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ÖZ

Amaç: Endotel hasarın iyileşmesi, doku yenilenmesi ve onarımında önemli bir faktör olan folik asit, yapı taşı mole-
küllerin sentezinde görev almaktadır. Bu çalışmada, folik asitin endotel hasarı iyileştirmedeki etkisi araştırıldı.
Yöntem: Endotel hücre hasarının onarımı gerçek zamanlı canlı hücre görüntüleme sistemi xCELLigence RTCA ile 
HUVEC hücre hattı kullanılarak gerçek zamanlı olarak ölçüldü. Kullanılan hücre hattında 2,5-100 μM aralığındaki 
yedi farklı konsantrasyonlarda folik asit ve folik asit inhibitörlerinin hücre proliferasyonuna etkisi incelendi. Elde 
edilen tüm verilerin istatiksel analizi SPSS Windows V.15.0. programı ile yapıldı.
Bulgular: Oluşturulan standart in vitro yara iyileşme modelinde folik asitin endotel hücreleri üzerindeki proliferatif 
etkisi olduğu gözlendi. Folik asit aynı zamanda hücre migrasyonunda da arttırıcı bir etkiye sahiptir.Yapılan çalışma-
da, yara kapanma hızı folik asit varlığında artmıştır.
Sonuç: Folik asitin yedi farklı konsantrasyonu ile yapılan çalışmada (2,5-100 μM), kültür ortamı ile büyütülen kont-
rol hücrelerine göre çoğalmayı %90 arttıran folik asit dozu (EC 90 dozu) 100 μM olarak; EC 50 dozu 25 μM olarak 
bulundu. Kırk sekiz saat süresince kaydedilen hücre çoğalması, hücre indeksi (CI) olarak zamana göre grafiklendi ve 
yara iyileşmesi görüntüleri alındı. Folik asitin endotel hasar onarımındaki arttırıcı etkisi folik asit inhibitörleri varlı-
ğında etkinin azalmasıyla kanıtlandı.

Anahtar kelimeler: Folik asit, endotel hasar, standart in vitro yara iyileşme modeli

ABSTRACT

Objective: Folic acid, an important factor in the recovery, and repair of endothelial damage, assumes a role in the 
synthesis of building block molecules. In this study, the effect of folic acid on improving endothelial injury was 
investigated.
Methods: Repair of endothelial cell damage was measured in real time using real-time live cell imaging system 
xCELLigence RTCA on HUVEC cell line. The effect of different concentrations of folic acid and folic acid inhibitors on 
cell proliferation was investigated. All data were statistically analyzed by using the SPSS for Windows V.15.0.
Results: In the standard in vitro wound healing model constructed, it was observed that folic acid had a prolifera-
tive effect on endothelal cells. Folic acid also has an enhancing effect on cell migration. In the study, the rate of 
wound closure increased in the presence of folic acid.
Conclusion: In a study performed with seven different concentrations of folic acid (2.5-100 μM), the dose of folic 
acid (EC 90 dose) that increased cellular proliferation by 90%, and 50% (EC50) with respect to control cells grown 
in culture medium were found to be 100 μM, and 25 μM, respectively . Cell proliferation index (CI) recorded for 48 
hours was plotted against time , and images cellular healing at different time points were obtained. The effect of 
folic acid on endothelial damage repair was evidenced by the decrease in the presence of folic acid inhibitors.
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GİRİŞ

Doku hasarı, beraberinde nötrofiller ve makrofajlar 
gibi proinflamatuar sitokin üreten hücrelerin infilt-
rasyonu ile karakterize edilen iyileşme sürecini başla-
tır, bunu ekstraselüler matriks (ECM) oluşturan fib-
roblastların gelmesi ve yeni doku formasyonunun 
oluşumu izler. Bu süreçte yara kapanmasında hücre-
sel proliferasyon etkilidir. Hücreler ECM’in yeniden 
modellemesini pozitif olarak düzenleme ve normal 
cilt mimarisinin ve işleyişinin rejenerasyonunu uyar-
ma eğilimindedir. Bu etkilere parakrin sinyallemesi 
aracılık eder (1). Yara iyileşmesi, hücre göçü, iltihap-
lanma, anjiyogenez, granülasyon dokusu oluşumu, 
yeniden epitelizasyon ve ECM yeniden modellemesi 
gerektiren karmaşık bir süreçtir (2). Endotel gibi özel-
leşmiş doku hasarlarının tedavisi ve önlenmesi klinik 
öneme sahiptir. Geliştirilen modern tedavi yöntemle-
rine rağmen kronik yaraların %50’sinden fazlası teda-
viye dirençli kalmaktadır (3). 

