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Kollajen; deri, kemik, kıkırdak, tendon ve diğer bağ dokularda bulunan ipliksi bir 

protein olup aynı zamana derinin orta katmanı olarak ifade edilen dermisin de 

iskelesini oluĢturur. Kollajen, derinin sağlamlığını destekler ve deride dağınık olarak 

bulunan fibroblast hücrelerince üretilir. YaĢlanma süreci ile birlikte yapısal proteinler 

birbirlerine tutunurlar veya Ģekil değiĢtirirler.  Bu değiĢimler proteinlerin görevlerini 

tam olarak yapamamalarına yol açar ve sonuçta kollajen kayıplarına, dokuların 

gevĢekliğine ve cilt kırıĢıklıklarına yol açarlar.  

 

Kozmetik sorunların çözümüne odaklı dermatoloji son yılların en popüler araĢtırma 

dallarından birini oluĢturmaktadır.  Cildin doğal yapısını ve gençliğindeki canlı 

rengini korumak , doğasında olan güzelliği yakalamak, derin çizgiler, ince çizgiler, 

akne ve sivilce izleri gibi kusurların ortaya çıkmasını ertelemek ve onarmak 

amacıyla geliĢtirilmiĢ pek çok raf ürünü pazarda yer almaktadır. Hızlı etki göstererek 

çabuk toparlanma sağlayan, cildi sıkılaĢtıran otolog fibroblast içeren hücresel 

ürünlere giderek talep artmaktadır.  

Bu çalıĢmada, deri rejenerasyonunda kullanılan iki önemli büyüme faktörünün EGF 

ve IGF-1 (Epidermal Büyüme Faktörü ve Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1)’ in 

kollajen tip-1 üretimi üzerindeki etkileri insan dermal fibroblast hücreleri 
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kullanılarak araĢtırılmıĢtır. EGF ve IGF-1’in; öncelikle sitotoksik olmayan 

konsantrasyon seviyelerine, hücre canlılıklarına, proliferasyon seviyelerine ve 

ardından kollajen tip-1 protein üretimi üzerindeki etkilerine bakılarak karar 

verilmiĢtir. Bu amaçla normal insan fibroblast hücreleri, her bir büyüme faktörünün 

farklı konsantrasyonları ile muamele edilmiĢtir. 

 

Elde edilen sonuçlara göre, EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonunun insan dermal 

fibroblast hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterdiği ve bunun sonucu olarak, 48 

saat sonunda  kontrol grubuna göre, hücre canlılığı üzerinde % 3,61 ± 0,30 azalmaya 

sebep olmuĢtur. Ayrıca elde edilen 2 ayrı analiz neticesinde proliferasyon hızını % 

45,82 ± 0,40 oranında en çok artıran ve bununla beraber en az nekrotik hücre 

oluĢumunu sağlayan büyüme faktörünün; EGF’nin 5ng/ml konsantrasyonu olduğu 

tespit edilmiĢtir.  

 

DAB kromojen boyama metodu  ile yapılan immünositokimya analizinde; büyüme 

faktörü uygulanan hücrelerde, pozitif kontrol grubuna kıyasla kollajen tip-1 

sentezinin daha fazla olduğu gözlemlendi. Büyüme faktörü uygulanmıĢ hücreler 

arasında; en fazla proliferasyon artıĢını ve kollajen tip-1 sentezini EGF’nin 5ng/ml 

konsantrasyonunun gerçekleĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır.  

 

 

Anahtar kelimeler: Fibroblast, Epidermal Büyüme Faktörü, Ġnsülin Benzeri       

                                  Büyüme Faktörü-1, Proliferasyon, Kollajen Tip-1. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF EGF (EPIDERMAL GROWTH FACTOR) AND IGF-1 

(INSULIN LIKE GROWTH FACTOR-1) MOLECULES WHICH INDUCE 

COLLAGEN BIYOSYNTHESIS AND TESTĠNG ON FIBROBLAST CELLS 

WITH DETERMINING OF OPTIMUM CONCENTRATIONS 

 

ERDOĞAN, Erdal 

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Bioengineering, Master Thesis 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa TÜRK 

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 I collagen biosynthesis-inducing effect of 2 important growth 

factors (Epidermal Growth Factor and Insulin-like Growth Factor-1) were researched 
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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. GĠRĠġ 

 

 

Ekstraselüler matriksin düzenli bir Ģekilde sıralanıĢı epitel dokuya kuvvet ve 

fonksiyonellik kazandırır. Hücrelerarası bu madde, fibroblast hücrelerince üretilirler 

ve öncelikle kollajen ve elastin liflerinden meydana gelirler ki bunlar da epitel 

dokuya dinamiklik ve elastikiyet katar [1, 2].    

 

 

  

  

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

ġekil 1.1. Ġnsan fibroblast hücre kültürünün görüntüsü   

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted Mikroskop ile görüntülenmiĢtir.) 

 

 

Epitel dokunun zamanla yaĢlanıyor olması, orta tabaka olarak bilinen demisteki 

ekstraselüler matriks miktarının düĢmesi ve düzenli Ģekildeki dağılımının bozulması 

ile ilgilidir.  Ġnsan epitel dokusunda en çok bulunan kollajen tip 1’dir [3].
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ġekil 1.2. Hava akıĢ kabini altında hücre kültürü çalıĢan araĢtırmacı görüntüsü 

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

 

 

YaĢlılık süreci, cilt dokusundaki pürüzsüzlüğün bozulması, lekelenme, çukurluklar, 

renk tonundaki koyulaĢmalar, ince çizgiler ve incelen deri katmanı ile kendini 

gösterir. Bu değiĢimlerden korunmak için, baĢta yaĢam konforunun (beslenme, spor 

vb. alıĢkanlıklar) artırılması ve buna müteakip topikal uygulamalar ile ve özellikle 

son yıllarda artan bir talep olarak karĢımıza çıkan noninvaziv operasyonlar önem 

taĢımaktadır. Topikal uygulamalarda, büyüme faktörü içeren kremler ve serum 

yapıları yer alırken, noninvaziv uygulamalarda ise botoks (botulinum toksin), 

hyalüronik asit (dolgu preparatları) ile otolog olarak fibroblast ve trombositçe zengin 

plazma enjeksiyonları tercih edilmektedir. 
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1.1. Ekstraselüler Matriks 

 

Ekstraselüler matriks (ECM); dokuların bir birleriyle olan haberleĢmesinde ve 

iĢlevlerinin düzenlenmesinde önemli bir görev üstlenir. ECM, peptid ve karbonhidrat 

içeriğine sahip olmakla birlikte kompleks bir molekül yapısındadır [4, 5]. ECM’de 

yer alan bazı özelleĢmiĢ moleküller, köken olarak benzer hücrelerle sinyal alıĢveriĢi 

yaparak birtakım biyolojik geri bildirimlere sebep olurlar [6]. ECM, fibroblast 

hücreleri tarafından üretilirler [7, 8]. ECM’nin yapısı, içerdiği maddelerin miktarı ve 

iĢlevselliği yer aldığı dokuya göre farklılık gösterir.  

 

 

1.2. Fibroblast  

 

Fibroblastlar, bağ dokusunun ana elemanı olup, epitel dokunun orta katmanında yer 

alan ve pek çok görev üstlenen  hücrelerdir [9-11]. Ekstraselüler matriksnin 

üretilmesinde görev alırlar. Epitelin yapısını ve dinamikliği üstünde kritik önemi 

olan fibroblast hücrelerinin rejeneratif ve reperatif etkileri vardır. Epitelde en fazla 

yer alan protein olan kollajen, spesifik yapısı ile derinin sağlamlığında ve 

elastıkiyetinde önemli rol oynar [12]. Fibroblast hücrelerince üretilen kollajen ve 

elastin proteinlerinin ekstraselüler matriks içerisinde azalması, kollajen sindiren 

birtakım enzimlerin artıĢ göstermesi ve cilt yapısındaki bozulmaların belirginleĢmesi, 

yaĢlılık belirtilerinin bir göstergesi olarak ortaya çıkmaktadır [13, 14, 15]. 

