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Folik Asidin Endotel Hiicrelerinde Proliferasyon
Uzerine Etkisi

The Effect of Folic Acid on Proliferation in Endothelials

Ahu Pakdemirli ©, Feriha Toks6z

(074

Amag: Endotel hasarin iyilesmesi, doku yenilenmesi ve onariminda énemli bir faktér olan folik asit, yapi tasi mole-
kiillerin sentezinde gérev almaktadir. Bu ¢calismada, folik asitin endotel hasari iyilestirmedeki etkisi arastirildl.
Yontem: Endotel hiicre hasarinin onarimi ger¢ek zamanli canli hiicre gériintiileme sistemi xCELLigence RTCA ile
HUVEC hticre hatti kullanilarak gergek zamanli olarak 6l¢iildii. Kullanilan hiicre hattinda 2,5-100 uM araligindaki
yedi farkli konsantrasyonlarda folik asit ve folik asit inhibitérlerinin hiicre proliferasyonuna etkisi incelendi. Elde
edilen tiim verilerin istatiksel analizi SPSS Windows V.15.0. programi ile yapildi.

Bulgular: Olusturulan standart in vitro yara iyilesme modelinde folik asitin endotel hiicreleri iizerindeki proliferatif
etkisi oldugu g6zlendi. Folik asit ayni zamanda hiicre migrasyonunda da arttirici bir etkiye sahiptir.Yapilan ¢calisma-
da, yara kapanma hizi folik asit varliginda artmistir.

Sonug: Folik asitin yedi farkli konsantrasyonu ile yapilan ¢alismada (2,5-100 uM), kiiltiir ortami ile biyiitilen kont-
rol hiicrelerine gére cogalmayi %90 arttiran folik asit dozu (EC 90 dozu) 100 uM olarak; EC 50 dozu 25 uM olarak
bulundu. Kirk sekiz saat siiresince kaydedilen hiicre cogalmasi, hiicre indeksi (Cl) olarak zamana gére grafiklendi ve
yara iyilesmesi gériintileri alindi. Folik asitin endotel hasar onarimindaki arttirici etkisi folik asit inhibitérleri varli-
dinda etkinin azalmasiyla kanitlandi.

Anahtar kelimeler: Folik asit, endotel hasar, standart in vitro yara iyilesme 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 uM), 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 uM, and 25 uM, respectively . Cell proliferation index (Cl) 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.

Keywords: Folic acid, endothelial damage, standard in vitro wound healing model
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GIiRIS

Doku hasari, beraberinde notrofiller ve makrofajlar
gibi proinflamatuar sitokin Greten hicrelerin infilt-
rasyonu ile karakterize edilen iyilesme siirecini basla-
tir, bunu ekstraseliiler matriks (ECM) olusturan fib-
roblastlarin gelmesi ve yeni doku formasyonunun
olusumu izler. Bu sirecte yara kapanmasinda hiicre-
sel proliferasyon etkilidir. Hicreler ECM’in yeniden
modellemesini pozitif olarak diizenleme ve normal
cilt mimarisinin ve isleyisinin rejenerasyonunu uyar-
ma egilimindedir. Bu etkilere parakrin sinyallemesi
aracilik eder Y. Yara iyilesmesi, hiicre gocu, iltihap-
lanma, anjiyogenez, granilasyon dokusu olusumu,
yeniden epitelizasyon ve ECM yeniden modellemesi
gerektiren karmasik bir siregtir ?. Endotel gibi 6zel-
lesmis doku hasarlarinin tedavisi ve 6nlenmesi klinik
Oneme sahiptir. Gelistirilen modern tedavi yontemle-
rine ragmen kronik yaralarin %50’sinden fazlasi teda-
viye direncli kalmaktadir ©).

