gostermektedir ve garegatlasma ise TEM 1zgarasi
iizerinde kuruma esnasinda gergeklesmis olabilir. Tim digerlerinin aksine
G3AP_AgNP’lar1 ise 40-96 nm arasinda bir dagilim ile goreceli olarak biiyiik boyutlu
nanoparcaciklarin olusmasina neden olmustur. CBpAB_AgNP 440 nm de SPR tepe
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noktasi vermistir, ve AgNP’lar i¢in beklenen SPR tepe noktalar: 500 nm’nin altindadir.

Buna karsin, LSAS AgNP, L3AP_AgNP ve M5SAS AgNP’lar ise sirastyla 570 nm,

530 nm ve 560 nm de SPR tepe noktalar1 vermistir. SAED analizine gore AgNPlar
Hereby, (111), (200), (220), (311) and (222) kristal yonelimlerine sahip fcc
yapisindadirlar (Sekil 4.3).

—L5AS_FeMOF
——GSAS_FeMOF

Absorbance, au

400 650 900
Wavelength, nm

0.6

——CBpAB_FeMOF

Absorbance, au

Tt

e = 400 650 900
~ GS5AS_FeMOF

Wavelength, nm

Sekil 4.4 FeMOF’lara ait TEM goriintiileri UV-Vis spektrumlari. (a)
CBpAB_FeMOF, (b) LSAS _FeMOF ve (c) GSAS_FeMOF ve (d) L5SAS _FeMOF,
G5AS _FeMOF ve CBpAB_FeMOF ait UV-Vis spektrumlari.

CBpAB_FeMOF ’lar spefik ve agirlikli olarak 5 nm ¢apinda olmasina karsin az da olsa

7-10 nm arasinda degisen boyutlarda MOF’larda sentezlenmistir. Buna karsin,
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L5AS FeMOF ve G5AS FeMOF TEM 1zgarasi lizerinde kuruma esnasinda agreagt
olusturmuslardir. Agregat olusturmayan L5SAS FeMOF ve G5AS FeMOFlar ise
sirastyla 2-3 nm ve 18-54 nm arasinda yogunlasmislardir. CBpAB’de bulunan
karboksil grubunun giiglii bir Lewis bazi olmas1 FeMOF un kararliligin1 artirmistir (S.
Zhang vd., 2021). Buna karsin, 5AS’de C3-OH varligt muhtemelen etkilesimi
degistirerek kii¢iilk nanoparcaciklarin agregatlasmasina neden olmustur. UV-Vis
spektrumlarina bakildiginda 480 nm, 500 nm ve 540 nm tepe noktalar1 sirasiyla
CBpAB _FeMOFs, G5AS FeMOF ve L5AS FeMOF icin elde edilmistir. SAED
paternine bakildiginda FeMOFs CBpAB FeMOF ve L5AS FeMOF polikristal
karakter GSAS FeMOF ise tek-kristal karakterine sahiptir (Sekil 4.4).

Nanoparcacik glukokonjugatlarin 0.5 M NaCl ve 25% Nutrient Broth ortamina maruz
birakilarak gergeklestirilen kararlilik denemelerine dair UV-Vis spektrumlar Sekil 4.5
de gosterilmektedir. Sadece AgNP’larina ait SPR tepe noktalarinda bir degisim
gozlemlenmis olsa da, diger nanoparcaciklarda herhangi bir sekilde kararlilikta azalma

meydana gelmemistir.
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Sekil 4.5 a)AuNP, b) AgNP NaCl ve Nutrient Broth ortam varliginda kararliligin

degisiminin UV-Vis spektroskopisi ile takip edilmesi.
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Sekil 4.6 a)AuNP, b) AgNP ve c) FeMOFlarin NaCl ve Nutrient Broth ortam

varliginda kararliligin degisiminin UV-Vis spektroskopisi ile takip edilmesi.
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4.2 INGC'lerin Antibakteriyel Aktivitesi, Glikokonjugatlarin ve seker

ligandlarimin Antibakteriyel Yeteneklerinin Taranmasi

Seker ligandlarinin ve ilgili glikokonjugatlarin ilk antibakteriyel taramasi, test edilen
tiim ajanlar i¢in sabit bir konsantrasyonda bakteriyel biiyiime diisiisiiniin izlenmesiyle
gerceklestirildi. Her seyden once, 10 mg / mL konsantrasyonundaki seker ligandlari,
Mueller Hinton agar iizerinde test edilen bakteri suslarina (10% cfu / 10 uL'de) karst
herhangi bir toksisite olusturduklar takdirde tarandi. Seker ligandlarinin tipine bagl
olarak test edilen tiim bakteri suslari icin hafif biiylime baskilanmasi gézlenmesine
ragmen, Galaktoz 5-aminosalisilik asit seker ligand1 harig tiim vakalarda baskilanma%
50'nin altindaydi. Bu nedenle, sonuglar1 Tablo 4.1'de verilen Galaktoz 5-aminosalisilik
asit disinda seker ligandlarn ile baska bir ¢alisma yapilmamistir. AuNP GCs, L-
penisilamin modifiye AuNP GCs ve IMOFGC aym kosullar altinda tarandi ve

sonuclar1 Tablo 4.1'de verilmistir.

