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OZET

GRAFEN OKSIT FILM UZERINDE SH-SYS5Y HUCRELERINE HIPOKSININ
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Merkezi sinir sistemi (MSS)’nde néronlar oksijene oldukca duyarlidir. Oksijen
azaldiginda, ndronlar dejenere olur. Noronlarda dejenerasyon, hasar ve 6liime neden
olur. Hipoksi felg, kafa travmasi, neoplazi, vaskiiler malformasyonlar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi MSS patolojileriyle iliskilidir. Grafen su ana kadar
calisilmig en dikkat c¢ekici nano yapili malzemelerdendir. Daha onceki bir
calismamizda L-glutaminle olusturulan stresin ndronlar {izerindeki etkisini grafen
oksit (GO) ve cam yiizeyler iizerine B35 hiicrelerini ekerek incelemistik. Ozgiin
elektriksel Ozellikleri nedeniyle GO’nun MSS dejenerasyonlarinda ndéral hiicre
davranigin1  diizenlemede kullanilabilecek potansiyel bir malzeme olabilecegini
diisiindiik.

Bu c¢alismada, hipoksi stresinin SH-SY5Y hiicreleri iizerine etkilerini GO
yiizeylerde gostermek amaciyla GO tozu ve kitosanla cam yiizeyler iizerinde ince bir
film tabakasi elde edildi. Kiiltiire edilen SH-SY5Y hiicre hattt GO filmler iizerine
ekildi, sadece cam yiizeylere ekilen hiicreler ise kontrol grubu olarak kullanildu.
Noronal farklilasma igin 10 uM retinoik asit kullanildi. Hiicreler hipoksik (3% Oy)
ortamda hipoksi haznesinde ve normoksik (21% O;) ortamda normal inkiibatorde
bes giin siireyle inkiibe edildi. Hiicre canlilifi icin MTT testi yapildi. Hiicre
morfolojileri taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve aktin boyama ile incelendi.
MTT sonuglaria gore hiicreler GO filmler tizerinde hipoksi stresine kars1 daha fazla
direng gosterdi. Aktin boyama ve SEM goriintiilerinin de bu sonucu destekledigi
gozlendi.

Bu ¢alismanin sonuglart GO’nun hipoksi stresine karsi potansiyel bir tedavi

yontemi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: grafen oksit, hipoksi, SHSY5Y hiicre hatti



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HYPOXIA ON SH-SY5Y CELLS ON
GRAPHENE OXIDE 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 puM retinoic acid was used for neuronal
differentiation. Cells were incubated at hypoxic (3% O3) conditions in a hypoxia
chamber and in normoxic (21% O;) 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. GIRIS

Norolojik hastaliklar hastaliktan etkilenmis dokulara ulagilmasinin zorlugu
nedeniyle insanda arastirilmasi en zor konulardan biridir. Bu nedenle patolojik
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve ilag gelistirmesi i¢in modelleme yapilmasi ¢ok
onemlidir. In vivo modellerin yan1 sira in vitro modeller de hastalik patogenezi ve
potansiyel farmakolojik ajanlarin goriintiilenmesi i¢in ilging yaklasimlar ve onemli
bakis agilar1 kazandirir. Hastaliklarin olas1 patolojik mekanizmalarinin calisilmasi
icin biyoteknolojik yaklasimlardan yararlanmak son derece Onemlidir. Sinir
sistemindeki biyoteknolojik yaklasimlar noéral doku miihendisligine dayanir.
Biyomateryaller sinir rejenarasyonu ve beyin hasarlarinin tamirinde kullanilir.

Noral doku miihendisligi hiicre davranist ve doku gelisiminin ekstraselliiler
matriksi taklit eden ¢ boyutlu sentetik yap1 iskeleleri ile desteklenerek
diizenlenmesine dayanir. Dogal ekstraselliler matriksler topografik olarak,
elektriksel ve kimyasal olarak noral hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in en uygun
cevreyi saglar. Dogal matriksler gibi sentetik yapi iskelelerinin de biyouyumlu,
immiinolojik olarak inert, iletken, biyobozunur ve enfeksiyona direngli

biyomalzemelerle yapilmis olmasi ve norit olusumunu desteklemesi gerekir (1).

MSS’de noronlar oksijene oldukga duyarlidir. Ortamdaki oksijen miktari
azaldiginda hiicreler dejenere olur, hasara ugrar ve Ooliirler. Hipoksi felg, kafa
travmasi ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢cok MSS patolojisinde rol oynar. Bu
calismada hipoksi durumunun ndronlar iizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla
hipoksi kosullarinin in vitro modellemesi insan ndroblastoma hiicre hatti1 SH-SY5Y
hiicreleri tizerinde ¢aligilmistir.

Hiicre sekli, morfolojisi, tutunmasi, ¢ogalmasi ve migrasyonunun hiicre -
malzeme baglantilari ile kontrol edilebildigi pek ¢ok caligma ile gdstermistir (2-5).
Ekstraselliiler matriksin taklidi amaciyla son zamanlarda ¢ok caligilan bir gesit
karbon tiirevi olan GO malzemesi kullanilmustir. In vitro kiiltiir ortamlarinda hiicreler
bliylime ya da komsu hiicrelerle etkilesim amaciyla g¢esitli maddeler salgilar. Bu
maddeler grafen ylizeyi tarafindan emilir ve hiicre ¢ogalmast ve farklilasmasini
etkiler (6). Grafen ve tiirevleri fiziksel, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle

noral doku miihendisliginde son on yilda ¢ok ¢alisilan malzemelerdendir. Grafen tek



atom kalinliginda bir tabakadir ve sp2 hibritlesmesi yapan karbon atomlarindan
olusmustur. Balpetegi goriiniimlii iki boyutlu yapist karbonun ii¢ boyutlu bir diger
yapist olan grafitten elde edilir (7). GO grafitin kimyasal oksidasyonu ve
eksfoliasyonu ile tiiretilir (8). Oksijenlenmis gruplarin varligi nedeniyle hidrofilik
GO, serum proteinlerine elektrostatik baglarla baglanabilir (9). Son ddnemlerde
yapilan c¢aligmalarla grafen ve tiirevlerinin ¢esitli kok hiicrelerde biiylimeyi ve
kendiliginden farklilasmay1 destekleyen biyouyumlu yiizeyler oldugu gosterilmistir
(9).

Bu calismanin amaci1 GO filmler hazirlanmasi, SH-SYS5Y insan ndroblastoma
hiicre hattinin GO filmler ve cam yiizeylere ekilmesi, hiicrelerin hipoksi kosullar
altindaki davranislarinin GO yiizeyler lizerinde incelenmesidir.

Hiicreler stres kosullarina GO yiizeyler iizerinde cam yiizeylerdekine gore daha
fazla direng gosterdi. GO yiizeyler iizerinde daha fazla hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi
gozlendi, ayrica daha fazla nérit olusumu ve daha wuzun ndrit yapilar

immiinohistokimyasal boyama ve SEM goriintiileri ile gosterildi.

Sonug olarak GO hipoksi stresine karsi potansiyel bir tedavi yontemi olarak

kullanilabilir.
2. GENEL BILGILER
2.1. Hipoksi ve merkezi sinir sistemi iizerine etkileri

MSS’de néronlar oksijene olduk¢a duyarlidir. Ortamdaki oksijen miktari
azaldiginda hiicreler dejenere olur, hasara ugrar ve Ooliirler. Hipoksi felg, kafa
travmasi ve norodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok MSS patolojisinde rol oynar.

Hipoksi atmosferde kismi oksijen basmcinin azaldigi yiiksek irtifa gibi
ortamlarda ya da okliizyon, kan damarlarinin daralmasi gibi vaskiiler sistemde O,
taginmasinin bozulmasiyla ortaya ¢ikabilir (10). Sistemik hipoksi, hiperkapni (CO,
fazlalig1) ve kan pH’1 degisiklikleri karotis cisimcigi (glomus caroticum) ve aort
cisimcigi (glomus aorticum)’ daki kemoreseptorler tarafindan saptanir (11). Hipoksi
sirasinda, kemoreseptorler afferent liflere norotransmitterler salgilar, bu lifler
bulbus’daki solunum merkezi olan nucleus tractus solitarius’a projekte olurlar.

Bulbus’dan baslayan eferent noronlar hipoksik kosullari ortadan kaldirmak igin



solunumu ve kan basincini diizenler. Normal kosullarda %1-5 O, (7,6-38 mm Hg)
basinct sistemik organlar igin diisiik kabul edilir, ancak memeli beyin dokusunun
metabolik ihtiyaglarini karsilamasi i¢in yeterlidir. Bu nedenle, MSS’deki hiicreler
diisiik oksijen kosullarina adapte olmustur ve O, miktart ancak %]1’in altina
diistiigiinde etkilenirler. Hipoksi stresine karsi yanit oksijen alimini ve taginmasini
arttirmak i¢in kalp attm hizinin ve solunumun arttirilmasidir (10).

Hipoksiye kars1 hiicresel yanit primer olarak sinaptik iletide membranlardan
iyon ge¢isinin degismesi, adenozinin pre-sinaptik etkileri ve glutamaterjik
reseptorlerdeki diger aktiviteler ile diizenlenir. Noronlarin hipoksiye karst daha uzun
donemli yaniti hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia-inducible factor, HIF) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu olarak ortaya ¢ikar. HIF aktivasyonu HIF
pirolil 4 hidroksilazlar (PHD) olarak adlandirilan dioksigenazlar ailesi tarafindan
kazanilir. Hipoksik kosullar altinda, PHD aktivitesi inhibe edilir. PHD inhibisyon
aktivitesi HIF’i ve diger proteinleri stabilize ederek noroprotektif bir ajan gibi
davranir (10). Hipoksi sirasinda sinaptik iletimin baskilanmasi primer olarak
adenozinlerle kontrol edilir, serebral iskemi sirasinda konsantrasyonu Onemli
derecede artar (10). Adenozin MSS’deki biitiin hiicrelerden salinabilir ve etkisini
hem presinaptik hem de postsinaptik Al reseptorlerinde gosterir. Presinaptik Al
reseptorlerinin aktivasyonu voltaj kapili kalsiyum kanallarinin inhibisyonuna neden
olur, sinapslardan kalsiyumun geri alinimin1 etkiler. Azalan kalsiyum noérotransmitter
tasiyan vezikiillerin tasinmasini azaltir ve bunun sonucunda sinaptik iletim azalir.
Postsinaptik A1l reseptdrlerinin aktivasyonu potasyum kanallarinda igeriye sizinti
olmasina, bu da postsinaptik néronda hiperpolarizasyona neden olur (10,12,13).

Standart bir hipoksi uygulamasinda, Ornegin hiicrelerin  besiyerinin
degistirilmesinde, flaskin gaz-kontrollii inkiibatér icinden alinmasi ve aymi oksijen
kosuluna sahip hazne icine yerlestirilmesi gerekir. Taze besiyeri ayni oksijen
kosullarina esitlenmelidir. Besiyerinde c¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu her
eklemede Olgiilmelidir. Bu nedenle, oksijen konsantrasyonunu kontrol etmek
amaciyla basit yontemler gelistirilmistir. Hipoksi kosulunda yapilacak in vitro
deneyler i¢in en sik kullanilan iki yontem:1) sikica kapatilmig bir haznenin belli bir
gaz konsantrasyonu ile doldurulmasi, ya da 2) hiicrelerde biyokimyasal olarak
yalanct hipoksi durumunun yaratilmasidir. Her iki yontemin de kendine 6zgii avantaj
ve smirlamalar1 vardir. Oksijen konsantrasyonunu kontrol etmede en yaygin yol
inkiibatoriin ~ gaz konsantrasyonunu ayarlamaktir. Bu yontemde hicreler
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inkiibatordeki oksijen konsantrasyonunda biiyiirler (14). Ayrica bu gaz kontrollii
inkiibatorler vakum odasi (glove box) ya da hipoksi haznesi gibi ek sistemler
gerektirir (15). Yalanci hipoksi ortamini yaratmak icin kullanilan kimyasallar pirolil
hidroksilaz inhibitorleri, nikel klorid ve en sik olarak da CoCl,’dir. (16).

