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Kollajen; deri, kemik, kikirdak, tendon ve diger bag dokularda bulunan ipliksi bir
protein olup ayni zamana derinin orta katmani olarak ifade edilen dermisin de
iskelesini olusturur. Kollajen, derinin saglamligin1 destekler ve deride daginik olarak
bulunan fibroblast hiicrelerince iiretilir. Yaslanma siireci ile birlikte yapisal proteinler
birbirlerine tutunurlar veya sekil degistirirler. Bu degisimler proteinlerin gérevlerini
tam olarak yapamamalarina yol agar ve sonugta kollajen kayiplarina, dokularin

gevsekligine ve cilt kirigikliklarina yol agarlar.

Kozmetik sorunlarin ¢ézlimiine odakli dermatoloji son yillarin en popiiler aragtirma
dallarindan birini olusturmaktadir. Cildin dogal yapisin1 ve gengligindeki canlt
rengini korumak , dogasinda olan giizelligi yakalamak, derin c¢izgiler, ince ¢izgiler,
akne ve sivilce izleri gibi kusurlarin ortaya ¢ikmasini ertelemek ve onarmak
amaciyla gelistirilmis pek cok raf iiriinii pazarda yer almaktadir. Hizli etki gostererek
cabuk toparlanma saglayan, cildi sikilagtiran otolog fibroblast iceren hiicresel
tiriinlere giderek talep artmaktadir.

Bu calismada, deri rejenerasyonunda kullanilan iki 6nemli biiyiime faktoriiniin EGF
ve IGF-1 (Epidermal Biiyiime Faktorii ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1)’ in

kollajen tip-1 dretimi ftizerindeki etkileri insan dermal fibroblast hiicreleri



kullanilarak arastirilmistir. EGF ve IGF-1’in; Oncelikle sitotoksik olmayan
konsantrasyon seviyelerine, hiicre canliliklarina, proliferasyon seviyelerine ve
ardindan Kollajen tip-1 protein iretimi tizerindeki etkilerine bakilarak karar
verilmistir. Bu amagla normal insan fibroblast hiicreleri, her bir biiylime faktoriiniin

farkli konsantrasyonlari ile muamele edilmistir.

Elde edilen sonucglara gore, EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonunun insan dermal
fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve bunun sonucu olarak, 48
saat sonunda kontrol grubuna gore, hiicre canliligi iizerinde % 3,61 + 0,30 azalmaya
sebep olmustur. Ayrica elde edilen 2 ayri analiz neticesinde proliferasyon hizin1 %
45,82 + 0,40 oraninda en ¢ok artiran ve bununla beraber en az nekrotik hiicre
olusumunu saglayan biiylime faktoriiniin; EGF’nin 5ng/ml konsantrasyonu oldugu

tespit edilmistir.

DAB kromojen boyama metodu ile yapilan immiinositokimya analizinde; biiylime
faktorli uygulanan hiicrelerde, pozitif kontrol grubuna kiyasla kollajen tip-1
sentezinin daha fazla oldugu go6zlemlendi. Biiyiime faktorii uygulanmis hiicreler
arasinda; en fazla proliferasyon artisin1 ve kollajen tip-1 sentezini EGF’nin Sng/ml

konsantrasyonunun gergeklestirdigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Fibroblast, Epidermal Biiyiime Faktorii, Insiilin Benzeri

Biiylime Faktorii-1, Proliferasyon, Kollajen Tip-1.
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March 2017, 65 pages

Collagen is a fibrous protein found in skin, bone, cartilage, tendon, and other
connective tissues and the main structural component of the lower layer of the skin .
Collagen is responsible for the skin's strength and produced by cells called
fibroblasts, which are found scattered throughout the dermis. As aging occurs,
cellular proteins hook together or change shape. These changes keep the proteins
from doing their jobs properly resulting in a loss of collagen, less firmness to body

tissues and leads to wrinkles.

Cosmetic dermatology is one of today's most popular areas of research. There are
many products in the market developed to protect the natural appearance, youth
color, enhance the inherent beauty and in order to delay and repair the emergence of
defects such as wrinkles, fine lines, discoloration. The use of products that has
recombinant protein, continues to expand rapidly across the world. In addition to the
benefits, manufactured products from these recombinant proteins have adverse

effects as a result of incorrect uses.

In this study, type | collagen biosynthesis-inducing effect of 2 important growth
factors (Epidermal Growth Factor and Insulin-like Growth Factor-1) were researched



using human dermal fibroblasts. The effects of EGF and IGF-1 were investigated on
non-cytotoxic concentration levels, viability of cells, proliferation level and then
producing of Type 1 collagen protein. For this purpose, human fibroblast cells were

treated with different concentrations of each growth factors.

It is indicated that , 20ng/ml concentration of EGF has a cytotoxic effect on human
dermal fibroblast cells which is made to decrease the cell viability about % 3,61 +
0,30 in comparison to the control group in the end of 48 hours. However, two
different results proved that the most proliferative effect about %45,82 + 0,40 and
the minimum necrotic cells occured by 5ng/ml concentration of EGF.

In immunocytochemisty analyses which is performed by DAB chromogen staining
method, all growth factors induce the collagen type-1 synthesis in comparison to the
control group. The most increment of proliferation and collagen type-1 synthesis are

performed by 5ng/ml concentration of EGF among the growth factors.

Key words: Fibroblast, Epidermal Growth Factor, Insuline Like Growth Factor-1,
Proliferation, Collagen Type-1.
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1. GIRIS

Ekstraseliiler matriksin diizenli bir sekilde siralanisi epitel dokuya kuvvet ve
fonksiyonellik kazandirir. Hiicrelerarast bu madde, fibroblast hiicrelerince iiretilirler
ve Oncelikle kollajen ve elastin liflerinden meydana gelirler ki bunlar da epitel

dokuya dinamiklik ve elastikiyet katar [1, 2].

Sekil 1.1. insan fibroblast hiicre kiiltiiriiniin goriintiisii

(Bar=100pum-20X biiyiitmede Leica Inverted Mikroskop ile gériintiilenmistir.)

Epitel dokunun zamanla yaslaniyor olmasi, orta tabaka olarak bilinen demisteki
ekstraseliiler matriks miktarinin diismesi ve diizenli sekildeki dagiliminin bozulmasi

ile ilgilidir. Insan epitel dokusunda en ¢ok bulunan kollajen tip 1°dir [3].



Sekil 1.2. Hava akis kabini altinda hiicre kiiltiirii ¢alisan aragtirmaci goriintiisii

(Doku Biyoteknoloji Ltd.Sti., Class 100 Temiz Oda Sistemi)

Yaglilik stireci, cilt dokusundaki piiriizsiizliigiin bozulmasi, lekelenme, ¢ukurluklar,
renk tonundaki koyulagmalar, ince ¢izgiler ve incelen deri katmani ile kendini
gosterir. Bu degisimlerden korunmak igin, basta yasam konforunun (beslenme, spor
vb. aligkanliklar) artirilmasi ve buna miiteakip topikal uygulamalar ile ve ozellikle
son yillarda artan bir talep olarak karsimiza ¢ikan noninvaziv operasyonlar dnem
tasimaktadir. Topikal uygulamalarda, biiylime faktorii iceren kremler ve serum
yapilart yer alirken, noninvaziv uygulamalarda ise botoks (botulinum toksin),
hyaliironik asit (dolgu preparatlari) ile otolog olarak fibroblast ve trombositce zengin

plazma enjeksiyonlari tercih edilmektedir.