 

 

1.3. Kollajen 

 

Memelilerdeki proteinlerin yaklaĢık %7’sini, tüm vücut proteinlerinin ise yaklaĢık 

%31’ini kollajen proteini temsil etmektedir [16]. Bu proteinin en spesifik özelliği; 3 

polipeptit alt ünitesinin sarmal yapıyı oluĢturacak nitelikte bir araya gelmesidir [17]. 

Alt ünite olan alfa zincirleri dönüĢ yaparak iplikçikleri, iplikçikler de yine bir bütün 

oluĢturarak kollajen demetlerini oluĢtururlar. Kollajen lifleri ve demetleri, epitel 

dokuda ve bağ dokuda daha nizami, kıkırdak dokuda esnek yapıda, kemik ve diĢ 

dokularında kristal yapısında olup ekstraselüler matriks içerisinde konumlanırlar. 
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Kollajenin en çarpıcı taraflarından biri aminoasit dizilerinin birbiri ardı sıralanan 

üçlü peptid yapısında olmasıdır. Glisin aminoasidi ağırlıklı olmak üzere bu üçlü 

dizide sıklıkla yer alır [18-20]. Fibroblast hücreleri içerisinde yer alan ve protein 

sentezlenmesinden sorumlu olan ribozom içerisinde bu peptitler sentezlenirler. 

Kollajenin öncül yapısı prokollajendir. Prokollajenler üretildikten sonra hücre dıĢına 

gönderilir. Burada tropokollajenlere ve ardından kollajen proteinine dönüĢmektedir 

[21, 22]. Kollajen proteinini meydana getiren alfa zincirlerinin değiĢken yapılarına 

göre yaklaĢık 18 faklı kollajen tipi olduğu ifade edilmiĢtir. Epitel dokuda en çok 

rastlanan kollajen tip-1 protein yapısıdır [23].  

 

 

1.4. Deri Rejenerasyonunda Rol Oynayan Büyüme Faktörleri 

  

Hücrelerce sentezlenen, bununla beraber kan serumunda var olan, peptid ve daha 

kompleks protein özelliğindeki pek çok büyüme faktörü üzerine yapılan araĢtırmalar 

son dekatta oldukça artmıĢtır. Bu faktörleri temel anlamda 3 ana kategoriye 

ayırabiliriz. Birinci kategoride, sayıları oldukça fazla olan (150 üzeri) tek çekirdekli 

hücreler olarak bilinen ve bağıĢıklık hücresi grubunda yer alan B, T lenfositi ile 

monositlerdir. Bu moleküllerden salgılanan sitokinler bağıĢıklık sisteminin ve yangı 

gibi olayların düzenlenmesinde görev alırlar [24-26]. Ġkinci kategoride, hücrelerin 

olgunlaĢmasını ve proliferasyonunu tetikleyen moleküller yer alır. Bunlar sayıları 

15’ten fazla olduğu bilinen fibroblast büyüme faktörü ve epidermal büyüme faktörü 

gibi moleküllerdir. Son kategoriyi ise, eritrositleri ve akyuvarları uyararak onların 

çoğalmasını regüle eden büyüme faktörleri teĢkil etmektedir [27]. 
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Çizelge 1.1. Deri Rejenerasyonunda Rol Oynayan Büyüme Faktörleri [28] 

 

Büyüme Faktörü Hedef Hücre Hücrenin Kaynağı 

Epidermal Büyüme Faktörü, EGF Endotelyum 

Fibroblast 

Epitelyum 

Monositler 

Makrofajlar 

Fibroblast Büyüme Faktörü, FGF Endotelyum 

Fibroblast 

Keratinosit 

Monositler 

Makrofajlar 

Endotelyum 

Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü, 

PDGF 

Fibroblastlar 

Düz Kas Hücreleri 

Trombositler 

Endotelyum 

Monositler 

Makrofajlar 

Düz Kas 

Hücreleri 

Transforme Edici Büyüme Faktörü 

Beta, TGF-β 

 

Fibroblastlar 

Endotelyum 

Epitelyum 

Monosit 

Lenfosit 

Trombositler 

Kemik 

Makrofajlar 

Mast Hücreleri 

Ġnterlökin-1, IL-1 Monosit 

Keratinosit 

Fibroblastlar 

Nötrofiller 

Lenfosit 

Keratinosit 

Makrofajlar 

Tümör Nekrozis Faktörü-Alfa, TNF-α 

 

Nötrofiller 

Fibroblastlar 

Monositler 

Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü, IGF Fibroblastlar 

Keratinositler 

Fibroblastlar 

 

 

Epidermal büyüme faktörü ve insülin benzeri büyüme faktörü 1; epitel dokunun 

yenilenmesinde ve onarımında en fazla tercih edilen ve genellikle kozmetik ile 

estetik sektöründe sıklıkla kullanılan iki önemli majör moleküllerdir [29]. 



 6 

1.4.1. Epidermal Büyüme Faktörü (EGF)  

 

Epidermal Büyüme Faktörü ilk kez 1962 yılında Dr. Stanley Cohen tarafından erkek 

fare submandibuler tükürük bezinden izole edilmiĢtir. Cohen, erkek fare 

submandibuler tükürük bezinde sinir büyüme faktörü (NBF) izole etmeye çalıĢırken, 

bu bezlerden elde ettiği ekstrenin yeni doğan farelere enjekte edildiğinde erken göz 

kapağı açılıĢına ve erken diĢ sürmesine neden olduğunu gözleyerek etken maddeyi 

izole etmiĢ ve epidermis geliĢimini hızlandırıcı etkisi nedeni ile bu maddeye 

Epidermal Growth Factor (Epidermal Büyüme Faktörü-EGF) adını vermiĢtir [30-32]. 

EGF bir çok memeli türünün değiĢik doku ve vücut sıvılarında bulunan 53 

aminoasitten oluĢmuĢ mitojenik bir polipeptitdir. Subkutan yolla enjekte edildiğinde 

48 aminoasitli Ģekle dönüĢmekte ve etken hale gelmektedir [33].  Mitojenik bir 

polipeptid olan EGF, yara iyileĢmesine enflamasyon fazının bitiminde etki etmeye 

baĢlamakta ve fibroblastik oluĢumu indüklediği ve bunun yanı sıra granülasyon 

dokusu oluĢumunu ve epitelizasyonu uyardığı bilinmektedir [34, 35]. Son 

zamanlarda gerek genel tıp alanında gerekse ağız cerrahisinde yapılan çalıĢmalarda 

EGF'nin yara iyileĢmesi üzerinde olumlu etkilerinin olduğu gösterilmiĢtir. Genel tıp 

alanında EGF özellikle yanık tedavilerinde ve korneal yaralanmalarda 

kullanılmaktadır. AraĢtırmacılar deride oluĢan yarıklarda ve korneal yaralanmalarda 

EGF'nin kullanıldığı durumlarda yara iyileĢmesi üzerinde olumlu etkisinin olduğunu 

göstermiĢlerdir. Topikal formda ilaç uygulamalarının tıp alanında kullanılmasına 

baĢlandıktan sonra oluĢan yaralanmalarda topikal olarak solüsyonların ve biyoadesif 

taĢıyıcı sistemlerin uygulanması yara iyileĢmesinde olumlu bir etki sağlamıĢ, oluĢan 

deri yaralanmalarında, korneal yaralanmalarda, yanıklarda ve gastrointestinal sistem 

yaralanmalarda olumlu etkisi gösterilmiĢtir [36-38]. 

 

 

 

1.4.2. Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü -1 (IGF-1)  

 

Ġnsülin Benzeri Büyüme faktörleri (IGF) genellikle lokal olarak etki gösteren ve 

spesifik hücrelerde büyümeyi uyaran, primer aminoasid dizilimleri birbirlerine ve 

insan proinsüline benzeyen küçük peptidlerdir [39]. Yapısal ve fonksiyonel olarak 
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büyüme faktörleri ailesi içerisinde yer alır. Kısmen büyüme hormonuna (BH) 

bağımlı ve BH'nin anabolik ve mitojenik etkilerinden bir çoğuna aracılık eden bir 

peptid grubudur. IGF-1, büyüme hormonunun büyümeyi hızlandırmada major 

mediyatörü olarak görev alan ve 7647 dalton ağırlığında küçük bir peptidtir [40-42]. 

