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ÖZET 

GRAFEN OKSİT FİLM ÜZERİNDE SH-SY5Y HÜCRELERİNE HİPOKSİNİN 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

Merkezi sinir sistemi (MSS)’nde nöronlar oksijene oldukça duyarlıdır. Oksijen 

azaldığında, nöronlar dejenere olur. Nöronlarda dejenerasyon, hasar ve ölüme neden 

olur. Hipoksi felç, kafa travması, neoplazi, vasküler malformasyonlar ve 

nörodejeneratif hastalıklar gibi MSS patolojileriyle ilişkilidir. Grafen şu ana kadar 

çalışılmış en dikkat çekici nano yapılı malzemelerdendir. Daha önceki bir 

çalışmamızda L-glutaminle oluşturulan stresin nöronlar üzerindeki etkisini grafen 

oksit (GO) ve cam yüzeyler üzerine B35 hücrelerini ekerek incelemiştik. Özgün 

elektriksel özellikleri nedeniyle GO’nun MSS dejenerasyonlarında nöral hücre 

davranışını düzenlemede kullanılabilecek potansiyel bir malzeme olabileceğini 

düşündük.  

Bu çalışmada, hipoksi stresinin SH-SY5Y hücreleri üzerine etkilerini GO 

yüzeylerde göstermek amacıyla GO tozu ve kitosanla cam yüzeyler üzerinde ince bir 

film tabakası elde edildi. Kültüre edilen SH-SY5Y hücre hattı GO filmler üzerine 

ekildi, sadece cam yüzeylere ekilen hücreler ise kontrol grubu olarak kullanıldı. 

Nöronal farklılaşma için 10 µM retinoik asit kullanıldı. Hücreler hipoksik (3% O2) 

ortamda hipoksi haznesinde ve normoksik  (21% O2) ortamda normal inkübatörde 

beş gün süreyle inkübe edildi. Hücre canlılığı için MTT testi yapıldı. Hücre 

morfolojileri taramalı elektron mikroskopisi (SEM) ve aktin boyama ile incelendi.    

MTT sonuçlarına göre hücreler GO filmler üzerinde hipoksi stresine karşı daha fazla 

direnç gösterdi. Aktin boyama ve SEM görüntülerinin de bu sonucu desteklediği 

gözlendi. 

Bu çalışmanın sonuçları GO’nun hipoksi stresine karşı potansiyel bir tedavi 

yöntemi olarak kullanılabileceğini göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: grafen oksit, hipoksi, SHSY5Y hücre hattı   
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HYPOXIA ON SH-SY5Y CELLS ON 

GRAPHENE OXİDE SHEETS 

In the central nervous system (CNS), neurons are highly sensitive to the 

availability of oxygen. If oxygen availability is decreased, neurons can degenerate. 

Degeneration in neurons leads to injury and cell death. Hypoxia is involved in 

several CNS pathologies, including stroke, head trauma, neoplasia, vascular 

malformations and neurodegenerative diseases. Graphene is one of the remarkable 

nano structured materials studied so far. In our earlier study, we investigated the 

effects of L-glutamine stress on B35 cells seeded on GO and glass surfaces.  Due to 

its unique electrical properties, we hypothesized  that GO might be used in potential 

treatments for regulating neural cell behavior in CNS degeneration. 

 In this study, to demonstrate the effects of hipoxia on SH-SY5Y cells seeded 

on GO surfaces, GO powder was coated onto glass slides as a thin film. SHSY5Y 

neuroblastoma cell line was seeded on GO sheets, Seeded cells on only glass slides 

were used as the control group. 10 µM retinoic acid was used for neuronal 

differentiation. Cells were incubated at hypoxic (3% O2) conditions in a hypoxia 

chamber and in normoxic (21% O2) condition in a normal incubator for five days. 

Cell viability was shown by MTT test. Morphologies of cells were examined by 

scanning electron microscopy (SEM) and actin staining. According to MTT results, 

neurons were more resistant to hypoxia on GO sheets; actin staining and SEM 

images confirmed the MTT results. 

The results of this study demonstrated that GO may have a potential use for 

treatment in hypoxia stress.  

Keywords: graphene oxide, hypoxia, SHSY5Y cell line  
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1. GİRİŞ 

 

Nörolojik hastalıklar hastalıktan etkilenmiş dokulara ulaşılmasının zorluğu 

nedeniyle insanda araştırılması en zor konulardan biridir. Bu nedenle patolojik 

mekanizmalarının aydınlatılması ve ilaç geliştirmesi için modelleme yapılması çok 

önemlidir. In vivo modellerin yanı sıra in vitro modeller de hastalık patogenezi ve 

potansiyel farmakolojik ajanların görüntülenmesi için ilginç yaklaşımlar ve önemli 

bakış açıları kazandırır. Hastalıkların olası patolojik mekanizmalarının çalışılması 

için biyoteknolojik yaklaşımlardan yararlanmak son derece önemlidir. Sinir 

sistemindeki biyoteknolojik yaklaşımlar nöral doku mühendisliğine dayanır. 

Biyomateryaller sinir rejenarasyonu ve beyin hasarlarının tamirinde kullanılır. 

Nöral doku mühendisliği hücre davranışı ve doku gelişiminin ekstrasellüler 

matriksi taklit eden üç boyutlu sentetik yapı iskeleleri ile desteklenerek 

düzenlenmesine dayanır. Doğal ekstrasellüler matriksler topografik olarak, 

elektriksel ve kimyasal olarak nöral hücrelerin tutunması ve çoğalması için en uygun 

çevreyi sağlar. Doğal matriksler gibi sentetik yapı iskelelerinin de biyouyumlu, 

immünolojik olarak inert, iletken, biyobozunur ve enfeksiyona dirençli 

biyomalzemelerle yapılmış olması ve nörit oluşumunu desteklemesi gerekir (1).  

MSS’de nöronlar oksijene oldukça duyarlıdır. Ortamdaki oksijen miktarı 

azaldığında hücreler dejenere olur, hasara uğrar ve ölürler. Hipoksi felç, kafa 

travması ve nörodejeneratif hastalıklar gibi pek çok MSS patolojisinde rol oynar. Bu 

çalışmada hipoksi durumunun nöronlar üzerindeki etkisini araştırmak amacıyla 

hipoksi koşullarının in vitro modellemesi insan nöroblastoma hücre hattı SH-SY5Y 

hücreleri üzerinde çalışılmıştır.  

Hücre şekli, morfolojisi, tutunması, çoğalması ve migrasyonunun hücre - 

malzeme bağlantıları ile kontrol edilebildiği pek çok çalışma ile göstermiştir (2–5). 

Ekstrasellüler matriksin taklidi amacıyla son zamanlarda çok çalışılan bir çeşit 

karbon türevi olan GO malzemesi kullanılmıştır. In vitro kültür ortamlarında hücreler 

büyüme ya da komşu hücrelerle etkileşim amacıyla çeşitli maddeler salgılar. Bu 

maddeler grafen yüzeyi tarafından emilir ve hücre çoğalması ve farklılaşmasını 

etkiler (6). Grafen ve türevleri fiziksel, kimyasal ve elektriksel özellikleri nedeniyle 

nöral doku mühendisliğinde son on yılda çok çalışılan malzemelerdendir. Grafen tek 
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atom kalınlığında bir tabakadır ve sp2 hibritleşmesi yapan karbon atomlarından 

oluşmuştur. Balpeteği görünümlü iki boyutlu yapısı karbonun üç boyutlu bir diğer 

yapısı olan grafitten elde edilir (7).  GO grafitin kimyasal oksidasyonu ve 

eksfoliasyonu ile türetilir (8). Oksijenlenmiş grupların varlığı nedeniyle hidrofilik 

GO, serum proteinlerine elektrostatik bağlarla bağlanabilir (9). Son dönemlerde 

yapılan çalışmalarla grafen ve türevlerinin çeşitli kök hücrelerde büyümeyi ve 

kendiliğinden farklılaşmayı destekleyen biyouyumlu yüzeyler olduğu gösterilmiştir 

(9).  

Bu çalışmanın amacı GO filmler hazırlanması, SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücre hattının GO filmler ve cam yüzeylere ekilmesi, hücrelerin hipoksi koşulları 

altındaki davranışlarının GO yüzeyler üzerinde incelenmesidir.  

Hücreler stres koşullarına GO yüzeyler üzerinde cam yüzeylerdekine göre daha 

fazla direnç gösterdi. GO yüzeyler üzerinde daha fazla hücre tutunması ve çoğalması 

gözlendi, ayrıca daha fazla nörit oluşumu ve daha uzun nörit yapıları 

immünohistokimyasal boyama ve SEM görüntüleri ile gösterildi.  

Sonuç olarak GO hipoksi stresine karşı potansiyel bir tedavi yöntemi olarak 

kullanılabilir.  

 

 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Hipoksi ve merkezi sinir sistemi üzerine etkileri 

MSS’de nöronlar oksijene oldukça duyarlıdır. Ortamdaki oksijen miktarı 

azaldığında hücreler dejenere olur, hasara uğrar ve ölürler. Hipoksi felç, kafa 

travması ve nörodejeneratif hastalıklar gibi pek çok MSS patolojisinde rol oynar.  

Hipoksi atmosferde kısmi oksijen basıncının azaldığı yüksek irtifa gibi 

ortamlarda ya da oklüzyon, kan damarlarının daralması gibi vasküler sistemde O2 

taşınmasının bozulmasıyla ortaya çıkabilir (10). Sistemik hipoksi, hiperkapni (CO2 

fazlalığı) ve kan pH’ı değişiklikleri karotis cisimciği (glomus caroticum) ve aort 

cisimciği (glomus aorticum)’ daki kemoreseptörler tarafından saptanır (11). Hipoksi 

sırasında, kemoreseptörler afferent liflere nörotransmitterler salgılar, bu lifler 

bulbus’daki solunum merkezi olan nucleus tractus solitarius’a projekte olurlar. 

Bulbus’dan başlayan eferent nöronlar hipoksik koşulları ortadan kaldırmak için 
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solunumu ve kan basıncını düzenler. Normal koşullarda %1-5 O2 (7,6-38 mm Hg) 

basıncı sistemik organlar için düşük kabul edilir, ancak memeli beyin dokusunun 

metabolik ihtiyaçlarını karşılaması için yeterlidir. Bu nedenle, MSS’deki hücreler 

düşük oksijen koşullarına adapte olmuştur ve O2 miktarı ancak %1’in altına 

düştüğünde etkilenirler. Hipoksi stresine karşı yanıt oksijen alımını ve taşınmasını 

arttırmak için kalp atım hızının ve solunumun arttırılmasıdır (10).  

Hipoksiye karşı hücresel yanıt primer olarak sinaptik iletide membranlardan 

iyon geçişinin değişmesi, adenozinin pre-sinaptik etkileri ve glutamaterjik 

reseptörlerdeki diğer aktiviteler ile düzenlenir. Nöronların hipoksiye karşı daha uzun 

dönemli yanıtı hipoksi uyarılabilir faktör (hypoxia-inducible factor, HIF) gibi 

transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu olarak ortaya çıkar. HIF aktivasyonu HIF 

pirolil 4 hidroksilazlar (PHD) olarak adlandırılan dioksigenazlar ailesi tarafından 

kazanılır. Hipoksik koşullar altında, PHD aktivitesi inhibe edilir. PHD inhibisyon 

aktivitesi HIF’i ve diğer proteinleri stabilize ederek nöroprotektif bir ajan gibi 

davranır (10). Hipoksi sırasında sinaptik iletimin baskılanması primer olarak 

adenozinlerle kontrol edilir, serebral iskemi sırasında konsantrasyonu önemli 

derecede artar (10).  Adenozin MSS’deki bütün hücrelerden salınabilir ve etkisini 

hem presinaptik hem de postsinaptik A1 reseptörlerinde gösterir. Presinaptik A1 

reseptörlerinin aktivasyonu voltaj kapılı kalsiyum kanallarının inhibisyonuna neden 

olur, sinapslardan kalsiyumun geri alınımını etkiler. Azalan kalsiyum nörotransmitter 

taşıyan veziküllerin taşınmasını azaltır ve bunun sonucunda sinaptik iletim azalır. 

Postsinaptik A1 reseptörlerinin aktivasyonu potasyum kanallarında içeriye sızıntı 

olmasına, bu da postsinaptik nöronda hiperpolarizasyona neden olur (10,12,13).  

Standart bir hipoksi uygulamasında, örneğin hücrelerin besiyerinin 

değiştirilmesinde, flaskın gaz-kontrollü inkübatör içinden alınması ve aynı oksijen 

koşuluna sahip hazne içine yerleştirilmesi gerekir. Taze besiyeri aynı oksijen 

koşullarına eşitlenmelidir. Besiyerinde çözünmüş oksijen konsantrasyonu her 

eklemede ölçülmelidir. Bu nedenle, oksijen konsantrasyonunu kontrol etmek 

amacıyla basit yöntemler geliştirilmiştir. Hipoksi koşulunda yapılacak in vitro 

deneyler için en sık kullanılan iki yöntem:1) sıkıca kapatılmış bir haznenin belli bir 

gaz konsantrasyonu ile doldurulması, ya da 2) hücrelerde biyokimyasal olarak 

yalancı hipoksi durumunun yaratılmasıdır. Her iki yöntemin de kendine özgü avantaj 

ve sınırlamaları vardır. Oksijen konsantrasyonunu kontrol etmede en yaygın yol 

inkübatörün gaz konsantrasyonunu ayarlamaktır. Bu yöntemde hücreler 
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inkübatördeki oksijen konsantrasyonunda büyürler (14). Ayrıca bu gaz kontrollü 

inkübatörler vakum odası (glove box) ya da hipoksi haznesi gibi ek sistemler 

gerektirir (15). Yalancı hipoksi ortamını yaratmak için kullanılan kimyasallar pirolil 

hidroksilaz inhibitörleri, nikel klorid ve en sık olarak da CoCl2’dir. (16).  