Gas-controlled incubator Glove box Biochemical psuedo-hypoxia

TRENDS in Biotechnology

Sekil 1. Hipoksi kosulu yaratma yontemleri

Sekil 2. Hipoksi haznesi



2.2. SH-SYS5Y hiicre hatti

Noron benzeri hiicre hatlarindan olan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti
son zamanlarda MSS’nin in vitro modellemesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Koken olarak kemik tiimor biyopsisinden elde edilen SH-SY5Y (ATCC-®-CRL-
2266™) hiicreleri SK-N-SH (ATCC-®-HTB-11™) hiicrelerinin alt hattidir. SK-N-
SH ilki SH-SY, ikincisi SH-SY5 ve en son olarak da SH-SY5Y olmak tizere toplam
3 kez alt kiiltiire alinir. SH-SY5Y patent haklari 1970°de June L. Biedler tarafindan
ATCC-®’ye devredilmistir (17).

SH-SY5Y hiicre kiiltiiriinde tutunan ve yiizen hiicreler olmak iizere iki tip
hiicre bulunur. Yapilan c¢aligmalar yiizen hiicrelerin besiyeri degisimi sirasinda
ayrildigin1 gostermektedir. Biedler ve grubunun SK-N-SH hiicreleri ile yaptigi
calismalarda kiiltiirde “noroblast benzeri hiicreler” ve “epitel benzeri hiicreler” olmak
tizere iki ayr1 morfolojide hiicre bulundugunu gosterilmistir (18). Bu iki fenotip daha
sonra Encinas vd. SH-SY5Y “N” ve “S” tipleri olarak tanimladigi fenotiplerle
uyumludur (19). Noroblast benzeri morfolojileri olan hiicreler katesolaminerjik
noronlarin karakteristigi olan tirozin hidroksilaz (TH) ve dopamin-f- hidroksilaz
pozitiftir, epiteliyal benzeri hiicreler ise bu enzimatik aktiviteleri gostermezler (18).
SH-SYS5Y hiicreleri ndronal belirteglerle karakterize edilebilen daha olgun ndron
benzeri fenotipe farklilasabilir. SH-SYS5Y hiicrelerini farklilastirmanin birkag yolu
vardir. Retinoik asit farklilagtirmak i¢in en sik kullanilan kimyasaldir (17).

SH-SYS5Y hiicreleri i¢in orijinal kiiltiir kogullar1 1978’de Biedler vd. tarafindan
gosterilmistir (20). Her hiicrenin kendine ait bitytime kinetigi olur. Tipik bir biiyiime
kinetiginde Lag, log ve plato fazi olmak {izere 3 faz bulunur. Lag faz (latent donem)
bliylimenin olmadigi, hiicre ekiminden hemen sonraki donemdir. Bu donem ekimin
ardindan ilk birkac saatten 48 saate kadar siirer fakat siklikla 12 saattir. Bu sliregte
hiicreler tripsinizasyon islemi sonrasi kendini toparlar, hiicre iskeleti yeniden
diizenlenir. Tutunmaya yardimci olmak i¢in matriks salgilanir, hiicreler ylizeye
yayilir. Bu asamadan sonra iistel biliylime fazi (exponential growth) olarak
adlandirilan logaritmik faz yani log fazina girer. Bu asamada hiicrelerin sayist hiicre
tipine gore degisen belirli siirede iki katina ¢ikar ve doubling time (iki katina ¢ikma

stiresi) olarak adlandirilir. Hiicre popiilasyonu yeterince kalabaliklagtiginda yani tim



Cells / ml

yiizey hiicrelerle kaplandiginda hiicreler plato fazi (duragan faz)’na girerler. Hiicre
sayist bir siireligine en yiiksek seviyededir ancak bu fazda hiicreler pasajlanmazsa
ortamdaki besinin azalmasi ve metabolik artiklarin ¢ogalmasi nedeniyle hiicreler
O0lmeye baglar bu asama ise 6liim fazi olarak adlandirilir. Bu biiylime kinetigine gore

hiicreler i¢in en uygun calisma konsantrasyonu ve pasaj siiresi belirlenir. Hiicre

karakteri hakkinda fikir edinilir (21).
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Sekil 3. Biiyiime kinetigi egrileri, lag, log ve plato fazlari

Sagdaki grafik hiicrenin lag, log ve plato fazlarini va ayrica besiyeri degisim zamant
ve pasaj zamanini gostermektedir. Soldaki grafik ise iki katina ¢ikma siiresi ve

satiirasyon yogunlugunu gostermektedir (21).

SK-N-SH hiicreleri ve bundan klonlanmis olan SH-SYSY hiicreleri bir kiiltiir
kabinda 2x10° ya da 4x10° hiicre/60mm yogunlukta olacak sekilde non-esansiyel
amino asit, %15 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS), penisilin (100 1U/ml)
ve streptomisin (100 pg/ml) eklenmis Eagle’in minimum temel besiyerinde kiiltiire
edilir. Bu hiicre yogunluklar iki katina ¢ikma siiresi (doubling time) ve satiirasyon
yogunluklarini ortaya ¢ikarmak icin kullanilir. SH-SY5Y 'nin iki katina ¢ikma siiresi
ozel olarak belirtilmemistir, ancak SK-N-SH ndroblast benzeri populasyonlarin iki
katina ¢ikma siiresi yaklagik 27 saattir, alt-klonlarinin da benzer siirelerde oldugu

bildirilmistir. SH-SY5Y hiicreleri igin biiyiime satiirasyon yogunlugu > 1x10°



hiicre/cm®’dir. Bu say1 hem tutunan ve hem de yiizen hiicreler pasaja alindiginda
gecerlidir. Calismada yiizen hiicreler kiiltiir besiyerinden uzaklastirilmig, tutunan
hiicreler ise tripsinle kaldirilmustir. Iki hiicre popiilasyonu birlikte santrifiij edilerek
uygun yogunluklarda tekrar kiiltiire edilmistir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO;’de, nemli
ortamda biiylimektedirler (20).



2.2.1.  Farkhlasmamis ve farklilasmis SH-SYSY hiicreleri

Arastirmacilarin SH-SYSY hiicrelerini olgunlastirabilmesi ve ndron benzeri
fenotipe farklilastirabilmeleri sinirbilim ¢aligmalarina pek ¢ok yarar saglamistir. Bu
hiicre hattinin avantaji primer kiiltiire gore daha ucuz olmasi ve farklilasmadan 6nce
biiyiik 6lgeklerde yayilabiliyor olmasidir. Ayrica bir insan ndroblastoma hiicre hatti
olmast nedeniyle insan primer ndronal kiltiiriiyle ilgili yasanan etik sorunlar
bulunmaz. Buna ek olarak, SH-SY5Y hiicreleri insandan elde edildiginden rodent
primer kiiltiirlerinde bulunmayan bir takim insana 6zgli proteinleri ve protein
izoformlarini eksprese edebilmesi de 6nemli bir avantajdir (17).

Noron benzeri hiicrelerin ihtiyag duydugu kosullar farklilagsmis ve
farklilasmamig SH-SYSY hiicreleri igin in vitro deneylerle belirlenmistir. N6ronal
farklilagsma ndrit olusumu, sekillenmesi ve uzamasi, plazma membraninin elektriksel
uyarilabilirliginin artig1, synaptophysin pozitif fonksiyonel sinapslarin olusumu ve
norona 6zel enzimlerin, norotransmitterlerin ve nérotransmitter reseptorlerinin ortaya
cikmasi gibi bazi 6zel durumlar gerektirir (22,23). Bu nedenle farklilasmis ya da
farklilasmamis hiicrelerle yapilan deneyler sirasinda tiim bu 6zelliklerin gbz ontinde
bulundurulmas: gerekir (17).

SH-SY5Y hiicrelerinin farklilasmamis formu noroblast benzeri, biraz tepesi
kesik (trunkuat) sekilli polarize olmayan hiicre govdesi ile karakterize edilir. Bu
hiicreler kiime seklinde biiyiimeye meyillidir ve yigin seklinde gortlebilirler,
birbirlerinin  hiicre govdeleri {izerinde bulunacak sekilde kiimelenebilirler.
Farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri siirekli c¢ogalir, olgunlagmamis noronal
belirtegleri eksprese eder, olgun noronal belirteglerden ise yoksundur (17).
Farklilasmamig hiicreler en ¢ok katesolaminerjik noronlar1 andirirlar (22,23).
Farklilastirmak i¢in ajan kullanimini takiben SH-SYSY hiicreleri uzun, giizel
noritleriyle morfolojik olarak primer néronlara daha ¢ok benzer hale gelirler. Olgun
hiicreler farklilasma yotemine gore farkli bir bicimde polarize hale gelirler, ¢cok
sayida ve rastgele dagilan noritler sergileyebilirler. SH-SYS5Y hiicrelerinin
farklilagsmasi i¢in bir¢ok yontem vardir. SH-SY5Y hiicreleri besiyeri kosullarina gore

cesitli olgun noronal fenotiplere, kolinerjik, adrenerjik ya da dopaminerjik néronlara



doniisebilir. In vitro ¢aligmalar igin farklilagma yontemi istenilen fenotipe gore
secilmelidir (17).

2.2.2. SH-SYSY hiicrelerini farkhlastirma yontemleri

Retinoik asit

Retinoik asit (RA) SH-SY5Y hiicrelerini farklilastirmak igin en ¢ok kullanilan
ajanlardan biridir ve en iyi karakterize edilmis yontemdir. RA bir A vitamini
metabolitidir, gii¢lii biiylime Onleyici ve farklilasmay1 arttirict 6zelligi vardir (24).
Genel olarak minimum 3-5 giin 10 uM konsantrasyonda serumsuz ya da diisiik
serumlu mediumda farklilasmayr arttirmak igin kullanilir (25). SH-SY5Y
hiicrelerinin sag kalimini arttirir. Bu etkiyi fosfotidilinositol 3-kinaz/Act sinyal
yolaginin aktivasyonu ve anti-apoptotik Bcl-2 proteininin upregiilasyonu ile yapar
(26). Baz1 galismalar, RA ile farklilastirilmis hiicrelerin 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 farklilasmamis
hiicrelere oranla daha dayanikli olduklarini géstermistir (25). SHSYS5Y hiicreleri RA
ile farklilagtiklarinda once kolinerjik noronlara doniisiirler, kolin-asetil transferaz
(ChAT) aktivitesinde ve vezikiiler monoamin tasiyicilar1 (VMAT) ekspresyonunda
artis olur (22). Dopaminerjik noronlara da doniisebilirler, ancak bunun igin forbol
esterler gibi baska ajanlarin da uygulanmasini gerekir (27).

Forbol esterler

RA’dan farkli olarak 12- O -tetradecanoyl-phorbol-13 acetate (TPA) gibi
forbol esterlerle de farklilastirma yapilabilir. 1981 yilinda Pahlman vd. dort giin
1,6x10-8 M TPA uygulanmasiyla SH-SYSY hiicrelerinde morfolojik farklilagma
meydana geldigini gostermislerdir. Elektron mikroskopisiyle de sitoplazmik
norosekratuvar graniiller goriilmistiir (28). TPA ile RA uygulamas: arasindaki fark
TPA’nin hiicresel noradrenalin igerigini 200 kat arttirirken, RA’nin yaklagik 4 kat
artttrmasidir. Bu nedenle, adrenerjik fenotip istendiginde TPA uygulamasi daha
uygundur (17).

Dibiitiril siklik AMP (Dibutyryl cyclic AMP, dbcAMP)
Noral hiicrelerde, hormonlar ve norotransmitterler farklilasma ve uzun siireli

potansiasyon (LTP, long term potentiation) olusumu ig¢in hiicre i¢i siklik AMP



(CAMP) seviyesini arttirirlar. SH- SY5Y hiicrelerine dbcAMP uygulamasi norit
uzamasi ve GAP-43 ( growth associated protein 43) olgun néron marker: ifadesinde
artisa neden olur (29,30). Calismalar, 1 mM dbcAMP ii¢ giin uygulandiginda
farklilasmamus kiiltiirlerde hiicre agregasyonunu azalttigini, norit uzamasini ve
dallanmasini arttirdigini, TH immunoreaktivitesini arttirdigini ve bir protein kinaz A
bagimli yolda hiicresel noradrenalin igeriginde artisa neden oldugunu gostermektedir.
TPA ve RA Bcl-2 ekspresyonunu arttirirken, dbcAMP azaltmaktadir (29). SH-SY5Y
hiicrelerinin dbcAMP ile farklilastirilmasi, RA ve TPA ile farklilastirilmis hiicrelerle
benzer bir morfolojik fenotip gosterir. Farklilagsmig kiiltlir primer adrenerjik néron
benzeri hiicrelerden olusur (17).
Farklilasmada diger yontemler

Stautosporine bir PKC inhibitoriidiir, norit olusumunu tetikler ve SH-SY5Y
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurur. RA ile farklilastirmadan farkli olarak
staurosporine uygulanmis hiicreler cisplatin, 5-fluorourasil, 6-OHDA ve Y
radyasyonu gibi toksik etkilere daha agik hale gelir ve Bcl-2 ekspresyonunda azalma
goriiliir (31). Sonug olarak bu hiicreler doza baglh olarak apoptozise ugrar. Yapilan
caligmalar, RA ve TPA kombinasyonuyla biiyiime faktorlerinin (NGF, BDNF)
birlikte uygulanmasinin olgun néral fenotip olusumunu destekledigini gostermektedir
(19,32,33). Noronal mediumun primer néron kiiltiiriinde kullanilan B27 igermesi
farklilasmay1 arttirir. Farklilastirma i¢in kullanilan diger yontemler kolesterol,
vitamin D, insiilin ya da noéronal farklilagmayi destekleyen substratlarla birlikte
kiiltire etmektir (17).

