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OZET

Borik Asit, Cinko Borat ve Katkili Grafen Hidrojellerin 1929 Fare
Fibroblast Hiicre Hattinda H20: Sitotoksisinde Etkinliginin Degerlendirilmesi

Amag: Bu c¢alismada Borik Asit (BA), Cinko Borat (CB) ve katkili grafen
hidrojellerin (GH)’lerin sentezi, karakterizasyonu, mikrobiyolojik, biyouyumluluk

analizleri ve hiicre kiiltiirii analizleri arastirildi.

Materyal ve Metot: Grafen hidrojellerin sentezi modifiye Hummers metodu
kullanilarak indirgenmis grafen oksitten sentezlenerek borik asit ve ¢inko borat
katkilanmasiyla yapilmistir. GH, GH-BA ve GH-CB’lerin morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile belirlendi. Grafen
hidrojel, BA ve CB igeren katkilanmig grafen hidrojellere mikrobiyolojik disk difiizyon
testi, in-vitro epiderm tm deri irritasyon testi, L929 fare fibroblast hiicre hattinda
H202’nin hiicrede olusturdugu oksidatif stres ve in-vitro yara iyilesme aktivitesi testi
yapild.

Bulgular: Grafen hidrojel, BA ve CB igeren katkilanmig grafen hidrojellerin
sentez ve karakterizasyonu basar1 ile yapildi. Anti-bakteriyal ve iritasyon etkisi
gostermedigi belirlenmistir. 1.929 hiicre hatti lizerinde H20. toksisitesinde doza ve
zamana bagli olarak koruyucu etki gostermistir. Migrasyon testinde ise GH, BA ve CB
katkili grafen hidrojel partikiiller mikroskopta siyah fiziksel bariyerler olusturmasindan

dolayi dl¢lim alinamamastir.

Sonug¢: Bu ¢alismada BA, CB katkili GH’lerin sentezi ve biyoaktivite seviyeleri
tespit edilmistir. BA ve CB katkili GH’lerin antimikrobiyal etkileri belirlemez iken
iritasyona neden olmadig: tespit edilmistir. L929 hiicrelerinin H202’den kaynaklanan
oksidatif strese kars1 GH, GH-BA ve GH-CB uygulamalarinin hiicre proliferasyonunu
artirdigi tespit edilmistir. GH-CB ve GH-BA nin in-vitro deneylerinde goriilen potansiyel

etkisi in-vivo olarak arastirilmasinin 6niinii agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Borik Asit, ¢cinko borat, grafen hidrojeller, hiicre kiiltiird,
1.929 hiicre hatt1, migrasyon.



ABSTRACT

Evaluation of H202 Cytotoxicity Efficacy of Boric Acid, Zinc Borate and
Doped Graphene Hydrogels in L929 Mouse Fibroblast Cell Line (In-Vitro)

Aim: In this study, the synthesis, characterization, microbiological,
biocompatibility analyzes and cell culture analyzes of Boric Acid (BA), Zinc Borate (CB)

and doped graphene hydrogels (GH) were investigated.

Material and Method: Graphene hydrogels were synthesized from reduced
graphene oxide using the modified Hummers method and doped with boric acid and zinc
borate. The morphology of GH, GH-BA and GH-CBs was determined by scanning
electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM).
Microbiological disk diffusion test, in-vitro epiderm tm skin irritation test, oxidative
stress caused by H202 in the cell in L929 mouse fibroblast cell line and in-vitro wound
healing activity test were performed on graphene hydrogel, BA and WB-containing doped

graphene hydrogels.

Results: Synthesis and characterization of doped graphene hydrogels containing
graphene hydrogel, BA and WB were successfully carried out. It has been determined
that it does not have anti-bacterial and irritating effects. It showed a dose- and time-
dependent protective effect against H202 toxicity on the L929 cell line. In the migration
test, measurements could not be taken because GH, BA and CB-doped graphene hydrogel

particles formed black physical barriers under the microscope.

Conclusion: In this study, the synthesis and bioactivity levels of BA and CB-
doped GHs were determined. It has been determined that BA and CB added GHs do not
cause irritation, while they do not have antimicrobial effects. It was determined that GH,
GH-BA and GH-CB applications increased cell proliferation of L929 cells against
oxidative stress caused by H202. The potential effect of GH-CB and GH-BA seen in in-

vitro experiments paves the way for in-vivo investigation.

Keywords: Boric acid, zinc borate, graphene hydrogels, cell culture, L929 cell

line, migration.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Bor elementi, iilkemizde genis ve zengin yataklara sahip oldugu bilinmektedir.
Giiniimiizde bor iiriinlerine olan yogun ilginin kullanim alanlarina gére énemi giderek
arttig1, ozellikle saghik alaninda biiylik bir kullannm potansiyeline sahip olan bor
tirtinlerine son yillarda yatirnmlarin giderek desteklendigi dikkat ¢ekmektedir. Bor, hem
etkin ilagta koruyucu grup hem de etkin ilag bileseni olarak kullanilmaya baslanmistir
(Messner ve ark., 2022a). Bor’un fonksiyonel tiirevlerinin ilaglara dahil edilmesini daha
kolay erisilebilir ve uyarlanabilir hale getirdigi ayrica farmakolojik alanda borun artan
Oonemi son yillarda bor iceren bilesiklerin basarili bir sekilde gelismesine yol agmistir
(Messner ve ark., 2022b).

Insan metabolizmasinda 6zel bir dneme sahip olan bor, kabuklu meyveler,
baklagiller, meyve, sebzeler ve bor kimyasallarindan suda ¢oziinmiis borik asitten
saglanmaktadir (Tombuloglu ve ark., 2020). Bor’un beslenme, ¢esitli hormonal,
metabolik ve saglik agisindan insanlar ve hayvanlar tizerinde islevsel bir 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir (Aysel ve ark., 2019). Bor viicutta en ¢ok kemik, sag, el ve ayak
tirnaklarinda bulunur (Hadrup ve ark., 2021). Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan
giinliik diyetle alinan borun 1-2 mg/giin alinmas1 normal sinirlar igerinde kabul edilmektedir.
Diyetle alinan borun kroner arter hastaligi riskini azalttigi ve bagisikli sistemi iizerinde
olumlu etkileri oldugu belirlenmistir (Deliboran, 2020). Ayrica, diyet disinda bor igeren
ilaglari fazla tiikketmenin bu nedenle yiiksek miktarda bor maaruziyeti sonucunda toksisiteye,
gastrointestinal rahatsizliklar, deri dokiilmesi ve sperm sayisinda azalma gibi olumsuz
etkilere sebep olabilecegi rapor edilmektedir (Ergiin & Soyocak, 2021).

Bor bilesiklerinin son yillarda yapilan ¢aligmalarda neticesinde insan fizyolojisi
ve biyolojik 6nemi {izerinde olasi yararli etkilerinden bahsedilmektedir. Bor, ¢esitli

caligmalarda hiicre poliferasyonunda ve yara iyilesmesinde kilit bir rol oynadigi



goriilmiistiir (Hayal, 2020). Bor iiriinlerinin hiicre proliferasyonu, sitotoksisite, bagisiklik,
yara iyilestirme ve kanser tedavilerinde her gecen giin kullanimi artmakta olup ve
arastirmalarin bu dogrultuda 6nem kazanmakta oldugu goriilmektedir (Atakisi ve ark.,
2020). Borun antioksidan bir ajan olarak yara iyilesmesinde, oksidatif hasara karsi
koruyuculugu ve immiin bagisiklik sistemde 6nemli rolii oldugu bildirilmektedir (Ergiin &
Soyocak, 2021). Kiigiikkurt ve ark. tarafindan yapilan arastirmada neticesinde bor
bilesiklerinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdig: ve lipid perosksidasyonunu
onledigi bdylece hiicresel hasar1 korumada hastaliklara ve yaralanmalara karsi
antioksidan bir etki gosterdigi belirlenmistir (Kucukkurt ve ark., 2015). Ayni ¢alismada
insiilin salinim1 ve bagisiklik sisteminde etkin rol oynadigi goriildiigii ayni1 zamanda serin
proteazlarini veya oksirediikteazlarini kullanan yolaklar1 kontrol edebilmek i¢in gerekli
olabilecegi, pentozfosfat yolunda anahtar iki enzim olan Glukoz-6P dehidrogenaz ve
GPD’nin aktivitesini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Hadrup ve ark., 2021). Bor’un
steroid hormonlarla ile de etkilesebildigi gosterilmektedir (Hakki ve ark., 2010). Bor’un
viicuttaki onemli bir goérevide Kalsiyum ve D vitaminini diizenlemesinde etkin rol
oynadigi, boylece kalsiyum ve magnezyum miktarinin azalmasini onleyerek kemik
yapisini korudugu ve gelisimine katki sundugu belirlenmistir (Yakincil & Mediha, 2016).
Borun kalsiyum hemostazi tizerindeki etkisi, hiicre zar1 aktivitesi lizerindeki etkisiyle
kontrol edildigi bildirilmistir (Devirian & Volpe, 2003a). Bor bilesiklerinin kanser,
osteporoz ve norodejeneratif bozukluklar dahil olmak tizere bir ¢ok hastalikta koruyucu
etkileri potansiyel olarak rol oynayan yolak serbest radikal hasar1 iizerinden
iligskilendirilmistir (Celikezen ve ark., 2016).

Insan saghig1 agisindan etkin bir dneme sahip olan ¢inko’nun bagisiklik sistemi,
merkezi sinir sistemi, bilylime, gelisme ve yara iyilesme siirecinde rol oynadigi bir

kofaktor oldugu belirtilmektedir. Viicutta ¢inko eksikligi biliyiime geriligi, bagisiklik



sisteminde ve yara iyilesmesinde aksakliklara neden oldugu goriilmiistiir. MTT yontemi
ile L1929 fare fibroblast hiicre hatti kullanilarak Cinko boratin sitotoksik etkisi
belirlenmistir (Aysel ve ark., 2019). Cinko borat nispeten diisiik suda ¢oziintirliik ve
yiiksek dehidrasyon sicakligi igerir (Aysel ve ark., 2019). Viicutta ¢inko’nun toksik
etkisini azaltmak i¢in bor ile etkilesime girebildigi diisiiniilmektedir (Oancea ve ark.,
2018). Borik asit ve Cinko borat ile viicuda alinan borun %90’dan fazlasi idrar yolu,
yaklasik %2 kadar1 digki, daha az miktarda ise ter ve solunum yolu ile viicuttan
uzaklastiriimaktadir (Cakir & Eren, 2016).

Bor ve diger bilesikler ile yapilan kombinasyonlarin 6zellikle saglik alaninda
popliler olmaya baglamistir. Bu tez calismasi icersinde yeni nesil bir malzeme olan grafen
hidrojellerde kullanim alanin giin gegtikge artan Onemli bir tasiyict madde olarak
degerlendirilmektedir (Bedeloglu & Mahmut, 2016). Grafen, tek atom inceliginde
oldugundan iki boyutlu kabul edilen, kovalent-kovalent bagli ile bagl karbon atomlarinin
altigen formda balpetegi gorlintlisiine sahip bir nanomateryal olarak tanimlanir
(Bedeloglu & Mahmut, 2016; Okgesiz & Bucurgat, 2017). Grafen hidrojeller son yillarda
doku rejenerasyonunda umut verici bir materyal olarak dikkat ¢gekmistir (Lasocka ve ark.,
2018). Bazi arastirmalar grafen bakteriyel inhibisyon, ilag ve hastalik tedavilerinde biiyiik
bir potansiyele sahip olabilecegi belirtilmektedir. Bor iceren bilesiklerden borik asit,
¢inko borat’in grafen hidrojel gibi yeni malzemlerle katkilanmasi ¢esitli hastaliklardaki
terapOtik potansiyel etkisi biiylik ilgi uyandirabilir. Bor kaynakli temel calismalari
incelemek icin birgok arastirmaci tarafindan borik asit veya ¢inko borat kullanildigi
belirlenmistir (Tombuloglu ve ark., 2020). Bu kapsamda bu ¢aligmanin amaci,

Borik asit ve c¢inko borat ile katkilanmis grafen hidrojellerin yapisal

karekterizasyonlarinin tanimlanmasi,



Borik asit, ¢inko borat ve katkili grafen hidrojellerin antimikrobiyal etkinliginin
ve biyouyumlulugunun gosterilmesi,

Son olarak borik asit, ¢inko borat ve katkili grafen hidrojellerin L929 fare
fibroblast hiicre hattinda H,0; etkinliginde sitotoksisite etkinliginin belirlenmesi ve hiicre

tyilesmesinde roliinlin migrasyon yara iyilesme testi ile gosterilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bor’un Biyokimyasal Ozellikleri ve Etkileri

Bor, 6nemli bir mineral olup bir¢ok biyolojik siirecte rol oynar. Bor, bitkilerin,
hayvanlarin ve insanlarin biiylimesi i¢in gereklidir (Khalig ve ark., 2018). Son yillarda
bor ile ilgili yapilan c¢alismalarin odak noktasinda borun, toksik etkisi ve diyet
Onerilerinden daha ¢ok borun viicuttaki biyokimyasal mekanizmalarini anlamak iizerine
olmustur (Nielsen, 2008).