1.1. Ekstraseliiler Matriks

Ekstraseliiler matriks (ECM); dokularin bir birleriyle olan haberlesmesinde ve
islevlerinin diizenlenmesinde énemli bir gorev tistlenir. ECM, peptid ve karbonhidrat
icerigine sahip olmakla birlikte kompleks bir molekiil yapisindadir [4, 5]. ECM’de
yer alan baz1 6zellesmis molekiiller, koken olarak benzer hiicrelerle sinyal aligverisi
yaparak birtakim biyolojik geri bildirimlere sebep olurlar [6]. ECM, fibroblast
hiicreleri tarafindan tretilirler [7, 8]. ECM’nin yapisi, igerdigi maddelerin miktar1 ve

islevselligi yer aldig1 dokuya gore farklilik gosterir.

1.2. Fibroblast

Fibroblastlar, bag dokusunun ana elemani olup, epitel dokunun orta katmaninda yer
alan ve pek c¢ok gorev Ustlenen hiicrelerdir [9-11]. Ekstraseliiler matriksnin
tiretilmesinde gorev alirlar. Epitelin yapisin1 ve dinamikligi iistiinde kritik 6nemi
olan fibroblast hiicrelerinin rejeneratif ve reperatif etkileri vardir. Epitelde en fazla
yer alan protein olan kollajen, spesifik yapist ile derinin saglamliginda ve
elastikiyetinde 6nemli rol oynar [12]. Fibroblast hiicrelerince iiretilen kollajen ve
elastin proteinlerinin ekstraseliiller matriks igerisinde azalmasi, kollajen sindiren
birtakim enzimlerin artig géstermesi ve cilt yapisindaki bozulmalarin belirginlesmesi,

yaslilik belirtilerinin bir gostergesi olarak ortaya ¢ikmaktadir [13, 14, 15].

1.3. Kollajen

Memelilerdeki proteinlerin yaklasik %7’sini, tiim viicut proteinlerinin ise yaklasik
%?31’ini kollajen proteini temsil etmektedir [16]. Bu proteinin en spesifik 6zelligi; 3
polipeptit alt {initesinin sarmal yapiy1 olusturacak nitelikte bir araya gelmesidir [17].
Alt Ginite olan alfa zincirleri doniis yaparak iplikgikleri, iplik¢ikler de yine bir biitiin
olusturarak kollajen demetlerini olustururlar. Kollajen lifleri ve demetleri, epitel
dokuda ve bag dokuda daha nizami, kikirdak dokuda esnek yapida, kemik ve dis

dokularinda kristal yapisinda olup ekstraseliiler matriks igerisinde konumlanirlar.



Kollajenin en c¢arpici taraflarindan biri aminoasit dizilerinin birbiri ardi siralanan
ticlii peptid yapisinda olmasidir. Glisin aminoasidi agirlikli olmak {izere bu {iglii
dizide siklikla yer alir [18-20]. Fibroblast hiicreleri icerisinde yer alan ve protein
sentezlenmesinden sorumlu olan ribozom igerisinde bu peptitler sentezlenirler.
Kollajenin nciil yapisi prokollajendir. Prokollajenler tiretildikten sonra hiicre disina
gonderilir. Burada tropokollajenlere ve ardindan kollajen proteinine doniismektedir
[21, 22]. Kollajen proteinini meydana getiren alfa zincirlerinin degisken yapilarina
gore yaklasik 18 fakli kollajen tipi oldugu ifade edilmistir. Epitel dokuda en ¢ok

rastlanan kollajen tip-1 protein yapisidir [23].

1.4. Deri Rejenerasyonunda Rol Oynayan Biiyiime Faktorleri

Hiicrelerce sentezlenen, bununla beraber kan serumunda var olan, peptid ve daha
kompleks protein 6zelligindeki pek ¢ok biiyiime faktorii iizerine yapilan arastirmalar
son dekatta olduk¢a artmustir. Bu faktorleri temel anlamda 3 ana kategoriye
ayirabiliriz. Birinci kategoride, sayilar1 oldukga fazla olan (150 iizeri) tek ¢ekirdekli
hiicreler olarak bilinen ve bagisiklik hiicresi grubunda yer alan B, T lenfositi ile
monositlerdir. Bu molekiillerden salgilanan sitokinler bagisiklik sisteminin ve yangi
gibi olaylarin diizenlenmesinde gorev alirlar [24-26]. ikinci kategoride, hiicrelerin
olgunlagmasini ve proliferasyonunu tetikleyen molekiiller yer alir. Bunlar sayilari
15’ten fazla oldugu bilinen fibroblast biiylime faktorii ve epidermal biiyiime faktorii
gibi molekiillerdir. Son kategoriyi ise, eritrositleri ve akyuvarlar1 uyararak onlarin

cogalmasini regiile eden biiylime faktorleri teskil etmektedir [27].



Cizelge 1.1. Deri Rejenerasyonunda Rol Oynayan Biiyiime Faktorleri [28]

Biiytime Faktori Hedef Hiicre Hiicrenin Kaynagi
Epidermal Biiytime Faktorii, EGF Endotelyum Monositler
Fibroblast Makrofajlar
Epitelyum
Fibroblast Biiylime Faktorii, FGF Endotelyum Monositler
Fibroblast Makrofajlar
Keratinosit Endotelyum

Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii,

PDGF

Fibroblastlar

Diiz Kas Hucreleri

Trombositler
Endotelyum
Monositler
Makrofajlar
Diiz Kas

Hiicreleri

Transforme Edici Bliylime Faktori

Fibroblastlar

Trombositler

Beta, TGF-p Endotelyum Kemik
Epitelyum Makrofajlar
Monosit Mast Hiicreleri
Lenfosit
Interldkin-1, 1L-1 Monosit Lenfosit
Keratinosit Keratinosit

Fibroblastlar
Notrofiller

Makrofajlar

Tumor Nekrozis Faktori-Alfa, TNF-a

Notrofiller
Fibroblastlar

Monositler

Fibroblastlar

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii, IGF Fibroblastlar

Keratinositler

Epidermal biiyiime faktorii ve insiilin benzeri biliylime faktorii 1; epitel dokunun
yenilenmesinde ve onariminda en fazla tercih edilen ve genellikle kozmetik ile

estetik sektoriinde siklikla kullanilan iki 6nemli majér molekiillerdir [29].



1.4.1. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Epidermal Biiyiime Faktorii ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek
fare submandibuler tiikiirik bezinden izole edilmistir. Cohen, erkek fare
submandibuler tiikiiriik bezinde sinir biiylime faktorii (NBF) izole etmeye c¢aligirken,
bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken goz
kapagi acgilisina ve erken dis siirmesine neden oldugunu gozleyerek etken maddeyi
izole etmis ve epidermis gelisimini hizlandiric1 etkisi nedeni ile bu maddeye
Epidermal Growth Factor (Epidermal Biiyiime Faktori-EGF) adini vermistir [30-32].
EGF bir ¢ok memeli tiiriiniin degisik doku ve viicut sivilarinda bulunan 53
aminoasitten olusmus mitojenik bir polipeptitdir. Subkutan yolla enjekte edildiginde
48 aminoasitli sekle doniismekte ve etken hale gelmektedir [33]. Mitojenik bir
polipeptid olan EGF, yara iyilesmesine enflamasyon fazinin bitiminde etki etmeye
baglamakta ve fibroblastik olusumu indiikledigi ve bunun yani sira graniilasyon
dokusu olusumunu ve epitelizasyonu uyardigr bilinmektedir [34, 35]. Son
zamanlarda gerek genel tip alaninda gerekse agiz cerrahisinde yapilan caligmalarda
EGF'nin yara iyilesmesi tizerinde olumlu etkilerinin oldugu gosterilmistir. Genel tip
alaninda EGF oOzellikle yanik tedavilerinde ve Kkorneal yaralanmalarda
kullanilmaktadir. Arastirmacilar deride olusan yariklarda ve korneal yaralanmalarda
EGF'nin kullanildig1 durumlarda yara iyilesmesi lizerinde olumlu etkisinin oldugunu
gostermislerdir. Topikal formda ila¢ uygulamalarmin tip alaninda kullanilmasina
baglandiktan sonra olusan yaralanmalarda topikal olarak soliisyonlarin ve biyoadesif
tastyici sistemlerin uygulanmasi yara iyilesmesinde olumlu bir etki saglamis, olusan
deri yaralanmalarinda, korneal yaralanmalarda, yaniklarda ve gastrointestinal sistem

yaralanmalarda olumlu etkisi gosterilmistir [36-38].