Calisma ayrica, secilen glikokonjugatlarla 108 cfu / mL bakteri konsantrasyonlari
kullanilarak test edildi. Glikokonjugatlar dogrudan stoklardan 1 mg / mL'de kullanildi.
Aciklayict kati ortam bazli sonuglar Sekil 3'te verilmistir. Test edilen tiim bakteri
suslart icin L3AP AgNP GC, test edilen bakteri suglarmma karst miikemmel
antibakteriyel aktivite saglamigtir. Enterobacter aerogenes ve Klebsiella pndmonisi
durumunda, herhangi bir biiylime gézlenmezken, S.kentucky hari¢ bakteri suslarinin
geri kalani icin bakteriyel biiyiime sadece L3AP AgNP GC birikmis alanin
kenarlarinda gozlenmistir. Bu nedenle, toksisite sadece nanopartikiiller ve bakteri
hiicreleri arasinda dogrudan bir temas oldugunda gozlendi. Ayrica, LSAS IMOFGC,
test edilen bakteri suslarina kars1 giiclii toksisite verdi ve LSAS IMOFGC birikintili
alanda bliylime gozlenmedi; ¢evrede biiylimenin bozulmadig: yer. CBpAB IMOFGC
ayrica, bliylimenin% 60-99'u baskilandig1r i¢in P. aeruginosa, karsi toksisite
gostermistir. Genel olarak, P.aeruginosa ve B.subtilis CB5AS AuNP GC,
L3AP_AuNP GC, CB4PSA AuNP GC ve toksisitenin% 50-80 arasinda oldugu
CB5AS _AuNP GC dahil olmak tizere farkli glikokonjugatlara karsi en yliksek
kirilganligi gostermistir (Sekil 4.7). Bu glikokonjugatlarin, test edilen bakteri
suslarina kars1 giiclii antibakteriyel aktivite sagladigini belirtmek énemlidir (Tablo

4.1). Bununla birlikte, bakteri konsantrasyonunun 10* kat arttirilmasi,
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glikokonjugatlarin performansinin ortadan kaldirilmasina neden olmustur. Bu
vesileyle, 10% cfu/mL konsantrasyonlarinda test edilen bakteri tiirlerine kars1 1 mg/mL
Ag+ iyonunun kullanilmasmin, glikokonjugatlar tarafindan elde edilemeyen %100

eliminasyonun elde edildigini belirtmemiz gerekir.

Sekil 4.7 (a,b,c) P.aeruginosa, (d,e,f) E.coli, (g,h,i) B.subtilis ve (j,k,1) E. aerogenes

iizerindeki nanoyapili glikokonjugat ve ajan toksisitesinin agiklayici 6rnekleri. 24 saatlik
inkiibasyon i¢in P.aerogenes (m,n,0) 48 saatlik inkiibasyon i¢in tedaviye yanit olarak
P.aeruginosa'nin pyoverdine iiretimi (aydinlatma 365 nm el feneri altindaydi). 1: Kontrol; 2:
L5AS AgNP; 3: L3AP_AgNP (6 aylik); 4: GSAS_AgNP; 5: CBpAB_AgNP; 6:
CBpAB_AuNP; 7: LSAS_AuNP; 8: G5AS_AuNP; 9: CBpAB_FeMOF (6 aylik); 10: 10
mg/mL AgNO03; 11: 10 mg/mL DP; 12; 100 mg/mL FeCl3 ve 13: LSAS_AuNP-DP.

