M13MP18 iSKELE iPLIGINDEN DNA ORIiGAMI
NANODEMETLERIN GELISTIRILMESI VE iLAC TASIYICI
OLARAK KULLANIMININ INCELENMESI

DEVELOPMENT OF DNA ORIGAMI NANOBUNDLES
FROM M13MP18 SCAFFOLD STRAND AND
INVESTIGATION OF THEIR USE AS DRUG CARRIER

AYKUT BILIR

PROF. DR NECDET SAGLAM

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali igin Ongérdugii

DOKTORA TEZi olarak hazirlanmistir.

2022



Canim aileme. ..



OZET

M13MP18 iISKELE iPLIGINDEN DNA ORIGAMi
NANODEMETLERIN GELISTIRILMESI VE iLAG TASIYICI
OLARAK KULLANIMININ iNCELENMESI

Aykut BILIR

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Necdet SAGLAM
Es Danisman: Prof. Dr. Celal ULGER

Subat 2022, 90 sayfa

GuUnumuzde nanoteknoloji ve biyomedikal alanininda DNA nanoteknolojisinin
konvansiyonel yontemlerin yerini almakta oldugu ve bu konuda &6nemli
calismalarin yapildigr gorulmektedir. DNA'nin yapisi geregi komplementerlik arz
eden baz ciftlerinde gorilen etkilesim 6zgullugu, genomik calismalarda DNA'yi
bir Ust seviyeye tasimistir. DNA origami multidisipliner bir alandir ve bu alanda
dstiin nanomalzemeler gelistiriimektedir. DNA nanoyaplilar, polimer ve lipid bazli
ilag tasiyict ajanlara kiyasla modulerlik, immun cevabi tetiklememek,
biyouyumluluk, biyobozunurluk gibi avantajlar bulundurmaktadirlar. Yaygin

olarak kullanilan DNA origami yontemiyle uzun tek zincirli iskele DNA, yuzden



fazla eslenik kisa ‘zimba’ zincirle termal tavlama ile katlanarak 2 ve 3 boyutlu

DNA nanoyapilar olusturulmaktadir.

Nanotip ve biyomedikal alaninda DNA origami nanoyapilardan antimikrobiyal
dirence karsi ¢ozum uretmede yararlaniimaktadir. Bilindigi gibi enfeksiyon
hastaliklarina ve cerrahi midahale sonrasi enfeksiyona neden olan patojen
ajanlara karsi cesitli antibiyotikler kullaniimaktadir. Ancak patojen ajanlarin
antibiyotiklere kars1 direng¢ gelistirmeleri, tedavide ve cerrahi midahale sonrasi
enfeksiyonlarin sagitiminda zorluklar yaratmasinin yaninda ekonomik yonden de
saglik sistemini sikintiya sokmaktadir. Kanser hastaliklari tedavisinde kullanilan
ila¢, ameliyat, kemo, radyo ve foto terapiler gibi konvansiyonel yontemler saghkli
hlcrelere de zarar vermektedir. Ayrica kanser hastaliklari basta olmak tzere bir
¢ok hastalikta cesitli tedavi yontemleri sonrasi hastanin immin sistemi
zayiflamakta ve hastanin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi direnci dismektedir. Bu
tir hastalarda enfeksiyonlari engellemek igin etkin antibiyotigin kullaniimasi

uygulanan kemoterapinin de basarisini arttirmaktadir.

Antibiyotik grubundan olan Lantibiyotikler, translasyon sonrasi modifiye edilmis
polisiklik peptit antibiyotiklerdir. Lantibiyotiklerden 6zellikle nisinin FDA onayina
sahip olmasi, etkinliginin yiksek fakat disuk sitotoksisite godstermesi ve
bakteriyel diren¢ olusturma olasiiginin disuk olmasi antimikrobiyal direng
kazanmig hastane kaynakli ve epidemik Ozellikteki patojenlere kargi diger
antibiyotiklere kiyasla avantajlar saglamaktadir. Cunkl nisinin  ¢ift etki
mekanizmasi gostererek hem mikrorganizmalarin hicre duvari sentezinde lipid-
I'ye baglanarak sentezini inhibe etmekte, hem de hiicre zarinda porlar

olusturarak hicreyi lizize ugratmaktadir.
Bu veriler 1s1ginda yapilan tez galismasinin ilk asamasinda,
a) sadece nisin,

b) m13mp18 iskele ipligi kullanilarak Gretilen DNA Nano-Yapilara elektrostatik

olarak nisin yuklenmis,

c) sadece m13mp18 iskele ipligi kullanilarak DNA Nanoyapilar sentezlenmis ve
bu Ug¢ farkl drnegin belli basl patojen ajan olan metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA ATCC 43300) ve vankomisine direncli Enterococcus faecalis
(VRE ATCC 51299)’e karsi antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Bu baglamda, a)



Sadece nisin lantibiyotiginin fakli konsantrasyonlarindaki denemeleri sonucunda,
2500 nM nisin derisiminde, metisiline direncgli Staphylococcus aureus (MRSA
ATCC 43300) susunda inhibisyonun % 97, b) Nisin ytkli DNA nanoyapida % 95
oldugu; vankomisine direngli Enterococcus faecalis (VRE ATCC 51299) susunda
ise a) sadece nisinli drnekte inhisyon oraninin % 96, b) nisin yukli DNA
nanoyapida %91 oldugu, c) her iki patojenin sadece DNA nanoyap! bulunan

orneklerinde herhangi bir inhibisyon olmadigi saptanmistir.

Calismanin ikinci asamasinda bu patojenlerin ICso degerleri, metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA)’ya karsi sadece nisin icin 1051 nM, nisin yukIu
DNA nanoyap! i¢in de 1567 nM olarak bulunmustur. Vankomisine direngli
Enterococcus faecalis (VRE)’ye karsi ise 1Cso de@erleri incelendiginde de yine
sadece nisin i¢cin 1303 nM, nisin yukli DNA-NY ic¢in de 1387 nM olarak
bulunmustur. Nisin kullanilarak MRSA ve VRE'’ye karsi elde edilen en ylksek
inhibisyon oranlari sirasiyla %97 ve %96, literattirdeki %100’UnU inhibe eden
miminum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerleri ile kargilastirimis ve yakin

degerler bulunmustur.

Calismamizin son asamasinda da in-vitro ¢alismalar baglaminda, elde edilen
nano yapilarin hucre kulturinde etkinliginin arastiriimasi icin iki farkli htcre hatti;
insan meme kanseri huicreleri (MCF-7) ve fare fibroblast hiicreleri (L929)'ne karsi
sitotoksik etkileri incelenmigtir. 2.5 pM konsantrasyonundaki sadece nisin ile
MCF-7 hucrelerinin 6lum orani %45, nisin yikli DNA-NY ile ise %43’'dur. L929
hlcrelerine karsi ise 2.5 UM konsantrasyonda nisin htcrelerinin 6lim orani %8,
nisin yukli DNA-NY’larin ise %217 dir.

Calismalar sonucunda, geligtirilen nisin yiUkli DNA-nanoyapilar antimikrobiyal
etkileri ile gerek hastane kaynakli ve epidemik boyutlarda coklu ilaca direng
kazanmis patojenlerle micadelede, gerekse de kanser hicrelerine karsi segici
olarak antikanser Ozellikleri ile kanser tedavisinde kullanim alanina sahip olacagi

saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler: DNA Origami, patojen ajanlar, antibiyotik,lantibiyotik,nisin,

ilac tasinmasi, antikanser
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Currently, in nanotechnology and biomedical field DNA nanotechnology is more
and more used instead of conventional methods and important studies are carried
out. Complementary base pairing of DNA has taken it to the next level in genomic
studies. DNA origami is a multidisciplinary field and advanced nanomaterials are
developed. DNA nanostructures have many advantages such as being modular,
biocompatible, biodegredable and giving low immune response over polymer and
lipid based drug delivery agents. In the common technique DNA origami, long
single stranded DNA is folded by over hundreds of ‘staple’ strands via thermal

annealing and 2D and 3D DNA nanostructures are created.

In nanomedicine and biomedical field, utilized from DNA origami nanostructures

in generating solutions for antimicrobial resistance. Various antibiotics are used



against infectious diseases and the pathogens cause infections after surgeries.
However pathogen agents develop resistance to antibiotics, it cause many
challenges in therapy, after surgery and leads to financial burden in healthcare
system. In cancer therapy conventional methods such as drug, surgery,
chemotherapy, radiotherapy and phototherapy can kill normal cells as well.
Moreover, particularly in cancer therapy many therapy methods weakens the
patients’ immune system and patient’s resistance to infections. In this type of

patients, effective antibiotic use improve the success of chemotheraphy too.

Lantibiotics are post translational modified polycyclic peptite antibiotics. A
member of lantibiotics class, nisin is FDA approved, shows high activity, low
cytotoxicity, low possibility to develop bacterial resistance and has many
advantages over other antibiotics against antimicrobial resisted epidemic
nosocomial pathogens. Because nisin shows double mode of action, by binding
one of cell wall initiators lipid Il, it disrupts cell wall formation and it forms pores

in cell membrane and leads cell to lysis.
In the first part of the thesis,
a) bare nisin,

b) DNA nanostructures were built by ml13mpl8 scaffold strand and

electrostatically loaded with nisin,
c) bare DNA nanostructures were built by m13mp18 scaffold strand.

Antimicrobial activities of these 3 samples against pathogen agents methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA ATCC 43300) and vancomycin resistant
Enterococcus faecalis (VRE ATCC 51299) were investigated. In the
concentration of 2500 nM, a) by bare nisin 97% of methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA ATCC 43300) bacteria was inhibited and by
loading onto DNA nanoparticles (DNA-NP) 95% of inhibition achieved. In 2500
nM concentration a) bare nisin inhibited up to 96% and b) by loading nisin onto
DNA nanoparticles up to 91% of vancomycin resistant Enterococcus faecalis
(VRE ATCC 51299), c) for both pathogens bare DNA nanoparticles (DNA-NP)

has not exhibited any inhibition.

In the second part of the study, ICso values calculated against methicillin resistant

Staphylococcus aureus (MRSA) for nisin as 1051 nM and for nisin loaded DNA-



NP as 1567 nM. And against vancomycin resistant Enterococcus faecalis (VRE),
ICso0 values found for nisin and nisin loaded DNA NP are 1303 nM and 1387 nM,
respectively. By using nisin against MRSA and VRE, highest inhibition values
obtained as 97% and 96% compared with minimum inhibition concentration (MIC)

values in the literature and found compatible.

In the last part of the thesis, in vitro cytotoxic activity of nisin loaded DNA based
drug delivery system investigated against human breast cancer cells (MCF-7)
and mouse fibroblast cells (L929). Bare nisin in 2.5 pM concentration and nisin
loaded DNA nanostructures showed cytotoxic effect in 45% and 43% of MCF-7
cells, respectively. And against L929 cells in 2.5 uM concentration, bare nisin and
nisin loaded DNA nanostructures showed cytotoxic effect in only 8% and 17% of

the cells, respectively.

Furthermore as a result of the study, it is believed that the developed nisin loaded
DNA nanostructures will be used in both against nosocomial multi resistant
pathogens thanks to their antimicrobial effects and in cancer therapy with their

selective anticancer activity.

Keywords: DNA origami, pathogen agents, antibiotic, lantibiotic, nisin, drug

delivery, anticancer
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1. GIRIS

llag tagima, terapétik bir bilesenin insan veya hayvanlarda tedavi edici etkisine
ulagsmak icin gercgeklestirilen yontem ve proseslere denir. Yeni ilag molekulu
gelistirmek pahali ve zaman alan bir suregtir, bu nedenle ilaci kontrollt bir sekilde,
yavas teslim etmek tedavi edici etkisini arttirmak i¢in dnemlidir. Bu nedenle ila¢
tasiyici ajanlar kullanilmaktadir ve gunimuzde nanopartikiller, dendrimerler ve
lipozomlar yaygin olarak tercih edilmektedirler. Ancak biyouyumluluk ve istenilen

Ozelliklerin kazandiriimasi konulari hala geligtiriimeye ihtiyag duymaktadir.

Antimikrobiyal diren¢ sadece gelismis Ulkelerde degil tim dunyada halk saghgi
sistemleri icin buyik bir tehdit olarak gorilmektedirler. Son yillarda tim dinyada
antibiyotik kullanimi ciddi oranda artis goOstermistir. Antibiyotiklerin tedavide
yetersiz  kaldigi  bulagici  hastaliklar saglik sisteminin  gelecegini
belirsizlestirmektedirler bu ylzden antimikrobiyallere direncli bakteriler ile
mucadelede yakin zamanda inovatif ve etkili gdztimlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu
konuda en dikkat ¢ekici adaylardan birisi lantibiyotiklerdir. Lantibiyotikler Gram-
pozitif bakteriler tarafindan duretilen ve vyapilarinda Ilantiyonin (Lan), B-
metillantiyonin (MelLan), dehidroalanin ve dehidrobdtirin gibi alisiilmadik
aminoasitleri bulunduran antimikrobiyal peptitlerdir. Lactococcus lactis tarafindan
uretilen nisin ise FDA tarafindan onay almis dikkat ¢eken bir Gyesidir. Nisinin hem
bircok antibiyotik direnci kazanmis bakteriye kargi antimikrobiyal 0zellik

gosterdigi hem de antikanser 6zellik gosterdigi bilinmektedir.

Yaygin olarak gorulen ve agiimayi bekleyen bir diger saglik sorunu da kanserdir.
Bu amacgla FDA tarafindan onaylanan bircok tedavi yontemi bulunmaktadir.
Bunlardan birisi biyouyumluluk konusunda biyik dezavantajlar bulunduran
nanopartikil temelli kemoterapdtiklerdir. Ve meme kanseri gibi 6rneklerde ise
memenin tamamen alinmasina (mastektomi) kadar giden tedaviler
bulunmaktadir. Ancak tim bu ameliyat, kemo- ve radyoterapiler normal hiicre ve

dokulara da zarar vererek hastanin 6limiine neden olabilmektedir.



DNA bazli nanoyaplilar tedavi alaninda diger nanoteknolojik sistemlere kiyasla
biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi birgok avantaja sahiptir. Bunun disinda en
dikkat ¢ekici 6zelligi ise modulerlikleridir, bu yapilarin boyutu ve modifikasyon
pozisyonlari (ligand ve diger molekuller) nanometre seviyesinde tam olarak
kontrol edilebilinmektedir, sekil ve esneklikleri de hassasca

ayarlanabilinmektedir.

Bu tez calismasinda da kolay ve yaygin olarak kullanilabilecek DNA origami
yontemi ile DNA bazl nanoyapilar olusturulmustur. Buna gére m13mp18 tek
zincirli viral uzun iskele DNA, yiuzden fazla ‘zimba’ DNA ile katlama solusyonu
icerisinde termal tavlamaya tabi tutulmustur. Sonrasinda PEG bazli saflastirma
ile fazla olan zimba DNA’lar uzaklastirilarak nihai yapi olusturulmustur. Ardindan
negatif yukli DNA nanoyapiya antimikrobiyal ve antikanser 6zellikleri bilinen
katyonik nisin lantibiyotigi elektrostatik baglanma ile yUklenerek ilag tasiyici
sistem geligtiriimistir. Hastane kaynakli patojenlerin basinda gelen metisiline
direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine direncli Enterococcus
faecalis (VRE)'e karsi antimikrobiyal etkisi incelenmigtir. Son olarak da
sitotoksisite testleri ise insan meme kanseri hicreleri (MCF-7) ve fare fibroblast

hacreleri (L929) uzerinde yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deoksiribonikleik Asit

Deoksiribonikleik asit (DNA) organizmalarin gelisme, bakim ve ¢odalma gibi
yasamsal faaliyetler icin gerekli olan genetik bilginin saklandigi bir
biyomakromolekiildiir. ilk defa tip doktoru Friedrich Miescher tarafindan 1868
yihinda kesfedilmistir, akyuvar hucrelerinin c¢ekirdeginden izole edilmistir.
Organizmadaki her hicre bu bilgiye sahiptir ve yavru hicreye aktarir. Bu bilgi
DNA’nin yapisinda bulunan nukleotitlerin olusturdugu dizide saklanmaktadir. Her
bir nukleotit; bes karbonlu seker, bir azotlu organik baz ve fosfat grubundan
olusur (Sekil 2.1A).

A) B)

seker
fosfat
\ & N . 5’ 3

o N N T
seker- baz g

fosfat (guanin)  pikleotit

C) D)

seker-fosfat
anazinciri

(9]
1
N
N
1
(a}

hidrojen bagli
baz ciftleri

Sekil 2.1 DNA’nin yapisi A) DNA molekilinin bilesenleri, B) DNA zinciri, C) Cift

zincirli DNA D) Cift heliks. [1] nolu referanstan izin alinarak kullaniimistir. Telif



hakki © 2015 Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith
Roberts ve Peter Walter

Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C) olmak uzere dort farkh azotlu
organik baz farkli sekillerde siralanarak genetik kod denilen bu bilgiyi olustururlar.
Nukleotitlerde bulunan geker ve fosfatlar fosfodiester baglari ile baglanarak DNA
zincirini olustururlar (Sekil 2.1B). Fosfat ana zinciri DNA’nin negatif yukli
olmasina neden olur. DNA’'nin molekul sekli ilk defa 1953 yilinda Francis Crick
ve James Watson tarafindan kesfedilmistir [2]. Buna gore iki tarafta bulunan DNA
zincirleri bazlar arasindaki hidrojen baglari yardimiyla birbirine baglanmakta
(Sekil 2.1C) ve heliks yapisini olusturmaktadir (Sekil 2.1D). DNA ¢ogunlukla B-
formunda bulunur ve buna gbére 2nm ¢apinda ve her bir helikal dontusunu 3.4
nm’de (10.4 baz cifti) yapar. Bazlar baglanirken her zaman Adenin, Timin ile 2
hidrojen bagi, Guanin ise Sitozin ile 3 hidrojen bagi yaparak eslesir (Sekil 2.2).

Bu baglanmaya Watson-Crick baz eslesmesi denir.
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Sekil 2.2 DNA Heliks yapisinda eslenik baz giftleri. [1] nolu referanstan izin
alinarak kullaniimistir. Telif hakki © 2015 Bruce Alberts, Alexander Johnson,

Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts ve Peter Walter



Watson-Crick baz eslesmesi sentetik DNA nanoyapilarin tretilmesini saglamistir

ve bdylelikle DNA nanoteknolojisi alaninin dogmasina vesile olmustur. [1]

2.2. DNA Nanoteknolojisi

Yapisal DNA nanoteknolojisi Seeman’in 1982 yilinda DNA’y1 asagidan yukariya
kendiliginden kurulmada yapi! malzemesi olarak énermesinden bu yana kayda
deger bir gelisme go6stermistir [3]. Watson-Crick baz eslesmesine dayanan
sayisiz nanoyapi tasarlanmis ve geligtirilmistir [2]. Secici sekansa dayal baz
eslesmesi sayesinde hedeflenen nanoyapilar ikiz helis geometrisinde
olusturulmustur. Bu alandaki donum noktasi DNA'nin yuksek dereceli yapilar
olusturmak amaciyla sabit birlesme noktalari elde edilebileceginin kesfedilmesi
ile yasanmistir. Oysa ki yagsayan sistemlerde dizilim simetrisinden kaynakli olarak
Holliday junction (kavsagi) hareketlidir. Seeman dizilimin tasarlanarak ve
asimetrik hale getirilerek bu yapilarin kararli bir forma getirilebilecegini ve 2
boyutlu latise Ozbirlesebilecegdini gostermistir (Sekil 2.3A) [4]. Ardindan kol
sayllari arttirilarak 5-, 6-, 8- ve 12-kollu son derece dallanmis baglantilar
olusturulmustur [5, 6].
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Sekil 2.3 DNA'nin rekombinasyonel birlesmeleri A) 4 kollu baglanmadan olusan
2B latis. izin alinarak uyarlanmistir [3]. Telif hakki © 1982 Elsevier. B) cifte



krosover (DX) ve {cli krosover (TX). izin alinarak kullanilmistir [7, 8]. Telif hakki
© 1993 ve 2000 American Chemical Society.

6-kollu baglantilar 3 boyutlu latis igin yapitagi olarak kullaniimis ve bdylelikle
makromolekuller elde edilmistir. Bu yapinin saglamhgini arttirmak amaciyla
Seeman ve arkadaslari gifte krosover [7], U¢lu krosover [8], paranemik krosover

ve yanyana siralanmis paranemik krosover gelistirmislerdir (Sekil 2.3B) [9].

2.3. DNA Origami Nanoyapilarin Olusturulmasi

Seeman’in karo-bazli yaklasimi olduk¢ga saglamdir ve 20 vyl boyunca
nanoyapilarin olugturulmasinda yaygin olarak kullaniimistir. Ancak bazi
dezavantajlari  bulunmaktadir: zincirler igin tam stokiyometriye ihtiyag
duymaktadir ve karolarin kuguk boyutundan dolayr sofistike yapilarin

olusturulmasi zordur.

2006 yilinda Rothemund uzun tek zincirli DNA’dan iki boyutlu sekiller olusturmak
icin daha basit bir ydntem énermistir [10]. Bu ¢alismada 7 kilobaz uzunlugundaki
M13mp18 dairesel genomik DNA iskele olarak kullanilarak 200’den fazla ayn
kisa “zimba” zincirler yardimiyla katlanmistir. Termal tavlama ile iskele zimbalar

ile 6zbirleserek kare, Ug¢gen, 5-noktali yildiz ve gulen yuz elde edilmigtir.
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Sekil 2.4 Yillara gore DNA Origami anahtar kelimeli yayin ve atif sayilari (Kaynak:
ISI Web of Science, Erisim tarihi: Aralik 2021)

Daha sonra DNA origami olarak adlandirilacak olan bu teknik 2 ve 3 boyutlu
nanoyaplilarin olaganustu karmasiklikta olusturulmasini saglamaktadir. Bu da
daha fazla arastirma grubunun dikkatini ¢ekerek bu alandaki yayin ve atif
sayisinin 2003-2022 yillari arasinda artmasini saglamistir (Sekil 2.4). Bu trendin

de artarak devam edecegi tahmin edilmektedir.

Bu teknik uzun tek zincirli ‘iskele’ DNA’nin ylzlerce butunleyici kisa ‘zimba’ zincir
yardimi ile beraber termal tavlama ile katlanmasina dayanmaktadir [10-13]. DNA
origami DNA nanoteknolojisinde bir donim noktasi olmustur ve karo-bazli
yaklasima Kkiyasla c¢ok daha karmasik ve buyuk vyapilarin yapilabilecegi
gosterilmigtir.  Bunun yaninda M13mp18 iskele olarak yaygin olarak
kullaniimaktadir ve kimyasal olarak sentezlenmedigi i¢in bu yaklagimi ¢ok daha
ucuz hale getirmistir. Ayrica stokiyometrik orana ihtiyag duymamaktadir ve
saflastirma ile oldukca ylksek saflikta yapilar elde edilebilinmektedir (Sekil 2.5)
[14]. Agaroz jel yardimi ile iskele, DNA-Nanoyap! (DNA-NY) ve saflastiriimis
DNA-NY vyapilarindaki farkliliklardan 6tirt jeldeki aldiklari mesafeler farklilik

gostermekte ve bu sekilde karakterize edilebilinmektedirler.
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Sekil 2.5 iskele, DNA-NY ve saflastirilmis DNA-NY icin agaroz jel elektroforez
gorintusu [15]

Tum bu avantajlan sayesinde DNA origami yonteminden sayisiz uygulamada
faydalaniimistir; biyosensorler [16, 17], gelismis ila¢ tasinimi [18], sentetik iyon
kanallari [19], molekuler boyuttaki elektronik devreler [20] ve plazmonik
nanoyapllar [21] 6rnek verilebilir. Bunlardan yaygin olarak kullanilanlardan birisi
de DNA nanoyapilarinin biyobozunurluluk ve biyouyumluluk gibi Ustin

Ozelliklerinden faydalanilarak akilli ila¢ tagima sistemlerinin gelistiriimesidir.

2.4. Akilli ilag Tasiyicilar Olarak DNA Nanoyapilar

Hem kimyasal hem de biyomolekuler ilaglar (iRNA, antibody vs.) saglik alaninda
ilac verimliligini arttirma konusunda engeller bulundurmaktadir. Kimyasal ilaglar
dusuk ¢ozunurluk ve istenmeyen etkiler gosterirken, biyomolekuler ilaglar ise

enzimatik degredasyona yatkindirlar ve hlicre membranindan girisleri zordur.

Simdiye kadar molekilleri tasimak amaciyla sayisiz akilli ilag tasiyici
gelistirilmistir [22, 23]; nanopartikiller [24], virtsler [25, 26], polimerler [27],
kirmizi kan hdcrelerini taklit eden biyomimetik sistemler [28], lipozomlar gibi
sentetik organik sistemler [29] [30], katyonik dentrik polimerler [31], altin
nanopartikiller gibi sentetik inorganik sistemler [32] ve karbon nanomalzemeler



[33]. Bu dogal biyoesinlenilmis ve sentetik platformlar; ilac molekillerinin
fizyokimyasal sinirlarinin asilmasi ve ila¢ yukleme verimliligini arttirma, vicut
icinde dolanim suresini arttirma ve bazilarinin da klinik tedavide kullaniimasi igin
Food and Drug Adminstration (FDA) tarafindan onay almistir. Ancak tum bu
avantajlarina ragmen halihazirdaki ilag tastyicilarinin bircok kisitlamasi
bulunmaktadir. Ornegin viriisler sadece kisa DNA'lari hicre igerisine
ulastirabilmekte, mutasyona ve sitopatik etkilere neden olma ihtimali
bulunmaktadir [34]. Dentrik polimerler katyonik ylzey yuklerinden kaynakl olarak
sitotoksiktirler [35] ve heterojen boyut dagilimlar ilag yukleme kapasitesini
diistirmekte ve immiin toksisitesini arttirmaktadir [36]. Inorganik nanomalzemeler

ise toksik elementler icermekte [37] ve bozulmalari zordur [38].