 

 

Şekil 1. Hipoksi koşulu yaratma yöntemleri 

 

  

Şekil 2. Hipoksi haznesi 
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2.2. SH-SY5Y hücre hattı 

 

Nöron benzeri hücre hatlarından olan SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre hattı 

son zamanlarda MSS’nin in vitro modellemesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Köken olarak kemik tümör biyopsisinden elde edilen SH-SY5Y (ATCC-®-CRL-

2266™) hücreleri SK-N-SH (ATCC-®-HTB-11™) hücrelerinin alt hattıdır. SK-N-

SH ilki SH-SY, ikincisi SH-SY5 ve en son olarak da SH-SY5Y olmak üzere toplam 

3 kez alt kültüre alınır. SH-SY5Y patent hakları 1970’de June L. Biedler tarafından 

ATCC-®’ye devredilmiştir (17).  

SH-SY5Y hücre kültüründe tutunan ve yüzen hücreler olmak üzere iki tip 

hücre bulunur. Yapılan çalışmalar yüzen hücrelerin besiyeri değişimi sırasında 

ayrıldığını göstermektedir. Biedler ve grubunun SK-N-SH hücreleri ile yaptığı 

çalışmalarda kültürde “nöroblast benzeri hücreler” ve “epitel benzeri hücreler” olmak 

üzere iki ayrı morfolojide hücre bulunduğunu gösterilmiştir (18).  Bu iki fenotip daha 

sonra Encinas vd. SH-SY5Y “N” ve “S” tipleri olarak tanımladığı fenotiplerle 

uyumludur (19).  Nöroblast benzeri morfolojileri olan hücreler kateşolaminerjik 

nöronların karakteristiği olan tirozin hidroksilaz (TH) ve dopamin-β- hidroksilaz 

pozitiftir, epiteliyal benzeri hücreler ise bu enzimatik aktiviteleri göstermezler (18). 

SH-SY5Y hücreleri nöronal belirteçlerle karakterize edilebilen daha olgun nöron 

benzeri fenotipe farklılaşabilir. SH-SY5Y hücrelerini farklılaştırmanın birkaç yolu 

vardır. Retinoik asit farklılaştırmak için en sık kullanılan kimyasaldır (17). 

SH-SY5Y hücreleri için orijinal kültür koşulları 1978’de Biedler vd. tarafından 

gösterilmiştir (20). Her hücrenin kendine ait büyüme kinetiği olur. Tipik bir büyüme 

kinetiğinde Lag, log ve plato fazı olmak üzere 3 faz bulunur. Lag faz (latent dönem) 

büyümenin olmadığı, hücre ekiminden hemen sonraki dönemdir. Bu dönem ekimin 

ardından ilk birkaç saatten 48 saate kadar sürer fakat sıklıkla 12 saattir. Bu süreçte 

hücreler tripsinizasyon işlemi sonrası kendini toparlar, hücre iskeleti yeniden 

düzenlenir. Tutunmaya yardımcı olmak için matriks salgılanır, hücreler yüzeye 

yayılır. Bu aşamadan sonra üstel büyüme fazı (exponential growth) olarak 

adlandırılan logaritmik faz yani log fazına girer. Bu aşamada hücrelerin sayısı hücre 

tipine göre değişen belirli sürede iki katına çıkar ve doubling time (iki katına çıkma 

süresi) olarak adlandırılır. Hücre popülasyonu yeterince kalabalıklaştığında yani tüm 
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yüzey hücrelerle kaplandığında hücreler plato fazı (durağan faz)’na girerler. Hücre 

sayısı bir süreliğine en yüksek seviyededir ancak bu fazda hücreler pasajlanmazsa 

ortamdaki besinin azalması ve metabolik artıkların çoğalması nedeniyle hücreler 

ölmeye başlar bu aşama ise ölüm fazı olarak adlandırılır.  Bu büyüme kinetiğine göre 

hücreler için en uygun çalışma konsantrasyonu ve pasaj süresi belirlenir. Hücre 

karakteri hakkında fikir edinilir (21). 

 

  

Şekil 3. Büyüme kinetiği eğrileri, lag, log ve plato fazları 

Sağdaki grafik hücrenin lag, log ve plato fazlarını va ayrıca besiyeri değişim zamanı 

ve pasaj zamanını göstermektedir. Soldaki grafik ise iki katına çıkma süresi ve 

satürasyon yoğunluğunu göstermektedir (21).  

 

 SK-N-SH hücreleri ve bundan klonlanmış olan SH-SY5Y hücreleri bir kültür 

kabında 2x10
5
 ya da 4x10

6
 hücre/60mm yoğunlukta olacak şekilde  non-esansiyel 

amino asit, %15 fetal sığır serumu (fetal bovine serum, FBS), penisilin (100 IU/ml) 

ve streptomisin (100 µg/ml) eklenmiş Eagle’ın minimum temel besiyerinde kültüre 

edilir. Bu hücre yoğunlukları iki katına çıkma süresi (doubling time) ve satürasyon 

yoğunluklarını ortaya çıkarmak için kullanılır. SH-SY5Y’nin iki katına çıkma süresi 

özel olarak belirtilmemiştir, ancak SK-N-SH nöroblast benzeri populasyonların iki 

katına çıkma süresi yaklaşık 27 saattir, alt-klonlarının da benzer sürelerde olduğu 

bildirilmiştir. SH-SY5Y hücreleri için büyüme satürasyon yoğunluğu > 1x10
6
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hücre/cm
2
’dir. Bu sayı hem tutunan ve hem de yüzen hücreler pasaja alındığında 

geçerlidir. Çalışmada yüzen hücreler kültür besiyerinden uzaklaştırılmış, tutunan 

hücreler ise tripsinle kaldırılmıştır. İki hücre popülasyonu birlikte santrifüj edilerek 

uygun yoğunluklarda tekrar kültüre edilmiştir. Hücreler 37°C’de, %5 CO2’de, nemli 

ortamda büyümektedirler (20).  
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2.2.1. Farklılaşmamış ve farklılaşmış SH-SY5Y hücreleri 

 

Araştırmacıların SH-SY5Y hücrelerini olgunlaştırabilmesi ve nöron benzeri 

fenotipe farklılaştırabilmeleri sinirbilim çalışmalarına pek çok yarar sağlamıştır. Bu 

hücre hattının avantajı primer kültüre göre daha ucuz olması ve farklılaşmadan önce 

büyük ölçeklerde yayılabiliyor olmasıdır. Ayrıca bir insan nöroblastoma hücre hattı 

olması nedeniyle insan primer nöronal kültürüyle ilgili yaşanan etik sorunlar 

bulunmaz. Buna ek olarak, SH-SY5Y hücreleri insandan elde edildiğinden rodent 

primer kültürlerinde bulunmayan bir takım insana özgü proteinleri ve protein 

izoformlarını eksprese edebilmesi de önemli bir avantajdır (17).   

Nöron benzeri hücrelerin ihtiyaç duyduğu koşullar farklılaşmış ve 

farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri için in vitro deneylerle belirlenmiştir. Nöronal 

farklılaşma nörit oluşumu, şekillenmesi ve uzaması, plazma membranının elektriksel 

uyarılabilirliğinin artışı, synaptophysin pozitif fonksiyonel sinapsların oluşumu ve 

nörona özel enzimlerin, nörotransmitterlerin ve nörotransmitter reseptörlerinin ortaya 

çıkması gibi bazı özel durumlar gerektirir (22,23). Bu nedenle farklılaşmış ya da 

farklılaşmamış hücrelerle yapılan deneyler sırasında tüm bu özelliklerin göz önünde 

bulundurulması gerekir (17).  

SH-SY5Y hücrelerinin farklılaşmamış formu nöroblast benzeri, biraz tepesi 

kesik (trunkuat) şekilli polarize olmayan hücre gövdesi ile karakterize edilir. Bu 

hücreler küme şeklinde büyümeye meyillidir ve yığın şeklinde görülebilirler, 

birbirlerinin hücre gövdeleri üzerinde bulunacak şekilde kümelenebilirler. 

Farklılaşmamış SH-SY5Y hücreleri sürekli çoğalır, olgunlaşmamış nöronal 

belirteçleri eksprese eder, olgun nöronal belirteçlerden ise yoksundur (17). 

Farklılaşmamış hücreler en çok kateşolaminerjik nöronları andırırlar (22,23). 

Farklılaştırmak için ajan kullanımını takiben SH-SY5Y hücreleri uzun, güzel 

nöritleriyle morfolojik olarak primer nöronlara daha çok benzer hale gelirler. Olgun 

hücreler farklılaşma yötemine göre farklı bir biçimde polarize hale gelirler, çok 

sayıda ve rastgele dağılan nöritler sergileyebilirler. SH-SY5Y hücrelerinin 

farklılaşması için birçok yöntem vardır. SH-SY5Y hücreleri besiyeri koşullarına göre 

çeşitli olgun nöronal fenotiplere, kolinerjik, adrenerjik ya da dopaminerjik nöronlara 
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dönüşebilir. In vitro çalışmalar için farklılaşma yöntemi istenilen fenotipe göre 

seçilmelidir (17). 

 

2.2.2. SH-SY5Y hücrelerini farklılaştırma yöntemleri 

 

Retinoik asit 

Retinoik asit (RA) SH-SY5Y hücrelerini farklılaştırmak için en çok kullanılan 

ajanlardan biridir ve en iyi karakterize edilmiş yöntemdir. RA bir A vitamini 

metabolitidir, güçlü büyüme önleyici ve farklılaşmayı arttırıcı özelliği vardır (24). 

Genel olarak minimum 3-5 gün 10 µM konsantrasyonda serumsuz ya da düşük 

serumlu mediumda farklılaşmayı arttırmak için kullanılır (25). SH-SY5Y 

hücrelerinin sağ kalımını arttırır. Bu etkiyi fosfotidilinositol 3-kinaz/Act sinyal 

yolağının aktivasyonu ve anti-apoptotik Bcl-2 proteininin upregülasyonu ile yapar 

(26). Bazı çalışmalar,  RA ile farklılaştırılmış hücrelerin 6-hydroksidopamin (6-

OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropridin (MPTP) ya da metabolitleri, 1-

metil-4-fenilpiridinyum iyonu (MPP + ) gibi toksik maddelere farklılaşmamış 

hücrelere oranla daha dayanıklı olduklarını göstermiştir (25). SHSY5Y hücreleri RA 

ile farklılaştıklarında önce kolinerjik nöronlara dönüşürler, kolin-asetil transferaz 

(ChAT) aktivitesinde ve veziküler monoamin taşıyıcıları (VMAT) ekspresyonunda 

artış olur (22). Dopaminerjik nöronlara da dönüşebilirler, ancak bunun için forbol 

esterler gibi başka ajanların da uygulanmasını gerekir (27).  

Forbol esterler 

RA’dan farklı olarak 12- O -tetradecanoyl-phorbol-13 acetate (TPA) gibi 

forbol esterlerle de farklılaştırma yapılabilir. 1981 yılında Påhlman vd. dört gün 

1,6x10-8 M TPA uygulanmasıyla SH-SY5Y hücrelerinde morfolojik farklılaşma 

meydana geldiğini göstermişlerdir. Elektron mikroskopisiyle de sitoplazmik 

nörosekratuvar granüller görülmüştür (28). TPA ile RA uygulaması arasındaki fark 

TPA’nın hücresel noradrenalin içeriğini 200 kat arttırırken, RA’nın yaklaşık 4 kat 

arttırmasıdır. Bu nedenle, adrenerjik fenotip istendiğinde TPA uygulaması daha 

uygundur (17). 

Dibütiril siklik AMP (Dibutyryl cyclic AMP, dbcAMP) 

Nöral hücrelerde, hormonlar ve nörotransmitterler farklılaşma ve uzun süreli 

potansiasyon (LTP, long term potentiation) oluşumu için hücre içi siklik AMP 
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(cAMP) seviyesini arttırırlar. SH- SY5Y hücrelerine dbcAMP uygulaması nörit 

uzaması ve GAP-43 ( growth associated protein 43) olgun nöron markerı ifadesinde 

artışa neden olur (29,30). Çalışmalar, 1 mM dbcAMP üç gün uygulandığında 

farklılaşmamış kültürlerde hücre agregasyonunu azalttığını, nörit uzamasını ve 

dallanmasını arttırdığını, TH immunoreaktivitesini arttırdığını ve bir protein kinaz A 

bağımlı yolda hücresel noradrenalin içeriğinde artışa neden olduğunu göstermektedir. 