Postnatal yaĢam boyunca dolaĢımda anlamlı seviyelerde bulunur ve insüline benzer 

dozlarda glukoregülatuar ve mitojenik özellik gösterir. IBF-2 de yapısal olarak IGF-

1'e benzer fakat baĢka bir gen tarafından kodlanmıĢtır.
 
IGF-1, BH'nin kontrolü 

altında karaciğerde sentez edilir ve kana sekrete edilir [43]. IGF-1 kemik gibi 

periferal dokularda da otokrin/parakrin sentezlenir. IGF-1 ve IGF-2'nin birbirinden 

ayrı reseptörleri vardır. Ġnsülin ve IGF-1 reseptörleri yaklaĢık olarak %38 oranında 

benzerlik gösterir [44]. IBF bağlayıcı proteinler yüksek afiniteli protein ailesinin bir 

üyesidir. IGF-1 ve IGF-2 için afinitesi, IGF-1 reseptörlerinden daha fazladır [45]. 

 

 

1.4.3. Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü (PDGF) 

 

Trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) yaklaĢık 30.000 dalton ağırlığında bir 

glikoprotein molekülüdür [46]. A ve B olmak üzere iki polipeptid zincirinin disülfid 

bağları ile birleĢmesinden meydana gelmiĢtir [46, 47]. PDGF'nin mitojenik etkisine 

beta reseptörleri aracılık etmektedir. PDGF reseptörleri hücre zarında yer alırlar ve 

glikoprotein yapısındadırlar. Alfa ve beta reseptörleri hücre içinde birden fazla 

haberci sistem ile bağlantılıdırlar. PDGF reseptörlerinin uyarılması ile hücre içinde 

bir fosforilasyon zincir reaksiyonu baĢlamaktadır. Beta reseptöründe hücre içinde 

ikinci haberci sistem, tirozin kinaz enziminin aktivasyonuna neden olmaktadır. 

Tirozin kinaz enzim aktivasyonunun, mitojenik cevabın oluĢumuna aracılık eden 

faktörlerden biri olabileceği üzerinde durulmaktadır [48, 49]. PDGF'nin dolaĢım 

sistemi içinde yarılanma ömrü iki dakika gibi çok kısa bir süredir. Bu onun lokal 

olarak üretilip lokal olarak etkili olduğuna iĢaret etmektedir. PDGF, plazmada alfa-2 

makroglobulin yapısında bir proteine bağlanarak aktivitesini kaybetmektedir. 

PDGF'nin etkili olduğu hücrelerin belli baĢlıları; arteriyel düz kas hücreleri, 

fibroblastlar, glia hücreleri, arteriyel, kapiller endodel hücreleri ve bazı lökositlerdir. 

PDGF'nin bir çok farklı biyolojik etkisi vardır [50]. PDGF , normal hücreleri ve 

tümör hücrelerini parakrin veya otokrin yolla uyararak çoğalmalarını sağlar. Bağ 
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doku hücrelerinin çoğalarak matriks proteinlerini üretmelerine sebep olur. 

Fibroblastlarda aktin reorganizasyonunu artırır. Damarlar üzerinde kuvvetli bir 

vazokonstriktördür. Polimorf nüklear lökositler ve monosit/makrofajları uyarır. 

Kemotaksiye neden olurlar [51]. Yapılan çalıĢmalarda, PDGF’nin yara 

iyileĢmesininin neredeyse tüm süreçlerinde rol aldığı ve önemli bir stimule edici 

faktör olduğu ifade edilmiĢtir [52].  

 

 

1.4.4. Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) 

 

Fibroblast  büyüme  faktörü (FGF), polipeptit  büyüme  faktörlerinin  büyük  bir  

ailesini  oluĢturmaktadır. FGF değiĢik organizmalarda (hematodlardan insanlara 

kadar geniĢ bir yelpazede) bulunmaktadır [52]. Fibroblast büyüme faktör ailesinin, 

biyolojik aktiviteleri açısından benzerlik  gösteren, 17-34 kDa  aralığında molekül 

ağırlığına  sahip  olan  üyeleri  mevcuttur. Omurgalılarda  gen  yapısı ve amino asit 

sırası  (özellikle  reseptöre bağlanma alanları) bakımından FGF  yüksek  oranda  

korunmuĢlardır.  FGF  çeĢitli  mezoderm  ve nöroektodermden türeyen hücreler 

(fibroblastlar, osteoblastlar, düz kas hücreleri, endotel hücreler, kondrositler, 

melanositler gibi) için kuvvetli mitojenik aktiviteleri, nörotropik özellikleri ve 

heparin bağlama özellikleri ile karakterize edilmiĢlerdir [53]. Çok bilinen iki FGF 

izoelektrik noktalarının (pI) farklı olması nedeni ile  birbirinden  ayırt  edilmiĢtir. 

Asidik FGF  (aFGF,  FGF-1;  15 kDa)’nin pI 4.5-6, bazik FGF (bFGF, FGF-2)’nin 

ise pI 9.6-9.8’dir. Bu iki büyüme faktörü % 55 sıra benzerliğine sahiptir. Genom 

taraması ile birçok FGF geni bulunmuĢtur. Ġnsanda 22 tane FGF geni  tanımlanmıĢtır.  

bFGF’yi  kodlayan,  FGF-2  geni  insanlarda;  4. kromozom, q26-q27 bandı üzerinde 

lokalize olmuĢtur. bFGF  salımı  hala  biyoloji  alanında  cevap  bekleyen  bir  soru  

olarak  karĢımıza çıkmaktadır [54]. bFGF klasik bir iĢaret sırasına sahip değildir ve 

bu nedenle iĢaret iletim yolu ile salınmaz. Hücrelerden bFGF’nin salımı ile  ilgili  bir  

görüĢ  ise  bFGF’nin    hücre  ölümü,  yaralanma  ve  kimyasal yaralanma gibi pasif 

mekanizmalar sonucu salındığı görüĢüdür. Salınan bFGF ekstraselüler alanda 

heparan sülfat proteoglikanlara (HSPG) bağlı olarak depolanmaktadır. bFGF veya 

aFGF’ye cevap veren tüm hücre tipleri spesifik FGF hücre yüzey  reseptörleri  

taĢımaktadırlar.  bFGF  yüksek  (FGFRs,  tirozin  kinaz (TK)  aktiviteli  FGF  
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reseptörleri)  ve  düĢük  afiniteli  reseptörlere  (HSPG) bağlanmaktadır. FGF parakrin  

ve  otokrin  faktörlerin  çok  önemli  gruplarından birisidir. FGF’nin  reseptöre  

bağlanması  ile  reseptörler  dimerize  olmakta  ve  bunun  sonucunda  tirozin  kinaz  

aktivitesi gerçekleĢmektedir.  Bu  kinazlar  birbirlerini  fosforilleyerek  sinyal  

iletimini baĢlatmaktadırlar. Yapılan çalıĢmalarda bFGF’nin hücre içine alınması ve 

ilerlemesinde HSPG’lerin  pekiĢtirici  etkiye  sahip  olduğu  ifade  edilmiĢtir.  