DNA origamiler ise boyutlar itibariyle (10-100nm) nanotip uygulamalari igin
oldukga uygundurlar. Yapilan caligmalar DNA origamilerin toksik olmadigini,
mukemmel biyouyumluluga sahip oldugunu, biyobozunur oldugunu, immuin
cevabi tetiklemedigini, transfeksiyon ajanlarina ihtiya¢ duymadan hucrelere
girebildigini ve 12 saate kadar in vivo kararliligi oldugunu gdstermigtir [39-45].
Bunun disinda dikkat edilmesi gereken birka¢ konu vardir bunlar: sadece
kaynama noktasinin altinda kararldirlar (yapiya bagli olmak kosuluyla genellikle
50 °C), kararliliklari icin iyonik siddete ihtiya¢ duyarlar ve nukleazlarin

degredasyonuna kargi bir noktaya kadar dayanikhdirlar [46, 47].

Mg?* iyonununa mM mertebesinde ihtiyag duymasi DNA origami nanoyapilarin
uygulamalarini kisitlayan bir konu olmustur. Clnki bu iyonlar DNA nanoyapilarin
birbirlerini elektrostatik itmelerinin 6nune gecgerek kararliliklarini korumak igin
onemlidir. Ancak DNA origami nanoyapilarinin kararhliklari Gzerine yapilan son
calismalarda genel bir gereklilik olmadigi ve yapiya bagh oldugu gosterilmistir.
Yiksek Mg?* ortaminda olusturulan DNA origamilerin tamamen spin-filtering ile
MM gibi disik seviyede Mg?* ‘un yapisal butlnliklerini koruduklari gortlmastir
[47]. Ancak bu kosullar tampon kompozisyonuna baglidir. Ozellikle EDTA fosfat
gruplarina baglanan Mg?* iyonlarini kendine ¢ekerek DNA origamilerinin
denature olmasina neden olmustur. Ayrica DNA origaminin yapisina da baghdir,

ornegin 6-heliks yapisi tim tamponlarda kararlilik gésterirken, 24-heliks demeti



sadece 10mM Tris’te kararli kalmistir. Sonug olarak DNA origamilerin kararhligi
yapida kullanilan latis ¢esidine, kompaktligina, yuk yodunluguna ve yapisal

esneklik gibi bircok parametreye baglidir ve tahmin etmesi genel olarak guctur.

Castro ve ark. 18-,24- ve 32-heliks demeti icin DNase |, T7 endonuclease |, T7
exonuclease, Escherichia coli exonuclease I, lambda exonulease ve Msel
restriksiyon endonukleazini galismislardir [48]. Ve bu nlkleazlardan sadece
DNase | ve T7 endonukleaz I'in degredasyona ugratabildigini digerlerinin ise etki
etmedigini gézlemlemiglerdir. Bu ¢alisma DNA nanoyapilarin kan ve plazmada
en ¢ok bulunan nukleaz enzimi DNase I'e karsi direngli oldugunu gostermesi
acisindan onemlidir.  Ayrica DNA origamilerin ¢ift zincirli DNA'ya kiyasla
degredasyona daha dayanikli oldugu ve yapi sikica paketlenmis ve kompakt

olunca degredasyon hizinin azaldigi gosterilmistir [48, 49].

Simdiye kadar birgok molekulu tagimak icin DNA nanoyapilarin kullanildigi akilli
ilac tasiyici sistemler gelistirilmistir bunlara 6rnek olarak floresan boyalar [50],
antikanser ilaglari [51, 52], metillenmemis CpG (sitozin-fosfat-guanin)
oligonukleotitleri [41], sSIRNA [53], enzimler [54] verilebilir.

Zhang ve ark. diz gubuk ve Gic DNA origami ile doksorubisinin tumér hicrelerine
tagsinmasini gergeklestirmislerdir (Sekil 2.6A). ikili yapisi sayesinde yiiksek ilag
yukleme kapasitesine ulasiimis ve bu kompleks doksorubisine direncli kanser
hicreleri de dahil olmak Gzere normal insan meme adenokarsinoma kanser
hicrelerine (MCF-7) karsi sitotoksisite godstermistir. Jiang ve ark. sonrasinda
origami-Dox kompleksini fare timoér modelinde cgalismislar ve hi¢ sistematik

toksisite olmadan antitumor etkinligi gostermistir [51].

Zhao ve ark. degisen derecede bukumlu nanoyapilar gelistirerek doksorubisini
insan meme kanseri hicrelerine ulastirmislardir (Sekil 2.6B) [52]. Tasarimi
degistirerek kapsulleme verimliligi ve ilacin salim oranini ayarlamislar boylelikle
sitotoksisite arttinimig ve doksorubisinin hucre igi eliminasyon orani

dusurdlmastar.
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Bu vyapilar dogalari geregi biyouyumludurlar ve hicrelere girmek igin
transfeksiyon ajanlarina ihtiyag duymazlar, hlcresel alim verimliligi ve
kararliliklari bazi koruma teknikleriyle ciddi 6l¢gtde gelistirilebilinmektedir [15, 55,
56]. Protein nueoripilin-1 (NRP) gliyoblastom hucrelerinde ve anjiyojenik kan
damarlarinin endotel hiicrelerinde asiri tretilmektedir [57-59]. Ozel kisa timére
nifuz eden peptitler (TPP) NRP’nin ligandlandir. Xia ve ark. DNA
tetrahedronlarin (TDN) bu peptitler ile fonksiyonellestirilerek hicresel aliminin
normal TDN’ye ve c¢ift zincirli DNA’ya kiyasla ciddi anlamda gelistirilebildigini
gOstermislerdir (Sekil 2.6C) [60]. Perrault ve ark. ise polietilen glikol (PEG) lenmis
lipid tabakasi kullanarak immuin aktivasyonunu 100 kat duslirmis ve
farmokokinetik biyoyararlanimlarini 17 kat arttirmiglardir (Sekil 2.6D) [61]. Mikkila
ve ark. ise DNA origamiye viris kapsit proteinlerini elektrostatik olarak
baglamislar ve normal DNA origamilere kiyasla HEK293 hicrelerine tasinimi 10
kat arttirmislardir (Sekil 2.6E) [62].
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uyarlanmigtir. Telif hakki © 2012 American Chemical Society. B) Diuz ve
burkulmus doksorubisin yukli DNA origami. [52] nolu referanstan izin alinarak
uyarlanmigtir. Telif hakki © 2012 American Chemical Society. C) DNA
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referanstan izin alinarak uyarlanmigtir. Telif hakki © 2016 American Chemical
Society D) Cift tabakali lipid ile kaplanmis DNA origami. [61] nolu referanstan izin
alinarak uyarlanmistir. Telif hakki © 2014 American Chemical Society. E) Virls
ile kapsullenmis DNA origami. [62] nolu referanstan izin alinarak kullaniimistir.
Telif hakki © 2014 American Chemical Society.

DNA origamilerin hicre alimi ve kararhliklarini arttirmaya yonelik korumaci

yontemler asagida listelenmistir.

Cizelge 2.1 DNA origami kararlihgini arttirmaya yonelik koruma yontemleri. Artan
tuz ve nukleaz kararhligi (---,-,+,+++). 1. 3 Boyutlu yodun; 2: 3 Boyutlu aralikli, 3:
2 Boyutlu, 4: tel kafes, 5: Karo temelli. B.D. : Belirli Degil. [56] nolu referanstan

izin alinarak uyarlanmigtir. Telif hakki © 2019, Royal Society of Chemistry.

] ~ UlasI- ) Fonksi-
Tuz Nikleaz  Origami . Toksik
Ydéntem . . labilir- yonelligin  Ref.
kararlihgr kararlihg yapilari . olmayisi

ligi korunmasi
Katyon
kaplamalari
Kitosan ve +++ + 1,4 Ticari B.D. Evet [49]
lineer PEI
K10-PEGsk +++ +++ 1,2,4 Ticari +++ Evet [63]
PEGu2kLys1s +++ +++ 1,2,3,4  Kurum B.D. Evet [64]

ici
Spermidine + +++ 5 Ticari +++ B.D. [65]
Protein
kaplama
CCMV Kkapsit B.D. B.D. 3 Kurum + B.D. [62]
protein ici
BSA B.D. + 1 Kurum B.D. B.D. [66]
dentrimer ici
konjugatlari

13



Sso7 DNA’ya B.D. +
baglanan

protein

Kurum

ici

B.D.

B.D.

[67]

C12 dendron B.D. +++
Uzerinde
HSA

baglama

Kurum

ici

B.D.

Evet

[68]

Capraz-

baglanma

T-T UV +++ +
capraz-

baglama

Ticari

B.D.

B.D.

(69]

Centiklerin + B.D.
T4 DNA

baglanmasi

Ticari

B.D.

B.D.

[70]

8-MOP foto B.D. B.D.
capraz-
baglama

Ticari

B.D.

B.D.

[71]

CuAAC +++ -
birbirine

kenetlenmis

halka

Ticari

B.D.

B.D.

[72]

Tiyol-dislfit B.D. B.D.

birlesmesi

Ticari

B.D.

B.D.

(73]

Yapi kapsiillenmesi

Cift lipit B.D. +++
katmanli

membran

Kurum

ici

B.D.

B.D.

(61]

Omurga modifikasyonu ve dogal

olmayan bazlar

5-Me- B.D. -
isoCl/isoG
A/2-thioT

Kurum

ici

B.D.

B.D.

[74]

Zincir ucuna B.D. +
HEG ve C6

Kurum

ici

B.D.

Evet

[75]
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HEG/C12 B.D. . 5 Kurum B.D. Evet [76]

dentronlari ici

Koruyucu kaplamalar origamilerin kararhliklarini arttirmaya yonelik temel
yontemlerden olmustur. Bu amacla negatif yiklUi fosfat ana zinciri ile elektrostatik
olarak etkilesecek dendrimer, polimer, seker ve protein gibi katyonik molekuller
tercih edilmigstir. Bu yaklasim iki ana grupta toplanabilir : lineer katyonik polimerler
ve proteinlerin dogal ve sentetik olarak eklendigi katyonik arayuzler (Cizelge 2.1).
Ahmadi ve ark. yaygin olarak kullanilan biyouyumlu polimer lineer polietilenimin
(PEI) ve dogal katyonik polisakkarit kitosani dusuk maliyetli bir kaplama
malzemesi olarak kullanmislardir [49]. Oligolisin-PEG bazli polimer kaplamalar
da koruyucu olarak kullaniimigtir. Bu yapida L-lizin pozitif yik saglarken PEG
nikleaz ataklarina karsi koruma saglamaktadir. PEGi2k-Kysis ile kapli DNA
nanoyapilar DNase bulunduran hiicre ortaminda 16 saate kadar dayanirken, Kio-

PEGsk ile kaplanarak yapilarin kararhligi 1000 kata kadar arttinimistir [63, 64].

Mikkila ve ark. borulce klorotik benekli viris kapsit proteinlerini DNA origami
nanoyapisina elektrostatik olarak baglayarak hicresel transfeksiyonunu 13 kat
arttirmislardir [62]. Auvinen ve ark. sigir serum albumin (BSA) proteinini kovalent
olarak dendrona baglamis ve bu yapiyla da DNA origamiyi kaplamis, nukleaz
kararliligi DNase I'e karsi tam direng saglamistir, kaplanmamis olanlar ise %75
oraninda degredasyona ugramistir [66]. Qian ve ark. ise spermidin korumasini
kullanarak DNA-origamilerin dayanikhligini 12 saate kadar arttirmis ve hicresel
alimini iki katina ¢ikarmistir [65]. Sulfolobus solfataricus’un DNA baglayici dogal
proteini Sso7d’i kullanarak 2 boyutlu DNA dikdortgenini kaplanmig ve DNase I'e
kargi orta seviyede kararlilik saglamistir [67]. Hidrofobik 4 kollu dodekan DNA
modifikasyonu ile HSA proteinine baglanmis ve baglanma sonucu yari-omrinde

22 saate varan artis saglanmigtir [68].

DNA nanoyapilarin kararhliklarini arttirmaya yonelik yontemlerden bir digeri ise
bu yapilarin blnyesinde bulunan zimba zincirleri capraz baglayarak kovalent
baglar olugturmaktir. Dietz ve ark. 310 nm UV 1s1d1 kullanarak T-T kopruleri
olusturmus ve bu yapilarin 90 °C’ye kadar dayanabildiklerini géstermistir [69]. Bir
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diger calismada T4 DNA ligaz enzimi kullanarak DNA zincirindeki 5’ fosfat ile
diger zincirdeki 3’ hidroksil arasinda kovalent fosfodiester bag olusumu
gerceklestiriimis, 74 °C’ye kadar dayanabildigi ve saf suda bir aya kadar kararl
kalabildigi gosterilmigtir [70]. Carpaz baglanmanin kullanildigi ilk ¢aligma ise
bircok sebzede dogdal olarak bulunan foto ¢apraz baglayici 8-metoksi-psoralen
(8-MOP)’in kullaniimasi ile gerceklesmistir. Buz icerisinde 8-MOP ve origami
karsiminin bir saatlik irradyasyonu sonucu 90 °C’ye bir saat dayanabilen ¢apraz

bagl yapilarin olusturuldugu gosterilmistir [71].

Yine tek zincirli karo metodu kullanilarak 24-oligonukleotit 6-helis tup yapisi
olusturuimus ve her bir oligo 3’ ucundan alkin, 5 ucundan ise azit ile
fonksiyonellestirilmis ve bu uclar birbirlerine click reaksiyonu ile kenetlendirilerek
DNA katenanlari olusturulmustur ve bu yapilarin saf suda 95 °C'ye kadar
kararlilik sergiledigi gosterilmistir [72]. Bir diger calismada DNA oligolarin dinamik
¢apraz baglayici disulfit uglu oligonukleotitler ile stabilizasyonu saglanmistir. Bu
capraz bagh yapilarin 60 °C’ye kadar jel elektroforez ortaminda kararl olduklari

gosterilmigtir [73].

Bir diger yontem ise virus lipid bilayer membran enkapsulasyonu ile koruma
saglama Uzerinedir [61]. Her ne kadar zaman isteyen bir hazirlama istese de
origami populasyonunun yiksek bir ylizdesi enkapstle edilebilmekte ve DNase

I'e kargi 37 °C’de 24 saate kadar etkin aktivite gostermektedir.

5-Me-isoC/isoG ile A/2-thioT’un 6 kollu baglantili DNA yapisinda baz ciftlesmesi
T7 ekzonlkleaza kars! iki kata kadar fazla diren¢ saglayarak 12 saate kadar
direng gostermistir [74]. Bir diger modifikasyon yontemi ise zincir uglarinda
gerceklestiriimistir. Hekzaetilen glikol zinciri (HEG), oligolarin 5’ ve 3’ uglarina
eklenerek serum kararlihdr benzer karo yapilara kiyasla 3 kat arttiriimistir [75].
Ardindan benzer bir strateji ile HEG 4 kollu dentritik konformasyon olusturulmus

ve 8 saate varan serum yarilanma émrune ulagiimistir [76].

DNA nanoyapilarin kararlihgi ve o6zgunlugunun arttirlmasina yonelik ayrica

organik ve inorganik nanopartikuller de kullaniimaktadir. Bunlar Cizelge 2.2’de
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listelenmistir. Zhang ve ark. kendiliginden olusma seklinde kolesterol-DNA
kUresel miseller ve tek boyutlu nanogubuklar olusturmuslardir [77]. Willem de
Vries ve ark. ise optalmik ila¢c tasimada kullaniimak UGzere lipid modifiye DNA
nanopartikillerinden uniform miseller gelistirmiglerdir bdylelikle kullanilan ilag
miktarinin azaltiimasi ve etkinliginin arttirlmasi hedeflenmistir [78]. Choi ve ark.
ise hedeflendiriimis kanser tedavisinde kullanilmak Uzere lipozom benzeri

nanopartikiller gelistirerek doksorubisin tagsinmasinda kullanmislardir [79].

Cizelge 2.2 Organik ve inorganik nanopartikuller kullanilarak hazirlanan hibrit
nukleik asit nanoyapilari ve uygulamalari [80] nolu referanstan izin alinarak
kullaniimigtir. Telif hakki © 2020 Sybil Obuobi ve Natasa Skalko-Basnet.

_ Hibrit Biyolojik
Grup Fonksiyonel ~ Referans
nanoyapi uygulama testi
miseller ve .
Mevcut degil [77]
nanocubuklar
kornea
miseller ) [78]
enfeksiyonu
Hidrofobik
lipozom benzeri hedeflendiriimig 79]
nanoparcaciklar kanser tedavisi
tetrahedron & o
. _ kanser tedavisi [81]
Organik orgami
nanojeller kanser tedavisi [82]
S antidot (alkol
hidrojel _ [83]
giderme)
Protein/peptitler protein
hidrojel [84]
tagsinmasi
tetrahedral
mevcut degil [85]
kafes
Altin origami mevcut degil [86]
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dendrimer mevcut degil [87]

enzim / hiicre
tetrahedronlar tasinmasi & [88]

biyogdrtintileme

. nanogunebakan gen tedavisi [89]
Inorganik

origami mevcut degil [90]

origami mevcut degil [91]

Giimiis origami mevcut degil [92]

kanser ve
nanoparcaciklar  antibakteriyel [93]
tedavi
Kuantum origami mevcut degil [94]
noktasi hidrojel kanser tedavisi [95]

Mevcut degil, biyolojik aktivitesinin test edilmedigi anlamina gelmektedir.

2.5. Bakteriler

Bakteriler gorece basit yapili, prokaryot organizmalardir ve c¢ekirdek zari,
mitokondri, golgi cisimcigi ve endoplazmik retikuluma sahip degillerdir. Boyut (1
ile 20 ym araliginda), sekil (kre, gubuk ve spiral) ve uzaysal aranjman (tek hicre,
zincir, kime) kullanilarak ilk siniflandirmasi yapilir, fenotip ve genotip dzellikleri
kullanilarak ise tam sinirlandirmasi gergeklestirilir. insan viicudunda binlerce
farkh bakteri tira yasar kimisi gegici olarak, kimisi ise parazit iligki igerisinde kalici
olarak bulunurlar. Ayrica ¢cevremizde soludugumuz havadan, ictigimiz suya ve
aldigimiz gidalarin bircogu bakteriler ile iskan edilmigtir. Bunlarin bir kismi
zararsiz iken bir kismi ise yasami tehdit eden hastaliklara neden olabilmektedir.
Bu hastaliklar toksinler gibi bakteriyel Urlnlerden ya da bakterinin akin ettigi
normal steril vicut doku ve sivilarindan kaynaklanabilmektedir [96]. Bakteriler
arasinda 30 ana filogenetik koken (fila) tanimlanmistir. Bakteri yetigtiriciliginde
kullanilan bakterilerin %901 su dort temel filaya aittir : Actinobacteria, Firmicutes,

Proteobacteria ve Bacteroidetes [97]. Bakteriyel filadaki bir¢cok tir 6zgun fenotipik
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Ozelliklerine gbre siniflandirilsa da bircok bakteriyel fila ¢ok cesitli turler
icerebilmekte ve buyuk bir fizyolojik ¢esitlilik gostermektedir. Prokaryot hiicrelerin
sitoplazmasi ylksek konsantrasyonda ¢éziinmuis madde igerir ve bu da ozmotik
basinca neden olur. Bu basinci kontrol altinda tutmak ve patlamasini -hiicre
lizizini- engellemek icin bakteri hicre duvarina sahiptir ve iki temel formdan
birinde bulunur: Gram-pozitif bakterilerin hicre duvari kalin peptidoglikan
katmanhdir, Gram-negatif hiicrelerin duvari ise Uzerini érten dis bir membran ile

beraber ince peptidoglikan katmandan olusur (Sekil 2.7).

R B
]1’ ‘1 ‘ ‘ Gram- pozitif Gram- negatlf.

dig membran

K peptidoglikan

.. .r-r S ;:‘ proteln\ v
‘ sitoplazmik membran &

peptidoglikan
sitoplazmik membran D

A

. g tidoglikan
sr::‘zr::]ab?:r:k papicod dis membran

Sekil 2.7 Bakterilerin hicre duvarlari A), B) Gram pozitif ve Gram negatif hiicre
duvarlarinin sematik gosterimi, C) gram boyama ile Staphylococcus aureus’un
hidcre duvari yapisi (gram pozitif, mor renkli kalin peptidoglikan tabakaya

sahiptir), D) Escherichia coli’'nin gram boyama ile hicre duvari ¢ok ince
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peptidoglikan, lipopolisakkarit ve lipoprotein bulunur, gram boyama ile son
boyanin rengini alir; gram negatif pembe E) sirasiyla Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilerin hiicre duvarlarinin gecirimli elektron mikroskobu gérintileri,
F) Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin taramali elektron mikroskobu

goruntdleri, her bir hiicre 1 um genisligindedir [97].

Peptidoglikan, bakteri hiicre duvarinda bulunan rijit bir polisakkarittir ve huicreye
yapisal glicunu verir. Yapisi iki modifiye glikoz kalintisi N-asetilglukozamin ve N-
asetilmuramik asitin yaninda diaminopimelik asit (DAP), L-alanin, D-alanin, D-
glutamik asit, ve L-lizin’in degisen tekrarlarda birlesmesinden olusur. Boylece
uzun peptidoglikan zincirinin yapitasi olan glikan tetrapeptiti meydana getirirler.
Penisilin ve cephalosporin gibi bazi antibiyotikler hucre duvari sentezini
hedefleyerek hiicreyi ozmotik lizize karsi hassas hale getirir. insan hiicresinde
hdcre duvari bulunmadidi igin ise antibiyotiklerin hedefi olmamaktadir ve
bakteriyel  enfeksiyonlarin  tedavisinde  antibiyotikler ~ yaygin  olarak

kullaniimaktadirlar.

Bu calismada her ikisi de firmicute bakteri subesine ait Gram-pozitif bakteriler
metisiline direncgli Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine direngli
Enterococcus faecalis (VRE)e karsi kullaniimak Uzere antimikrobiyallerin

gelistiriimesi hedeflenmigtir.

2.5.1. Metisiline Direncli Staphylococcus aureus (MRSA)

Staphylococcus aureus Gram-pozitif, kok formunda, fakultatif aerobik ve kimeler
seklinde biyuyen, hem hayvanlar hem de insanlar igin oportunist bir patojendir.
En 6onemli enfeksiyonlari gida zehirlenmeleri, cilt, yumusak doku ve solunum
sistemi enfeksiyonlaridir [98] . Staphylococcus aureus Infectious Diseases
Society of America (IDSA) tarafindan ABD hastanelerindeki enfeksiyonlarin
blyuk bir kismindan sorumlu tutulan ve antibakteriyel ilaglarin yetersiz kaldigi
ESKAPE (E. faecium, S. aureus, Klebsiella pneumo- niae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp.) arasinda yer

almaktadir [99]. Metisiline direncli Staphylococcus aureus ise antibiyotik
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direncinin artik son formuna ulastigi ve isglevini yitirdigi bir 6rnektir. Metisilin bir 8-
laktam antibiyotigidir ve diger penisilinler gibi penisilin-baglayici proteinleri hedef
alir. Ancak, diger penisilin tirevlerinin aksine metisilin, B-laktamaz yarilmasina
karsi direnglidir. S. aureus'un birgok susu metisilin tarafindan yok edilebilinse de,
MRSA susu alternatif bir penisilin baglayici protein olan MecA Uretir bu metisilin
ve diger B-laktamlar tarafindan taninamamaktadir ve hemen hemen bitin B-

laktam sinifi antibiyotiklere karsi direng kazanmigtir [97] [100].

ABD hastanelerindeki hastalarin yaklasik %5'’i burunlarinda ve cildinde MRSA
tagsimaktadir [101]. 2018 yilinda Nilay Coplu ve arkadaslarinin elli bes
hastaneden temin edilmis kan ve beyin omurilik sivilarindan izole ederek
yaptiklari calismada, Staphylococcus aureus’un metisiline direnci ulkemizde
%31.5 olarak bulunmustur [102]. Bu veri CLSI standartlari tarafindan énerilen
birinci  basamak ilaclar beta-laktam  antimikrobiyallerini  kullanmayi
imkansizlastirmistir [103]. Bu enstiti oncelikle birincil antimikrobiyal ilaglarin
kullanimini 6nermekte ve ikincil ilaglarin kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu
direng yuzdesinin yakin cografyadaki ulkelere kiyasla daha yuksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica Diinya Saglhk Orgltii tarafindan antimikrobiyal direncin
2050 yilina kadar dunyada yillik ek 1.2 trilyon dolarlik bir gider olusturacagi
ongorulmektedir. Tum bunlar mikroorganizmalara kargi mucadelede alternatif

¢ozumlerin dretilmesinin gerekliligine isaret etmektedir.

2.5.2. Vankomisine Direncli Enterococcus faecalis (VRE)

Enterokoklar Gram-pozitif, fakultatif, anaerobik bakterilerdir, insan ve hayvanlarin
bagirsak yolundaki dogal floranin bir pargcasi olarak yasarlar. Enterokoklar
arasinda simdiye kadar insanda enfeksiyona neden olan en 6nemli tdrleri
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium olmustur. Oportunist
patojenlerdir ve nozokomiyal enfeksiyonlarin baglica nedenleri arasinda
sayllmaktadirlar. Son birkag on yildir ¢oklu antibiyotik direnci, idrar yolu ve cerrahi
yara enfeksiyonlarinda basi ¢ekmektedirler [104]. Vankomisin, penisilin direnci
kazanmig enterokoklar ve diger Gram-pozitif bakterilere kargi dnemli bir terapotik

alternatiftir [105]. Ancak son 20 yildir vankomisine direncin gelismesi yuksek
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olum oranlarindan dolayi alarm vermektedir. 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada
ulkemizdeki Enterococcus faecalis’in vankomisin direncinin %1’in altinda oldugu
belirlenmistir [102]. Bir baska calismada ise bircok Avrupa Ulkesinden daha
yuksek oldugu rapor edilmigtir [106]. Amfisilin, gentamisin, teikoplanin ve
streptomisin gibi antibiyotiklerin de yer aldigi bir c¢alismada vankomisin
haricindekilerin yuzde direncglerinin NAMRSS’den biraz daha ylksek oldugu
belirlenmistir [107]. Bu veriler ele alindiginda antimikrobiyal direng ile

micadelede yeni 6nlemlerin alinmasi oldukga énemlidir.