1.4.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii -1 (IGF-1)

Insiilin Benzeri Biiyiime faktorleri (IGF) genellikle lokal olarak etki gdsteren ve
spesifik hiicrelerde biiylimeyi uyaran, primer aminoasid dizilimleri birbirlerine ve

insan proinsiiline benzeyen kiigiik peptidlerdir [39]. Yapisal ve fonksiyonel olarak



biiylime faktorleri ailesi icerisinde yer alir. Kismen biiyiime hormonuna (BH)
bagimli ve BH'nin anabolik ve mitojenik etkilerinden bir ¢oguna aracilik eden bir
peptid grubudur. IGF-1, biiyiime hormonunun biiylimeyi hizlandirmada major
mediyatorii olarak gorev alan ve 7647 dalton agirliginda kiigiik bir peptidtir [40-42].
Postnatal yasam boyunca dolagimda anlamli seviyelerde bulunur ve insiiline benzer
dozlarda glukoregiilatuar ve mitojenik 6zellik gosterir. IBF-2 de yapisal olarak IGF-
l'e benzer fakat baska bir gen tarafindan kodlanmustir. IGF-1, BH'nin kontrolii
altinda karacigerde sentez edilir ve kana sekrete edilir [43]. IGF-1 kemik gibi
periferal dokularda da otokrin/parakrin sentezlenir. IGF-1 ve IGF-2'nin birbirinden
ayr1 reseptorleri vardir. Insiilin ve IGF-1 reseptorleri yaklasik olarak %38 oraninda
benzerlik gosterir [44]. IBF baglayici proteinler yiiksek afiniteli protein ailesinin bir
tiyesidir. IGF-1 ve IGF-2 i¢in afinitesi, IGF-1 reseptorlerinden daha fazladir [45].

1.4.3. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

Trombosit kaynakli biiylime faktori (PDGF) yaklasik 30.000 dalton agirliginda bir
glikoprotein molekiiliidiir [46]. A ve B olmak iizere iki polipeptid zincirinin disiilfid
baglari ile birlesmesinden meydana gelmistir [46, 47]. PDGF'nin mitojenik etkisine
beta reseptorleri aracilik etmektedir. PDGF reseptorleri hiicre zarinda yer alirlar ve
glikoprotein yapisindadirlar. Alfa ve beta reseptorleri hiicre icinde birden fazla
haberci sistem ile baglantilidirlar. PDGF reseptorlerinin uyarilmasi ile hiicre iginde
bir fosforilasyon zincir reaksiyonu baglamaktadir. Beta reseptoriinde hiicre iginde
ikinci haberci sistem, tirozin kinaz enziminin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Tirozin kinaz enzim aktivasyonunun, mitojenik cevabin olusumuna aracilik eden
faktorlerden biri olabilecegi iizerinde durulmaktadir [48, 49]. PDGF'nin dolasim
sistemi iginde yarilanma omrii iki dakika gibi ¢ok kisa bir siiredir. Bu onun lokal
olarak iiretilip lokal olarak etkili olduguna isaret etmektedir. PDGF, plazmada alfa-2
makroglobulin yapisinda bir proteine baglanarak aktivitesini kaybetmektedir.
PDGF'nin etkili oldugu hiicrelerin belli baslilar1; arteriyel diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar, glia hiicreleri, arteriyel, kapiller endodel hiicreleri ve bazi 16kositlerdir.
PDGF'nin bir ¢ok farkli biyolojik etkisi vardir [50]. PDGF , normal hiicreleri ve

timor hiicrelerini parakrin veya otokrin yolla uyararak ¢ogalmalarini saglar. Bag



doku hiicrelerinin ¢ogalarak matriks proteinlerini iiretmelerine sebep olur.
Fibroblastlarda aktin reorganizasyonunu artirir. Damarlar tizerinde kuvvetli bir
vazokonstriktordiir. Polimorf niiklear lokositler ve monosit/makrofajlart uyarir.
Kemotaksiye neden olurlar [51]. Yapilan c¢alismalarda, PDGF’nin yara
iyilesmesininin neredeyse tiim siireclerinde rol aldigi ve Onemli bir stimule edici

faktor oldugu ifade edilmistir [52].

1.4.4. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast biiylime faktorii (FGF), polipeptit biiylime faktorlerinin  biiyiik bir
ailesini  olusturmaktadir. FGF degisik organizmalarda (hematodlardan insanlara
kadar genis bir yelpazede) bulunmaktadir [52]. Fibroblast biiylime faktor ailesinin,
biyolojik aktiviteleri agisindan benzerlik gosteren, 17-34 kDa araliginda molekiil
agirligina sahip olan iyeleri mevcuttur. Omurgalilarda gen yapisi ve amino asit
sirast  (Ozellikle reseptore baglanma alanlar) bakimindan FGF yiiksek oranda
korunmuglardir. FGF ¢esitli mezoderm ve ndroektodermden tiireyen hiicreler
(fibroblastlar, osteoblastlar, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreler, kondrositler,
melanositler gibi) i¢in kuvvetli mitojenik aktiviteleri, norotropik Ozellikleri ve
heparin baglama o6zellikleri ile karakterize edilmislerdir [53]. Cok bilinen iki FGF
izoelektrik noktalarinin (pI) farkli olmasi nedeni ile birbirinden ayirt edilmistir.
Asidik FGF (aFGF, FGF-1; 15 kDa)’nin pl 4.5-6, bazik FGF (bFGF, FGF-2)’nin
ise pl 9.6-9.8”dir. Bu iki biiyiime faktorii % 55 sira benzerligine sahiptir. Genom
taramasi ile bircok FGF geni bulunmustur. Insanda 22 tane FGF geni tanimlanmuistir.
bFGF’yi kodlayan, FGF-2 geni insanlarda; 4. kromozom, q26-q27 band: lizerinde
lokalize olmustur. bFGF salimi hala biyoloji alaninda cevap bekleyen bir soru
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [54]. bFGF klasik bir isaret sirasina sahip degildir ve
bu nedenle isaret iletim yolu ile salinmaz. Hiicrelerden bFGF’nin salimi ile ilgili bir
goriis ise bFGF’nin  hiicre 0liimii, yaralanma ve kimyasal yaralanma gibi pasif
mekanizmalar sonucu salindigi goriisiidiir. Salinan bFGF ekstraseliiler alanda
heparan siilfat proteoglikanlara (HSPG) bagli olarak depolanmaktadir. bFGF veya
aFGF’ye cevap veren tiim hiicre tipleri spesifik FGF hiicre yiizey reseptorleri