FGF’nin reseptörüne  bağlanması  HSPG’lerin  yardımı  ile  baĢarılmaktadır. 

bFGF’nin  HSPG  ile  etkileĢiminin  fizyolojik  önemi net değildir; Ancak in vivo 

olarak FGF molekülleri  HSPG’ye bağlanarak korunmakta  ve  ekstraselüler  

matrikste  FGF-HSPG  kompleksi  halinde saklanmaktadır [55]. bFGF  yapısal  ve  

fonksiyonel  olarak  önemli  stabilite  sorunlarına sahiptir. bFGF metiyonin, aspartat 

ve asparajin dizilerine sahiptir ve bu diziler potansiyel degredasyon alanlarıdır. bFGF 

cam ve plastik yüzeylere büyük bir afinite ile yapıĢmaktadır. Bu durum saklama 

sırasında bFGF’nin fiziksel kaybına neden olmakta ve biyolojik aktivite kaybının 

nedenlerinden birini oluĢturmaktadır. bFGF’nin plastik yüzeylere yapıĢmasını 

engellemek için değiĢik plastik tipleri ile çalıĢılmıĢtır. Polipropilen ve polistiren 

kaplar  karĢılaĢtırıldığında, bFGF’nin en az polietilen kaplara yapıĢtığı gözlenmiĢtir. 

bFGF’nin  polietilen  kaplara  spesifik  olmayan  bağlanmasını engellemek amacı ile 

bu kaplar sığır serum albumini (BSA) ile kaplanmıĢtır. BSA kaplı polietilen kaplar 

içinde bFGF’nin 4°C’de 4 hafta boyunca ilk aktivitesinin % 37.5’ini koruduğu tespit 

edilmiĢtir [56]. bFGF;  çok  sayıda  hücre,  doku  ve  organ  sistemlerinin  fonksiyon  

ve geliĢiminde etkili olan  bir  büyüme  faktörüdür. bFGF öncelikle fibroblastik 

hücreler için mitojenik bir faktör olarak tanımlanmıĢtır. bFGF dokuların 

rejenerasyonunda etkilidir. Endotel hücre çoğalması, göç etmesi ve yeni kan damarı 

oluĢumunun  uyarılması bFGF’nin en iyi karakterize edilen fonksiyonlarıdır. 

bFGF’nin  son  zamanlarda  nörodejeneratif  hastalıkların  tedavisi (Alzheimer, 

Parkinson, beyin iskemisi vb.) üzerine etkisi yoğun bir Ģekilde çalıĢılmaktadır. 

bFGF;  nöronlar, hipokampus,  striatum,  spinal kord, serebellum ve parasempatik 

gangliyonlar üzerinde tropik etkiye sahiptir. Mitoz sonrası farklılaĢmıĢ nöronların 

yaĢamını artırır. Nöronları serbest radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, eksitatör 

aminoasitlere (glutamik asit) ve oksijensizliğe karĢı korur. bFGF beyni geçici ve 

devamlı iskemiye karĢı  korur. Deneysel beyin iskemisinde,  KBE’de bir  dağılma  

varlığında,  orta  beyin  arter  oklüzyonu  (arterin  tıkanması)  modelinde (middle 
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cerebral artery occlusion (MCAO) model) sıçanlara i.v. olarak yüksek dozda (135 

µg/kg) uygulandığında bFGF nöroprotektif etki göstermiĢtir. bFGF’nin  ve  

reseptörlerinin  seviyesi  nörodejeneratif  hastalıklarda, Parkinson hastalığında, 

substantia nigra nöronlarında bFGF  kaybı  söz konusudur.  In  vivo  bFGF  

uygulanmasının dopaminerjik nöronları kurtardığı ve bu nedenle Parkinson 

hastalığının tedavisinde ümit verici olduğu bildirilmiĢtir. Alzheimer hastalığındaki 

amiloid  plaklarda  bFGF  azalmıĢtır.  bFGF  plakların  ana  yapıtaĢı  olan amiloid β 

proteininin nörodejeneratif etkilerini azalttığı gösterilmiĢtir. Büyüme  faktörlerinin  

biyolojik  yarı  ömürleri  çok  kısadır (bFGF ve PDGF, < 2-3 dak. vb.). Bu faktörler, 

enjekte edildiklerinde hızlı  bir Ģekilde  kandan  uzaklaĢtırılır  ve  doku  

bariyerlerinden  özellikle  kapiler duvarlara  yavaĢ  bir  Ģekilde  penetre  olurlar.  Bu  

nedenlerden dolayı,  sistemik  uygulama  sırasında  farmakolojik etkinin  

oluĢabilmesi için yüksek dozda ilaç kullanılmakta ve sonuçta istenmeyen yan etkiler 

ortaya çıkmaktadır. Büyüme  faktörlerinin in vivo etkinliğini artırmanın ve  

istenmeyen  etkilerinin  ortadan  kaldırılmasının  bir  yolu  biyoaktif molekülün  bir  

polimerik  taĢıyıcı sistem içine  hapsedilmesi  ve  belli bir zaman  periyodu  içinde  

uzun  süreli  salınmasının  sağlanmasıdır. Kontrollü  salım  sistemleri,  mikrogram  

veya  daha  küçük  miktarlarda etkinlik gösteren büyüme faktörlerinin taĢınmasında 

uygun sistemlerdir. Büyüme faktörleri bu sistemler  içine hapsedilerek yapı ve  

aktivitelerini korumaları  sağlanmakta  ve  uzun  süreli  olarak  aktif  formları  

halinde salınmaları gerçekleĢtirilmektedir [57]. 

 

 

1.5. Apoptoz Mekanizması 

 

Vücudumuzdaki her hücre belli bir süre yaĢar ve zamanı gelince ölür. Hücre 

ölümüyle hücre çoğalması arasında kontrollü bir denge vardır. Hücre ölüm 

tiplerinden biri olan apoptoz yunanca ağaçtan düĢen yaprak veya çiçekten ayrılan 

petal anlamına gelir. Apo: ayrı, Ptosis: düĢme demektir. Apoptoz terimi ilk kez 

1972’de Avusturalyalı bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafından tanımlanmıĢtır. 

Apoptoz genel olarak hücrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle düzenlenen, 

programlı, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada 

homeostazı koruyan bir olaydır. Kemik iliğinde kan üretiminin dengede tutulması 
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için 5x1011 kan hücresinin uzaklaĢtırılması, menstruasyon sırasında 

endometriyumun fonksiyonel tabakasının dökülmesi, menstruel siklus sonunda 

korpus luteumun involusyonu apoptoz ile gerçekleĢir. Ġnce barsaklardaki kriptaların 

tabanlarında yeni oluĢan hücreler de, zamanla kriptaların uçlarına göç ederler ve 

apoptoz sonrasında barsak boĢluğuna dökülürler. Deri hücreleri de derinin bazal 

tabakasında oluĢtuktan sonra derinin en üst tabakasına doğru göç ederler. Bu göç 

sırasında derinin her tabakasında çeĢitli farklılaĢma özellikleri gösterip en sonunda 

organizmayı dıĢ etkenlere karĢı koruyan tabakayı oluĢturmak üzere ölürler. Ġmmün 

sistemin çok önemli hücreleri olan T lenfositler timusda olgunlaĢırlar. Bu hücrelerin 

etkisiz olanları veya organizmanın kendi dokularına karĢı reaksiyon verme 

potansiyeli taĢıyanlar da kan dolaĢımına girmeden önce apoptozla ölürler. Sütten 

kesilen diĢilerin meme bezlerinde ve kastrasyon yapılan erkeklerin prostat bezlerinde 

de apoptoz gözlenir. Genel olarak apoptozun düzenlenmesinde kalsiyum, seramid, 

Bcl-2 ailesi gibi moleküller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve 

mitokondriyonlar rol oynar. Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum 

giriĢi olur. Kalsiyum iyonları; endonükleaz, proteaz ve transglutaminaz 

aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hücre iskeleti organizasyonunda rol alır. 

Apoptozu tetikleyen hücre içi sinyaller; DNA hasarı, hücre içi Ca++ düzeyi artıĢı, 

pH azalıĢı, metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları ve hipoksidir. Hücre dıĢı 

sinyaller ise büyüme ve üreme faktörlerinin yetersizliği, ölüm reseptörlerinin 

aktivasyonu (FAS – FAS ligand aracılığı ile apoptoz, TNF aracılığı ile apoptoz), 

sitotoksik T lenfosit ve dıĢ etkenler (Ġskemi, toksinler, UV, kemoterapötik ilaçlar, 

radyasyon)’dir. Her 2 sinyal yolunda da kaspazlar görev almaktadır. Hücre içi 

sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hücre dıĢı sinyaller ekstrinsik 

yol ile apoptozu indükler [58, 59]. 