TPA ve RA Bcl-2 ekspresyonunu arttırırken, dbcAMP azaltmaktadır (29). SH-SY5Y 

hücrelerinin dbcAMP ile farklılaştırılması, RA ve TPA ile farklılaştırılmış hücrelerle 

benzer bir morfolojik fenotip gösterir. Farklılaşmış kültür primer adrenerjik nöron 

benzeri hücrelerden oluşur (17). 

Farklılaşmada diğer yöntemler 

Stautosporine bir PKC inhibitörüdür, nörit oluşumunu tetikler ve SH-SY5Y 

hücrelerinde hücre döngüsünü durdurur. RA ile farklılaştırmadan farklı olarak 

staurosporine uygulanmış hücreler cisplatin, 5-fluorourasil, 6-OHDA ve Ɣ 

radyasyonu gibi toksik etkilere daha açık hale gelir ve Bcl-2 ekspresyonunda azalma 

görülür (31). Sonuç olarak bu hücreler doza bağlı olarak apoptozise uğrar. Yapılan 

çalışmalar, RA ve TPA kombinasyonuyla büyüme faktörlerinin (NGF, BDNF) 

birlikte uygulanmasının olgun nöral fenotip oluşumunu desteklediğini göstermektedir 

(19,32,33). Nöronal mediumun primer nöron kültüründe kullanılan B27 içermesi 

farklılaşmayı arttırır. Farklılaştırma için kullanılan diğer yöntemler kolesterol, 

vitamin D, insülin ya da nöronal farklılaşmayı destekleyen substratlarla birlikte 

kültüre etmektir (17).  

 

2.3. Grafen ve türevleri 

 

Grafit yaklaşık 500 yıldır bilinen ve geniş kullanım alanı olan bir malzemedir. 

Bu kadar iyi bilinmesine rağmen grafitten elde edilen grafen bugünkü ününü 2004 

yılında Geim ve arkadaşlarının Manchester Üniversitesi’nde yaptığı bir çalışmayla 

kazanmıştır. Bu çalışmada grafen ilk kez grafitten izole edilmiş ve bu gruba 2010 

yılında Nobel Ödülü’nü kazandırmıştır (8). Elektriksel özellikleri, elastisitesi, protein 

absorbsiyonu ve düşük moleküler ağırlığı nedeniyle grafen ve türevleri (grafen oksit 

(GO) ve indirgenmiş grafen oksit (iGO)) doku mühendisliği ve biyomedikal 

uygulama alanlarında kullanılmaktadır (9).  
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Grafen tek ya da birkaç tabakalı olup sp2 hibritleşmesi yapan karbon 

atomlarından oluşur. Sp2 hibritleşmesi yapan karbon nanomalzemeleri genellikle 

boyutsuz formdaki fulleren, tek boyutlu karbon nanotüpler ve iki boyutlu grafendir 

(7). Bal peteği görünümlü iki boyutlu yapısı karbonun üç boyutlu bir diğer yapısı 

olan grafitten elde edilir. Grafen nanomalzemeler birkaç tabakalı grafen (few layer 

graphene), ultra ince grafit, grafen oksit (GO) (tek tabakadan birkaç katlı tabakaya 

kadar), indirgenmiş grafen oksit (iGO) ve grafen nanotabakalarıdır (graphene 

nanosheets) (34).  

 

 

Fulleren  

Smalley vd. (1985) 

Nobel ödülü (1996) 

 

Karbon nanotüp 

Lijima vd. (1991) 

 

 

Grafen  

Geim vd. (2004) 

Nobel ödülü (2010) 

Şekil 4. Sp2 hibritleşmesi yapan karbon nanomalzemeler 

Sp2 hibritleşmesi yapan karbon nano üyeleri- fulleren (0), karbon nanotüp 

(1B) ve grafen (2B) – Feng vd. 2011 Graphene in biomedicine: opportunities and 

challenges (7) 

 

Grafen fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle son zamanların en dikkat 

çeken malzemelerinden biridir (8). Yüksek elektriksel iletkenliğe (35), geniş yüzey 

alanına (36), yüksek dayanıklılığa (37), iyi elastik özelliklere (38), iyi bir termal 

iletkenliğe (39), fonksiyonelliğe, kimyasal inertliğe (40) ve gaz geçirmezliğe (41) 

sahiptir (42).  

GO grafitin kimyasal oksidasyonu ve eksfoliasyonu ile türetilir. GO’nun tarihi 

1859’lara dayanır. Bordie GO sentezini ilk kez nitrik oksit buharında grafit sulu 

harcına bir miktar potasyum klorid ekleyerek 1859’da gerçekleştirmiştir (43). 

1898’de, Staudenmaier bu protokolü yoğunlaştırılmış sülfürik asit kullanarak yine 
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nitrik asit buharında ve reaksiyon boyunca çeşitli alikotlar içinde kloratlar ekleyerek 

geliştirmiştir. Prosedürdeki bu ufak değişiklik tek bir reaksiyon kabında bol 

oksitlenmiş GO ortaya çıkarır ve daha pratiktir (44). 1958’de Hummer bugün en çok 

kullanılan yöntemi yayınlamıştır: grafit KMnO4 ve NaNO3 uygulaması ile oksidize 

edilir, konsantre H2SO4 içinde olmasına dikkat edilmelidir (42,45).  

Günümüzde grafen ve türevlerinin sentezi için mekanik eksfoliasyon (8), 

epitaksiyel büyüme  (46), kimyasal buhar çöktürme (47, 48), karbon nanotüplerin 

açılması (49), GO’in eksfoliasyonu (50), grafitin likit faz eksfoliasyonu  (51), iyon 

ekleme ve eksfoliasyon (52), hidro/solvo termal sentez (53), kimyasal yollar (54), 

fotokataliz (55), fotodegredasyon (56) ve elektrokimyasal eksfoliasyon’ u (57) içeren 

yöntemler kullanılabilir (42, 58).  

 

 

Şekil 5. Grafitten grafen oksit elde edilmesinin şematik diagramı 

Grafitten grafen oksit elde etmek için kullanılan kimyasal oksidasyon, eksfoliasyon 

yöntemleri. Gao ve Duan 2014. 2D and 3D graphene materials: Preparation and 

bioelectrochemical applications (58). 

GO’nun yapısında periferde karboksil grubu bulunur. Bu kolloidal stabilite ve 

pH bağımlı negatif yüzey yükü sağlar (59). Bazal yüzeyde, hidroksil grubu (-OH) ve 

epoksit (-O-) fonksiyonel grupları bulunur. Yüksüz, ancak polardır. Alt yüzeyde 

ayrıca modifiye olmayan grafenik etki alanı bulunur. Bu alan hidrofobiktir ve boya 

molekülleri ve bazı ilaçlarla π-π bağları yapabilir (60). Özellikle grafen türevleri 
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diğer karbon malzemelerle kıyaslandığında geniş özel yüzey alanı (2630 m
2
 g

-1
) (61), 

üstün elektriksel iletkenlik (230 S m
-1

) (54,62), 601 °C‘ ye çıkan oksidasyon direnç 

sıcaklığıyla mükemmel termal stabilitesi (63), 3080 ile 5150 W m
-1

 K
-1

 arasındaki 

yüksek termal iletkenlik (64), Young modülü’nde yaklaşık 1.0 Tpa ile dikkat çekici 

mekaniksel dayanıklılık (38) ve %97,7 ile üstün optikal iletkenlik (36) gibi özgün 

fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle elektrokimyada çok çalışılan malzemelerdir 

(58). Epoksit, karboksil ve hidroksil grupları alt düzlemde ve kenarlarda yerleşim 

gösterir ve proteinlerle kovalent, elektrostatik ve hidrojen bağları kurmaya olanak 

verir (6).  

 

 

 

Şekil 6. Grafen nanomalzeme ailesinin şematik diyagramı ve biyolojik etkileşimiyle 

ilgili özellikleri 

GO’ nun alt yüzeyinde yüksüz, polar gruplar (OH, -O-), periferinde yüklü hidrofilik 

karboksil grupları bulunur.  Alt yüzeyde ayrıca π  bağları kurabilen hidrofobik 

grafenik domain bulunur. Sanchez vd. 2011 Biological Interactions of Graphene-

Family Nanomaterials: An Interdisciplinary Review (65). 

 

Grafen özgün fiziksel ve kimyasal özellikleri örneğin geniş yüzey alanı, 

olağanüstü elektriksel ve termal iletkenliği, güçlü mekanik dayanımı, biyo-

fonksiyonelliği ve seri üretilebilir olması nedeniyle biyosensörler/biyogörüntüleme 

(optik algılama, floresans görüntüleme probları, elektro-kimyasal algılama), 

elektronik cihazlar (transistörler, solar hücreler, kütle spektrumu için matriksler), 
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hastalık teşhisi, gen ve ilaç taşıyıcıları, kanser terapisi, fototermal terapi, bakteriyel 

inhibisyon, antibakteriyel kağıtlar, antiviral malzemeler ve doku mühendisliği 

alanlarında kullanılır (7, 34, 60, 66).  Günümüzde yapısal kopozitler (67), iletken 

polimerler (67), pil elektrodları (68, 69), grafen süper kapasitörleri (70), taşıyıcı 

bariyerler (71, 72), yazıcı mürekkepleri (73), antibakteriyel yapısal kâğıtlar (70), ve 

biyomedikal teknolojiler (67, 74, 75) gibi diğer mühendislik alanlarında da grafen 

üzerine çalışmalar artmıştır. Atomik incelikte grafen ve GO tabakaları biyouyumlu 

platformlardır ve doku rejenerasyonu için kök hücre soylarının özelleştirilmesini 

düzenleme potansiyelleri vardır (76).  

 

2.4. Grafenin biyomedikal alanlarda kullanımı 

 

Biyolojik uygulama alanlarında karbon türevleri çalışmaları diğer alanlara 

kıyasla daha sınırlıdır. Grafen özgün elektriksel, kimyasal ve fiziksel özellikleri 

nedeniyle biyomedikal alanlarda ilaç taşıyıcıları, biyosensörler ve doku mühendisliği 

alanlarında kullanılmaktadır. 

 2010 yılından başlayarak grafen temelli biyosensörler için önemli makaleler 

yayınlanmıştır. Bu çalışmalarda temel olarak grafenin kimyasal, optik, elektriksel ve 

elektrokimyasal özelliklerinden yararlanılmıştır.  Pek çok araştırmacı grubu farklı 

mekanizmalar kullanarak grafen temelli biyosensörler üzerinde çalışmaktadır (68, 

77–80). 2008 yılında Mohanty vd. bakteri, DNA ve proteinlerin saptanmasında 

kullanılabilecek grafen elektronik aygıtını ilk kez başarılı bir şekilde üretmişlerdir 

(68). Bundan sonra, grafenin elektronik aygıtlarda kullanımı çalışmaları birbirini 

takip etmiştir (7, 79–83). 

Çok geniş yüzey alanı ve mükemmel elektron hareketliliğinden dolayı grafen 

ya da grafen temelli kompozit malzemelerden glikoz, DNA ve proteinler gibi çeşitli 

biyomoleküllerin yüksek hassaslıkta ölçümü için kullanılan çeşitli elektrodlar 

geliştirilmiştir (7, 84, 85). Yüksek hassaslığa sahip elektrokimyasal biyosensörlerin 

klinik tanı, çevre görüntüleme ve endüstriyel besin ve tarımsal üretimlerin kalite 

kontrolü gibi geniş kullanım alanları bulunmaktadır (58, 86).  

2008’de California (ABD) Stanford Üniversitesi’nden Hongjie ve grubu 

fonksiyonelleştirilmiş nano GO’yu polietilenglikol (PEG) ile birleştirerek 

biyouyumlu bir ilaç taşıyıcısı olarak kullanılabileceğini göstermişlerdir (87). 
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Aromatik anti-kanser ilaçları grafen yüzeyine hücre içi ilaç taşıma için π-π bağları ile 

etkili bir şekilde yüklenebilir (7). Kitosanın, folik asidin ve PEG GO’ya kovalent 

bağlanması anti-inflamatuvarların, ve suda çözünen antikanser ilaçların taşınması 

için potansiyel bir platform oluşturmaktadır  (65).  

Grafen düz ya da pürüzlü yüzeylere uygulanabilmesi, bükülebilirliği ve yüksek 

elastisite gibi mekanik özellikleri nedeniyle biyouyumlu filmler, hidrojeller ve diğer 

yapı iskelesi türleri gibi doku mühendisliğinde sıklıkla kullanılan malzemelerde yer 

alabilir (65).   

In vitro kültür ortamlarında hücreler büyüme ya da komşu hücrelerle etkileşim 

amacıyla çeşitli maddeler salgılar. Bu maddeler grafen yüzeyi tarafından emilir ve 

hücre çoğalması ve farklılaşmasını etkiler (6). Oksijenlenmiş grupların varlığı 

nedeniyle hidrofilik GO, serum proteinlerine elektrostatik bağlarla bağlanabilir (9). 

Son dönemlerde yapılan çalışmalarla grafen ve türevlerinin insan mezenkimal kök 

hücreleri, indüklenmiş pluripotent kök hücreleri, insan nöral kök hücreleri gibi çeşitli 

kök hücreleri için büyümeyi ve kendiliğinden farklılaşmayı destekleyen biyouyumlu 

substratlar olduğu gösterilmiştir (9).  