Yer kabugundaki her yerde bulunan bor, ¢cogu toprak tiiriinde, tath ve tuzlu suda
bulunabilir. Bor (B), atom numarasi 5 olup Periyodik tabloda 3A grubunda bulunan yari
metal ve yari iletken 6zellige sahip bir elementtir. Ozellikleri karbona ¢ok yakindir ancak
yorlingesinde daha az degerlikli bir elektrona sahiptir. Kiigiik boyutlu ve yiiksek
iyonlasma enerjisi nedeniyle, borda metalik baglanma yerine kovalent baglanma
mevcuttur (Kot, 2009). Dogada saf elemet seklinde mevcut degildir. Borik asit, borat,
boraks, kolemanit ve uleksit seklinde molekiiler yapida bulunur (Simmons & Ahsian,
2015). Bor bilesikleri 6zellikle borik asit ve boraks seklinde endiistriyel sektorde ve
ilaglarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Ince ve ark., 2010).

Bor bilesiklerinin hiicre ve canli organizmalar {izerinde kanserojenik aktiviteye
sahip olmadig ayrica borik asidin antioksidan enzim aktivitelerini destekledigi ve hiicre
kiiltiirlerine genotoksik olmadigi olmadigi goriilmiistiir (Aysel ve ark., 2019). Borik
asidin DNA hasarini ve oksidatif stresi azaltmasi yan1 sira yara iyilesme siirecinde de
etkili oldugu ongoriilmiistiir (Tepedelen ve ark., 2016). Borik asidin yara iyilesmesininin
uyarilmasi, biiylime faktorlerini ve hiicre dig1 matriks dongiisiiniin artmasi gibi biyolojik
etkilere neden oldugu ve in-vitro olarak borik asit soliisyonunun hiicre digi matriks
tizerindeki etkisi nedeniyle yara iyilesmesini gerceklestirdigi saptanmustir (Hakki ve ark.,

2010).



2.2. Cinko ve Cinko Borat’in Ozellikleri ve Etkileri

Cinko (Zn), hiicresel fonksiyonlarda yaygin olarak bulunan 6nemli eser bir
elementtir. Cinko yapisal diizenleyici veya katalitik iyon olarak siiregler igin gerekli
oldugu belirlenmistir (Oancea ve ark., 2018). Cinko’nun bor ile yaptig1 bilesiklerin gesitli
hastalik ve yara iyilesme siirecindeki terapotik etkisi son yillarda biiytik ilgi uyandirmistir
(Tombuloglu ve ark., 2020).

Cinko yaralarin iyilesmesi icin gerekli bir element olup, enfeksiyonlara karsi
diren¢ olusmasinda da c¢inkonun katkisi bulunmaktadir. Cinko’nun bu etkilerinin
ozellikle hiicre rejenerasyonunda ve immun sistem fonksiyonlarinda 6énemli rol oynadigi
ve c¢inko eksikliginin pek ¢ok enfeksiyonun gelisiminde bir risk olusturdugu
bilinmektedir. Ayrica biyolojik membran stabilitesinde etkinligi, enzim aktive etme
yetenegi gibi fonksiyonlar1 nedeni ile direkt olarak verimi ve kaliteyi etkileyen bir
elementtir (Akdeniz ve ark., 2016).

Cinko, c¢ok c¢esitli metabolik mekanizmalarda gorev alan c¢ok sayida enzim
aktivitesi i¢in hayati énem arz eden bir metaldir (Oancea ve ark., 2018). Boratlarin
koruyucu etkileri kanser dahil olmak iizere bir ¢ok hastalikta rol oynayan serbest radikal
hasarina kars1t rapor edildi. Boratlarin hiicre replikasyonunda, kemik metabolizmasi, D
vitamini biyo sentezinde ve beyin fonksiyonu flizerinde olumlu etki gosterdigi
bildirilmistir (Akdeniz ve ark., 2016). Cinko borat ise antioksidan ve antimutajenik
Ozellikleri nedeniyle oksidanlarin neden oldugu hasar1 azaltmada tibbi amacli kullanim
potansiyeline sahip etken madde oldugu goriilmiistiir (Aysel ve ark., 2019).

2.3. Grafen Hidrojeller’in Ozellikleri ve Etkileri

Grafen, sp? bagli olan karbon atomlarindan olusan tek atom kalliginda diizgiin
altigen formda diizenlenen bir karbon seklidir. Grafenin benzersiz fiziksel ve kimyasal

Ozelliklerinden dolayr nanomalzeme olarak tibbi alanlarda tedavi maksath kullanimda



biiyiilk bir potansiyele sahip olabilecegi bildirilmektedir (Lasocka ve ark., 2018).
Ozellikle grafen oksit sulu islenebilirligi (hidrofilik), amfibiligi ve yiizeysel
islevsellestirilebilirligi nedeniyle biyotip uygulamalar1 i¢in umut verici bir malzeme
olarak kabul edilir (Chung ve ark., 2013).

Radikal grafen oksit’in nano duvarlarinin antibakteriyel etkisi Grafen oksit’inkine
oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Grafen tiirevlerinin antibakteriyel etkisi
membran bozulmasindan kaynaklanan oksidatif stresten tiiretildigi ve grafen yiizeyinde
bakteri biiylimesinin inhibe edilmesinden ziyade arttigi gériilmistiir (Chung ve ark.,
2013).

Grafen hidrojellerin tiretiminde ilk etapta Hummers metodu kullanilarak dogal
grafit’in kuvvetli oksitleyiciler olan siilfiirik asit(H2SO4), sodyum nitrat (NaNOs) ve
potasyum permanganat (KMnOgs) islenmesiyle tek katmanl grafit oksit tabakalari
hazirlanmis olur (Hummers Jr & Offeman, 1958; Zhang & Shi, 2011). Grafen oksit
katmanlarm sulu halleri hidrotermal icerisinde indirgenmesi ile GH-H olusmaktadir. Ug
boyutlu GH-H ve ingirgenmis GO tabakalar1 biyolojik uygulamalarda yiiksek potansiyel
sahip oldugu tespit edilmistir (Li ve ark., 2010; Seger & Kamat, 2009).

Grafenin ozellikleri bakimindan yaraya uygulanabilirligi iyilestirme siirecini
hizlandirdig1 ve fibroblast hiicreleri ig¢in potansiyel bir aday olarak belirlenmistir
(Lasocka ve ark., 2018). Grafen hidrojellerin yapismasi ve ¢ogalmasi nedeniyle ¢esitli
yapisik hiicreler ve doku mithendisliginde kullanilabilir oldugu Kalbacova ve ark. (2014),
tarafindan hidrojen ile muamele edilmis grafenin hidrofobik ylizeyinin oksijen ile
muamele edilmis grafenin hidrofilik yiizeyine oranla hiicre canliligi/poliferasyonuna

daha ¢ok olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (Kalbacova ve ark., 2014).



2.4. Biyouyumluluk

Invitro biyouyumluluk degerlendirmelerinde en yaygin kullanilan yontemlerinden
biri de sitotoksisite testleridir. Hiicre canlilig: testleri, test edilecek materyalin uygun
hiicre kiiltiiri ortaminda negatif ve pozitif kontrol materyali kullanilarak hiicre biiyiime
veya hiicre 6liimi esas alinarak yapilan yontemdir. Hiicre-materyal temasinda materyalin
kendisi ile hiicrenin ayn1 ortamda kullanilmasi ile yiirtitiilmektedir (Craig & Hanks, 1990;
Hanks ve ark., 1996).

Invitro testlerin, invivo testlere oranla ortam sartlarmin ayni olmamasiyla
beraberinde test sonuglarini tam yasitamamasi ve insan uygulanmasi zor olmasi, ayrica
insanlarda klinik kullaniminin etik ve yasal problemleride beraberinde getirmektedir. Bu
sebeple materyalin sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinin ilk basamagini invitro testler
olusturmaktadir (Craig & Hanks, 1988; Naji & Harmand, 1990). Invitro deneylerin kisa
stireli olmasi Onerilmektedir. Uzun siireli oldugunda ise materyalin biyolojik ortamda
mikroorganizmalarla kontaminasyon ve ortam bilesenlerinde azalma gibi sonuglar
doguracagindan kiiltiire edilmis hiicrelerle ilgili sinirlamalardan dolay: literatiirdeki
calismalar goze alinarak calismanin 24., 48. ve 72. saatler sonunda degerlendirmeler
yapilmast hiicre kiiltiiriiniin 6zelliklerini korumasi bakimindan 6nem arz etmektedir (Heil
ve ark., 2002; Nelson ve ark., 1999). MTT bilesiginin toksisitesi muhtemelen hiicrelere
eklenen konsantrasyonla alakali ve konsantrasyonun optimize edilmesi daha diisiik
toksisiteye neden olabilir. MTT'nin sitotoksik olmasi g6z Oniine alindiginda, tahlil
yonteminin bir son nokta tahlili olarak diisliniilmesi gerekir. Yapilan arastirmalar
sonucunda, formazan kristallerinin ekzositoz sirasinda zarlar1 delerek hiicrelere zarar

vermesine katkida bulundugunu ileri siirmiistiir (Riss ve ark., 2016).



2.5. Yara iyilesmesinde Mikrobiyolojik Yaklasim

Yanik yada diger yaralanmalarintedavisindeki en giincel yaklasimlardan biri deri
biitlinliigiiniin yeniden saglanmasmma kadar gecen siirede deriden enfeksiyon
kaynaklarinin organizmaya ge¢cmemesini, sivi ve elektrolit kaybininin onlenmesini
saglayacak deri yerini tutabilecek materyalllerin yada antimikrobiyal maddelerin
gelistirilmesidir. Ozellikle yanik tedavisinde temel prensip yaranin temiz ve
mikroorganizmalardan uzak tutulmasimi saglayacak ortiilerle oOrtiilmesidir. Lokal
antibakteriyel uygulamalar yeterince olumlu sonuglar doguramamstir. Ciinkii bu
maddelerin iyilesmekte olan dokulara 6zellikle de hassas olan deride iz birakma gibi yan
etkileri bulunmaktadir. Ayrica sistemik antibiyotik kullanilmasi ise deride yeterli etkinlik
gosterememektedir. Giinlimiizde yara ortiileri ile ilgili yeni yaklagimlar bulunmaktadir.
Bu yeni yaklasimlardaki temel ilke ise deri iyilesmesini bozmayacak, azaltmayacak ve
yanik tedavisindeki yanik pansumanlarinda dokulara zarar vermeyecek yeni sistemleri
gelistirilmesidir.  Yaranin fizyolojik ozelliklerine bagli olarak (evre, derinlik, salgi
miktari, bakteriyel kontaminasyon) yara bantlar1 ve oOrtiileri tek baslarina ya da
kombinasyonlar1 halinde uygulanabilmektedir. Kalsiyum alginat ortiiler, poliiiretan
filmler, hidrokoloid ortiiler ve kopiikleri kapsayan c¢ok sayida yara Ortiisii
gelistirilmektedir. Bu tiir iirlinlerin amaci, enfeksiyonlar1 engelleyerek ve iyilesme
stirecine katkida bulunarak tedavi siirecini hizlandirmaktir (Altay P, 2010).
Gergeklestirecegimiz bu calisamada; borik asit ve ¢inko borat katkili grafen hidrojel bazl
yara Ortiilerinin avantajlarii kullanarak yara iyilesmesi siirecinde iyilesmeyi hizlandiran,
enfeksiyonlar1 engelleyen, yaralarda iz birakmay1 en aza indiren ve bdylece hastalara
maksimum konforu saglayan bor bilesiklerini i¢eren yeni yanik bant gelistirmesine yol

acacak materyallerin in-vitro 6n deneylerin yapilmasi planlanmistir.



2.6. Hiicre Kiiltiirii

Canli organizma dig1 hormonal ve sinirsel tonusun olmadigi izole ortamlarda, canli
organizma mikro- ve makro-gevresi taklit edilerek hiicrelerin belirli bir besi yerinde
cogaltilmas1 prensibi ile ylriitiilen in-vitro c¢alismalar olup klinik Oncesi ilag
arastirmalarinda tarama testleri de dahil olmak tizere bir ¢ok alanda uygulanabilirligi olan
bir yontemdir. Bu yontem ayni zamanda bilimsel arastirmalarda deney hayvani
kullanimin1 azaltmaktadir.