 

 

1.6. Nekroz Mekanizması 

 

Rastgele geliĢen, genler tarafından kontrol edilemeyen düzensiz bir süreçtir. En 

yaygın nedeni hipoksidir. Arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve ağır 

metaller nekroza neden olur. Nekroz sırasında mitokondriyal ROS üretimi artar, 

nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP üretimi azalır ve Ca++ kanalları açılır. 
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DıĢarıdan gelen fiziksel ve kimyasal uyarılar (ısı, yanma, toksik md.) hücrenin iyon 

dengesini bozar. DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim PARP (Poli ADP-riboz 

polimeraz) NAD+’ı ikiye bölerek NAD kaybına neden olur. Bu durumda gerçekleĢen 

ATP noksanlığı, iyon pompası yetersizliğine yol açar. Böylece hücre sıvı alır ve 

organeller ĢiĢer. Plasma membran bütünlüğü bozulur ve osmotik basınç nedeniyle 

hücre patlar. Hücre ölümünü takiben hücre içeriğinin hücreler arası boĢluğa 

salınması yangı (enflamasyon, iltihaplanma) olayına sebep olur. Bu olayın 

karakteristik özelliği makrofaj ve nötrofillerin nekrotik dokuya göç etmesidir. Göç 

eden bu hücreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun 

önemli bir iĢaretidir [59, 60]. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar  

 

2.1.1. Cihazlar  

 

Elisa petri okuyucu (BĠOTEK GEN5 Elisa Reader PowerWave XS2) 

Karbondioksitli etüv (Binder CB150) 

Laminar flow kabin (ESCO class ll BSC Laminar Flow Cabinet,Labor Ġldam, 

Türkiye) 

Soğutmalı santrifüj (ROTINA 380R Hettich,Almanya) 

Inverted mikroskop (Leica DM6000B, Ġsveç) 

Floresan Mikroskobu (Leica, Ġsveç) 

Vorteks (Heidolph) 

 

 

2.1.2. Kimyasallar  

 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,Biological Industries,Ġsrail) 

Fetal bovine serum (FBS,Biological industries,Ġsrail) 

Penicillin-streptomycin (Antibiyotik, Biological Industries,Ġsrail) 

Tripsin-EDTA Soluition C in PBS(Biological Industries,Ġsrail) 

WST-1 (Roche, Almanya) 

48 kuyucuklu petri (BD,USA) 

15 ml santrifüj tüpü (Nunc,Almanya)  

Mikropipet (20μm-100μm-1000μm Scaltec, Almanya) 

Disposable pipet (2ml,5ml,10ml, Corning) 

Etanol (Merck, Almanya) 

PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD)  

Toluidine blue (Bio Optica) 

Sodyum klorür (Amresco, Ġsrail) 

Propodium Iodide (Roche, Almanya) 
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Hoescht 33342 (Amresco, Ġsrail) 

Kollajen Tip 1 Antikoru (Sigma, Almanya) 

Horse Radish Peroxidase kit (Amresco, Ġsrail) 

DAB chromogen kit (Amresco, Ġsrail) 

Ribonükleaz A (Sigma, Almanya) 

Dimetil metilen mavisi ( Sigma, ABD) 

EDTA (Amresco, Ġsrail) 

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

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

kullanlmıĢtır.  

 

 

2.1.3. Deneysel ÇalıĢmalarda Kullanılan Çözeltiler ve Solüsyonlar  

 

2.1.3.1.  Besiyeri Hazırlanması  

 

%89 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

%10 Fetal bovine serum  

%1 Penicillin-Streptomycin  

 

 

2.1.3.2. Ġkili Boyama (Double Staining) ÇalıĢma Solüsyonunun Hazırlanması  

 

100ul Ribonükleaz A, 100ul Propodium Ġodide, 500ul Hoescht 33342, 10ml PBS 

içerisinde çözülerek hazırlandı. Ribonükleaz A; sitoplazmik RNA’nın boyanmasını 

önler. Propodium Ġodide nekrotik hücreleri boyar. Hoescht 33342 apoptotik hücreleri 

boyar. Solüsyonlar kullanılana kadar – 20 ºC’de saklanır [61]. 
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2.2. Yöntem 

 

ÇalıĢmada kullanılacak büyüme faktörünün, normal insan fibroblast hücre hattı 

(ATCC: catalog no. PCS-201-012) üzerindeki etkisini incelemek amacıyla, 

fibroblastların hücre kültürü ortamında çoğaltılması, örneklerin uygulanması, 

sitotoksisite analizleri yapılarak hücre canlılığının (%) belirlenmesi, apoptoz-nekroz 

bakılması, kollajen tip 1 sentezinin immünoblot analizleri ile test edilmesi ve analiz 

sonuçlarının istatiksel olarak ifade edilmesi iĢlemleri sırasıyla uygulandı. 

 

 

2.2.1. Hücrelerin Kültüre Edilmesi 

 

48 kuyucuğa, her kuyucuğa 5x10
3
 adet olacak Ģekilde insan primer dermal fibroblast 

hücresi ekildi.. Üzerlerine, hücreler zedelenmeden kültür vasatı (%89 DMEM, %10 

Serum, % 1 Antibiyotik)  ilave edildi. Hücreler 37̊C, %5 CO2 içeren nemli 

inkübatöre yerleĢtirildi ve 24 saat inkübe edildi. 24 saat sonunda, hücreler Invert 

mikroskopta incelendi. Hücrelerin tutunduğu ve çoğalmaya baĢladığı tespit edildi 

[62].  

 

 

2.2.2  IGF-1 ve EGF’nin Hücreler Üzerine Uygulanması 

 

24 saat sonunda 48  kuyucuklu petri içerisindeki kültür vasatı pipetle çekilerek atıldı. 

iki farklı örneğin bir arada çalıĢılması için 48 kuyucuklu petri iĢaretlenerek 2 ayrı 

alana ayrıldı. Birinci alandaki hücreler üzerine, ilk kuyucuğa normal kültür vasatı 

(negatif kontrol), diğer kuyucuklara ise kültür vasatı içerisinde çözülmüĢ IGF-1’in; 

20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonları 2 tekrarlı olacak Ģekilde kuyucuklara 

pipetlendi (Her bir kuyucuğa 200ul eklendi). Ġkinci alandaki hücreler üzerine, ilk 

kuyucuğa normal kültür vasatı (negatif kontrol), diğer kuyucuklara ise kültür vasatı  

içerisinde çözülmüĢ EGF’nin; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonları 2 tekrarlı 

olacak Ģekilde kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuğa 200µl eklendi). Petri 37°C, 

%5 CO2 içeren nemli inkübatöre yerleĢtirildi ve  inkübasyona bırakıldı. 48. ve 72. 

saatlerde hücreler invert mikroskopta incelenerek çoğaldıkları gözlemlendi. 
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2.2.3.  WST-1 Analizi ile Hücre Proliferasyonunun ve Canlılığının Ġncelenmesi 

 

48 saatlik toplam inkübasyonun ardından kuyucuklardaki hücrelerin vasatları atıldı, 

yerine 100µl fenol kırmızısı içermeyen kültür vasatı eklendi. Her kuyucuğa 10 µl 

WST-1 solüsyonu eklendi ve 4 saat inkübe edildi. Ġnkübasyoun ardından 440nm 

dalga boyunda mikropetri okuyucuda absorbans ölçümü yapıldı [63]. 

 

 

2.2.4. Ġkili Boyama Analizi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi 

 

Ġkili boyama solüsyonu; 100µl Ribonükleaz A, 100µl Propodium Ġodide, 500µl 

Hoescht 33342 10ml PBS içerisinde çözülerek hazırlandı. Ribonükleaz A; 

sitoplazmik RNA’nın boyanmasını önler. Propodium Ġodide nekrotik hücreleri boyar.  

Hoescht 33342 apoptotik hücreleri boyar. Ġnkübasyonun ardından hücrelerin 

vasatları atıldı, her kuyucuğa 70µl ikili boyama solüsyonu damlatıldı. 15 dk 

karanlıkta inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından florasan ataçmanlı mikroskopla 

FITC ve DAPI filtresinde inceleme yapıldı. Tüm görüntüler 20X büyütmede çekildi 

[64]. 