Pek çok araştırmacı hücre morfolojisi, tutunması, çoğalması ve migrasyonunun 

hücre-malzeme bağlantıları ile kontrol edilebildiğini göstermiştir (2–5). Hücre 

davranışını düzenlemede sadece biyomalzemelerin topografisi, pürüzlülüğü ya da 

sertliği etkili değildir; ek olarak hücre yoğunluğu ve adezif ligandların dağılımı ve 

kimyası, substrat elastisitesi de önemlidir ve insan mezenkimal kök hücrelerinde 

nörojenik, myojenik ve osteojenik markerların upregülasyonunu arttırabilir (88).  

Doku mühendisliği ve hücre farklılaşmasında kullanılan karbon 

nanomalzemeler hücre kültüründe süspanse halde ya da in vitro kök hücre 

kültürlerinde nanomalzemelerle kaplama şeklinde kullanılmaktadır. İkinci yöntem 

kök hücre davranışını düzenlemede daha çok kabul edilen bir yöntemdir, çünkü 

nanomalzeme kaplı yüzeyler doğal ekstrasellüler matriksle karşılaştırıldığında kök 

hücreler için daha özgün bir fiziksel yapı sağlar (7, 9). 

GO substratı ile yapılan çeşitli çalışmalarda insan mezenkimal kök hücrelerini 

adipositlere farklılaşmasını desteklediği, üç boyutlu porlu yapılarda nöral kök 

hücrelerin nöronlara farklılaşmasını arttırdığı ve pluripotent kök hücrelerin 

endodermal soylara farklılaşmasını arttırdığı gösterilmiştir (6, 89–91). Özellikle 

grafenin biyouyumlu ve düşük toksisiteye sahip olması onu terapötik proteinlerin 
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taşınmasında potansiyel bir malzeme yapar (92). Yumuşak dokulara benzerliği 

nedeniyle hidrojel kompozitler deri, bez, kıkırdak ve kemik gibi dokuları oluşturmak 

ya da tamir etmek için geliştirilen yapı iskeleleri olarak yoğun olarak çalışılmaktadır 

(65). 

İnsan nöral kök hücrelerinin nöronlara farklılaştırılması önemli bir biyomedikal 

gelişmedir, çünkü nöral rejenerasyon için terapötik yöntemler geliştirilmesine olanak 

sağlar (2). Kimyasal olarak stabil nanoyapılı grafen nöral hücre adezyonu için 

uygundur. Çünkü nöral hücreler elektroaktiftir ve fonksiyonları elektriksel 

aktivitelere dayalıdır, yüksek elektriksel iletkenliği grafeni nöral modeller için uygun 

hale getirir (9).  

Park vd. yaptıkları çalışmada immünofloresans görüntüleri GO substratı 

üzerinde hücre tutunmasının ve hücrelerin nöronlara farklılaşma oranının daha iyi 

olduğunu, ancak cam yüzeylerde nöronlardan çok glial hücrelere farklılaşma 

olduğunu göstermişlerdir (91).   

Diğer çalışmalar grafen temelli substratların nöral farklılaşmayı desteklediğini 

göstermektedir.  Hong vd. yaptıkları çalışmada PC12 hücrelerinin grafen kaplı ve 

grafen kaplı olmayan cam yüzeylere ekildiğinde, grafen kaplı yüzeylerde daha çok 

hücre çoğalması ve nöral farklılaşma olduğunu ve hücre tutunmasının daha iyi 

olduğunu göstermişlerdir (93).  

Wang vd. mezenkimal kök hücreleri florinlenmiş grafen tabakaları üzerinde 

çalışmış, grafene ekilen hücreler ile karşılaştırıldığında florinlenmiş grafende nöral 

farklılaşmanın daha çok desteklendiğini gözlemişlerdir (94).   

Li vd. üç boyutlu grafen temelli bir yapı iskelesi olan grafen köpük kullanmış, 

köpüğün fareden alınan nöral kök hücrelerini aktif proliferasyon basamağında 

tuttuğu gözlemişlerdir (95). Grafen köpüğün porlu yapısı sayesinde nöral kök 

hücrelerin adezyonu için iyi bir substrat olduğunu, düzensiz yüzeyin mekanik 

adezyonu arttırdığını saptamışlardır. Ayrıca, yapı iskelesi biyouyumludur; 

sitotoksisite gözlenmemiş ve hücre canlılığı da etkilenmemiştir. İki boyutlu grafen 

yapısına kıyasla üç boyutlu yapının daha iyi elektriksel performans gösterdiği ve 

elektriksel uyarının nöronal farklılaşmayı desteklediği de gözlenmiştir (96).  

Tang vd, 2013’de grafen substratlarına nörosferler ekildiğinde 14 günlük kültür 

sonunda hücrelerin ağsı biçim aldıklarını beta tubulin immünohistokimyasal 

boyaması ile göstermişlerdir (97). Yeni oluşan nöritler sinaps yapmaya 
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başlamışlardır. Bu sonuç grafenin nöral aktiviteyi desteklemede kullanılabilecek bir 

substrat olduğunu doğrulamaktadır.  

Shah vd. hazırladıkları grafen temelli bir nanomalzeme ile nöral kök hücrelerin 

oligodendrositlere farklılaşabildiklerini göstermişlerdir (98). Song vd. üç boyutlu 

grafen köpüğünün mikroglia hücreleri ile çalışarak anti-enflamatuvar etkisini 

araştırmışlardır. Sonuç olarak iki boyutlu ve üç boyutlu grafen yüzeyler polistren 

kültür kaplarıyla karşılaştırıldığında nöroinflamasyonu uyarmadığını hatta üç boyutlu 

grafenin nöroinflamasyondan koruma özelliğinin olduğunu gözlemlemişlerdir (99).  

Nanomalzemelerin medikal tanı ve tedavide kullanımı özgün mekanik, optik, 

elektriksel ve manyetik özellikleri nedeniyle her geçen gün artmaktadır.  Li vd.  

2011’de grafenin nöral arayüz olarak iyi bir potansiyele sahip olabileceğini 

göstermişlerdir. Çalışmalarında grafenin hippokampal nöronların primer kültüründe 

nörit filizlenmesi ve uzamasını desteklediği, nöral ağdaki nöronal performansı 

arttırdığı ve kök hücre farklılaşmasını sağladığı saptanmıştır (100).  

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan yöntem özetle: 

 GO filmler hazırlanması, 

 SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre hattının Ege Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü, Hayvan Hücre kültürü ve Doku 

Mühendisliği Labaratuvarı’ndan alınarak GO filmler ve cam yüzeylere 

ekilmesi, 

 Hücrelerin 5 gün hipoksi ve normoksi ortamlarında inkübe edilmesi, 

 Hipoksinin etkilerini görmek amacıyla MTT canlılık testi yapılması, 

SEM görüntülerinin alınması ve aktin sitoiskeleti boyaması yapılması 

şeklinde planlanmıştır. 

Bütün çalışmalar Ege Üniversitesi, Mühendislik Fakültesi, Biyomühendislik 

Bölümü,  Hayvan Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği Grubu 

Laboratuvarı’nda gerçekleştirilmiştir.  
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                  Şekil 7. Tez çalışması deney planı 

 

 

3.1. SH-SY5Y hücrelerinin çözdürülmesi 

 

1. -196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L)’de stoklanmış olan 

dondurulmuş (kriyo) tüp çıkartıldı. 

2. 37°C’deki su banyosunda bekletildi. 

3. Tüp içeriği %10 FBS (Fötal sığır serumu, S0115; BioChrom AG, Berlin, 

Almanya), % 0.1 gentamisin (BioChrom AG, A2710; Berlin, Almanya), 1% L-

glutamin (K0282; BioChrom AG, Berlin, Almanya)  ve besi ortamı Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium High Glucose (D5796-500ML; Sigma, İngiltere) ile bir 

santrifüj tüpüne (Isolab, Wertheim, Almanya) toplandı. 

4. Toplanan hücreler 1000 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika santrifüjlendi (5810 R, 

Eppendorf, Hamburg, Almanya). 

5. Süpernatant döküldü. 

6. Hücre pelleti hafifçe tüpün dibine vurularak yüzeyden kaldırıldı ve besi 

ortamı ile süspanse edildi. 

7. Süspanse haldeki hücreler uygun ölçüdeki flaska (SPL Lifesciences Co. Ltd, 

Gyeonggi,  Korea) alındı. 
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8. Uygun etiketleme yapıldıktan sonra flask 37°C’de %5 CO2 içeren 

inkübatörde (HERA Cell, Heraeus, Almanya) inkübasyona bırakıldı. 

 

3.2. SH-SY5Y hücrelerinin pasajlanması 

 

1. Hücrelerin üzerinde bulunan kullanılmış besi ortamı çekildi. 

2. Hücrelerin yüzeyi 37°C’deki Ca
+2

 ve Mg
+2

’ içermeyen PBS  (Phosphate 

Buffer Saline) ile yıkandı. 

3. Hücrelerin üzerine tripsin-EDTA solüsyonu (T4D49-Sigma, Saint Louis, 

Missouri, ABD) eklendi, yüzeye yayıldı ve 4-5 dakika 37°C’deki inkübatörde 

bekletildi. 

4. Tüm hücrelerin yüzeyden kalktığı mikroskop ile gözlendiğinde %10 FBS 

içeren besi ortamı ile hücreler bir santrifüj tüpüne toplandı. 

5. Hücreler 1000 rpm, 4°C’de 5 dakika santrifüjlendi. 

6. Santrifüj sonrası, süpernatant döküldü. 

7. Santrifüj tüpünün dibindeki hücreler hafifçe vurarak yüzeyden kaldırıldı ve 

vasat ile süspanse edildi. 

8. Hücre süspansiyonu 1:3 oranında yeni bir flaska alındı ve üzerine taze besi 

ortamı koyularak kültüre devam edildi. 

 

3.3. SH-SY5Y hücrelerinin dondurulması 

 

1.  Hücrelerin üzerinde bulunan kullanılmış ortam çekildi. 

2. Hücrelerin yüzeyi 37°C’deki Ca
+2

, Mg
+2

’ içermeyen PBS ile yıkandı. 

3. PBS ile yıkama yapıldıktan sonra hücrelerin üzerine tripsin-EDTA 

solüsyonu eklendi, yüzeye yayıldı ve 4-5 dakika 37°C’deki inkübatörde bekletildi. 

4. Mikroskop ile tüm hücrelerin yüzeyden kalktığı gözlendiğinde serumlu vasat 

ile hücreler bir santrifüj tüpüne toplandı. 

5. Hücreler 1000 rpm, 4°C’de 5 dakika santrifüjlendi. 

6. Süpernatant döküldü. 

7. Santrifüj tüpünün dibindeki hücreler hafifçe vurarak yüzeyden kaldırıldı ve 

dondurma ortamı (%90 FBS + %10 dimetilsülfoksit (DMSO) (1.1-33-30215, 
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CryoSure-DMSO, Wak-Chemie Mesdical GmbH, Steinbach/Ts, Almanya ) ile 

homojenize edildikten sonra dondurma tüpüne (kriyo tüp) (123278, Greiner Bio-one, 

Almanya) aktarıldı. 

8. Kriyo tüp -86°C’de köpük kutu içerisine kaldırıldı. 

9. -86°C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyo tüp, -196°C’deki sıvı azot 

içeren tanka kaldırıldı. 

 

3.4. SH-SY5Y hücrelerinin büyüme kinetiği eğrisinin çıkarılması 

 

1.Hücreler 96-gözlü pleytlere farklı konsantrasyonlarda (5000, 10000, 50000, 

100000 ve 500000 hücre/ml) ekildikten sonra düzenli olarak 10 gün boyunca her gün 

MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid, sarı tetrazolyum 

tuzu, (Sigma M5655; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya)  ile canlılık testi 

yapıldı. 

2. MTT için, pleytteki kullanılmış besi ortamı çekildi. 

3. Hücrelerin üzerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) içeren besi ortamı 

eklendi. 

4. Hücreler karanlıkta 37 ⁰C’de, %5 CO2’li inkübatörde 3 saat süre ile inkübe 

edildi. 

5.  3 saat inkübasyonun sonunda MTT içeren ortam çekildi. 

6. Hücrelerin üzerine DMSO (Sigma 41640; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Almanya) eklenerek oluşan formazan kristallerinin çözülmesi sağlandı. 

7. Hücreler 10 dakika boyunca 300 rpm’de çalkalayıcıda çalkalanarak 

kristallerin iyice çözünmesi sağlandı. 

8. UV spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, Sunnyvale, 

CA, USA) 570-690 nm dalga boyunda okutularak absorbans değerleri kaydedildi.  
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Şekil 8. Büyüme kinetiği için MTT test şablonu 

 

3.5. SH-SY5Y hücrelerine RA uygulaması 

 

Hücrelere farklılaştırma amacıyla 10µM RA (R2625, Sigma, St. Luis, 

Missouri, ABD) uygulandı. Hücre morfolojilerini gözlemlemek için 5x10
4 

hücre/ml 

konsantrasyonda 6’lık well plate’e ekim yapıldı ve hücrelerin ters açı ışık 

mikroskobu (Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japan) görüntüleri 1, 3 ve 5. günler 

için çekildi. Hipoksi stresi sırasında hücrelere besiyeri değişimi gibi herhangi bir 

müdahale yapılamadığı için hücrelerin besiyeri değişimi yapılmadı.   
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3.6. Grafen Oksit Filmlerin Hazırlanması 

 

 

Şekil 9. GO filmlerin hazırlanması 

1.GO (Graphene Chemical Industries Co. ) firmasından satın alındı.  10 mg/mL 

GO süspansiyonu distile suda hazırlandı ve homojen bir dağılım sağlamak için 

manyetik karıştırıcıda 1 gece karıştırıldı.  