tagimaktadirlar. bFGF yiiksek (FGFRs, tirozin kinaz (TK) aktiviteli FGF



reseptorleri) ve diigiik afiniteli reseptorlere (HSPG) baglanmaktadir. FGF parakrin
ve otokrin faktdrlerin ¢ok Onemli gruplarindan birisidir. FGF’nin reseptore
baglanmasi ile reseptorler dimerize olmakta ve bunun sonucunda tirozin kinaz
aktivitesi gerceklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek sinyal
iletimini baglatmaktadirlar. Yapilan calismalarda bFGF’nin hiicre i¢ine alinmasi ve
ilerlemesinde HSPG’lerin pekistirici etkiye sahip oldugu ifade edilmistir.
FGF’nin reseptoriine baglanmast HSPG’lerin  yardimi ile basarilmaktadir.
bFGF’nin HSPG ile etkilesiminin fizyolojik 6nemi net degildir; Ancak in vivo
olarak FGF molekiilleri HSPG’ye baglanarak korunmakta ve ekstraseliiler
matrikste FGF-HSPG kompleksi halinde saklanmaktadir [55]. bFGF yapisal ve
fonksiyonel olarak onemli stabilite sorunlarina sahiptir. bFGF metiyonin, aspartat
ve asparajin dizilerine sahiptir ve bu diziler potansiyel degredasyon alanlaridir. bFGF
cam ve plastik ylizeylere biiyiik bir afinite ile yapismaktadir. Bu durum saklama
sirasinda bFGF’nin fiziksel kaybina neden olmakta ve biyolojik aktivite kaybinin
nedenlerinden birini olusturmaktadir. bFGF’nin plastik ylizeylere yapismasin
engellemek icin degisik plastik tipleri ile calisilmistir. Polipropilen ve polistiren
kaplar karsilastirildiginda, bFGF’nin en az polietilen kaplara yapistigi gozlenmistir.
bFGF’nin polietilen kaplara spesifik olmayan baglanmasini engellemek amaci ile
bu kaplar sigir serum albumini (BSA) ile kaplanmistir. BSA kapli polietilen kaplar
icinde bFGF’nin 4°C’de 4 hafta boyunca ilk aktivitesinin % 37.5’ini korudugu tespit
edilmistir [56]. bFGF; ¢ok sayida hiicre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon
ve gelisiminde etkili olan bir biiylime faktoriidiir. bFGF oncelikle fibroblastik
hiicreler icin mitojenik bir faktér olarak tanimlanmistir. bFGF dokularin
rejenerasyonunda etkilidir. Endotel hiicre ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve yeni kan damari
olusumunun uyarilmast bFGF’nin en iyi karakterize edilen fonksiyonlaridir.
bFGF’nin son zamanlarda norodejeneratif hastaliklarin tedavisi (Alzheimer,
Parkinson, beyin iskemisi vb.) iizerine etkisi yogun bir sekilde c¢alisilmaktadir.
bFGF; noronlar, hipokampus, striatum, spinal kord, serebellum ve parasempatik
gangliyonlar tizerinde tropik etkiye sahiptir. Mitoz sonrasi farklilasmis ndronlarin
yasamuini artirir. Noronlar: serbest radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, eksitator
aminoasitlere (glutamik asit) ve oksijensizlige kars1 korur. bFGF beyni gegici ve
devamli iskemiye karsi korur. Deneysel beyin iskemisinde, KBE’de bir dagilma

varliginda, orta beyin arter okliizyonu (arterin tikanmasi) modelinde (middle



cerebral artery occlusion (MCAQO) model) siganlara i.v. olarak yiiksek dozda (135
ng/kg) uygulandiginda bFGF noéroprotektif etki gostermistir. bFGF’nin  ve
reseptorlerinin - seviyesi norodejeneratif  hastaliklarda, Parkinson hastaliginda,
substantia nigra noronlarinda bFGF kaybi s6z konusudur. In vivo bFGF
uygulanmasinin dopaminerjik ndronlar1 kurtardigi ve bu nedenle Parkinson
hastaliginin tedavisinde {imit verici oldugu bildirilmistir. Alzheimer hastaligindaki
amiloid plaklarda bFGF azalmistir. bFGF plaklarin ana yapitasi olan amiloid 3
proteininin ndrodejeneratif etkilerini azalttifi gosterilmistir. Biiyiime faktorlerinin
biyolojik yar1 omiirleri ¢ok kisadir (bFGF ve PDGF, < 2-3 dak. vb.). Bu faktorler,
enjekte edildiklerinde hizli  bir sekilde kandan uzaklastiriir ve  doku
bariyerlerinden o6zellikle kapiler duvarlara yavas bir sekilde penetre olurlar. Bu
nedenlerden dolayi, sistemik  uygulama  sirasinda  farmakolojik etkinin
olusabilmesi i¢in yiliksek dozda ilag kullanilmakta ve sonugta istenmeyen yan etkiler
ortaya c¢ikmaktadir. Biiyime  faktorlerinin in vivo etkinligini artirmanin ve
istenmeyen etkilerinin ortadan kaldirilmasimnin bir yolu biyoaktif molekiiliin bir
polimerik tasiyici sistem ig¢ine hapsedilmesi ve belli bir zaman periyodu icinde
uzun stlreli salinmasmin saglanmasidir. Kontrollii salim sistemleri, mikrogram
veya daha kiigiikk miktarlarda etkinlik gosteren biiyiime faktorlerinin taginmasinda
uygun sistemlerdir. Biiyiime faktorleri bu sistemler i¢ine hapsedilerek yapr ve
aktivitelerini korumalar1 saglanmakta ve uzun siireli olarak aktif formlar

halinde salinmalar1 gergeklestirilmektedir [57].

1.5. Apoptoz Mekanizmasi

Viicudumuzdaki her hiicre belli bir siire yasar ve zamani gelince Oliir. Hiicre
Olimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir. Hiicre O6lim
tiplerinden biri olan apoptoz yunanca agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan
petal anlamina gelir. Apo: ayri, Ptosis: diisme demektir. Apoptoz terimi ilk kez
1972°de Avusturalyali bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmistir.
Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada

homeostazi koruyan bir olaydir. Kemik iliginde kan tiretiminin dengede tutulmasi
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icin  5x1011 kan hiicresinin  uzaklastirilmasi, menstruasyon  sirasinda
endometriyumun fonksiyonel tabakasinin dokiilmesi, menstruel siklus sonunda
korpus luteumun involusyonu apoptoz ile gergeklesir. Ince barsaklardaki kriptalarin
tabanlarinda yeni olusan hiicreler de, zamanla kriptalarin uclarina gé¢ ederler ve
apoptoz sonrasinda barsak bosluguna dokiiliirler. Deri hiicreleri de derinin bazal
tabakasinda olustuktan sonra derinin en iist tabakasina dogru go¢ ederler. Bu gog
sirasinda derinin her tabakasinda gesitli farklilasma 6zellikleri gdsterip en sonunda
organizmay1 dis etkenlere kars1 koruyan tabakay: olusturmak iizere oliirler. immiin
sistemin ¢ok dnemli hiicreleri olan T lenfositler timusda olgunlagirlar. Bu hiicrelerin
etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularma karst reaksiyon verme
potansiyeli tasiyanlar da kan dolagimina girmeden Once apoptozla oSliirler. Siitten
kesilen disilerin meme bezlerinde ve kastrasyon yapilan erkeklerin prostat bezlerinde
de apoptoz gozlenir. Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid,
Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve
mitokondriyonlar rol oynar. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum
girisi  olur. Kalsiyum 1yonlar;; endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alir.
Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Cat++ diizeyi artisi,
pH azalis1, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksidir. Hiicre disi
sinyaller ise biiyiime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptdrlerinin
aktivasyonu (FAS — FAS ligand aracilig: ile apoptoz, TNF araciligi ile apoptoz),
sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (Iskemi, toksinler, UV, kemoterapétik ilaglar,
radyasyon)’dir. Her 2 sinyal yolunda da kaspazlar gorev almaktadir. Hiicre igi
sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre disi sinyaller ekstrinsik

yol ile apoptozu indiikler [58, 59].