2.3. Grafen ve tiirevleri

Grafit yaklasik 500 yildir bilinen ve genis kullanim alan1 olan bir malzemedir.
Bu kadar iyi bilinmesine ragmen grafitten elde edilen grafen bugiinkii tiniinii 2004
yilinda Geim ve arkadaslarinin Manchester Universitesi’nde yaptig1 bir calismayla
kazanmistir. Bu ¢alismada grafen ilk kez grafitten izole edilmis ve bu gruba 2010
yilinda Nobel Odiilii’nii kazandirmistir (8). Elektriksel 6zellikleri, elastisitesi, protein
absorbsiyonu ve diigiitk molekiiler agirligi nedeniyle grafen ve tiirevleri (grafen oksit
(GO) ve indirgenmis grafen oksit (iGO)) doku miihendisligi ve biyomedikal

uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (9).
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Grafen tek ya da birkag tabakali olup sp2 hibritlesmesi yapan karbon
atomlarindan olusur. Sp2 hibritlesmesi yapan karbon nanomalzemeleri genellikle
boyutsuz formdaki fulleren, tek boyutlu karbon nanotiipler ve iki boyutlu grafendir
(7). Bal petegi goriiniimlii iki boyutlu yapisi karbonun ti¢ boyutlu bir diger yapisi
olan grafitten elde edilir. Grafen nanomalzemeler birkag tabakali grafen (few layer
graphene), ultra ince grafit, grafen oksit (GO) (tek tabakadan birkag katli tabakaya
kadar), indirgenmis grafen oksit (iGO) ve grafen nanotabakalaridir (graphene
nanosheets) (34).

Fulleren Karbon naneotiip Grafen
Smalley vd. (1985) Lijima vd. (1991) Geim vd. (2004)
Nobel ddiilii (1996) Nobel 8diilii (2010)

Sekil 4. Sp2 hibritlesmesi yapan karbon nanomalzemeler

Sp2 hibritlesmesi yapan karbon nano iiyeleri- fulleren (0), karbon nanotiip
(1B) ve grafen (2B) — Feng vd. 2011 Graphene in biomedicine: opportunities and
challenges (7)

Grafen fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle son zamanlarin en dikkat
¢eken malzemelerinden biridir (8). Yiiksek elektriksel iletkenlige (35), genis yiizey
alanma (36), yiikksek dayanikliliga (37), iyi elastik o6zelliklere (38), iyi bir termal
iletkenlige (39), fonksiyonellige, kimyasal inertlige (40) ve gaz gecgirmezlige (41)
sahiptir (42).

GO grafitin kimyasal oksidasyonu ve eksfoliasyonu ile tiiretilir. GO’nun tarihi
1859’1ara dayanir. Bordie GO sentezini ilk kez nitrik oksit buharinda grafit sulu
harcina bir miktar potasyum Kklorid ekleyerek 1859°da gergeklestirmistir (43).

1898°de, Staudenmaier bu protokolii yogunlastirilmig siilfiirik asit kullanarak yine
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nitrik asit buharinda ve reaksiyon boyunca ¢esitli alikotlar i¢cinde kloratlar ekleyerek
gelistirmistir. Prosediirdeki bu ufak degisiklik tek bir reaksiyon kabinda bol
oksitlenmis GO ortaya ¢ikarir ve daha pratiktir (44). 1958’de Hummer bugiin en ¢ok
kullanilan yontemi yaymlamistir: grafit KMnO4 ve NaNOs3; uygulamasi ile oksidize
edilir, konsantre H,SO, i¢inde olmasina dikkat edilmelidir (42,45).

Gliniimiizde grafen ve tiirevlerinin sentezi i¢in mekanik eksfoliasyon (8),
epitaksiyel bliylime (46), kimyasal buhar ¢oktiirme (47, 48), karbon nanotiiplerin
acilmasi (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) igeren
yontemler kullanilabilir (42, 58).
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Sekil 5. Grafitten grafen oksit elde edilmesinin sematik diagrami

Grafitten grafen oksit elde etmek i¢in kullanilan kimyasal oksidasyon, eksfoliasyon
yontemleri. Gao ve Duan 2014. 2D and 3D graphene materials: Preparation and

bioelectrochemical applications (58).

GO’nun yapisinda periferde karboksil grubu bulunur. Bu kolloidal stabilite ve
pH bagimli negatif yiizey yiikii saglar (59). Bazal yiizeyde, hidroksil grubu (-OH) ve
epoksit (-O-) fonksiyonel gruplart bulunur. Yiiksiiz, ancak polardir. Alt yiizeyde
ayrica modifiye olmayan grafenik etki alan1 bulunur. Bu alan hidrofobiktir ve boya

molekiilleri ve bazi ilaglarla m-n baglar yapabilir (60). Ozellikle grafen tiirevleri
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diger karbon malzemelerle kiyaslandiginda genis 6zel yiizey alani (2630 m? g') (61),
iistiin elektriksel iletkenlik (230 S m™) (54,62), 601 °C¢ ye ¢ikan oksidasyon direng
sicakligiyla milkemmel termal stabilitesi (63), 3080 ile 5150 W m™ K™ arasindaki
yiiksek termal iletkenlik (64), Young modiilii’nde yaklasik 1.0 Tpa ile dikkat ¢ekici
mekaniksel dayaniklilik (38) ve %97,7 ile stiin optikal iletkenlik (36) gibi 6zgiin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle elektrokimyada ¢ok ¢alisilan malzemelerdir
(58). Epoksit, karboksil ve hidroksil gruplari alt diizlemde ve kenarlarda yerlesim
gosterir ve proteinlerle kovalent, elektrostatik ve hidrojen baglar1 kurmaya olanak

verir (6).

Graphene Few-layer graphene Graphene oxide

|-— Lateral dimension —|
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on basal suface ~_charged
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Sekil 6. Grafen nanomalzeme ailesinin sematik diyagrami ve biyolojik etkilesimiyle

ilgili 6zellikleri

GO’ nun alt yiizeyinde yiiksiiz, polar gruplar (OH, -O-), periferinde yiiklii hidrofilik
karboksil gruplart bulunur. Al yiizeyde ayrica © baglart kurabilen hidrofobik
grafenik domain bulunur. Sanchez vd. 2011 Biological Interactions of Graphene-

Family Nanomaterials: An Interdisciplinary Review (65).

Grafen Ozgiin fiziksel ve kimyasal ozellikleri Ornegin genis yiizey alani,
olaganiistii elektriksel ve termal iletkenligi, giicli mekanik dayanimi, biyo-
fonksiyonelligi ve seri iiretilebilir olmasi nedeniyle biyosensorler/biyogoriintiileme
(optik algilama, floresans goriintiileme problari, elektro-kimyasal algilama),

elektronik cihazlar (transistorler, solar hiicreler, kiitle spektrumu igin matriksler),
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hastalik teshisi, gen ve ilag tasiyicilari, kanser terapisi, fototermal terapi, bakteriyel
inhibisyon, antibakteriyel kagitlar, antiviral malzemeler ve doku miihendisligi
alanlarinda kullanilir (7, 34, 60, 66). Giiniimiizde yapisal kopozitler (67), iletken
polimerler (67), pil elektrodlar1 (68, 69), grafen siiper kapasitorleri (70), tasiyict
bariyerler (71, 72), yazici miirekkepleri (73), antibakteriyel yapisal kagitlar (70), ve
biyomedikal teknolojiler (67, 74, 75) gibi diger miihendislik alanlarinda da grafen
tizerine ¢alismalar artmistir. Atomik incelikte grafen ve GO tabakalar1 biyouyumlu
platformlardir ve doku rejenerasyonu igin kok hiicre soylarimin o6zellestirilmesini

diizenleme potansiyelleri vardir (76).

2.4. Grafenin biyomedikal alanlarda kullanim

Biyolojik uygulama alanlarinda karbon tiirevleri ¢alismalar1 diger alanlara
kiyasla daha smirlidir. Grafen o6zgiin elektriksel, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
nedeniyle biyomedikal alanlarda ilag tasiyicilari, biyosensdrler ve doku miithendisligi
alanlarinda kullanilmaktadir.

2010 yilindan baslayarak grafen temelli biyosensorler igin 6nemli makaleler
yayinlanmigtir. Bu ¢aligmalarda temel olarak grafenin kimyasal, optik, elektriksel ve
elektrokimyasal ozelliklerinden yararlanilmistir. Pek ¢ok arastirmaci grubu farkli
mekanizmalar kullanarak grafen temelli biyosensorler iizerinde ¢aligmaktadir (68,
77-80). 2008 yilinda Mohanty vd. bakteri, DNA ve proteinlerin saptanmasinda
kullanilabilecek grafen elektronik aygitini ilk kez basarili bir sekilde iiretmislerdir
(68). Bundan sonra, grafenin elektronik aygitlarda kullanimi1 ¢alismalar1 birbirini
takip etmistir (7, 79-83).

Cok genis yiizey alan1 ve mitkemmel elektron hareketliliginden dolay: grafen
ya da grafen temelli kompozit malzemelerden glikoz, DNA ve proteinler gibi ¢esitli
biyomolekiillerin yiiksek hassaslikta Ol¢imii i¢in kullanilan ¢esitli elektrodlar
gelistirilmistir (7, 84, 85). Yiiksek hassasliga sahip elektrokimyasal biyosensorlerin
Klinik tani, gevre goriintiileme ve endiistriyel besin ve tarimsal iiretimlerin kalite
kontrolii gibi genis kullanim alanlari bulunmaktadir (58, 86).

2008’de California (ABD) Stanford Universitesi’nden Hongjie ve grubu
fonksiyonellestirilmis nano GO’yu polietilenglikol (PEG) ile birlestirerek
biyouyumlu bir ilag tasiyicist olarak kullanilabilecegini gostermislerdir (87).
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Aromatik anti-kanser ilaglar1 grafen yiizeyine hiicre i¢i ilag tagima i¢in n-r baglari ile
etkili bir sekilde yiiklenebilir (7). Kitosanin, folik asidin ve PEG GO’ya kovalent
baglanmas1 anti-inflamatuvarlarin, ve suda ¢dziinen antikanser ilaglarin taginmasi
i¢in potansiyel bir platform olusturmaktadir (65).

Grafen diiz ya da piiriizlii yiizeylere uygulanabilmesi, biikiilebilirligi ve yiiksek
elastisite gibi mekanik 6zellikleri nedeniyle biyouyumlu filmler, hidrojeller ve diger
yapi iskelesi tiirleri gibi doku miihendisliginde siklikla kullanilan malzemelerde yer
alabilir (65).

In vitro kiiltiir ortamlarinda hiicreler biiyiime ya da komsu hiicrelerle etkilesim
amaciyla ¢esitli maddeler salgilar. Bu maddeler grafen yiizeyi tarafindan emilir ve
hiicre ¢ogalmas: ve farklilasmasini etkiler (6). Oksijenlenmis gruplarin varligi
nedeniyle hidrofilik GO, serum proteinlerine elektrostatik baglarla baglanabilir (9).
Son doénemlerde yapilan c¢aligmalarla grafen ve tiirevlerinin insan mezenkimal kok
hiicreleri, indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri, insan noral kok hiicreleri gibi ¢esitli
kok hiicreleri igin bliylimeyi ve kendiliginden farklilasmay1 destekleyen biyouyumlu
substratlar oldugu gosterilmistir (9).

Pek ¢ok arastirmaci hiicre morfolojisi, tutunmasi, gogalmasi ve migrasyonunun
hiicre-malzeme baglantilar1 ile kontrol edilebildigini gostermistir (2-5). Hiicre
davranisin1 diizenlemede sadece biyomalzemelerin topografisi, piriizliligi ya da
sertligi etkili degildir; ek olarak hiicre yogunlugu ve adezif ligandlarin dagilimi ve
kimyasi, substrat elastisitesi de onemlidir ve insan mezenkimal kok hiicrelerinde
norojenik, myojenik ve osteojenik markerlarin upregiilasyonunu arttirabilir (88).