 

 

2.2.5.  Ġmmünositokimya Analizi ile Kollajen Tip-1 Proteinin Ġncelenmesi 

 

Örneklerin uygulandığı kuyucuklardaki hücrelerin vasatları atıldı. Hücreler %3 lük 

metanollü hidrojen peroksit ile 15 dk. muamele edildi. Daha sonra  PBS le 15 dk. 

yıkama yapıldı. HRP kitinin içindeki protein bloklama solüsyonu ile 15 dk. muamele 

edildi. Daha sonra Kollajen Tip I primer antikoru (1:100) damlatıldı ve 1 saat 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. Primer antikorun ardından 15.dk PBS ile 

yıkama yapıldı. Daha sonra sekonder antikor ile 30 dk. oda sıcaklığında inkübe 

edildi. Ardından 15 dk. PBS ile yıkama yapıldı. Streptavidin ile 20 dk. muamele 

edildi. Ardından PBS ile 15 dk. yıkama yapıldı. Yıkamanın ardından DAB kromojen 

ile yaklaĢık 10 dk. muamele edildi, renk değiĢimi takip edildi. Daha sonra 15.dk PBS 

ile yıkama yapıldı. KarĢıt boyama için hematoksilen (1:2) ile 1 dk. muamele edilerek 

hücrelerin çekirdeğinin boyanması sağlandı. Ardından PBS ile boya kalıntıları 
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gidene kadar yıkandıktan sonra hücreler PBS içerisinde bırakılarak ıĢık 

mikroskobunda incelendi [65]. 
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3. ARAġTIRMA BULGULARI 

 

 

3.1. Hücrelerin Kültüre Edilmesi 

 

ATCC-PCS-201-012 insan dermal fibroblast hücreleri 48 kuyucuklu kültür kabının 

tamamına ekilerek, 37°C %5 CO2 içeren inkübatörde kültive edilmiĢtir. 24 saatin 

sonunda hücrelerin tutunduğu ve çoğalmaya baĢlandığı gözlemlenmiĢtir. Mikroskop 

hücre görüntüleri ġekil 3.1. ve ġekil 3.2.’de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.1. Ġnsan dermal fibroblast hücrelerinin Invert mikroskoptaki 24. saat sonu  

                 kültür  görüntüsü (negatif kontrol kuyucukları) 

 (Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 
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ġekil 3.2. Ġnsan dermal fibroblast hücrelerinin Invert mikroskoptaki 24. saat sonu  

                 kültür  görüntüsü (negatif kontrol kuyucukları)                                

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

3.2. Büyüme Faktörleri ile Hücrelerin Muamele Edilmesi 

 

48 kuyucuklu hücre kültür iĢaretlenerek 2 ayrı alana ayrıldı. Birinci alandaki hücreler 

üzerine, kültür vasatı içerisinde çözülmüĢ IGF-1’in; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml 

konsantrasyonları 2 tekrarlı olacak Ģekilde kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuğa 

200µl eklendi). Ġkinci alandaki hücreler üzerine, kültür vasatı içerisinde çözülmüĢ 

EGF’nin; 20ng/ml, 10ng/ml, 5ng/ml konsantrasyonları 2 tekrarlı olacak Ģekilde 

kuyucuklara pipetlendi (Her bir kuyucuğa 200µl eklendi). 24. saat ve 48. saat 

sonunda büyüme faktörleri eklenen kuyucuklardaki hücre görüntüleri ġekil 3.3-

3.10.’da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.3. IGF-1 20ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları ve kontrol grubuna göre daha fazla çoğaldığı 

açıkça gözlemlenmektedir. 
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ġekil 3.4. EGF 20ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları gözlemlenmektedir. Ancak proliferatif etki belli 

olmamakla birlikte daha detaylı analizler neticesinde değerlendirilecektir. 
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ġekil 3.5. IGF-1 10ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

10ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları ve kontrol grubuna ve 20ng/ml IGF-1 

konsantrasyonu uygulanan hücrelere göre daha fazla çoğalmıĢ olduğu 

düĢünülmektedir. 
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ġekil 3.6. EGF 10ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

10ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları, kontrol grubuna göre ve 20ng/ml 

konsantrasyona göre daha fazla çoğaldığı gözlemlenmektedir. 
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ġekil 3.7. IGF-1 5ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra)  

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları ve kontrol grubuna göre daha fazla çoğaldığı 

açıkça gözlemlenmektedir. Elde edilen hücre görüntülerinde, IGF-1’in 3 ayrı 

konsantrasyonun da kontrol grubuna göre daha proliferatif etki yarattığı ve bu etkinin 

birbirine yakın olduğu gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmada, detaylı analizler ile elde edilen 

istatistiki veriler neticesinde IGF-1’in hücreler üzerindeki proliferatif etkisi daha 

anlamlı değerlendirilmiĢtir.  
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ġekil 3.8. EGF 5ng/ml, 24.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

       

 

5ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 24 saat 

sonunda kültür petrisine yapıĢtıkları, kontrol grubuna ve diğer uygulanan 

konsantrasyonlara göre daha fazla çoğaldığı açıkça gözlemlenmektedir. Elde edilen 

hücre görüntülerinde, EGF’nin 20ng/ml uygulanan konsantrasyon hariç olmak üzere 

diğer tümünde daha proliferatif etki yarattığı ve bu etkinin IGF-1 uygulanan 

kuyucuklardaki etkiye yakın olduğu gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmada, detaylı analizler ile 

elde edilen istatistiki veriler neticesinde EGF’nin hücreler üzerindeki proliferatif 

etkisi daha anlamlı değerlendirilmiĢtir.  
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ġekil 3.9. IGF-1 5ng/ml, 48.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 48 saat 

sonunda kontrol grubuna ve diğer uygulanan konsantrasyonlara göre daha fazla 

çoğaldığı gözlemlenmektedir. Elde edilen hücre görüntülerinde, EGF’nin 20ng/ml 

uygulanan konsantrasyon hariç olmak üzere diğer tümünde daha proliferatif etki 

yarattığı gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmada, detaylı analizler ile elde edilen istatistiki 

veriler neticesinde IGF-1’in hücreler üzerindeki proliferatif etkisi daha anlamlı 

değerlendirilmiĢtir.  
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ġekil 3.10.  EGF 5ng/ml, 48.saat sonu (büyüme faktörü eklendikten sonra) 

(Bar=200µm-10X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklardaki fibroblast hücrelerinin 48 saat 

kontrol grubuna ve diğer uygulanan konsantrasyonlara göre daha fazla çoğaldığı 

açıkça gözlemlenmektedir. Elde edilen hücre görüntülerinde, EGF’nin 20ng/ml 

uygulanan konsantrasyon hariç olmak üzere diğer tümünde daha proliferatif etki 

yarattığı ve bu etkinin IGF-1 uygulanan kuyucuklardaki etkiye de yakın olduğu 

gözlemlenmiĢtir. ÇalıĢmada, detaylı analizler ile elde edilen istatistiki veriler 

neticesinde EGF’nin hücreler üzerindeki proliferatif etkisi daha anlamlı 

değerlendirilmiĢtir.  
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3.3. WST-1 Analizi ile Toksisitenin Belirlenmesi 

 

WST-1 analizi ile yapılan sitotoksisite testinde, IGF-1 ve EGF büyüme faktörünün 

insan dermal fibroblast hücre kültürü üzerindeki sitotoksik etkisi Çizelge 3.1. ve 

ġekil 3.11.’de gösterilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 3.1. Büyüme faktörleri uygulanmıĢ insan dermal fibroblast hücrelerinin   

                     WST-1 analizi sonucundaki canlılık yüzdeleri (Absorbans=440nm) 

 

Büyüme 

Faktörü 

 

Uygulanan 

Miktar 

(ng/ml) 

 

1. 

Kuyucuk 

 

2. 

Kuyucuk 

 

Ort. 