2.GO’nun yüzeye yapışması için kitosan solüsyonu kullanıldı.  2% (w/v)  

kitosan (Sigma C3646; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) 0.2 M asetik asit 

içinde 1 gün manyetik karıştırıcıda çözüldü.  

3.Homojen bir dağılım sağlandıktan sonra kitosan solüsyonu cam lamellere 

lamelin yüzeyini kaplayacak şekilde 100 µl damlatıldı.  

4.Ardından GO süspansiyonundan 100 µl yavaşça kitosan filmlerin üzerine 

damlatıldı. 

5.Yüzeyler çeker ocağın altında bir gece kurumaya bırakıldı.  

6.Her bir GO kaplı lamel UV ile 2 saat sterilize edildi.   
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3.7. Hücrelerin yüzeylere ekimi 

 

SH-SY5Y hücreleri Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose 

(D5796-500ML; Sigma İngiltere) büyüme mediumuna  1% L-glutamine (K0282; 

BioChrom AG, Berlin, Almanya), 0.1% gentamisin (A2710, BioChrom AG, Berlin, 

Almanya) ve 10% fötal sığır serumu  (FBS) (S0115; BioChrom AG, Berlin, 

Almanya) içeren besiyerinde 37 °C’da 5% CO2’li inkübatörde kültür edildi.  Deney 

setleri için hücreler GO filmlere ve cam lamellere 5x10
4
 hücre/ml olacak şekilde 

ekildi. Ekimden bir gün sonra besiyeri DMEM- High Glucose, 2% FBS, 1% L- 

glutamine, 0,1% Gentamisin ve 10µM all-trans-retinoik asit (atRA) ile besiyerine 

değiştirildi. RA hem 10 µM hem de 20 µM konsantrasyonda denendi. 

 

3.8. Hipoksi uygulaması 

 

Hücreler 2 farklı ortamda 5 gün inkübe edildi.  

1) Hipoksi ortamı: düşük oksijen koşullarını yaratmak amacıyla hipoksi haznesi 

(27310; Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, Kanada) kullanıldı. Gaz oranları 

3% O2, 92% N, 5% CO2 idi. Ortam bir çıkış borusu ile boşaltıldı ve haznenin 

içindeki havanın istenen O2 basıncına gelmesi için 5 dakika beklendi.  Hipoksi 

haznesi sıkıca kapatıldıktan sonra 5 gün inkübatöre konuldu.  

2) Kontrol grubu olan normoksi koşulu (21% O2)  normal inkübatörde yapıldı. 

Deneyler iki farklı deneme ve her denemede 6 tekrarlı olarak yapıldı. 

 

3.9. Hücre canlılığı testi 

 

Kolorimetrik 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) (Sigma M5655; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) testi hücresel 

metabolik aktiviteyi canlı hücrelerde mitokondrial suksinat-tetrazolium redüktaz’ı 

sarı tetrazol boyası (MTT)’nı mor renkli formazana dönüştürmesiyle değerlendirilir.  

Metabolik aktivite arttıkça renk yoğunluğu artar.  
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Çalışmamızda özetle, 

1) SH-SY5Y hücreleri inkübasyonu takiben kültür ortamı çekilerek serumsuz 

DMEM high glucose‘a %10 (v/v) MTT stok solüsyonu (PBS içinde 

çözünmüş 5mg/mL MTT) içeren besiyeri her göze eklendi  

2) 37 °C’ da 5% CO2’li inkübatörde 3 saat bekletildi.  

3) Supernatant atıldı. 

4) Formazan kristalleri dimetilsülfoksit (DMSO, Sigma 41640; Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Almanya) içinde çözüldü (101). 

5)  Absorbans değerleri 570 ve 690 nm’de mikropleyt okuyucu VersaMax 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD)’ da okutuldu.   

 

3.10. Hücre morfolojisinin incelenmesi 

 

Hipoksi stresinden sonra hücrelerin morfolojilerini incelemek için ışık ve SEM 

fotoğrafları kullanıldı. Faz kontrast görüntüleri inverted ışık mikroskobu (Olympus 

CK 40; Olympus, Tokyo, Japan)  kullanılarak hipoksi stresi öncesi ve 5 günlük 

hipoksi stresi sonrası görüntüleri çekildi. 

Örnekleri SEM’e hazırlamak için 

1)  Örnekler serum fizyolojik ile 30 saniye yıkandı 

2)  0.1 M sodium cacodylate (Sigma CO250; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Almanya) içinde %5 (v/v) gluteraldehit  (25%, Merck, 8.20603.1000; 

Merck, Darmstadt, Almanya) ile 30 dk +4°C ‘de bekletildi.  

3) Gluteraldehit aspire edildi ve 0,1 M sodyum kakodilat içinde %7 sukroz 15 

dk +4°C‘de 2 kere uygulandı.  

4) Örnekler 0,1 M sodyum kakodilat içinde %2 osmiyum tetraoksit ile 30 dk 

buz üzerinde post fiksasyona alındı. 

5) 3 kere distile su ile 5’er dk yıkama yapıldı.  

6) Etanol serisiyle (35%, 50%, 70%, 85%, 95% ve 100%) ile dehidrasyon 

yapıldı 

7) Hekzametildisilazan (HMDS) solüsyonunda 5 dk bekletildi 

8) 30 dk oda sıcaklığında kurutuldu.  
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9) Kuruma tamamlandıktan sonra SEM incelemesine kadar örnekler desikatör 

içerisinde bekletildi. 

10) SEM inceleme öncesi, örnekler pirinç taşıyıcılar üzerine yerleştirildi. 

11)  200°A kalınlığında altın ile kaplanarak JEOL (JSM-6060; JEOL, Tokyo, 

Japonya) taramalı elektron mikroskobunda (SEM) incelendi. 

 

3.11. Aktin sito-iskeleti boyaması 

 

1) Hücrelerin üzerindeki kullanılmış besi ortamı çekildi ve hücreler Ca
+2

, 

Mg
+2

 içeren PBS ile iki kez yıkandı.  

2) +4 °C’de bulunan soğuk paraformaldehit (PFA) çözeltisi (%4) (USB 

19943; USB, Cleveland, OH, ABD) yüzeyler üzerine eklendi ve 300 rpm’ 

deki çalkalayıcıda çalkalanarak, oda sıcaklığında 15 dakika fiksasyon 

yapıldı.  

3) Fiksasyon basamağının ardından PFA çekildi ve yüzeyler tekrar Ca
+2

, Mg
+2

 

içeren PBS ile iki kez yıkandı.  

4) Yüzeyler üzerine 50 mM NH4Cl (A9434; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Almanya) solüsyonu eklendi ve 300 rpm’deki çalkalayıcıda, oda 

sıcaklığında, 7 dakika inkübe edildi. Bu basamak ile paraformaldehitten 

gelen aldehitler uzaklaştırıldı.  

5) Yüzeyler %0.2 PBS-Triton X-100 (% 0.2) (A1388; AppliChem, Darmstadt, 

Almanya) ile iki kez 5’er dakika, 300 rpm’deki çalkalayıcıda çalkalanarak, 

oda sıcaklığında yıkandı. Bu basamak permeabilizasyon basamağı olarak 

adlandırılır.  

6) Yüzeyler Ca
+2

, Mg
+2 

içermeyen PBS ile bir kez yıkandı.  

7) %0.2 PBS-Triton X-100 içerisinde hazırlanan %3 BSA (Bovine serum 

albumin, A9647, Sigma, St. Luis, Missouri, ABD) içerisinde oda 

sıcaklığında 1 saat çalkalayıcıda 300 rpm’de inkübasyon yapıldı. Bu aşama 

“blocking” olarak adlandırılır. 

8) Ca
+2

,  Mg
+2

 içermeyen PBS ile bir kez yıkandı. 

9) Nemli odacık hazırlandı (ıslak peçete, parafilm, petri). Parafilm ıslak peçete 

üzerine düzgün bir şekilde yayıldı. Boyamanın ilerleyen aşamalarında, 
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hücreleri ve antikorları karıştırmamak için parafilm üzerine, planlanan 

boyama şablonuna uygun şekilde numaralandırma yapıldı.  

 

 

 

 

Şekil 10. Nemli odacık. Antikor ile boyama sırasında yüzeyin kurumasını 

engellemek için tasarlanan nemli alan. 

 

10)  Antikor solüsyonları 

 1:1000 DAPI  

 1:100 Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen A12379; Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) 

 %1 BSA içeren Ca
+2

, Mg
+2

 içermeyen PBS içinde hazırlandı. 

11)  Örnekler 40 dk karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edildi. 

12) Ca
+2

, Mg
+2

 içermeyen PBS ile yıkandı. 

13) Lameller ters çevrilerek 10 µl Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck 475904; 

Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) mediumuyla kapatıldı. 
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14) 1 gece 4°C’de kurutmak için bekletildi ve floresans mikroskop (AXI0; 

Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile görüntülendi. 

 

3.12. İstatistiksel Analiz 

 

Hücre canlılığı analizleri için, 2 deney 6 tekrarlı olarak çalışıldı ve 

ortalama±standart sapma değerlerine göre analiz edildi. İstatistiksel anlamlılık 

varyansın tek-yönlü analizi (ANOVA) ile ardından Dunnett çoklu karşılaştırması 

testi ile saptanmıştır. p < 0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlılığı gösterdi. Tüm 

analizler Prism yazılımı (GraphPad Software, La Jolla, CA, ABD) kullanılarak 

yapıldı. 

 

4. BULGULAR 

 

4.1. SH-SY5Y hücrelerinin morfolojik görüntüleri 

 

Stoktan çözdürülen SH-SY5Y’lerin hücre morfolojilerinde ve canlılıklarında 

her hangi bir sorun olmadığı gözlemlendi. 

 

 

   

Şekil 11. SH-SY5Y hücrelerinin faz-kontrast mikroskobu görüntüleri 

Üç gülük kültürde SH-SY5Y hücrelerinin ters açı ışık mikroskobu görüntüleri 

(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya) . A. 5X büyütme, B. 10X büyütme, C. 

20X büyütme 

  

A B C 
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4.2. SH-SY5Y hücrelerinin Büyüme Kinetiği Eğrisi 

 

Bu çalışma için en uygun hücre konsantrasyonuna karar vermek amacıyla 

5x10
3
, 10

4
, 5x10

4
, 10

5
 ve 5x10

5
 hücre/ml konsantrasyonlarda ekilip, 10 gün boyunca 

kültürü yapılan SH-SY5Y hücrelerinin büyüme kinetiği eğrisi çıkarıldı.  

 

 

Şekil 12. SH-SY5Y hücrelerinin büyüme kinetiği eğrisi 

Grafikte farklı konsantrasyonlar için büyüme kinetiği eğrileri bir arada verilmiştir. Y 

düzleminde bulunan değerler MTT testinden elde edilen absorbans değerleridir 

(570-690 nm).  X ekseni günleri belirtmektedir.  

Bizim kullandığımız hücre konsantrasyonu için büyüme kinetiği grafiği Şekil 13’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 13. 5x104 hücre konsantrasyonu için büyüme kinetiği eğrisi 

 

Büyüme kinetiği eğrilerine göre (Şekil 12) uygun konsantrasyon belirlendi ve 

hipoksi deneyi için 5x10
4
 hücre/ml konsantrasyon seçildi. Bu konsantrasyonda 10 

günlük büyüme kinetiği sonrasında çıkan grafiğe göre (Şekil 13) hücrelerin her 

hücrenin karakterine göre değişebilen lag, log plato ve ölüm fazlarını gösterdiği 

gözlemlendi. Bu grafiğe göre hücrelerin ekimden yaklaşık 1 gün sonra lag fazına 

girdikleri 4. ve 5. günler arası besiyeri değişikliği yapılması gerektiği ve 5 ve 6. 

günler arasında da pasajlanması gerektiği görülmektedir. Hücrelerin yaklaşık 5 ve 7. 

günler arasında plato fazında olduğu ve 7. günün sonunda ölüm fazına girdikleri 

gözlenmektedir. Bu sonuçlara göre hipoksi süresi 5 gün olarak belirlenmiştir.   

  

0
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5*10^4 

5*10^4
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4.3. RA uygulaması 

 

  

  

  

 

Şekil 14. SH-SY5Y hücreleri üzerine RA uygulaması 

SH-SY5Y hücrelerinin 20x büyütmedeki ters açı ışık mikroskobu görüntüleri 

(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya). A. RA uygulaması sonrası 1. gün, B. 

RA uygulanmamış (kontrol) 1. gün, C. RA uygulaması sonrası 3. gün, D. RA kontrol 

3. gün, E. RA uygulaması sonrası 5. gün, F. Kontrol 5. Gün.   