Doku miihendisligi ve hiicre farklilasmasinda kullanilan  karbon
nanomalzemeler hiicre kiiltiiriinde siispanse halde ya da in vitro kok hiicre
kiiltiirlerinde nanomalzemelerle kaplama seklinde kullanilmaktadir. ikinci ydntem
kok hiicre davranisini diizenlemede daha ¢ok kabul edilen bir yontemdir, ¢iinkii
nanomalzeme kapli yiizeyler dogal ekstraselliller matriksle karsilastirildiginda kok
hiicreler i¢in daha 6zgiin bir fiziksel yap1 saglar (7, 9).

GO substrati ile yapilan gesitli calismalarda insan mezenkimal kok hiicrelerini
adipositlere farklilasmasini destekledigi, ti¢ boyutlu porlu yapilarda noéral kok
hiicrelerin noronlara farklilagmasimi arttirdigt ve pluripotent kok hiicrelerin
endodermal soylara farklilagmasimni arttirdign gosterilmistir (6, 89-91). Ozellikle

grafenin biyouyumlu ve diisiik toksisiteye sahip olmasi onu terapotik proteinlerin
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tasinmasinda potansiyel bir malzeme yapar (92). Yumusak dokulara benzerligi
nedeniyle hidrojel kompozitler deri, bez, kikirdak ve kemik gibi dokular1 olusturmak
ya da tamir etmek i¢in gelistirilen yap1 iskeleleri olarak yogun olarak calisilmaktadir
(65).

Insan noral kok hiicrelerinin ndronlara farklilastirilmasi nemli bir biyomedikal
gelismedir, ¢iinkii noral rejenerasyon i¢in terapétik yontemler gelistirilmesine olanak
saglar (2). Kimyasal olarak stabil nanoyapili grafen néral hiicre adezyonu igin
uygundur. Ciinkii noral hiicreler elektroaktiftir ve fonksiyonlar1 elektriksel
aktivitelere dayalidir, yliksek elektriksel iletkenligi grafeni noral modeller i¢in uygun
hale getirir (9).

Park vd. yaptiklari g¢alismada immiinofloresans goriintiileri GO substrati
tizerinde hiicre tutunmasinin ve hiicrelerin noronlara farklilagma oraninin daha iyi
oldugunu, ancak cam yiizeylerde nodronlardan c¢ok glial hiicrelere farklilagsma
oldugunu gostermislerdir (91).

Diger ¢aligmalar grafen temelli substratlarin noral farklilagmayr destekledigini
gostermektedir. Hong vd. yaptiklar ¢aligmada PCI12 hiicrelerinin grafen kapli ve
grafen kapli olmayan cam ylizeylere ekildiginde, grafen kapli ylizeylerde daha ¢ok
hiicre ¢ogalmasi ve noral farklilasma oldugunu ve hiicre tutunmasmin daha iyi
oldugunu gostermislerdir (93).

Wang vd. mezenkimal kok hiicreleri florinlenmis grafen tabakalari iizerinde
calismig, grafene ekilen hiicreler ile karsilastirildiginda florinlenmis grafende noral
farklilasmanin daha gok desteklendigini gozlemislerdir (94).

Li vd. ti¢ boyutlu grafen temelli bir yap1 iskelesi olan grafen kopiik kullanmus,
koptgiin fareden alinan noéral kok hiicrelerini aktif proliferasyon basamaginda
tuttugu goézlemislerdir (95). Grafen kopiigin porlu yapisi sayesinde noral kok
hiicrelerin adezyonu igin iyi bir substrat oldugunu, diizensiz yiizeyin mekanik
adezyonu arttirdigini  saptamuglardir. Ayrica, Yyapr iskelesi biyouyumludur;
sitotoksisite gdzlenmemis ve hiicre canliligi da etkilenmemistir. Iki boyutlu grafen
yapisina kiyasla {ic boyutlu yapmin daha iyi elektriksel performans gosterdigi ve
elektriksel uyarinin néronal farklilagsmayi destekledigi de gozlenmistir (96).

Tang vd, 2013°de grafen substratlarina norosferler ekildiginde 14 giinliik kiiltiir
sonunda hiicrelerin ags1 bigim aldiklarin1 beta tubulin immiinohistokimyasal

boyamasi ile gostermislerdir (97). Yeni olusan noritler sinaps yapmaya
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baslamislardir. Bu sonug¢ grafenin ndral aktiviteyi desteklemede kullanilabilecek bir
substrat oldugunu dogrulamaktadir.

Shah vd. hazirladiklar1 grafen temelli bir nanomalzeme ile néral kok hiicrelerin
oligodendrositlere farklilagabildiklerini gostermislerdir (98). Song vd. ii¢ boyutlu
grafen kopuginiin mikroglia hiicreleri ile ¢alisarak anti-enflamatuvar etkisini
arastirmiglardir. Sonug olarak iki boyutlu ve ii¢ boyutlu grafen ylizeyler polistren
kiltir kaplariyla karsilastirildiginda noroinflamasyonu uyarmadigini hatta ti¢ boyutlu
grafenin noroinflamasyondan koruma 6zelliginin oldugunu gézlemlemislerdir (99).

Nanomalzemelerin medikal tan1 ve tedavide kullanimi 6zgiin mekanik, optik,
elektriksel ve manyetik ozellikleri nedeniyle her gegen giin artmaktadir. Li vd.
2011°’de grafenin noral arayiiz olarak iyi bir potansiyele sahip olabilecegini
gostermiglerdir. Caligsmalarinda grafenin hippokampal noronlarin primer kiltiiriinde
norit filizlenmesi ve uzamasimi destekledigi, noral agdaki noronal performansi

arttirdi@1 ve kok hiicre farklilagmasini sagladigr saptanmistir (100).

3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda kullanilan yontem 6zetle:

e GO filmler hazirlanmasi,

e SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicre hattinin Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre kiltiri ve Doku
Miihendisligi Labaratuvari’ndan alinarak GO filmler ve cam ylizeylere
ekilmesi,

e Hiicrelerin 5 giin hipoksi ve normoksi ortamlarinda inkiibe edilmesi,

e Hipoksinin etkilerini gérmek amaciyla MTT canlilik testi yapilmasi,
SEM goriintiilerinin alinmasi ve aktin sitoiskeleti boyamas: yapilmasi
seklinde planlanmistir.

Biitiin ¢alismalar Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik
Boliimii, Hayvan Hiicre Kiiltiiri ve Doku Miihendisligi Grubu

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
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Sekil 7. Tez calismasi deney plant

3.1. SH-SY5Y hiicrelerinin ¢ozdiiriilmesi

1. -196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L)’de stoklanmis olan
dondurulmus (kriyo) tiip ¢ikartildu.

2. 37°C’deki su banyosunda bekletildi.

3. Tip igerigi %10 FBS (Fotal sigir serumu, SO0115; BioChrom AG, Berlin,
Almanya), % 0.1 gentamisin (BioChrom AG, A2710; Berlin, Almanya), 1% L-
glutamin (K0282; BioChrom AG, Berlin, Almanya) ve besi ortami Dulbecco’s
Modified Eagle Medium High Glucose (D5796-500ML; Sigma, Ingiltere) ile bir
santrifijj tiiptine (Isolab, Wertheim, Almanya) toplandi.

4. Toplanan hiicreler 1000 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika santrifiijlendi (5810 R,
Eppendorf, Hamburg, Almanya).

5. Siipernatant dokiildii.

6. Hiicre pelleti hafifce tiipiin dibine vurularak ylizeyden kaldirildi ve besi
ortamu ile siispanse edildi.

7. Stispanse haldeki hiicreler uygun dl¢tideki flaska (SPL Lifesciences Co. Ltd,
Gyeonggi, Korea) alindi.
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8. Uygun ectiketleme yapildiktan sonra flask 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibatorde (HERA Cell, Heraeus, Almanya) inkiibasyona birakildi.

3.2. SH-SYSY hiicrelerinin pasajlanmasi

1. Hiicrelerin tizerinde bulunan kullanilmis besi ortami ¢ekildi.

2. Hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*? ve Mg icermeyen PBS (Phosphate
Buffer Saline) ile yikandi.

3. Hiicrelerin tizerine tripsin-EDTA soliisyonu (T4D49-Sigma, Saint Louis,
Missouri, ABD) eklendi, yiizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’deki inkiibatorde
bekletildi.

4. Tim hiicrelerin ylizeyden kalktig1 mikroskop ile gozlendiginde %10 FBS
iceren besi ortamu ile hiicreler bir santrifiij tiipiine toplandi.

5. Hiicreler 1000 rpm, 4°C’de 5 dakika santrifiijlendi.

6. Santrifiij sonrasi, siipernatant dokiildi.

7. Santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicreler hafifce vurarak yiizeyden kaldirildi ve
vasat ile slispanse edildi.

8. Hiicre siispansiyonu 1:3 oraninda yeni bir flaska alind1 ve {izerine taze besi

ortami1 koyularak kiiltiire devam edildi.

3.3. SH-SY5Y hiicrelerinin dondurulmasi

1. Hiicrelerin iizerinde bulunan kullanilmis ortam ¢ekildi.

2. Hiicrelerin ylizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg+2’ icermeyen PBS ile yikandu.

3. PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicrelerin iizerine tripsin-EDTA
soliisyonu eklendi, ylizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’deki inkiibatérde bekletildi.

4. Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gbzlendiginde serumlu vasat
ile hiicreler bir santrifiij tiipiine toplandi.

5. Hiicreler 1000 rpm, 4°C’de 5 dakika santrifiijlendi.

6. Siipernatant dokiildii.

7. Santrifiij tlipliniin dibindeki hiicreler hafif¢e vurarak yiizeyden kaldirildi ve
dondurma ortami (%90 FBS + %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) (1.1-33-30215,
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CryoSure-DMSO, Wak-Chemie Mesdical GmbH, Steinbach/Ts, Almanya ) ile
homojenize edildikten sonra dondurma tiipiine (kriyo tiip) (123278, Greiner Bio-one,
Almanya) aktarildu.

8. Kriyo tiip -86°C’de koptik kutu igerisine kaldirildi.

9. -86°C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyo tiip, -196°C’deki s1v1 azot

iceren tanka kaldirildu.

3.4. SH-SYSY hiicrelerinin biiyiime Kinetigi egrisinin ¢ikarilmasi

1.Hiicreler 96-gozlii pleytlere farkli konsantrasyonlarda (5000, 10000, 50000,
100000 ve 500000 hiicre/ml) ekildikten sonra diizenli olarak 10 giin boyunca her giin
MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid, sart tetrazolyum
tuzu, (Sigma M5655; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Almanya) ile canlilik testi
yapild.

2. MTT ig¢in, pleytteki kullanilmig besi ortami ¢ekildi.

3. Hiicrelerin tizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) i¢eren besi ortami
eklendi.

4. Hiicreler karanlikta 37 °C’de, %5 COy’li inkiibatorde 3 saat siire ile inkiibe
edildi.

5. 3 saat inkiibasyonun sonunda MTT iceren ortam ¢ekildi.

6. Hiicrelerin tlizerine DMSO (Sigma 41640; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Almanya) eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢oztilmesi saglandi.

7. Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’de calkalayicida ¢alkalanarak
kristallerin iyice ¢oziinmesi saglandi.

8. UV spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, Sunnyvale,
CA, USA) 570-690 nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.
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Sekil 8. Biiyiime kinetigi i¢cin MTT test sablonu

3.5. SH-SYSY hiicrelerine RA uygulamasi

Hiicrelere farklilastirma amaciyla 10uM RA (R2625, Sigma, St. Luis,
Missouri, ABD) uygulandi. Hiicre morfolojilerini gézlemlemek igin 5x10* hiicre/ml
konsantrasyonda 6’lik well plate’e ekim yapildi ve hiicrelerin ters ag¢i1 1s1k
mikroskobu (Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japan) goriintiileri 1, 3 ve 5. giinler
icin ¢ekildi. Hipoksi stresi sirasinda hiicrelere besiyeri degisimi gibi herhangi bir

miidahale yapilamadig i¢in hiicrelerin besiyeri degisimi yapilmadi.
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3.6. Grafen Oksit Filmlerin Hazirlanmasi
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Sekil 9. GO filmlerin hazirlanmasi

1.GO (Graphene Chemical Industries Co. ) firmasindan satin alindi. 10 mg/mL
GO siispansiyonu distile suda hazirlandi ve homojen bir dagilim saglamak i¢in
manyetik karistiricida 1 gece karistirildi.