Folik asit (folat, pteroylglutamic asit veya vitamin
B9), pteridin halka yapisi ve/veya glutamik asit kalin-
tilarinin sayisi ile Gretilen bir grup kimyasal yapi ola-
rak bilinen, viicut saghgi, blylime ve gelisme igin
gerekli suda ¢bztinlr B vitaminidir ), Folik asit DNA
bazlarinin sentezi icin gereklidir ® ve DNA’ya metil
grubu saglayarak DNA sentezini ve DNA metilasyonu-
nu etkileyebilen bir kanser 6nleyicidir ®. Ayni zaman-
da birgok metabolizma stirecinde 6nemli rol oynar ve
kardiyovaskiiler, zihinsel hastaliklar, kanser ve dogum
kusurlarina karst korunmaya yardimci olabilir.
Literattirde folik asidin néral tip Gzerine etkileri 7
ve kanser dnleyici etkilerine yonelik calismalar bulun-
maktadir 19,

Calismada folik asit inhibitori olarak Metotreksat
(MTX) kullanilmistir. Metotreksat kimyasal yapisi,
“4-Amino-10-methylfolic acid hydrate” olan bir
“Antifolan hydrate”dir. Metotreksat, dihidrofolatin
tetrahidrofolata donislimini katalize eden enzim
olan dihidrofolat rediktazin (DHFR) allosterik inhibi-

torudir. PUrin ve pirimidin sentezi igin tetrahidrofo-
lat gerekli oldugundan, metotreksat etkisi DNA ve
RNA sentezinin inhibisyonu ile sonuglanir 4,

GEREC ve YONTEM

Hiicre Kaltiri

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
(ATCC CRL-1730) hiicre hatti American Type Culture
Collection (Rockville, CT, USA) tarafindan saglandi.
%10 fetal bovine serum (FBS, Cegrogen Biotech
GmbH, Stadtallendorf, Germany) ve %1 penicillin/
streptomycin (BiochromGbmH, Berlin, Germany)
eklenen Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
hiicre kiltir ortaminda ve normoksik kosullar altinda
(37°C’de, %5’lik CO,) kiltire edildi.

XCELLigence ile Ger¢ek Zamanl Hiicre Biiylimesi ve
Cogalmasi Deneyi

xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) hicre
canhlik analizi i¢in hiicreler uygun besi ortaminda
cogaltildi. 96 kuyucuklu hiicre kultiirt platelerine
5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekildi ve
cihazda 48 saat boyunca her 15 dk/da bir olacak
sekilde 6l¢lim yapilarak CI (cell index) grafigi elde
edildi. Negatif kontrol olarak hiicre kiltir ortami,
pozitif kontrol olarak folik asit eklenmeyen hiicre
gruplari kullanildi.

istatiksel Analiz

Veri analizi igin SPSS V.15.0 (SPSS, Chicago, lllinois,
USA) yazilim programi kullanildi. SE (standart sapma)
ve ortalamalar hesaplandi. Gruplar arasindaki anlam-
lilik non-parametrik Mann Whitney U testi ile yapildi.
istatistiksel anlamlilik icin p degeri <0.05 olarak kabul
edildi.

BULGULAR
Folik Asit Hiicresel Proliferasyonu Uyarir

Endotel hiicre hatti ile olusturulan proliferasyon
deneylerinde folik asidin farkli konsantrasyonlarda
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hicre proliferasyonuna etkisi arastiriimistir. Bu etki-
nin folik asitten kaynaklandigini géstermek igin folik
asidin inhibitori olan MTX'in toksik olmayan dozu
saptanmis ve hicre kiltiir ortamina eklenmistir. Folik
asit tek basina endotel hiicre hattinda hiicre ¢ogal-
masini arttirdigi gézlenmistir. Folik asidin yedi farkli
konsantrasyonu ile (2.5-100 puM), kiiltir ortaminda
blyttilen kontrol hiicreleri karsilastirilmistir. Bu bag-
lamda 100 uM folik asit dozunda hiicreler %33 ora-
ninda daha fazla prolifere olmustur. Sekil 1’de 48 saat
sonunda kontrol grubuna karsi kaydedilen hiicre
¢ogalmasi Hiicre Canlilig (%) olarak verilmistir.
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Sekil 1. Folik asit proliferasyon analizi.
Farkli konsantrasyonlarda denenen folik asitin endotel hiicre hatti iizeri-
nde %33 proliferasyonu indiikleyici konsantrasyonu 100uM 6lgtlmdistiir.

Hiicre proliferasyon artisi 48. saat sonunda %Hticre Canliligi orani ile
verilmistir.
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Sekil 2. Folik asit inhibitoriiniin folik asit Gzerindeki etkisi.

