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Grafen Oksitin Sentezlenmesi ve Sitotoksik Etkisinin in
vitro Olarak Degerlendirilmesi
Synthesis of Graphene Oxide and in vitro Evaluation of Its Cytotoxic Effect
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oz

Amag: Karbon bazli bir malzeme olan grafenoksit, sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zellikler nedeniyle hiicre etiketleme, hiicre gérintileme,
biyosensorler, ilag salinimi calismalari gibi birgok biyomedikal uygulama igin potansiyel bir aday olarak distintilmektedir. Grafen oksitin sentezlenmesi
birden fazla yontemle gergeklesebilmektedir. Bu calismada sentezledigimiz grafenoksit numunelerinin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
amaclamigtir.

Yoéntemler: Grafen oksitin sentezlenmesi Hummers yéntemiyle yapilmisti. Grafen oksitin sitotoksik etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromur testi ile insan embriyonik bérek hicrelerinde (HEK293) degerlendirilmistir. Yirmi dort saat, 48 saat ve 72 saatlik farkli dozlarda
grafen oksit inkilbasyonunun ardindan hticrelerin %50 canlilik gosterdigi IC,, degerleri hesaplanmistir.

Bulgular: Yirmi dért saat, 48 saat ve 72 saat sonunda IC,; degerleri sirasiyla 206,18 pg/mL, 108,98 ug/mL, 55,54 pg/mL olarak &l¢timiistir. inkiibasyon
slresi arttiginda IC,; degerinin azaldigi tespit edilmistir.

Sonug: Sentezlenen grafen oksitin sitotoksik etkisinin maruz kalma stresine bagli olarak degisiklik gésterdigi belirlenmistir.
Anahtar kelimeler: Grafen, grafen oksit, HEK293, toksisite

ABSTRACT

Objective: Graphen oxide, a carbon-based material, is considered as a potential material for many biomedical applications such as cell labeling,
cell imaging, biosensors, drug release studies, due to its physical and chemical properties. Graphene oxide can be synthesized by more than one
method. In this study, it was aimed to evaluate the cytotoxic effects of the graphenoxide samples we synthesized.

Methods: Synthesis of graphene oxide was done by Hummers method. The cytotoxic effects of graphene oxide were determined by
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide assay in human embryonic kidney cells (HEK293). After 24 hours, 48 hours and 72 hours
of graphene oxide incubation at different doses, the IC, values were calculated which 50% percentage of cell viability.

Results: After 24 hours, 48 hours and 72 hours, IC_; values were measured as 206.18 ug/mL, 108.98 ug/mL, and 55.54 pg/mL, respectively. It was
determined that the IC,; value decreased as the incubation time increased.

Conclusion: It was determined that the cytotoxic effect of the synthesized graphene oxide varies depending on the exposure time.

Keywords: Graphene, graphen oxide, HEK293, toxicity

G|R|§ uygulama alanina sahiptir. Karbon atomlarinin birbirlerine farkli
sekillerde baglanmasiyla ézellikleri birbirinden farkli malzemeler
olusmaktadir. Birkag katmanli grafenler, grafen oksit (GO), karbon
nanotipler, nano elmaslar ve indirgenmis GO'lar biyomedikal
sistemlerde kullanilan karbon tirevleridir (1).

Karbon, yer kabugunda en ¢ok bulunan elementlerden biridir.
Karbon bazli malzemeler, ylksek kimyasal direng kabiliyeti, verimli
mekanik ozellikleri, distk agirlikli karakterleri ve viicutta yiksek
oranda dagilma yetenegine sahip olmalar nedeniyle bircok fakli
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Grafen ilk olarak Nobel &dulli Andre Geim ve Konstantin
Novoselov tarafindan kristal grafitik filmler olarak tanimlanmigtir.
iki boyutlu bir yapiya sahip olan grafen, 1 atom kalinliginda ve
sp? hibrit karbon atomlarinin baglanmasiyla olusan bal petegi
gorinimindedir. Grafenler, 6zgil yizey alani (2630 m?G-),
yuksek yik mobilitesi (200.000 cm? V'S, ylksek Young moduli
(~1.0 TPa), yiksek termal iletkenlik (~5000 Wm™-K") ve yiiksek
optik gecirgenlik (~%97,7) gibi benzersiz termal, elektriksel
ve mekaniksel ozelliklere sahiptir (2-4). Bu ozellikler nedeniyle
grafen bazli malzemelerin, doku mithendisligi, biyo-algilama, gen
iletimi ve kanser tedavisi de dahil olmak Gzere cesitli biyomedikal
uygulamalarda kullanimi giin gectikge artmaktadir (1,5).