1.6. Nekroz Mekanizmasi

Rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz bir siirectir. En
yaygin nedeni hipoksidir. Arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve agir

metaller nekroza neden olur. Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS iiretimi artar,

nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP {liretimi azalir ve Ca++ kanallar1 acilir.
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Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik md.) hiicrenin iyon
dengesini bozar. DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim PARP (Poli ADP-riboz
polimeraz) NAD+’1 ikiye bolerek NAD kaybina neden olur. Bu durumda gergeklesen
ATP noksanligi, iyon pompasi yetersizligine yol agar. Bdylece hiicre sivi alir ve
organeller siser. Plasma membran biitiinliigli bozulur ve osmotik basing nedeniyle
hiicre patlar. Hiicre oliminii takiben hiicre igeriginin hiicreler arast bosluga
salinmas1 yangi (enflamasyon, iltithaplanma) olayina sebep olur. Bu olayin
karakteristik 6zelligi makrofaj ve ndtrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Gog
eden bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun

onemli bir isaretidir [59, 60].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1. Cihazlar

Elisa petri okuyucu (BIOTEK GENS Elisa Reader PowerWave XS2)

Karbondioksitli etiiv (Binder CB150)

Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet,Labor ildam,
Tiirkiye)

Sogutmali santrifiij (ROTINA 380R Hettich,Almanya)

Inverted mikroskop (Leica DM6000B, Isveg)

Floresan Mikroskobu (Leica, isveg)

Vorteks (Heidolph)

2.1.2. Kimyasallar

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,Biological Industries,Israil)
Fetal bovine serum (FBS,Biological industries,Israil)
Penicillin-streptomycin (Antibiyotik, Biological Industries,Israil)
Tripsin-EDTA Soluition C in PBS(Biological Industries,Israil)
WST-1 (Roche, Almanya)

48 kuyucuklu petri (BD,USA)

15 ml santrifiij tiipii (Nunc,Almanya)

Mikropipet (20um-100pum-1000pum Scaltec, Almanya)
Disposable pipet (2ml,5ml,10ml, Corning)

Etanol (Merck, Almanya)

PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD)

Toluidine blue (Bio Optica)

Sodyum kloriir (Amresco, Israil)

Propodium lodide (Roche, Almanya)
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Hoescht 33342 (Amresco, Israil)

Kollajen Tip 1 Antikoru (Sigma, Almanya)

Horse Radish Peroxidase kit (Amresco, Israil)

DAB chromogen kit (Amresco, Israil)

Riboniikleaz A (Sigma, Almanya)

Dimetil metilen mavisi ( Sigma, ABD)

EDTA (Amresco, Israil)

Primer antikorlar( kollajen tip-1) (Roche, Almanya)

Hydrolise probe master kit (Roche, Almanya) ve ¢esitli cam malzemeler

kullanlmustir.

2.1.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Soliisyonlar

2.1.3.1. Besiyeri Hazirlanmasi

%89 Dulbecco’s Modified Eagle Medium
%10 Fetal bovine serum

%1 Penicillin-Streptomycin

2.1.3.2. ikili Boyama (Double Staining) Cahsma Soliisyonunun Hazirlanmasi
100ul Riboniikleaz A, 100ul Propodium lodide, 500ul Hoescht 33342, 10ml PBS
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Riboniikleaz A; sitoplazmik RNA’nin boyanmasini

onler. Propodium Iodide nekrotik hiicreleri boyar. Hoescht 33342 apoptotik hiicreleri
boyar. Soliisyonlar kullanilana kadar — 20 °C’de saklanir [61].
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2.2. Yontem

Calismada kullanilacak biiytime faktOriinlin, normal insan fibroblast hiicre hatti
(ATCC: catalog no. PCS-201-012) iizerindeki etkisini incelemek amaciyla,
fibroblastlarin hiicre kiltiirii ortaminda ¢ogaltilmasi, orneklerin uygulanmasi,
sitotoksisite analizleri yapilarak hiicre canliliginin (%) belirlenmesi, apoptoz-nekroz
bakilmasi, kollajen tip 1 sentezinin immiinoblot analizleri ile test edilmesi ve analiz

sonuglarinin istatiksel olarak ifade edilmesi islemleri sirasiyla uygulandi.

2.2.1. Hicrelerin Kiiltiire Edilmesi

48 kuyucuga, her kuyucuga 5x10° adet olacak sekilde insan primer dermal fibroblast
hiicresi ekildi.. Uzerlerine, hiicreler zedelenmeden kiiltiir vasat1 (%89 DMEM, %10
Serum, % 1 Antibiyotik) ilave edildi. Hiicreler 37C, %5 CO; igeren nemli
inkiibatore yerlestirildi ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda, hiicreler Invert
mikroskopta incelendi. Hiicrelerin tutundugu ve ¢ogalmaya basladigi tespit edildi
[62].

2.2.2 IGF-1 ve EGF’nin Hiicreler Uzerine Uygulanmasi

24 saat sonunda 48 kuyucuklu petri igerisindeki kiiltiir vasati pipetle gekilerek atild.
iki farkli 6rnegin bir arada g¢alisilmasi igin 48 kuyucuklu petri isaretlenerek 2 ayri
alana ayrildi. Birinci alandaki hiicreler iizerine, ilk kuyucuga normal kiiltiir vasati
(negatif kontrol), diger kuyucuklara ise kiiltiir vasati igerisinde ¢oziilmiis IGF-1’in;
20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonlar1 2 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara
pipetlendi (Her bir kuyucuga 200ul eklendi). ikinci alandaki hiicreler iizerine, ilk
kuyucuga normal kiiltlir vasati (negatif kontrol), diger kuyucuklara ise kiiltiir vasati
icerisinde ¢6ziilmiis EGF’nin; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonlar1 2 tekrarli
olacak sekilde kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuga 200ul eklendi). Petri 37°C,
%5 CO; iceren nemli inkiibatore yerlestirildi ve inkiibasyona birakildi. 48. ve 72.

saatlerde hiicreler invert mikroskopta incelenerek ¢ogaldiklar1 gézlemlendi.
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2.2.3. WST-1 Analizi ile Hiicre Proliferasyonunun ve Canhligimin incelenmesi

48 saatlik toplam inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlari atildi,
yerine 100ul fenol kirmizisi igermeyen kiiltiir vasati eklendi. Her kuyucuga 10 pl
WST-1 soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyoun ardindan 440nm
dalga boyunda mikropetri okuyucuda absorbans 6l¢iimii yapildi [63].

2.2.4. ikili Boyama Analizi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Ikili boyama soliisyonu; 100ul Riboniikleaz A, 100ul Propodium Iodide, 500ul
Hoescht 33342 10ml PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Riboniikleaz A;
sitoplazmik RNA nin boyanmasini énler. Propodium lodide nekrotik hiicreleri boyar.
Hoescht 33342 apoptotik hiicreleri boyar. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin
vasatlar1 atildi, her kuyucuga 70ul ikili boyama soliisyonu damlatildi. 15 dk
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan florasan atagmanli mikroskopla
FITC ve DAPI filtresinde inceleme yapildi. Tiim goriintiiler 20X biiylitmede ¢ekildi
[64].