2.GO’nun ylizeye yapigmasi igin kitosan soliisyonu kullanildi. 2% (w/v)
kitosan (Sigma C3646; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) 0.2 M asetik asit
icinde 1 giin manyetik karistiricida ¢oziildii.

3.Homojen bir dagilim saglandiktan sonra kitosan soliisyonu cam lamellere
lamelin yiizeyini kaplayacak sekilde 100 ul damlatilda.

4.Ardindan GO siispansiyonundan 100 ul yavasca kitosan filmlerin {izerine
damlatildi.

5.Yiizeyler ¢ceker ocagin altinda bir gece kurumaya birakildi.

6.Her bir GO kapl1 lamel UV ile 2 saat sterilize edildi.
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3.7. Hiicrelerin yiizeylere ekimi

SH-SYS5Y hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose
(D5796-500ML; Sigma Ingiltere) bilyiime mediumuna 1% L-glutamine (K0282;
BioChrom AG, Berlin, Almanya), 0.1% gentamisin (A2710, BioChrom AG, Berlin,
Almanya) ve 10% fotal sigir serumu (FBS) (S0115; BioChrom AG, Berlin,
Almanya) igeren besiyerinde 37 °C’da 5% CO>’li inkiibatorde kiiltiir edildi. Deney
setleri i¢in hiicreler GO filmlere ve cam lamellere 5x10* hiicre/ml olacak sekilde
ekildi. Ekimden bir giin sonra besiyeri DMEM- High Glucose, 2% FBS, 1% L-
glutamine, 0,1% Gentamisin ve 10uM all-trans-retinoik asit (atRA) ile besiyerine
degistirildi. RA hem 10 uM hem de 20 uM konsantrasyonda denendi.

3.8. Hipoksi uygulamasi

Hiicreler 2 farkli ortamda 5 giin inkiibe edildi.
1) Hipoksi ortami: diisiik oksijen kosullarini yaratmak amaciyla hipoksi haznesi
(27310; Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, Kanada) kullanildi. Gaz oranlari
3% Oy, 92% N, 5% CO, idi. Ortam bir ¢ikis borusu ile bosaltild1 ve haznenin
igindeki havanin istenen O, basincina gelmesi i¢in 5 dakika beklendi. Hipoksi
haznesi sikica kapatildiktan sonra 5 giin inkiibatore konuldu.
2) Kontrol grubu olan normoksi kosulu (21% O) normal inkiibatorde yapild.

Deneyler iki farkli deneme ve her denemede 6 tekrarli olarak yapildi.

3.9. Hiicre canlih@ testi

Kolorimetrik 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (Sigma M5655; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) testi hiicresel
metabolik aktiviteyi canli hiicrelerde mitokondrial suksinat-tetrazolium rediiktaz’
sar1 tetrazol boyasi (MTT)’n1 mor renkli formazana doniistiirmesiyle degerlendirilir.

Metabolik aktivite arttik¢a renk yogunlugu artar.
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Calismamizda oOzetle,

1)

2)
3)
4)

5)

3.10.

SH-SYS5Y hiicreleri inkiibasyonu takiben kiiltiir ortam1 ¢ekilerek serumsuz
DMEM high glucose‘a %10 (v/v) MTT stok soliisyonu (PBS i¢inde

¢Ozlinmis Smg/mL MTT) igeren besiyeri her goze eklendi
37 °C’ da 5% CO5’li inkiibatorde 3 saat bekletildi.
Supernatant atildi.

Formazan kristalleri dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma 41640; Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Almanya) iginde ¢6ziildii (101).

Absorbans degerleri 570 ve 690 nm’de mikropleyt okuyucu VersaMax
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ABD)’ da okutuldu.

Hiicre morfolojisinin incelenmesi

Hipoksi stresinden sonra hiicrelerin morfolojilerini incelemek i¢in 151k ve SEM

fotograflar1 kullanildi. Faz kontrast goriintiileri inverted 151k mikroskobu (Olympus

CK 40; Olympus, Tokyo, Japan) kullanilarak hipoksi stresi dncesi ve 5 giinliik

hipoksi stresi sonras1 goriintiileri ¢ekildi.

Ornekleri SEM’e hazirlamak i¢in

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

Ornekler serum fizyolojik ile 30 saniye yikand:

0.1 M sodium cacodylate (Sigma CO250; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Almanya) iginde %5 (v/v) gluteraldehit (25%, Merck, 8.20603.1000;
Merck, Darmstadt, Almanya) ile 30 dk +4°C ‘de bekletildi.

Gluteraldehit aspire edildi ve 0,1 M sodyum kakodilat iginde %7 sukroz 15
dk +4°C*de 2 kere uygulandi.

Ornekler 0,1 M sodyum kakodilat iginde %2 osmiyum tetraoksit ile 30 dk
buz tizerinde post fiksasyona alindu.

3 kere distile su ile 5’er dk yikama yapildi.

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

Hekzametildisilazan (HMDS) soliisyonunda 5 dk bekletildi

30 dk oda sicakliginda kurutuldu.
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3.11.

9)

Kuruma tamamlandiktan sonra SEM incelemesine kadar 6rnekler desikator

icerisinde bekletildi.

10) SEM inceleme dncesi, ornekler piring tastyicilar tizerine yerlestirildi.

11) 200°A kalinliginda altin ile kaplanarak JEOL (JSM-6060; JEOL, Tokyo,

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Japonya) taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelendi.

Aktin sito-iskeleti boyamasi

Hiicrelerin tizerindeki kullanilmis besi ortami ¢ekildi ve hiicreler Ca+2,
Mg*? igeren PBS ile iki kez yikandi.

+4 °C’de bulunan soguk paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi (%4) (USB
19943; USB, Cleveland, OH, ABD) yiizeyler iizerine eklendi ve 300 rpm’
deki calkalayicida calkalanarak, oda sicakliginda 15 dakika fiksasyon
yapildi.

Fiksasyon basamaginin ardindan PFA ¢ekildi ve yiizeyler tekrar Ca*?, Mg*?
iceren PBS ile iki kez yikandi.

Yiizeyler tizerine 50 mM NH4Cl (A9434; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Almanya) soliisyonu eklendi ve 300 rpm’deki c¢alkalayicida, oda
sicakliginda, 7 dakika inkiibe edildi. Bu basamak ile paraformaldehitten
gelen aldehitler uzaklastirildi.

Yiizeyler %0.2 PBS-Triton X-100 (% 0.2) (A1388; AppliChem, Darmstadt,
Almanya) ile iki kez 5’er dakika, 300 rpm’deki ¢alkalayicida calkalanarak,
oda sicakliginda yikandi. Bu basamak permeabilizasyon basamagi olarak
adlandirilir.

Yiizeyler Ca*? Mg™ icermeyen PBS ile bir kez yikandi.

%0.2 PBS-Triton X-100 igerisinde hazirlanan %3 BSA (Bovine serum
albumin, A9647, Sigma, St. Luis, Missouri, ABD) igerisinde oda
sicakliginda 1 saat ¢alkalayicida 300 rpm’de inkiibasyon yapildi. Bu agsama
“blocking” olarak adlandirilir.

Ca*?, Mg*? icermeyen PBS ile bir kez yikandi.

Nemli odacik hazirlandi (1slak pegete, parafilm, petri). Parafilm 1slak pegete

tizerine diizgiin bir sekilde yayildi. Boyamanin ilerleyen asamalarinda,
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hiicreleri ve antikorlar1 karigtirmamak i¢in parafilm {izerine, planlanan

boyama sablonuna uygun sekilde numaralandirma yapildi.

|

Antikor Soliisyonu 60 pl

/1
0

Parafilm

./t\.

Islak Pegete

Sekil 10. Nemli odacik. Antikor ile boyama sirasinda yiizeyin kurumasini

engellemek i¢in tasarlanan nemli alan.

10) Antikor soliisyonlari
e 1:1000 DAPI
e 1:100 Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen A12379; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
e %1 BSA igeren Ca®?, Mg+2 icermeyen PBS i¢inde hazirlandi.
11) Ornekler 40 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi.
12) Ca*?, Mg*? icermeyen PBS ile yikandi.
13) Lameller ters g¢evrilerek 10 pl Mowiol 4-88 (Calbiochem, Merck 475904;
Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) mediumuyla kapatildi.
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14) 1 gece 4°C’de kurutmak icin bekletildi ve floresans mikroskop (AXIO;

Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile goriintiilendi.

3.12.  listatistiksel Analiz

Hiicre canliligi analizleri i¢in, 2 deney 6 tekrarli olarak calisildi ve
ortalamatstandart sapma degerlerine gore analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik
varyansin tek-yonlii analizi (ANOVA) ile ardindan Dunnett ¢oklu karsilastirmasi
testi ile saptanmistir. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamlilig1 gosterdi. Tiim
analizler Prism yazilimi (GraphPad Software, La Jolla, CA, ABD) kullanilarak
yapildi.

4. BULGULAR

4.1. SH-SYS5Y hiicrelerinin morfolojik goriintiileri

Stoktan ¢ozdiiriilen SH-SYS5Y ’lerin hiicre morfolojilerinde ve canliliklarinda

her hangi bir sorun olmadig1 gozlemlendi.

Sekil 11. SH-SYS5Y hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobu goriintiileri

Uc giiliik kiiltiirde SH-SY5Y hiicrelerinin ters agi isik mikroskobu goriintiileri
(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya) . A. 5X biiyiitme, B. 10X biiyiitme, C.
20X biiyiitme
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4.2. SH-SYS5Y hiicrelerinin Biiyiime Kinetigi Egrisi

Bu calisma i¢in en uygun hiicre konsantrasyonuna karar vermek amaciyla
5x10%, 10*, 5x10*, 10° ve 5x10° hiicre/ml konsantrasyonlarda ekilip, 10 giin boyunca
kiiltiiri yapilan SH-SYS5Y hiicrelerinin biiyiime kinetigi egrisi ¢ikarildi.

——5%10"3
—m—-1074
—A—5%1014
—=10"5

=ie=5%1015

Sekil 12. SH-SYS5Y hiicrelerinin biiylime kinetigi egrisi

Grafikte farkll konsantrasyonlar igin biiyiime kinetigi egrileri bir arada verilmistir. Y
diizleminde bulunan degerler MTT testinden elde edilen absorbans degerleridir

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

Bizim kullandigimiz hiicre konsantrasyonu i¢in bilyiime kinetigi grafigi Sekil 13’de

gosterilmistir.
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Sekil 13. 5x104 hiicre konsantrasyonu i¢in bilyiime kinetigi egrisi

Biiylime kinetigi egrilerine gore (Sekil 12) uygun konsantrasyon belirlendi ve
hipoksi deneyi i¢in 5x10* hiicre/ml konsantrasyon segildi. Bu konsantrasyonda 10
giinliik biliylime kinetigi sonrasinda ¢ikan grafige gore (Sekil 13) hiicrelerin her
hiicrenin karakterine gore degisebilen lag, log plato ve oliim fazlarmi gosterdigi
gbzlemlendi. Bu grafige gore hiicrelerin ekimden yaklasik 1 giin sonra lag fazina
girdikleri 4. ve 5. giinler aras1 besiyeri degisikligi yapilmasi1 gerektigi ve 5 ve 6.
giinler arasinda da pasajlanmasi gerektigi goriilmektedir. Hiicrelerin yaklasik 5 ve 7.
giinler arasinda plato fazinda oldugu ve 7. giliniin sonunda 6liim fazina girdikleri

gozlenmektedir. Bu sonuglara gore hipoksi siiresi 5 giin olarak belirlenmistir.
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4.3. RA uygulamasi

100 pm

Sekil 14. SH-SYS5Y hiicreleri {izerine RA uygulamasi

SH-SY5Y hiicrelerinin 20x biiyiitmedeki ters ag¢i isik mikroskobu goriintiileri
(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya). 4. RA uygulamast sonrasi 1. giin, B.
RA uygulanmamug (kontrol) 1. giin, C. RA uygulamasi sonrast 3. giin, D. RA kontrol
3. giin, E. RA uygulamasi sonrasi 5. giin, F. Kontrol 5. Giin.
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RA’m1 SH-SY5Y hiicreleri iizerine etkisini gérmek amaciyla 10° hiicre/ml
konsantrasyonda ekilen hiicrelere RA wuygulamast yapildi. Hiicreleri hipoksi
haznesine aldiktan sonra besiyeri degisimi yapilamayacagi i¢in bu denemede de
besiyeri degisimi yapilmadi. Norit uzamasinda belirgin bir artis gozlenmedi. 5.

giiniin sonunda hiicrelerin ¢ok yogunlastig1 ve yiizeyden kalktig1 gézlendi.