Johns Hopkins Universitesinde 1951'de Dr. George Gey agresif serviks
adenokarsinomlu kadin hastadan tan1 amagl alinan biyopsi drneginden ilk defa insan
kaynakli 6liimsiliz (immortal) hiicre hattin1 olusturmay1 basarmistir ve 6len hastanin
ismine ithafen (Henrietta Lacks) "HelLa" ismi verilerek tiim diinyada kullanilmaya
baglanmistir. Daha sonraki yillarda Cin hamster hiicrelerinin elde edilmesi ile devam
etmis ve 1970'lerde giivenlik kabinlerinin gelistirilmesi ile hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 daha
disipline hale gelmistir. Bilimsel ¢alismalar i¢in oldukca avantaja sahip hiicre kiiltiirii
caligmalar1 in-vivo g¢aligmalara alt yap1 niteligi tasimakta ve arastirilacak konunun 6n
caligma bulgularin elde edilebilecegi temel teknikler barindirmaktadir. Hiicre kiiltiirti
calismalar1 sirasiyla hiicre ¢ozme, besiyeri degistirme (beslenme), alt kiiltiirleme
(pasajlama) ve hiicre dondurma olmak iizere dort asama uygulanmaktadir.

Hiicre kiltiirii islemleri steril oda igerisinde gergeklestirilir. Hiicre kiiltiirii genel
olarak; temel hiicre biyolojisi ve ilag etkilesimlerinin arastirilmasi, ilag toksisite testleri,
kimyasal veya bitkisel ajanlarin kanser hiicreleri ilizerinde etkinliginin arastirildigi
calismalarda, as1 Uretimi, ticari protein iiretimi gibi genis bir arastirma olanagi

sunmaktadir (Iplik & Cakmakoglu, 2020).
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2.7. L929 Fibroblast Hiicre Hatti

Fibroblastlar; kas lifi, bag doku ve cilt gibi bircok dokuda yaygin olarak
bulunmaktadir. Fibroblastlar, pek ¢ok hiicre dis1 matriks bileseninin birincil kaynagi
oldugu ve kollajen tireten hiicreler olarak tanimlanirlar. Bu hiicrelerin hiicre dis1 matriks
bilesenlerinin salgilanmasinda ve yara iyilesmesinde 6nemli rolii oldugu bildirilmektedir
(Evans ve ark., 2003; Theerakittayakorn & Bunprasert, 2011). Fibroblastlar, doku
onarimi ve dokunun yeniden sekillenmesi i¢in ¢ok dnemlidir, yara bdlgesine go¢ eder ve
cogalirlar (Lasocka ve ark., 2018).

L929 hiicre hatlar1 genellikle madde malzeme biyouyumlulugu, sitotoksisite
testleri ve hiicre biyolojisi sistemleri gibi pek cok alandaki deneylerin
gerceklestirilmesinde ve standart testlerde cogunlukla kullanilmaktadir. L.929 hiicreleri,
sitotoksisite testlerinde ilk ve en yaygin kullanilan hiicrelerden biridir. Bu hiicreler,
invitro kiiltiirliniin ve alt kiiltiirlerinin kolay yapilabilmesi, hizli iireme ve kolay saklanma
ozellikleri nedeniyle birgok maddenin sitotoksisite degerlendirmesinde kullanilan
hiicrelerdir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan fare fibroblast (L929) hiicre hatlari,
sitotoksisite testlerinde kullanilacak standart hiicre kiiltiirii hatt1 olarak Onerilmistir
(Theerakittayakorn & Bunprasert, 2011).

2.8. MTT Yontemi

Hiicre canliligi, proliferasyon ve sitotoksisite belirleme yontemlerinin basinda
giinlimiizde en yaygin kullanilan MTT testi gelmektedir. 1983’te Mosmann tarafindan
gelistirilen bu yOntem, hiicre canlili@i testlerinin “altin  standart1” olarak
adlandirilmaktadir. MTT testi invitro olarak sadece hiicre degil doku kiiltiirlerinde de
kullanima olanak saglamaktadir. Deri korozyon, deri irritasyon ile goz irritasyon

testlerinde de hiicre canliligi/proliferasyonu 6l¢iimii i¢in de kullanilmaktadir. Hiicrelerin
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fizyolojik durumu ve mitokondriyal dehidrogenazin farkli hiicre tiplerindeki aktivite
varyantlarini belirlemektedir (Erkekoglu & Baydar, 2021).

MTT yonteminin avantajli yanlari su sekilde; glivenilir, hizli ve tekrarlanabilir bir
yontemdir. Ayrica hem sitotoksisitenin hem de hiicre proliferasyonunun belirlenmesi igin
kullanilabilir. MTT yonteminin dezavantajlar1 yonleri ise; MTT formazanlar suda
¢Oziilmez ve hiicrelerde igne seklinde kristaller olusturur. Bu nedenle, 6l¢iimden hemen
once bu kristalleri ¢dzmek gereklidir. Iyi ¢dziilme gerceklesmezse ciddi absorbans
farkliliklar1 gortilebilir. MTT formazan kendiside sitotoksiktir. MTT formazanlar
nedeniyle gozlenen hiicre 6liimii i¢in mutlaka kontrol kullanmak gereklidir ve bdylece
yanlig pozitif veya yanlis negatif sonuglar 6nlenmis olur. Hiicreler MTT ile 2-4 saat kadar
inkiibe edilirler ve bekletildikleri siire i¢inde MTT nin hiicre canliligin1 ne kadar
etkileyebilecegi bilinmemektedir. Ozellikle 6len hiicrelerin  hiicre kiiltiiriinden
uzaklagtirllmasi MTT formazan kristalleri nedeniyle zorlasabilir. MTT testinde kullanilan
tirtiniin herhangi bir bileseni ve uygulanan kimyasal madde MTT ile reaksiyona giriyorsa
veya MTT’yi kendi indirgeyebiliyorsa, hiicre canliliginin tespiti igin farkli bir yontemin
belirlenmesi gereklidir (Erkekoglu & Baydar, 2021). MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi metabolik aktivite potansiyelleriyle hiicre
canliligt ve proliferasyonu tizerindeki degisikliklerin arastirildigi sitotoksisite
yontemlerinden biridir (José Ruiz ve ark., 2006).

2.9. Hiicre Canhih@i/Proliferasyon

Canlilik, yasayan hiicrelerin sayisini temsil eder. Canli hiicre sayisini dogrudan
Olcen herhangi bir yontem ve metabolik aktiviteyi veya toplam protein igerigini 6lgen
yontemler, canlilik igin yeterli olarak kabul edilmistir (Ozkaya & Geyik, 2022).

MTT yontemi hiicre canliligin1 6lgmede etkili bir yontemdir. Mitokondride

bulunan dehidrogenazlarin aktivitesini belirlemede yardimci olur. Proliefe olan

12



hiicrelerin tetrazolyum ile formanzan iriinlerinin renk degisimi absorbans olgiimii ile
belirlenir. Hiicre canliligi azaldiginda mitokondriyal dehidrogenazlarin tetrazolyum
tuzunu formazya ¢evirebilme yetenekleri azalir. Hiicre sayisi ile formazan miktar1 orantili
degisir. Bu degisim miktar1 ile hiicre canlilig1 belitlenir (Okgesiz & Bucurgat, 2017).

2.10. Sitotoksisite

Canli hiicreler lizerindeki toksik etki oranini ifade eder. Sitotoksisite testleri,
toksik oldugu diisiiniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢ogalma orani ve
hiicre tizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak degerlendirme yapilan testlere denir.
Toksik bir ajanin en yaygin olarak kabul edilen kapasitesi 6ldiirme oldugundan bunu
canliligin azalmasi yerine hiicre Olimii olarak da degerlendirilir ve hiicre 6limiini
gosteren kanitlar sitotoksisiteyi kanitlamak igin yeterli olarak kabul edilir (Ozkaya &
Geyik, 2022). Sitotoksisite testleri farkli biyomalzemeler iizerindeki sitotoksik etkiyi
degerlendirmek ve biyouyumlulugu belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sitotoksisite tesleri biyouyumluluk testlerinin ilk adimi olarak belirlenmistir. L929
hiicreleri ile dogrudan temas yoOntemi sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in en ¢ok
bagvurulanlardan biridir ve sitotoksisitenin in-vitro olarak degerlendirilmesinde bir
tarama modelini temsil edebilir (Lasocka ve ark., 2018).

Son yillarda oksidatif stresin hem savunma sisteminde hem de yara iyilesmesinde
etkin bir rol oynadig1 bildirilmistir. H2O, bir radikal degildir fakat hiicrede onemli
hasarlara yol agabilir (Aksoy & Ozakpinar, 2014). Olusan hasarin kardiyo vaskiiller,
kanser, ateloskleroz ve yara iyilestirme siireglerinde etkin bir rol oynadigu bilinmektedir
(Cakir & Eren, 2016). Ayrica H2O> kullanmak bir hiicreyi tedavi etmede ve hiicre hasarini
etkin bir sekilde dnlemede oksidatif strese bagli hasar modelini olusturmada yararlanilan
en yaygin yontemlerden biridir. H2Oz ile oksidatif stresten kaynakli sitotoksisiteyi

aragtirmak i¢in en yaygin olarak kullanilan hiicrelerden biride 1929 fibroblast
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hiicreleridir. Ayrica yara iyilesme siirecinde prolifertaif fazi1 baglatmak i¢in 6nemli bir
etken oldugu distiniiliir. (Cinar, 2020).
Sitotoksisite Yontemleri;

1. MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]: Bu
yontemde MTT formazana indirgenir, bu esnada olusan mor renk kolorimetrik
olarak Olctliir. Olusan formazan miktar1 canli hiicre sayisini verir.

2. Tripan mavisi yontemi: hiicre canliliginin/sitotoksisitenin belirlenmesi icin en
sik kullanilan boyalardandir. Tripan mavisi, eozin, Kongo kirmizisi, eritrosin B
testleri.

3. Siilforodamin B yontemi: Kiton kirmizis1 kullanilarak yapilan bir fluoresan
boyama yontemidir.

4. WST yontemi (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolium, monosodyum tuzu): Bu yontemde hiicre proliferasyonu ve yasama
oranini kolorimetrik olarak tayin edilir.

5. Klonojenik yontem: Mikrobiyolojik bir yontemdir. Genellikle kanser arastirma
laboratuarlarinda ilaglar veya radyasyonun, tiimor hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla kullanilir.

2.11. In Vitro Toksisite Testlerini Avantaj ve Dezavantajlar
In vitro toksisite testleri yeni bir ilag etkin maddesinin toksisite potansiyelini
belirlemek icin izole edilmis doku ve organ ornekleri ya da hiicre kiiltiirleri modeller
kullanilarak yapilan testlerdir (Borenfreund & Borrero, 1984).
In vitro sistemlerin avantajlari;
e Bu testlerin uygulanmasi kolaydir ve hizli sonug alinir.
e Daha az miktarda test maddesi gerektirir.

e Kontrollii test kosullar1 saglanabilir ve sistematik etkiler azaltilabilir.
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e Deneyler arasindaki degiskenligin azaltilmasi,

e Zamana bagl ¢aligmalar yapilabilir ve numuneler alinabilir.

e Siirli miktarda zehirli atik iiretiliyor.

e Hayvanlar {izerinde yapilan testlerin azaltilmasi,

e Maliyetleri diigtiktir.

e Bu testlerle insan ve hayvanlardan izole edilmis doku, hiicre ve insan geni

e tasiyan transgenik hiicreler kullanilabilir.

e Aym dozlardaki test maddesinin etkisi farkli doku ve hiicrelerde

arastirilabilir (Spielmann ve ark., 2008).

In vitro sistemlerin dezavantajlari ise;

J Test maddelerinin  farmakokinetik  Ozellikleri  tam  olarak
degerlendirilemez.

o [lag metabolizmasi hakkinda bilgi smirlidir.

J Sistemik etkiler ve yan etkiler degerlendirilemez.

. Kronik etkiler test edilemez.

o Doku ve organlar arasi etkilesmeler ve spesifik organ duyarliligi
degerlendirilemez (Spielmann ve ark., 2008).
2.12. Yara lyilesmesinde Migrasyon

Migrasyon, yara iyilesmesi testi olarakta bilinir. Hiicre gocii ve hiicre-hiicre

etkilesimini incelemek i¢in kullanilan bir hiicre kiltiri teknigidir. Bu teknik ayni

zamanda ¢izik deneyi olarak da adlandirilir. Genellikle 1929 hiicre hatt1, %10 FBS iceren

DMEM besiyeri bulunan T75cm? flasklara ekilir, standart hiicre sayisina ulastirilir ve

hiicre sayimi1 yapilir, steril pipet ucu ile kuyucuk (well) tabaninda bir ¢izik olusturarak ve

bu ciziklerin belirli periyotlarda Inverted Mikroskop’un mercegi kullanilarak goriintiisii

aliarak yapilir (Ciar, 2020). Hiicre gocli yara bolgesine gé¢ eden hiicrelerin ¢izigi
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kapatma orani Olgiilerek degerlendirilir (Lasocka ve ark., 2018). Yara iyilesmesi i¢in

standart bir test olarak kabul edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda asagidaki basliklarda yapilacaktir.