GO, grafenin kimyasal olarak modifiye edilmis bir formudur ve
grafen hidrofobikken, GO hidrofiliktir. Bu 6zelligi GO'nun biyolojik
sistemlerde ilag dagitim ajani, hiicresel goriintlileme problarn ve
biyosensor olarak kullaniimasini elverisli kilmistir (1,6,7). Hem
aromatik (sp2) hem de alifatik (sp3) alanlari icermesi nedeniyle
GO'nun yuzeyi elektrostatik etkilesime izin verecek sekilde daha
da genistir ve ilag baglanmasina olanak saglar. Dolayisiyla ilag
salinimi caligmalarina da uygunluk géstermektedir (5,8). GO'nun
toksik veya biyouyumlu bir malzeme olarak islevselligi, bilesimine,
boyutuna, yizeyine, sekline, fonksiyonel gruplarina, yikine,
kaplamasina ve c¢ozlinen ortama baglidir. Litaratirde GO'nun
sentezlenmesinde birden ¢ok yontem kullaniimaktadir (9,10).

GO'nun
GO'nun sitotoksik etkisinin  embriyonik bdbrek hicrelerinde

Bu calismada sentezlenmesi  ve  sentezlenen

degerlendirilmesi amaclanmustir.

YONTEMLER

Grafen Oksit Sentezi

GO sentezi modifiye Hummers yontemi ile gerceklestirilmistir
(11). GO sentezinde kullanilan tim kimyasallar analitik saflikta
kullanilmigtir: Stlfirik asit (H,SO,) (MERCK, 7664-93-9, Almanya),
fosforik asit (H,PO,) (MERCK, 7664-38-2, Almanya), grafit, potasyum
permanganat (KMnO,) (ISOLAB, 7722-64-7, Almanya), hidrojen
peroksit (H,0,) (%30 agirlik) (MERCK, 1085972500), hidroklorik asit
(HCI) (%38 agirlik) (ISOLAB, 7647-01-0), Almanya), susuz etanol
(ISOLAB, 64-17-5, Almanya), sodyum hidroksit (NaOH) (MERCK,
106498.1000, Almanya).

GO sentezi i¢in 360 mL H,SO, ve 40 mL H,PO, behere konularak
sabit sicaklikta 200 rom’de karigtinlmistir. Ardindan 3 g grafit ve
18 g KMnQ, yavasca sollisyona eklenmistir. Bu reaksiyon 40-45 °C
sicaklikta 16 saat boyunca karigtirilmisti. GO sentezlenmesi icin
16 saat boyunca karistirilan slspansiyon, icinde 400 g buz olan
behere aktariimis ve karistirlmaya devam edilmistir. Stspansiyon
buzla birlikte kansirken, icine 3 mL H,0, (%30 agirlikca) damla
damla eklenmigtir. Elde edilen karigim 3000 rpm’'de 45 dakika
boyunca santrifijlenmistir. Santrifuj sonrasi slipernatant (asit) atik
kutusuna bosaltilmistir. Pelletlerin yikanmasi ve ardindan etlivde
kurutulmasiyla GO elde edilmistir.
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Grafen Oksitin Karakterizasyonu

Elde edilen GO yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin tespiti
icin Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopi (Nicholet FT-IR
Spektrometresi) kullanilarak 4000-400 cm™ araliginda FT-IR analiz
yapilmistir. Gecirmeli elektron mikroskobu (Jeol JEM 2100 plus) ile
numunelerin gorintileri alinmistir.