 

 

A B 

C D 

E F 
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RA’nı SH-SY5Y hücreleri üzerine etkisini görmek amacıyla 10
5
 hücre/ml 

konsantrasyonda ekilen hücrelere RA uygulaması yapıldı. Hücreleri hipoksi 

haznesine aldıktan sonra besiyeri değişimi yapılamayacağı için bu denemede de 

besiyeri değişimi yapılmadı. Nörit uzamasında belirgin bir artış gözlenmedi. 5. 

günün sonunda hücrelerin çok yoğunlaştığı ve yüzeyden kalktığı gözlendi.   

4.4. Hipoksi stresi sonrası analizler 

 

Hücre canlılığı testi- MTT 
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Şekil 15. Kontrol gruplarının (RA uygulanmamış) MTT absorbans değerleri grafiği 

 

RA uygulanmamış olan kontrol gruplarının kendi aralarında karşılaştırılması. Grafik 

MTT testi sonucunda elde edilen absorbans değerlerini vermektedir. *** : p<0,0001, 

*** : p<0,001  
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Bu grafiğe göre yapılan tek yönlü ANOVA testine göre normoksi ortamında 

GO ve cam yüzeyler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmuştur. 

Hipoksi ortamında ise yüzeyler arasında anlamlı bir fark görülmemiştir. 
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Şekil 16. RA uygulanmış grupların MTT absorbans değerleri grafiği 

 

 

RA uygulanmış gruplar kendi aralarında karşılaştırılması. Grafik MTT testi 

sonucunda elde edilen absorbans değerlerini vermektedir. ****:  p<0,0001 ve **:  

p< 0,01  

Bu grafiğe göre yapılan tek yönlü ANOVA testine göre hipoksi ortamında GO 

ve cam yüzeyler arasında ve GO yüzeyde hipoksi ve normoksi ortamlarındaki 

absorbans değerleri arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bir bulunmuştur.  
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Işık mikroskobu görüntüleri 

 

Yapılan GO filmler ışığa geçirgen olmadığı için ışık mikroskobu görüntüleri 

alınamadı. Cam ve polistren yüzeylere ekilen SH-SY5Y hücrelerinin hipoksi stresi 

sonrası ışık mikroskobu görüntüleri incelendi. 

 

 

  

Şekil 17. Hipoksi stresi öncesi ışık mikroskobu görüntüleri 

SH-SY5Y hücrelerinin hipoksi stresi öncesi ters açı ışık mikroskobu görüntüleri 

(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya). 20x büyütme. A. Cam yüzey, B. 

Polistren yüzey 

 

  

A B 
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 Polistren Cam 

 

 

 

 

 

Hipoksi 

  

 

 

 

 

Normoksi 

  

 

Şekil 18. Polistren ve cam yüzeylerde hipoksi ve normoksi koşulları 

Polistren ve cam yüzeylerde hipoksi ve normoksi koşullarında SH-SY5Y hücrelerinin 

20x büyütmedeki ters açı ışık mikroskobu görüntüleri (Olympus CK 40; Olympus, 

Tokyo, Japonya). A. Polistren yüzey hipoksi koşulu, B. Cam yüzey hipoksi koşulu, C. 

Polistren yüzey normoksi koşulu, D. Cam yüzey normoksi koşulu 

  

A B 

C D 
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 Polistren  Cam 

 

 

 

 

Hipoksi 

  

 

 

 

 

 

Normoksi  
  

 

Şekil 19. RA uygulanmamış kontrol grubunun ışık mikroskobu görüntüleri 

Polistren ve cam yüzeylerde hipoksi ve normoksi koşullarında RA uygulanmamış 

SH-SY5Y hücrelerinin 20x büyütmedeki ters açı ışık mikroskobu görüntüleri. A. 

Hipoksi polistren, B. Hipoksi cam, C. Normoksi polistren ve D. Normoksi cam.  

 

 

Bu deney düzeneğinde hipoksi ortamının kontrolü olarak normoksi ortamı 

kullanıldı. RA etkisinin olup olmadığını değerlendirmek amacı ile RA uygulanmamış 

gruplar RA uygulanmış olan grubun kontrolü olarak kullanıldı. 

 Sonuçlarımızda, 

Işık mikroskobu görüntülerine göre hipoksi ortamında RA uygulanmış 

gruplarda polistren ve cam yüzeylerde hücrelerin morfolojilerinin değiştiği, nöritik 

oluşumlarını çekip yuvarlaklaştıkları gözlendi. Normoksi ortamında ise hala nöritik 

oluşumlarının bulunduğu ve morfolojilerinde belirgin bir değişiklik olmadığı 

gözlendi.  

RA uygulaması yapılmamış gruplarda yine hipoksi ortamında her iki yüzeyde 

de morfolojilerinin değiştiği, normoksi ortamında ise belirgin bir değişiklik olmadığı 

gözlendi.   

A B 

C D 
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Aktin sitoiskeleti boyaması 

Hipoksi Normoksi 

  

  

  

 

Şekil 20. Hipoksi ve normoksi ortamlarında RA uygulanmış hücrelerin cam 

yüzeylerdeki floresans görüntüleri. 

Şekil cam yüzeyler üzerine ekilmiş ve RA uygulanmış hücrelerin hipoksi ve normoksi 

ortamlarındaki floresans mikroskobu görüntülerini 40X büyütmede göstermektedir 

(AXI0; Zeiss, Oberkochen, Germany). A, C ve E.  Hipoksi ortamındaki hücrelerin 

aktin boyaması, B, D ve F normoksi ortamındaki hücrelerin aktin boyaması.  

A 

Aktin Aktin 

DAPI DAPI 

Aktin/DAPI Aktin/ DAPI 

B 

C D 

E F 
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Şekil 21. Hipoksi ve normoksi ortamlarında RA uygulanmamış hücrelerin cam 

yüzeylerdeki floresans mikroskobi görüntüleri. 

Şekil cam yüzeyler üzerine ekilmiş ve RA uygulanmamış hücrelerin hipoksi ve 

normoksi ortamlarındaki floresans mikroskobi  görüntülerini göstermektedir (AXI0; 

Zeiss, Oberkochen, Germany). A, C ve E.  Hipoksi ortamındaki hücrelerin aktin 

boyaması, B, D ve F normoksi ortamındaki hücrelerin aktin boyaması.   

Hipoksi Normoksi 

  

  

  

Aktin Aktin 

DAPI DAPI 

Aktin/DAPI Aktin/DAPI 

A B 

C D 

E F 
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Hipoksi Normoksi 

  

  

  

 

Şekil 22. Hipoksi ve normoksi ortamlarında RA uygulanmış hücrelerin GO 

yüzeylerdeki floresans mikroskobi görüntüleri. 

Şekil GO yüzeyler üzerine ekilmiş ve RA uygulanmış hücrelerin hipoksi ve normoksi 

ortamlarındaki floresans mikroskobi (AXI0; Zeiss, Oberkochen, Germany) 

görüntülerini göstermektedir. A, C ve E.  Hipoksi ortamındaki hücrelerin aktin 

boyaması, B, D ve F normoksi ortamındaki hücrelerin aktin boyaması.   

Aktin Aktin 

DAPI DAPI 

Aktin/DAPI Aktin/DAPI 

A B 

C D 

E F 
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Hipoksi Normoksi 

  

  

  

 

Şekil 23. Hipoksi ve normoksi ortamlarında RA uygulanmamış hücrelerin GO 

yüzeylerdeki floresans mikroskop görüntüleri  

Şekil GO yüzeyler üzerine ekilmiş ve RA uygulanmamış hücrelerin hipoksi ve 

normoksi ortamlarındaki 40X floresans görüntülerini göstermektedir (AXI0; Zeiss, 

Oberkochen, Germany).  A, C ve E.  Hipoksi ortamındaki hücrelerin aktin boyaması, 

B, D ve F normoksi ortamındaki hücrelerin aktin boyaması.   

Aktin Aktin 

DAPI DAPI 

Aktin/DAPI Aktin/DAPI 

A B 

C D 

E FF 
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Şekil 24. Hücre ekilmemiş GO yüzeyin floresan mikroskobi görüntüsü  

Hücre ekilmemiş GO yüzeyin 40X floresan mikroskobi görüntüsü (AXI0; Zeiss, 

Oberkochen, Germany). A. FITC, B. DAPI, C. Birleştirilmiş imaj( Merge). 

 

 

Cam yüzeylerdeki floresans mikroskop görüntülerine göre (Şekil 20 ve 21), 

RA uygulanmamış grupta (Şekil 20) hücrelerin normoksi ortamında daha iyi 

sitoiskeletal özellik gösterdikleri ve nörit benzeri oluşumlarının bulunduğu 

gözlenmektedir. Hipoksi ortamında ise hücrelerde nörit benzeri oluşumlar 

gözlenmemektedir. RA uygulanmamış grupta (Şekil 21) ise hem hipoksi hem de 

normoksi ortamlarında nörit benzeri oluşumlar gözlenmemektedir. GO yüzeylerdeki 

floresans mikroskop görüntülerine göre (Şekil 22 ve 23) ise RA uygulanmış grupta 

(Şekil 22) hipoksi ortamında daha iyi bir sitoiskeletal yapı gözlenmektedir, ancak 

RA uygulanmamış grupta (Şekil 23) her iki ortamda da nörit benzeri oluşum 

gözlenmemektedir. GO yüzeylerin yapımında kitosan malzemesi kullanılmıştır. 

Kitosan oto-floresans özelliğe sahiptir; bu nedenle hücre ekilmemiş grafen 

yüzeylerin de FITC ve DAPI görüntüleri alınmıştır (Şekil 24).  

  

   
A B C 
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SEM görüntüleri 

 

Hipoksi Normoksi 

  

  

 

Şekil 25. GO yüzeylerdeki hücrelerin hipoksi ve normoksi ortamlarındaki 500X 

büyütmedeki SEM görüntüleri 

A ve B. RA uygulanmış hücreler, C ve D RA uygulanmamış hücreler. (JSM-6060; 

JEOL, Tokyo, Japonya) 

 

GO yüzeylerde hücrelerin 500X büyütmede SEM görüntüleri alındı (Şekil 25). 

Görüntülere göre RA uygulanmış gruplarda (A ve B) her iki ortamda da hücrelerin 

nörit uzattıkları gözlemlendi. RA uygulanmamış gruplarda ise (C ve D) daha az nörit 

gözlemlendi. Hipoksi ortamında bulunan RA uygulanmamış gruplarda (C) hücrelerin 

küresel yapılar oluşturdukları görülürken normoksi ortamında küresel yapılar 

görülmedi.  

A B 

C D 
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5. TARTIŞMA 

 

Merkezi sinir sistemini etkileyen hastalıklarda hasardan etkilenmiş dokulara 

ulaşım zordur ve bu nedenle sıkça hastalık modellerine başvurulur. Bu hastalıkların 

patolojik mekanizmalarının aydınlatılması, ilaç geliştirilmesi ve teşhis yöntemlerinin 

geliştirilebilmesi için çeşitli in vivo ve in vitro modeller oluşturulmaktadır. In vitro 

modeller in vivo modellerden farklı olarak hastalık patogenezinin kültür ortamında 

ayrıntılı bir şekilde çalışılmasını sağlar. Bu modellerde ilaçların olası farmakolojik 

etkileri çalışılabilir. Sinir sistemindeki biyoteknolojik yaklaşımlar nöral doku 

mühendisliğine dayanır. Bu alan son zamanların en dikkat çekici konularından 

biridir. Nöral doku mühendisliği hücre davranışı ve doku gelişiminin üç boyutlu 

sentetik yapı iskeleleri ile ekstraselüler matriksi taklit edip destekleyerek 

düzenlenmesine dayanır. Doğal ekstraselüler matriksler topografik, elektriksel ve 

kimyasal olarak nöral hücrelerin adezyonu ve çoğalması için en uygun ortamı sağlar. 

Sentetik yapı iskelelerinin de, doğal matriksler gibi biyouyumlu, immünolojik olarak 

inert, iletken, biyobozunur ve enfeksiyona dirençli biyomalzemelerle yapılmış olması 

ve nörit oluşumunu desteklemesi gerekir (1).  