4.4, Hipoksi stresi sonrasi analizler

Hiicre canliligi testi- MTT

GO-Cam
*%k%
0.500 1 [ 1
*kk%k
0.400
o
(]
© 0.300
o
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n
” 0.200 4
o]
<
0.100 4
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o o) Q& Q
o <) o o

Kontrol Gruplari (RA'siz)

Sekil 15. Kontrol gruplariin (RA uygulanmamis) MTT absorbans degerleri grafigi

RA uygulanmamaus olan kontrol gruplarinin kendi aralarinda karsilagtirilmasi. Grafik
MTT testi sonucunda elde edilen absorbans degerlerini vermektedir. *** : p<0,0001,
*** 1 p<0,001
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Bu grafige gore yapilan tek yonlii ANOVA testine gore normoksi ortaminda
GO ve cam yiizeyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Hipoksi ortaminda ise yiizeyler arasinda anlamli bir fark goriillmemistir.

GO-Cam
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Sekil 16. RA uygulanmis gruplarin MTT absorbans degerleri grafigi

RA uygulanmig gruplar kendi aralarinda karsilagtiriimas:. Grafik MTT testi
sonucunda elde edilen absorbans degerlerini vermektedir. ****: p<0,0001 ve **:
p< 0,01

Bu grafige gore yapilan tek yonlii ANOVA testine gore hipoksi ortammda GO
ve cam Yyiizeyler arasinda ve GO yiizeyde hipoksi ve normoksi ortamlarindaki

absorbans degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bir bulunmustur.
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Istk mikroskobu goriintiileri

Yapilan GO filmler 1518a gecirgen olmadigi i¢in 151k mikroskobu goriintiileri
alimamadi. Cam ve polistren yilizeylere ekilen SH-SYS5Y hiicrelerinin hipoksi stresi

sonrasi 151k mikroskobu goriintiileri incelendi.

Sekil 17. Hipoksi stresi dncesi 151k mikroskobu goriintiileri

SH-SY5Y hiicrelerinin hipoksi stresi onceSi ters agi 15tk mikroskobu goriintiileri
(Olympus CK 40; Olympus, Tokyo, Japonya). 20x biiyiitme. A. Cam yiizey, B.

Polistren yiizey
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Polistren Cam

Hipoksi

Normoksi

Sekil 18. Polistren ve cam yiizeylerde hipoksi ve normoksi kosullar

Polistren ve cam yiizeylerde hipoksi ve normoksi kosullarinda SH-SY5Y hiicrelerinin
20x biiyiitmedeki ters agi 15tk mikroskobu gériintiileri (Olympus CK 40; Olympus,
Tokyo, Japonya). A. Polistren yiizey hipoksi kosulu, B. Cam yiizey hipoksi kosulu, C.

Polistren yiizey normoksi kosulu, D. Cam yiizey normoksi kosulu
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Polistren Cam

Hipoksi

Normoksi

Sekil 19. RA uygulanmamais kontrol grubunun 1s1k mikroskobu goriintiileri

Polistren ve cam yiizeylerde hipoksi ve normoksi kosullarinda RA uygulanmamus
SH-SY5Y hiicrelerinin 20x biiyiitmedeki ters a¢i stk mikroskobu goriintiileri. A.
Hipoksi polistren, B. Hipoksi cam, C. Normoksi polistren ve D. Normoksi cam.

Bu deney diizeneginde hipoksi ortaminin kontrolii olarak normoksi ortami
kullanild1. RA etkisinin olup olmadigini degerlendirmek amaci ile RA uygulanmamis
gruplar RA uygulanmis olan grubun kontrolii olarak kullanildi.

Sonuglarimizda,

Isik mikroskobu goriintiilerine gore hipoksi ortammda RA uygulanmig
gruplarda polistren ve cam yiizeylerde hiicrelerin morfolojilerinin degistigi, noritik
olusumlarint ¢ekip yuvarlaklastiklar1 gézlendi. Normoksi ortaminda ise hala noritik
olusumlarinin bulundugu ve morfolojilerinde belirgin bir degisiklik olmadigi
gozlendi.

RA uygulamasi yapilmamis gruplarda yine hipoksi ortaminda her iki ylizeyde

de morfolojilerinin degistigi, normoksi ortaminda ise belirgin bir degisiklik olmadig1

gozlendi.
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Aktin sitoiskeleti boyamas:i

Hipoksi Normoksi

-

Aktin/DAPI & 5% Aktin/ DAPI

Sekil 20. Hipoksi ve normoksi ortamlarinda RA uygulanmis hiicrelerin cam

yiizeylerdeki floresans goriintiileri.

Sekil cam yiizeyler iizerine ekilmis ve RA uygulanmus hiicrelerin hipoksi ve normoksi
ortamlarindaki floresans mikroskobu gériintiilerini 40X biiyiitmede gdstermektedir
(AXI10; Zeiss, Oberkochen, Germany). 4, C ve E. Hipoksi ortamindaki hiicrelerin

aktin boyamasi, B, D ve F normoksi ortamindaki hiicrelerin aktin boyamasi.
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Hipoksi Normoksi

Sekil 21. Hipoksi ve normoksi ortamlarinda RA uygulanmamis hiicrelerin cam

yiizeylerdeki floresans mikroskobi goriintiileri.

Sekil cam yiizeyler iizerine ekilmis ve RA uygulanmamis hiicrelerin hipoksi ve
normoksi ortamlarindaki floresans mikroskobi goriintiilerini géstermektedir (AXIO;
Zeiss, Oberkochen, Germany). 4, C ve E. Hipoksi ortanmindaki hiicrelerin aktin

boyamasi, B, D ve F normoksi ortamindaki hiicrelerin aktin boyamas:.

37



Hipoksi Normoksi

Sekil 22. Hipoksi ve normoksi ortamlarinda RA uygulanmis hiicrelerin GO

yiizeylerdeki floresans mikroskobi goriintiileri.

Sekil GO yiizeyler iizerine ekilmis ve RA uygulanmuis hiicrelerin hipoksi ve normoksi
ortamlarindaki  floresans mikroskobi (AXI10; Zeiss, Oberkochen, Germany)
gortintiilerini gostermektedir. A, C ve E. Hipoksi ortamindaki hiicrelerin aktin

boyamasi, B, D ve F normoksi ortamindaki hiicrelerin aktin boyamasi.
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Hipoksi Normoksi

Sekil 23. Hipoksi ve normoksi ortamlarinda RA uygulanmamis hiicrelerin GO

ylizeylerdeki floresans mikroskop goriintiileri

Sekil GO yiizeyler iizerine ekilmis ve RA wuygulanmamuis hiicrelerin hipoksi ve
normoksi ortamlarindaki 40X floresans goriintiilerini gostermektedir (AXI10; Zeiss,
Oberkochen, Germany). A, C ve E. Hipoksi ortamindaki hiicrelerin aktin boyamast,

B, D ve F normoksi ortamindaki hiicrelerin aktin boyamasi.
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Sekil 24. Hiicre ekilmemis GO ylizeyin floresan mikroskobi goriintiisii

Hiicre ekilmemis GO yiizeyin 40X floresan mikroskobi goriintiisii (AX10; Zeiss,
Oberkochen, Germany). A. FITC, B. DAPI, C. Birlestirilmis imaj( Merge).

Cam yiizeylerdeki floresans mikroskop goriintiilerine gore (Sekil 20 ve 21),
RA uygulanmamis grupta (Sekil 20) hiicrelerin normoksi ortaminda daha iyi
sitoiskeletal 0Ozellik gosterdikleri ve norit benzeri olusumlarinin bulundugu
gozlenmektedir. Hipoksi ortaminda ise hiicrelerde ndrit benzeri olusumlar
gozlenmemektedir. RA uygulanmamis grupta (Sekil 21) ise hem hipoksi hem de
normoksi ortamlarinda ndrit benzeri olusumlar gézlenmemektedir. GO ylizeylerdeki
floresans mikroskop goriintiilerine gore (Sekil 22 ve 23) ise RA uygulanmis grupta
(Sekil 22) hipoksi ortaminda daha iyi bir sitoiskeletal yap1 gozlenmektedir, ancak
RA uygulanmamig grupta (Sekil 23) her iki ortamda da ndrit benzeri olusum
gozlenmemektedir. GO ylizeylerin yapiminda kitosan malzemesi kullanilmistir.
Kitosan oto-floresans ozellige sahiptir; bu nedenle hiicre ekilmemis grafen

yiizeylerin de FITC ve DAPI goriintiileri alinmustir (Sekil 24).
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SEM goriintiileri

Hipoksi Normoksi

oy

18kV

Sekil 25. GO yiizeylerdeki hiicrelerin hipoksi ve normoksi ortamlarindaki 500X
biiyiitmedeki SEM goriintiileri

A ve B. RA uygulanmuis hiicreler, C ve D RA uygulanmamus hiicreler. (JSM-6060;
JEOL, Tokyo, Japonya)

GO yiizeylerde hiicrelerin 500X biiyiitmede SEM goriintiileri alind1 (Sekil 25).
Goriintiilere gore RA uygulanmis gruplarda (A ve B) her iki ortamda da hiicrelerin
norit uzattiklar: gézlemlendi. RA uygulanmamis gruplarda ise (C ve D) daha az norit
gbzlemlendi. Hipoksi ortaminda bulunan RA uygulanmamis gruplarda (C) hiicrelerin
kiiresel yapilar olusturduklart goriiliirken normoksi ortaminda kiiresel yapilar

goriilmedi.
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5. TARTISMA

Merkezi sinir sistemini etkileyen hastaliklarda hasardan etkilenmis dokulara
ulasim zordur ve bu nedenle sik¢a hastalik modellerine basvurulur. Bu hastaliklarin
patolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasi, ilag¢ gelistirilmesi ve teshis yontemlerinin
gelistirilebilmesi i¢in g¢esitli in vivo ve in vitro modeller olusturulmaktadir. In vitro
modeller in vivo modellerden farkli olarak hastalik patogenezinin kiltiir ortaminda
ayrintili bir sekilde ¢alisilmasini saglar. Bu modellerde ilaglarin olas1 farmakolojik
etkileri c¢aligilabilir. Sinir sistemindeki biyoteknolojik yaklasimlar noral doku
mithendisligine dayanir. Bu alan son zamanlarin en dikkat cekici konularindan
biridir. Noral doku miihendisligi hiicre davranisi ve doku gelisiminin {i¢ boyutlu
sentetik yap1 iskeleleri ile ekstraseliller matriksi taklit edip destekleyerek
diizenlenmesine dayanir. Dogal ekstraseliiler matriksler topografik, elektriksel ve
Kimyasal olarak noral hiicrelerin adezyonu ve ¢ogalmasi i¢in en uygun ortami saglar.
Sentetik yapr iskelelerinin de, dogal matriksler gibi biyouyumlu, immiinolojik olarak
inert, iletken, biyobozunur ve enfeksiyona direngli biyomalzemelerle yapilmis olmasi
ve norit olusumunu desteklemesi gerekir (1).