Hiicre Kultiri

Ticari olarak temin edilen insan embriyonik bdbrek hicreleri
HEK293T (CRL-1573) (The American Type Culture Collection-
ATCC; Manassas, VA, USA) %89 Dulbecco’s modified eagle
medium, %9 1si ile inaktive edilmis fetal bovine serum ve %!
antibiyotik sollsyonu (100 U/mL penisilin ve 100 U/mL streptomisin)
ile hazirlanan besiyerinde 37 °C, %5 CO, inkibatoriinde kiltire
edilmistir. Hiicreler %70-80 yogunluga ulasinca énce Dulbecco’s
fosfat buffer saline ile yikanmis, sonrasinda %0,25 tripsin-EDTA ile
flask zemininden kaldinlmistir. Tripsin-EDTA-hlicre stispansiyonu
120xg'de 5 dk santriflij edilmistir. Santriflj sonrasi stipernatant
atilarak hicre peleti Uzerine taze besiyeri eklenmistir. Hiicreler
96 kuyucuklu plakalara (1x10* hicre/kuyucuk) ekilerek inkibe
edilmistir. Tim kimyasallar ticari olarak temin edilmistir (Euroclone
S.p.A,; Via Figino-ltaly).

Grafen Oksit Uygulanmasi ve 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) Testi

Hucre canliligi, proliferasyon ve sitotoksisite degerlendirilmesinde
hicresel metabolik aktiviteyi 8lgmekicin MTT testi kullanilmistir. Bu
kolorimetrik test, sari tetrazolyum tuzu olan MTT'yi mor formazan
kristallerine donlstirmek icin metabolik olarak aktif hicreleri
kullanir.  Canli hucrelerdeki NAD(P)H bagimli oksidorediktaz
enzimleri MTT'yi formazana donustlrir. Coziinmeyen formazan
kristallerini ¢cozmek icin dimetil silfoksit (DMSO) kullanilarak,
olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometrede &lcildr.
Daha koyu olan kuyucuklarda metabolik olarak daha aktif canli
hicreler vardir, hiicre canliliginin azaldigi kuyucuklarda renk daha
aciktir (12,13).

Calismamizda GO’nun etkin dozunun (IC,) belirlenmesi amaci
ile hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 1x10% hicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra kontrol grubu
taze besiyeri ile deney gruplar farkli konsantrasyonda GO (1000-
500-250-125-62,5-31,25-15,62-7,81-3,90 pg/ml) ile 24, 48 ve 72
saat inklibe edilmistir. Deney siresi sonunda tim kuyucuklardan
besiyeri uzaklastinlmistir. Kuyucuklara 100 pL taze besiyeri ile 10
pL (5 mg/mL) MTT sollsyonu eklenmis ve hiicreler 3 saat inkibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuga 100 pL DMSO
ilave edilmis ve absorbans degerleri 570 nm’de ELISA mikroplaka
okuyucuda (Multiskan GO-Thermo) 6l¢llmistir. Optik dansite
degerleri kullanilarak GraphPad Prism 9 programi ile GO icin
hiicre canliliginin %50 azalmasini saglayan doz (IC,) degerleri
belirlenmistir.

Olgiimler 3 tekrarli yapilmistir ve sonuglar ortalama deger olarak
ifade edilmistir, istatistiksel degerlendirme yapilmamistir.
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BULGULAR

Fourier Transform Infrared Spekroskopisi Analizi

FTIR Spektrumlari Sekil 1'de verilmistir. 3000-3500 cm™ arasinda,
GO uzerine adsorbe olan su molekillerinin OH gruplarinin gerilme
ve bikulme titresimine karsilik gelen genis bir pik gorilmektedir.
Bu pik GO'nun gli¢li bir hidrofilik yapida oldugunu gdsterir. 1735
cmdeki karakteristik pikler karboksil C=O grubunu, 1630 cm-
"deki pik, aromatik C=C grubunu gostermektedir. CH,'nin gerilme
titresimlerine 2920 cm™ ve 2850 cm™'deki absorpsiyon pikleri
karsilik gelmektedir. 1200 cm™'deki absorpsiyon pikleri, karboksilik
asidin C-O baginin gerilme titresimini gostermektedir. 2925 cm,
2119 em™, 1768 cm”, 1631 cm™, 1380 cm™, 916 cm™" ve 534 cm'
araliginda absorpsiyon baglarinin varligini géstermektedir.