Tiim nanopartikiiller 100 pg/mL iken DP, AgNO3 ve FeCl3 stoklart 1 mg/mL idi.
Asilanmig bakteri 6rnekleri 10 pL'de 106 cfu ve eklenen nanoyap1 glikokonjugatlari
10 pL idi. Aksi belirtilmedikge tiim glikokonjugatlar 3 ayliktan daha kiiciiktii.
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Tablo 4.1'de verilen sonuglara dayanarak, bulgular su sekilde siralanabilir: (i) seker
ligandinin secimi, bakteriyel suslar {izerindeki Au NP GCs toksisitesinin ana
katkisidir; Ornegin, G5AS-AuNP GC P. aeruginosa'yr ortadan kaldirabilirken,
E.colinin tamamen ortadan kaldirilmast MZ-ODA AuNP GC kullanilmasini
gerektirmigtir. (ii) Au3+/seker ligand orani, benzer Au NP_GCs olugmasina ragmen,
karsilik gelen Au NP_GCs antibakteriyel asitligini etkilemistir. Bu etki, sentezlenmis
AuNP_GC sekli ve boyutundaki kiiclik degisiklikler veya Au NP _GC reaksiyona
girmemis seker ligandlarinin 3D oryantasyonu ile ilgili olabilir. Son ¢aligmalarimiza
dayanarak (I. Yazgan vd., 2020), seker ligandlarimin sadece kiigiik bir kismi
oksidasyona ugrarken, biiyilk kismi NP GC'lerin olusumu ve stabilibazasyonu
sirasinda bozulmadan kalir. Ayrica, seker ligandlarinin sadece bir kismi1 AuNP_GCs
sentezini baglatirken, seker ligandlarinin ¢ogu stabilite i¢in AuNP_GCs yiizeyini
kaplar. Karbonhidrat-lektin etkilesimleri, seker ligandlarinin 3D oryantasyonundan
giiclii bir sekilde etkilendiginden, ikinci durumun gergeklesmesi daha olasidir. (iii)
Penisilaminin AuNP_GC ylizeye sokulmasi, bakteriyel suslar iizerindeki karsilik gelen
AuNP_ GC'lerin aktivitesini degistirdi. AgNP GCs durumunda, gozlenen toksisiteler
daha ytiksekti ve bir dereceye kadar karbonhidrat ligandlarinin se¢giminden bagimsizdi.
Spesifik olmayan toksisite, uygulanan yiiksek dozla iliskili olabilir, ¢linkii glimiis

nanopartikiiller bakteri tiirleri i¢in toksiktir (Bondarenko vd., 2013).

Diisiik bakteri konsantrasyonlarinda, glikokonjugatlarin toksisitesi, daha yiiksek
bakteri konsantrasyonlarinin aksine agikti. Toksisiteyi gostermek i¢in basit bir test

yaptik, Sekil 4.7° de gosterildigi gibi hafif yumusak bir agar kullanildi.
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Table 4.1: MIC (ug/mL) /MBC (ug/mL) /bakteri tiirlerinin biyofilm olusumunda %'lik
degisim. Toplam biyofilm icerigindeki degisiklikler MIC degerinde izlendi, burada
MIC degeri elde edilmedi, biyofilm igerigi 100 ug / mL ajan konsantrasyonunda
izlendi.

Glukokon Bakteri
jugat
E.coli | Kpne | P.aeru | B.sub | E.fae | S. S.enterid | E.aer | Edu | S.marc | S.kentu
umoni | ginosa tilis cium | epide | is ogene | rans | escens | cky
a * rmidi s

N

AgNO; | 37/1 | 37/1 | 37/10 | 10/1 | 10/ | 10/1 | 12/37/- | 10/1 | 10/ | 10/1 | 12/12/
0/- 0/- /~100 | 0/~ 10/~ | 0/- 100 0/- 10/- | 0/- -100
100 | 100 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100

G54S_ | 502 [50/1 [50/10 [X |X |ND/ [NDN | X |X |X 37137/
AuNP | 00/~ | 00/~ |0 ND | D/(+) -100
100 | 100

MSAS | 200/ | 200/ | 200/ | X X ND/ | 200/N | X X X ND/N

AuNP | ND/ | ND/- | ND ND | D D
-100 | 100

CB3AP | ND/ | ND/ | ND/N | 200/ | ND | ND/ | ND/N |ND/ | ND | ND/ | ND/N

_AuNP | ND/ | ND/- | D ND |/N |ND |D/+++ |ND |/N |ND |D
40 |52 D ) D

LSAS_ | ND/ | ND/ | ND/N | ND/ | ND | 50/1 | ND/N |ND/ |ND | ND/ | ND/N

AuNP | ND/ | ND/- | D ND [N [00 |D(+) |ND-|/N |ND |D
90 |74 D 32 | D

LSAS_ | ND/ | 200/ | 200/ | ND/ | ND | 200/ | 200/N | ND/ | ND | ND/ | ND/N

AuNP- |ND/ |ND/- |[ND |ND |/N |ND |D ND/-|/N |ND |D

DP 88 | 100 D 17 |D

G5AS | 25/1 | 25/5 | 25/50 | 5072 | X 100/ | ND/N | X X X 37/37/

AgNP |00 |0/ 00 ND | D/(+) -100
100
L5AS_ | 25/5 | 50/2 |25/50 | ND/ | 25/ | 25/5 | 200N | ND/ | ND | ND/ | ND/N
AgNP | 0/~ | 00/- ND/ |25 |0 D ND/- | /N |ND | D/15
100 | 100 -20 21 | D