 

Negatif 

Kontrol 

Ortalama 

 

Canlılık  

Standart    

Sapma (%) 

IGF-1 20ng/ml 0.504 0.348 0.426 

   0.326 

+ 30.78  0.11 

IGF-1 10ng/ml 0.459 0.434 0.447 + 37.07  0.02 

IGF-1 5ng/ml 0.420 0.478 0.449 + 37.84  0.04 

EGF 20ng/ml 0.364 0.264 0.314 - 3.61  0.07 

EGF 10ng/ml 0.451 0.429 0.440 + 35.07  0.02 

EGF 5ng/ml 0.482 0.468 0.475 + 45.82  0.10 

 

 

Çizelge 3.1.’de ifade edilen değerler doğrultusunda; hücre canlılığı açısından, IGF-1 

ve EGF’nin azalan konsantrasyonlarının kontrol grubu ortalamasına  göre daha 

olumlu bir etki yarattığı gözlemlenmiĢtir. Ancak; EGF’nin 20ng/ml 

konsantrasyonunun sitotoksik etki gösterdiği ve kontrol grubunun ortalamasına göre 

% 3.61 ± 0,07 oranında hücre canlılığında azalmaya sebep olduğu bulgusu elde 

edilmiĢtir. EGF’nin 5ng/ml konsantrasyonu ise, kontrol grubu ortalamasına göre 

hücre canlılığında %45.82 ± 0,10 ile en yüksek artıĢı göstermiĢtir. 
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 ġekil 3.11. Büyüme faktörü uygulanan hücrelerin kontrol (standart) grubuna göre         

                    proliferasyon artıĢ grafiği 

 

3.4. Ġkili Boyama (Double Staining) Metodu ile Apoptoz ve Nekroz Sonuçlarının 

Değerlendirilmesi 

 

Apoptoz ve nekrozun belirlenmesi için ikili boyama metodu kullanılmıĢtır. Ġkili 

boyama solüsyonu içerisinde bulunan Hoechst (33342) floresan boyası DNA’ya 

afinite olarak mavi floresan ıĢık altında hücre çekirdeklerinin mavi renkte 

görünmesini sağlar. Apoptotik hücre çekirdekleri, parçalanmıĢ, daha parlak, çekirdek 

sınırları bozulması vb. özelliklerinden dolayı diğer mavi boyanmıĢ çekirdeklerden 

ayırt edilebilirler. DAPI ve FITCH (480 ve 520nm dalga  boyu) filtrelerinde 

incelemeler gerçekleĢtirilmiĢtir. Büyüme faktörleri eklenen kuyucuklardaki apoptoz, 

nekroz görüntüleri ġekil 3.12. - 3.25.’te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.12. Negatif kontol apoptoz görüntüsü (büyüme faktörü eklenmemiĢ) 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 
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ġekil 3.13. Negatif kontol nekroz görüntüsü (büyüme faktörü eklenmemiĢ) 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

Negatif kontrol kuyucuklarında yer alan hücrelerde hücre kültür vasatının herhangi 

bir apoptatik ve nekrotik etki yaratmadığı gözlemlenmiĢtir. 
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ġekil 3.14. 20ng/ml IGF-1 apoptoz görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak %4.67±0.40 

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. Ancak birim alana düĢen hücre 

sayısı dikkate alındığında kontrol grubuna göre %30’dan daha fazla artıĢ olduğu 

gözlemlenmiĢtir.  
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ġekil 3.15. 20ng/ml IGF-1 nekroz görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

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

düzeyinde nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır.  
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ġekil 3.16. 10ng/ml IGF-1 apoptoz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

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

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.17. 10ng/ml IGF-1 nekroz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

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

düzeyinde nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.18. 5ng/ml IGF-1 apoptoz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

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

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.19. 5ng/ml IGF-1 nekroz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml IGF-1 ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 1.32±0.20 

düzeyinde nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.20. 20ng/ml EGF apoptoz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 8.32±0.70 

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. Birim alana düĢen hücre sayısı 

dikkate alındığında ise kontrol grubuna göre %3.61 düĢüĢ olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bu durum nekrotik hücre görüntüsü ile beraber değerlendirilmiĢtir. 
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ġekil 3.21. 20ng/ml EGF nekroz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarda, istatistiki olarak % 11.48±1.00 oranında 

nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. WST-1 analiz sonuçlarında, hücre 

canlılığında %3.61’lik düĢüĢün olduğu ve fenotipik gözlemde hücre morfolojisinin 

de kısmen bozulduğu tespit edilmiĢtir. 
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ġekil 3.22. 10ng/ml EGF apoptoz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

10ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.78±0.40 

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.23. 10ng/ml EGF nekroz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

10ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.71±0.30 

düzeyinde nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.24. 5ng/ml EGF apoptoz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 2.25±0.20 

düzeyinde apoptoza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 
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ġekil 3.25. 5ng/ml EGF nekroz görüntüsü. 

(Bar=100µm-20X büyütmede floresan ataçmanlı Leica Inverted mikroskop ile 

görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml EGF ile muamele edilmiĢ kuyucuklarda, istatistiki olarak % 1.89±0.20 

düzeyinde nekroza uğramıĢ hücrelere rastlanılmıĢtır. 

 

Ġkili boyama metodu ile elde edilen apoptoz ve nekroz görüntüleri doğrultusunda; 

EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonu uygulanan kuyucuk hariç olmak üzere ,diğer tüm 

kuyucuklarda önemsenmeyecek düzeyde nekrotik hücrelere rastlanılmıĢtır.  EGF’nin 

20ng/ml konsantrasyon uygulanan kuyucukta yaklaĢık %11.48±1.00 oranında 

nekrotik hücreler tespit edilmiĢtir. Elde edilen analiz sonuçları neticesinde yüksek 

dozdaki EGF konsantrasyonunun hücrelerde nekroza sebebiyet vermesinin yanı sıra 

hücre canlılığında da azalmaya neden olmaktadır. 
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3.5. DAB Kromojen Boyama ile Kollajen Tip-1 Analizi 

 

DAB kromojen boyama metodu  ile büyüme faktörlerinin farklı konsantrasyonlarının 

uygulandığı insan dermal fibroblast hücrelerinin kollajen tip-1 protein sentezleri 

ġekil 3.26 – 3.37’de gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.26. Negatif kontrol kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 
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ġekil 3.27. Negatif kontrol kuyucuk görüntüsü (büyüme faktörü uygulanmıĢ, antikor  

                   eklenmemiĢ) 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

Negatif kontrol kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde kahverengi 

olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin görülmemesi beklenmiĢtir. Diğer bir 

ifadeyle; kuyucuklara kollajen tip-1 primer antikoru eklenmediği için, hücrenin 

sitoplazması içerisinde var olduğu düĢünülen kollajen tip-1 protenlerine 

bağlanamamıĢ ve herhangi bir protein varlığını iĢaret eden görüntüye de bu sebeple 

rastlanılmamıĢtır. 
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ġekil 3.28. Pozitif kontrol kuyucuk görüntüsü (büyüme faktörü uygulanmamıĢ) 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 
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ġekil 3.29. Pozitif kontrol kuyucuk görüntüsü (büyüme faktörü uygulanmamıĢ) 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

Pozitif kontrol kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde kahverengi 

olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin görülmesi beklenmiĢtir. Büyüme 

faktörü uygulanmamıĢ olmasına rağmen hücrelerin bu dıĢ faktörden bağımsız olarak 

kollajen tip-1 proteini üretimlerini gerçekleĢtirdiği görülmektedir. 

 

 

 

 

  

 

 

 



 48 

 

 

ġekil 3.30. 20ng/ml IGF-1 uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

20ng/ml IGF-1 uygulanan kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde 

kahverengi olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna kıyasla 

daha az olduğu ve hücre morfolojisinin bozulmaya doğru gittiği görülmüĢtür.  