Morfolojik Karakterizasyon

Sekil 2'ye bakildiginda GO'nun, karakteristik tek katmanl ozelligi
nedeniyle kismen tekdiize seffaf bir morfolojiye sahip oldugu

% Transmittance

T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Graphene oxide|

Sekil 1. Grafen oksitin FT-IR spektroskopisi

FT-IR: Fourier transform infrared

Sekil 2. Grafen oksitin TEM fotografi
TEM: gecirimli elektron mikroskobu
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gorilmektedir. Oksidasyon islemi sirasinda oksijenli fonksiyonel
gruplarin olusturdugu biyUk spesifik ylizey alani sebebiyle ylizeyde
cok sayida bukilme ve dizensiz kirigikliklar gézlemlenmektedir
(14).

MTT Sonuclan

HEK293 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda GO (1000-500-250-
125-62,5-31,25-15,62-7,81-3,90 pg/ml) ile muamele edilmistir.
Sire ve doza bagl olarak GO'nun hicre canliligini azalttigi
gozlemlenmistir (Sekil 3). IC, degerleri pg/mL olarak hesaplanarak
ve Tablo 1'de verilmistir.

TARTISMA

Karbonun, dogada en yaygin bulunan elementlerden biri
olmasindan dolayi, karbon esasli malzemelerin diger inorganik
malzemelere kiyasla biyouyumlulugunun daha yiksek oldugu
bilinmektedir. Ozellikle grafit, kritik toksisite sorunlari olmadan
ylzlerce yildir gunlik hayatimizda kullanilmaktadir. Tek bir grafit
tabakasi olan grafenin benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
dolayi biyolojik ¢alismalarda kullanimi giin gegtikge artmaktadir
(1,2,3,7).

Bu calismada sentezledigimiz GO'nun insan embriyonik bdbrek
hicrelerinin  canlihigi Gzerine sitotoksik etkisinin  belirlenmesi
amaclanmisti.  Bu amagla  GO'nun  1000-500-250-125-62,5-
31,25-15,62-7,81-3,90  pg/mL  konsantrasyonlarinin - HEK293
hicreleri Gzerindeki etkisini mitokondriyel aktiviteye bagl olarak
degerlendirilen MTT analizi ile yapiimistir. Elde edilen sonuglara
gore 24 ve 48 saat inkiibasyon slresinde ve 125-62,5-31,25-15,62
pg/mL  konsantrasyonlarinda hicre canliligi %75'in  lzerinde
bulunmustur. GO inkibasyonu 72 saat oldugunda ise 62,5 ug/mL
konsantrasyonunun Gzerindeki degerlerde hiicre canlihigi %65'in
altina dUsmuUstdr. Yirmi dort, 48 ve 72 saat inkiibasyonlari igin %50

24 saat 48 saat 72 saat
IC,,degeri 206,18 pg/mL 108,98 ug/mL 55,54 pg/mL
GO_MTT

:mn 1 E3 L I Hl Kontrol

,E 3 1000pg/mL
2 B 500ug/mL
§ [ 250pg/mL
B B 125pg/ml
EER 3 62.5ug/mL
o B 3125u/mL
s O 15.62ugmL
=

o J | | Ll
24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3. Grafen oksidin HEK293 hiicrelerinde lizerinde zamana ve
doza bagl etkisi
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canlilik konsantrasyonlarini gésteren IC,, degerleri sirasiyla 206,18
pg/mL, 108,98 pg/mL, 55,54 pg/mL olarak hesaplanmistir. GO
ile inklbasyon stresi arttiginda mitokondriyel hasarin artirdigi,
dolayiasiyla hiicre canlihigi Uzerine olumsuz etki gosterdigi
belirlenmistir.