2.2.5. Immiinositokimya Analizi ile Kollajen Tip-1 Proteinin Incelenmesi

Orneklerin uygulandigi kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlar1 atildi. Hiicreler %3 liik
metanollii hidrojen peroksit ile 15 dk. muamele edildi. Daha sonra PBS le 15 dk.
yikama yapildi. HRP Kitinin i¢indeki protein bloklama soliisyonu ile 15 dk. muamele
edildi. Daha sonra Kollajen Tip I primer antikoru (1:100) damlatildi ve 1 saat
boyunca oda sicaklifinda inkiibe edildi. Primer antikorun ardindan 15.dk PBS ile
yikama yapildi. Daha sonra sekonder antikor ile 30 dk. oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ardindan 15 dk. PBS ile yikama yapildi. Streptavidin ile 20 dk. muamele
edildi. Ardindan PBS ile 15 dk. yikama yapildi. Yikamanin ardindan DAB kromojen
ile yaklasik 10 dk. muamele edildi, renk degisimi takip edildi. Daha sonra 15.dk PBS
ile yikama yapildi. Karsit boyama i¢in hematoksilen (1:2) ile 1 dk. muamele edilerek

hiicrelerin ¢ekirdeginin boyanmasi saglandi. Ardindan PBS ile boya kalintilart
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gidene kadar yikandiktan sonra hiicreler PBS igerisinde birakilarak 11k

mikroskobunda incelendi [65].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

ATCC-PCS-201-012 insan dermal fibroblast hiicreleri 48 kuyucuklu kiiltlir kabinin
tamamina ekilerek, 37°C %5 CO; iceren inkiibatorde kiiltive edilmistir. 24 saatin
sonunda hiicrelerin tutundugu ve ¢cogalmaya baslandig1 gézlemlenmistir. Mikroskop

hiicre goriintiileri Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

200 ym

Sekil 3.1. insan dermal fibroblast hiicrelerinin Invert mikroskoptaki 24. saat sonu

kiiltlir goriintiisii (negatif kontrol kuyucuklari)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.2. insan dermal fibroblast hiicrelerinin Invert mikroskoptaki 24. saat sonu

kiiltlir goriintiisii (negatif kontrol kuyucuklari)

(Bar=200um-10X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

3.2. Biiyiime Faktorleri ile Hiicrelerin Muamele Edilmesi

48 kuyucuklu hiicre kiiltiir isaretlenerek 2 ayri alana ayrildi. Birinci alandaki hiicreler
lizerine, kiiltiir vasati igerisinde ¢o6ziilmiis IGF-1’in; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml
konsantrasyonlari 2 tekrarl olacak sekilde kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuga
200pl eklendi). Ikinci alandaki hiicreler iizerine, kiiltiir vasat1 icerisinde ¢dziilmiis
EGF’nin; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonlar1 2 tekrarli olacak sekilde
kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuga 200ul eklendi). 24. saat ve 48. saat
sonunda biiyiime faktorleri eklenen kuyucuklardaki hiicre goriintileri Sekil 3.3-
3.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 3.3. IGF-1 20ng/ml, 24.saat sonu (biiytime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

20ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklart ve kontrol grubuna gore daha fazla ¢ogaldigi

acik¢a gozlemlenmektedir.
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Sekil 3.4. EGF 20ng/ml, 24.saat sonu (biiyiime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

20ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklart gézlemlenmektedir. Ancak proliferatif etki belli

olmamakla birlikte daha detayl1 analizler neticesinde degerlendirilecektir.
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Sekil 3.5. IGF-1 10ng/ml, 24.saat sonu (biiyiime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

10ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklart ve kontrol grubuna ve 20ng/ml IGF-1
konsantrasyonu uygulanan hiicrelere gore daha fazla ¢ogalmis oldugu

distiniilmektedir.
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Sekil 3.6. EGF 10ng/ml, 24.saat sonu (biiyiime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

10ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklari, kontrol grubuna goére ve 20ng/ml

konsantrasyona gore daha fazla ¢ogaldig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 3.7. IGF-1 5ng/ml, 24.saat sonu (biiytime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklar1 ve kontrol grubuna gore daha fazla cogaldig
acikca gozlemlenmektedir. Elde edilen hiicre goriintiilerinde, IGF-1’in 3 ayn
konsantrasyonun da kontrol grubuna goére daha proliferatif etki yarattig1 ve bu etkinin
birbirine yakin oldugu goézlemlenmistir. Calismada, detayli analizler ile elde edilen
istatistiki veriler neticesinde IGF-1’in hiicreler iizerindeki proliferatif etkisi daha

anlamli degerlendirilmistir.
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Sekil 3.8. EGF 5ng/ml, 24.saat sonu (biiylime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Sng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 24 saat
sonunda kiiltiir petrisine yapistiklari, kontrol grubuna ve diger uygulanan
konsantrasyonlara gore daha fazla cogaldig1 agikca gozlemlenmektedir. Elde edilen
hiicre gortintiilerinde, EGF’nin 20ng/ml uygulanan konsantrasyon hari¢ olmak iizere
diger timiinde daha proliferatif etki yarattigi ve bu etkinin IGF-1 uygulanan
kuyucuklardaki etkiye yakin oldugu gézlemlenmistir. Calismada, detayl analizler ile
elde edilen istatistiki veriler neticesinde EGF’nin hiicreler tizerindeki proliferatif

etkisi daha anlamli degerlendirilmistir.
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Sekil 3.9. IGF-1 5ng/ml, 48.saat sonu (biiyiime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 48 saat
sonunda kontrol grubuna ve diger uygulanan konsantrasyonlara gore daha fazla
cogaldig1 gozlemlenmektedir. Elde edilen hiicre goriintiilerinde, EGF’nin 20ng/ml
uygulanan konsantrasyon hari¢ olmak tizere diger tiimiinde daha proliferatif etki
yarattigr gozlemlenmistir. Calismada, detayli analizler ile elde edilen istatistiki
veriler neticesinde IGF-1’in hiicreler tizerindeki proliferatif etkisi daha anlamli

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.10. EGF 5ng/ml, 48.saat sonu (biiylime faktorii eklendikten sonra)

(Bar=200um-10X biiylitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Sng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklardaki fibroblast hiicrelerinin 48 saat
kontrol grubuna ve diger uygulanan konsantrasyonlara gore daha fazla ¢ogaldig:
acikca gozlemlenmektedir. Elde edilen hiicre goriintiilerinde, EGF’nin 20ng/ml
uygulanan konsantrasyon hari¢ olmak iizere diger tlimiinde daha proliferatif etki
yarattigi ve bu etkinin IGF-1 uygulanan kuyucuklardaki etkiye de yakin oldugu
gozlemlenmistir. Calismada, detayli analizler ile elde edilen istatistiki veriler
neticesinde EGF’nin hiicreler iizerindeki proliferatif etkisi daha anlamh

degerlendirilmistir.
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3.3. WST-1 Analizi ile Toksisitenin Belirlenmesi

WST-1 analizi ile yapilan sitotoksisite testinde, IGF-1 ve EGF biiylime faktoriiniin
insan dermal fibroblast hiicre kiiltiirli lizerindeki sitotoksik etkisi Cizelge 3.1. ve

Sekil 3.11.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Biiylime faktorleri uygulanmis insan dermal fibroblast hiicrelerinin

WST-1 analizi sonucundaki canlilik yiizdeleri (Absorbans=440nm)

Biiyiime | Uygulanan 1. 2. Ort. Negatif Canlilik +
Faktorii Miktar Kuyucuk | Kuyucuk Kontrol Standart
(ng/ml) Ortalama Sapma (%0)
IGF-1 20ng/ml 0.504 0.348 0.426 +30.78£0.11
IGF-1 10ng/mi 0.459 0.434 0.447 +37.07 £0.02
IGF-1 5ng/mi 0.420 0.478 0.449 +37.84+0.04
0.326
EGF 20ng/ml 0.364 0.264 0.314 -3.61£0.07
EGF 10ng/mi 0.451 0.429 0.440 +35.07£0.02
EGF 5ng/ml 0.482 0.468 0.475 +45.82+£0.10