Grafen ve tiirevleri fiziksel, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle noral
doku miihendisliginde son on yilda ¢ok c¢alisilan malzemelerdendir. Pubmed’de
“graphene oxide” anahtar kelimesi ile arama yapildiginda GO’nun son on y1l i¢inde
popililaritesinin oldukga arttig1 gézlenmektedir. Bu ¢aligmalarin ¢ok az bir kism1 doku
miihendisligi yaklasimlar1 ve biyomedikal uygulama alanlar ile ilgilidir, ancak bu
konu flizerine c¢alismalar her gegen giin katlanarak artmaktadir. GO anahtar

kelimesiyle ilgili yillara gore literatiir sayis1 Sekil 26’da gdsterilmistir.
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Sekil 26. PubMed'de "graphene oxide™ aramasi (26.06.2016 tarihi itibariyla)

Bizim calismamizda grafenin oksidize edilmis hali olan GO in vitro kiiltiir
ortaminda noral hiicreleri destekleyebilecek ve ekstraselliiler matriksleri taklit
edebilecek bir yapi iskelesi seklinde tiretildi. GO’nun ylizeye tutunmasini saglamak
amaciyla cam yiizeyler dnce dogal bir polimer olan kitosan ile kaplandiktan sonra
GO damlatilarak ince bir film tabakasi elde edildi. Dogada en ¢ok bulunan ikinci
biyopolimer olan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosan, biyouyumlu ve
biyobozunur bir polikatyonik polimerdir. Yapisal olarak glikozaminglikanlara benzer
ve kemigin ekstraselliiler matriksinin temel bilesenidir. Tek basina jellesebilir ya da
biyolojik adesif olarak kullanilabilir (60). Daha onceki yapilan c¢aligmalarda
genellikle GO ve kitosanin belirli oranlarda karistirilmasiyla elde edilmis filmler
lizerinde calisiimistir. Ornegin Zuo vd. 2013’ de yaptiklar1 ¢alismada bir GO-kitosan
nanokompozit film iretmislerdir. Yaptiklart kompozitin biyouyumlulugunu
C3H10T1/2 hiicreleri ile in vitro ortamda test etmisler ve GO-kitosan kompozit
filmlerin fonksiyonel bir biyomateryal olarak kullanilabilecegi sonucuna
varmiglardir. GO’nun karboksil grubu ile kitosanin amin grubu kovalent baglar
olusturur. GO-kitosan termal olarak kitosandan daha stabildir. GO-kitosan film

biyouyumlu ve biyobozunurdur. Hiicre cogalmasi ve hiicre canlilig: testlerinde GO-
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kitosan filmlerin hiicre ¢ogalmasi i¢in uygun oldugunu gostermektedir ve (102).
Baska bir ¢alismada, GO suda disperse edildikten sonra asetik asit icinde ¢éziinmiis
kitosan soliisyonuyla karistirilarak bir kitosan/GO nanokompoziti tiretilmistir. Ancak
Bu calismada yalnizca malzeme oOzellikleri ¢alisilmistir (103). Pan vd. 2011°de
yaptiklar1 c¢alismada GO/kitosan nanokompozit filmler iretmisler, Ttrettikleri
nanokompozitin mekanik 6zelliklerini ¢alismislardir (104).

Kitosan yap1 iskelesindeki negatif yiiklii grafen oksit hiicre-yap1 iskelesi
davranigin1  etkileyen Onemli bir faktordiir; ayrica, yapr iskelesinin
biyouyumlulugunu ve degredasyon {iriinlerini etkileyerek avantaj saglar. GO yapi
iskelesinin kitosanin porlu yapisiyla olan baglantisi, su tutmasi ve hidrofilik yapisi ile
hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi kolaylasir. Urettikleri malzeme porlu yapist ile hiicre -
hiicre baglantilarina izin verir. Ayrica, besiyerinin yapi iskelesi boyunca yayilmasini
saglar; bu da hiicre adezyonuna izin verir. Malzeme bu ozellikleriyle kemik doku
miihendisliginde de kullanilabilir (105).

Fan vd. yaptiklari ¢alismada grafeni asetik asit i¢inde disperse hale getirip
kitosan1 bu soliisyon iginde c¢ozerek bir grafen-kitosan kompozit film elde
etmislerdir. Bu kompoziti L929 hiicreleri ile denemisler ve MTT testine gore bu
yiizeylerin biyouyumlu oldugunu gostermislerdir (106).

Bizim ¢alismamizda hazirlanan GO filmler {izerine insan noéroblastoma hiicre
hatti olan SH-SY5Y hiicreleri ekildi. Cam yiizeylerle karsilastirildiginda GO
filmlerde hiicrelerin ¢ogalmasi ve tutunmasiin GO film {izerinde daha fazla oldugu
gozlendi. Hiicreler stres kosullarina GO ylizeyler iizerinde cam ylizeylerdekine gore
daha fazla diren¢ gosterdi. GO yiizeyler {lizerinde daha fazla norit olusumu ve daha
uzun ndrit yapilar1 gozlendi.

Lv vd. yaptiklar1 ¢aligmada SH-SYS5Y hiicreleri ile GO nanotabakalarinin
sitotoksisitesi ¢alisilmistir. Hiicre canlilig1 yiiksek konsantrasyonlarda (=80 pg/mL)
doza ve zamana bagl olarak azalmistir ancak GO kaynakli apoptoz gozlenmemistir.
Farklilastirma i¢in sadece RA wuygulanmis gruplarla kiyaslandiginda RA-GO
uygulanmis gruplarda noérit uzunlugu ve MAP2 ekspresyonunda anlamli derecede
artmistir (107). Dolayisiyla bu ¢alisma bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Sekil
25°deki SEM goriintiilerine gore RA uygulanmig gruplarda daha fazla ve daha uzun

norit gdzlenmektedir.
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Grafen daha 6nce de bahsedilen 6zellikleri- elektriksel iletkenligi, elastisitesi,
protein emebilmesi ve diisiikk molekiiler agirliktaki bilesenleri- nedeniyle kok hiicre
farklilasmas1 ve ¢ogalmasinda etkili bir malzemedir. Hiicreler komsu hiicrelerle
iletisim kurabilmek ve biiylimek i¢in ¢esitli maddeler salgilar. Bu maddeler grafen
yiizeyince emilir ve hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasina etki eder (6). Li vd.
noritlerin saf grafenden nasil etkilendiginin mekanizmasini arastirmis ve grafenin
noral hiicrelerle son derece biyouyumlu bir malzeme oldugunu gostermislerdir. Noral
hiicrelerin canliligit ve grafen yiizeyinde ndrit uzunlugu polistren doku kiiltiir
kaplariyla karsilastirildiginda anlamli olarak daha uzundur bu da grafenin néron
uyumlu bir ylizey oldugunu gosterir. Diger analizler, grafenin growth-associate
protein-43 (GAP43) ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir (100). Sinir sistemi
gelisimini gosteren onemli isaretlerden biri olan GAP-43 ekspresyonunun artis1 norit
olusumu ve norit uzamasini arttirtr. Bu durum Ryu ve Kim tarafindan 2013° de
yayinlanan bir makalede kimyasal buhar ¢oktiirme ile elde edilen grafen substratinin
topografik olarak noronlari gevreleyen matriksi taklit ettigi ve noron gelisimini
destekledigi, ayrica grafenin yiiksek elektriksel iletkenliginin noronlarin ndorit
gelisimini destekledigi seklinde agiklanmugtir (9).

Grafenle yapilan baska bir ¢alismada insan mezenkimal kok hiicrelerinin
osteojenik farklilagsmay1 destekledigi ve kontrol ettigi gosterilmistir. Nayak vd.
yaptiklar1 ¢aligmada osteojenik besiyerinde grafenin kemik hiicrelerine farklilagsmay1
arttirdigin1  géstermislerdir. Bu ¢alismada grafen substratinin etkisini arastirmak
tizere 4 farkl ylizey kullanilmistir. Kullanilan yiizeyler polidimetilsiloksan (PMDS),
polietilen tereftalat (PET), cam ylizeyler ve Si/SiO; yiizeyleridir ve gesitli sertlik ve
ylizey plrlzliligine sahiptir. Calisma grafenin kemik hiicre formasyonunu
destekledigini gostermistir. GO ve PMDS’ nin de insan mezenkimal kok hiicrelerinin
adipojenik ve osteojenik farklilagsmasi {izerine etkili oldugu gosterilmistir (4).
Mezenkimal kok hiicrelerin grafen, GO ve sadece PMDS {izerindeki sekilleri her
yiizeyde birbirinden farklidir. PMDS iizerindeki hiicreler daha yuvarlak sekilli ve
filopod uzantilarindan yoksundur. Ancak, grafen ve GO {iizerindeki hiicreler hiicresel
uzantilara sahiptir. Grafen film {izerindeki hiicreler homojen olarak dagilmis ve ig
seklinde goriiniime sahipken GO film {iizerindeki hiicreler daha yaygin ve daha
biiyiiktiir. Yiizeylerin serum proteini absorbsiyonlari da ¢alisilmistir. Grafenin serum
proteinlerinin %8’ ini ve GO’ nun ise %?25’ini absorbe ettigi gdzlenmistir. Serum

globulin, albiimin ve fibronektin gibi pek ¢ok ekstraselliiler matriks glikoproteinini
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igerir (108). Grafende bulunan m-elektron bulutu proteinlerin daha igerdeki
hidrofobik c¢ekirdegi ile etkilesir. Oksijenlenmis gruplarinin bulunmasi nedeniyle
hidrofilik GO serum proteinlerine elektrostatik baglarla baglanir. GO’nun serum
proteinlerini daha ¢ok absorbe etmesi demek hiicrelerin tutunmasi ve biiylimesi igin
ortamda daha yogun adezyon molekiillerinin bulunmasi demektir (9).

Chen vd. uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin farklilasmasii grafen, GO ve
cam yiizeylerde ¢alismiglardir. Grafen ve GO, uyarilmis puripotent kok hiicrelerle
biyouyumludur ve bu hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasini destekler (90). Noral kok
hiicrelerin beyin dokusu tamiri ve ndral rejenerasyonda kullanilabilmesi i¢in insan
noral kok hiicrelerinin glialardan ¢ok ndronlara farklilagmasinin saglanmasi
gereklidir. Park vd. yaptiklar1 ¢aligmada insan noral kok hiicrelerini grafen kapli cam
yiizeylerde noronlara farklilastirmislardir. Insan noral kok hiicreleri cam
yiizeylerdeki kontrol grubu ile karsilastirildiginda grafen yiizeylere daha g¢abuk
tutunurlar. Farklilastirmadan 3 hafta sonra grafen ve cam yiizeylerdeki hiicreler
arasinda morfolojik acidan belirgin bir farklilik oldugu goriilmiistiir. Bir ay sonra
cam ve grafen yiizeyler farklilasma agisindan benzer 6zellik gosterirler, ancak grafen
yiizeyindeki farklilasma daha stabildir. Sonuglar grafen substratinda norona
farklilasmanin daha ¢ok oldugunu goéstermistir (91).

Hong vd. 2014’ de PC12 ile yaptiklar1 ¢aligmada grafen kapli olan ve olmayan
cam ylizeylerle ¢alismislar ve grafen kapli yiizeylerde daha yiiksek hiicre cogalmasi
ve farklilagmasiyla birlikte daha c¢ok hiicrenin ylizeye tutundugunu gostermislerdir
(93). Li vd. yaptiklart ¢alismada ii¢ boyutlu yapi iskelesi olarak yeni bir grafen
koptik gelistirmislerdir. Bu kopiigiin fareden alinan noral kok hiicrelerin ¢ogalma ve
biiylimelerini diizenledigini gozlemlemislerdir (95). Kopiik porlu yapisi ve diizensiz
yiizeyi ile mekaniksel adezyonu desteklemis ve noral kok hiicrelerin tutunmasi igin
¢ok uygun bir yilizey olmustur. Bu yap1 iskelesi biyouyumludur, ¢iinkii toksisite
gostermemis ve hiicre canlili1 etkilenmemistir. Ek olarak, bu {i¢ boyutlu yap: iki
boyutlu yapilar ile kiyaslandiginda daha iyi bir elektriksel uyar1 performansi
gostermistir ve bu elektriksel 6zelligi noral farklilasmay1 desteklemistir (109). Shah
vd. grafen temelli nanomateryalle hibrit bir yapi iskelesi gelistirmislerdir. Bu hibrit
nanofibréz malzeme noéral kok hiicreleri oligodendrositlere farklilagtirmistir. GO’nun
elektrospin yontemiyle uygulanmasiyla iyi bir ylizey kaplama malzemesi ortaya
¢iktig1 ve bu malzemenin noral kok hiicrelerin oligodendrositlere farklilagsmasini
destekledigi gosterilmistir (98).
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Yang vd.‘nin ¢alismasinda grafen ve karbon nanotiipler fare embriyonik kok
hiicrelerinin dopaminerjik noronlara farklilasmasini arttirmistir. Embriyonik kok
hiicreler 3 farkl ylizeye ekilmistir ve stromal hiicreye farklilasmay1 destekleyen bir
metod kullanilmistir. Farklilasmadan 14 giin sonra, GO yiizey hiicrelerin
dopaminerjik noronlara farklilasmasini 6nemli derecede arttirmis, ancak grafen ve
karbon nanotiiplerin dopaminerjik farklilagma tizerine 6nemli bir etki ya da destegi
olmamistir (110). Tang vd. ndrosferleri grafen yiizey iizerine ekmisler ve kiiltiirde 14
giin sonra ndronlar arasinda ag olugmaya basladigi ve yeni olusan noritlerin sinaps
olusturmaya basladig1 beta tubulin immunoboyamasi ile gosterilmistir. Bu sonuglar
grafenin noral aktiviteyi destekleyen bir yilizey oldugunu bir kez daha gostermistir
(97).