GlnimUzde farkli grafen tirevlerinin  biyolojik etkilerinin
arastinldigi in vitro ve in vivo bircok calisma yapilmaktadir (4,6,9).
Zhang ve ark. (15) PC12 hicrelerinde yaptiklar calismada farkli
yaplya sahip grafen tlrevlerinin sitotoksik etkisinin grafen yapisi
ile direkt iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Grafenin etkilerinin
arastinldigi farkli bir calismada da Wu ve ark. (16) nano c¢inko
oksitin A549 hicrelerinde olusturdugu hicre canliligi, oksidatif
stres, mitokondrial depolerizasyon ve membran hasari Gzerindeki
toksik etkilerinin grafenle baglandiginda gostermedigi tespit

edilmigtir.

Grafen tlrevlerinden biri olan GO, hidrofilik yapisindan dolayi
biyolojik sistemlerde kullanimi icin ilgi ¢cekici olmaktadir. GO'nun
genis uygulama alani nedeniyle, GO tabanli teknolojilerin givenli
ve surdirilebilir gelisimi icin GO'nun sitotoksisitesinin kapsamli
bir sekilde anlasilmasi gerekmektedir (6). Biz de bu calismamizda
modifiye Hummers yéntemi ile sentezledigimiz GO'nun HEK293
hicrelerinde olusturdugu etkiyi gézlemlemeyi amacladik.

Wang ve ark. (17) modifiye Hummers yéntemi ile sentezledikleri
GO'nun  biyouyumlulugunu insan fibroblast hicrelerinde ve
fareler Uzerinde degerlendirmislerdir. GO'nun 20 pg/ml'den
daha dlslik dozda uygulanmasi insan fibroblast hicrelerinde
toksisite gbstermezken, 50 pg/mlnin (zerindeki dozlarda
hiicre adezyonunda azalma, apoptozu indikleme, lizozomlara,
mitokondriye ve hiicre gekirdegine girme gibi belirgin sitotoksik
etkiler gosterdigini belirtmislerdir. Fareler Gzerinde ise dusik ve
orta doz uygulanan GO'nun belirgin toksisite gostermedigi, fakat
yiksek dozlarda (0,4 mg) karaciger, dalak ve bébrekte birikim
ile birlikte akciger granilomu gibi kronik toksisite sergiledigi
tespit edilmistir. insan eritrositleri {izerinde yapilan bir calismada
GO'nun doza bagh hemolitik aktivite gosterdigi, ayrica GO
numunelerinin parcacik boyutunun da hemolik aktivitede kritik rol
oynadigr bildirilmistir (18). Kardiyomiyoblast hiicre hatti lzerine
nanoGO'nun etkilerinin aragtinldigi bir calismada 20, 40, 60, 80
ve 100 pg/mL nano-GO ile 24 saat inkiibasyonun mitokondriyal
hiperpolarizasyona, sebest radikal Uretimine ve 40, 60, 80,
100 pg/mL konsantrasyonlarda DNA hasarina sebep oldugu
gozlemlenmigtir (19). Lammel ve ark. (20), GO'nun olusturdugu
sitotoksik etkinin plazma zari hasari yoluyla doza bagimli olarak
gerceklestirdigini, GO'nun fosfolipid ¢ift tabakasi ile glgli bir
fiziksel etkilesim kurarak plazma zarinin yapisal bitinlugine zarar
verdigini gostermislerdir. Ayrica, GO'nun plazma zarina nifuz
edebildigini, bunun da degismis hiicre morfolojisi ve artan sayida
apoptotik hiicre ile sonuglanabilecegini bildirmiglerdir (20).