Folik asit inhibitériiniin toksik olmayan en yiiksek dozu 2,5mM olarak
saptanmistir ve folik asitin endotel hiicreleri lizerindeki etkisi, inhibitorii

ile kombine kullanimda 48. saat sonunda %Hiicre Canliligi grafigi olarak
verilmistir.
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Folik asit inhibitoriiniin endotel hiicre hattinda toksik
olmayan dozlarinin saptanmasi amaci ile farkli kon-
satrasyonlarda MTX ile hticre kultiirt calismalari
yapiimis ve toksik olmayan en yiliksek doz 2,5 mM
olarak saptanmistir.

Folik asidin endotel hiicre hatti lizerindeki etkisini
inhibitord ile kombine veren Hiicre Canlilk (%) grafigi
Sekil 2'de verilmistir.

TARTISMA

Endotel doku hasarinin karmasik sireci, iltihaplan-
ma, proliferasyon, anjiyogenez, epidermal restoras-
yon, yara kontraksiyonu ve yeniden modelleme
dahil, ortisen fazlarda meydana gelir. Pro-
inflamatuvar reaksiyonlar yara onarimini baslatir-
ken vazgecilmez roller oynadigindan, uzun sireli
inflamasyon cilt yaralanmasinda zararli etkiler gos-
terir. Doku hasarinin onariminda rejenerasyon
islemleri normal olarak hiicre disi matris, hiicreler
ve parakrin faktorleri arasindaki karmasik etkilesim-
ler araciligiyla gergeklesir. Bir ya da birka¢ bozuk
mekanizmanin neden oldugu basarisiz ya da daginik
iyilesme slrecleri bircok hastalikta yara iyilesmesin-
de zorluklara neden olabilir *2),

Bu calismada folik asidin endotel dokudaki prolife-
rasyonuna etkisi ve bununla beraber hasar onarim
mekanizmasina etkisi arastirilmistir. Sonuglar folik
asidin hiicre cogalmasi Uzerinde arttirici bir etkiye
sahip olduguna ve endotel hasarin onarimini indiik-
ledigine isaret etmektedir. Bununla beraber folik
asit inhibitéri olan MTX’in varhg! proliferasyonu
sinirlar.

Endotel hasar onarimi sirasinda hiicrelerin goci ve
mitotik boélinme hizlari izerinde 6nemli bir etkisi
vardir. Winter @3 tarafindan yapilan calismada
endotel hasar onariminin, hiicrelerin hasar ylizeyin-
de birbiri Uzerindeki hareketlerinden etkilendigini
gostermistir. Ayrica, folik asidin DNA sentezi ve ona-
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rimi icin gerekli oldugu bilinmektedir 4. Folik asit,
in vivo folik asit rediiktaza cevap olarak aktif
tetrahidro-folik aside indirgenebilir. Tetrahidrofolik
asit, karbon biriminin ana tasiyicisi oldugundan ve
plirin ve pirimidin sentezinde ve amino asitlerin
karsilikli dontsiminde rol oynadigindan, in vivo
olarak bu vitamin eksikligi, karbon biriminin iletimi-
ni engelleyebilir. Bunun sonucu olarak nikleik asit
sentezi ve hicre ¢ogalmasi, doku blyimesi ve geli-
simi icin gerekli amino asit metabolizmasini da etki-
ler. Bu nedenle folik asit, kok hlicrelerin proliferas-
yonunun ve farkhlasmasinin gelisiminde de kritik
bir rol oynar %, Ohrvik ve ark. *®tarafindan yapilan
bir calismada 14 glinlik folik asit tedavisinin otolog
yetiskin kok hicre proliferasyonunu ve in vivo ola-
rak farkhlasmasini indlkleyerek yara iyilesmesini
arttirdigini goéstermislerdir. Bir diger in vivo ¢alisma
ise Zhao M ve ark. 7 tarafindan diabetik fareler
Uzerindeyapilanyaraiyilesmesigalismasidir. Calisma
sonucunda folik asidin yara iyilesmesi Uzerinde
olumlu etkisi gézlenmistir.

Bu calisma ile, standart in vitro proliferasyon mode-
linde folik asidin hasar onarimini indlkleyici bir etkisi
oldugu folik asit inhibitori olan MTX’in kombine kul-
lanimi ile kanitlanmistir. Literatiirden elde edilen
hayvan modellerinin de katkisiyla, endotel hasari
nedeniyle olusan hastaliklarda folik asidin iyilestirici
etkisi Gizerine in vivo ¢alismalar yapilarak tip alaninda
katki saglayacagi 6n gorilmektedir.
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