2.6. Antimikrobiyal tasiyici olarak DNA nanoyapilar

DNA nanoyaplilarinin ilag taglyici olarak kullaniimasi simdiye kadar biyuk oranda
Okaryotik kanser hicrelerini hedef alarak onlari yok etmek lzerine ve kanser
tedavisi basghgi altinda yogunlagmigstir [18, 108-110]. Fakat antimikrobiyal tasiyici
olarak kullaniimasi da gelisen bir kategori olmaktadir. Yuzlerce farkli
oligonukleotit ile bu nanoyapilar bir arada tutulabilmekte (Sekil 2.8A) ve
fonksiyonellestirilerek enzim, kiigcik molekdller, peptitler ve floroforlar gibi ¢ok
cesitli aktif molekulleri tasiyabilmektedirler (Sekil 2.8B). DNA nanoyapilarin
antimikrobiyal tasiyici olarak kullanilma potansiyelini gdsteren birka¢ c¢alisma
olmustur. 2014 yilinda Setyawti ve arkadaslari tetrahedral DNA nanoyapilari altin
nanosalkimlari deteksiyon isareti olarak ve aktinomisini ise E. coliand S. aureus’e
kargi aktif antimikrobiyal olarak kullanmistir (Sekil 2.8C) [111]. Antibiyotik yuklu
nanoyapllar ile muamele edilen bakteri populasyonu %65 duserken, serbest
antibiyotik ile %42 dusgmustir. Benzer bir sekilde aktinomisin yukli nanoyapilar
kullanildiginda E. coli hicrelerine kargl serbest antibiyotik htcrelerin %14’Gnu
oldurdrken, nanopartikil Gzerine yUklendiginde ise %48’ini dldirmustar.
Aktivitedeki bu artig bakteride bulunan Deoksiribonikleaz (DNAaz)’larin DNA’yi
parcalayarak bagli ilaglarin DNA araglarindan lokalize salimina dayandiriimigtir.
Ayrica ilag tagsiniminda nanopartikdl icin 25 nm ¢apinda ylksek hdcre aliminin
gerceklestigi ve bu yizden de ~0.12 nm boyutundaki serbest antibiyotige kiyasla
etkinliginin daha yuksek oldugu onerilmistir. Daha yakin zamanda ise, tetrahedral
DNA nanoyapilan kullanilarak antimikrobiyal peptit GL13K ulastinimistir,
nanoyaplilar peptitlerin bakteriler tarafindan alimini arttirmig ve extraseliler

ortamda proteazlara kargl koruyarak peptitlerin stabilitelerini arttirmislardir [112].
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DNA origami ayrica yakin zamanda antimikrobiyal enzim olan lizozim tasinmasi
igin kullaniimigtir. Bu galismada, Mela ve ark. lizozim yukli DNA origamiyi E. Coli
ve Bacillus subtilis’e karsl kullanmiglar ve serbest lizozime kiyasla daha eftkili

oldugunu gostermiglerdir [113].

A

Oligonukleotitler Dairesel tek zincirli DNA Nanoyapilar

Enzimler

Kuglk molekuller "\,

'\% Peptitler

’\* Floroforlar

——— DNA iskelesi Antibiyotik ~ Aptamer
o Lizozim

Antimikrobiyal @ Altin nanopartikiil

peptit » Florofor

Sekil 2.8 Antimikrobiyal tasiyici araglar olarak DNA nanoyapilar A) Yuzlerce
oligonukleotit uzun, dairesel tek zincirli DNA’nin 6nceden tasarlanmig bolgelerine
baglanarak katlanmasini ve bir nanoyapi olusmasini saglamaktadir. B) Her bir
oligonukleotit fonksiyonellestirilerek enzim, kuglik molekuller, peptitler ve
floroforlar gibi aktif molekuller tasiyabilmektedirler. C) Gunumize kadar

antimikrobiyal tasiyici olarak kullaniimis olan DNA nanoyapilari. Antimikrobiyal
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peptitler (solda) ya da aktinomisin antibiyotigi ve altin nanopartikulleri (ortada) ile
birlestiriimis DNA piramitleri, antimikrobiyal enzim olan lizozim ve aptamer ile

donatilmis bes kuyulu nanoyapi (sagda) [114].

GUn gectikge daha fazla ¢calisma grubu DNA nanoyapilari antimikrobiyal tasiyici
olarak kullanma konusunda calismalar surdurmektedir ve potansiyelini gozler
onune sermektedir. Burada dikkat edilmesi gereken memeli hicrelerinin aksine
bakteriler tarafindan endositoz ile alinmazlar bu yuzden bakterileri hedefleyen
DNA nanoyapilarin ylzeye erisimi elzemdir ve de Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvari lipid membran ile korundugu igin Gram-pozitiflere kiyasla antimikrobiyaller
daha az etkili olmaktadirlar [113] [115].

2.7. Antimikrobiyaller

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlara karsi ilkin
kullanilan ilaglardir. Antibiyotikler ise bakteriler ve mantarlar gibi Dbelirli
mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak uUretilen ve bakterilerin ¢codalmasini
inhibe eden (bakteriyostatik) veya onlari éldiren (bakterisidal) antimikrobiyal
ajanlardir. Bu dogal antibiyotiklere ek olarak, bir¢cok ilag sentetik olarak da
Uretilmektedir. Patojenleri yok ederken konak htcreyi etkilememesi 6nemli bir
kriterdir, binlerce antibiyotik bilinmesine ragmen, %1’inden daha azi klinik olarak

kullanighdir.

Her bir mikrobun antimikrobiyallere kargi olan duyarlihg buaytk farkhliklar
g6stermektedir. Ornegin, Gram-pozitif bakteriler dogal penisiline duyarliyken,
Gram-negatif bakteriler genel olarak direnclidir boylelikle dogal penisilin gérece
dar bir spektruma sahiptir. Buna karsin tetrasiklin gibi antibiyotikler daha genis bir
spektruma sahiptir ve genel olarak her iki gruba karsi da etkindirler. Genis
spektrumlu antibiyotikler daha genis bir medikal kullanim sunsa da bazi
patojenlere kargi dar spektrumlu antibiyotikler oldukga etkili olabilmektedirler.
Ornek olarak vankomisin, dar spektrumlu bir antibiyotiktir ve enterococci,

staphylococci ve clostridia gibi penisilin direncli gram-pozitif bakterilere karsi
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etkindir. Antimikrobiyaller etki mekanizmalarina gore bes baslikta toplanirlar
(Cizelge 2.3):

2.7.1. Hucre duvarini etkileyen antimikrobiyaller

Dunyada yillik 100,000 metrik ton antibakteriyel ila¢ dretildigi ve kullanildigi
dusunulmektedir ve bunlarin buyuk bir ¢ogunlugu bakteri hucre duvarini
hedeflemektedir. Penisilinler ve sefalosporinler gibi p-laktamlar bu kategoriye
girer ve dunya genelinde Uretilen ve kullanilan antibiyotiklerin Ggcte ikisini
olustururlar. ik B-laktam antibiyotigi 1929 yilinda Alexander Fleming tarafindan
Penicillium chrysogenum’dan elde edilmigstir ve penisilin G olarak adlandiriimigtir
[116]. Penisilin ve diger B-laktam antibiyotikleri bakteri hticre duvari sentezindeki
transpeptidasyon reaksiyonuna mudahale ederek iki glikan bagl peptit zincirinin
capraz baglanmasina neden olur ve hucre duvarinin sentezini durdururlar.
Peptidoglikan sentez mekanizmalari bakteriye 6zgu oldugu igin, B-laktam

antibiyotikleri olduk¢a segcicidir ve konak hucreye karsi toksik degildir.

Glikopeptitler ise vankomisin ve teikoplaninin de yer aldigi bakteri hiicre duvarini
etkileyen bir diger antimikrobiyal grubudur. Etki spektrumlari hicre duvarindan
iceri nufuz edemedikleri icin streptokoklar, enterokoklar, metisiline direncli olanlar

dahil stafilokoklar, Gram pozitif bakterilerle sinirlidir.

2.7.2. Protein sentezini etkileyen antimikrobiyaller

Bazi antibiyotikler ise ribozomal RNA (rRNA) ile etkilesime gegerek bakteriyel
patojenlerin protein sentezinin (translasyon) aksamasina yol agarak inhibe
ederler. Builaglarin birgogu yapilari farkli olan bakteriyel ribozomlari hedefledigi

icin Okaryotik hicrelerdeki sitoplazmik ribozomlar Gzerinde etkisi yoktur.

Aminoglikozitler ribozomun alt birimi olan 30S’i hedefleyerek translasyonu inhibe
eder ve bakterisidal etki gosterirler. Mikobakteriler, stafilokoklar ve Gram negatif
aerob basillere kargi etki gosterirken anaeroblara ve Gram pozitif basillerin

coguna kars! etkisizdir [117, 118]. 30S ribozomal alt birimi hedefleyen bir diger
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antibiyotik grubu tetrasiklinler de genis spektruma sahiptir, Streptomyces gibi
birka¢ tur tarafindan sentezlenir ve Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterileri
inhibe edebilir. Tetrasiklinler yapisinda tetrasen halka sistemi icerir Sekil 2.9.
Makrolit antibiyotikleri ise 50S ribozomal alt birimi inhibe eder. Temel yapisi
sekere baglanmis lakton halkasi icermektedir. Makrolitler global antibiyotik
uretiminin %12’sini olusturmaktadir ve eritromisin, klaritromisin ve azitromisin gibi
dyeleri bulunmaktadir. Penisilin ve B-laktam antibiyotiklerine alerjisi olan hastalar

icin yaygin olarak kullaniimaktadirlar.

2.7.3. Nukleik asit sentezini etkileyen antimikrobiyaller

Kinolonlar sentetik antimikrobiyal bilesiklerdir, DNA giraz enzimini inhibe ederek
DNA’nin supersarimina ve paketlemesine midahale ederek bakterinin
replikasyonunu engellerler. DNA giraz tUm bakterilerde bulundugu i¢in tim Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonunda etkindir. Florokinolonlar ise
kinolonlarin florlanmig turevleridir ve yuksek konsantrasyonlarina sahip olmalari
sayesinde idrar yolu enfeksiyonlarinda yaygin olarak kullaniimaktadirlar ve bu
sebeple direng gelismesine yol acmaktadirlar [118]. Ayrica sigircilik ve
tavukguluk endustrisinde hayvanlardaki solunum yolu hastaliklarina karsi
mucadelede kullaniimaktadir. Siprofloksasin ise Bacillus anthracis’in bazi
suslarinin penisiline kargl diren¢g kazanmasindan 6tura sarbon ile micadelede

tercih edilmektedir.

Cizelge 2.3 Etki mekanizmalarina gore antibakteriyel bilesikler

Etki mekanizmasi Antibiyotik sinifi Ornekler
B-laktamlar Penisilinler, sefalosporinler, seftriakson,
Hucre duvari S S
o Izoniyazidler Izoniyazid
sentezini inhibe
Polipeptit
edenler L Vankomisin, basitrasin
antibiyotikleri
Protein sentezi Aminoglikozitler Streptomisin, kanamisin, gentamisin
inhibe edenler Tetrasiklinler Tetrasiklin, doksisilin




Makrolitler

Eritromisin, azitromisin

Kloramfenikol

Kloramfenikol

Nukleik asit

sentezini inhibe

Kinolonlar ve

florokinolonlar

Nalidiksik asit, siprofloksasin, moksifloksasin

edenler Rifamisinler Rifampin
Metabolit sentezini Trimetoprim Trimetoprim
inhibe edenler Sulfa ilaglari Sulfanilamid, sulfametoksazol

Hicre membranina

zarar verenler

Lipit biyosentezi

boéluculer

Platensimisin

Membran yapisini

boluculer

Daptomisin

2.7.4. Metabolit sentezini inhibe eden antimikrobiyaller (antimetabolitler)

Bakteriler bir vitamin ve niukleik asit prekirsoriu olan folik asiti insan ve hayvanlar

gibi disardan almaz kendileri sentezler. Sulfonamitler, izoniyazidler gibi sentetik

bliyume faktoru analoglarndir. Sulfanilamit, en basit stulfonamitlerden olup folik

asitin bir bileseni olan p-aminobenzoik asit (PABA)in analogudur (Sekil 2.9).

PABA'yi taklit ederek folik asit sentezini boylece nukleik asit sentezini de inhibe

eder. Ayrica bir folik asit rakibi trimetoprim ile beraber kullanilarak folik asit

sentezindeki art arda iki basamak bloke edilerek oldukca efektif antimikrobiyal

terapi elde edilmektedir. Ve bu ilaca direng kazanmak ayni yolaktaki genlerdeki

iki mutasyona ihtiya¢ duysa da bir¢ok hassas patojen folik asiti disaridan alma

kabiliyetini gelistirmiglerdir ve bu da sulfonamitlere olan direncin artmasina

sebebiyet vermektedir.
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Daptomisin

Sekil 2.9 Antibakteriyel bilegikler ve yapilari

2.7.5. Hicre membranina zarar veren antimikrobiyaller

Daptomisin gibi bazi antibiyotikler ise bakteriyel sitoplazma membranina
baglanarak por olusturur ve membran sentezini onleyerek bakterisidal etki
gosterir (Sekil 2.9). Ozellikle streptokokki ve stafilokokki gibi Gram-pozitif
bakterilere karsi kullaniimaktadirlar. Platensimisin ise Streptomisis platensis
tarafindan dretilen ve yag asitleri ile lipit biyosentezini inhibe eden bir
antibiyotiktir. Platensimisin genis bir spektrumda Gram-pozitif bakterilere karsi
etkindir, toksisite gostermez ve patojenler tarafindan bilinen bir direng geligimi

bulunmamaktadir. Ayrica konaga da toksisite gostermemektedir.
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2.8. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal direnc, bakteriler dahil olmak Uzere virlis, mantar ve parazitler gibi
mikroorganizmalarin ilaca maruz kalmasinin ardindan ila¢ varliginda adapte
olabilmesi ve buyulyebilmesine denir [119]. Antimikrobiyal diren¢ sadece gelismis
Ulkelerde degil tim dlunyada halk sagligi sistemleri icin bayuk bir tehdit olarak
gorulmektedir. 2000-2015 yili arasindaki dénemde antibiyotik kullaniminin %65
oraninda arttigi tespit edilmistir [120]. Bu ciddi artis gelismekte olan tlkelerdeki
artan gelirlerin neden oldugu artan antibiyotik kullaniminin bir sonucu oldugu
dugunulmektedir. Dusuk ve orta gelirli Ulkelerde artan Gayri Safi Yurtici Hasila
(GSYIH) ile beraber artan hayat standartlari ile antibiyotik kullanimi arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu gorulmuastur. Gelismekte olan ulkelerdeki artan
gelirler ile hayvan proteini kullaniminin arttigi ve bunun da daha fazla antibiyotigin

hayvanlarin besinine eklenmesine olan ihtiyaci arttirdigi goraimustar.

Antibiyotiklerin tedavide yetersiz kaldigi bulasici hastaliklar saglik sisteminin
gelecegini belirsizlestirmektedirler. Ornegdin sadece Avrupa’da antimikrobiyal
direncten kaynakh olarak yillik ortalama 9 milyar dolardan fazla bir gider
olugsmaktadir [121, 122]. Ayrica Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)’ye gore antimikrobiyal direng Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) saglk
hizmetleri giderlerinde fazladan 20 milyar dolarlik bir masraf olusturmakta bu da
yillik Gretkenlikte 35 milyar dolarlik bir kayba neden olmaktadir. Yine CDC’ye gore
ABD’de yilhk iki milyondan fazla insan antibiyotie direngli hastaliklara
yakalanmakta ve minimum 23,000 6lime neden olmaktadir [123]. Avrupa
Birligi'nde ise yillik 25,000 kisinin antimikrobiyal ila¢ kaynakli nedenlerden o6turu
hayatini kaybettigi bilinmektedir [124]. Suanda dunya genelinde ilaca direngli
enfeksiyonlardan oturd ise yillik 700,000 kisi hayatini yitirmektedir [125]. 2050 yili
icin antimikrobiyal direng kaynakli 6lim oraninin listede 10 milyona ulagsmasi

tahmin edilmektedir (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4 2050 yili igin tahmin edilen kosullarina gére 6lum oranlari. [126] nolu

referanstan uyarlanmigtir. Creative Commons Attribution 4.0 International Public

License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode)

Olim nedeni Oliim sayisi
Antimikrobiyal Direng 10 Milyon
Kanser 8.2 Milyon
Kolera 100,000 — 120,000
Diyabet 1.5 Milyon
ishalli hastalik 1.4 Milyon
Kizamik 130,000
Trafik Kazalari 1.2 Milyon
Tetanoz 60,000

Dunyanin farkh bolgelerindeki antimikrobiyal diren¢ kaynakli 6lum oranlari ise

Cizelge 2.5’te verilmistir. Buna gore en yuksek yillik 6limin Asya ve ardindan

Afrika’da olacagi tahmin edilmektedir.

Cizelge 2.5 2050 yili i¢in bolgeler gore tahmin edilen antimikrobiyal direng

kaynakl 6lum oranlari. [126] nolu referanstan uyarlanmistir. Creative Commons

Attribution 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode)

International

Public License

Bolge Oliim sayisi
Asya 4,730,000
Afrika 4,150,000
Avrupa 390,000
Latin Amerika 392,000
Kuzey Amerika 317,000
Okyanusya 22,000
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Antimikrobiyal direng, mali etkilerinin yaninda saglik sistemine ekstra yukler de
yuklemektedir. Bunlardan birisi de ameliyat sonrasi enfeksiyon riskini distrmek
igin kullanilan antibiyotiklerin, antimikrobiyal direngten kaynakli olarak basariyla
uygulanmasinin zorlugudur. Buna ek olarak organ naklini de zorlagtirarak
hastalari gesitli enfeksiyonlara agik hale getirmektedir. Bir inceleme galismasinda
karaciger nakli sonrasinda ¢oklu-ilaca direngli patojenlerin naklin basarisiz olma
ihtimalini ve 6lim oranlarini arttirdigini gostermistir [127]. Ayrica bir diger etkisi
de kemoterapinin kanserli hastalarda kullanilmasi konusunda gorulmektedir.
Kemoterapi kanser hastalarinin bagigiklik sistemini zayiflatmakta ve hastalari
enfeksiyonlara kargi daha hassas hale getirmektedir. Bu nedenle enfeksiyonu
engelleyecek ya da tedavi edecek efektif antibiyotikler olmadan, kemoterapi daha
da riskli bir hale gelmektedir [126]. Antimikrobiyal direnc ile ilgili konularin birgogu
karisik ve birbirleri ile iligkilidir. ilaca direngli bakteriler ile miicadelede yakin

zamanda inovatif ve etkili cozumlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.9. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler gesitli bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen ve hem
bakteriyosin dreticisi turin suslarina (dar aralikta) hem de daha uzak turlere
(genis aralkta) kargi antimikrobiyal etkiye sahip olan peptit ya da proteinlerdir.
Bakteriyosinler ilk kez 1925 yilinda Gratia tarafindan Eschericia coli’nin suslarinin
birbirlerini inhibe ettigini farkettiginde ortaya ¢ikmigtir [128]. Daha sonra protein
olarak siniflandirilarak kolisin adi verilmistir. 1928 yilina gelindiginde, Fleming
penisilini buldugu zamanlarda Rogers ve Whittier laktik streptokokkinin diger
laktik asit bakterilerini inhibe ettigini bildirmislerdir [129, 130]. Bundan bes yil
sonra ise Whitehead inhibitor molekulinlt izole ederek protein yapisinda
oldugunu goéstermistir [131]. “1947 yilinda ise N N inhibitory substance (nisin)

adini almigtir, -in son eki ise antibiyotik 6zelligini tanimlamaktadir [132].

Bakteriyosinler dogal maddelerdir ve proteinler gibi biyobozunurlardir. Ayrica
ribozomal olarak sentezlenen molekillerdir ve genetik muhendisligi yardimiyla

modifiye edilmesi mumkuindidr. Her bakteriyosin kendine 6zel ve dar bir
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spektruma etki etmektedir bu sayede gida mikrobiyal ekosistemlerini manipule

etmeyi saglamaktadir. Antibiyotiklere kiyasla daha dar bir etki spektrumuna

sahiptirler [133, 134]. Bir¢cok 6zellik bakimindan antibiyotiklerden ayrilmaktadirlar

(Cizelge 2.6)

Cizelge 2.6 Bakteriyosin ve antibiyotiklerin kargilastiriimasi.

[135] nolu

referenstan izin alinarak uyarlanmigtir. Telif hakki © 2001 Elsevier.

Ozellik Bakteriyosinler Antibiyotikler
Sentez Ribozomal ikincil Metabolit
Aktivite Dar spektrum Degisken spektrum

Konak hucre bagisikligi

Evet

Hayir

Hedef hiicre direnci veya

toleransi mekanizmasi

Genellikle hicre membran

kompozisyonunu etkileyen

genellikle etki sekline bagh
olarak degisik bolgeleri

etkileyen genetik olarak

molekdl

adaptasyon transfer edilebilir belirleyici
faktor
bazen kenetlenecek N
Etkilesim gereklilikleri spesifik hedef

Etki sekli

¢ogunlukla por olugsumu

hlcre membrani ya da

hicreler arasi hedefler

Toksik/yan etkiler

Bilinmiyor

Evet

Bakteriyosinler kimyasal yapilari, molukdl agirligi, enzim aktivitesine karsi olan

hassasiyeti, modifiye aminoasit ve aktivite mekanizmasina goére 4 gruba

ayriimistir [136]. Cizelge 2.7'de gosterilmistir.
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Cizelge 2.7 Bakteriyosinlerin siniflandiriimasi [136] nolu referenstan izin alinarak
uyarlanmigtir. Telif hakki © 2012 Bodaszewska-Lubas, M. Brzychczy-Wloch, M.
Gosiewski, T. Heczko, P. B.

Bakteriyosin Grubu Ozellikleri

IA: Katyonik 6zellikte nisin vb. lantibiyotiklerdir.

l. Grup IB: Duslk negatif yuk igerirler, duramisin, marsasidin ve
(Lantibiyotikler) | glametisin 6rnek verilebilir. Marsasidin, Alametisin, Duramisin
vb.

Lantiyonin icermezler. Kuguk ve Isi direncli peptitlerdir.

[IA: Antilisteriyal etki gosteren pediosin benzeri peptitlerdir.

Il. Grup _
IIB: Iki peptit igerirler, laktasin gibi.
[IC: Siklik bakteriyosinlerdir. Carnobakteriyosun.
G Blyuk, 1slya hassas protein bakteriyosinleridir. Helvetisin J ve
. Gru
P enterolizin A
Lipit, karbonhidrat gibi yan gruplart bulundurur ve
IV. Grup

karmasiklardir. Leucocin S, mesenterocin vb.

2.10. Lantibiyotikler

Lantibiyotikler Gram-pozitif bakteriler tarafindan uretilen, ribozomal olarak
sentezlenen ve yapilarinda lantiyonin (Lan), B-metillantiyonin (MeLan),
dehidroalanin ve dehidrobdtirin gibi post translasyonel modifikasyonlar sonucu

olusan aligiimadik aminoasitleri bulunduran antimikrobiyal peptitlerdir (

Sekil 2.10). Lantibiyotik ismi lantiyonin iceren antibiyotikten turetilmistir. Molekul
agirhiklant 5 kDa'dan kuguktur. 1. grup bakteriyosinler igin lantibiyotik ismi ilk
olarak 1988 yilinda lantiyonin igeren peptit antibiyotigin kisaltmasi olarak ortaya
atlmistir  [137]. IA grubundaki lantibiyotikler katyonik &zelliktedirler ve
hedeflenmis oldugu hicrenin sitoplazma zarini depolarize ederek etkinlik
gosterirler. 21-38 aminoasite sahiptirler. En yaygin ayesi nisindir. IB grubundaki
lantibiyotikler ise IA grubuna kiyasla daha kuguktiurler ve 19’dan az sayida amino
asit icerirler. Bu gruptaki lantibiyotikler ise konak hiicre enzimlerini inhibe ederler
[138-140].
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Sekil 2.10 Lantiboyiklere 6zel aminoasitler [141]

Lantibiyotikler ve 6zellikle nisin on yillardir gavenli ve dogal gida koruyucusu
olarak kullaniimaktadir [142]. Ancak ¢oklu ilaca direncgli bakteriyel enfeksiyonlarin
artisiyla beraber o6lumcul enfeksiyonlara karsi kullanimi ele alinmistir. Birgok
calisma hastanede bulasan (nozokomiyal) patojenlere karsi lantibiyotiklerin in

vitro potansiyeline isik tutmaktadir [143]. Bunlardan bir kismi Cizelge 2.8'de

listelenmigtir.
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Cizelge 2.8. Bazi lantibiyotikler ve potansiyel tedavi uygulamalari. [144] nolu

referanstan izin alinarak uyarlanmistir. Telif hakki © 2015 Field, Cotter, Hill ve

Ross.
o Ticari ilgili | In vivo
Lantibiyotik ) _ | Potansiyel uygulamalan Referans
hedefleri testleri
Stafilokokkal tedavisi (MRSA
dahil) ve enterokokkal
Gram ozitif enfeksiyonlari. Bakteriyel gogus
Nisin P . Y YeL90GHS |11 45 150]
bakteri iitihaplanmasi tedavisinde. Agiz
hijyeni, deodorantlar ve anti
kanser uygulamalari.
Stafilokokkal tedavisi (MRSA
MRSA VRE, C.
Mersacidin difficil + dahil) ve enterokokkal | [151-153]
ifficile
enfeksiyonlari. CDAD tedavisi
Stafilokokkal tedavisi (MRSA
MRSA VRE, C.
Actagardine diffcil + dahil) ve enterokokkal | [152]
ifficile
enfeksiyonlari. CDAD tedavisi
Deoxyactagardi o o _ o
C. difficile + C. difficile enfeksiyonlari tedavisi | [154]
ne/NVB302
] ) | Propionibacteria,
Gallidermin/Epi ) o )
) Staphylococci, + Akne, ekzema, folikiilit, impetigo | [155]
dermin )
Streptococci,
Pinensins Maya/mantar X Mantar 6nleyici/maya [156]
Stafilokokkal tedavisi (MRSA
o MRSA, VRE, ,
Planosporicin ) + dahil) ve enterokokkal | [157]
Streptococci ) .
enfeksiyonlari (VRE dahil).
Stafilokokkal tedavisi (MRSA
MRSA, VISA,
Microbisporicin o + dahil) ve enterokokkal | [158]
VRE, C. difficile
enfeksiyonlari (VRE dahil). Akne
) ) MRSA ve VRE dahil olmak izere
Mutacin B- | coklu ilaca ] ] ] )
) ) ) + coklu ilaca direncli bakteri | [149]
Ny266 direncli bakteri o
tedavisinde
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Bakteriyel gogus iltihaplanmasi

o Gram pozitif tedavisi, stafilokokkal ve | [150,
Lacticin 3147 +

(VRE dahil). Akne

bakteri enterokokkal enfeksiyonlari | 159, 160]

Neden olan ajanlara agirlik
) vererek Streptokokkal
Streptococci  S. ) o
o enfeksiyonlarin tedavisinde; | [161,
Salivaricin B Pyogenes ve S. +

. ) bogaz agrisi (ana nedeni S. | 162]
Sobrinus dahil

pyogenes) ve dis ¢lrimesi

(nedenlerinden biri S. sobrinus)

klor tasinmasini Sistik  fibrozis, go6zle ilgili 163
Duramycin ve slvi salgisini + hastaliklar ve rahatsizliklarin 164]'
arttirmak tedavisinde

Lantibiyotikler genel olarak MRSA, enterokoklar gibi nozokomiyal Gram-pozitif
bakteriler tarafindan ve yine onlara karsi uUretiimektedirler, Gram-negatif
bakterilerden ise sadece Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae ve N.
Meningitidis gibi birkagi nisin ve mikrobisporisin ile inhibe olmaktadir [165].
Enterobacteriaceae ve diger Gram-negatif bakteriler ise esas olarak dig
membraninin sitoplazmik memraninin lantibiyotik girisine engel olmasindan éturt

lantibiyotiklere kargi hassas degildir [166, 167].