Borik asit ve ¢inko borat ile katkilanmis grafen hidrojellerin sentezi ve yapisal
karekterizasyonlarinin tanimlanmasi,

Borik asit, ¢inko borat ve katkili grafen hidrojellerin antimikrobiyal etkinligi ve
biyouyumlugunun gosterilmesi,

Son olarak borik asit, ¢inko borat ve katkili grafen hidrojellerin L929 fare
fibroblast hiicre hattinda H2O> etkinliginde sitotoksisite etkinliginin belirlenmesi ve hiicre
iyilesmesinde roliiniin migrasyon yara iyilesme testi ile gosterilmesidir.

“Borik Asit ve Cinko Borat Katkili Grafen Hidrojellerin L929 Fare Fibroblast
Hiicre Hattinda H»O Sitotoksisitesinde Etkinliginin Degerlendirilmesi” (In-vitro)
arastirma ¢alismasi1 Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 07
Haziran 2022 tarih ve 22001170302 say1l1 yazisi ekleri ile goriisiildii ve 28 Haziran 2022
tarihinde etik kurallaria uygunlugu onaylanmigtir.

3.1. Kullanmilan Kimyasallar

Grafen aerojellerin sentezi i¢in (projede hidrojel olarak ifade edilmistir) modifiye
Hummers metodu kullanilarak indirgenmis grafen oksit sentezlendi. Modifiye Hummers
metodunda kullanilan kimyasallar ticari olarak satin alindi. Grafen aerojellerin sentezi
icin kullanilan kimyasallar (P205, KMnO4, NaNO3, H2S04, dogal grafit tabakalar1 (325
mesh), H202) Alfa Aesar® firmasindan ve diger tiim kimyasal ve ¢ozeltiler standart grade
kimyasallar kullanilmistir. Ayrica, grafen aerojellere emdirilen ¢inko borat ve borik asit

ise T.C. Eti Maden Isletmeleri A.S.’den temin edildi.
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Tablo 3.1. Bilesiklerin sentezinde, saflastirilmasinda ve kimyasal analizlerinde kullanilan

kimyasallar ve ¢ozliciiler

Kimyasalin Adi Mensei Kimyasalin Adi Mensei

Fosfor Pentoksit (P2Os) Merck  Dogal Grafit (C) Merck

Potasiyum Permanganat

(KMnOy) Merck  Borik Asit (HzBO3) Merck
Cinko Borat

Sodyum Nitrat (NaNO3) Merck (2Zn0.3B203.3,5H.0) Merck

Hidrojen Peroksit (H20>) Merck

3.2. Aletsel Analiz Metodlar:

Projede sentezi gergeklestirilen grafen hidrojel, belirtilen borik asit dozlar1 %1,5
ve %3 ile katkilanan grafen hidrojel ve belirtilen ¢inko borat dozlar1 %4.,5 ve %9 ile
katkilanan grafen hidrojel sentezleri gergeklestirilerek, elde edilen malzemelerin yapisal
karakterizasyonu ileri analitik yontemler ile gerceklestirildi. Gergeklestirilen tiim
analizler Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (DAYTAM) biinyesinde bulunan cihazlar ile hizmet karsiliginda yapildi.
Sentezlenen grafen oksit, grafen hidrojelleri, grafen/polimer hidrojelleri, bor katkili
hidrojellerin yapisal tanimlamalari, gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) yapildi. Sentezi gergeklestirilen grafen hidrojellerin aerojel
yapisina doniismesi i¢cin CHRIST marka Alpha 1-4 Ldplus (liyofilizator) cihazi
kullanildi.

3.3. Grafen aerojellerin sentezi

Grafen hidrojeller (aerojel) ticari olarak satin alinan dogal grafit tabaklarindan

baslanarak 3 basamakli bir metot ile sentezlendi. Sentezin ilk agsamasinda dogal grafit
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tabakalarinin 6n oksitlenmesi gergeklestirildi. Kullanilan metotta dogal grafit tabakalar1
stlfirik asit i¢erisinde P20s ve Na2S20s ¢6zeltisinde 6 saat boyunca 80 °C’de karistirma
islemi yapildi. Karistirma sonunda 6n oksidasyona maruz birakilan grafit tabakalar
saflastirilip, ikinci oksidasyon basamagi gergeklestirildi. Bu asamada ise 6n oksitlenmis
grafit yine siilfiirik asit igerisinde dispers edilip NaNO3 ve KMnO4 ile buz banyosunda
3 saat boyunca karistirildiktan sonra yine buz banyosu igerisinde olusan karisimin iizerine
H>0O> eklendi. Daha sonra 50 ml su ilavesi yapildiktan sonra olusan grafen oksit vakum
altinda siizme islemi ile saflastirildi. Modifiye edilmis Hummers methodu ile elde edilen
grafen oksit kullanilarak yiiksek sicaklik ve basinca karst dayanikli olan teflon astarli
paslanmaz celik bir reaktor icerisinde grafen oksitin sulu ¢ozeltisinin hidrotermal olarak
indirgenmesi yolu ile grafen hidrojellerin sentezi gerceklestirildi. Elde edilen grafen
hidrojellerin liyofilizatér yardimi ile kurutulmasi ile grafen hidrojeller hazirlandi.
Asagida gerceklestirilen sentezlerin deneysel detaylari sunulmaktadir (Yuxi ve ark.,
2010).

3.3.1. Modifiye Mummer Methodu ile Grafit Oksit Sentezi

5,0 g dogal grafit tabakalar1 (325 mesh pargacik boyutunda), 2,5 g K2S20g and 2,5
g P20s 12 ml derisik H2SOg igerisinde karistirildi. Olusan karisim 80 °C’ye 1sitildi ve bu
sicaklikta 5 saat bekletildi. Siire sonunda karisim oda sicakligia sogutuldu ve 500 mL
distile su ile seyreltildi ve bir gece boyunca bekletildi. Elde edilen kati1 kisim vakum
filtrasyonu yolu ile karisimdan ayirildi ve havada kurutuldu. Béylece 6n-oksitlemeye
ugratilmis grafit tabakalar1 elde edildi. Daha sonra elde edilen On-oksitlenmis grafit
tabakalarindan 1.0 g alindi, 1.0 g NaNOz3 ilavesinden sonra 50 ml H>SOs igerisinde
dipsers edilerek karigimin sicakligi buz banyosu yardimi ile 2-3 °C’ye diisiiriildii. Bu
sicaklikta 6,0 g KMnOg4 karisim {izerine yavas yavas eklenerek, karistmin ayni sicaklikta

siddetli bir sekilde manyetik karistiric1 vasitasiyla karistirilmasi saglandi. Daha sonra
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karisimin sicakligi 35 °C’ye ¢ikartildi ve bu sicaklikta 3 saat karistirildi. Siire sonunda
100 ml su karisim tizerine kontrollii bir sekilde ilave edildi. Olusan karigim tizerine 8 ml
%30’luk H20: ilave edildi. Karistmin rengi agik parlak sar1 renge doniistii. Son olarak
olusan kati madde vakum filtrasyonu ile siiziildii ve 1:10 HCI ¢6zeltisi ve takip eden su
ilavesiyle yikandi. Elde edilen kat1 vakum altinda kurutuldu (Goksu ve ark., 2014; Meral
& Metin, 2014; Metin ve ark., 2014).

3.3.2. Grafen Oksit Kullanilarak Yapilan Grafen Hidrojel Sentezi

0.2 g grafit oksit 80 ml saf su igerinde sonikasyon yardimiyla ¢oziilerek homojen
grafen oksit ¢ozeltisi hazirlandi. Olusan ¢ozelti hidrotermal reaktor icerisine konularak
180 oC’de, 18 saat boyunca otoklav icerisinde muamele edildi. Grafen oksit ¢ozeltisinin
baslangi¢ parlak sar1 rengi, grafen hidrojel olusumu nedeniyle siyah silindirik yapilar elde
edildi. Sentezlenen grafen hidrojellerin, aerojel yapisina doniismesi i¢in -80°C’de bir
gece boyunca dondurulma iglemi yapilarak liyofilizator cihazinda vakumlama islemine
hazir hale getirildi. Liyofilizatér cihazinda 0.630 mbar vakum ortaminda gece boyu (12
saat) kurutma iglemi yapilarak grafen hidrojeller hazir hale getirildi.

3.3.3. Grafen Hidrojellere Borik Asit ve Cinko Borat Emdirilmesi

Sentezi gergeklestirilen grafen hidrojellerin %1,5 ve %3 borik asit iceren sulu
¢oOzeltileri hazirlandi. Borik asit ¢ozeltilerinde %1,5 borik asit igeren ¢ozelti igin
hazirlanma islemi ise 10 ml saf su igerisine 150 mg borik asit eklendi ve ¢dziinme
yapildiktan sonra grafen aerojele emdirilme islemi yapilarak kurutuldu. %3 borik asit
iceren ¢Ozeltide ise 10 ml saf su icerisine 300 mg borik asit ilave edilerek ¢oziinme islemi
yapildiktan sonra grafen aerojele emdirildi. Ayrica %4.5 ve %9 ¢inko borat iceren sulu
cozeltiler hazirlandi. Hazirlanma agamasinda ¢inko borat’in suda ¢oziiniirliigli olmadig:
i¢in zayif asit olan asetik asit, eser miktarda kullanilarak seyreltik asetik asit sulu ¢ozeltisi

hazirlandi. Cinko borat’in ¢éziinmesi saglandiktan sonra grafen aerojellere emdirilme
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islemi yapildi. %4,5 ¢inko borat ¢ozeltisi i¢in, 10 ml %4,5’lik asetik asit ¢ézeltisi iginde
450 mg ¢inko borat ¢oziindiiriildii ve grafen aerojellere emdirildi. %9 ¢inko borat ¢6zeltisi
icin, 10 ml %9’luk asetik asit ¢ozeltisi igcinde 900 mg ¢inko borat ¢oziindiiriildii ve grafen
hidrojellere emdirildi.

3.3.4. Sentezlenen Malzemelerin Yapisal Tamimlamalari

Proje kapsaminda sentezlenen grafen oksit, grafen hidrojelleri, grafen/polimer
hidrojelleri, bor katkili hidrojellerin yapisal tanimlamalarin Atatiirk Universitesi
biinyesinde bulunan Dogu Anadolu ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM) biinyesinde yapilacaktir. DAYTAM’da yiiksek ¢oziiniirliiklii taramali
elektron mikroskobu (HR-SEM), gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile yapisal
tanimlamalar yapildu.

3.4. Mikrobiyolojik Analizler

3.4.1. Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi

Sentezlenmis grafen hidrojel, BA ve CB katkili grafen hidrojeller’in
antimikrobiyal etkinlikleri 11 farkli mikroorganizma ile belirlendi. Antimikrobiyal
duyarlilik ¢aligsmalari1 Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Proteus mirabilis ATCC 25933, Candida albicans ATCC
10231, Aspergillus niger ATCC 16888 standart mikroorganizma suslar1 ve bir klinik
izolat olan Serratia mercescens ile gerceklestirildi. Oncelikle ¢alisma vakti gelinceye
kadar -80 °C’de saklanan tiim mikroorganizmalarin canlandirmalart yapildi. Bunun igin
mikroorganizmalar Triptik Soy Broth besiyerine ekilip 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

Ardindan her bir mikroorganizma ¢ogalmasina uygun kat1 besiyerine aktarilarak (Eosin
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Methylen Bule agar, koyun kanli agar, Sabouraud Dextrose agar) 37 °C’de 24-48 saat
siireyle inkiibasyona birakildi.

3.4.2. Sentezlenmis Grafen Hidrojel, BA ve CB katkili Grafen Hidrojeller’in
Antimikrobiyal Etkinliklerinin Belirlenmesi

Hidrojellerin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi i¢in ilk planlanan yontem
kuyucuk difiizyon yontemi idi. (Bu yontem besiyeri yiizeyinde agilan kuyucuklara
etkinligi arastirillacak maddenin doldurulmas1 ve tipki disk difiizyon testindeki gibi
maddenin besiyeri i¢ine diflize olarak mikroorganizma iiremesini inhibe etme esasina
dayanan bir testtir) Ancak calismalar esnasinda hidrojellerin yapisinin kuyucuk difiizyon
yontemi i¢in uygun olmadig1 ve ayrica disk difiizyon testi neticesinde BA ve CB’nin
agara diflize olmadigi anlasildigindan dolayi hidrojellerin antimikrobiyal etkinliginin
belirlenmesi i¢in yeni bir yontem tasarlandi. Tasarlanan bu yeni yontemde hidrojellerle
belli siire ayni besiyerinde bekletilen mikroorganizmalarin sayisinda azalma olup
olmayacaginin tespiti amaglandi. Bu yontemde %3’liik ve %1.5’1ik BA, %9 ve %4.5 CB
emdirilmis hidrojellerden ve kontrol i¢in madde emdirilmemis hidrojellerden 5’er mg
tartilarak sivi besiyerinde (bakteriler i¢in Mueller Hinton Broth besiyeri, mantarlar i¢in
RPMI medium) siispanse edildi. Ardindan her mikroorganizma igin ayr1 tiiplere aktarilan
stispansiyonlarin {lizerine 0.5 MC Farland bulanikliga ayarlanmis mikroorganizmalardan
(1X108 colony-forming unit (CFU)/mL) 50 pL eklendi. Etiivde 35°C'de inkiibe edilen her
bir tiipten 0. ve 24. saatlerde 6l¢iilii 6ze ile esit miktarlarda kati besiyerlerine ekimler
yapilarak mikroorganizma sayilarinda azalma olup olmadigi kontrol edildi.