MS5AS_ | 100/ | 100/ | 100/ | /-45 | X 50/2 | 200N | X X X ND/N
AgNP 200/ | ND/- | ND 00 D D/+37
-100 | 100

L3AP_ | 25/2 | 25/5 | 25/50 | 50/1 | 100 | ND/ | ND/N | 100/ | 25/ | 50/2 | 12/37/
AgNP 5/- 0/- 00/- | 20 | ND | D/A+ 200/ | 50 | 00 -95
100 | 100 52 0 -17
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L5SAS | 25/5 | 25/5 | 25/50 | 25/1 | 100 | 50/2 | 200/N | 200/ | 50/ | 200/ | 200/N
FeMOF | 0/- 0/- 00 /20 | 00 D ND | 100 | ND D
: 100 | 100 0

CBpAB | ND/ | ND/ | ND/N | 100/
_ ND/ | ND/- | D ND
FeMOF | -100 | 21

ND/ | ND/N | ND/ | ND | ND/ | ND/N
ND | D ND ND D

oz Z
Sz

CBpAB | 50/1 | 50/5 | 25/50 | 50/2 | 50/ | 100/ | 50/200 | 50/1 | 50/ | ND/ | 25/10/
_AgNP? | 00/- | O/- /-100 | 00/~ | 200 | ND | /(1) 00 100 | ND -100
100 | 100 80

*50 pg/mL Fe** biyofilm olusumunu tamamen inhibe etmistir. (+) bakterinin biyofilm gelistirmemesine
ragmen glukokonjugat varliginda biyofilm olusumunun gerceklesmesi anlamina gelmektedir.
IG5AS FeMOF ayni1 sonucu vermistir. > CBpAB-AuNP test edilen derisimlerde antibakteriyel aktivite
vermemistir. ND: test edilen derisim araliginda bir deger elde edilememistir (En fazla 200 pg/mL). X
nanomaterialin kullanilmadigini ifade etmektedir.

Bulgulara dayanarak (Tablo 4.1), seker ligandlar1 i¢ceren 5-aminosalisilik asit (5AS),
genel olarak test edilen bakteri tiirlerine kars1 daha yiiksek toksisitelere sahipti. Bu
nedenle, seker ligandlar1 igeren 5AS ile yapilan glikokonjugatlarla yapilan daha ileri
calismalarda fonksiyonel gruplarin énemini anlamak i¢in hidroksil grubunda eksik
olarak p-aminobenzoik asit (pAB) ve karboksil grubunda eksik olarak 3-aminofenol
(3AP) kullanilmistir. Bunun nedeni, seker ligandlarindaki kiigiikk degisikliklerin
karbonhidrat-lektin etkilesimleri {izerinde dramatik bir etki yaratabilmesidir.
Literatiirden, 5SAS'nin kendisinin ¢esitli bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu bilinmektedir (Greenstein vd., 2007; Zhang vd., 2018). Benzer sekilde,
p-aminobenzoik asit (Kratky vd., 2020) ve 3-aminofenol (Mahmoud vd., 2021) kendi

kendine antibakteriyel aktivitelere sahiptir.

Test edilen bakteri tiirleri i¢in biyofilmdeki degisikliklerle birlikte glikokonjugatlarin
MIC ve MBC degerlerini belirlemek amaciyla (Tablo 4.1). Bulgular, sivi ortamdaki
glikokonjugatlarin toksisitesinin kat1 ortamda elde edilenle ayni olmadigina atfedilen
Tablo 4.1'de verilen sonuglarla bazi ¢eliskiler gostermistir. Bakterilere karsi serbest
Ag" iyon toksisitesini test etmenin kesin nedeni, AgNP_GCs ile bir karsilagtirma
yapmakti. Bu test asidik oldugu i¢in aurik asit ile yapilmamistir, bu nedenle toksisite