2.11. Nisin

Nisin, Lactococcus lactis tarafindan uretilen polisiklik antibakteriyel bir peptiddir.
Lantibiyotik grubuna girer ve |A grubunun en yaygin kullanilan Uyesidir.
1990lardan itibaren gida koruyucusu olarak kullaniimakta ve dnemli bir bakteriyel
dirence neden olmadigi bilinmektedir [168]. Penisilin’den bir yil dnce 1928 yilinda
kesfedilmistir (Sekil 2.11) [129, 130, 169]. ilk defa 1953 yilinda ticari olarak
pazara sunulmustur. 1969 yilinda DSO, 1988 yilinda FDA tarafindan onay
alinmistir.  1990’larda gida koruyucusu olarak kullaniimasinin ardindan,
2000’lerde biyomuhendislik varyantlari olusturulmustur. Ve yakin zamanda da

biyomedikal uygulamalarina baglanmistir.
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Nisin’in gida Nisin’in
DSO tarafindan || koruyucusu olarak Biyomedikal
Nisin’in tanimlanmasi onaylanmasi kullaniimasi Uygulamalari

1928 1953 1969 1988 1990lar 2000’ler Simdi

Nisin'in ticari olarak FDA Biyomiihendislik
pazara sunulmasi Onayi vayrantlarinin
olusturulmasi

Sekil 2.11 Nisin gelisiminin zaman c¢izelgesi [170] nolu referanstan izin alinarak

uyarlanmigtir. Telif hakki © 2015 Society for Applied Microbiology

Blnyesinde lantibiyotiklerde gdrtlen ve nadir rastlanan lantiyonin, B-metillantion,
dehidroalanin ve dehidrobitirin bulundurur. Nisin A ve Nisin Z olmak Uzere iki
dogal nisin molekilt mevcuttur. Nisin A molekulunin yapisi 1971 yilinda
aydinlatiimigtir ve Sekil 2.12’de gosterilmistir. 34 aminoasitten olusan bir
polipeptiddir, amino ve karboksil ug¢ gruplarina sahiptir ve bes tane disulfit
koprusu igeren i¢ halka yapisina sahiptir. Nisin Z yapisinda ise Nisin A’dan farkh
olarak 27. pozisyonda Histidin yerine asparagin bulundurmaktadir. Nisin Z ile
Nisin A benzer antimikrobiyal etkiler gostermektedir. Nisin A 3354 Da molekiil

agirligina sahiptir.
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Sekil 2.12 Nisin A’nin yapisi. ABA, aminobdutirik asit; DHA, dehidroalanin; DHB,
dehidrobditirin (B-metildehidroalanin); A) ALA-S-ALA, lantiyonin; B), C), D), E)
ABA-S-ALA, B-metillantiyonin [171].

Nisin ¢ift etki mekanizmasi gostermektedir ve bakterinin hicre duvari sentezini
baslatici lipid bilesenlerinden olan lipid II'ye baglanarak hicre duvari Gretimini
aksatmakta ve hiicre membranda porlar olusturarak bilesenlerin sizmasina
neden olmaktadir. Bu sekilde bakterisidal etki gdstermekte ve su etki
spektrumuna sahiptir, Lactococcus ssp., Lactobacillus ssp., Streptococcus ssp.,
Micrococcus  ssp., Mycobacterium  ssp.,  Staphylococcus  aureus,

Corynebacterium ssp., Clostridium ssp., Bacillus ssp., Listeria ssp. [172-179]

Cizelge 2.9 Nisin’in biyomedikal uygulamalari. [170] nolu referanstan izin alinarak

uyarlanmistir. Telif hakki © 2015 Society for Applied Microbiology

Hastalik Nisin Model Sonugclar Referanslar
ilaca-direncli | Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin MRSA, Streptococcus [180]
patojenlerle w/w saflik) pneumoniae ve entereokok
iligkili dahil olmak (zere bircok
enfeksiyonlar Gram-pozitif bakteriye karsi

bakterisidal etki gostermistir
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Nisaplin In vitro Nisin penisilin ve diger ilaca [181]
(2.5 wiw direngli suslari dahil olmak
saflik) Uizere, Strep. pneumoniae’nin
klinik izolatlarina karsi
bakterisidal etki gostermistir
Nisin A (> | Invitro Nisin  Clostridium difficile’e [182]
%95 saflik) karg! yuksek bakterisidal etki
gOstermisgtir. Nisin
gastroentestinal kanal
boyunca absorbe olmamis ve
tim bagirsak florasi ve
anaeroplara kargl rastgele
aktivite gostermemistir.
Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin ilaca direncli [150]
w/w saflik) Staphylococcus aureus’a karsi
etkinlik gostermistir
Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin MSSA ve MRSA [183]
w/w saflik) suslarina karsi bakterisidal etki
gOstermisgtir. Ek olarak,
siprofloksasin ve vankomisin
ile  beraber kullanildiginda
aktivitesini arttirmigtir.
Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin  medikal cihazlarda [184]
w/w saflik) buyutilmis MRSA ve diger
staphylococcal biyofilmlere
karsi  bakterisidal  aktivite
gOstermisgtir.
Nisaplin In vitro Nisin, 2,3- dihidroksibenzoik [185]
(%2.5 wiw asit ile nanofibere dabhil olarak
saflik) MRSA biyofilmlerin olusumunu
engellemistir.
Nisin A | In vitro Nisin’in gastrointestinal [186]

(>%95 saflik)

kanalindaki  enfeksiyonlarin
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Gastrointesti tedavisinde kullanilabilecegi
nal Onerilmigtir.
enfeksiyonlar Nisin A ve Z | In vitro Nisin A ve Z, genis bir [187]
(>%95 saflik) cesitlilikteki bagirsak Gram-
pozitif ~ bakterilerine  karsi
benzer inhibisyon &zellikleri
gOstermisgtir.
Nisaplin In vitro Nisin pektin/HPMC karisimi ile [188]
(2.5 wiw beraber tablet halinde
saflik) getirilmistir  ve  potansiyel
konolik ilac  tasiniminda
enzimatik olarak kontrol edilen
tasima sistemi
olusturulmustur.
Nisin Z In vitro ve | Nisin Ureten sus Lc. Lactis [189]
fare enfekte farelerde  bagirsak
mikrobiyotasini modile etmig
ve vankomisine direncli
enterokoklarin bagirsak
kolonizasyonunu azaltmistir.
Nisin A ve Z | Fistiile Nisin’in jejunal kimus [190]
(bilinmeyen kopeklerd | bilegenleri tarafindan
saflik) en jejunal | degredasyona karsi duyarsiz
kimis oldugu gérulmustir.
kullanarak
ex vivo
Nisin F | In vitro ve | Nisin’in mide-bagirsak [191]
(gelisiglzel fare kanalinda bakteri
birimlerde popillasyonunda  sabitleyici
saflik) etkisi gorulmastir.
Solunum yolu | Nisin F | In vitro ve | Nisin Staph. aureus [192]
enfeksiyonlar | (geligiguzel sigan enfeksiyonu kontrolinde
I saflik kullaniimistir.
birimlerinde)
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Nisaplin In vitro ve | Nisin’in dustk kan ve doku [181]
(%25 wiw | fare seviyeleri  Strep.pneumoniae
saflik) ile enfekte olmus farelerin
olumdnd  engellemek igin
yeterli olmustur.
Cilt ve | Nisaplin In vitro ve | Nisin iceren nanofiber yara [193]
yumusak (%25 wiw | fare Ortl malzemeleri S. aureus ile
doku saflik) uyariimis cilt enfeksiyonlarini
enfeksiyonlar ciddi oranda azaltmistir.
[
Meme iltihabi | Nisin Z | inekler Mandiradaki sut veren | [194, 195]
(18000 U ineklerdeki meme iltihabi
mg?) tedavisinde nisinin meme igi
uygulamasi etkili olmustur.
Nisin A (~6 | In vitro ve | Nisin'in  lokal tedavisinin [196]
ug mi?) insan Stafilokokkal meme iltihabinda
etkili oldugu goralmustar.
Kanser Nisin A (%2.5 | In vitro ve | Nisin’in (bas ve boyun pullu [197]
w/w saflik) fare hiicre kanseri) HNSCC tumor
gelisimini azalttig
gOraimustar
Nisin A (%2.5 | In vitro ve | Nisin ve doksorubisin [198]
w/w saflik) fare kombinasyonunun, cilt
kanserindeki tumor gelisimini
yavaslattigi géraimustar.
Nisin A ve Z, | In vitro ve | Nisin’in HNSCC hicre | [199, 200]
%95 saflik fare apoptozunu destekledidi,
proliferasyonu baskiladigi,
anjiyogenezi inhibe ettigi ve
farelerin hayatta kalma
surelerini uzattigr géralmustar.
Agiz saghgi Nisaplin Maymun Maymunlarin besinlerinde [201]
(%25 wiw aldigr nisin dis plagindaki
saflik) streptokok sayisini azaltmistir
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Nisin Kdpek Nisin bazli agiz c¢alkalama [202]
(Ambicin  N) suyu plak olusumu ve beagle
(bilinmeyen kdépeklerinin  dis  etindeki
saflik) inflamasyonunu engellemistir.
Nisin A (%2.5 | insan Nisin Enterococcus faecalisi [203]
w/w saflik) dislerinin tamamen yok etmistir
kok
kanallarini
kullanarak
ex vivo
Nisin Z | Invitro Nisin C. albicans blyumesini [204]
(bilinmeyen ciddi oranda azaltmigtir
saflik)
Nisin Z | In vitro Nisin, dis eti hicreleri ile [205]
(bilinmeyen beraber calisarak C. albicans
saflik) enfeksiyonlarina karsi daha
blylk direng gdstermistir
Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin Streptococcus mutans [206]
w/w saflik) gibi diste c¢urik olusturan
bakterilerin buydmesini inhibe
etmistir
Nisin A (%2.5 | In vitro Poli-lizin ve sodyum florir | [207, 208]
w/w saflik) Strep. Mutans’in planktonik ve
biyofilm formlarinin
inhibisyonunda sinerjik etki
gOstermislerdir
Nisin A (%2.5 | In vitro Nisin MTAD ile esleserek E. [209]
w/w saflik) faecalis'e karsi MTAD’In
antibiyotik sonrasi sub-MIC
etkilerini gelistirmistir
Nisin Z (%95 | In vitro Nisin, Gram-pozitif ve Gram- [210]

saflik)

negatif oral patojenlerin ve
tukurikten taretilmis coklu tir

biyofilmlerin buyUmesini inhibe
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etmis, insan agiz hlcrelerine

sitotoksisite gostermemigtir.

2.12. Kanser

Kanser, vicutta bazi hudcrelerin  kontrolsizce buyuyerek vicudun diger
parcalarina da yayilmasina neden olan bir hastaliktir. Vicudun herhangi bir
yerinde baglayabilir ve trilyonlarca hucreye olugabilir. Normal hucreler blyur ve
hucre bolunmesi denilen bir sureg ile ¢gogalirlar. Yaglanmig ve hasarl hucreler
olurler ve yerini yeni hicreler alir. Bazen bu proses bozulur ve anormal ya da
hatali htcreler buyur ve ¢ogalirlar. Bu hucreler tumor olugturarak, kanserli ya da
kanserli olmayan (iyi huylu) olabilirler. Bazi kanserli tumorler yakindaki dokulara
yayilabilir ya da ele gecirebilir ve metastaz denilen vicuttaki uzak yerlerde de
yeni tumorleri olusturabilirler. Bazi durumlarda tedaviler metastatik kanserli
insanlarin yasam surelerini uzatabilmektedir. Bazi durumlarda ise tedavinin
birincil amaci metastatik kanser buyumesini kontrol altina almak ya da
semptomlari hafifletmektir. Metastatik timorler vicut fonksiyonlarina birgok zarar
verebilir ve kanserden hayatini kaybedenlerin bayuk bir gogunlugu da metastatik

kanser nedeniyledir [211].

IARC (International Agency for Research On Cancer)'ye gore dunyada her 5
kisiden 1’inin hayati boyunca kansere yakalanmaktadir, 8 erkekten birinin ve 11
kadindan birinin de bu hastaliktan hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir.
Dinyada nufusun yaslanmasi ve sosyo-ekonomik risk faktorleri hala bu artistaki
birincil faktor olmayi surdurmektedir. Dinya genelinde her 4 kanserli kadindan
17’ine meme kanseri tanisi koyulmustur ve kolorektal, akciger, boyun ve tiroid

kanserleri de kadinlar arasinda olduk¢a yaygindir.

ilk defa kadin meme kanseri, akciger kanserini gegerek en gok teshis koyulan
kanser olmusg, bunun da ana sebebinin dusuk ve orta gelirli Glkelerdeki yuksek
yayginlik oldugu dugsunulmektedir. Akciger kanseri sadece dugsuk ve orta gelirli
Ulkelerde degil kuzey amerika, avrupa, avustralya gibi yiksek gelirli boélgelerde

de halen kanser dlumleri arasinda bagi gekmektedir.
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Tarkiye 1ARC (International Agency for Research On Cancer) Global Cancer
Observatory platformuna goére 2020 yili i¢in dinyada en ¢ok yeni vaka gorilen
14. tlkedir Cizelge 2.10 [212]

Cizelge 2.10 Ulkelere gore 2020 yili yeni kanserli vaka sayilari [212]

Ulke Yeni Kanser Vakasi
Dinya 19,292,789
Cin 4,568,754
Amerika Birlesik Devletleri 2,281,658
Hindistan 1,324,413
Japonya 1,028,658
Almanya 628,519
Brezilya 592,212
Rusya Federasyonu 591,371
Fransa 467,965
Birlesik Krallik 457,960
italya 415,269
Endonezya 396,914
ispanya 282,421
Kanada 274,364
Turkiye 233,834
Kore 230,317
Polonya 204,575
Avustralya 200,021

45



Sayilar

>66899.8
v 23782.8-66899.8
i 9995.2-23782.8

26400-90052 [l  Uygun degil |
<2600 Veri yok

Sekil 2.13 Dunyada 2020 yilindaki tahmin edilen yeni vaka sayilari [212]

Tarkiye'de 2020 yilinda 233,834 yeni vaka tanimlanirken, nifusun %0.15’inin

(126,335 kiginin) kanser nedeniyle hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir.

Tiarkiye’'de en ¢ok yeni vaka gorulen kanser turu erkeklerde akciger, prostat ve

kalin bagirsak kanseridir, kadinlarda ise meme, tiroid ve kalin bagdirsak kanseridir

(Cizelge 2.11).

Cizelge 2.11 Turkiye'deki 2020 yih i¢in tahmin edilen yeni vaka sayilari, 6lum

sayllari ve son bes yildaki yayginlik [212]

Erkek Kadin Her ikisi
Nifus 41,636,125 42,702,942 84,339,067
Yeni Vaka Sayisi 132,816 101,018 233,834
Kanser'den Oliim Sayisi 78,949 47,386 126,335
Son 5 yildaki yaygin vakalar 300,071 281,565 581,636
En sik gorilen 5 kanser tipi Akciger Meme Akciger
(melanom olmayan cilt kanseri Prostat Tiroid Meme

hari¢, vaka sayisina gore)

Kalin Bagirsak

Mesane

Kalin Bagirsak

Akciger

Kalin Bagirsak

Prostat
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Mide Korpus uteri Tiroid

Tum dunyada 2020 yilindaki 19,292,789 olan yeni vaka sayisinin 2040 yilinda
%49.7 artigla 28,887,940 olacagd tahmin edilmektedir. %89’luk artis ile en ¢ok

artisin Afrika’da olmasi dngorilmektedir [212].

2.12.1. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlardaki en kotu huylu kanser tarudur, kanser turleri arasinda
en yaygin gorilen ve 6lim orani en yuksek olanidir, her 8 ile 10 kadindan 1 tanesi
hayati boyunca meme kanserine yakalanmaktadir [213]. Kuzey Amerika ve
Avrupa’daki olum oranlari erken tedavi ve verimli sistematik tedaviler ile
dusmektedir. Buna ragmen az gelismis Ulkelerdeki en olumcul kanser tird,
gelismis Ulkelerde ise akciger kanseri sonrasinda en 6lumcul kanser turadur
[214].

Meme kanserinin cerrahi tedavisinde meme koruyucu ameliyat (MKA) veya
mastektomi uygulanir. MKA'nin lokalize ve bolgesel kanserler igin uygun bir
sekilde kullanildiginda, ardindan da radyoterapi uygulandiginda uzun dénemli

kurtulmalar mastektomi ile ayni oranda olmaktadir [215].

Amerikan Kanser Dernegi'nin 2019 yilindaki raporuna gore, 2016 yilinda
ABD’deki kadinlar arasinda erken-evre (1. ve 2.) meme kanserinin %61’i meme
koruyucu ameliyat (MKA), %34’0 mastektomi ve %40 radyoterapi ya da

kemoterapi gecirmis ve %1’i ise herhangi bir tedavi almamistir (Sekil 2.14).
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1.ve 2. evre 3. evre 4. evre
Sekil 2.14 ABD’de hastaligin evrelerine gore kadin meme kanseri tedavi
paternleri, (%), 2016 yili. MKA: meme koruyucu ameliyat, RT: radyasyon tedavisi,

kemo: kemoterapi ve hedeflendirilmis tedavi ve immunoterapi [216]

3. evrede ise meme kanserli kadinlar arasinda %20 MKA, %68 mastektomi, %6
radyoterapi ve/veya kemoterapi, %6 ise herhangi bir tedavi almamistir. 4. evreye
baktigimizda ise artik en yuksek orani %56 ile radyoterapi ve/veya kemoterapinin
aldigi, %26’sinin herhangi bir tedavi almadigi, %5’inin MKA gegcirdigi, %12’sinin
ise mastektomi gegcirdigi gorulmustar. Ve tum bu ameliyat, kemo- ve
radyoterapiler normal hicre ve dokulara da zarar vererek hastanin 6limine

neden olabilmektedir.

2.13. Kanser Tedavisinde Nisin

Bakteriden Uretilen bilesiklerin kullanim potansiyeli enfeksiyon hastaliklarindan
kansere kadar uzanmaktadir [217, 218]. Ornegin, antimikrobiyal peptitler kanser
hicreleri Gzerinde sitotoksik efektler gostermektedir ve terapttik potansiyeli de
olabilmektedir [219, 220]. Nisinin FDA tarafindan insanlarda 83.25 mg/kg’a kadar
kullanimina onay verilmistir, bu da etki gérulmeyen en Ust seviyedir (farede 66.7
mg/kg kanser terapotik doz olarak) ve nisinin antikanser ajani olarak kullanim

potansiyelini gbstermektedir.

Joo ve ark. nisin A’'nin sitotoksik ve antitimor ozelliklerini agiga ¢ikarmis ve bas

ve boyun skuamé6z hicre karsinoma (HNSCC) tumor olusumunu engelledigini
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kesfetmistir [147] (Cizelge 2.9). Nisin hiicre membraninda bulunan negatif yuklu
fosfolipid baslari ile etkileserek yeniden organizasyon olmasina arabuluculuk
eder ve porlar olusturarak iyonlarin girisine neden olmaktadir [221] [222]. Ayrica
son calismalarda agiz bakterileri gibi bazi bakterilerin kanser gelisimini
arttirabildigi  gorllmustlr [223, 224]. Bu tiurden senaryolarda, nisin hem
mikrobiyomu bozmak hem de kanser hiicrelerinin buytimesini inhibe etmek gibi
iki faydal sekilde etki gosterebilir. Sonug olarak nisin hem antimikrobiyal hem de

antikanser o6zelligi sayesinde buyuk bir terap6tik potansiyel gostermektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneyde Kullanilan Kimyasallar ve Mikroorganizmalar

TRIS (BioUltraPure, Bioshop), Etilendiamintetraasetik asit (E.D.T.A., IMICRYL,
Tarkiye), Magnezyum Klorir Hekzahidrat (MgCl2..6H20) (Emsure, Merck),
Izopropanol (CsHsO, Sigma), Polietilen Glikol 8000 (PEG8000, Sigma Aldrich),
Sodyum Hidroksit (NaOH, %98, Sigma Aldrich), Sodyum klorir (NaCl, Emsure,
Merck), Asetik asit (CH;COOH, EMPROVE, Merck), 3-(4,5-dimetilltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyumbromar (MTT, VWR Life Science).

Nisin, (nisin from Lactococcus lactis (2.5% w/w, Sigma Aldrich) stoklari, daha
once agiklanmig prosedirin modifiye edilmis haliyle hazirlanmigtir [145], buna
gore 0.25 g nisin 1 mL, 1M HCl igerisinde 2 saat oda sicakliginda ¢dzulmustur.
Ardindan bu hacim 50 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. Nisinin mikroplaka gibi
plastik yluzeylere baglanmasini engellemek amaciyla solisyona 5 mg/mL

konsantrasyonunda sigir serum albimin (BSA) eklenmistir [225].

Antimikrobiyal aktivite ve sitotoksisite testleri Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yuratulmustur.
Antimikrobiyal aktivite ¢calismasinda kullanilan metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA, ATCC 43300) ve vankomisine direncli Enterococcus faecalis
(VRE, ATCC 51299) ATCC’den (American Type Culture Collection)dan
KUBTUAM tarafindan temin edilmistir ve gelistirme besi ortami olarak Mueller
Hinton Broth (Merck) kullaniimistir.

Calismada kullanilan hiucre hatlart MCF-7 (meme kanseri hucre hatti) ve L929
(saglikli fare fibroblast hticre hatlar) SAP Enstitlisi hicre kalttri bankasindan
temin edilmistir. MCF-7 icin besiyeri Roswell Park Memorial Institute (RPMI), %10
fetal bovin serum, %1 penisilin/streptomisin, L929 icin ise besiyeri, %89 L-
glutamin icermeyen fetal calf serum (FCS)lu Dulbecco’s Modified Eagles
Medium/F-12 (DMEM/F-12) (Biological Industries), %10 Fetal bovin serum ve %1

penisilin/streptomisin ¢ozeltisinin steril ortamda karistiriimasi ile elde edilmistir.
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3.1.1. DNA Primerleri ve Iiskele

Tek zincirli iskele DNA m13mp18, (tip p7249) Tilibit Nanosystems GmbH,
Almanya firmasindan temin edilmistir. M13mp18 faji E. coli ER2738'de

cogaltiimig, faj polietilen glikol presipitasyonu ile saflastiriimis ve tek zincirli DNA,

fenol ile ekstrakte edilmistir. Zimba zincirler ise Atlas Biyoteknoloji, Ankara’dan

temin edilmistir ve sekanslari Cizelge 3.1'de listelenmistir.