3.5. Sentezlenmis Grafen Hidrojel, BA ve CB katkihh Grafen Hidrojeller’in
Biyouyumluluk Testi

Yeditepe Universitesi YUEF-IKTAL hiicre Kiiltiirii laboratuvarlarma iletilen

Katkisiz/Bos/Saf Grafen Hidrojel, %1.5 borik asit katkili grafen hidrojel, %3 borik asit

22



katkili grafen hidrojel, %4.5 ¢inko borat katkili grafen hidrojel ve %9 ¢inko borat katkili
grafen hidrojel numuneleri i¢in, OECD 439: In-vitro Deri Tahrisi: Yeniden Olusturulmus
Insan Epidermisi Deney Yontemi (In-vitro Skin fritation: Reconstructed Human
Epidemuiis Test) rehberine gore deri iritasyon testi yapilmistir.

3.5.1. EP1-200-SIT Testi

Epiderm SIT hayvan deri irritasyon testine alternatif olarak gelistirilmis ve Avrupa
Alternatif Yontemlerin Tasdiki Merkezi (ECVAM) tarafindan valide edilmis bir
modeldir. Bu testte doku kiiltiirii ile elde edilen ¢ok tabakali yiiksek farklilagmis ii¢
boyutlu yapay epiderma da testler yapilmaktadir (Kandarova ve ark., 2009). Numunelerin
analizi EPI-200-SIT kit prosediiriine gére laboratuvar ortaminda yeniden yapilandirilmig
ic boyutlu insan deri modeli iizerinde her numune i¢in 3 tekrar olacak sekilde yapildi.
Analize baglamadan 6nce, numunelerin MTT ile girisim yapip yapmadigi kontrol edildi.
25 mg numune 300 ul distile su ile ¢dziildiikten sonra 37+1 °C'de 60 dakika boyunca
inkiibe edilip renk olusup olusmadigi kontrol edildi. Bir diger kontrolde ise, 25 mg
numune 1 ml MTT soliisyonu ile 37+1 °C'de 60 dakika boyunca inkiibe edilerek
mor/mavi renk olusup olugmadig1 kontrol edildi.

Insan deri modeli iizerinde yapilan bu galismada, test edilen numunenin hiicrelerin
canliligina etkisi negatif (DPBS) ve pozitif kontrol (SDS) ile es zamanl 6l¢iildii. Hiicre
canliligr 6l¢limii icin, mitokondride bulunan dehidrojenaz enzimi aracilifiyla MTT
[(34,5-dimetil tiazol 2-il) 2,5-difenil tetrazolium bromiir] maddesi mor renkte olan
formazan tuzuna doniistiiriildii ve dokudan izopropil alkol araciligiyla ekstre edildikten
sonra kantitatif olarak spektrofotometrede 96 kuyucuklu plak okuyucu ile 570 nm'de
olgiildii. Incelenen numunelerde canli hiicre sayisi negatif kontroldeki canli hiicre

sayisina oranlandi. Numunenin testi gegebilmesi i¢in numuneye maruziyet sonucu
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Olciilen canli hiicre sayisinin negatif kontroldeki canli hiicre sayisina oraninin >50%
olmas1 gerekir.

3.6. Hiicre Kiiltiirii H202 Oksidatif Stres Proliferasyon Testi

Grafen hidrojel (GH), %1.5 ve %3 katkil1 borik asit (GH-BA %1.5 ve %3), %4.5
ve %9 katkili ¢inko borat (GH-CB %4.5 ve %9)’in 2 mg/ml’den 0.062 mg/ml arasindaki
konsantrasyonunda yiizde olarak sunuldugunda (GH i¢in % 0.2-0.013, BA i¢in ylizde
olarak %3 - % 0.094, CB i¢in %9 - %0.28) ve steril edilerek hidrojen peroksit (H205) ile
olusturulmus hiicre proliferasyon ve oksidatif strese karsi testi yapildi.

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii Optimizasyonu

American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan temin edilen ve Cryotube
de bulunan L929 hiicre hatti, sivi azot tankindan ¢ikarilarak %10 FBS igeren DMEM
besiyeri bulunan T75 cm? flaska ekildi ve 37°C’te , %90 nemlilikte %5 CO2’li etiivde
inkiibe edildi. Hiicreler ard arda pasajlanarak dordiincii pasajdan sonra hiicre sayimi
yapilip 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre gelecek sekilde ekim
yapildi. Hiicrelerin kuyucuk tabanina yerlesmesi i¢in 24 saat boyunca CO2’li etiivde
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda ila¢ ekimi yapilarak 24, 48, 72. saatler i¢in MTT
yontemi ile mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, USA) ile 570 nm absorbans degerinde Olciimleri yapildi. Canlilik oranlar
kontrol kuyucuklari ile karsilastirilarak analiz edildi.

3.6.2. Hiicre kiiltiirii H202 Oksidatif Stres Testi

L929 hiicreleri tekrar pasajlandiktan sonra H2O2’nin hiicrede olusturdugu
oksidatif strese kars1 Borik Asit ve Cinko Borat’in koruyucu etkilerinin belirlenmesi
amaci ile H2O2 ‘nin (0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 mM) konsantrasyonlar1 ile GH %0.2,
GH-BA %1.5 ve %3, GH-CB %4.5 ve %9 oranlarindaki katkilanmig ve katkilanmamis

grafenler 6n denemeler sonucu hiicrelerde goriinlime en az girisim yapacak diltisyon olan
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2 mg/ml’den 0.062 mg/ml’ye kadar ve 6 konsantrasyonda (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062)
L.929 hiicreleri tizerindeki etkileri MTT yontemi ile incelendi. 96 kuyucuklu plakaya ekim
yapildi. 24 saat sonra, hiicreler farkli konsantrasyonlardaki Borik Asit ve Cinko Borat’a
maruz birakildi ve 3 saat sonra da H20 (0.4 mM) ortama ilave edildi. Sonrasinda 24, 48
ve 72 saatlerde hiicrelere MTT yontemi ile mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch
Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA) ile 570 nm absorbans degerinde dlgiimleri
yapildi. Canlilik oranlar1 kontrol kuyucuklari ile karsilastirilarak analiz edildi.

3.6.3. Hiicre Migrasyon Testi

Migrasyon (yara iyilesmesi) testi, hiicre gog¢li ve hiicre-hiicre etkilesimini
incelemek i¢in kullanilan bir hiicre kiiltiirii teknigidir. Bu teknik ayni zamanda c¢izik
deneyi olarak da adlandirilir. Kuyucuk (well) tabaninda bir ¢izik olusturarak ve bu
ciziklerin belirli periyotlarda goriintiisii alinarak yapilir.

American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan temin edilen ve
Cryotube’de bulunan 1929 hiicre hatti, s1v1 azot tankindan ¢ikarilarak %10 FBS igeren
DMEM besiyeri bulunan T75¢cm? flasklara ekildi ve 37°C’te , %90 nemlilikte, %5 CO2’li
etlivde inkiibe edildi. Dordiincii pasajdan sonra hiicre sayimi yapilarak yirmi dort
kuyucuklu flasklara her kuyucuguna 20.000 hiicre olacak sekilde yirmi dort kuyucuklu
flasklara ekildi. Hiicrelerin kuyucuk tabanina yerlesmesi i¢in 24 saat boyunca CO2’li
etlivde inkiibe edilerek kuyucuk tabaninda bosluk kalmayacak sekilde yerlestigi
gozlemlendi. Daha sonra steril pipet ucu ile tabanda ¢ap olusturacak sekilde bos bir hat
olusturuldu. Deneyin 0. (sifirinci) saati olarak belirtilen bu siirede Leica Inverted
Mikroskop’un (Leica, DMIL LED) 10X mercegi kullanilarak her bir kuyucugun
gorintiileri ¢ekildi.

Borik asit ve ¢inko Dboratin, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide) testinde kullanilan GH, GH-BA %1.5 ve %3 ve GH-CB
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%4.5 ve %9 oralarindaki katkilanmis ve katkilanmamis grafenler daha 6nce 6n denemeler
sonucu hiicrelerde goriiniime en az girisim yapacak diliisyon olan 2 mg/ml’den 0.062
mg/ml’ye kadar 6 konsantrasyonda (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062) migrasyon testinde de
kullanildi. Sifirinci saat goriintiileri alindiktan hemen sonra her bir konsantrasyondaki BA
ve CB uygulamasi L929 hiicrelerinin bulundugu her bir kuyucuga yapildi. Kontrol grubu
olusturmak amaciyla da yine L929 hiicrelerinin bulundugu iki kuyucuga hi¢bir uygulama

yapilmada.
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4. BULGULAR

4.1. Sentez Analizleri

4.1.1. Grafen Hidrojellerin Sentezi

Grafen oksition hidrotermal isleme tabi tutulmasi sonunda reaktdrden siyah ve
silindirik grafen hidrojelleri elde edildi. Vakumla dondurarak kurutmadan sonra, ortaya
cikan grafen hidrojellerin boyutlarinda veya sekillerinde Sekil 4.1. goruldigi gibi
herhangi bir degisiklik goriilmedi. Elde edilen silindirik grafen aerojeller 1,3 cm eninde
ve 2,8 cm boyundadir. Daha sonra grafen aerojellere sivi faz emdirme metodu ile

agirlikca farkli oranlarda borik asit ve ¢inko borat katkilanmasi yapildi.

Sekﬂ 4.1. Liyofilizatorde kurutma sonrasi grafen hidrojeller

4.1.2. Sentezlenen Malzemelerin Yapisal Tanimlamalar:

Bos grafen hidrojeller ile borik asit ve ¢inko borat katkilanmis grafen hidrojellerin
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) ile incelendi. Sekil 4.2.°de hazirlanan malzemelere ait SEM goriintiileri
gosterilmektedir. Sekil 4.2.-A’da grafitten baslanarak sentezlenen grafen hidrojellerin
ince biiklilmiis grafen yapraklarina ve mezo-gozeneklere sahip agimsi bir yapida oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.2.-B’de ise borik asit katkilanmis grafen hidrojelde, borik asit
katkilanmas1 sonrasinda grafen hidrojellere ait gozenekli yapisinin kayboldugu ama
agimsi yapinin korundugu ve borik asit kristallerinin grafen hidrojel ince yapraklari

arasina basariyla katkilandig1 goriilmektedir. Ancak katkilanan borik asit kristallerinin
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diizensiz sekillere sahip mikron boyutunda olduklar1 gériilmektedir. Diger taraftan Sekil
4.2.-C’de ise ¢inko borat katkilanmasi sonucu grafen hidrojel baslangi¢ yapisinin
gbzenekleri haricinde korundugu ve ¢inko borat kristallerinin grafen aerojel yapisina

basariyla entegre edildigi anlasilmaktadir. Katkilanan ¢inko borat kristallerinin de borik

asit kristalleri gibi mikron boyutunda olduklar net bir bigimde goriinmektedir.

e N

EHT= 500kV Signal A = InLens Date :2 Feb 2021
WD= 4.7 mm Mag= 10.00KX Time :14:20:52

ZEISS

TAM 4 1

(a) Bos grafen hidrojel, b) agirlik¢a %1,5 borik asit katkilanmig grafen hidrojel ve c) agirlik¢a %3 ¢inko
borat katkilanmig grafen hidrojellere ait SEM goriintiileri)

Sekil 4.2. Borik asit, ¢cinko borat katkilanmis grafen hidrojel SEM goriintiileri

Yukarida SEM goriintiileri sunulan ve agiklamalar1 verilen ii¢ malzemenin TEM
goriintiileri Sekil 4.3.de sunulmaktadir. Sekil 4.3.-A’den bos grafen hidrojellerin
kivrimli grafen filmlerden olustugu, kivrilmis filmin yar1 saydam yapisi, filmin nispeten

ince oldugunu ve dolayisiyla grafen katmanlariin sayisinin az oldugunu gostermektedir.
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Bu kivrilmis ince filmler arasindaki bosluk mikrometre kanallarini olusturmakta ve bu da
son derece makro gozenekli yapinin ve grafen hidrojellerin ultra hafif agirlikta olmasini
saglamaktadir. Borik asit katkilanmas1 Sekil 4.3.-B’de sunulan TEM goriintiisiinden net
olarak anlasilmaktadir. Borik asit kristalleri grafen aerojel ince yapraksi tabakalar1 arasina
diizglin bir sekilde dagilmislardir. Borik asit kristallerini par¢acik boyutlart 0,5-2 pm
arasinda degismektedir. Cinko borat katkilanmis grafen aerojel yapisinda mevcut durum
s0z konusudur. Ancak ¢inko borat kristallerinin ince kivrilmig grafen yapraklari arasina
daha diizgiin dagilmis, borik asit kristallerine gore ¢ok daha kiigiik pargacik boyutlarinda

olduklart goriilmektedir (Kirmizi daire igerisine alinmig pargaciklar ¢inko borat

kristalleridir).