sadece Au®" iyon varliga dayanmayacaktir.
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MIC degerinde veya 200 pug / mL'de secilen glikokonjugatlar tarafindan biyofilm
olusumunun 6nlenmesi herhangi bir MIC degeri vermemistir (Tablo 4.1). Ug ana
Ozellik bulundu: (i) deney kosullar1 altinda c¢ok diisiik biyofilm olusturan bakteri
suslart (0rnegin S.marcescens), glikokonjugatlara maruz kaldiklarinda biyofilmler
gelistirdiler. Ornegin, S.marcescens sadece LSASAgNP tedavisine yanit olarak
biyofilm olusumunu arttirds. (ii) Yiiksek konsantrasyonlardaki (10° cfu/mL veya iizeri)
bakteri suslari, test edilen glikokonjugatlara karsi biyofilm gelisiminde herhangi bir
azalma gdstermemistir. (iii) Daha diisiik konsantrasyonlardaki (103 cfu / mL) bakteri
suslari, test edilen kosullar altinda test edilen glikokonjugatlarin coguna kars1 herhangi
bir biyofilm gelistirmemistir; bu, glikokonjugatlarin bakteriyel hiicrelerin biiyiimesine
izin vermemesi veya dogrudan onlar1 6ldiirmemesi ile iligkili olabilir. Bunlarin aksine,
200 pg / mL Fe*" iyonlarinm sokulmasi P.aeruginosa'yl tamamen oldiirmedi, ancak
200 pg / mL Ag" iyon tedavisi i¢in gozlemlendigi gibi biyofilm olusumunu 6nledi. Bu
vesileyle, etkinin sadece seker ligandinin kendisi ile ilgili olmadigini, ayn1 zamanda
D-penisilamin (LSASAuNP GC DP kiyasla LSASAuNP GC) varligmin biyofilm

gelisiminin 6nlenmesinde rol oynadigini da gézlemledik.

S. marcescens, test edilen AuNP_GCs coguna karsi direng gosterdi. Test edilen
konsantrasyonlarda segilen AuNP_GCs, bu bakteri tiirlerinin biiylimesini %100
baskilamadi ve bu testin amaci, AuNP GCs ‘nin S. marcescens'in gecikme fazini
engelleyip engelleyemeyecegini ortaya ¢ikarmakti. Hem NP6 hem de NP15, S.
marcescens gecikme fazini sirasiyla 4 saat ve 6 saat uzatti. Bu nedenle, bazi Au
NP_GCs bile, uzun siireli inkiibasyonlarda yiiksek direngli bakteri suslarinin

bliylimesini baskilamamustir, gecikme fazlarini genisletebilirler Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 GSAS AuNP_GC ve buna karsilik gelen LP islevsellestirilmis formlarinin
S.marcescens (SM) biiyiime kinetik {lizerine etkisi. 2.saatte nanopargaciklar ortama
eklenmistir.
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5.

SONUC VE ONERILER

AgNPlar genel olarak hem AuNPlara hem de FeMOFlara oranlara daha yiiksek

toksisite gostermislerdir. Gozlemlenen bu toksisite AgNPlar s6z konusu oldugunda

daha non-spesifik iken, AuNPlar ve FeMOFlar i¢in ylizey kimyasina bagimlilik

gostermistir. Ayirca AuNP yiizeyine D-penisilaminin eklenmesi ile gozlemlenen

antibakteriyel aktivite de artis olmustur. Sonuglardan hareketle su oneriler sunulabilir;

i-

1ii-

1v-

AuNPlarin olugum siirecinde oksidasyona ugramadan kalan seker ligant oraninin
belirlenmesi ve optimizasyonunun yapilmasi ile elde edilecek antibakteriyel
aktivite artirilabilir.

Altin/Gilimiis bimetalik nanopargaciklar sentezlenerek altin nanopargaciklarinin
benign karakteri ile glimiis nanopargaciklarin kendinden gelen antibakteriyel
aktiviteleri sinerjistik olarak biitlinlestirilebilir.

fleri goriintiileme teknikleri kullanilarak nanoparcacik glukokonjugat-bakteri
etkilesiminin goriintiilenmesi ve hiicre i¢i dagiliminin belirlenmesi ile
nanopargacik yiizey kimyasimnin ve boyutunun optimizasyonuna yonelik
caligmalar yapilmalidir.

Uzun siireli c¢aligmalar yapilarak nanopargacik glukokonjugatlarin ardisik
MIC/MBC degerlerinin zamana bagli degisimi takip edilmelidir; bu durum
bakterilerin direng gelistirip gelistirmedigi hakkinda fikir sahibi olmamizi
saglayacaktir.

D-amino asitlerin AuNP glikokonjugat yiizeyine adsorpsiyonunda yasanilan
sikintilarin {izerinden gelebilmek i¢in seker ligant-amino asit komplekslerinin

sentezi gerceklestirilmelidir.
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