Cizelge 3.1.°de ifade edilen degerler dogrultusunda; hiicre canlilig1 agisindan, IGF-1
ve EGF’nin azalan konsantrasyonlarinin kontrol grubu ortalamasina gore daha
olumlu bir etki yarattigi goézlemlenmistir. Ancak; EGF’nin 20ng/ml
konsantrasyonunun sitotoksik etki gosterdigi ve kontrol grubunun ortalamasina gore
% 3.61 + 0,07 oraninda hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu bulgusu elde
edilmistir. EGF’nin 5ng/ml konsantrasyonu ise, kontrol grubu ortalamasimna gore

hiicre canliliginda %45.82 + 0,10 ile en yiiksek artig1 gostermistir.
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Sekil 3.11. Biiyiime faktorii uygulanan hiicrelerin kontrol (standart) grubuna gore

proliferasyon artis grafigi

3.4. Ikili Boyama (Double Staining) Metodu ile Apoptoz ve Nekroz Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Apoptoz ve nekrozun belirlenmesi icin ikili boyama metodu kullanilmustir. ikili
boyama soliisyonu igerisinde bulunan Hoechst (33342) floresan boyasi DNA’ya
afinite olarak mavi floresan 1s1k altinda hiicre ¢ekirdeklerinin mavi renkte
goriinmesini saglar. Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri, pargalanmis, daha parlak, ¢ekirdek
smirlar1 bozulmasi vb. 6zelliklerinden dolayr diger mavi boyanmis g¢ekirdeklerden
ayirt edilebilirler. DAPI ve FITCH (480 ve 520nm dalga boyu) filtrelerinde
incelemeler gergeklestirilmistir. Bliylime faktorleri eklenen kuyucuklardaki apoptoz,
nekroz goriintiileri Sekil 3.12. - 3.25.’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.12. Negatif kontol apoptoz goriintiisii (bliylime faktorii eklenmemis)

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)
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Sekil 3.13. Negatif kontol nekroz goriintiisii (bliylime faktorii eklenmemis)

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

Negatif kontrol kuyucuklarinda yer alan hiicrelerde hiicre kiiltiir vasatinin herhangi

bir apoptatik ve nekrotik etki yaratmadig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.14. 20ng/ml IGF-1 apoptoz goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

20ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak %4.67+0.40
diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir. Ancak birim alana diisen hiicre
sayist dikkate alindiginda kontrol grubuna gore %30’dan daha fazla artis oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.15. 20ng/ml IGF-1 nekroz goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

20ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.54+0.35

diizeyinde nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.16. 10ng/ml IGF-1 apoptoz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

10ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 4.18+0.30

diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.17. 10ng/ml IGF-1 nekroz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

10ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 1.54+0.25

diizeyinde nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.18. 5ng/ml IGF-1 apoptoz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.33+0.20

diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.19. 5ng/ml IGF-1 nekroz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 1.324+0.20

diizeyinde nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.20. 20ng/ml EGF apoptoz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

20ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 8.32+0.70
diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir. Birim alana diisen hiicre sayis1
dikkate alindiginda ise kontrol grubuna gore %3.61 diisiis oldugu tespit edilmistir.

Bu durum nekrotik hiicre goriintiisii ile beraber degerlendirilmistir.
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Sekil 3.21. 20ng/ml EGF nekroz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

20ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarda, istatistiki olarak % 11.48+1.00 oraninda
nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir. WST-1 analiz sonuglarinda, hiicre
canliliginda %3.61°lik diisiisiin oldugu ve fenotipik gozlemde hiicre morfolojisinin

de kismen bozuldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.22. 10ng/ml EGF apoptoz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

10ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.78+0.40

diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.23. 10ng/ml EGF nekroz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

10ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.71+0.30

diizeyinde nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.24. 5ng/ml EGF apoptoz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

5ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.25+0.20

diizeyinde apoptoza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.
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Sekil 3.25. 5ng/ml EGF nekroz goriintiisii.

(Bar=100um-20X biiyiitmede floresan atagmanli Leica Inverted mikroskop ile

goriintiilenmistir)

5ng/ml EGF ile muamele edilmis kuyucuklarda, istatistiki olarak % 1.89+0.20

diizeyinde nekroza ugramis hiicrelere rastlanilmistir.

Ikili boyama metodu ile elde edilen apoptoz ve nekroz goriintiileri dogrultusunda;
EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonu uygulanan kuyucuk hari¢ olmak iizere ,diger tim
kuyucuklarda 6nemsenmeyecek diizeyde nekrotik hiicrelere rastlanilmistir. EGF’nin
20ng/ml  konsantrasyon uygulanan kuyucukta yaklasik %11.48+1.00 oraninda
nekrotik hiicreler tespit edilmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 neticesinde yiiksek
dozdaki EGF konsantrasyonunun hiicrelerde nekroza sebebiyet vermesinin yani sira

hiicre canliliginda da azalmaya neden olmaktadir.
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3.5. DAB Kromojen Boyama ile Kollajen Tip-1 Analizi

DAB kromojen boyama metodu ile biiyiime faktorlerinin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandigi insan dermal fibroblast hiicrelerinin kollajen tip-1 protein sentezleri
Sekil 3.26 — 3.37°de gosterilmistir.

Sekil 3.26. Negatif kontrol kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.27. Negatif kontrol kuyucuk goriintiisii (biiytime faktorii uygulanmis, antikor

eklenmemis)

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Negatif kontrol kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalar1 igerisinde kahverengi
olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin goriilmemesi beklenmistir. Diger bir
ifadeyle; kuyucuklara kollajen tip-1 primer antikoru eklenmedigi igin, hiicrenin
sitoplazmas1 igerisinde var oldugu distiniilen kollajen tip-1 protenlerine
baglanamamis ve herhangi bir protein varligini isaret eden goriintiiye de bu sebeple

rastlanilmamustir.
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Sekil 3.28. Pozitif kontrol kuyucuk goriintiisii (biiylime faktorii uygulanmamais)

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

46



Sekil 3.29. Pozitif kontrol kuyucuk goriintiisii (biiylime faktorii uygulanmamais)

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Pozitif kontrol kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalar1 icerisinde kahverengi
olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin goériilmesi beklenmistir. Biiylime
faktorii uygulanmamis olmasina ragmen hiicrelerin bu dis faktérden bagimsiz olarak

kollajen tip-1 proteini iiretimlerini gerg¢eklestirdigi goriillmektedir.
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100 pm

Sekil 3.30. 20ng/ml IGF-1 uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

20ng/ml IGF-1 uygulanan kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalari igerisinde
kahverengi olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna kiyasla

daha az oldugu ve hiicre morfolojisinin bozulmaya dogru gittigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.31. 10ng/ml IGF-1 uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

10ng/ml IGF-1 uygulanan kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalari1 igerisinde
kahverengi olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna kiyasla

daha yogun oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.32. 5ng/ml IGF-1 uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

5ng/ml IGF-1 wuygulanan kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalar1 igerisinde
kahverengi olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna ve 20ng/ml
IGF-1 konsantrasyonu uygulanan kuyucuktaki hiicrelere kiyasla daha yogun oldugu
gorilmiistiir.