Bu tez calismasinda hipoksi stres kosullari GO ve cam yiizeyler iizerine
ekilmis SH-SY5Y hiicreleri iizerinde arastirilmistir. Memeli sinir sisteminin
embriyonik asamasinin gelisiminde, noéral kok hiicrelerin farklilagsmasinin ve
biiylimesinin diizenlenmesinde oksijen 6nemli bir rol oynar (111). Hipoksi
embriyogenez ve kok hiicre modiilasyonu (farklilasma/cogalma) ya da iskemik felg
ve kanser gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda yer alir. Hipoksi in vivo ortamda
embriyolarda, yeni doganda ve yetiskinlerde ndrogenezi tetikler. Diger yandan,
oksijen ve ROS (reactive oxygen species) in vitro ortamda néronal farklilasmada da
rol oynar. Ayrica, noroblastoma gibi tiimorlerin gelisimine, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasina etki eder. Bu nedenle, ndrogenezi ve néronal farklilagtirmay:
arttirmak ya da diizenlemek gerekirse hipoksi ortami ve ROS iiretimini baskilamak
yararli bir terapdtik arag olabilir (112).

HIF-1a aktivitesi tiim beyin iskemisi, fokal iskemi ve yenidogan
hipoksi/iskemi hayvan modellerinde calisilmistir (113). Iskemi ve oksidatif strese
kars1 HIF’le diizenlenen hayatta kalma ya da proapoptotik siiregler multiple skleroz
gibi bazi nérodejeneratif hastaliklar ile patofizyolojik bilesenlere sahiptir (114).

Alzheimer Hastaligi, frontotemporal demans, prion hastaliklari, Parkinson
hastaligi, Huntington hastaligi ve amiyotrofik lateral skleroz gibi ndrodejeneratif
hastaliklar yanlis katlanmis proteinlerin agregasyonu ile iliskilidir. Bu proteinler
noronlarda hiicresel ve noroinflamatuvar stres yamtlarini tetikler. Ornegin, p-amiloid
peptid (BA) birikimi Alzheimer hastaligi ile iligkilidir ve hiicre 6liimiinden sorumlu

primer toksik ajan olarak kabul edilir. Bu hastaligin patolojisinde HIF bir feedback
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(geribesleme) mekanizmasi olabilir. A HIF-1o aktivitesini arttirir. BA ile artan
oksidatif stresle miicadele i¢in yardimci antioksidan mekanizmalar upregiile edilir.
ROS’ un HIF aktivitesini diizenlemesi ile BA-aracili HIF aktivitesi ile ROS firetimi
diizenlenir. BA gibi norotoksik peptidlerle siirekli strese maruz kalma durumunda
hiicre 6liimii tetiklenir (113).

Smith vd. 2011°de kronik hipoksi durumunun SH-SYSY hiicrelerinin Ca*
depolar1 ve hiicre i¢i Ca*? iizerine etkilerini arastirmiglardir. Hipoksi %2,5 olarak 48
sa uygulanmistir. Kronik hipoksi uygulamasini takiben hiicre ici Ca*? artmustir. Bu in
vitro model kronik hipoksi durumunda hiicre fonksiyonlarinin modellenmesi ve
noronal farklilasma bozuklugu veya 6liimiiniin uzun dénemli hipoksi ya da iskemi
durumunun modellenmesinde kullanilabilir (115).

Noral kok hiicre nisinde, nérogenezin oldugu yerde, oksijen konsantrasyonu
%2,5-3’tiir (116). Bu oksijen basinci noral kok hiicrelerin gogalmasi ve farklilasmasi
icin g¢evresel ipuglar1 verir (116). Cesitli in vitro yaklagimlarda noral kok hiicre
cogalmast ve noronal farklilasmasinin diisiik oksijen konsantrasyonlarinda arttigi
gosterilmistir (117). Binh vd. 2014‘de yaptiklari g¢alismada hipoksinin noéronal
farklilasma icin gerekli oldugu belirtilmistir, ancak noral gelisimin farkh
asamalarinda farkli yamitlar olusur. Ornegin erken safhada hipoksi ndral
farklilasmay1 inhibe ederken, ileri sathalarda noral farklilagsmay1 arttirir (111). Kok
hiicre ya da progenitdr hiicrelerin diisiik oksijen konsantrasyonlar1 altinda
biiyiitiilmesinin kullanilan hiicre modeline gére hem hiicre gogalmasini hem de
noronal farklilagsmayr arttirdigi goriilmektedir. MSS’1 etkileyen ¢ogu kanser, kok
hiicre popiilasyonlarinin varligindan kaynaklanir ve kanser kok hiicreleri olarak da
bilinirler (117). Kanser kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasiin diizenlenmesi
tiimor biyilikliiglinii kontrol altinda tutmada oOnemlidir. Hiicreler dogal olarak
hipoksik ortamdadirlar (116). Hipoksi noroblastoma hiicrelerini néral krista
hiicrelerine farklilagsmaya iter ve bunu HIF-1la ve HIF-2a’y1 dengede tutarak yapar
(117, 118).

Bhaskara vd. tekrarlayan hipoksi ya da aralikli hipoksi olarak bilinen durumun
noroblastoma hiicreleri {izerindeki etkisini incelemislerdir. 24sa’lik hipoksi ve
normoksi kosullarini 10 dongii olarak uygulamislar ve tekrarlayan hipoksinin
noroblastoma hiicrelerini baskiladigint ve kok hiicre karakterini destekledigini

gostermislerdir (119). Poomthavorn vd. 2009°da yaptiklari ¢aligmada SH-SY5Y ve
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SK-N-MC noéroblastoma hiicrelerine CoCl; ile 48 sa hipoksi uygulamislar ve hiicre
sayilar etkilenmemis olsa da mitokondriyel aktivitenin SH-SYS5Y” lerde ~%50’ye,
SK-N-MC hiicrelerinde ise ~%70’e diistiiglinti saptamislardir (120).

GO yiizeylerde RA uygulanmis grupta hipoksi stresi sonrasinda cam yiizeylere
gore MTT canlilik testine gore daha fazla absorbans degeri alinmistir (Sekil 16 ve
27), GO ile cam yiizeyler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. RA
uygulanmamis gruplarda ise GO ile cam yiizeyler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur (Sekil 27). Bu durum RA’ nin koruyucu etkisinden kaynaklaniyor
olabilir. Cheung vd. 2009°da yaptiklar1 ¢alismada her iki RA ile farklilastirilmis ve
farklilastirilmamis hiicrelere 6-OHDA uygulamasi yapilmis, RA ile farklilastirilan
grubun toksisiteye toleransinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Arastirmacilar
sonugta RA ile farklilastirllmis grupta gercek bir toksisite yaratilamadigini
belirtmislerdir (25). Sekil 27 GO ve cam yiizeylerde RA uygulanmis ve
uygulanmamis gruplarin hipoksi stresi sonrasi absorbans degerlerini vermektedir.
GO yiizeylerde RA kullanilmis ve kullanilmamis gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmaktadir, ancak cam yiizeylerde anlamli farklilik yoktur.
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Sekil 27.GO-Cam RA'li ve RA'siz gruplarin karsilagtiriimasi
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Bu calismada hipoksi stresinin ¢alisilmasina ek olarak GO’nun farklilagmada
etkisinin olup olmadiginin anlasilmast amaciyla SH-SYS5Y  hiicrelerinin
farklilastirilmasi igin yaygin olarak kullanilan RA de hiicreler iizerine uygulanmistir.
RA uygulanmamis kontrol gruplarinda normoksi yani %21 oksijen ortaminda 5 giin
inkiibe edilen hiicrelerde GO yiizey tlizerinde yaygin bir hiicre popiilasyonu
gozlenirken hipoksi ortaminda (%3 oksijen) hiicrelerin birleserek kiiresel yapilar
olusturduklart gozlenmistir (Sekil 23). SH-SY5Y hiicreleri insan ndroblastoma
hiicreleridir ve noroblastoma hiicreleri hipoksik ortamda gelisirler. Hipoksi
ndroblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu arttirarak kok hiicre fenotipine dondiiriir
(10, 121). GO da proliferasyonu arttirict etkisi nedeniyle hipoksi ortaminda

ndroblastoma hiicrelerini kiiresel yapilar olusturmaya itmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda Ozetle GO filmler hazirlandi. SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicre hatt1 Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre
kiiltiiri ve Doku Miihendisligi Labaratuvari’ndan alinarak GO filmler ve cam
yiizeylere ekildi. Hiicreler 5 giin hipoksi ve normoksi ortamlarinda inkiibe edildi.
Hipoksinin etkilerini gormek amaciyla MTT canlilik testi yapildi, SEM goriintiileri
alindi ve aktin sitoiskeleti boyamasi yapildi. Biitiin calismalar Ege Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku
Miihendisligi Grubu Laboratuvar1’ nda gerceklestirildi.

Bu deney diizeneginde hipoksi ortaminin kontrolii olarak normoksi ortami
kullanildi. RA etkisinin olup olmadigini degerlendirmek amaci1 ile RA uygulanmamis

gruplar RA uygulanmis olan grubun kontrolii olarak kullanildi.

6.1. Sonuglar

Bu calisma, cam yiizeylerle karsilastirildiginda GO filmlerde hiicrelerin
¢ogalmasi ve tutunmasinin daha fazla oldugunu goéstermektedir. Hiicrelerin stres
kosullarina GO yiizeyler lizerinde cam ylizeylerdekine gore daha fazla direng
gosterdigi, GO yiizeyler {izerinde daha fazla nérit olusumu ve daha uzun norit
yapilar1 bulundugu immunohistokimyasal boyama ve SEM goriintiileri ile gosterildi.

Hipoksi stresinin g¢alisilmasina ek olarak GO’ nun farklilagsmada etkisinin olup
olmadiginin aragtirilmasi amaciyla SH-SYSY hiicrelerinin farklilagtirilmasi igin
yaygin olarak kullanilan RA hiicreler {izerine uygulandi. RA uygulanmamis kontrol
gruplarinda normoksi yani %21 oksijen ortaminda 5 giin inkiibe edilen hiicrelerde
GO ylizey lizerinde yaygin hiicre popiilasyonu gozlenirken hipoksi ortaminda (%3
oksijen) hiicrelerin birleserek kiiresel yapilar olusturduklart gézlendi (Sekil 25). SH-
SYSY hiicrelerinin néroblastoma hiicreleri oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda
hipoksi ortaminin noroblastoma hiicrelerini kiiresel yapilar olusturmaya itmis

olabilecegi diisiiniilebilir.
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6.2.

Oneriler

Bundan sonraki grafen caligmalari i¢in bu ¢alismanin ardindan yapilmasinin

onemli oldugunu diisiindiigiimiiz calismalar asagida 6zetlenmistir:

1.

RA’nin SH-SY5Y hiicreleri tizerine etkisini gormek amaciyla 10° hiicre/ml
konsantrasyonda ekilen hiicrelere RA uygulamasi yapildi. Hiicreleri hipoksi
haznesine aldiktan sonra besiyeri degisimi yapilamayacagl icin bu
denemede de besiyeri degisimi yapilmadi. Norit uzamasinda belirgin bir
artis gozlenmedi. 5. gilinlin sonunda hiicrelerin ¢ok yogunlastigi ve
yiizeyden kalktig1 gézlendi. RA’nin yarilanma omriiniin 45 dakika oldugu
gdz oOniinde bulundurulugunda bdyle kapali bir sistemde hiicreleri
farklilastirma amaciyla RA uygulamasi beklenen sonucu vermeyebilir. Bu
nedenle farklilagtirllmig SH-SYSY hiicreleri ile c¢alisilacaksa stres
uygulamadan once farklilastirma yapilip sonra stres uygulanmasi iizerinde
calisilabilir.

GO yiizeylerin yapiminda kitosan malzemesi kullanmilmistir. Kitosan oto-
floresans Ozellige sahiptir. Bu nedenle hiicre ekilmemis grafen yiizeylerin
de FITC ve DAPI goriintiileri alinmistir (Sekil 19). GO ile film yapilirken
grafenin ylizeye tutunmasi i¢in baska bir polimer kullanilabilir.

GO filmler i¢in atomik kuvvet mikroskobu ile ylizey 6zellikleri ¢alisilabilir,
GO filmlerin  karakterizasyonu yapilabilir. ~ X-ray  fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ile filmlerdeki elementler ¢alisilabilir.

GO filmler tizerinde RA uygulanmamis grupta hipoksi ortamindaki kiiresel
yapilar dikkat cekicidir (Sekil 23). Bu yapilarin iizerine yeni ¢aligmalar
yapilabilir.

Hipoksi stresinin hiicreler {izerindeki etkini arastirmak i¢in HIF
ekspresyonlarina bakilarak hipoksinin etkilerine daha ayrintili olarak

bakilabilir.
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