 

 

 

 

 

 

 



 49 

 

 

ġekil 3.31. 10ng/ml IGF-1 uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

10ng/ml IGF-1 uygulanan kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde 

kahverengi olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna kıyasla 

daha yoğun olduğu görülmüĢtür. 
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ġekil 3.32. 5ng/ml IGF-1 uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

5ng/ml IGF-1 uygulanan kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde 

kahverengi olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna ve 20ng/ml 

IGF-1 konsantrasyonu uygulanan kuyucuktaki hücrelere kıyasla daha yoğun olduğu 

görülmüĢtür.  
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ġekil 3.33. 5ng/ml IGF-1 uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=50µm-40X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

Elde edilen mikroskop görüntüleri karĢılaĢtırıldığında, 5ng/ml IGF-1 konsantrasyonu 

uygulanan hücreler ile 10ng/ml IGF-1 konsantrasyonu uygulanan hücrelerin yakın 

düzeyde protein sentezi gerçekleĢtirdikleri düĢünülmüĢtür. 
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ġekil 3.34. 20ng/ml EGF uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

20ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde 

kahverengi olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin neredeyse görülmediği, 

aynı zamanda hücre morfolojilerinin bozulmuĢ oldukları görülmüĢtür. 
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ġekil 3.35. 10ng/ml EGF uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

10ng/ml EGF uygulanan kuyucuklarında, hücrelerin sitoplazmaları içerisinde 

kahverengi olarak boyanmıĢ kollajen tip-1 proteinlerinin kontrol grubuna ve 20ng/ml 

EGF konsantrasyonu uygulanan kuyucuktaki hücrelere kıyasla daha yoğun olduğu 

görülmüĢtür.  
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ġekil 3.36. 5ng/ml EGF uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=100µm-20X büyütmede Leica Inverted  mikroskop ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

Elde edilen mikroskop görüntüleri karĢılaĢtırıldığında, 5ng/ml EGF konsantrasyonu 

uygulanan hücreler ile 10ng/ml EGF konsantrasyonu uygulanan hücrelerin yakın 

düzeyde protein sentezi gerçekleĢtirdikleri düĢünülmüĢtür. Ancak hücre 

proliferasyonunun 5ng/ml EGF konsantrasyonu uygulanan kuyucuklarda daha çok 

arttığı da görülmüĢtür. 
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ġekil 3.37. 5ng/ml EGF uygulanmıĢ kuyucuk görüntüsü 

(Bar=50µm-40X büyütmede Leica Inverted mikroskop ile görüntülenmiĢtir.) 

 

40X büyütme ile elde edilen hücre görüntüsünde, 5ng/ml EGF konsantrasyonu 

uygulanan kuyucuklardaki hücrelerin protein sentezini yoğun bir Ģekilde 

gerçekleĢtirdiği ve çekirdek ve hücre yapılarının normal olduğu görülmüĢtür. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

 

 

Literatürde, IGF-1’in ve EGF’nin kollajen sentezi üzerinde tetikleyici potansiyelinin 

yüksek olduğuna dair yayınlara rastlanmaktadır [8]. Son zamanlarda yapılan 

çalıĢmalarda EGF’nin yara iyileĢmesi üzerinde olumlu etkilerinin olduğu 

gösterilmiĢtir [9]. EGF'’nin sistemik yoldan uygulanması ile ilgili yapılan 

çalıĢmalarda epitelizasyonu ve granülasyon dokusu oluĢumunu ve de yeni damar 

oluĢumunu uyarak yara iyileĢmesini hızlandırdığını bildirilmiĢtir. Farklı yara 

modellerinde EGF’lerin etkilerini araĢtıran birçok çalıĢma yapılmıĢtır [16]. EGF, her 

gün topikal uygulandığında, tavĢan kulağı yara modeli, split-thickness epidermal 

yaralar ve parsiyel kalınlıktaki yanıkların epitelizasyonunu arttırmıĢtır. Kobaylarda, 

EGF ile desteklenen yaralarda, desteklenmeyenlere oranla, daha fazla kollajen ve 

glikozaminoglikan toplandığı, ayrıca selülaritenin arttığı gösterilmiĢtir [21]. 

Diyabetik kobaylarda, EGF desteği, kollajen birikimini hızlandırmıĢtır. EGF, 

sistemik uygulanan metilprednizolon'un yara iyileĢmesini geciktirici etkisini geri 

döndürebilmiĢtir [22, 25, 27]. Yapılan bir diğer çalıĢmada, EGF uygulamasının 7. 

gününde intussepsis anjiyogenesisin belirgin düzeyde arttığı tespit edilmiĢtir [28].  

 

IGF-1 de çeĢitli hayvan modellerinde incelenmiĢ; kobay kulağındaki yaraya 

topikal uygulanımı sonrası epitelizasyonu hızlandırdığı gösterilmiĢtir. Kobaylara 

yapılan subkütan enjeksiyon ile hücre sayısı ve kollajen içeriği artmıĢtır [35]. 

IGF-1; farelerde enfeksiyon ve diyabetin neden olabileceği yara iyileĢmesi 

sorunlarına olumlu etki göstermiĢtir. TavĢan kulağı modelinde epitelizasyon 

hızını arttırdığı saptanmıĢtır. Farelere yerleĢtirilen subkütan süngerlere her gün 

IGF-1 enjekte edilmiĢ ve enjeksiyon yapılmayanlara oranla, yapılanlarda, 

tedavinin 7. gününde hücre miktarında ve kollajen içeriğinde artma saptanmıĢtır. 

Farelerdeki insizyonel yaralanmalara kollajen vehikül içinde IGF-1 

uygulandığında, 7 hafta sonunda, kontrollere oranla, yara iyileĢmesi daha 

belirgin olarak saptanmıĢtır [21, 38]. Radyasyon uygulanmıĢ kobaylardaki 

insizyonel yaralar, kollajen vehikül içinde IGF-1 ile desteklendiğinde, 7 ve 12. 

günlerde, yaranın sağlamlığında belirgin artma olduğu gösterilmiĢtir [39]. 
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Diyabetik farelerde eksizyonel yaralar, IGF-1’in topikal uygulanımı ile 

desteklendiğinde daha hızlı kapanmıĢtır [42].  

 

Yapılan bu çalıĢmada, doku rejenerasyonu sağladığı gösterilmiĢ büyüme 

faktörlerinin (EGF, IGF-1)  insan dermal fibroblast hücreleri üzerindeki 

sitotoksisitesi, proliferasyon hızına etkisi ve özellikle kollajen tip-1 sentezi 

üzerindeki etkisi araĢtırıldı. Sitotoksisitenin ve hücre proliferasyonunun belirlenmesi 

için WST-1 ve Ġkili boyama metodları uygulandı. Elde edilen sonuçlara göre, 

EGF’nin 20ng/ml konsantrasyonunun insan dermal fibroblast hücreleri üzerinde 

sitotoksik etki gösterdiği ve bunun sonucu olarak, 48 saat sonunda  kontrol grubuna 

göre, hücre canlılığı üzerinde % 3,61 ± 0,30 azalmaya sebep olmuĢtur. Ayrıca elde 

edilen 2 ayrı analiz neticesinde proliferasyon hızını % 45,82 ± 0,40 oranında en çok 

artıran ve bununla beraber en az nekrotik hücre oluĢumunu sağlayan büyüme 

faktörünün; EGF’nin 5ng/ml konsantrasyonu olduğu tespit edilmiĢtir.  

 

IGF-1 uygulanmıĢ hücreler üzerinde yapılan gerek WST-1 gerekse ikili boyama 

analizlerinde elde edilen sonuçlar neticesinde, en yüksek hücre canlılığının 5ng/ml 

konsantrasyonunda olduğu bulgusuna ulaĢılmıĢtır. IGF-1’in 5ng/ml 

konsantrasyonunun, kontrol grubuna kıyasla % 37,84 ± 0,30 daha fazla hücre 

proliferasyonunu artırdığı gözlemlenmiĢtir. 

 

DAB kromojen boyama metodu  ile yapılan immünositokimya analizinde; büyüme 

faktörü uygulanan hücrelerde, pozitif kontrol grubuna kıyasla kollajen tip-1 

sentezinin daha fazla olduğu gözlemlendi. Büyüme faktörü uygulanmıĢ hücreler 

arasında; en fazla proliferasyon artıĢını ve kollajen tip-1 sentezini EGF’nin 5ng/ml 

konsantrasyonunun gerçekleĢtirdiği sonucuna varılmıĢtır. 

 

Yapılan diğer çalıĢmalara paralel olarak bu araĢtırmada da büyüme faktörlerinin 

kollajen sentezinde ve hücre proliferasyonunda etkin olduğu gösterilmiĢtir. 

Kollajen sentezi yönünden incelendiklerinde en yüksek etkiyi EGF’nin gösterdiği 

izlenirken, IGF-1’in de aynı konsantrasyonlarında benzer etki gösterdiği 

gösterilmiĢtir. Deri rejenerasyonunda kullanılan büyüme faktörü 

konsantrasyonlarının doğru ayarlanmadığı taktirde toksik etki yaratarak hücre 
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ölümlerine sebep olacağı da EGF’nin uygulanan yüksek konsantrasyonlarında 

tespit edilerek gösterilmiĢtir.  
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