50



50 ym

Sekil 3.33. 5ng/ml IGF-1 uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=50um-40X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Elde edilen mikroskop goriintiileri karsilastirildiginda, 5ng/ml IGF-1 konsantrasyonu
uygulanan hiicreler ile 10ng/ml IGF-1 konsantrasyonu uygulanan hiicrelerin yakin

diizeyde protein sentezi gerceklestirdikleri diistiniilmiistiir.

o1



Sekil 3.34. 20ng/ml EGF uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

20ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalar1 igerisinde
kahverengi olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin neredeyse goriilmedigi,

ayni zamanda hiicre morfolojilerinin bozulmus olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.35. 10ng/ml EGF uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

10ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarinda, hiicrelerin sitoplazmalar1 igerisinde
kahverengi olarak boyanmis kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna ve 20ng/ml
EGF konsantrasyonu uygulanan kuyucuktaki hiicrelere kiyasla daha yogun oldugu

gorilmiistir.
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Sekil 3.36. 5ng/ml EGF uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=100um-20X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir)

Elde edilen mikroskop goriintiileri karsilagtirildiginda, 5ng/ml EGF konsantrasyonu
uygulanan hiicreler ile 10ng/ml EGF konsantrasyonu uygulanan hiicrelerin yakin
diizeyde protein sentezi gergeklestirdikleri diisliniilmiistiir. Ancak hiicre
proliferasyonunun 5ng/ml EGF konsantrasyonu uygulanan kuyucuklarda daha ¢ok

arttigi da gorilmiistiir.
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Sekil 3.37. 5ng/ml EGF uygulanmis kuyucuk goriintiisii

(Bar=50pum-40X biiyiitmede Leica Inverted mikroskop ile goriintiilenmistir.)

40X biiyiitme ile elde edilen hiicre goriintiisiinde, Sng/ml EGF konsantrasyonu
uygulanan kuyucuklardaki hiicrelerin protein sentezini yogun bir sekilde

gergeklestirdigi ve ¢ekirdek ve hiicre yapilarinin normal oldugu goriilmiistiir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Literatiirde, IGF-1’in ve EGF’nin kollajen sentezi iizerinde tetikleyici potansiyelinin
yiksek olduguna dair yaymlara rastlanmaktadir [8]. Son zamanlarda yapilan
calismalarda EGF’nin yara iyilesmesi {lizerinde olumlu etkilerinin oldugu
gosterilmistir  [9]. EGF"nin sistemik yoldan uygulanmasi ile ilgili yapilan
calismalarda epitelizasyonu ve graniilasyon dokusu olusumunu ve de yeni damar
olusumunu uyarak yara iyilesmesini hizlandirdigini bildirilmistir. Farkli yara
modellerinde EGF’lerin etkilerini aragtiran bir¢ok ¢alisma yapilmistir [16]. EGF, her
giin topikal uygulandiginda, tavsan kulagi yara modeli, split-thickness epidermal
yaralar ve parsiyel kalinliktaki yaniklarin epitelizasyonunu arttirmistir. Kobaylarda,
EGF ile desteklenen yaralarda, desteklenmeyenlere oranla, daha fazla kollajen ve
glikozaminoglikan toplandigi, ayrica seliilaritenin arttigi  gosterilmistir  [21].
Diyabetik kobaylarda, EGF destegi, kollajen birikimini hizlandirmistir. EGF,
sistemik uygulanan metilprednizolon'un yara iyilesmesini geciktirici etkisini geri
dondiirebilmistir [22, 25, 27]. Yapilan bir diger ¢alismada, EGF uygulamasinin 7.

giiniinde intussepsis anjiyogenesisin belirgin diizeyde arttig1 tespit edilmistir [28].

IGF-1 de ¢esitli hayvan modellerinde incelenmis; kobay kulagindaki yaraya
topikal uygulanimi sonrasi epitelizasyonu hizlandirdigi gosterilmistir. Kobaylara
yapilan subkiitan enjeksiyon ile hiicre sayisit ve kollajen igerigi artmistir [35].
IGF-1; farelerde enfeksiyon ve diyabetin neden olabilecegi yara iyilesmesi
sorunlarina olumlu etki gostermistir. Tavsan kulagi modelinde epitelizasyon
hizin1 arttirdig1 saptanmistir. Farelere yerlestirilen subkiitan siingerlere her giin
IGF-1 enjekte edilmis ve enjeksiyon yapilmayanlara oranla, yapilanlarda,
tedavinin 7. giiniinde hiicre miktarinda ve kollajen igeriginde artma saptanmaistir.
Farelerdeki insizyonel yaralanmalara kollajen vehikiil i¢inde IGF-1
uygulandiginda, 7 hafta sonunda, kontrollere oranla, yara iyilesmesi daha
belirgin olarak saptanmustir [21, 38]. Radyasyon uygulanmis kobaylardaki
insizyonel yaralar, kollajen vehikiil iginde IGF-1 ile desteklendiginde, 7 ve 12.

glinlerde, yaranin saglamliginda belirgin artma oldugu gosterilmistir [39].
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Diyabetik farelerde eksizyonel vyaralar, IGF-1’in topikal uygulanimi ile
desteklendiginde daha hizli kapanmistir [42].

Yapilan bu c¢alismada, doku rejenerasyonu sagladigr gosterilmis biliylime
faktorlerinin  (EGF, IGF-1) insan dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksisitesi, proliferasyon hizina etkisi ve oOzellikle Kkollajen tip-1 sentezi
tizerindeki etkisi arastirildi. Sitotoksisitenin ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesi
icin WST-1 ve Ikili boyama metodlar1 uygulandi. Elde edilen sonuglara gore,
EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonunun insan dermal fibroblast hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gosterdigi ve bunun sonucu olarak, 48 saat sonunda kontrol grubuna
gore, hiicre canlilig1 tizerinde % 3,61 + 0,30 azalmaya sebep olmustur. Ayrica elde
edilen 2 ayr analiz neticesinde proliferasyon hizint % 45,82 + 0,40 oraninda en ¢ok
artiran ve bununla beraber en az nekrotik hiicre olusumunu saglayan biiyiime

faktoriinlin; EGF’nin 5Sng/ml konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir.

IGF-1 uygulanmig hiicreler lizerinde yapilan gerek WST-1 gerekse ikili boyama
analizlerinde elde edilen sonuglar neticesinde, en yiiksek hiicre canliliginin Sng/ml
konsantrasyonunda  oldugu  bulgusuna  ulasilmistir.  IGF-1’in  5Sng/ml
konsantrasyonunun, kontrol grubuna kiyasla % 37,84 + 0,30 daha fazla hiicre

proliferasyonunu artirdigi gozlemlenmistir.

DAB kromojen boyama metodu ile yapilan immiinositokimya analizinde; biiylime
faktori uygulanan hiicrelerde, pozitif kontrol grubuna kiyasla kollajen tip-1
sentezinin daha fazla oldugu goézlemlendi. Biiylime faktorii uygulanmis hiicreler
arasinda; en fazla proliferasyon artisin1 ve kollajen tip-1 sentezini EGF’nin 5ng/ml

konsantrasyonunun ger¢eklestirdigi sonucuna varilmastir.

Yapilan diger ¢alismalara paralel olarak bu arastirmada da biiyiime faktorlerinin
kollajen sentezinde ve hiicre proliferasyonunda etkin oldugu gosterilmistir.
Kollajen sentezi yoniinden incelendiklerinde en yiiksek etkiyi EGF’nin gosterdigi
izlenirken, IGF-1’in de aymi konsantrasyonlarinda benzer etki gosterdigi
gosterilmistir.  Deri  rejenerasyonunda  kullanilan  biiylime  faktori

konsantrasyonlarinin dogru ayarlanmadigr taktirde toksik etki yaratarak hiicre
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Oliimlerine sebep olacagi da EGF’nin uygulanan yiiksek konsantrasyonlarinda

tespit edilerek gosterilmistir.
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