Cizelge 3.1 60 helis demeti olugturmak icin kullanilan 141 zimba DNA’'nin

sekanslari

©O© O ~NO O WNPE

WWWNDNNNNNMNNNNNRPRPRPRPRPEPRPRPRPEPRPRPPERPRERER
NPFPOOONOOULA,RWNPOOONOODOUPDMWNEO

Sekans (5" - 3’)
GATACTTGCCAGTTAAACCATCAATATGGAGCAAACAACAAA
GGAGGTTCGAGCGTAAACAGCGAGAGAA
CTTGCAGGAGCCTACCTCCCGGACCTTTATTTCAAGACAGTC
AAACGAATTATGCGGGGCTTGCAGAACCACCCATG
GAAGAAACTCATTACACCAGACACCACCCTCATCTGGTTGAT
ATTTTTTCGGAGTGTCTTTCCCACAGACAATAGGAGCCACCCGAATAGG
ATATTTTGGCCGGACGCAAGGAAAGAAGTTTTGAAATATAAC
AGCATGTAAGAATAGCCAACGCAGTTGAAATATCTCCTGCAA
TAAGAGAAACGCGCGAAAAATGGGTATTAGCCGTTTAAGAAC
CATCCTATTTTAAAACTAATAGCTCCTGTGTGAAAGCGTTGC
CGTATTGCAGCTGCGGTCACGCGACAGTGGTGGCAAATAACCAGGAAGC
AGATGATAAAATTATAGATTTTTGCTTTATTATTCATTTCAATACATTT
ACTATATGATTATCGGAGCGGCAGATTCGAATACG
CATTTATTGCTGAAACGAGTAGATTTGTGAGCACTTTAGCATCACCTTG
AATATCCAATTACTACAAATTGGTTATC
TACCGTACGCCTGTGAGTAATTCATAAGATAGCGT
TTACCCTACCAAGCCAAAAGAGTTTATCGACAATG
TCAATTCATTAGCACATTATGTTTTTAGAAAAGGGTAGCTGAAGGTCAT
GAGAGGCCGAGGCAATACCACGTTAATA
AAAATCTTGTATCGATACACTACTTTTTAAACTCCCTCCTTTATATGCA
ACTTCAATTTCGCATCCCAATCGCAACTTTAAGTTTGTAAAA
CAGGCTGTCTGCGATATAATGGATGGCT
GCGAAACGACCTGCAACTGACCTGACCTAACAAAGGTAAATTATTTTAA
TTGACGCTAATATCCATCACTCCGAGTAGGTACGCCAGAATC
ACATTAAAATACTTAGGCAAGCAGAAAACGAGATCCGCCAGA
AGGGTTAAGATGAAAACAATAAGCAAAA
CACCGCTATACGAGGATCCCCGGGTACCCAGTGCCGTGCTGC
CAGTGCCAAGATAAGTCTTTAAGCGTAAACCAGTC
CATAAATAACGGAGACCAACCGTGAATTTCTTAGCAAAAAGG
GTAGCAACATTGCATAATGGATGATTGTACCTTTTTATTTTAACAAGCA
AGCGAAACTTTTGCGGGATCGTTAACAGCTTGATA
CTGTTTAATTATTCAAACGTCACCAAACCCTCAGCAATACGT
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

AGGCGAACCCTGAGTAATTCGCAACCCGCCAAAAAAAATTAACCTCAAA
TATACAGGTCGCTATCTGAGAACTTGCGGCGAGGCAATACCC
CTTATCCGATTAAGGGCAACAGGAGGTTACCCTCA
GCTCACCAACAGAGAAACATCGATTAGATCTTTAGATCATATGCAGAGG
GGGTCAGAGTGTACCGAACAAATTACGCTCAGATA
ATTAATTTTGTTATAAGCGCCATTCGCAAGGTGCA
CCACCAGCATCTTTGGCACTACGAAGGCATTTGTA
GAAGATGCATCAAGTTCTGTAACAAAAT
AGCGCATAATAATAAACCTATAGTTAAT
AAAGACAGAGCCGCAGAGCCG
CATATTAGTGAATAATTTTCCTAACGTCGAACCTAATATTACGAAATAC
TTTTGCGCTGTAGCTCAACATAGTTGATAATGGTC
TTTTCTTTTCACCAGTGAGAG
AAACCAAGGAATAATATTGACTCATAATCCCCTTATTAGCGTTCTGAAA
ACAACAAGCTGAGGGCAACGG
TATTTAAGTATAAAAACACCGTTTGAAAAAAGAAC
GAAAAACACATTCTCATTATCTTATTAAATTTCATGCCTGTTTGAACAA
GAACGGGGTTTTAGATCGAGAGTAATAA
GTAGGTATTGTTAATCAAAAAAGAGTTGCGGTTTG
GGGATAGCAAGCCCAGCCCTCAGGCTGGCAACTTTATAGTAA
ACGGATTCTGTCCATTGATTAGTAATAACAGAACACCATATC
CAATGAATAAGCCCTAGACGGGAGAATTCTTTACA
AAATCTCTAACAGTTTCTGAAACACGGGCAACAGCCGAAATCGGCAATT
CTCAATCAAGGAATTGAGGATAACTCGTACCAGAA
AATGGAACGTCATATATAAACTATTCTGGCGGATAAGTGCCG
TATTAAAGAACGTGAGGGTTGGAAGATTTAAATTTAAGATTC
TCTATCAGCCGATTAATTAACCGGGAGA
AATGCAATCAACAATAAATTCGAGCTTCCGGGTAA
AGGCCGGATTAAAGAGGTAAAGTTTATTGAAACGCAAAAGAAGAAACGC
TTAATTAACCTTGCAAAACAAAATTAATTTACCTG
GGGGGTAGAAAGAGGTGTCGAAAAGGAACAACTCC
AATAAGATACATAAAAACATAAATTGCGTTTGCACTTGCTGGTCAATCG
ACCTGAAATGCGCGATACATTTGAGGAACTTACCA
TATGTGATTTATCCCTTACCATAGCTATAGAAGGATTTGATGCTCATTA
TCATCACGTACCGCTAAGTCCTAAGTTTGACCATTGCATTAA
ATAGATAAACTGATCGAACCACCAGCAGACGCTGATCAAACC
AGGAATCTAGAAGGCAAGATTCCTGAATCAATCCAATGAAAA
AGGTCATACCAGACCCGAAAGCAGGTCTTGCTTTAAATGTTT
TTTATTTAACTTTTCCTAAATCCTTTGC
CAACGCCGTACCGACAAAAGGCAACATGATTTACGTTTCCTT
TCATCAAAGCATTCAGACGTT
GAGCCACACCGGAAGGAGGGAGTGAATTAATGCAGATATAAAAACATGT
TAGCAGCAACTGAACACAAGAAAAGTATAGTAACA
CATTACCTCAGTAGCGACAGACGTTTTCCACCACCAACCGCCGAGGCAG
AATTTAGGCGTTATAGAAAAACTTCTGATCAAATATAACCTCTCATAGG
CGGCTTACATCAATGGAACAACAGTAATCCTTCTG
CAGTCGGCGCATCGTAACCTTATCATCA
CGACGGCGAGCTCGCAATTCCGTGAGCT
AATCATGACGACGTGGGTAACGCCAGGGAACCATT
GTCGTGCGGCGCCACGCCTGGAATCCTGCCGAGATGACTCCAACGTCAA
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84
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108
109
110
111
112
113
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125
126
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130
131
132

CCATCGATAGCAGCTCATAGCCAAAATCCACCCTCCGCCAGC
CTGAACCTAAAATAGCCGTCACCGAACGATTTTGCATAATCC
TAGAGCTTATCGAGCCAGTAA
AAGGCGAGTTGGGACCGGAAAGGGACGATTGGTGT
CGAGTAACGTCTGGTTCGCATGTATAAGTAAAACT
TCATTTGGAGGCGAGAATACCGAGGCCATGCCTGA
GATTGAGCCAGAGCATCGGCATTTTCGGACCGTAAATTAGCA
GCCCCCTACCGTTCACGTGTACAGACCAAATAAGG
CCGATAGAAGGCCGGACAGCATCGGAACAAGTTTCAAAGAGG
ATTACCGGCAAGACTACCGACATTCGACTTAGAAGGCTATTAAACAGAG
GATTAAGTGTTTAGTCATTCCTCGGTGCGGGGGATAAGCTTG
GTACCAGAAACATGATTGAGTATAGCAAACGCTAATTGAAGCATCAAAA
GGCAATTGGTTGGGGCGAGAATCATCGTATCATTCAATCAAT
CAGGAACAAAGAGTCGCCTGATCAGGTTCTTAGAATGAATTTCTTAAAT
CTAATGAACACAACTCTGGTGAGGGCGAATATAACGTTTTAATGATAAG
GAACTGGAATCTACATTCAACACCGTTC
CAAACAAGTCAGACACATACATCATATGGGCTGTC
CTGTTCATTAAAAATGAAAAATCTAATTCCCAGTCGTCATAG
AATTACCCTAACGGGTTGAGAATGCCGG

TCTCTGAATACGATCTAAAGT
TTTGTCGAGAATAGAATCCGCAAAGTACCAAAAAT
AAAACCAATATATTGGTTGTATCGGATTTGGGATAATTAATGGGGGTGC
ATAAGTATAGCCCGTCAGAGCACGAGTACTGCTCAGGAATTA
ACCACCACCGCCTGATAAATTGACAGAT
TCGAGAGATTTCGGAGCCTGACGAGAAATACCAGTCAAGGGA
CTACATTACACGACAGAAACCATTAAATTTAATGG
CTTACCGGATAACCCACCCTGAACAAAGGTCAAAA
AAAAGGGGCTCATGCGCCAGCTACTTCTTCACGCAAAAGGGATTTTAGA
ATCATACTTGCGGGAGAAGCTTTGGATTTGAGTAAGGCTGCCCGCTTTC
CGGAAGCCATGAGGGAGGGTACTTGCAGGGAGTTATTGCGCCAGCTTGC
CCCTCAGGGAACCGGGCGACACTTGAGCCAATAAATAAAGTAATCGCCA
GTGGTTCTGATTGCGTAGCCAGCTTTACACCGTTA
TGCCTGAGTAATCGCAAATATGAATAGCTTTGATG
TCAAATAGAGCCAGCAGCAAATACCGAAAGCCCTAATAGAAC
TTTTGCAATAAAAAACCCTGTATGTGAGAGATGGGGAAACCTAACTCAC
ATAAATCATACAGGTGCCTTGTAAGAGGCGGGGTTTTGCTCA
CTTTCCACAAGAAAAATAATACAGTAAGAGCGCAG
AACAGTTGCAAAGATACTAATGTTTGAGCCAGGCACCGCTCAAATTCGT
CTACAAACAATCATAAAACAGAGTGTTGCCCCAGC
TTATATATCAATAGTCCTTGAATCAATAAACAATT
AATTGCGAATAATATTTCGAGTAAAACGCATTAAAAAAGCGA
ATGAACGGAGTCTGATATTCATAATGCA
AGGGCGAATCAAAATTAAATTGTAAACTAGAATCG
GCCAAAATTCAGTGGGCGCATATAGTTAGCGTATTGCTTTCA
AAGCCAGATTGACATATAAAATTGTCACCAAGAAC
GGATTAGCTGAGACTCAGAGAAAGCCCTATTTTATAGTTGCTAGAAGAG
TGTATCACCGTACTCCACCCTAGATGGTACCCAAAAGCAACA
TAACATAAAAACGGACGTTGG
AACCCTCAAATAGCAGACTGGGGAACCGTCCATGTGTTTCAGCACGTTG
TGTAGCGATCAAGTATCACCAGTAGCACTCACCGA
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133 AGTAAATTTCAACATACTTAGCGATTATGACTATT

134 TTCAACCAGAAAATTAAAGGTACTCCTTAGTTACC

135 TGAGAAAGTTAAAACCTTCCTCCTTCACGGGTGGT

136 GAATCATCATCCTATTCAGCTATCACCG

137 GAATCCCGCAATAACTGAAAAATCGGCC

138 AGCATGTGGCTATCTAAATTATTTAGGATAGTAAGTCAACGT
139 ATGAAAGTTTACATCGAATCCCTTATAAAAAACCG

140 TCTGCCAAGTAGTAAGATACAATATCGCGTTTTGAACATGAC
141 GTGCCCGCATGGCTAACCGAGCTGGCATGGTATTC

3.2. YOntem

3.2.1. DNA Origami Nanodemetlerinin Olusturulmasi

60 Helis demeti DNA nanoyapilari (DNA-NY) daha 6énce rapor edildigi sekilde
m13mp18 virlisunden elde edilmis 7249 baz uzunlugundaki DNA iskelesinin bir
grup kisa zimba zincirler ile katlanmasi ile olusturulmustur [226]. Buna goére su

bilesenler birlegtirilerek katlama ¢ozeltisi olusturulmustur,

- 20 ml m13mp18 iskele (100 nM)
- 40 ml zimba oligomerler (500 nM)

- 40 ml katlama tamponu, 2.5X TAE, 12.5 mM NaCl ve 50 mM MgCl2

Katlama ¢dzeltisinin toplam hacmi 100 uL olacak sekilde thermocycler (TC-Plus,
Techne Inc.) kullanilarak termal tavlama islemine tabi tutulmustur ve 65 °C’den
60 °C’ye kadar her 15 dakika’da 1 °C dusurllerek islem gergeklestiriimistir.
Ardindan 60 °C’den baslayarak 40 °C’ye kadar bu sefer her 45 dakikada 0.25 °C
dusurulerek islem gerceklestiriimisti. Daha sonra oOrnekler 12 °C’de

termocyclerda muhafaza edilmistir.

Daha sonra fazla zimba DNA’lar ise polietilen glikol (PEG) bazl saflastirma ile
uzaklastiriimistir [14]. 200 yL DNA-NY ve zimba oligomerlerden olusan ¢ozelti
uzerine 600 pL 1x katlama tamponu (1x TAE, 5 mM NaCl, 20 mM MgCl2, pH
8.57) eklenip konsantrasyon 4 kat seyreltilmis, bdylelikle 800 pL’lik bir ¢ozelti elde
edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 1:1 oraninda 800 yL PEG presipitasyon tamponu
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(%15 PEG-800 (agirlik/hacim), 1xTAE, 505 mM NaCl) ile karistinlarak oda
sicakliginda, 30 dakika, 14000 rcf ile santriflj edilmistir. Santriflj sonrasi
supernatan uzaklastiriimis ve c¢okelti 1x katlama tamponu igerisinde baslangi¢
hacminde yeniden ¢dzulmustir. Saflastirilmis bu stok ¢ozelti, deneyden dnce bir

gece oda sicakliginda bekletilerek ¢caligmalar yapiimigtir.

DNA origami konsantrasyonu Beer-Lambert esitligi ile hesaplanmigtir;

OD360 = €260-Cpna-1 (3.1)

0D, : 260 nm dalga boyundaki optik densite,

e260 : yaklasik ekstinksiyon katsayisi (0.9 * 1M-tcm™) [227],
Cpna - DNA nanoyapi konsantrasyonu,

[ : santimetre cinsinden i1s1gin aldigi yoldur (0.05 cm).

Optik densite Inovia MSP Touch-200 ile dlgulmustar.

3.2.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Géruntiulenmesi

Calismamizda elde edilen DNA-NY ve nisin yukli DNA-NY’larin boyutu ve yilizey
ozellikleri ODTU Merkez Laboratuvar’'nda, Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
(FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin Yuksek Kontrastli, Oregon, ABD) ile 50 nm ve 100
nm buydtmelerinde incelenmistir. Her &6rnek hazirlama asamasinda tuz
kristallerinin goruntl almaya engel olmamasi i¢in ornekler analiz dncesi su ile

yikanmiglardir.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitelerin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etki degerlendirmesi, metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA, ATCC 43300) ve vankomisine direncli Enterococcus faecalis (VRE,
ATCC 51299) Uzerinde incelenmigtir. Mikroorganizmalarin Mueller Hinton
Broth’ta gelistirilen 24 saatlik bakteri kaltiri serum fizyolojik kullanilarak

seyreltiimis, 600 nm’deki spektrofotometrik dlgumleri BIOTEK GEN5 Elisa
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Reader PowerWave XS2 (BioTek Instruments, Inc.,ABD) ile yapimig ve

calismada kullanilacak 10° konsantrasyona getirilmistir.

Nisin ve nisin yukli DNA-NY’larin etki degerlendirmeleri mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak incelenmistir. Bu amacla nisin, DNA-NY ve nisin yUkli DNA-NY
ornekleri 96 kuyulu mikroplaka kullanilarak karsilastirmali olarak ele alinmistir.
Calismada kullanilacak DNA-NY’lar iki kez su ile yikanarak ortamdaki TAE
tamponu uzaklastinimistir. Calismada 6ncelikle nisin ve DNA 154/1 molar oran
olacak sekilde oda sicakliginda inktibe edilmistir. Bir situnda DNA (16.20 nM),
bir situnda nisin (2.50 uM) ve bir situnda da nisin yukli DNA (16.20 nM DNA +
2.50 yM nisin) olacak sekilde 7’ser konsantrasyon calisiimigtir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 DNA-NY, nisin ve nisin yikli DNA-NY c¢oOzeltilerinin antimikrobiyal

etki degerlendirmesinde kullanilan konsantrasyonlari

Sadece Nisin
Sadece DNA-NY (nM) ve Nisin (uM)
Ornek | DNA-NY (nM) Konsantrasyonu Konsantrasyonlari
(LM)
1 16.20 2.50 16.20 + 2.50
2 8.10 1.25 8.10 +1.25
3 4.05 0.63 4.05 + 0.63
4 2.03 0.31 2.03+0.31
5 1.01 0.16 1.01+0.16
6 0.51 0.08 0.51 +0.08
7 0.25 0.04 0.25 +0.04

Her bir kuyuya sayisi 10° olacak sekilde MRSA veya VRE bakterileri eklenmistir.
Ayrica nisinin mikroplakaya tutunmasini engellemek igin 5 mg/ml sigir serum
albimini (BSA) eklenerek [225], 24 saat 37 °C’de inklbe edilmistir (Cizelge 3.3).
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inkiibasyon sonrasi 600 nm’'de spektrofotometrede OD élciilerek, bakteri

hicrelerinin % canhliklar esitlik 3.2’ye gore hesaplanmistir.

Cizelge 3.3 Caligmada kullanilan mikroorganizmalar, inkubasyon sicakligi,

suresi ve gelistigi besi ortami

Mikroorganizma adi inkiibasyon | inkiibasyon Gelistigi besi

sicakhgi suresi ortami

Metisiline direncli _
Mueller Hinton

Staphylococcus aureus 37 °C 24 saat
Broth

(MRSA, ATCC 43300)

Vankomisine direncli )
Mueller Hinton

Broth

Enterococcus faecalis 37°C 24 saat
(VRE, ATCC 51299)

3.2.4. Sitotoksik Aktivitelerin Belirlenmesi

Nisin, DNA ve nisin yukli DNA c¢ozeltilerinin sitotoksik aktiviteleri MCF-7 meme
kanseri hucre hatti ve L929 saglikli fare fibroblast hicre hatlarina kargi
incelenmigtir. -80 °C’de stok halinde bulunan hicreler, 37 °C’de ¢ézdlrllerek 2
mlI DMEM eklenmis, 2000 rpm’de 2 dk santrifij edilerek ¢oktlralmustar. Ardindan
coken MCF-7 hicreleri DMEM besiyeri ile L929 hiicreleri ise RPMI besiyeri ile
homojenize edilerek 37°C’de %5 CO:2 altinda Binder CB150 (Binder, Almanya)
inklibatorde inkiibe edilmis, 24 saatlik taze kultir elde edilmigstir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan hicre hatlari ve fizyolojik kosullari

Inkuibasyon |.
. Inkiibasyon .
Hicre Hatti sicakligi ve . Gelistigi besi ortami
siresi
ortami
MCF-7 (meme 37 °C, %5 DMEM (%10 FBS, %1
_ 24 saat o o
kanseri) CO2 penisilin/streptomisin)
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L929 (saglkli fare | 37 °C, %5 ” . RPMI besiyeri (%10 FBS,
saa
fibroblast) CO2 %1 penisilin/streptomisin)

Logaritmik dreme fazina getiriimesinin ardindan MCF-7 meme kanseri ve L929
saglikh fare fibroblast hicreleri mikrokuyucuklara iki tekrarli olarak, birinci
orneklerimiz sadece DNA-NY (16.20, 8.10, 4.05, 2.03, 1.01, 0.51 nM
konsantrasyonlarinda), 2. drneklerimiz sadece nisin igeren (2.5, 1.25, 0.63, 0.31,
0.16, 0.08 uM) ve 3. drneklerimiz yani her ikisini (nisin ve DNA-NY) iceren olacak
sekilde 6’sar konsantrasyon galisiimigtir. Kontrol olarak, negatif kontrolde sadece
MCF-7 hicre (Sekil 3.1 H satir) pozitif kontrolde ise sadece %20 DMSO (Sekil
3.1 G satin) kullaniimistir. Bilesiklerin Gzerine 5000 adet MCF-7 ve L929 hiicresi
96 kuyucuklu mikroplakalara eklenmis, 24 saat 37 °C'de %5 CO: iceren
inkUbatorde bekletilmistir, sonuclar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de gériimektedir.

Sekil 3.1 MCF-7 insan meme kanseri hicre hatti bulunan mikroplaka
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inkiilbasyon sonunda kuyularin tabaninda bulunan hiicrelerin {izerindeki
besiyerleri mikropipetle alinarak her kuyucuga 10 yl MTT ¢dzeltisi eklenmis ve
37 °C %5 CO2 ortaminda 4 saat inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonunda MTT
¢ozeltisi kuyucuklardan uzaklastirilarak her kuyucuga 100 ul izopropanol

eklenmis ve 570 nm’de optik dansite (OD) dlcumleri yapiimistir.

Sekil 3.2 L929 sagdlikli fare fibroblast hiicre hatti bulunan mikroplaka

Negatif kontrol grubu ile G¢ grup orneklerin kiyaslamasi yapilmig, ardindan %

hicre canliligi agagidaki formule gore hesaplanmistir.

Ornek OD

% Canlilik= (m

)x100 (3.2)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. DNA Nanoyapinin Karakterizasyonu

Yapilan tez calismasinda DNA nanoyapilari, Bolim 3.2°de belirtildigi gibi DNA
origami yontemi ile olusturulmustur [226]; 6zel katlanma tamponu icerisinde tek
zincirli uzun iskele DNA (m13mpl8) ve 141 farkh kisa ‘zimba’ zincir, 65°C
sicakliktan baslayarak sogutma islemine tabi tutulmus, oligonikleotitlerde
bulunan sekanslar eslenikleriyle bir araya getirilmis ve katlanarak istenilen en son
DNA-NY elde edilmistir. DNA nanoyapinin olusumunda komsu cift zincirler
arasindaki elektrostatik etkilesimleri azaltmak amaciyla Mg?* iyonlari iceren TAE
tamponuna yer verilmigtir [56]. Bu slre¢c sonunda polietilen glikol (PEG) bazli

saflastirma ile reaksiyona girmeyen fazla zimba zincirler uzaklastiriimigtir.
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Sekil 4.1 A,B) DNA Nanoyapilarin ve C,D) Nisin yukli DNA nanoyapilarin
Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) gorintileri. Olcekler: A) ve C) 100nm, B)
ve D) 50 nm.

Olusturulan DNA nanoyapilarin ylzey, sekil ve boyut 6zellikleri gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmigtir. Sekil 4.1 incelendiginde DNA
nanoyapilarin 50 nm boyutunda olustugu ve boyutunun nisin yuklendiginde 70
nm civarina giktigi gézlemlenmistir. Bu boyut artigi, katyonik nisin ile negatif yukli

DNA nanoyapinin elektrostatik olarak baglandigini géstermektedir.
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4.2. Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi

Gelistirilen nisin yukli DNA nanoyap!i bazli ilag tasima sisteminin antimikrobiyal
etki degerlendirmeleri metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
vankomisine direncli Enterococcus faecalis (VRE) Uzerinde incelenmistir.
Deneysel calismalarda agiklanan mikrodilisyon yontemi ile elde edilen drnekler
incelenmig, sadece nisin, sadece DNA-NY ve nisin yUkli DNA-NY iceren
kuyucuklardaki MRSA ve VRE bakterilerinin yuzde canhlik degerleri deneysel

calismalardaki esitlik 3.2’ye gore hesaplanarak grafiklendirilmigtir.

1. 6rnegimiz olan sadece DNA-NY kullanildiginda konsantrasyon arttikga canlilik

oranlari %90-95 civarinda korundugu gézlemlenmistir (Sekil 4.2)

MRSA
120

80

y =-0.6164x + 97.195
60

% Canhilik

40

20

0 5 10 15 20
DNA-NY Konsanstrasyonu (nM)

Sekil 4.2 Sadece DNA-NY ile inkiibe edilen metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) bakterilerinin degisen DNA-NY konsantrasyonlarina karsilik
gelen % canlilik degerleri
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Bu sonu¢ degisen DNA-NY konsantrasyonu ile MRSA bakterilerinin sayisinin
hemen hemen degismeden kaldigini gostermektedir ve DNA-NY’nin kendi

basina MRSA Uzerinde bir bakterisidal etkisinin olmadigini gdéstermektedir.

120 MRSA
E- _ ¢ Nisin
100 {'
UT T "é o DNA NY + Nisin
(X%
80 l
®
< 60 S e y=-0,0401x + 112,85
40 y=0,0393x +91,327
2=0,90
20 }
00 8
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Nisin konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.3 Nisin konsantrasyonuna karsilik gelen sadece nisin ve nisin yukli DNA-
NY’lar ile inkibe edilen metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) %

canliliklar

2. ve 3. ornegimiz olan nisin ve nisin yukli DNA-NY sonuglar $ekil 4.3'te
verilmigtir. Sekil incelendijinde sadece nisin igeren kuyucuklarda nisin
konsantrasyonunun artigina bagh olarak canlilik oraninin dastigu, inhibisyon
oraninin arttigi  goérulmustir. Bu canliik orani 2500 nM'da %3’e kadar
dusmektedir. 3. 6rnegimiz olan DNA-NY’ya nisin yukli kuyucuklarda da hemen
hemen ayni degerler (%5) saptanmustir. inhibisyon orani yéniinden baktigimizda
her iki 6rnegimizde de inhibisyon oraninin %95 ve %97 civarinda oldugu bu da

nisin lantibiyotiginin MRSA’ya karsi oldukg¢a etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3’te goraldiga gibi, nisinin MRSA bakterilerinin %50’sini 6ldirdigu 1Cso
degeri 1051 nM (3.50 mg/L), nisin yukli DNA-NY’nin ise 1567 nM (5.20 mg/L)
olarak bulunmustur. R? korelasyon katsayilarina (0.90 ve 0.96) bakildiginda

deney sonuglarinin guvenilir oldugu dogrulanmistir.

Yapilan kaynak arastirmasinda nisinin MRSA’ya karsi ICso degeri Brumfitt ve
arkadaslarinin ulastigi 6 mg/L ile uyumluluk géstermektedir [145]. MiK degerleri
ile ilgili kaynaklar incelenmis ve galismalardaki %100 oldurmenin gergeklestigi
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerleri 12.8 mg/L [228], 1.5-16
mg/L [145], 1-32 mg/L [229] olarak bulunmustur. Yaptigimiz ¢calismada nisinin
MRSA poptlasyonunun %97’sini inhibe ettigi deger 8.3 mg/L (2.50 uM) elde
edilmistir bu da literatirdeki veriler ile paralellik arz ettigini gostermektedir.
Nitekim Piper ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi ¢alismada S. aureus
suslarina karsi nisin ve laktisin 3147 lantibiyotikleri karsilastirildiginda nisinin,
laktisin 3147’ye kiyasla daha iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir [150]. Bu da
nisinin metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’ya karsi antimikrobiyal

ajan olarak kullanim potansiyelini desteklemektedir.