Folik asit (folat, pteroylglutamic asit veya vitamin 
B9), pteridin halka yapısı ve/veya glutamik asit kalın-
tılarının sayısı ile üretilen bir grup kimyasal yapı ola-
rak bilinen, vücut sağlığı, büyüme ve gelişme için 
gerekli suda çözünür B vitaminidir (4). Folik asit DNA 
bazlarının sentezi için gereklidir (5) ve DNA’ya metil 
grubu sağlayarak DNA sentezini ve DNA metilasyonu-
nu etkileyebilen bir kanser önleyicidir (6). Aynı zaman-
da birçok metabolizma sürecinde önemli rol oynar ve 
kardiyovasküler, zihinsel hastalıklar, kanser ve doğum 
kusurlarına karşı korunmaya yardımcı olabilir. 
Literatürde folik asidin nöral tüp üzerine etkileri (7-9) 

ve kanser önleyici etkilerine yönelik çalışmalar bulun-
maktadır (10).

Çalışmada folik asit inhibitörü olarak Metotreksat 
(MTX) kullanılmıştır. Metotreksat kimyasal yapısı, 
“4-Amino-10-methylfolic acid hydrate” olan bir 
“Antifolan hydrate”dir. Metotreksat, dihidrofolatın 
tetrahidrofolata dönüşümünü katalize eden enzim 
olan dihidrofolat redüktazın (DHFR) allosterik inhibi-

törüdür. Pürin ve pirimidin sentezi için tetrahidrofo-
lat gerekli olduğundan, metotreksat etkisi DNA ve 
RNA sentezinin inhibisyonu ile sonuçlanır (11). 

GEREÇ ve YÖNTEM

Hücre Kültürü
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 
(ATCC CRL-1730) hücre hattı American Type Culture 
Collection (Rockville, CT, USA) tarafından sağlandı. 
%10 fetal bovine serum (FBS, Cegrogen Biotech 
GmbH, Stadtallendorf, Germany) ve %1 penicillin/
streptomycin (BiochromGbmH, Berlin, Germany) 
eklenen Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
hücre kültür ortamında ve normoksik koşullar altında 
(37°C’de, %5’lik CO₂) kültüre edildi.

xCELLigence ile Gerçek Zamanlı Hücre Büyümesi ve 
Çoğalması Deneyi
xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) hücre 
canlılık analizi için hücreler uygun besi ortamında 
çoğaltıldı. 96 kuyucuklu hücre kültürü platelerine 
5000 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücre ekildi ve 
cihazda 48 saat boyunca her 15 dk.’da bir olacak 
şekilde ölçüm yapılarak CI (cell index) grafiği elde 
edildi. Negatif kontrol olarak hücre kültür ortamı, 
pozitif kontrol olarak folik asit eklenmeyen hücre 
grupları kullanıldı.

İstatiksel Analiz
Veri analizi için SPSS V.15.0 (SPSS, Chicago, Illinois, 
USA) yazılım programı kullanıldı. SE (standart sapma) 
ve ortalamalar hesaplandı. Gruplar arasındaki anlam-
lılık non-parametrik Mann Whitney U testi ile yapıldı. 
İstatistiksel anlamlılık için p değeri <0.05 olarak kabul 
edildi.

BULGULAR

Folik Asit Hücresel Proliferasyonu Uyarır 
Endotel hücre hattı ile oluşturulan proliferasyon 
deneylerinde folik asidin farklı konsantrasyonlarda 
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hücre proliferasyonuna etkisi araştırılmıştır. Bu etki-
nin folik asitten kaynaklandığını göstermek için folik 
asidin inhibitörü olan MTX’ın toksik olmayan dozu 
saptanmış ve hücre kültür ortamına eklenmiştir. Folik 
asit tek başına endotel hücre hattında hücre çoğal-
masını arttırdığı gözlenmiştir. Folik asidin yedi farklı 
konsantrasyonu ile (2.5-100 μM), kültür ortamında 
büyütülen kontrol hücreleri karşılaştırılmıştır. Bu bağ-
lamda 100 μM folik asit dozunda hücreler %33 ora-
nında daha fazla prolifere olmuştur. Şekil 1’de 48 saat 
sonunda kontrol grubuna karşı kaydedilen hücre 
çoğalması Hücre Canlılığı (%) olarak verilmiştir. 

Folik asit inhibitörünün endotel hücre hattında toksik 
olmayan dozlarının saptanması amacı ile farklı kon-
satrasyonlarda MTX ile hücre kültürü çalışmaları 
yapılmış ve toksik olmayan en yüksek doz 2,5 mM 
olarak saptanmıştır.

Folik asidin endotel hücre hattı üzerindeki etkisini 
inhibitörü ile kombine veren Hücre Canlılık (%) grafiği 
Şekil 2’de verilmiştir.