Unal ve ark. (4) farkli grafen tiirevlerinin kanser hiicrelerine etkisini
arastirdiklari calismalarinda; A549 insan akciger epitelyal karsinoma
hiicrelerinde GO’nun 1000 pg/mLlik en yiiksek dozunun dahi %17
oraninda &lime yol actigini, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde en
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fazla etkiyi gosteren test edilen en distk doz olan 1,96 pg/mLlik
dozun %11 oraninda &lime yol actigini tespit etmislerdir. Fakat
ayni grafen tirevlerinin saglikli 293-T insan embriyonik bobrek
epitel hiicrelerinde anlamli sitotoksik bir etki gostermedigi rapor
etmislerdir (4). Fakat Hu ve ark. (21), GO'nun etkisinin, %10 fetal
bovin serumu ile inkiibasyon yoluyla blytk él¢ide zayiflatildigini,
bunun nedeninin ise GO'nun son derece ylksek protein
adsorpsiyon kabiliyetine sahip olmasi olarak belirtmislerdir (21).
In vitro yapilan bir baska calismada da diisiik doz GO’nun A549
hicre hattinin morfolojisine, canliigina ve membran bitinligine
etkisinin olmadigi, ancak doza bagimli bir oksidatif strese neden
olabilecegini ve ylksek dozlarda hicre canliiginda azalmaya
neden oldugunu bildirmislerdir (22). Yapilan calismalara benzer
olarak bizim ¢alismamizda da HEK293 hiicrelerine uygulanan farkli
konsantrasyonlarda GO'nun hicre canliligini stre ve doza bagl
olarak azalttigi gozlemlenmistir.

Calismanin Kisitliliklar

GO'nun  sitotoksik etkisinin  belirlenmesinde ve hicre ile
etkilegsiminin aydinlatimasinda molekiler dizeyde calismalarin
yapillmasi gerekmektedir. Bu anlamda, c¢alismamiz GO'nun
etkisinin arastirilmasi icin bir 6n calisma olarak kabul edilebilir.

SONUC

Farkli metotlarla sentezlenen grafen tlrevlerinin biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilirligini artirmak ve uzun vadeli toksisite/
biyouyumluluk verilerini degerlendirmek icin daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir.

Etik Komite Onayi: Bu calisma etik kurul onayi gerektirmemektedir.
Hasta Onamu: Bu calisma hasta onami gerektirmemektedir.
Hakem Degerlendirmesi: Editorler kurulu tarafindan degerlendirilmistir.

Yazar Katkilar: Konsept - N.PO., D.D.E.; Dizayn - N.P.O., D.D.E.; Veri
Toplama veya isleme - N.PO., D.D.E.; Analiz veya Yorumlama - N.P.O.,
D.D.E.; Literatiir Arama - N.P.O., D.D.E.; Yazan - N.P.O.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan ¢ikar catismasi bildirilmemistir.

Finansal Destek: VYazarlar tarafindan finansal destek almadiklan
bildirilmistir.

Ethics Committee Approval: This study does not require ethics
committee approval.

Informed Consent: This study does not require patient consent.
Peer-review: Internally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - N.P.O., D.D.E.; Design - N.PO., D.D.E;
Data Collection and/or Processing -N.PO., D.D.E.; Analysis and/or
Interpretation - N.P.O., D.D.E.; Literature Search - N.P.O., D.D.E.; Writing
-N.PO.

Conflict of Interest: The authors have no conflict of interest to declare.

Financial Disclosure: The authors declared that this study has received
no financial support.

KAYNAKLAR

1. Rajakumar G, Zhang XH, Gomathi T, Wang SF, Ansari MA, Mydhili G, et al.
Current Use of Carbon-Based Materials for Biomedical Applications—A
Prospective and Review. Processes 2020; 8 :355.



Pastaci Ozsobaci ve Diizgiin Ergin.
Grafen Oksit Etkisinin in vitro Degerlendirilmesi

Zhu Y, Murali S, Cai W, Li X, Suk JW, Potts JR, et al. Graphene and
graphene oxide: synthesis, properties, and applications. Adv Mater 2010;
22: 3906-24. Erratum in: Adv Mater 2010; 22: 5226.

Gongalves G, Vila M, Portolés MT, Vallet-Regi M, Gracio J, Marques PA.
Nano-graphene oxide: a potential multifunctional platform for cancer
therapy. Adv Healthc Mater 2013; 2: 1072-90. Erratum in: Adv Healthc
Mater 2014; 3: 956.

Unal O, Unal A, Cetin SA, Aydemir E, Bayram E, Kizil C. Investigation
of The Anticancer Effects of Graphene Oxide (GO), Nitrogen Doped
Graphene Oxide (NGN-OXIDE) and Nitrogen Doped Graphene (NGN).
Erciyes University Journal of Institue Of Science and Technology 2020;
36: 193-203.