Grafen ve türevleri fiziksel, kimyasal ve elektriksel özellikleri nedeniyle nöral 

doku mühendisliğinde son on yılda çok çalışılan malzemelerdendir.  Pubmed’de 

“graphene oxide” anahtar kelimesi ile arama yapıldığında GO’nun son on yıl içinde 

popülaritesinin oldukça arttığı gözlenmektedir. Bu çalışmaların çok az bir kısmı doku 

mühendisliği yaklaşımları ve biyomedikal uygulama alanları ile ilgilidir, ancak bu 

konu üzerine çalışmalar her geçen gün katlanarak artmaktadır. GO anahtar 

kelimesiyle ilgili yıllara göre literatür sayısı Şekil 26’da gösterilmiştir.  
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Şekil 26. PubMed'de "graphene oxide" araması (26.06.2016 tarihi itibarıyla) 

 

 

Bizim çalışmamızda grafenin oksidize edilmiş hali olan GO in vitro kültür 

ortamında nöral hücreleri destekleyebilecek ve ekstrasellüler matriksleri taklit 

edebilecek bir yapı iskelesi şeklinde üretildi. GO’nun yüzeye tutunmasını sağlamak 

amacıyla cam yüzeyler önce doğal bir polimer olan kitosan ile kaplandıktan sonra 

GO damlatılarak ince bir film tabakası elde edildi. Doğada en çok bulunan ikinci 

biyopolimer olan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosan, biyouyumlu ve 

biyobozunur bir polikatyonik polimerdir. Yapısal olarak glikozaminglikanlara benzer 

ve kemiğin ekstrasellüler matriksinin temel bileşenidir. Tek başına jelleşebilir ya da 

biyolojik adesif olarak kullanılabilir (60). Daha önceki yapılan çalışmalarda 

genellikle GO ve kitosanın belirli oranlarda karıştırılmasıyla elde edilmiş filmler 

üzerinde çalışılmıştır. Örneğin Zuo vd. 2013’ de yaptıkları çalışmada bir GO-kitosan 

nanokompozit film üretmişlerdir. Yaptıkları kompozitin biyouyumluluğunu 

C3H10T1/2 hücreleri ile in vitro ortamda test etmişler ve GO-kitosan kompozit 

filmlerin fonksiyonel bir biyomateryal olarak kullanılabileceği sonucuna 

varmışlardır. GO’nun karboksil grubu ile kitosanın amin grubu kovalent bağlar 

oluşturur. GO-kitosan termal olarak kitosandan daha stabildir. GO-kitosan film 

biyouyumlu ve biyobozunurdur. Hücre çoğalması ve hücre canlılığı testlerinde GO-
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kitosan filmlerin hücre çoğalması için uygun olduğunu göstermektedir ve (102).  

Başka bir çalışmada, GO suda disperse edildikten sonra asetik asit içinde çözünmüş 

kitosan solüsyonuyla karıştırılarak bir kitosan/GO nanokompoziti üretilmiştir. Ancak 

Bu çalışmada yalnızca malzeme özellikleri çalışılmıştır (103). Pan vd. 2011’de 

yaptıkları çalışmada GO/kitosan nanokompozit filmler üretmişler, ürettikleri 

nanokompozitin mekanik özelliklerini çalışmışlardır (104).  

Kitosan yapı iskelesindeki negatif yüklü grafen oksit hücre-yapı iskelesi 

davranışını etkileyen önemli bir faktördür; ayrıca, yapı iskelesinin 

biyouyumluluğunu ve degredasyon ürünlerini etkileyerek avantaj sağlar. GO yapı 

iskelesinin kitosanın porlu yapısıyla olan bağlantısı, su tutması ve hidrofilik yapısı ile 

hücre tutunması ve çoğalması kolaylaşır. Ürettikleri malzeme porlu yapısı ile hücre - 

hücre bağlantılarına izin verir. Ayrıca,  besiyerinin yapı iskelesi boyunca yayılmasını 

sağlar; bu da hücre adezyonuna izin verir. Malzeme bu özellikleriyle kemik doku 

mühendisliğinde de kullanılabilir (105). 

Fan vd. yaptıkları çalışmada grafeni asetik asit içinde disperse hale getirip 

kitosanı bu solüsyon içinde çözerek bir grafen-kitosan kompozit film elde 

etmişlerdir. Bu kompoziti L929 hücreleri ile denemişler ve MTT testine göre bu 

yüzeylerin biyouyumlu olduğunu göstermişlerdir (106).  

Bizim çalışmamızda hazırlanan GO filmler üzerine insan nöroblastoma hücre 

hattı olan SH-SY5Y hücreleri ekildi. Cam yüzeylerle karşılaştırıldığında GO 

filmlerde hücrelerin çoğalması ve tutunmasının GO film üzerinde daha fazla olduğu 

gözlendi. Hücreler stres koşullarına GO yüzeyler üzerinde cam yüzeylerdekine göre 

daha fazla direnç gösterdi. GO yüzeyler üzerinde daha fazla nörit oluşumu ve daha 

uzun nörit yapıları gözlendi. 

Lv vd. yaptıkları çalışmada SH-SY5Y hücreleri ile GO nanotabakalarının 

sitotoksisitesi çalışılmıştır. Hücre canlılığı yüksek konsantrasyonlarda (≥80 µg/mL) 

doza ve zamana bağlı olarak azalmıştır ancak GO kaynaklı apoptoz gözlenmemiştir. 

Farklılaştırma için sadece RA uygulanmış gruplarla kıyaslandığında RA-GO 

uygulanmış gruplarda nörit uzunluğu ve MAP2 ekspresyonunda anlamlı derecede 

artmıştır (107). Dolayısıyla bu çalışma bizim sonuçlarımızı desteklemektedir. Şekil 

25’deki SEM görüntülerine göre RA uygulanmış gruplarda daha fazla ve daha uzun 

nörit gözlenmektedir. 
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Grafen daha önce de bahsedilen özellikleri- elektriksel iletkenliği, elastisitesi, 

protein emebilmesi ve düşük moleküler ağırlıktaki bileşenleri- nedeniyle kök hücre 

farklılaşması ve çoğalmasında etkili bir malzemedir. Hücreler komşu hücrelerle 

iletişim kurabilmek ve büyümek için çeşitli maddeler salgılar. Bu maddeler grafen 

yüzeyince emilir ve hücre çoğalması ve farklılaşmasına etki eder (6).  Li vd. 

nöritlerin saf grafenden nasıl etkilendiğinin mekanizmasını araştırmış ve grafenin 

nöral hücrelerle son derece biyouyumlu bir malzeme olduğunu göstermişlerdir. Nöral 

hücrelerin canlılığı ve grafen yüzeyinde nörit uzunluğu polistren doku kültür 

kaplarıyla karşılaştırıldığında anlamlı olarak daha uzundur bu da grafenin nöron 

uyumlu bir yüzey olduğunu gösterir.  Diğer analizler, grafenin growth-associate 

protein-43 (GAP43) ekspresyonunu arttırdığını göstermektedir (100). Sinir sistemi 

gelişimini gösteren önemli işaretlerden biri olan GAP-43 ekspresyonunun artışı nörit 

oluşumu ve nörit uzamasını arttırır. Bu durum Ryu ve Kim tarafından 2013’ de 

yayınlanan bir makalede kimyasal buhar çöktürme ile elde edilen grafen substratının 

topografik olarak nöronları çevreleyen matriksi taklit ettiği ve nöron gelişimini 

desteklediği, ayrıca grafenin yüksek elektriksel iletkenliğinin nöronların nörit 

gelişimini desteklediği şeklinde açıklanmıştır (9). 

Grafenle yapılan başka bir çalışmada insan mezenkimal kök hücrelerinin 

osteojenik farklılaşmayı desteklediği ve kontrol ettiği gösterilmiştir. Nayak vd. 

yaptıkları çalışmada osteojenik besiyerinde grafenin kemik hücrelerine farklılaşmayı 

arttırdığını göstermişlerdir. Bu çalışmada grafen substratının etkisini araştırmak 

üzere 4 farklı yüzey kullanılmıştır. Kullanılan yüzeyler polidimetilsiloksan (PMDS), 

polietilen tereftalat (PET), cam yüzeyler ve Si/SiO2 yüzeyleridir ve çeşitli sertlik ve 

yüzey pürüzlülüğüne sahiptir. Çalışma grafenin kemik hücre formasyonunu 

desteklediğini göstermiştir. GO ve PMDS’nin de insan mezenkimal kök hücrelerinin 

adipojenik ve osteojenik farklılaşması üzerine etkili olduğu gösterilmiştir (4).  

Mezenkimal kök hücrelerin grafen, GO ve sadece PMDS üzerindeki şekilleri her 

yüzeyde birbirinden farklıdır. PMDS üzerindeki hücreler daha yuvarlak şekilli ve 

filopod uzantılarından yoksundur. Ancak, grafen ve GO üzerindeki hücreler hücresel 

uzantılara sahiptir. Grafen film üzerindeki hücreler homojen olarak dağılmış ve iğ 

şeklinde görünüme sahipken GO film üzerindeki hücreler daha yaygın ve daha 

büyüktür. Yüzeylerin serum proteini absorbsiyonları da çalışılmıştır. Grafenin serum 

proteinlerinin %8’ ini ve GO’ nun ise  %25’ini absorbe ettiği gözlenmiştir. Serum 

globulin,  albümin ve fibronektin gibi pek çok ekstrasellüler matriks glikoproteinini 
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içerir (108). Grafende bulunan π-elektron bulutu proteinlerin daha içerdeki 

hidrofobik çekirdeği ile etkileşir. Oksijenlenmiş gruplarının bulunması nedeniyle 

hidrofilik GO serum proteinlerine elektrostatik bağlarla bağlanır. GO’nun  serum 

proteinlerini daha çok absorbe etmesi demek hücrelerin tutunması ve büyümesi için 

ortamda daha yoğun adezyon moleküllerinin bulunması demektir (9).  

Chen vd. uyarılmış pluripotent kök hücrelerin farklılaşmasını grafen, GO ve 

cam yüzeylerde çalışmışlardır. Grafen ve GO,  uyarılmış puripotent kök hücrelerle 

biyouyumludur ve bu hücrelerin tutunması ve çoğalmasını destekler (90). Nöral kök 

hücrelerin beyin dokusu tamiri ve nöral rejenerasyonda kullanılabilmesi için insan 

nöral kök hücrelerinin glialardan çok nöronlara farklılaşmasının sağlanması 

gereklidir. Park vd. yaptıkları çalışmada insan nöral kök hücrelerini grafen kaplı cam 

yüzeylerde nöronlara farklılaştırmışlardır. İnsan nöral kök hücreleri cam 

yüzeylerdeki kontrol grubu ile karşılaştırıldığında grafen yüzeylere daha çabuk 

tutunurlar. Farklılaştırmadan 3 hafta sonra grafen ve cam yüzeylerdeki hücreler 

arasında morfolojik açıdan belirgin bir farklılık olduğu görülmüştür. Bir ay sonra 

cam ve grafen yüzeyler farklılaşma açısından benzer özellik gösterirler, ancak grafen 

yüzeyindeki farklılaşma daha stabildir. Sonuçlar grafen substratında nörona 

farklılaşmanın daha çok olduğunu göstermiştir (91).  

Hong vd. 2014’ de PC12 ile yaptıkları çalışmada grafen kaplı olan ve olmayan 

cam yüzeylerle çalışmışlar ve grafen kaplı yüzeylerde daha yüksek hücre çoğalması 

ve farklılaşmasıyla birlikte daha çok hücrenin yüzeye tutunduğunu göstermişlerdir 

(93).  Li vd. yaptıkları çalışmada üç boyutlu yapı iskelesi olarak yeni bir grafen 

köpük geliştirmişlerdir. Bu köpüğün fareden alınan nöral kök hücrelerin çoğalma ve 

büyümelerini düzenlediğini gözlemlemişlerdir (95). Köpük porlu yapısı ve düzensiz 

yüzeyi ile mekaniksel adezyonu desteklemiş ve nöral kök hücrelerin tutunması için 

çok uygun bir yüzey olmuştur. Bu yapı iskelesi biyouyumludur, çünkü toksisite 

göstermemiş ve hücre canlılığı etkilenmemiştir. Ek olarak, bu üç boyutlu yapı iki 

boyutlu yapılar ile kıyaslandığında daha iyi bir elektriksel uyarı performansı 

göstermiştir ve bu elektriksel özelliği nöral farklılaşmayı desteklemiştir (109).  Shah 

vd. grafen temelli nanomateryalle hibrit bir yapı iskelesi geliştirmişlerdir. Bu hibrit 

nanofibröz malzeme nöral kök hücreleri oligodendrositlere farklılaştırmıştır. GO’nun 

elektrospin yöntemiyle uygulanmasıyla iyi bir yüzey kaplama malzemesi ortaya 

çıktığı ve bu malzemenin nöral kök hücrelerin oligodendrositlere farklılaşmasını 

desteklediği gösterilmiştir (98).  
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Yang vd.‘nin çalışmasında grafen ve karbon nanotüpler fare embriyonik kök 

hücrelerinin dopaminerjik nöronlara farklılaşmasını arttırmıştır. Embriyonik kök 

hücreler 3 farklı yüzeye ekilmiştir ve stromal hücreye farklılaşmayı destekleyen bir 

metod kullanılmıştır. Farklılaşmadan 14 gün sonra, GO yüzey hücrelerin 

dopaminerjik nöronlara farklılaşmasını önemli derecede arttırmış, ancak grafen ve 

karbon nanotüplerin dopaminerjik farklılaşma üzerine önemli bir etki ya da desteği 

olmamıştır (110). Tang vd. nörosferleri grafen yüzey üzerine ekmişler ve kültürde 14 

gün sonra nöronlar arasında ağ oluşmaya başladığı ve yeni oluşan nöritlerin sinaps 

oluşturmaya başladığı beta tubulin immunoboyaması ile gösterilmiştir. Bu sonuçlar 

grafenin nöral aktiviteyi destekleyen bir yüzey olduğunu bir kez daha göstermiştir 

(97).   