= ‘

100

y = 0.0891x + 103.68
80

60

% Canlilik
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Sekil 4.4 Sadece DNA-NY ile inklibe edilen vankomisine direncli Enterococcus

faecalis'in degisen DNA-NY konsantrasyonlarina karsilik gelen % canlilik
degerleri

Yapilan diger % canhlikla ilgili deneysel ¢alismamizda VRE'ye karsi sadece
DNA-NY kullanilan 6rneklerde, artan DNA-NY konsantrasyonuna karsilik VRE
bakterilerinin canllik oranlarinda bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.4). Bu
veriler DNA-NY’sinin sadece kendi basina VRE Uzerinde 6lduricu bir etkisinin
olmadigini géstermektedir.

VRE
120,0
* Nisin
*
1000 2 i  DNA NY +Nisin
E 8070 il.:.ﬂ"ﬂ".:.'%u"-
S 60,0 ? y =-0,0313x + 93,424
S R? =0,9472
a?_
40,0
20,0
y =-0,0357x + 96,533 i
2 = :
0,0 R? = 0,9451
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Nisin konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.5 Nisin konsantrasyonuna karsilik gelen sadece nisin ve nisin yukli DNA-
NY’lar ile inklibe edilen vankomisine direngli Enterococcus faecalis’in % canlilik
degisimleri

Artan nisin konsantrasyonlarina bagl olarak, sadece nisin iceren kuyucuklarda
2500 nM konsantrasyonda kullanilarak vankomisine direncgli Enterococcus
faecalisin %96’sinin inhibe oldugunu sdyleyebiliriz, nisin yikli DNA-NY’larin ise

%91’'ine kadarini inhibe ettigi goézlemlenmistir (Sekil 4.5). Artan nisin

65



konsantrasyonu ile vankomisine direncli Enterococcus faecalis canliliklarinin

azaldigi, inhibisyon oranlarinin arttigi goralmustar.

Diger taraftan $ekil 4.5°te goruldugu gibi, nisinin vankomisine direngli
Enterococcus faecalislerin %50’sinde bakterisidal etki yaptigi ICso degeri 1303
nM, nisin yikli DNA-NY’larin ise 1387 nM olarak bulunmustur. R? korelasyon
katsayilari ise sirasiyla 0.94 ve 0.95 olarak saptanmig olup sonuglarimizin
guvenli oldugunu gostermektedir. Bununla ilgili yapilan kaynak arastirmasinda
nisinin VRE’ye kargi ICso degeri Brumfitt ve arkadaslarinin ulastigi 4 mg/L ile
uyumluluk gostermektedir [145]. Ve yukarida belirtilen literatur taramasinda bazi
calismalarda minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerlerinin ise 1.5-16
mg/L [145] araliinda oldugu goérulmastir. Calismamizda sadece nisinin,
vankomisine direncli Enterecoccus faecalis’in %96’sini inhibe ettigi deger 8.3
mg/L (2.50 uM) de literatir ile paralellik arz etmektedir. Bunun yaninda nisinin S.
aureus suslarina karsi vankomisine direncli enterekoklara kiyasla daha etkili
oldugu bilinmektedir, nitekim c¢alismamizda da yine ayni konsantrasyon
degerlerinde nisinin MRSA’ya karsi VRE’ye kiyasla daha etkin oldugu
g6zlemlenmistir [150].

Her iki bakteri susu icin de sadece DNA-NY kullanilan kuyucuklarda canlilik
uzerinde herhangi bir etkide bulunmadigi gorulmugtur. Fakat sadece nisin ve
nisin yukli DNA-NY kullanilan kuyucuklarda her iki bakterinin de inhibisyonunun
gerceklestigi gorulmustur ve bakterisidal etkinin nisin  kaynakli oldugunu
gOstermigtir. Nisinin stafilokok suglarinda antimikrobiyal etkisini hiicre zarinda 2
nm boyutunda porlar acarak gostermekte, boylece hicreyi lizize gotirmektedir
[230]. Ayrica, nisinin yine bazi stafilokok suslarinda boélinen hicreler arasindaki
septanin hucre duvarinda degredasyona neden olarak lizize neden oldugu
bildirilmektedir [231]. Lantibiyotikler bakteriler tarafindan endositoz ile alinmazlar
bu ytuzden nisinin antimikrobiyal 6zellik gostermesi igin bakteri ylizeyine erisimi
onemlidir [113]. Sadece nisin, nisin yukli DNA-NY’lara kiyasla her iki bakteriye
kargi da gorece daha yuksek canlilik gostermistir, buna neden olarak nisinin bir
kisminin DNA-NY icerisine interkale olarak daha az nisinin bakteri hicresinin

ylzeyi ile temasa gecmesi gdsterilebilir. Sonug olarak antimikrobiyal aktivitesi
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nisini ¢oklu ilaca direncli MRSA ve VRE gibi suslar ile micadelede mikemmel
bir aday yapmaktadir [143]. Bu ¢alisma ile de nisinin murein sentezini engelledidi,
zarda porlar olusturarak hiicreyi lizize goéturdtigu, DNA nanoyapi bazli ilag tagsima
sistemi gelistirilerek nisinin bu bakterilere karsi etkin bir sekilde kullanilabilirligi

gosterilmigtir.

4.3. Bazi Doku Hiicrelerinde Sitotoksik Aktivitenin incelenmesi - in Vitro

Caligmalar

Nisinin sitotoksik aktivitelerinin incelenmesi amaciyla insan meme kanseri
hicreleri (MCF-7) ve fare fibroblast hiicreleri (L929), 96 kuyucuklu mikroplakaya
ekilerek 6 farkli konsantrasyondaki (2.5 uM, 1.25 uM, 0.625 uM, 0.312 uM, 0.156
uM, 0.078 uM), a) sadece nisin, b) DNA-NY ve c) nisin yukli DNA-NY ile 24 saat
inkiibe edilmistir. MTT ydntemine dayanarak her biri i¢in olusan formazan miktari
belirlenmis ve kontrol kulturlerindeki degerler ile kiyaslanmigtir. Bilesiklerin insan
meme kanseri hicreleri (MCF-7) ve fare fibroblast hiicrelerine (L929) karsi etki

degerlendiriimeleri

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'te gosterilmistir.
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Sekil 4.6 Degisen nisin konsantrasyonlarinda A) sadece nisin, B) DNA-NY ve C)
nisin yukli DNA-NY ile etkilestirilen meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7) % hicre

canlilik degisimleri

Sekil 4.6 degerlendirildiginde nisinin insan meme kanseri hicrelerine (MCF-7)
kargi 0.31 uM nisin konsantrasyonundan baglayarak artan nisin miktarlarinda
hicreye sitotoksik etkisi gorulmektedir. Buna goére sadece nisin, hicrelerin
yaklasik %45inde sitotoksik etki gostermektedir. Nisinin DNA-NY ile beraber
kullanildigi  durumlarda ise sitotoksik degerin %43 oraninda oldugu
gorulmektedir. Bu da Avand ve arkadaglarinin nisinin MCF-7’ye kargi buldugu
sitotoksik degerleri (2.5 uM nisin ile %45 inhibisyon, 1.25 uM nisin ile %35
inhibisiyon) ile kargilastirildiginda uyumluluk gostermektedir [232]. Sadece nisin
ve nisin yukli DNA-NY’larin kendi aralarinda kiyaslama yapildiginda nisinin

gOrece daha etkin oldugu gorulmuastur.

Kaynak arastirmalarinda da goéruldugu uzere, katyonik olan nanopartikiller

negatif yukli olan hicre ylzeyinden kaynakli olarak, nétr ya da negatif yuklu
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nanopartikullere kiyasla hucre igerisine daha iyi alinmaktadir. Bu nedenle
katyonik olan nisinin, negatif yukli DNA-NY Uzerine yuklenmesinin ardindan
olusan yuk degisimi hiicre membrani ile olan elektrostatik baglanmayi azalttigi
ve dolayisiyla da daha az hicre inhibisyonu sagladigi soylenebilir [233, 234].
Nisin’in kullaniimadigi ve sadece DNA nanoyapinin kullanildigi érneklerde ise
%95’lere varan hucre canlihgi gérulmastir bu da DNA nanoyapisinin tek basina

sitotoksik etki gostermedigini kanitlamistir.
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Sekil 4.7 Degisen nisin konsantrasyonlarinda A) sadece nisin, B) DNA-NY ve C)
nisin yukli DNA-NY ile etkilestirilen saglikh fare fibroblast hticrelerinin (L929) %

hicre canhlik degisimleri

Nisinin saglikli fare fibroblast hiicrelerine (L929) karsi etkinligi incelendiginde ise
2.5 uM (8.3 mg/L) konsantrasyonda sadece nisin kullanildiginda hiicrelerin %8’lik
bir kisminin, DNA-NY Uzerine yuklendiginde ise %17’lik bir kisminin sitotoksik
etki gosterdigi goriulmus, 0.312 uM’dan ve daha dusuk konsantrasyonlarda ise
ihmal edilebilecek bir diizeyde hiicre 6lumiu gerceklesmigstir (Sekil 4.7). Nisin

yuklenmis DNA-NY’lar sadece nisin ile karsilastirildiginda ise kayda deger bir

69



fark gozlenmemigtir. Benzer sekilde sadece DNA-NY’lar ile inkube edildiginde de
hdcrelerin canliliklari Gzerinde bir etki goralmemistir. Nisin tagima igin gelistiriimis
olan DNA nanoyapi temelli ila¢ tasima sistemi MCF-7 ve L929 hicrelerine karsi
etki degerleri beraber incelendiginde, MCF-7 meme kanseri hucrelerine karsi
%40-45 oraninda bir hlicre olimuine karsilik L929 normal fare fibroblast
hicrelerinin sadece %8’lik bir kismi dlmustur. Buna gore ilag tasima sistemi
kanserli hucreleri dldurmede oldukga basariliyken saglikli hicrelerin ise sadece
kuguk bir kismini dldurmastur. Nisinin secici olarak kanser hicrelerini dldirmesi,
hlcrelerin membranlarindaki farklliklara bagh oldugu; hicreler arasi baglanti
bolgelerinden olan ve haberlesme sisteminde 6nemli yeri bulunan gap
junctionlari (hucreler arasi gegit bolgeleri) ve hulcreler arasi haberlesmeyi
bozdugu seklinde acgiklanabilir [235]. Tumor hicreleri kontakt inhibisyon kuralina
uymazlar, genel olarak net negatif yuk tasirlar, hiicre membraninda fosfatidiller,
fosfatidil serin ve etanolamin gibi anyonik molekdlleri bulundururlar [236-238].
Nisin hem katyonik hem de hidrofobik karakterlidir, bdylece hicre membraninda
bulunan fosfolipitlerin hem negatif yukli bas kismi ile hem de lipofilik kuyruk
kismi ile etkilesime gecerler [239]. Katyonik nisin ile kanser hicrelerinin anyonik
membrani arasindaki bu elektrostatik etkilesim nisinin secici sitotoksisitesinde

blyuk bir rol oynamaktadir.
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5. YORUM

DNA nanoteknolojisi nanometre duzeyindeki muhendisligin dikkate deger
orneklerindendir;  nanoteknoloji, nanotip ve biyomedikaldeki biyolojik
yaklagimlarin, biyonanoteknoloji ve nanobiyoteknolojinin  énemli oldugu
gunimuzde agirhgini hissettirmeye baslamistir. Ozellikle genomik ve proteomik
alanlarinda ciddi gelismeler olmaktadir [240]. Kanser diinya genelinde 6nde
gelen 6lum nedenleri arasinda yer almaktadir, 2020 yilinda yaklagik 10 milyon

6lumden sorumludur [241].

Genomik ve Kklinik mikrobiyoloji alaninda, enfeksiyon hastaliklari basta olmak
Uzere kanser vb. hastaliklarin tedavisinde biyouyumlu, biyobozunur ve toksik
olmayan ilag tasima ajanlarina ihtiyag duyulmaktadir. Yapilan bu tez
calismasinda DNA origami yontemiyle sorunlarin ¢ézimuine katki saglanmak

amaglanmistir.

DNA origami yontemi Ulkemizde ¢ok yeni bir alandir ve grubumuz diginda
ulkemizde sinirh sayida c¢alisma bulunmaktadir [242]. Teze yodnelik 6n
calismalarda DNA origami yontemi ile DNA nanoyapilar olusturulmus, sistein-
maleimit baginin segciciliginden faydalanarak bu yapilari polimer ile kaplamak igin
baslatici gelistirilmistir [15]. llag salim sistemlerinde, partikiil boyutu, sekil ve
fonksiyonellikler ¢cok 6nemli parametrelerdir ve konvansiyonel sistemler bu
konuda yetersiz kalmaktadir, DNA origami yontemi ile sinirlar asilarak hemen
hemen istenilen tim sekiller elde edilebilinmektedir [243]. Ayrica aptamerler ile
beraber kullanilarak segicilikleri ve etkinlikleri de arttirilabilmekte boylelikle tstin
Ozelliklere sahip DNA nanoyapilar geligtirilebilinmektedir  [244, 245].
Lantibiyotikler ve 6zellikle nisin bakteriyel direng olusturma olasiliginin diasuk
olmasi, FDA onayina sahip olmasi, genis spektrumda etkinlik gostermesi ve
antimikrobiyal konsantrasyonlarda dusuk sitotoksisite olusturmasindan dolayi
antibiyotik direnci kazanmig patojenlere kargi tedavide umut vadetmektedir [246,
247].

71



Tez calismamizda, lantibiyotik tasinmasinda kolay ve yaygin olarak
kullanilabilecek DNA origami yontemiyle DNA nanoyapilar gelistirimeye

cahsiimigtir.

Bu amaca yonelik olarak m13mp18 tek zincirli viral uzun iskele DNA ve ‘zimba’
DNA'lar katlama sollisyonu igerisinde deneysel calismalarda belirtildigi Uzere
termal tavlama yontemiyle DNA nanoyapi elde edilmigtir. Daha sonra reaksiyona
girmemis olan fazla zimba DNA'lari uzaklastirmak amaciyla PEG bazli

saflastirma ¢ozeltisi kullaniimistir.

Elde edilen DNA nanoyapilarin Gegcirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
goruntulerinin incelemesi yapiimig ve DNA nanoyapilarin (DNA-NY) boyutlarinin
50 nm civarinda oldugu goérulmustir. Deneyimizin amacina gére lantibiyotik olan
nisini DNA-NY’ya yukledigimizde olusan yapiya ait capin 70 nm civarina ¢iktigi
g6zlenmigtir. Bu sonu¢ da katyonik nisin ile negatif yukli DNA nanoyapinin

elektrostatik olarak baglandigini gostermigtir.

Nisin yudklenmis DNA nanoyapilarin hastanede bulasan (nozokomiyal)
patojenlere kargi antimikrobiyal etki degerlendirmeleri saghk merkezlerinde
yaygin bulasicilik hizina sahip Gram-pozitif bakterilerden metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA, ATCC 43300) ve vankomisine direncli
Enterococcus faecalis (VRE, ATCC 51299) kullanilarak yapilmigtir.

1. Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) susuna kargi artan nisin
konsantrasyonlarinda a) sadece nisin kullanilan kuyucuklarda ve b) DNA
nanoyapi Uzerine nisin yuklendiginde artan inhibisyon goérulirken, c) sadece
DNA-NY kullanildiginda ise inhibisyon gorulmemigtir. Bu sonuglar bize sadece
nisin lantibiyotiginin ve nisin yukli DNA-NY’larin bakteri susu Uzerinde anlamli bir

inhibisyon yaptigini gostermistir.
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2. Vankomisine direncli Enterococcus faecalis susu ile yapilan calismalarda artan
nisin konsantrasyonlarinda hem sadece nisin hem de nisin yukli DNA-NY’lar ile

inhibisyonun arttig1 gézlemlenmisgtir.

Ayrica her iki bakteri susuna karsi da sadece nisin ve nisin yukli DNA-NY
kullanildiginda ise canlihgin dustugu gorulmastir. Bu da bakterisidal etkinin nisin

kaynakli oldugunu gdstermektedir.

ilag sisteminin sitotoksik etkilerinin incelenmesi ise insan meme kanseri hiicreleri
(MCF-7) ve fare fibroblast hicreleri (L929) tzerinde yapilmis ve hem nisin hem
de nisin yukli DNA-NY’larin segici olarak kanser hucreleri Gzerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi gozlenmigtir.

Bu sonuclardan elde edilen bilgiler i1siginda Urettigimiz DNA Nanoyapilarin
antibiyotik ve lantibiyotik taginiminda, kontrollu ilag saliminda, kanser ve benzeri
hastaliklarin tedavisinde ve hastane kaynakli, antibiyotik direnci kazanmig
epidemik nitelikteki enfeksiyon yaratan patojenlerin sagitiminda nanoteknolojik

ve biyomedikal uygulamalarda yerini bulacagi inancindayiz.

73



KAYNAKLAR

[1] B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, D. Morgan, M. Raff, K. Roberts, P. Walter,
Molecular Biology of the Cell, Sixth Edition, Garland Science, Taylor & Francis,
New York, 2015.

[2] J.D. Watson, F.H. Crick, Molecular structure of nucleic acids; a structure for
deoxyribose nucleic acid, Nature, 171 (1953) 737-738.

[3] N.C. Seeman, Nucleic acid junctions and lattices, Journal of Theoretical
Biology, 99 (1982) 237-247.

[4] N.R. Kallenbach, R.-l. Ma, N.C. Seeman, An immobile nucleic acid junction
constructed from oligonucleotides, Nature, 305 (1983) 829-831.

[5] X. Wang, N.C. Seeman, Assembly and Characterization of 8-Arm and 12-Arm
DNA Branched Junctions, Journal of the American Chemical Society, 129 (2007)
8169-8176.

[6] Y. Wang, J.E. Mueller, B. Kemper, N.C. Seeman, Assembly and
characterization of five-arm and six-arm DNA branched junctions, Biochemistry,
30 (1991) 5667-5674.

[7] T.J. Fu, N.C. Seeman, DNA double-crossover molecules, Biochemistry, 32
(1993) 3211-3220.

[8] T.H. LaBean, H. Yan, J. Kopatsch, F.R. Liu, E. Winfree, J.H. Reif, N.C.
Seeman, Construction, analysis, ligation, and self-assembly of DNA triple
crossover complexes, Journal of the American Chemical Society, 122 (2000)
1848-1860.

[9] H. Yan, X. Zhang, Z. Shen, N.C. Seeman, A robust DNA mechanical device
controlled by hybridization topology, Nature, 415 (2002) 62-65.

[10] P.W. Rothemund, Folding DNA to create nanoscale shapes and patterns,
Nature, 440 (2006) 297-302.

[11] E.S. Andersen, M. Dong, M.M. Nielsen, K. Jahn, R. Subramani, W.
Mamdouh, M.M. Golas, B. Sander, H. Stark, C.L. Oliveira, J.S. Pedersen, V.
Birkedal, F. Besenbacher, K.V. Gothelf, J. Kjems, Self-assembly of a nanoscale
DNA box with a controllable lid, Nature, 459 (2009) 73-76.

[12] S.M. Douglas, H. Dietz, T. Liedl, B. Hogberg, F. Graf, W.M. Shih, Self-
assembly of DNA into nanoscale three-dimensional shapes, Nature, 459 (2009)
414-418.

[13] D. Han, S. Pal, J. Nangreave, Z. Deng, Y. Liu, H. Yan, DNA origami with
complex curvatures in three-dimensional space, Science, 332 (2011) 342-346.

[14] E. Stahl, T.G. Matrtin, F. Praetorius, H. Dietz, Facile and scalable preparation
of pure and dense DNA origami solutions, Angewandte Chemie International
Edition, 53 (2014) 12735-12740.

74



[15] A. Bilir, E. Emdl, N. Saglam, Development of albumin macroinitiator for
polymers to use in DNA origami coating, Turkish Journal of Medical Sciences, 50
(2020) 1461-1469.

[16] S. Han, W. Liu, S. Yang, R. Wang, Facile and Label-Free Electrochemical
Biosensors for MicroRNA Detection Based on DNA Origami Nanostructures, Acs
Omega, 4 (2019) 11025-11031.

[17] D. Wang, Y. Chai, Y. Yuan, R. Yuan, Precise Regulation of Enzyme Cascade
Catalytic Efficiency with DNA Tetrahedron as Scaffold for Ultrasensitive
Electrochemical Detection of DNA, Analytical Chemistry, 91 (2019) 3561-3566.

[18] S.M. Douglas, I. Bachelet, G.M. Church, A logic-gated nanorobot for targeted
transport of molecular payloads, Science, 335 (2012) 831-834.

[19] M. Langecker, V. Arnaut, T.G. Martin, J. List, S. Renner, M. Mayer, H. Dietz,
F.C. Simmel, Synthetic lipid membrane channels formed by designed DNA
nanostructures, Science, 338 (2012) 932-936.

[20] V. Linko, S.T. Paasonen, A. Kuzyk, P. Torma, J.J. Toppari, Characterization
of the conductance mechanisms of DNA origami by AC impedance spectroscopy,
Small, 5 (2009) 2382-2386.

[21] A. Kuzyk, R. Schreiber, Z. Fan, G. Pardatscher, E.M. Roller, A. Hogele, F.C.
Simmel, A.O. Govorov, T. Liedl, DNA-based self-assembly of chiral plasmonic
nanostructures with tailored optical response, Nature, 483 (2012) 311-314.

[22] R. Langer, New methods of drug delivery, Science, 249 (1990) 1527-1533.
[23] R. Langer, Drug delivery and targeting, Nature, 392 (1998) 5-10.

[24] A.Z. Wang, R. Langer, O.C. Farokhzad, Nanoparticle Delivery of Cancer
Drugs, Annual Review of Medicine, 63 (2012) 185-198.

[25] Y. Ma, R.J.M. Nolte, J.J.L.M. Cornelissen, Virus-based nanocarriers for drug
delivery, Advanced Drug Delivery Reviews, 64 (2012) 811-825.

[26] L. Steidler, W. Hans, L. Schotte, S. Neirynck, F. Obermeier, W. Falk, W.
Fiers, E. Remaut, Treatment of murine colitis by Lactococcus lactis secreting
interleukin-10, Science, 289 (2000) 1352-1355.

[27] N. Nishiyama, K. Kataoka, Current state, achievements, and future prospects
of polymeric micelles as nanocarriers for drug and gene delivery, Pharmacology
& Therapeutics, 112 (2006) 630-648.

[28] C.-M.J. Hu, L. Zhang, S. Aryal, C. Cheung, R.H. Fang, L. Zhang, Erythrocyte
membrane-camouflaged polymeric nanoparticles as a biomimetic delivery
platform, Proceedings of the National Academy of Sciences, 108 (2011) 10980-
10985.

[29] P.L. Felgner, G. Ringold, Cationic liposome-mediated transfection, Nature,
337 (1989) 387-388.

[30] W.T. Al-Jamal, K. Kostarelos, Liposomes: from a clinically established drug
delivery system to a nanoparticle platform for theranostic nanomedicine,
Accounts of chemical research, 44 (2011) 1094-1104.

[31] D.W. Pack, A.S. Hoffman, S. Pun, P.S. Stayton, Design and development of
polymers for gene delivery, Nature reviews Drug discovery, 4 (2005) 581-593.

75



[32] B. Duncan, C. Kim, V.M. Rotello, Gold nanopatrticle platforms as drug and
biomacromolecule delivery systems, Journal of controlled release, 148 (2010)
122-127.

[33] Z. Liu, J.T. Robinson, S.M. Tabakman, K. Yang, H. Dai, Carbon materials for
drug delivery & cancer therapy, Mater Today, 14 (2011) 316-323.

[34] E. Keles, Y. Song, D. Du, W.-J. Dong, Y. Lin, Recent progress in
nanomaterials for gene delivery applications, Biomaterials Science, 4 (2016)
1291-13009.

[35] H. Lv, S. Zhang, B. Wang, S. Cui, J. Yan, Toxicity of cationic lipids and
cationic polymers in gene delivery, Journal of Controlled Release, 114 (2006)
100-109.

[36] O. Zelphati, L.S. Uyechi, L.G. Barron, F.C. Szoka, Jr., Effect of serum
components on the physico-chemical properties of cationic lipid/oligonucleotide
complexes and on their interactions with cells, Biochimica et Biophysica Acta
1390 (1998) 119-133.

[37] A. Magrez, S. Kasas, V. Salicio, N. Pasquier, J.W. Seo, M. Celio, S. Catsicas,
B. Schwaller, L. Forrd, Cellular toxicity of carbon-based nanomaterials, Nano
Letters, 6 (2006) 1121-1125.

[38] W.H. De Jong, W.l. Hagens, P. Krystek, M.C. Burger, A.J. Sips, R.E.
Geertsma, Particle size-dependent organ distribution of gold nanopatrticles after
intravenous administration, Biomaterials, 29 (2008) 1912-19109.

[39] G.D. Hamblin, K.M.M. Carneiro, J.F. Fakhoury, K.E. Bujold, H.F. Sleiman,
Rolling Circle Amplification-Templated DNA Nanotubes Show Increased Stability
and Cell Penetration Ability (vol 134, pg 2888, 2012), Journal of the American
Chemical Society, 134 (2012) 5426-5426.

[40] Q. Jiang, S. Liu, J. Liu, Z.G. Wang, B. Ding, Rationally Designed DNA-
Origami Nanomaterials for Drug Delivery In Vivo, Advanced Materials, 31 (2019)
e1804785.

[41] J. Li, H. Pei, B. Zhu, L. Liang, M. Wei, Y. He, N. Chen, D. Li, Q. Huang, C.
Fan, Self-assembled multivalent DNA nanostructures for noninvasive intracellular
delivery of immunostimulatory CpG oligonucleotides, Acs Nano, 5 (2011) 8783-
8789.

[42] A. Udomprasert, T. Kangsamaksin, DNA origami applications in cancer
therapy, Cancer Science, 108 (2017) 1535-1543.

[43] A.S. Walsh, H. Yin, C.M. Erben, M.J. Wood, A.J. Turberfield, DNA cage
delivery to mammalian cells, Acs Nano, 5 (2011) 5427-5432.

[44] W. Zhang, C.H. Tung, Sequence-Independent DNA Nanogel as a Potential
Drug Carrier, Macromol Rapid Comm, 38 (2017).