(a) Bos grafen hidrojel, b) agirlikca %1,5 borik asit katkilanmug grafen hidrojel ve c) agirlik¢a %3
¢inko borat katkilannug grafen hidrojellere ait TEM goriintiileri

Sekil 4.3. Borik asit, ¢inko borat katkilanmis grafen hidrojel TEM goriintiileri



4.2. Mikrobiyoloji Testler

Tekrar edilen borik asit ve ¢inko boratin antimikrobiyal etkinligini belirlemek i¢in
yapilan testlerden biri olan disk difilizyon testinde hicbir diskin etrafinda zon c¢api
olusmadig1, siprofloksasin antibiyotik diskleri etrafinda ise zon ¢aplarinin olustugu
gozlendi. Disklere emdirilen maddelerin agar icine difiize olarak disklerin etrafinda
mikroorganizmalarin liremesinin inhibisyonuna dayanan bu testin tekrarinda da sonucun
degismemis olmasi BA ve CB’nin agar icine difiize olamamasina dair yorumumuzu
giiclendirdi. Sekil 4.4.’de disk diflizyon testi sonuglarindan bir 6rnek goriilmektedir.

Hidrojellerin etkinligini belirlemek i¢in yapilan test sonuglar1 da grafen hidrojel
ve BA ve CB katkilanmis hidrojellerin bakteri sayisini azaltict bir etki gostermedigi
dolayisiyla antimikrobiyal etkinlik gdstermedigi sonucuna varildi. Sekil 4.4. ve Sekil
4.5°de hidrojellerin antimikobiyal etkinlik calismasi sonuglarindan bir 6rnek

goriilmektedir.

Sekil 4.4. Disk diflizyon testi sonuglarindan bir 6rnek
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Sekil 4.5. Hidrojellerin antimikobiyal etkinlik ¢alismasi sonuglarindan bir 6rnek

4.3. In-vitro Epiderm Tm Deri Irritasyon Testi (SIT) Biyouyumluluk Testleri

Elde edilen test sonuglarina gore, test edilen GH, GH-BA % 1.5, GH-BA % 3,
GH-CB % 4.5 ve GH-CB % 9 bes hidrojel formiilasyonlarinin higbir iritasyona neden
olmadi. Hidrojellere maruz kalma nedeniyle ortalama bagil canlilik, negatif kontrollerin
ortalama canliliginin %50'sinin altina diismedigi belirlenmistir (Sekil 4.5.). Pozitif
kontrol (%5 SDS) de iireticinin protokoliine gore kabul edilen aralik (%20'nin altinda
bagil canlilik) kriterindeydi. Sonug olarak, her iki hidrojel formiilasyonunun da cilt
tahrisine neden olmadig1 ve yara iyilesmesinde giivenle kullanilabilecegi bu testin

sonucuna gore ifade edilebilir (Kandarova ve ark., 2018; OECD. Test N0.439, 2021).
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Sonuglar, {i¢ ayr1 dokunun ortalama + SD'sini temsil eder. NC: negatif kontrol (DPBS); PC: pozitif kontrol
(%5 SDS); 1: Bos grafen hidrojel; 2: %1,5 grafen hidrojel iceren borik asit; 3: %3 grafen hidrojel iceren
borik asit; 4: %4,5 grafen hidrojel igeren ¢inko borat; 5: %9 ¢inko borat igeren grafen Hidrojel.

Sekil 4.6. In-vitro epiderm tm deri irritasyon testi (SIT) biyouyumluluk testi

4.4. Hiicre Kiiltiirii Proliferasyon ve H202 Oksidatif Stres Testleri

Borik asit ve ¢inko borat’in L.929 (fare fibroblast) hiicre hatti iizerine proliferasyon
etkisini ve migrasyon testi GH, BA ve CB katkili grafen hidrojellerin analizleri
yapilmistir. Grafen hidrojel, BA ve CB katkili grafen hidrojeller steril edilerek, bos GH
icin % 0.2-0.013, BA i¢in yiizde olarak %3 - % 0.094, CB i¢in %9 - %0.28) ve steril
edilerek hiicre proliferasyon ve hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulmus oksidatif strese
kars1 profilaktik testleri yapildi. Elde ettigimiz sonuclar1 goriintiileri takip eden kisimda

sunuldu.

32



SAF GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
24 SAATTEKI KORUYUCU ETKISi
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Veriler One-way Anova Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmigtir.
Farkli harfler gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.7. Saf grafen hidrojelin L929 hiicreleri tizerine H2O7 hasarina kars1 24.
saat koruyucu testi

L929 hiicreleri Tlzerine saf grafen hidrojellerin (GH) 24. saatte etkisi
degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%0.2-%0.006) gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda G 9%0.006 grubu hari¢ istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmistir. GH gruplarinin tamami kendi arasinda degerlendirildigi zaman ise
kiiclikten biiylige dogru dozlarin artmasi ile proliferasyon artis1 gézlemlenmektedir. %
0.006 grububu harig tiim gruplarda hiicresel oksidatif hasara kars1 artan konsantrayonla
koruyuculuk elde edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla en yiiksek dozdan en diisiik doza

dogru ilaclarin hiicre oksidatif hasarina kars1 koruyucu etkileri azalmistir (Sekil 4.7).
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SAF GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
48. SAATTEKI KORUYUCU ETKISI
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Veriler One-way Anova Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmigtir.
Farkli harfler gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.8. Saf grafen hidrojelin L929 hiicreleri lizerine H20> hasarina kars1 48.
saat koruyucu testi

1929 hiicreleri {izerine saf grafen hidrojellerin (GH) 48. saatte koruyucu etkisi
degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%0.2-%0.006) gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda G % 0.006-0.025 gruplar1 hari¢ istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmistir. Tim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan konsantrayonla
koruyuculuk elde edilmistir. GH gruplarinin tamami kendi arasinda degerlendirildigi
zaman ise kiigiikten biiylige dogru dozlarin artmasi (%0.006 ve % 0.012 harig) ile
proliferasyon artis1 gozlemlenmektedir. Kontrol grubuna kiyasla en yiiksek dozdan en
diisiik doza dogru ilaglarin hiicre oksidatif hasarina karsi koruyucu etkileri azalmistir

(Sekil 4.8).
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SAF GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
72. SAATTEKI KORUYUCU ETKISIi
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Veriler One-way Anova Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gére p<0.05 araliginda yapilmustir.
Farkli harfler gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.9. Saf grafen hidrojelin L929 hiicreleri tizerine H2O> hasarina kars1 72.
saat koruyucu testi

L929 hiicreleri iizerine saf grafen hidrojellerin (GH) 72. saatte etkisi
degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%0.2-%0.006) gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmistir. Tiim gruplarda
hiicresel oksidatif hasara kars1 artan konsantrayonla kolerasyonlu bir sekilde koruyuculuk
elde edilmistir. GH gruplarinin tamami kendi arasinda degerlendirildigi zaman ise
kiiciikten biiylige dogru dozlarin artmasi ile proliferasyon artisi gézlemlenmektedir.
Kontrol grubuna kiyasla en yiiksek dozdan en diisiik doza dogru ilaglarin hiicre oksidatif

hasarina kars1 koruyucu etkileri azalmistir (Sekil 4.9).
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BA KATKILI GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
24. SAATTEKI KORUYUCU ETKISI
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BA: borik asit katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan g¢oklu
karsilagtirma testine goére p<0.05 araliginda yapilmistir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.10. Borik asit katkili grafen hidrojellerin L929 hiicreleri tizerine H20>

hasarina kars1 24. saat koruyucu testi

1929 hiicreleri tizerine borik asit katkili grafen hidrojellerin (G-BA) 24. saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tim konsantrasyonlardaki (%3-%0.19) gruplar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmistir.
% 0.094 grubu hari¢ tiim gruplarda hiicresel oksidatif hasara kars1 artan konsantrayonla
koruyuculuk elde edilmistir. G-BA gruplarinin tamami kendi arasinda degerlendirildigi
zaman ise % 0.19 grubundan itibaren kii¢likten biiylige dogru dozlarin artmasi ile

proliferasyon artis1 gozlemlenmektedir (Sekil 4.10).
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BA KATKILI GRAFEN HIDROJELLERIN H,0O, HASARINA KARSI
48. SAATTEKI KORUYUCU ETKiSi
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BA: borik asit katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan coklu
karsilastirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmustir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlaml oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.11. Borik asit katkili grafen hidrojellerin L929 hiicreleri tizerine H20>

hasarina kars1 48. saat koruyucu testi

L.929 hiicreleri iizerine borik asit katkili grafen hidrojellerin (G-BA) 48. saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%3-%0.094) gruplar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmistir.
Tiim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan konsantrayonla koruyuculuk elde
edilmistir. G-BA gruplarinin tamami kendi arasinda degerlendirildigi zaman ise kiigiikten

biiylige dogru dozlarin artmasi ile proliferasyon artis1 gézlemlenmektedir (Sekil 4.11).
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BA KATKILI GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
72. SAATTEKI KORUYUCU ETKISI
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BA: borik asit katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan coklu
karsilagtirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmustir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.12. Borik asit katkili grafen hidrojellerin L929 hiicreleri tizerine H20>

hasarina kars1 72. saat koruyucu testi

1929 hiicreleri tlizerine borik asit katkili grafen hidrojellerin (G-BA) 72. saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%3-%0.094) gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda BA % 0.094 grubu harig istatistiksel olarak anlaml
bir fark gozlemlenmistir. Tim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan
konsantrayonla koruyuculuk elde edilmistir. G-BA gruplarinin tamami kendi arasinda
degerlendirildigi zaman ise kiiclikten biiylige dogru dozlarin artmasi ile proliferasyon

artig1 gozlemlenmektedir (Sekil 4.12).
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CB KATKILI GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
24. SAATTEKI KORUYUCU ETKISI
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CB: ¢inko borat katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmustir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir.

Sekil 4.13. Cinko borat katkil1 grafen hidrojellerin L929 hiicreleri iizerine H20:

hasarina kars1 24. saat koruyucu testi

L929 hiicreleri iizerine ¢inko borat katkili grafen hidrojellerin (G-CB) 24. saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%9-%0.28) gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmistir.
Tiim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan konsantrayonla kolerasyonlu bir
sekilde koruyuculuk elde edilmistir. G-CB gruplarinin tamami kendi arasinda
degerlendirildigi zaman ise kiiclikten biiylige dogru dozlarin artmasi ile proliferasyon

artis1 gézlemlenmektedir (Sekil 4.13).
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CB KATKILI GRAFEN HIDROJELLERIN H,0, HASARINA KARSI
48. SAATTEKI KORUYUCU ETKisi
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CB: ¢inko borat katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore p<0.05 araliginda yapilmustir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.14. Cinko borat katkil1 grafen hidrojellerin L929 hiicreleri iizerine H20:

hasarina kars1 48. saat koruyucu testi

L929 hiicreleri iizerine ¢inko borat katkili grafen hidrojellerin (G-CB) 48. saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%9-%0.28) gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda G-CB %0.28 grubu harig istatistiksel olarak anlaml
bir fark gozlemlenmistir. Tim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan
konsantrayonla kolerasyonlu bir sekilde koruyuculuk elde edilmistir. G-CB gruplarinin
tamam1 kendi arasinda degerlendirildigi zaman ise kiigiikten biiylige dogru dozlarin

artmasi ile proliferasyon artis1 gozlemlenmektedir (Sekil 4.14).
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CB KATKILI GRAFEN HIDROJELIN H,0, HASARINA KARSI
72. SAATTEKI KORUYUCU ETKISI
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CB: c¢inko borat katkili grafen hidrojel, Elde edilen veriler One-way Anova Duncan coklu
karsilagtirma testine goére p<0.05 araliginda yapilmistir. Farkli harfler gruplarin birbirinden
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.15. Cinko borat katkili grafen hidrojellerin L929 hiicreleri tizerine H20>

hasarina kars1 72. saat koruyucu testi

1929 hiicreleri iizerine ¢inko borat katkili grafen hidrojellerin (G-CB) 72. Saatte
koruyucu etkisi degerlendirildiginde, tiim konsantrasyonlardaki (%9-%0.28) gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda G-CB %0.28 grubu harig istatistiksel olarak anlaml
bir fark gozlemlenmistir. Tim gruplarda hiicresel oksidatif hasara karsi artan
konsantrayonla kolerasyonlu bir sekilde koruyuculuk elde edilmistir. G-CB gruplarinin
tamam1 kendi arasinda degerlendirildigi zaman ise kiigiikten biiylige dogru dozlarin
artmasi ile proliferasyon artis1 gozlemlenmektedir (Sekil 4.15).