TARTIŞMA

Endotel doku hasarının karmaşık süreci, iltihaplan-
ma, proliferasyon, anjiyogenez, epidermal restoras-
yon, yara kontraksiyonu ve yeniden modelleme 
dahil, örtüşen fazlarda meydana gelir. Pro-
inflamatuvar reaksiyonlar yara onarımını başlatır-
ken vazgeçilmez roller oynadığından, uzun süreli 
inflamasyon cilt yaralanmasında zararlı etkiler gös-
terir. Doku hasarının onarımında rejenerasyon 
işlemleri normal olarak hücre dışı matris, hücreler 
ve parakrin faktörleri arasındaki karmaşık etkileşim-
ler aracılığıyla gerçekleşir. Bir ya da birkaç bozuk 
mekanizmanın neden olduğu başarısız ya da dağınık 
iyileşme süreçleri birçok hastalıkta yara iyileşmesin-
de zorluklara neden olabilir (12).

Bu çalışmada folik asidin endotel dokudaki prolife-
rasyonuna etkisi ve bununla beraber hasar onarım 
mekanizmasına etkisi araştırılmıştır. Sonuçlar folik 
asidin hücre çoğalması üzerinde arttırıcı bir etkiye 
sahip olduğuna ve endotel hasarın onarımını indük-
lediğine işaret etmektedir. Bununla beraber folik 
asit inhibitörü olan MTX’in varlığı proliferasyonu 
sınırlar. 

Endotel hasar onarımı sırasında hücrelerin göçü ve 
mitotik bölünme hızları üzerinde önemli bir etkisi 
vardır. Winter (13), tarafından yapılan çalışmada 
endotel hasar onarımının, hücrelerin hasar yüzeyin-
de birbiri üzerindeki hareketlerinden etkilendiğini 
göstermiştir. Ayrıca, folik asidin DNA sentezi ve ona-

Şekil 1. Folik asit proliferasyon analizi. 

Farklı konsantrasyonlarda denenen folik asitin endotel hücre hattı üzeri-
nde %33 proliferasyonu indükleyici konsantrasyonu 100μM ölçülmüştür. 
Hücre proliferasyon artışı 48. saat sonunda %Hücre Canlılığı oranı ile 
verilmiştir.

Şekil 2. Folik asit inhibitörünün folik asit üzerindeki etkisi.

Folik asit inhibitörünün toksik olmayan en yüksek dozu 2,5mM olarak 
saptanmıştır ve folik asitin endotel hücreleri üzerindeki etkisi, inhibitörü 
ile kombine kullanımda 48. saat sonunda %Hücre Canlılığı grafiği olarak 
verilmiştir.
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rımı için gerekli olduğu bilinmektedir (14). Folik asit, 
in vivo folik asit redüktaza cevap olarak aktif 
tetrahidro-folik aside indirgenebilir. Tetrahidrofolik 
asit, karbon biriminin ana taşıyıcısı olduğundan ve 
pürin ve pirimidin sentezinde ve amino asitlerin 
karşılıklı dönüşümünde rol oynadığından, in vivo 
olarak bu vitamin eksikliği, karbon biriminin iletimi-
ni engelleyebilir. Bunun sonucu olarak nükleik asit 
sentezi ve hücre çoğalması, doku büyümesi ve geli-
şimi için gerekli amino asit metabolizmasını da etki-
ler. Bu nedenle folik asit, kök hücrelerin proliferas-
yonunun ve farklılaşmasının gelişiminde de kritik 
bir rol oynar (15). Ohrvik ve ark. (16) tarafından yapılan 
bir çalışmada 14 günlük folik asit tedavisinin otolog 
yetişkin kök hücre proliferasyonunu ve in vivo ola-
rak farklılaşmasını indükleyerek yara iyileşmesini 
arttırdığını göstermişlerdir. Bir diğer in vivo çalışma 
ise Zhao M ve ark. (17) tarafından diabetik fareler 
üzerinde yapılan yara iyileşmesi çalışmasıdır. Çalışma 
sonucunda folik asidin yara iyileşmesi üzerinde 
olumlu etkisi gözlenmiştir. 

Bu çalışma ile, standart in vitro proliferasyon mode-
linde folik asidin hasar onarımını indükleyici bir etkisi 
olduğu folik asit inhibitörü olan MTX’in kombine kul-
lanımı ile kanıtlanmıştır. Literatürden elde edilen 
hayvan modellerinin de katkısıyla, endotel hasarı 
nedeniyle oluşan hastalıklarda folik asidin iyileştirici 
etkisi üzerine in vivo çalışmalar yapılarak tıp alanında 
katkı sağlayacağı ön görülmektedir.
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