[45] Q. Mei, X. Wei, F. Su, Y. Liu, C. Youngbull, R. Johnson, S. Lindsay, H. Yan,
D. Meldrum, Stability of DNA origami nanoarrays in cell lysate, Nano Letters, 11
(2011) 1477-1482.

[46] J. Hahn, S.F. Wickham, W.M. Shih, S.D. Perrault, Addressing the instability
of DNA nanostructures in tissue culture, Acs Nano, 8 (2014) 8765-8775.

76



[47] C. Kielar, Y. Xin, B. Shen, M.A. Kostiainen, G. Grundmeier, V. Linko, A.
Keller, On the Stability of DNA Origami Nanostructures in Low-Magnesium
Buffers, Angewandte Chemie, 130 (2018) 9614-9618.

[48] C.E. Castro, F. Kilchherr, D.N. Kim, E.L. Shiao, T. Wauer, P. Wortmann, M.
Bathe, H. Dietz, A primer to scaffolded DNA origami, Nature Methods, 8 (2011)
221-229.

[49] Y. Ahmadi, E. De Llano, |. Barisic, (Poly)cation-induced protection of
conventional and wireframe DNA origami nanostructures, Nanoscale, 10 (2018)
7494-7504.

[50] Q. Hu, H. Li, L. Wang, H. Gu, C. Fan, DNA Nanotechnology-Enabled Drug
Delivery Systems, Chemical Reviews, 119 (2019) 6459-6506.

[51] Q. Jiang, C. Song, J. Nangreave, X. Liu, L. Lin, D. Qiu, Z.G. Wang, G. Zou,
X. Liang, H. Yan, B. Ding, DNA origami as a carrier for circumvention of drug
resistance, Journal of the American Chemical Society, 134 (2012) 13396-13403.

[52] Y.X. Zhao, A. Shaw, X. Zeng, E. Benson, A.M. Nystrom, B. Hogberg, DNA
origami delivery system for cancer therapy with tunable release properties, Acs
Nano, 6 (2012) 8684-8691.

[53] H. Lee, A.K. Lytton-Jean, Y. Chen, K.T. Love, A.l. Park, E.D. Karagiannis, A.
Sehgal, W. Querbes, C.S. Zurenko, M. Jayaraman, C.G. Peng, K. Charisse, A.
Borodovsky, M. Manoharan, J.S. Donahoe, J. Truelove, M. Nahrendorf, R.
Langer, D.G. Anderson, Molecularly self-assembled nucleic acid nanoparticles
for targeted in vivo siRNA delivery, Nature Nanotechnology, 7 (2012) 389-393.

[54] A. Ora, E. Jarvihaavisto, H. Zhang, H. Auvinen, H.A. Santos, M.A.
Kostiainen, V. Linko, Cellular delivery of enzyme-loaded DNA origami,
ChemComm, 52 (2016) 14161-14164.

[55] C. Ulger, E.O. Yaylagil, A. Bilir, N. Saglam, Recent Advances in
Nanomaterial based Diagnosis and Treatment: Next Generation Sequencing,
Microarray and DNA Origami, in: N. Saglam, F. Korkusuz, R. Prasad (Eds.)
Nanotechnology Applications in Health and Environmental Sciences, Springer
Nature, Isvicre, 2021, 135-146.

[56] H. Bila, E.E. Kurisinkal, M.M.C. Bastings, Engineering a stable future for
DNA-origami as a biomaterial, Biomaterials Science, 7 (2019) 532-541.

[57] T. Teesalu, K.N. Sugahara, V.R. Kotamraju, E. Ruoslahti, C-end rule
peptides mediate neuropilin-1-dependent cell, vascular, and tissue penetration,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 106 (2009) 16157.

[58] N. Haspel, D. Zanuy, R. Nussinov, T. Teesalu, E. Ruoslahti, C. Aleman,
Binding of a C-end rule peptide to the neuropilin-1 receptor: a molecular modeling
approach, Biochemistry, 50 (2011) 1755-1762.

[59] V. Gribova, C. Gauthier-Rouviére, C. Albigés-Rizo, R. Auzely-Velty, C.
Picart, Effect of RGD functionalization and stiffness modulation of polyelectrolyte
multilayer films on muscle cell differentiation, Acta Biomaterialia, 9 (2013) 6468-
6480.

[60] Z. Xia, P. Wang, X. Liu, T. Liu, Y. Yan, J. Yan, J. Zhong, G. Sun, D. He,
Tumor-Penetrating Peptide-Modified DNA Tetrahedron for Targeting Drug
Delivery, Biochemistry, 55 (2016) 1326-1331.

77



[61] S.D. Perrault, W.M. Shih, Virus-inspired membrane encapsulation of DNA
nanostructures to achieve in vivo stability, Acs Nano, 8 (2014) 5132-5140.

[62] J. Mikkila, A.P. Eskelinen, E.H. Niemela, V. Linko, M.J. Frilander, P. Torma,
M.A. Kostiainen, Virus-encapsulated DNA origami nanostructures for cellular
delivery, Nano Letters, 14 (2014) 2196-2200.

[63] N. Ponnuswamy, M.M. Bastings, B. Nathwani, J.H. Ryu, L.Y. Chou, M.
Vinther, W.A. Li, F.M. Anastassacos, D.J. Mooney, W.M. Shih, Oligolysine-based
coating protects DNA nanostructures from low-salt denaturation and nuclease
degradation, Nature communications, 8 (2017) 1-9.

[64] N.P. Agarwal, M. Matthies, F.N. Gur, K. Osada, T.L. Schmidt, Block
Copolymer Micellization as a Protection Strategy for DNA Origami, Angewandte
Chemie International Edition, 56 (2017) 5460-5464.

[65] D. Wang, Q. Liu, D. Wu, B. He, J. Li, C. Mao, G. Wang, H. Qian, Isothermal
Self-Assembly of Spermidine—DNA Nanostructure Complex as a Functional
Platform for Cancer Therapy, ACS applied materials & interfaces, 10 (2018)
15504-15516.

[66] H. Auvinen, H. Zhang, Nonappa, A. Kopilow, E.H. Niemela, S. Nummelin, A.
Correia, H.A. Santos, V. Linko, M.A. Kostiainen, Protein Coating of DNA
Nanostructures for Enhanced Stability and Immunocompatibility, Advanced
Healthcare Materials, 6 (2017) 6.

[67] A. Hernandez-Garcia, N.A. Estrich, M.W. Werten, J.R. Van Der Maarel, T.H.
LaBean, F.A. de Wolf, M.A. Cohen Stuart, R. de Vries, Precise coating of a wide
range of DNA templates by a protein polymer with a DNA binding domain, Acs
Nano, 11 (2017) 144-152.

[68] A.l. Lacroix, T.G. Edwardson, M.A. Hancock, M.D. Dore, H.F. Sleiman,
Development of DNA nanostructures for high-affinity binding to human serum
albumin, Journal of the American Chemical Society, 139 (2017) 7355-7362.

[69] T. Gerling, M. Kube, B. Kick, H. Dietz, Sequence-programmable covalent
bonding of designed DNA assemblies, Science advances, 4 (2018) eaaull57.

[70] P. O'Neill, P.W. Rothemund, A. Kumar, D.K. Fygenson, Sturdier DNA
nanotubes via ligation, Nano letters, 6 (2006) 1379-1383.

[71] A. Rajendran, M. Endo, Y. Katsuda, K. Hidaka, H. Sugiyama, Photo-cross-
linking-assisted thermal stability of DNA origami structures and its application for
higher-temperature self-assembly, Journal of the American Chemical Society,
133 (2011) 14488-14491.

[72] V. Cassinelli, B. Oberleitner, J. Sobotta, P. Nickels, G. Grossi, S. Kempter,
T. Frischmuth, T. Liedl, A. Manetto, One-Step Formation of “Chain-Armor”-
Stabilized DNA Nanostructures, Angewandte Chemie International Edition, 54
(2015) 7795-7798.

[73] M. De Stefano, K. Vesterager Gothelf, Dynamic Chemistry of Disulfide
Terminated Oligonucleotides in Duplexes and Double-Crossover Tiles,
ChemBioChem, 17 (2016) 1122-1126.

[74] Q. Liu, G. Liu, T. Wang, J. Fu, R. Li, L. Song, Z.G. Wang, B. Ding, F. Chen,
Enhanced Stability of DNA Nanostructures by Incorporation of Unnatural Base
Pairs, Chemphyschem, 18 (2017) 2977-2980.

78



[75] J.W. Conway, C.K. McLaughlin, K.J. Castor, H. Sleiman, DNA nanostructure
serum stability: greater than the sum of its parts, Chemical Communications, 49
(2013) 1172-1174.

[76] K.E. Bujold, J. Fakhoury, T.G. Edwardson, K.M. Carneiro, J.N. Briard, A.G.
Godin, L. Amrein, G.D. Hamblin, L.C. Panasci, P.W. Wiseman, Sequence-
responsive unzipping DNA cubes with tunable cellular uptake profiles, Chem Sci,
5(2014) 2449-2455.

[77] Y. Zhang, R. Peng, F. Xu, Y. Ke, Hierarchical Self-Assembly of Cholesterol-
DNA Nanorods, Bioconjugate Chemistry, 30 (2019) 1845-1849.

[78] J. Willem de Vries, S. Schnichels, J. Hurst, L. Strudel, A. Gruszka, M. Kwak,
K.-U. Bartz-Schmidt, M.S. Spitzer, A. Herrmann, DNA nanoparticles for
ophthalmic drug delivery, Biomaterials, 157 (2018) 98-106.

[79] K.-m. Choi, I.C. Kwon, H.J. Ahn, Self-assembled amphiphilic DNA-
cholesterol/DNA-peptide hybrid duplexes with liposome-like structure for
doxorubicin delivery, Biomaterials, 34 (2013) 4183-4190.

[80] S. Obuobi, N. Skalko-Basnet, Nucleic Acid Hybrids as Advanced
Antibacterial Nanocarriers, Pharmaceutics, 12 (2020).

[81] A.F. Jorge, A. Avifid, A.A.C.C. Pais, R. Eritja, C. Fabrega, DNA-based
nanoscaffolds as vehicles for 5-fluoro-2'-deoxyuridine oligomers in colorectal
cancer therapy, Nanoscale, 10 (2018) 7238-7249.

[82] H.V.P. Thelu, S. Atchimnaidu, D. Perumal, K.S. Harikrishnan, S. Vijayan, R.
Varghese, Self-Assembly of an Aptamer-Decorated, DNA-Protein Hybrid
Nanogel: A Biocompatible Nanocarrier for Targeted Cancer Therapy, ACS
Applied Bio Materials, 2 (2019) 5227-5234.

[83] L. Wan, Q. Chen, J. Liu, X. Yang, J. Huang, L. Li, X. Guo, J. Zhang, K. Wang,
Programmable Self-Assembly of DNA-Protein Hybrid Hydrogel for Enzyme
Encapsulation with Enhanced Biological Stability, Biomacromolecules, 17 (2016)
1543-1550.

[84] Y. Wu, C. Li, F. Boldt, Y. Wang, S.L. Kuan, T.T. Tran, V. Mikhalevich, C.
Fortsch, H. Barth, Z. Yang, D. Liu, T. Weil, Programmable protein—-DNA hybrid
hydrogels for the immobilization and release of functional proteins, Chemical
Communications, 50 (2014) 14620-14622.

[85] Y. Xu, S. Jiang, C.R. Simmons, R.P. Narayanan, F. Zhang, A.-M. Aziz, H.
Yan, N. Stephanopoulos, Tunable Nanoscale Cages from Self-Assembling DNA
and Protein Building Blocks, Acs Nano, 13 (2019) 3545-3554.

[86] S. Julin, A. Korpi, Nonappa, B. Shen, V. Liljestrom, O. Ikkala, A. Keller, V.
Linko, M.A. Kostiainen, DNA origami directed 3D nanoparticle superlattice via
electrostatic assembly, Nanoscale, 11 (2019) 4546-4551.

[87] T. Zhou, Y. Wang, Y. Dong, C. Chen, D. Liu, Z. Yang, Tetrahedron DNA
dendrimers and their encapsulation of gold nanoparticles, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 22 (2014) 4391-4394.

[88] K.E. Bujold, A. Lacroix, H.F. Sleiman, DNA Nanostructures at the Interface
with Biology, Chem, 4 (2018) 495-521.

79



[89] S. Huo, N. Gong, Y. Jiang, F. Chen, H. Guo, Y. Gan, Z. Wang, A. Herrmann,
X.-J. Liang, Gold-DNA nanosunflowers for efficient gene silencing with
controllable transformation, Science Advances, 5 (2019) eaaw6264.

[90] S. Pal, Z. Deng, B. Ding, H. Yan, Y. Liu, DNA-origami-directed self-assembly
of discrete silver-nanoparticle architectures, Angewandte Chemie International
Edition, 49 (2010) 2700-2704.

[91] A.-P. Eskelinen, R.J. Moerland, M.A. Kostiainen, P. Térméa, Self-Assembled
Silver Nanoparticles in a Bow-Tie Antenna Configuration, Small, 10 (2014) 1057-
1062.

[92] S. Pal, R. Varghese, Z. Deng, Z. Zhao, A. Kumar, H. Yan, Y. Liu, Site-specific
synthesis and in situ immobilization of fluorescent silver nanoclusters on DNA
nanoscaffolds by use of the Tollens reaction, Angewandte Chemie International
Edition, 50 (2011) 4176-4179.

[93] S. Hu, T. Yi, Z. Huang, B. Liu, J. Wang, X. Yi, J. Liu, Etching silver
nanoparticles using DNA, Materials Horizons, 6 (2019) 155-159.

[94] zZ. Deng, A. Samanta, J. Nangreave, H. Yan, Y. Liu, Robust DNA-
Functionalized Core/Shell Quantum Dots with Fluorescent Emission Spanning
from UV-vis to Near-IR and Compatible with DNA-Directed Self-Assembly,
Journal of the American Chemical Society, 134 (2012) 17424-17427.

[95] L. Zhang, S.R. Jean, S. Ahmed, P.M. Aldridge, X. Li, F. Fan, E.H. Sargent,
S.O0. Kelley, Multifunctional quantum dot DNA hydrogels, Nature
Communications, 8 (2017) 381.

[96] P.R. Murray, K.S. Rosenthal, M.A. Pfaller, Medical microbiology E-book,
Elsevier Health Sciences2020.

[97] M.T. Madigan, J.M. Martinko, J. Parker, Brock biology of microorganisms,
Prentice hall Upper Saddle River, NJ1997.

[98] K.J. Ryan, C.G. Ray, Medical microbiology, McGraw Hill, 4 (2004) 370.

[99] H.W. Boucher, G.H. Talbot, J.S. Bradley, J.E. Edwards, D. Gilbert, L.B. Rice,
M. Scheld, B. Spellberg, J. Bartlett, Bad bugs, no drugs: no ESKAPE! An update
from the Infectious Diseases Society of America, Clinical infectious diseases, 48
(2009) 1-12.

[100] M. Vestergaard, D. Frees, H. Ingmer, Antibiotic resistance and the MRSA
problem, Microbiology spectrum, 7 (2019) 7.2. 18.

[101] Centers for Disease Control and Prevention
https://www.cdc.gov/mrsa/community/index.html, (Erisim tarihi : 19 Ekim 2021).

[102] N. Coplu, The first results of national antimicrobial resistance surveillance
system in Turkey, Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 75 (2018) 323-458.

[103] P. Wayne, Clinical and laboratory standards institute. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing, (2011).

[104] S.M. McBride, V.A. Fischetti, D.J. LeBlanc, R.C. Moellering Jr, M.S.
Gilmore, Genetic diversity among Enterococcus faecalis, PloS one, 2 (2007)
e582.

80


https://www.cdc.gov/mrsa/community/index.html

[105] S. Handwerger, B. Raucher, D. Altarac, J. Monka, S. Marchione, K.V.
Singh, B.E. Murray, J. Wolff, B. Walters, Nosocomial outbreak due to
Enterococcus faecium highly resistant to vancomycin, penicillin, and gentamicin,
Clinical Infectious Diseases, 16 (1993) 750-755.

[106] E.A.R.S. System, Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2011,
European Centre for Disease Control and Prevention (ECDC) Solna, Sweden,
2014.

[107] D. Gulmez, G. Hasgelik, Comparison of microdilution method and Phoenix
automated system for testing antimicrobial susceptibilities of Enterococcus
strains, Mikrobiyoloji bulteni, 45 (2011) 21-27.

[108] S. Li, Q. Jiang, S. Liu, Y. Zhang, Y. Tian, C. Song, J. Wang, Y. Zou, G.J.
Anderson, J.Y. Han, Y. Chang, Y. Liu, C. Zhang, L. Chen, G. Zhou, G. Nie, H.
Yan, B. Ding, Y. Zhao, A DNA nanorobot functions as a cancer therapeutic in
response to a molecular trigger in vivo, Nature Biotechnology, 36 (2018) 258-264.

[109] Q. Zhang, Q. Jiang, N. Li, L. Dai, Q. Liu, L. Song, J. Wang, Y. Li, J. Tian, B.
Ding, Y. Du, DNA origami as an in vivo drug delivery vehicle for cancer therapy,
Acs Nano, 8 (2014) 6633-6643.

[110] L. Song, Q. Jiang, J. Liu, N. Li, Q. Liu, L. Dai, Y. Gao, W. Liu, D. Liu, B.
Ding, DNA origami/gold nanorod hybrid nanostructures for the circumvention of
drug resistance, Nanoscale, 9 (2017) 7750-7754.

[111] M.I. Setyawati, R.V. Kutty, C.Y. Tay, X. Yuan, J. Xie, D.T. Leong, Novel
theranostic DNA nanoscaffolds for the simultaneous detection and killing of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, ACS applied materials & interfaces,
6 (2014) 21822-21831.

[112] Y. Liu, Y. Sun, S. Li, M. Liu, X. Qin, X. Chen, Y. Lin, Tetrahedral framework
nucleic acids deliver antimicrobial peptides with improved effects and less
susceptibility to bacterial degradation, Nano letters, 20 (2020) 3602-3610.

[113] I. Mela, P.P. Vallejo-Ramirez, S. Makarchuk, G. Christie, D. Bailey, R.M.
Henderson, H. Sugiyama, M. Endo, C.F. Kaminski, DNA Nanostructures for
Targeted Antimicrobial Delivery, Angewandte Chemie International Edition, 59
(2020) 12698-12702.

[114] I. Mela, C.F. Kaminski, Nano-vehicles give new lease of life to existing
antimicrobials, Emerging Topics in Life Sciences, 4 (2020) 555-566.

[115] N. Oh, J.-H. Park, Endocytosis and exocytosis of nanoparticles in
mammalian cells, International journal of nanomedicine, 9 (2014) 51.

[116] A. Fleming, On the antibacterial action of cultures of a penicillium, with
special reference to their use in the isolation of B. influenzae, Br J Exp Pathol, 10
(1929) 226.

[117] A. Willke Topgu, G. Soyletir, M. Doganay, Enfeksiyon Hastaliklar ve
Mikrobiyolojisi Sistemlere Gore Enfeksiyonlar 3. Baski, Nobet Tip Kitabevleri,
Istanbul, 2008.

[118] S. Jana, J. Deb, Molecular understanding of aminoglycoside action and
resistance, Applied microbiology and biotechnology, 70 (2006) 140-150.

81



[119] P. Dadgostar, Antimicrobial resistance: implications and costs, Infection
and drug resistance, 12 (2019) 3903.

[120] E.Y. Klein, T.P. Van Boeckel, E.M. Martinez, S. Pant, S. Gandra, S.A. Levin,
H. Goossens, R. Laxminarayan, Global increase and geographic convergence in
antibiotic consumption between 2000 and 2015, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 115 (2018) E3463-E3470.

[121] F. Prestinaci, P. Pezzotti, A. Pantosti, Antimicrobial resistance: a global
multifaceted phenomenon, Pathogens and global health, 109 (2015) 309-318.

[122] C. Llor, L. Bjerrum, Antimicrobial resistance: risk associated with antibiotic
overuse and initiatives to reduce the problem, Therapeutic advances in drug
safety, 5 (2014) 229-241.

[123] Antibiotic resistance threats in the United States; 2013.
https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/ar-threats-2013-508.pdf. Erisim tarihi 24
Kasim 2021.

[124] WHO report on surveillance of antibiotic consumption; 2016.
https://lwww.who.int/medicines/areas/rational use/who-amr-amc-report

-20181109.pdf. Erigim Tarihi : 25 Kasim 2021.

[125] Tackling drug-resistant infections globally: final report and
recommendations

the review on antimicrobial resistance chaired by JIMO'NEILL,;

2016. https://amr-review.org/sites/default/files/160518 Final paper_with
cover.pdf. Erisim tarihi: 25 Kasim, 2021.

[126] Antimicrobial resistance: tackling a crisis for the health and wealth of
nations. 2014 .https://amr-
review.org/sites/default/files/AMR%20Review%20Paper%20-
%20Tackling%20a%20crisis%20for%20the%20health%20and%20wealth%200f
%20nations 1.pdf (Erisim tarihi : 23 Kasim 2021).

[127] G. Santoro-Lopes, E.F. de Gouvéa, Multidrug-resistant bacterial infections
after liver transplantation: an ever-growing challenge, World Journal of
Gastroenterology: WJG, 20 (2014) 6201.

[128] A. Gratia, Sur un remarquable exemple d'antagonisme entre deux souches
de coilbacille, Comptes Rendus des Seances de la Societe de Biologie et de Ses
Filiales, 93 (1925) 1040-1041.

[129] L.A. Rogers, The Inhibiting Effect of Streptococcus Lactis on Lactobacillus
Bulgaricus, Journal of Bacteriology, 16 (1928) 321-325.

[130] L.A. Rogers, E.O. Whittier, Limiting Factors in the Lactic Fermentation,
Journal of Bacteriology, 16 (1928) 211-229.

[131] H.R. Whitehead, A substance inhibiting bacterial growth, produced by
certain strains of lactic streptococci, Biochemical Journal, 27 (1933) 1793-1800.

[132] A. Mattick, A. Hirsch, Further observations on an inhibitory substance (nisin)
from lactic streptococci, Lancet, 5 (1947) 5-8.

[133] H.C. And, D. Hoover, Bacteriocins and their food applications,
Comprehensive reviews in food science and food safety, 2 (2003) 82-100.

82


https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/ar-threats-2013-508.pdf
https://www.who.int/medicines/areas/rational_use/who-amr-amc-report
https://amr-review.org/sites/default/files/160518_Final
https://amr-review.org/sites/default/files/AMR%20Review%20Paper%20-%20Tackling%20a%20crisis%20for%20the%20health%20and%20wealth%20of%20nations_1.pdf
https://amr-review.org/sites/default/files/AMR%20Review%20Paper%20-%20Tackling%20a%20crisis%20for%20the%20health%20and%20wealth%20of%20nations_1.pdf
https://amr-review.org/sites/default/files/AMR%20Review%20Paper%20-%20Tackling%20a%20crisis%20for%20the%20health%20and%20wealth%20of%20nations_1.pdf
https://amr-review.org/sites/default/files/AMR%20Review%20Paper%20-%20Tackling%20a%20crisis%20for%20the%20health%20and%20wealth%20of%20nations_1.pdf

[134] O. Gillor, L.M. Nigro, M.A. Riley, Genetically engineered bacteriocins and
their potential as the next generation of antimicrobials, Current pharmaceutical
design, 11 (2005) 1067-1075.

[135] J. Cleveland, T.J. Montville, I.F. Nes, M.L. Chikindas, Bacteriocins: safe,
natural antimicrobials for food preservation, International journal of food
microbiology, 71 (2001) 1-20.

[136] M. Bodaszewska-Lubas, M. Brzychczy-Wloch, T. Gosiewski, P.B. Heczko,
Antibacterial activity of selected standard strains of lactic acid bacteria producing
bacteriocins--pilot study, Postepy higieny i medycyny doswiadczalnej, 66 (2012)
787-794.

[137] N. Schnell, K.D. Entian, U. Schneider, F. Gotz, H. Zahner, R. Kellner, G.
Jung, Prepeptide sequence of epidermin, a ribosomally synthesized antibiotic
with four sulphide-rings, Nature, 333 (1988) 276-278.

[138] J. Nagao, S.M. Asaduzzaman, Y. Aso, K. Okuda, J. Nakayama, K.
Sonomoto, Lantibiotics: insight and foresight for new paradigm, J Biosci Bioeng,
102 (2006) 139-149.

[139] L. O'Sullivan, R.P. Ross, C. Hill, Potential of bacteriocin-producing lactic
acid bacteria for improvements in food safety and quality, Biochimie, 84 (2002)
593-604.

[140] T. Zendo, M. Fukao, K. Ueda, T. Higuchi, J. Nakayama, K. Sonomoto,
Identification of the lantibiotic nisin Q, a new natural nisin variant produced by
Lactococcus lactis 61-14 isolated from a river in Japan, Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry, 67 (2003) 1616-1619.

[141] J. Reunanen, Lantibiotic nisin and its detection methods, (2007).

[142] J. Delves-broughton, Nisin as a food preservative, Food Australia, 57 (2005)
525-527.

[143] C. Piper, P.D. Cotter, R.P. Ross, C. Hill, Discovery of medically significant
lantibiotics, Current drug discovery technologies, 6 (2009) 1-18.

[144] D. Field, P.D. Cotter, C. Hill, R.P. Ross, Bioengineering Lantibiotics for
Therapeutic Success, Frontiers in Microbiology, 6 (2015) 1363.

[145] W. Brumfitt, M.R. Salton, J.M. Hamilton-Miller, Nisin, alone and combined
with peptidoglycan-modulating antibiotics: activity against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and vancomycin-resistant enterococci, Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 50 (2002) 731-734.

[146] P.D. Cotter, C. Hill, R.P. Ross, Bacterial lantibiotics: Strategies to improve
therapeutic potential, Current Protein & Peptide Science, 6 (2005) 61-75.

[147] N.E. Joo, K. Ritchie, P. Kamarajan, D. Miao, Y.L. Kapila, Nisin, an
apoptogenic  bacteriocin and food preservative, attenuates HNSCC
tumorigenesis via CHACL1, Cancer Medicine, 1 (2012) 295-305.