4.5. Migrasyon Test Sonugclar:

Migrasyon testlerinde grafen hidrojel, BA ve CB katkili grafen hidrojeller
partikiilllerin mikroskop Oniinde siyah bariyerler olusturmak iizere iyilesmenin takibi
Olciilemez hale getirmisti. Hiicre kiiltiirlinde denenen dozlarin aynis1 migrasyon
testlerinde de kullanildi. Migrasyon testlerinde % 0.2 grafen hidrojel (GH), %1.5 ve %3
katkil1 borik asit (GH-BA %1.5 ve %3), %4.5 ve %9 katkili ¢inko borat (GH-CB %4.5

ve %9)’in 2 mg/ml’den 0.062 mg/ml arasindaki konsantrasyonunda ylizde olarak
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sunuldugunda ise (GH i¢in % 0.2-0.013, BA i¢in yiizde olarak %3 - % 0.094, CB i¢in %9
- %0.28) ve steril edilerek hiicre migrasyon testleri yapildi. Gerekli dozlar verildikten
sonra 0.saat gorlintiileri kaydedilmek tlizere mikroskop goriintiileri alinmak istendi fakat
gorildii ki grafen hidrojellerin partikiillii fiziksel yapisi, siyah rengi ve ¢oziinmeyen bir
madde olmasindan dolay1 grafen hidrojel partikiilleri en diisiik konsantrasyonlarda dahi
mikroskop goriintlisii almaya engel oldugu icin istenilen fotograflar ¢ekilememistir.
Hiicre kiiltliri icin en uygun ilag sekli olan c¢ozelti formu grafen hidrojelde
olusturulamayacagindan ve kuyucugu cepecgevre saran ve kaplayan grafen hidrojeller
hem goriintii alinmasini engelleyeceginden hem de bu partikiiller kuyucuk tabanina
yapisik olan hiicrelere gaz gegisini biiyiik oranda engelleyecek olmasindan goriintii
aliabilse dahi deneyin saglikli bir sonu¢ veremeyecegi saptanmistir ve agsagida sunulan
mikroskop goriintiilerinde goriildiigii iizere hiicreler dahi goziikmemektedir (Sekil 4.13.).

Goziiken birkag fotografta sartlar zorlanarak, goriinen o kisimlar aranarak ¢ekilmistir.

Sekil 4.16. Migrasyon testinde %]1.5 borik asit katkili grafen hidrojellerin

gorilintiileri
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Migrasyon testinde %1.5 borik asit katkili grafen hidrojellerin goriintiileri
yukarida verilmistir. Diger resimlerin boyut olarak fazla yer kaplamasi adina sadece %1.5
borik asit katkili grafen hidrojellerin mikroskop goriintiileri verilmistir. Diisiik borik asit
konsantrasyonun bile goriintli alinamadigi icin yiiksek konsantrasyon gorselleri

sunulmamustir.
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5. TARTISMA

Yanik yaralanmalari 1s1 veya radyasyon, radyoaktivite, elektrik, siirtinme veya
kimyasallarla temas nedeniyle ciltte veya diger organik dokularda meydana gelen bir
travmalardir. Diinya Saglik Orgiitiiniin son raporlarina gore her y1l 11 milyon insan trajik
kazalar olan yaralanmalar igin tibbi yanik bakimi gerektiren ciddi yanik yaralanmalarina
maruz kalmaktadir. Diinya ¢apinda diisilk ve orta gelirli cogu bolgede ve lilkelerde
yaklagik 200.000 6liim yaniklardan kaynaklanmaktadir. Diisiik ve orta gelirli tilkelerde
yiiksek prevalansa sahip olan 6liimciil olmayan yaniklar, Engellilige Ayarlanmis Yasam
Yillarinin kaybedilmesinin énde gelen nedenleri arasindadir Oliimeiil olmayan yanik
yaralanmalar1, acik bir sekilde 1s1, siirtiinme, elektrik, radyoaktivite veya kimyasallarla
temastan kaynaklanan yanik yaralanmalari olan hasta morbiditesinin 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir. Termal yaniklar, doku alev yanig1 yaralanmalar (alevler),
sicak katilarla temas yaniklari, su 1siticilar1 ve buharlasan sicak sivilardan kaynaklanan
haslanmalar nedeniyle tahrip oldugunda korkung¢ yaralanmalara ve 6liime neden olabilir
(Hughes ve ark., 2021). Bu yiizden Diinya Saglik Orgiitii Acil Tip Ekibi girisiminin
onciiliigiinde, afetten etkilenen topluluklar i¢in bakimin profesyonellesmesine ve
standardizasyonu kurularak yanik bakimi ve tedavisi i¢in kilavuzlar hazirlanmistir
(Hughes ve ark., 2021).

Yanik yaralanmalar1 termal zarardan sonra baslangicta sterildir, ancak gram-
pozitif organizmalar ve daha sonra gram-negatif organizmalar tarafindan kolonize olur.
Termal yaralanmanin dogast ve boyutu yamk yarasinda kolonize olan
mikroorganizmalarin tiirleri ve miktarlarinin yani sira invaziv bir yara enfeksiyonu riskini
etkiliyor olabilir (Erol ve ark., 2004). Ter bezlerinin ve kil folikiillerinin derinlerinde
bulunan stafilokoklar gibi termal hasardan sag kurtulan gram-pozitif bakteriler, topikal

antimikrobiyal ajanlar kullanilmadig: takdirde ilk 48 saat i¢inde yara ylizeyini yogun bir
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sekilde kolonize eder (Gibson & Thompson, 1955). Sonunda (ortalama 5 ila 7 giin sonra),
bu yaralar daha sonra gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakteriler ve konagin normal
gastrointestinal ve iist solunum yolu florasindan ve/veya hastaneden tiiretilen mayalar
dahil olmak iizere diger mikroplarla kolonize olur. Bazi popiilasyonlar, ilaca direngli
organizmalar tarafindan ilk veya sonraki kolonizasyona karsi Ozellikle hassastir.
Kolonizasyonun enfeksiyondan sepsise dogru dogal ilerlemesini ve bu bulasicilardan
kaynaklanan morbidite ve mortaliteyi sinirlamak i¢in yara bakimina multidisipliner
yaklagim sarttir (Ladhani ve ark., 2021). Yanik tedavisindeki en giincel yaklagimlardan
biri deri biitiinliigliniin yeniden saglanmasina kadar gegen siirede deriden enfeksiyon
kaynaklarinin organizmaya ge¢memesini, sivi ve elektrolit kaybiinin 6nlenmesini
saglayacak deri yerini tutabilecek ortiilerin gelistirilmesidir. Ozellikle yanik tedavisinde
temel prensip yaranin temiz ve mikroorganizmalardan uzak tutulmasini saglayacak
ortiilerle oOrtiilmesidir. Lokal antibakteriyel uygulamalar yeterince olumlu sonuglar
doguramamuistir. Clinkii bu maddelerin iyilesmekte olan dokulara 6zellikle de hassas olan
deride iz birakma gibi yan etkileri bulunmaktadir. Ayrica sistemik antibiyotik
kullanilmasi ise deride yeterli etkinlik gosterememektedir. Gilinlimiizde yara ortiileri ile
ilgili yeni yaklasimlar bulunmaktadir. Bu yeni yaklasimlardaki temel ilke ise deri
lyilesmesini bozmayacak, azaltmayacak ve yanik tedavisindeki yanik pansumanlarinda
dokulara zarar vermeyecek yeni sistemleri gelistirilmesidir.  Yaranin fizyolojik
ozelliklerine bagl olarak (evre, derinlik, salgr miktari, bakteriyel kontaminasyon) yara
bantlar1 ve Ortiileri tek baslarina ya da kombinasyonlar1 halinde uygulanabilmektedir.
Kalsiyum alginat ortiiler, poliiiretan filmler, hidrokoloid ortiiler ve kopiikleri kapsayan
cok sayida yara Ortiisii gelistirilmektedir. Bu tiir iirinlerin amaci, enfeksiyonlari
engelleyerek ve iyilesme silirecine katkida bulunarak tedavi siirecini hizlandirmaktir

(Altay P, 2010). Gergeklestirecegimiz bu galisma; borik asit ve ¢inko borat katkili grafen
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hidrojel bazli yara Ortiilerinin avantajlarini kullanarak yara iyilesmesi siirecinde
tyilesmeyi hizlandiran, enfeksiyonlar1 engelleyen, yaralarda iz birakmay1 en aza indiren
ve boylece hastalara maksimum konforu saglayan bor bilesiklerini igeren yeni yanik bant
gelistirmesine yonelik invitro deneylerin planlanmasidir.

Su tutabilen gozenekli yapiya sahip Ozellikleri ile belirtilen tiirde yara
tyilesmesinde biyouyumlu yapiya sahip hidrojellerin kullanilmas1 avantaj saglayacaktir.
Hidrojeller yapilarinda %95-99 oraninda su tutabilen gozenekli yapiya sahip olduklari
icin yara ile Ortii arayiizeyinde nemli bir ortam saglar, hava/gaz alisverisini gergeklestirir,
disaridan mikroorganizmalarin iceri girmesini 6nler ve en 6nemlisi yaranin iyilesmesi
siirecinde viicuttan salgilanan sivilarin uzaklastirilmasi yardimei olarak yaranin iyilesme
slirecini hizlandirabilir (Kokabi ve ark., 2007). Ayrica hidrojellerin diger malzemelere
kiyasla gosterdikleri yara ylizeyine yapismamasi, agri dindirici 6zelligi ve yara 1sisini
diistirme gibi avantajl 6zellikleri nedeniyle, ilag salinimindan biyomedikal uygulamalara
kadar genis bir spektrumda kullanildig bilinmektedir. Geleneksel hidrojeller dogal veya
sentetik polimerlerden olusur ve genellikle zayif elastik ve sekillendirilebilme
ozelliklerinden dolay1 pratik uygulamalart sinirhidir (Gao & Heimann, 1993; Razzak ve
ark., 2001). Grafen hidrojellerin s1vi tutma kapasitesi ve sikistirilabilirligi 38 kat su gekme
kapasitesi materyalimiz yaniklarda olusan nemi giderebilmesi miimkiin olacaktir. Daha
oncede belirtigimiz gibi ortamda GH’nin nemi gidermesi ile olusabilecek enfeksiyonu
Onleyebilmesi adina avantaj saglayacagini gostermektedir. Sentezlenen grafen
hidrojellerin yapisal 6zellikleri belirlendikten sonra in-vitro deneylerde kullanilmak {izere
silindirik halde borik asit ve ¢inko borat katkili grafen hidrojel sentezleri gergeklestirildi.

Biyolojik kimyasal 6mriin degerlendirilmesine yonelik in-vitro test yontemlerinin
kullanilabilirliginde ©6nemli bir artis yasanmaktadir. Hayvan testlerinin in-vitro

alternatiflerine olan giliveni artirmak i¢in, kayitli olan test yontemleri ve kosullari, elde
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edilen verilerin kesin ve tekrarlanabilirliginin saglanmasi amaciyla belirlenmeli ve uygun
olmalidir (OECD, 2018). Bu yiiksek lisans projesi igerisinde yer alan Tiibitak 1195510
projesi ile degerlendirilmeler sonucunda borik asit, ¢inko borat katkili grafen hidrojellerin
bir araya getirmeden Once antimikrobiyal aktiviteleri ve hiicre kiiltiiri analizleri
degerlendirildiginde borik asit ve ¢inko borat’in yaniklarda ¢ok goriilen
miikroorganizmalara yonelik 6zellikle S. pyogenes ve C. albicans ve A. niger’e ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile inhibitor etki ettigi gézlenmistir (Bayir, 2020). Literatiirde
incelendiginde ozellikle borik asidin antimikrobiyal etkinligine dair olumlu sonuglara
rastlanmis ve calisma sonuglarimiz literatiirle uyumlu bulunmustur. (ilhan Z, 2019;
Tutulescu ve ark., 2018; Zan R, 2013) Cinko borat’in antimikrobiyal etkisine yonelik ¢ok
az da olsa bazi calismalar bulunmaktadir. Ancak bu calismlarda genellikle ¢inko borat
gelistirilmis bir malzemenin bir pargasi olarak yer almistir (Duymaz ve ark., 2016; Kumar
ve ark., 2022; Yildirim ve ark., 2022). Bizim proje kapsamindaki ¢alismalarda da ilk kez
saf ¢inko borat’in antimikrobiyal aktiviyesi yaniktaki 6nemli patojenlere kars1 koruyucu
etkisi ifade edilmistir. Elde edilen bu sonu¢ ¢inko borat’in sanayide her tiirlii yeni
malzemede kullanilmasinda da avantaj saglayacaktir (Bayir, 2020). Hidrojellerin
etkinligini belirlemek icin yapilan test sonuglari da grafen hidrojel ve BA ve CB
katkilanmis hidrojellerin bakteri sayisim1 azaltici bir etki gostermedigi dolayisiyla
antimikrobiyal etkinlik gostermedigi sonucuna varildi. Ancak grafen hidrojellerin ugucu,
coziinmeyen hafif yapisinda dolayr antibakteriyel etkinligi belirmede etkin sonug
vermedigi goriisiindeyiz. In-vivo deneylerde grafen hidrojeller, BA ve CB deriye direkt
temas ederek yapilacak siiriintii analizlerinde antimirobiyal etkinligi daha anlamli ve asil
etkinligini gosterecegi kanaatindeyiz.