Zhang Q, Wu Z, Li N, Pu Y, Wang B, Zhang T, et al. Advanced review
of graphene-based nanomaterials in drug delivery systems: Synthesis,
modification, toxicity and application. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl
2017;77:1363-75.

Gies V, Zou S. Systematic toxicity investigation of graphene oxide:
evaluation of assay selection, cell type, exposure period and flake size.
Toxicol Res (Camb) 2017; 7: 93-101.

Chung C, Kim YK, Shin D, Ryoo SR, Hong BH, Min DH. Biomedical
applications of graphene and graphene oxide. Acc Chem Res 2013; 46:
2211-24.

Seabra AB, Paula AJ, de Lima R, Alves OL, Durédn N. Nanotoxicity of
graphene and graphene oxide. Chem Res Toxicol 2014; 27: 159-68.
Gurunathan S, Kim JH. Synthesis, toxicity, biocompatibility, and
biomedical applications of graphene and graphene-related materials.
Int J Nanomedicine 2016; 11: 1927-45.

Bedeloglu A, Tag M. Graphene And Its Production Methods. AKU J Sci
Eng 2016; 16: 544-54.

Jifickova A, Jankovsky O, Sofer Z, Sedmidubsky D. Synthesis and
Applications of Graphene Oxide. Materials (Basel) 2022; 15: 920.

Slater T, Sawyer B, Strauli U. Studies on succinate-tetrazolium reductase
systems. Biochim Biophys Acta 1963; 77: 383-93.

Berridge MV, Tan AS. Characterization of the cellular reduction of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide  (MTT):

20.

21.

22.

J Acad Res Med 2023;13(2):58-62

subcellular localization, substrate dependence, and involvement of
mitochondrial electron transport in MTT reduction. Arch Biochem
Biophys 1993; 303: 474-82.

Hadki AE, Ulucan-Altuntas K, Hadki HE, Ustundag CB, Kabbaj OK,
Dahchour A, et al. Removal of oxytetracycline by graphene oxide and
Boron-doped reduced graphene oxide: A combined density function
Theory, molecular dynamics simulation and experimental study.
FlatChem 2021; 27: 100238.

Zhang Y, Ali SF, Dervishi E, Xu Y, Li Z, Casciano D, et al. Cytotoxicity
effects of graphene and single-wall carbon nanotubes in neural
phaeochromocytoma-derived PC12 cells. ACS Nano 2010; 4: 3181-6.
Wu B, Wu JL, Liu S, Shen ZY, Chen L, Zhang XX, et al. Combined effects
of graphene oxide and zinc oxide nanoparticle on human A549 cells:
bioavailability, toxicity and mechanisms. Environ. Sci: Nano 2019; 6: 635-
45.

Wang K, Ruan J, Song H, Zhang J, Wo Y, Guo S, et al. Biocompatibility of
Graphene Oxide. Nanoscale Res Lett 2011; 6: 8.

Liao KH, Lin YS, Macosko CW, Haynes CL. Cytotoxicity of graphene
oxide and graphene in human erythrocytes and skin fibroblasts. ACS
Appl Mater Interfaces 2011; 3: 2607-15.

Arbo MD, Altknecht LF, Cattani S, Braga WV, Peruzzi CP, Cestonaro LV, et
al. In vitro cardiotoxicity evaluation of graphene oxide. Mutat Res Genet
Toxicol Environ Mutagen 2019; 841: 8-13.

Lammel T, Boisseaux P, Fernandez-Cruz ML, Navas JM. Internalization
and cytotoxicity of graphene oxide and carboxyl graphene nanoplatelets
in the human hepatocellular carcinoma cell line Hep G2. Part Fibre
Toxicol 2013; 10: 27.

Hu W, Peng C, Lv M, Li X, Zhang Y, Chen N, et al. Protein corona-
mediated mitigation of cytotoxicity of graphene oxide. ACS Nano 2011;
5: 3693-700.

Chang Y, Yang ST, Liu JH, Dong E, Wang Y, Cao A, et al. In vitro toxicity
evaluation of graphene oxide on A549 cells. Toxicol Lett 2011; 200: 201-
10.