[148] P. Kamarajan, T. Hayami, B. Matte, Y. Liu, T. Danciu, A. Ramamoorthy, F.
Worden, S. Kapila, Y. Kapila, Nisin ZP, a Bacteriocin and Food Preservative,
Inhibits Head and Neck Cancer Tumorigenesis and Prolongs Survival, Plos One,
10 (2015).

83



[149] M. Mota-Meira, G. LaPointe, C. Lacroix, M.C. Lavoie, MICs of mutacin B-
Ny266, nisin A, vancomycin, and oxacillin against bacterial pathogens,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 44 (2000) 24-29.

[150] C. Piper, L.A. Draper, P.D. Cotter, R.P. Ross, C. Hill, A comparison of the
activities of lacticin 3147 and nisin against drug-resistant Staphylococcus aureus
and Enterococcus species, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 64 (2009)
546-551.

[151] A.N. Appleyard, S. Choi, D.M. Read, A. Lightfoot, S. Boakes, A. Hoffmann,
|. Chopra, G. Bierbaum, B.A.M. Rudd, M.J. Dawson, J. Cortes, Dissecting
Structural and Functional Diversity of the Lantibiotic Mersacidin, Chemistry &
Biology, 16 (2009) 490-498.

[152] A. Hoffmann, U. Pag, I. Wiedemann, H.G. Sahl, Combination of antibiotic
mechanisms in lantibiotics, Farmaco, 57 (2002) 685-691.

[153] W.W. Niu, H.C. Neu, ACTIVITY OF MERSACIDIN, A NOVEL PEPTIDE,
COMPARED WITH THAT OF VANCOMYCIN, TEICOPLANIN, AND
DAPTOMYCIN, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 35 (1991) 998-1000.

[154] M.J. Dawson, R.W. Scott, New horizons for host defense peptides and
lantibiotics, Current Opinion in Pharmacology, 12 (2012) 545-550.

[155] R.R. Bonelli, T. Schneider, H.G. Sahl, I. Wiedemann, Insights into in vivo
activities of lantibiotics from gallidermin and epidermin mode-of-action studies,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 50 (2006) 1449-1457.

[156] K.I. Mohr, C. Volz, R. Jansen, V. Wray, J. Hoffmann, S. Bernecker, J. Wink,
K. Gerth, M. Stadler, R. Mueller, Pinensins: The First Antifungal Lantibiotics,
Angewandte Chemie International Edition, 54 (2015) 11254-11258.

[157] F. Castiglione, L. Cavaletti, D. Losi, A. Lazzarini, L. Carrano, M. Feroggio,
l. Ciciliato, E. Corti, G. Candiani, F. Marinelli, E. Selva, A novel lantibiotic acting
on bacterial cell wall synthesis produced by the uncommon actinomycete
Planomonospora sp, Biochemistry, 46 (2007) 5884-5895.

[158] F. Castiglione, A. Lazzarini, L. Carrano, E. Corti, I. Ciciliato, L. Gastaldo, P.
Candiani, D. Losi, F. Marinelli, E. Selva, F. Parenti, Determining the structure and
mode of action of microbisporicin, a potent lantibiotic active against multiresistant
pathogens, Chemistry & Biology, 15 (2008) 22-31.

[159] M. Galvin, C. Hill, R.P. Ross, Lacticin 3147 displays activity in buffer against
Gram-positive bacterial pathogens which appear insensitive in standard plate
assays, Letters in Applied Microbiology, 28 (1999) 355-358.

[160] E.M. Lawton, R.P. Ross, C. Hill, P.D. Cotter, Two-peptide lantibiotics: A
medical perspective, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 7 (2007) 1236-1247.

[161] J.R. Tagg, Prevention of streptococcal pharyngitis by anti-Streptococcus
pyogenes bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS) produced by
Streptococcus salivarius, Indian Journal of Medical Research, 119 (2004) 13-16.

[162] P.A. Wescombe, N.C.K. Heng, J.P. Burton, C.N. Chilcott, J.R. Tagg,
Streptococcal bacteriocins and the case for Streptococcus salivarius as model
oral probiotics, Future Microbiology, 4 (2009) 819-835.

84



[163] H. Grasemann, F. Stehling, H. Brunar, R. Widmann, T.W. Laliberte, L.
Molina, G. Doring, F. Ratjen, Inhalation of Moli1901 in patients with cystic fibrosis,
Chest, 131 (2007) 1461-1466.

[164] I. Oliynyk, G. Varelogianni, G.M. Roomans, M. Johannesson, Effect of
duramycin on chloride transport and intracellular calcium concentration in cystic
fibrosis and non-cystic fibrosis epithelia, Apmis, 118 (2010) 982-990.

[165] F. Castiglione, L. Cavaletti, D. Losi, A. Lazzarini, L. Carrano, M. Feroggio,
I. Ciciliato, E. Corti, G. Candiani, F. Marinelli, A novel lantibiotic acting on bacterial
cell wall synthesis produced by the uncommon actinomycete Planomonospora
sp, Biochemistry, 46 (2007) 5884-5895.

[166] M. Kordel, R. Benz, H. Sahl, Mode of action of the staphylococcinlike
peptide Pep 5: voltage-dependent depolarization of bacterial and artificial
membranes, Journal of bacteriology, 170 (1988) 84-88.

[167] K. Stevens, B. Sheldon, N.A. Klapes, T. Klaenhammer, Nisin treatment for
inactivation of Salmonella species and other gram-negative bacteria, Applied and
environmental microbiology, 57 (1991) 3613-3615.

[168] J. Delves-Broughton, P. Blackburn, R.J. Evans, J. Hugenholtz, Applications
of the bacteriocin, nisin, Antonie Van Leeuwenhoek, 69 (1996) 193-202.

[169] A. Fleming, On the Antibacterial Action of Cultures of a Penicillium, with
Special Reference to their Use in the Isolation of B. influenzae, Br J Exp Pathol,
10 (1929) 226-236.

[170] J.M. Shin, J.W. Gwak, P. Kamarajan, J.C. Fenno, A.H. Rickard, Y.L. Kapila,
Biomedical applications of nisin, Journal of applied microbiology, 120 (2016)
1449-1465.

[171] G.C. Williams, Broughton J.D., Nisin, in: B. Caballero (Ed.) Encyclopedia of
Food Sciences and Nutrition, Academic Press, Cambridge, 2003, 4128-4135.

[172] A. Hurst, Nisin, in: D. Perlman, A.l. Laskin (Eds.) Advances in Applied
Microbiology, Academic Press1981, 85-123.

[173] T. Montville, H.J. Chung, M. Chikindas, Y. Chen, Nisin A depletes
intracellular ATP and acts in bactericidal manner against Mycobacterium
smegmatis, Letters in applied microbiology, 28 (1999) 189-193.

[174] S. Maisnier-Patin, N. Deschamps, S. Tatini, J. Richard, Inhibition of Listeria
monocytogenes in Camembert cheese made with a nisin-producing starter, Le
Lait, 72 (1992) 249-263.

[175] A. Hillier, B. Davidson, Bacteriocins as food preservatives.[Conference
paper], CSIRO Food Research Quarterly (Australia), (1991).

[176] K. Eckner, Bacteriocins and food applications, Scope (Technical Bulletin
from Silliker Laboratories), 6 (1991) 1-5.

[177] M.A. Daeschel, Antimicrobial substances from lactic acid bacteria for use
as food preservatives, Food Technology (Chicago), 43 (1989) 164-167.

[178] T.R. Klaenhammer, Bacteriocins of lactic acid bacteria, Biochimie, 70
(1988) 337-349.

85



[179] N. Benkerroum, W.E. Sandine, Inhibitory Action of Nisin Against Listeria
monocytogenes, Journal of Dairy Science, 71 (1988) 3237-3245.

[180] E. Severina, A. Severin, A. Tomasz, Antibacterial efficacy of nisin against
multidrug-resistant Gram-positive pathogens, The Journal of antimicrobial
chemotherapy, 41 (1998) 341-347.

[181] B.P. Goldstein, J. Wei, K. Greenberg, R. Novick, Activity of nisin against
Streptococcus pneumoniae, in vitro, and in a mouse infection model, The Journal
of antimicrobial chemotherapy, 42 (1998) 277-278.

[182] A. Bartoloni, A. Mantella, B. Goldstein, R. Dei, M. Benedetti, S. Sbaragli, F.
Paradisi, In-vitro activity of nisin against clinical isolates of Clostridium difficile,
Journal of chemotherapy, 16 (2004) 119-121.

[183] S. Dosler, A.A. Gerceker, In vitro activities of nisin alone or in combination
with vancomycin and ciprofloxacin against methicillin-resistant and methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus strains, Chemotherapy, 57 (2011) 511-516.

[184] K.-i. Okuda, T. Zendo, S. Sugimoto, T. lwase, A. Tajima, S. Yamada, K.
Sonomoto, Y. Mizunoe, Effects of bacteriocins on methicillin-resistant
Staphylococcus aureus biofilm, Antimicrobial agents and chemotherapy, 57
(2013) 5572-5579.

[185] J.J. Ahire, L.M. Dicks, Nisin Incorporated With 2,3-Dihydroxybenzoic Acid
in Nanofibers Inhibits Biofilm Formation by a Methicillin-Resistant Strain of
Staphylococcus aureus, Probiotics Antimicrob Proteins, 7 (2015) 52-59.

[186] S. Maher, S. McClean, Investigation of the cytotoxicity of eukaryotic and
prokaryotic antimicrobial peptides in intestinal epithelial cells in vitro, Biochemical
pharmacology, 71 (2006) 1289-1298.

[187] G.L. Blay, C. Lacroix, A. Zihler, 1. Fliss, In vitro inhibition activity of nisin A,
nisin Z, pediocin PA-1 and antibiotics against common intestinal bacteria, Letters
in Applied Microbiology, 45 (2007) 252-257.

[188] T. Ugurlu, M. Turkoglu, U.S. Gurer, B.G. Akarsu, Colonic delivery of
compression coated nisin tablets using pectin/HPMC polymer mixture, European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 67 (2007) 202-210.

[189] M. Millette, G. Cornut, C. Dupont, F. Shareck, D. Archambault, M. Lacroix,
Capacity of human nisin-and pediocin-producing lactic acid bacteria to reduce
intestinal colonization by vancomycin-resistant enterococci, Applied and
Environmental Microbiology, 74 (2008) 1997-2003.

[190] J. Reunanen, P. Saris, Survival of nisin activity in intestinal environment,
Biotechnology letters, 31 (2009) 1229-1232.

[191] D. Van Staden, A. Brand, A. Endo, L. Dicks, Nisin F, intraperitoneally
injected, may have a stabilizing effect on the bacterial population in the gastro-
intestinal tract, as determined in a preliminary study with mice as model, Letters
in applied microbiology, 53 (2011) 198-201.

[192] M. De Kwaadsteniet, K. Ten Doeschate, L. Dicks, Characterization of the
structural gene encoding nisin F, a new lantibiotic produced by a Lactococcus
lactis subsp. lactis isolate from freshwater catfish (Clarias gariepinus), Applied
and Environmental Microbiology, 74 (2008) 547-549.

86



[193] T.D. Heunis, C. Smith, L.M. Dicks, Evaluation of a nisin-eluting nanofiber
scaffold to treat Staphylococcus aureus-induced skin infections in mice,
Antimicrobial agents and chemotherapy, 57 (2013) 3928-3935.

[194] L. Cao, J. Wu, F. Xie, S. Hu, Y. Mo, Efficacy of nisin in treatment of clinical
mastitis in lactating dairy cows, Journal of dairy science, 90 (2007) 3980-3985.

[195] J. Wu, S. Hu, L. Cao, Therapeutic effect of nisin Z on subclinical mastitis in
lactating cows, Antimicrobial agents and chemotherapy, 51 (2007) 3131-3135.

[196] L. Fernandez, S. Delgado, H. Herrero, A. Maldonado, J.M. Rodriguez, The
bacteriocin nisin, an effective agent for the treatment of staphylococcal mastitis
during lactation, Journal of Human Lactation, 24 (2008) 311-316.

[197] N.E. Joo, K. Ritchie, P. Kamarajan, D. Miao, Y.L. Kapila, Nisin, an
apoptogenic  bacteriocin and food preservative, attenuates HNSCC
tumorigenesis via CHAC 1, Cancer medicine, 1 (2012) 295-305.

[198] S. Preet, S. Bharati, A. Panjeta, R. Tewari, P. Rishi, Effect of nisin and
doxorubicin on DMBA-induced skin carcinogenesis—a possible adjunct therapy,
Tumor biology, 36 (2015) 8301-8308.

[199] P. Kamarajan, T. Hayami, B. Matte, Y. Liu, T. Danciu, A. Ramamoorthy, F.
Worden, S. Kapila, Y. Kapila, Nisin ZP, a bacteriocin and food preservative,
inhibits head and neck cancer tumorigenesis and prolongs survival, PloS one, 10
(2015) e0131008.

[200] Global Medical Discovery (2015) https://globalmedicaldiscovery.com/key-
drug-discoveryarticles/nisin-synergizes-with-cisplatin-induce-apoptosis-inhnscc-
cells-highly-resistant-to-ionizing-radiation-cisplatin/

[Erigim tarihi: 28 Kasim 2021].

[201] 1. Johnson, H. Hayday, G. Colman, The effects of nisin on the microbial flora
of the dental plaque of monkeys (Macaca fascicularis), Journal of Applied
Bacteriology, 45 (1978) 99-109.

[202] T. Howell, J. Fiorellini, P. Blackburn, S. Projan, J. De la Harpe, R. Williams,
The effect of a mouthrinse based on nisin, a bacteriocin, on developing plaque
and gingivitis in beagle dogs, Journal of Clinical Periodontology, 20 (1993) 335-
339.

[203] S. Turner, R. Love, K. Lyons, An in-vitro investigation of the antibacterial
effect of nisin in root canals and canal wall radicular dentine, International
endodontic journal, 37 (2004) 664-671.

[204] C. Le Lay, B. Akerey, I. Fliss, M. Subirade, M. Rouabhia, Nisin Z inhibits
the growth of Candida albicans and its transition from blastospore to hyphal form,
Journal of applied microbiology, 105 (2008) 1630-1639.

[205] B. Akerey, C. Le-Lay, I. Fliss, M. Subirade, M. Rouabhia, In vitro efficacy of
nisin Z against Candida albicans adhesion and transition following contact with
normal human gingival cells, Journal of applied microbiology, 107 (2009) 1298-
1307.

[206] Z. Tong, L. Dong, L. Zhou, R. Tao, L. Ni, Nisin inhibits dental caries-
associated microorganism in vitro, Peptides, 31 (2010) 2003-2008.

87


https://globalmedicaldiscovery.com/key-drug-discoveryarticles/nisin-synergizes-with-cisplatin-induce-apoptosis-inhnscc-cells-highly-resistant-to-ionizing-radiation-cisplatin/
https://globalmedicaldiscovery.com/key-drug-discoveryarticles/nisin-synergizes-with-cisplatin-induce-apoptosis-inhnscc-cells-highly-resistant-to-ionizing-radiation-cisplatin/
https://globalmedicaldiscovery.com/key-drug-discoveryarticles/nisin-synergizes-with-cisplatin-induce-apoptosis-inhnscc-cells-highly-resistant-to-ionizing-radiation-cisplatin/

[207] M.B. Najjar, D. Kashtanov, M.L. Chikindas, Natural antimicrobials €-poly-I-
lysine and Nisin A for control of oral microflora, Probiotics and antimicrobial
proteins, 1 (2009) 143-147.

[208] Z. Tong, L. Zhou, J. Li, W. Jiang, L. Ma, L. Ni, In vitro evaluation of the
antibacterial activities of MTAD in combination with nisin against Enterococcus
faecalis, Journal of endodontics, 37 (2011) 1116-1120.

[209] Z. Tong, Y. Zhang, J. Ling, J. Ma, L. Huang, L. Zhang, An in vitro study on
the effects of nisin on the antibacterial activities of 18 antibiotics against
Enterococcus faecalis, PLoS One, 9 (2014) 892009.

[210] J.M. Shin, I. Ateia, J.R. Paulus, H. Liu, J.C. Fenno, A.H. Rickard, Y.L.
Kapila, Antimicrobial nisin acts against saliva derived multi-species biofilms
without cytotoxicity to human oral cells, Frontiers in microbiology, 6 (2015) 617.

[211] What Is Cancer? https://www.cancer.gov/about-
cancer/understanding/what-is-cancer Erisim Tarihi : 23.12.2021.

[212] World Health Organization, International Agency for Research on Cancer,
Global Cancer Observatory https://gco.iarc.fr/ [Erisim Tarihi 4 Aralik 2021].

[213] A. Jemal, F. Bray, M.M. Center, J. Ferlay, E. Ward, D. Forman, Global
cancer statistics, CA: a cancer journal for clinicians, 61 (2011) 69-90.

[214] N. Harbeck, M. Gnant, Breast cancer, Lancet, 389 (2017) 1134-1150.

[215] I. Jatoi, M.A. Proschan, Randomized trials of breast-conserving therapy
versus mastectomy for primary breast cancer:. a pooled analysis of updated
results, American journal of clinical oncology, 28 (2005) 289-294.

[216] Breast Cancer Facts & Figures 2019-2020, American Cancer Society,
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-
statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-fiqures-2019-
2020.pdf. Erigim tarihi : 5 Aralik 2021.

[217] A.E. Frankel, B.L. Powell, N.S. Duesbery, G. Vande Woude, S.H. Leppla,
Anthrax fusion protein therapy of cancer, Current Protein and Peptide Science, 3
(2002) 399-407.

[218] J.I. Lundin, H. Checkoway, Endotoxin and cancer, Environmental health
perspectives, 117 (2009) 1344-1350.

[219] J.E. Meyer, J. Harder, Antimicrobial peptides in oral cancer, Current
pharmaceutical design, 13 (2007) 3119-3130.

[220] R. J Boohaker, M. W Lee, P. Vishnubhotla, J. LM Perez, A. R Khaled, The
use of therapeutic peptides to target and to kill cancer cells, Current medicinal
chemistry, 19 (2012) 3794-3804.

[221] C. Giffard, S. Ladha, A. Mackie, D. Clark, D. Sanders, Interaction of nisin
with planar lipid bilayers monitored by fluorescence recovery after
photobleaching, The Journal of membrane biology, 151 (1996) 293-300.

[222] G.N. Moll, J. Clark, W.C. Chan, B.W. Bycroft, G. Roberts, W.N. Konings, A.
Driessen, Role of transmembrane pH gradient and membrane binding in nisin
pore formation, Journal of Bacteriology, 179 (1997) 135-140.

88


https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
https://gco.iarc.fr/
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf
https://www.cancer.org/content/dam/cancer-org/research/cancer-facts-and-statistics/breast-cancer-facts-and-figures/breast-cancer-facts-and-figures-2019-2020.pdf

[223] J. Ahn, C.Y. Chen, R.B. Hayes, Oral microbiome and oral and
gastrointestinal cancer risk, Cancer Causes & Control, 23 (2012) 399-404.

[224] D.S. Michaud, J. 1zard, Microbiota, oral microbiome, and pancreatic cancer,
Cancer journal (Sudbury, Mass.), 20 (2014) 203.

[225] A. Nyyssola, A. Pihlgjaniemi, A. Palva, N. Von Weymarn, M. Leisola,
Production of xylitol from D-xylose by recombinant Lactococcus lactis, Journal of
biotechnology, 118 (2005) 55-66.

[226] V. Linko, B. Shen, K. Tapio, J.J. Toppari, M.A. Kostiainen, S. Tuukkanen,
One-step large-scale deposition of salt-free DNA origami nanostructures,
Scientific reports, 5 (2015) 15634.

[227] A.M. Hung, C.M. Micheel, L.D. Bozano, L.W. Osterbur, G.M. Wallraff, J.N.
Cha, Large-area spatially ordered arrays of gold nanoparticles directed by
lithographically confined DNA origami, Nature nanotechnology, 5 (2010) 121-
126.

[228] Y. Tang, J. Larsen, J. Kjeldgaard, P.S. Andersen, R. Skov, H. Ingmer,
Methicillin-resistant and-susceptible Staphylococcus aureus from retail meat in
Denmark, International journal of food microbiology, 249 (2017) 72-76.

[229] A. Giacometti, O. Cirioni, F. Barchiesi, G. Scalise, In-vitro activity and killing
effect of polycationic peptides on methicillin-resistant Staphylococcus aureus and
interactions with clinically used antibiotics, Diagnostic microbiology and infectious
disease, 38 (2000) 115-118.

[230] I. Wiedemann, R. Benz, H.-G. Sahl, Lipid Il-mediated pore formation by the
peptide antibiotic nisin: a black lipid membrane study, Journal of Bacteriology,
186 (2004) 3259-3261.

[231] H.E. Hasper, N.E. Kramer, J.L. Smith, J. Hillman, C. Zachariah, O.P.
Kuipers, B. De Kruijff, E. Breukink, An alternative bactericidal mechanism of
action for lantibiotic peptides that target lipid Il, Science, 313 (2006) 1636-1637.

[232] A. Avand, V. Akbari, S. Shafizadegan, In vitro cytotoxic activity of a
Lactococcus lactis antimicrobial peptide against breast cancer cells, Iranian
journal of biotechnology, 16 (2018).

[233] A. Asati, S. Santra, C. Kaittanis, J.M. Perez, Surface-charge-dependent cell
localization and cytotoxicity of cerium oxide nanoparticles, Acs Nano, 4 (2010)
5321-5331.

[234] D. Manzanares, V. Cefia, Endocytosis: the nanoparticle and submicron
nanocompounds gateway into the cell, Pharmaceutics, 12 (2020) 371.

[235] A. Noyan, Yasamda ve Hekimlikte Fizyoloji.

[236] I. Dobrzynska, E. Skrzydlewska, Z.A. Figaszewski, Changes in electric
properties of human breast cancer cells, The Journal of membrane biology, 246
(2013) 161-166.

[237] B. Szachowicz-Petelska, I. Dobrzynska, M. Skrodzka, B. Darewicz, Z.A.
Figaszewski, J. Kudelski, Phospholipid compaosition and electric charge in healthy
and cancerous parts of human kidneys, The Journal of membrane biology, 246
(2013) 421-425.

89



[238] A. Yamaji-Hasegawa, M. Tsujimoto, Asymmetric distribution of
phospholipids in biomembranes, Biological and Pharmaceutical Bulletin, 29
(2006) 1547-1553.

[239] P.M. Hwang, H.J. Vogel, Structure-function relationships of antimicrobial
peptides, Biochemistry and Cell Biology, 76 (1998) 235-246.

[240] N.R. Council, Genomics, Proteomics, and the Changing Research
Environment, Reaping the Benefits of Genomic and Proteomic Research.

[241] Global Cancer Observatory: Cancer Today. Lyon: International Agency for
Research on Cancer; 2020 (https://gco.iarc.fr/today, Erisim Tarihi : 23 Aralik
2021).

[242] C.U. Tas, P. Akkus, M. Culha, G. Yeditepe Univ Nanotechnology,
Development of DNA origami based nanocarriers for cancer therapy, Febs J.,
281 (2014) 391-391.

[243] S. Nummelin, J. Kommeri, M.A. Kostiainen, V. Linko, Evolution of structural
DNA nanotechnology, Advanced Materials, 30 (2018) 1703721.

[244] Q. Li, D. Zhao, X. Shao, S. Lin, X. Xie, M. Liu, W. Ma, S. Shi, Y. Lin,
Aptamer-Modified Tetrahedral DNA Nanostructure for Tumor-Targeted Drug
Delivery, ACS Applied Materials & Interfaces, 9 (2017) 36695-36701.

[245] P. Sun, N. Zhang, Y. Tang, Y. Yang, X. Chu, Y. Zhao, SL2B aptamer and
folic acid dual-targeting DNA nanostructures for synergic biological effect with
chemotherapy to combat colorectal cancer, Internation Journal of Nanomedicine,
12 (2017) 2657-2672.

[246] S.M. Asaduzzaman, K. Sonomoto, Lantibiotics: diverse activities and
unique modes of action, Journal of bioscience and bioengineering, 107 (2009)
475-487.

[247] P.D. Cotter, R.P. Ross, C. Hill, Bacteriocins—a viable alternative to
antibiotics?, Nature Reviews Microbiology, 11 (2013) 95-105.

90


https://gco.iarc.fr/today

	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Deoksiribonükleik Asit
	2.2. DNA Nanoteknolojisi
	2.3. DNA Origami Nanoyapıların Oluşturulması
	2.4. Akıllı İlaç Taşıyıcılar Olarak DNA Nanoyapılar
	2.5. Bakteriler
	2.5.1. Metisiline Dirençli Staphylococcus aureus (MRSA)
	2.5.2. Vankomisine Dirençli Enterococcus faecalis (VRE)

	2.6. Antimikrobiyal taşıyıcı olarak DNA nanoyapılar
	2.7. Antimikrobiyaller
	2.7.1. Hücre duvarını etkileyen antimikrobiyaller
	2.7.2. Protein sentezini etkileyen antimikrobiyaller
	2.7.3. Nükleik asit sentezini etkileyen antimikrobiyaller
	2.7.4. Metabolit sentezini inhibe eden antimikrobiyaller (antimetabolitler)
	2.7.5. Hücre membranına zarar veren antimikrobiyaller

	2.8. Antimikrobiyal Direnç
	2.9. Bakteriyosinler
	2.10. Lantibiyotikler
	2.11. Nisin
	2.12. Kanser
	2.12.1. Meme kanseri

	2.13. Kanser Tedavisinde Nisin

	3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR
	3.1. Deneyde Kullanılan Kimyasallar ve Mikroorganizmalar
	3.1.1. DNA Primerleri ve İskele

	3.2. Yöntem
	3.2.1. DNA Origami Nanodemetlerinin Oluşturulması
	3.2.2. Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Görüntülenmesi
	3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitelerin Belirlenmesi
	3.2.4. Sitotoksik Aktivitelerin Belirlenmesi


	4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA
	4.1. DNA Nanoyapının Karakterizasyonu
	4.2. Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi
	4.3. Bazı Doku Hücrelerinde Sitotoksik Aktivitenin İncelenmesi - İn Vitro Çalışmalar

	5. YORUM
	KAYNAKLAR
	EKLER
	EK 1 - Tezden Türetilmiş Yayınlar
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