Bu tez çalışmasında hipoksi stres koşulları GO ve cam yüzeyler üzerine 

ekilmiş SH-SY5Y hücreleri üzerinde araştırılmıştır. Memeli sinir sisteminin 

embriyonik aşamasının gelişiminde, nöral kök hücrelerin farklılaşmasının ve 

büyümesinin düzenlenmesinde oksijen önemli bir rol oynar (111). Hipoksi 

embriyogenez ve kök hücre modülasyonu (farklılaşma/çoğalma) ya da iskemik felç 

ve kanser gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda yer alır. Hipoksi in vivo ortamda 

embriyolarda, yeni doğanda ve yetişkinlerde nörogenezi tetikler. Diğer yandan,  

oksijen ve ROS (reactive oxygen species) in vitro ortamda nöronal farklılaşmada da 

rol oynar. Ayrıca, nöroblastoma gibi tümörlerin gelişimine, hücre çoğalması ve 

farklılaşmasına etki eder. Bu nedenle, nörogenezi ve nöronal farklılaştırmayı 

arttırmak ya da düzenlemek gerekirse hipoksi ortamı ve ROS üretimini baskılamak 

yararlı bir terapötik araç olabilir (112).  

HIF-1α aktivitesi tüm beyin iskemisi, fokal iskemi ve yenidoğan 

hipoksi/iskemi hayvan modellerinde çalışılmıştır (113). İskemi ve oksidatif strese 

karşı HIF’le düzenlenen hayatta kalma ya da proapoptotik süreçler multiple skleroz 

gibi bazı nörodejeneratif hastalıklar ile patofizyolojik bileşenlere sahiptir (114).  

Alzheimer Hastalığı, frontotemporal demans, prion hastalıkları, Parkinson 

hastalığı, Huntington hastalığı ve amiyotrofik lateral skleroz gibi nörodejeneratif 

hastalıklar yanlış katlanmış proteinlerin agregasyonu ile ilişkilidir. Bu proteinler 

nöronlarda hücresel ve nöroinflamatuvar stres yanıtlarını tetikler. Örneğin, β-amiloid 

peptid (βA) birikimi Alzheimer hastalığı ile ilişkilidir ve hücre ölümünden sorumlu 

primer toksik ajan olarak kabul edilir. Bu hastalığın patolojisinde HIF bir feedback 
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(geribesleme) mekanizması olabilir. βA HIF-1α aktivitesini arttırır. βA ile artan 

oksidatif stresle mücadele için yardımcı antioksidan mekanizmalar upregüle edilir. 

ROS’ un HIF aktivitesini düzenlemesi ile βA-aracılı HIF aktivitesi ile ROS üretimi 

düzenlenir. βA gibi nörotoksik peptidlerle sürekli strese maruz kalma durumunda 

hücre ölümü tetiklenir (113).  

Smith vd. 2011’de kronik hipoksi durumunun SH-SY5Y hücrelerinin Ca
+2

 

depoları ve hücre içi Ca
+2

 üzerine etkilerini araştırmışlardır. Hipoksi %2,5 olarak 48 

sa uygulanmıştır. Kronik hipoksi uygulamasını takiben hücre içi Ca
+2 

artmıştır. Bu in 

vitro model kronik hipoksi durumunda hücre fonksiyonlarının modellenmesi ve 

nöronal farklılaşma bozukluğu veya ölümünün uzun dönemli hipoksi ya da iskemi 

durumunun modellenmesinde kullanılabilir (115).  

Nöral kök hücre nişinde, nörogenezin olduğu yerde, oksijen konsantrasyonu 

%2,5–3’tür (116). Bu oksijen basıncı nöral kök hücrelerin çoğalması ve farklılaşması 

için çevresel ipuçları verir (116). Çeşitli in vitro yaklaşımlarda nöral kök hücre 

çoğalması ve nöronal farklılaşmasının düşük oksijen konsantrasyonlarında arttığı 

gösterilmiştir (117). Binh vd. 2014‘de yaptıkları çalışmada hipoksinin nöronal 

farklılaşma için gerekli olduğu belirtilmiştir, ancak nöral gelişimin farklı 

aşamalarında farklı yanıtlar oluşur. Örneğin erken safhada hipoksi nöral 

farklılaşmayı inhibe ederken, ileri safhalarda nöral farklılaşmayı arttırır (111). Kök 

hücre ya da progenitör hücrelerin düşük oksijen konsantrasyonları altında 

büyütülmesinin kullanılan hücre modeline göre hem hücre çoğalmasını hem de 

nöronal farklılaşmayı arttırdığı görülmektedir. MSS’i etkileyen çoğu kanser, kök 

hücre popülasyonlarının varlığından kaynaklanır ve kanser kök hücreleri olarak da 

bilinirler (117). Kanser kök hücrelerin çoğalması ve farklılaşmasının düzenlenmesi 

tümör büyüklüğünü kontrol altında tutmada önemlidir. Hücreler doğal olarak 

hipoksik ortamdadırlar (116). Hipoksi nöroblastoma hücrelerini nöral krista 

hücrelerine farklılaşmaya iter ve bunu HIF-1a ve HIF-2a’yı dengede tutarak yapar 

(117, 118). 

Bhaskara vd. tekrarlayan hipoksi ya da aralıklı hipoksi olarak bilinen durumun 

nöroblastoma hücreleri üzerindeki etkisini incelemişlerdir. 24sa’lik hipoksi ve 

normoksi koşullarını 10 döngü olarak uygulamışlar ve tekrarlayan hipoksinin 

nöroblastoma hücrelerini baskıladığını ve kök hücre karakterini desteklediğini 

göstermişlerdir (119). Poomthavorn vd. 2009’da yaptıkları çalışmada SH-SY5Y ve 
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SK-N-MC nöroblastoma hücrelerine CoCl2 ile 48 sa hipoksi uygulamışlar ve hücre 

sayıları etkilenmemiş olsa da mitokondriyel aktivitenin SH-SY5Y’ lerde ~%50’ye, 

SK-N-MC hücrelerinde ise ~%70’e düştüğünü saptamışlardır (120).   

GO yüzeylerde RA uygulanmış grupta hipoksi stresi sonrasında cam yüzeylere 

göre MTT canlılık testine göre daha fazla absorbans değeri alınmıştır (Şekil 16 ve 

27), GO ile cam yüzeyler arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır. RA 

uygulanmamış gruplarda ise GO ile cam yüzeyler arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark yoktur (Şekil 27). Bu durum RA’ nın koruyucu etkisinden kaynaklanıyor 

olabilir. Cheung vd. 2009’da yaptıkları çalışmada her iki RA ile farklılaştırılmış ve 

farklılaştırılmamış hücrelere 6-OHDA uygulaması yapılmış, RA ile farklılaştırılan 

grubun toksisiteye toleransının daha yüksek olduğu bulunmuştur. Araştırmacılar 

sonuçta RA ile farklılaştırılmış grupta gerçek bir toksisite yaratılamadığını 

belirtmişlerdir (25). Şekil 27 GO ve cam yüzeylerde RA uygulanmış ve 

uygulanmamış grupların hipoksi stresi sonrası absorbans değerlerini vermektedir. 

GO yüzeylerde RA kullanılmış ve kullanılmamış gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmaktadır, ancak cam yüzeylerde anlamlı farklılık yoktur.  
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Şekil 27.GO-Cam RA'li ve RA'siz grupların karşılaştırılması 

 



50 
 

Bu çalışmada hipoksi stresinin çalışılmasına ek olarak GO’nun farklılaşmada 

etkisinin olup olmadığının anlaşılması amacıyla SH-SY5Y hücrelerinin 

farklılaştırılması için yaygın olarak kullanılan RA de hücreler üzerine uygulanmıştır. 

RA uygulanmamış kontrol gruplarında normoksi yani %21 oksijen ortamında 5 gün 

inkübe edilen hücrelerde GO yüzey üzerinde yaygın bir hücre popülasyonu 

gözlenirken hipoksi ortamında (%3 oksijen) hücrelerin birleşerek küresel yapılar 

oluşturdukları gözlenmiştir (Şekil 23). SH-SY5Y hücreleri insan nöroblastoma 

hücreleridir ve nöroblastoma hücreleri hipoksik ortamda gelişirler. Hipoksi 

nöroblastoma hücrelerinin proliferasyonunu arttırarak kök hücre fenotipine döndürür 

(10, 121). GO da proliferasyonu arttırıcı etkisi nedeniyle hipoksi ortamında 

nöroblastoma hücrelerini küresel yapılar oluşturmaya itmiş olabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu tez çalışmasında özetle GO filmler hazırlandı. SH-SY5Y insan 

nöroblastoma hücre hattı Ege Üniversitesi Biyomühendislik Bölümü, Hayvan Hücre 

kültürü ve Doku Mühendisliği Labaratuvarı’ndan alınarak GO filmler ve cam 

yüzeylere ekildi. Hücreler 5 gün hipoksi ve normoksi ortamlarında inkübe edildi. 

Hipoksinin etkilerini görmek amacıyla MTT canlılık testi yapıldı, SEM görüntüleri 

alındı ve aktin sitoiskeleti boyaması yapıldı. Bütün çalışmalar Ege Üniversitesi, 

Mühendislik Fakültesi, Biyomühendislik Bölümü,  Hayvan Hücre Kültürü ve Doku 

Mühendisliği Grubu Laboratuvarı’ nda gerçekleştirildi.  

Bu deney düzeneğinde hipoksi ortamının kontrolü olarak normoksi ortamı 

kullanıldı. RA etkisinin olup olmadığını değerlendirmek amacı ile RA uygulanmamış 

gruplar RA uygulanmış olan grubun kontrolü olarak kullanıldı.  

 

6.1. Sonuçlar 

 

Bu çalışma, cam yüzeylerle karşılaştırıldığında GO filmlerde hücrelerin 

çoğalması ve tutunmasının daha fazla olduğunu göstermektedir. Hücrelerin stres 

koşullarına GO yüzeyler üzerinde cam yüzeylerdekine göre daha fazla direnç 

gösterdiği, GO yüzeyler üzerinde daha fazla nörit oluşumu ve daha uzun nörit 

yapıları bulunduğu immunohistokimyasal boyama ve SEM görüntüleri ile gösterildi. 

Hipoksi stresinin çalışılmasına ek olarak GO’ nun farklılaşmada etkisinin olup 

olmadığının araştırılması amacıyla SH-SY5Y hücrelerinin farklılaştırılması için 

yaygın olarak kullanılan RA hücreler üzerine uygulandı. RA uygulanmamış kontrol 

gruplarında normoksi yani %21 oksijen ortamında 5 gün inkübe edilen hücrelerde 

GO yüzey üzerinde yaygın hücre popülasyonu gözlenirken hipoksi ortamında (%3 

oksijen) hücrelerin birleşerek küresel yapılar oluşturdukları gözlendi (Şekil 25). SH-

SY5Y hücrelerinin nöroblastoma hücreleri olduğu göz önünde bulundurulduğunda 

hipoksi ortamının nöroblastoma hücrelerini küresel yapılar oluşturmaya itmiş 

olabileceği düşünülebilir.  
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6.2. Öneriler 

 

Bundan sonraki grafen çalışmaları için bu çalışmanın ardından yapılmasının 

önemli olduğunu düşündüğümüz çalışmalar aşağıda özetlenmiştir: 

1. RA’nın SH-SY5Y hücreleri üzerine etkisini görmek amacıyla 10
5
 hücre/ml 

konsantrasyonda ekilen hücrelere RA uygulaması yapıldı. Hücreleri hipoksi 

haznesine aldıktan sonra besiyeri değişimi yapılamayacağı için bu 

denemede de besiyeri değişimi yapılmadı. Nörit uzamasında belirgin bir 

artış gözlenmedi. 5. günün sonunda hücrelerin çok yoğunlaştığı ve 

yüzeyden kalktığı gözlendi.  RA’nın yarılanma ömrünün 45 dakika olduğu 

göz önünde bulunduruluğunda böyle kapalı bir sistemde hücreleri 

farklılaştırma amacıyla RA uygulaması beklenen sonucu vermeyebilir. Bu 

nedenle farklılaştırılmış SH-SY5Y hücreleri ile çalışılacaksa stres 

uygulamadan önce farklılaştırma yapılıp sonra stres uygulanması üzerinde 

çalışılabilir.  

2. GO yüzeylerin yapımında kitosan malzemesi kullanılmıştır. Kitosan oto-

floresans özelliğe sahiptir. Bu nedenle hücre ekilmemiş grafen yüzeylerin 

de FITC ve DAPI görüntüleri alınmıştır (Şekil 19). GO ile film yapılırken 

grafenin yüzeye tutunması için başka bir polimer kullanılabilir.  

3. GO filmler için atomik kuvvet mikroskobu ile yüzey özellikleri çalışılabilir, 

GO filmlerin karakterizasyonu yapılabilir. X-ray fotoelektron 

spektroskopisi (XPS) ile filmlerdeki elementler çalışılabilir.  

4. GO filmler üzerinde RA uygulanmamış grupta hipoksi ortamındaki küresel 

yapılar dikkat çekicidir (Şekil 23). Bu yapıların üzerine yeni çalışmalar 

yapılabilir.  

5. Hipoksi stresinin hücreler üzerindeki etkini araştırmak için HIF 

ekspresyonlarına bakılarak hipoksinin etkilerine daha ayrıntılı olarak 

bakılabilir.  
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