Bu c¢alismada grafen hidrojellerin iritasyon potansiyeli, valide edilmis alternatif

in-vitro EpiDerm SIT testi ile degerlendirildi. Test edilen tiim grafen hidrojelleri, Avrupa
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Birligi (AB) ve Kiiresel Uyumlastirilmis Sistem (GHS) smiflandirmasina gore
iritanolmadig1  belirlenmistir. Biyouyumluluk verilerine gore, test edilen tiim
formiilasyonlarinin negatif kontrole gore higbir iritasyona neden olmadigi bagil canlilik,
negatif kontrollerin ortalama canliliginin %50'sinin altina diismedigi belirlenmistir. Bu
test kozmetikler ve farmasdtik bilesenler gibi kimyasallarin iritasyon potansiyelini in
vitro degerlendirebilmek i¢in valide edilmistir (Kandarova ve ark., 2018; OECD. Test
No0.439, 2021). Bizim ¢alismamizda hidrojeller yara iyilestirme i¢in sentezlenmistir ve
dermal dokunun biyolojik ve fiziksel dogasini etkilemeden biyouyumlu olmalidir.
EpiDerm SIT test sonuglari bize yara iyilestirme i¢in gelistirilen bu materyallerin yaranin
giinliik bakimi ve biyomedikal uygulamalar i¢in dermal iritasyona neden olmadan potent
antimikrobiyal aktivitesi ile kullanilabilecegini bize gostermistir. Cinko borat ve borik
asit katkili siiper hafif grafen hidrojeller cilt tahrisine neden olmadigi ve yara
iyilesmesinde giivenle kullanilabilecegi bu testin sonucuna gore ifade edilebilir.
Literatiirde insan sagliginda farkli alanlarda kullanilmak tizere gelistirilen pek cok
hidrojel temelli tibbi cihaz bulunmaktadir (Fusco ve ark., 2020; Li ve ark., 2021; Liang
ve ark., 2019). Bu materyallerin artan kullanim: bunlarin etkililik, giivenlilik ve
biyouyumlulugu ile sorulart da beraberinde getirmistir. Liang ve ark.larinin ¢aligmasinda
yapiskan hemostatik iletken enjekte edilebilir kompozit hidrojeller yara tedavisi i¢in
gelistirilmistir (Liang ve ark., 2019). L1929 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarla
degerlendirilen bu materyalin biyouyumlu oldugu gosterilmistir (Liang ve ark., 2019).
Farkli bir calismada ise Yeni Zellanda beyaz tavsanlarinin deri iritasyon ptansiyeli i¢in
degerlendrildigi in vivo bir ¢alisma yapilmis olup lidokain ytiklii indirgenmis grafen oksit
hidrojel ve bu grafen oksit bazli topikal hidrojellerin giivenli oldugu ve tavsanlara
uygulama alanlarinda herhangi bir iritasyona neden olmadigi gésterilmistir (Li ve ark.,

2021). Baska bir ¢alismada ise Fusco ve ark.lart OECD TG 439 rehberine gore
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SkinEthic™ Deri Iritasyon Testi Test-42bis (42 dk maruziyet + 42 saat post inkiibasyon)
testini kullanarak graphen temelli materyalleri degerlendirmislerdir. Birka¢ katmanli
grafen (FLG), grafen oksit (GO), indirgenmis GO ve CVD-grafen iritan olmayan olarak
siniflandirilirken, sodyum dodesil siilfat veya sodyum dodesilbenzensiilfonat hazirlanan
FLG'nin deri igin iritan oldugu bulunmustur (Fusco ve ark., 2020). Bu ¢alismalar genel
olarak degerlendirildiginde, grafen bazli materyaller calismamizda da gordiiglimiiz gibi
genel olarak iritan degildir ancak bu malzemelerin bazi farkli gelistirme yontemleri,
muhtemelen farkli gelistirme adimlar1 veya kullanilan malzemeler nedeniyle bu
malzemelerin tahris olma potansiyeli artabilmektedir. Malzeme gelistirmeyi takiben her
zaman valide edilmis biyouyumluluk testleri ile degerlendirme yapmak 6nemlidir.

Yeni bir ilag, molekiil veya model arastirilirken ¢alismalarin birinci basamagini
hiicre kiiltiirii calismalar1 olustururken ikinci basamak ise hayvan deneyleridir. Birinci
basamakta hiicre kiiltiirii caligmalar1 ile canli hiicrelerin sayisin1 6lgen yontemler
canliligin belirlenmesi i¢in uygundur ve sitotoksisite veya hiicre 6liimii iddialarin1 6ne
siirmek i¢in dlmekte olan &lii hiicreleri tespit eden yontemler gereklidir. Ote yandan
proliferasyon degisikligi iddiasi i¢in hiicre 61iimii dikkate alinarak canli hiicre sayisindaki
degisimin belirlenebilmesi gerekir (Geyikoglu & Turkez, 2008; Turkez, 2008). Bu
kapsamda grafen hidrojele emdirilmis borik asit ve ¢inko boratin, 1.929 fare fibroblast
hiicrelerinde MTT hiicre profirasyon testi, H2O ile olusturulmus oksidatif strese bagl
hiicre oliimiinii onleme testi ve migrasyon (yara iyilesme) kapasitesi degerlendirildi.
Bulgularda da agik¢a ortaya konuldugu gibi H2O: ile olusturulmus oksidatif hiicre
hasarina karst GH, G-BA ve G-CB etkileri incelenmis olup her ii¢liniin de artan
konsantrasyonlarda H2O2’nin hiicre hasarina karsi koruyucu etkisi artmakta oldugu
belirlenmistir. GH, L929 hiicreleri {izerinde prolifere edici etkisi goziikse de kontrol

gruplarina oranla G-BA ve G-CB gruplarindaki proliferasyondan BA ve CB’nin sorumlu
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oldugu asikardir. Literatiir incelendiginde de BA’ nin serbest radikal hasarina kars1 bircok
patolojik durumda koruyucu etkisinin ve CB’ nin ise antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
goriilmiistiir (Barranco & Eckhert, 2006; Geyikoglu & Turkez, 2008; Tabacaru A, 2020).
GH, G-BA’nin artan dozlarinda 24, 48 ve 72. saatlerinde MTT hiicre proliferasyonu H20>
toksisistesi genel olarak kontrol grubuna goére degerlendirdiginde hiicre proliferasyonunu
proliferatif olumlu olarak etkiledigi belirlenmis literatiire uygun oldugu goriilmiistir.
Koruyucu etkinin ise serbest radikallleri iizerine etkinliginden kaynaklandig:
degerlendirilmistir.

GH, GH-BA ve GH-CB ¢oziiniirliik sorunlart nedeniyle migrasyon testine uygun
bir 6l¢iim imkan1 tanimasa da bizim ¢alisma materyalimizin 1.929 hiicre hatlarinda toksik
veya koruyucu roliinii gosterilememistir. Calisma protokoliimiize uygun bir sekilde
grafen yiizdesi artirildiginda ise mikroskop 6l¢iimiinde ¢ok ciddi bir sekilde girisim
oldugu belirlenmistir. Literatiire bakildiginda borik asit in-vitro kosullarda yapilan farkli
hiicre hatlarinda da yapilan g¢alismalarda borik asit ve ¢inko boratin koruyucu rol
gosterdigi ve bizim hidrojen peroksik toksisitesi ile ilgili bulgularla paralellik gosterdigi
tespit edilmistir (Rowe ve ark., 1998; Yilmaz ve ark., 2016). Ayrica yapilan ¢aligmalarda
borik asitin biiylime tizerindeki etkisinin hiicre tipine bagimli oldugu da bildirilmektedir
(Bennett ve ark., 1999; Park ve ark., 2004). Her ne kadar migrasyon testinde grafen
kaynakl1 gorsellerde sorun yasansada in-vivo kosullarda klinikte yara iyilesmesinde borik
asit ve grafen hidrojel kullanilmasinin ve bugiine kadar toksik etki bildirilmemesi de
sonuglarimizi destekler niteliktedir (Devirian & Volpe, 2003b; Pawa & Ali, 2006). Ayrica
migrasyon testinde ummadigimiz bir sekilde karsimiza ¢ikan bu sonug invitro ortamda
yapilacak olan Skin Epiderm iritasyon testi ile toksik olup olmama noktasinda anlamli bir
veri saglamistir. Burada elde edilen datalar in-vivo ortamla ile baglantisi olmayan

sonuglardir. Epiderm SIT hayvan deri irritasyon testi in-vitro ortamdaki GH, GH-BA ve
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GH-CB katkilanmis grafen hidrojellerin biyouyumlulugunu gdstermesi adina irritan

olmamas1 biyouyumlu olmasi ¢alismalarimizi dogru bir sekilde gittigini gostermektedir.

o1



6. SONUC VE ONERILER

Sitotoksisitenin belirlenmesi fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin toksik
etkilerinin degerlendirilmesi asamasinda ilk basamak olan in-vitro arastirmalar
toksikolojik verilerin elde edilmesini saglar. Bir ¢ok hiicre kiiltiirii galismasinda kimyasal
ajanlarin ilk olarak sitotoksisite etki potansiyelleri degerlendirilmektedir.

Hiicre canliligi/proliferasyonu ve sitotoksisite etkisinin belirlenmesinde farkli
yontemler vardir. Bu yontemlerin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlart mevcut olup
giivenilirligi yiliksek, hizli ve tekrarlanabilirligi olan Spekstrofotometrik yontemlerdir.
Hicre kultirii ¢alismalarinda in-vitro c¢alismalar klinik Oncesi ¢alismalar icin kritik
oneme sahiptir. Calismamizdaki in-vitro deneysel ¢alismalar basariyla tamamlanmig
olup son gelismelerde elde ettigimiz olumlu sonuclar umut vericidir. In-vitro deneylerin
beklenen sonuglarin olumlu ¢ikmasi bizler igin in-vivo deneyler Onceside 151k
tutmaktadir. Ozellikle ileride yapacagimiz yanik bandi olarak kullanacagimiz grafen
hidrojellerin yapilarinin aydinlatilmis olmasi, bazi dozlarda antimikrobiyal aktivite
gostermesi, iritan olmamasi, yiiksek konsantrasyonlarda grafen hidrojel ve katkilanmig
borik asit ve ¢inko borat’mn hidrojen peroksit hasarina kars1 koruyu etki gostermesi bizim

yanik modelinde elde edecegimiz sonuglar noktasinda umutlandirmaktadir.
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EK-1. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BiLiMLERiI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETiK BiLDIiRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyad: Fatih Tung
Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dali Biyokimya
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Yiiksek Lisans
Tiiri

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda elde
edilen benzerlik oranlar asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki

sorumluluklart kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlar
L Giris %4 % 15
I1. Genel Bilgiler %33 % 35
II1. Materyal ve Metod %29 % 35
IV. Bulgular %3 % 15
Y. Tartisma %2 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baghk, Kaynakea, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlart
tarama drsi brrakilabiliv. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yaninda tek bir kaynakian olan benzerlik
oranlarimn %35 'den biiyitk olmamasi gerekir.




EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

Tl{-.l
ATATORK ONIVERSITESI
Fezacihk Fakiltesl Dekanlifi
Ririm Etik Kurulu

San 9372298012/
Konu: Birim Etik Kurul Karan 18/06/2021

Saym: Prof. Dr, Yasin BAYIR

figiz 07.06.2022 tarih ve 2200170302 sayih dilekgeniz.

Eiik Kurulunun 28.06.2022 anhinde 10 numarall karan ile damsmani
oldugunuz yoksek lisans dgrencisi Fatih TUNG un ylriltecegi “Borik Asit, ('inko Borat ve Katkili
Grafen Hidrojellerin 1929 Fare Fibroblast Hilere Hatwnda H;0; Sitotoksisitesinde Etkinliginin
Degerlendirilmesi™ (In vitro) baghikly galigmass etik kurulumuz tarafindan kabul edilmistir,

Fakilliemiz Binm

Bilgilerinizi ve geredini rica ederim.

Karar -10- Atatirk Oniversitesi Eczacihk Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dal tgretim
dyesi Prof. Dr. Yasin BAYIR'in damgmani oldugu yiksek lisans Ogrencisi Fatih TUNG un
Fezacilik Fakilltesi Biyokimya Anabilim Dalt Aragtirma Laboratuvarlaninda yliriteced “Borik Asit,
Cinko Bormt ve Katkil Grafen Hidrojellerin 1929 Fare Fibroblast Hicre Hatunda HiO»
Sitotoksisitesinde Etkinliginin Degerlendirilmesi™ (In Vitro) baslikli aragtirma quligmast ile ilgili
07.06.2022 tarih ve 22001170302 sayili yazist ile ekleri gorusldi.

Yapilan goriismelerden sonra; stz konusu caligmunin yiriithlmesinin etik kurallara uygun
olduu meveut oybirligi ile kabul edilmigtir.
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