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ÖZET 

Ahu PAKDEMİRLİ 

Yazışma adresi: Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı, İZMİR 

 

Yara İyileşme Modelinde Mezenkimal Kök Hücre Differansiyasyonunda Folik Asit 

Etkisi  

Mezenkimal kök hücreler (MKH) yetişkin dokularından izole edilebilen stromal kök 

hücrelerin heterojen alt kümesi olup erişkin tip kök hücredir. MKH hem mezodermal 

hücreler hem de diğer embriyonik hattaki hücreler için farklılaştırıcı olabilir. Stromal kökenli 

olmalarından dolayı destek hücresi özelliğini taşırlar; dayanıklı ve farklı alanlarda kullanım 

potansiyeli yüksek hücrelerdir. Çalışmalar, nakledilen MKH’lerin etkilerini farklılaşma 

özellikleri aracılığıyla veya doku fonksiyonlarını geri getiren ve bağışıklık hücrelerini 

düzenleyen moleküllerin salınımı aracılığıyla uyguladığını göstermektedir. In vivo 

uygulamalar sonrası MKH’lerin periferik toleransı indüklediği ve hasarlı hücrelere göç ettiği 

ve hasarlı alanda pro-enflamatuar sitokinlerin salınmasını önlediği ve hasar görmüş 

hücrelerin hayatta kalmasını teşvik ettiği gösterilmiştir. Doku yenilenmesi ve onarımında bir 

diğer önemli faktör olan folik asit, hem yapı taşı moleküllerin sentezindeki rolü hem de 

differansiyasyon üzerine etkileri nedeniyle araştırılmaktadır. Bu çalışmada yara iyileşme 

modelinde mezenkimal kök hücre differansiyasyonunda folik asidin etkisi araştırılmıştır. 

HUVEC hücre hattı ile oluşturulan yara iyileşme modelinde folik asit ve inhibitörleri, MKH 

salgısal faktörleri kullanılarak doku yenilenmesi değerlendirilmiştir. Yara iyileşme hızı 

gerçek zamanlı canlı hücre görüntüleme sistemi ile hücre çoğalma fonksiyonları gerçek 

zamanlı hücre proliferasyon yöntemi ile ölçülmüştür. Folik asidin hücre proliferasyonunnu 

arttırıcı etkisi MKH kültür ortamına salınan salgısal faktörlerce potansiyalize edilmiştir. Folik 

asit, yara iyileşme hızını arttırmıştır. MKH salgısal faktörleri bu artışı ilk altı saatlik 

döneminde potansiyalize etmiştir. Bu çalışmada mezenkimal kök hücrelerin folik asit ile 

birlikte ko-kültürü sonucu ortama salgıladıkları faktörlerin endotel hasarını iyileştirme 

kapasiteleri in vitro yara iyileşme modelinde araştırılmıştır. MKH doku yenilenmesi ve 
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iyileşme süreçlerinde yalnızca destek hücre fonksiyonları ile değil, differansiyasyonun 

salgısal fonksiyonlar üzerindeki etkisiyle de katkı sağladığı ve bu katkının folik asidin doku 

yenilenmesi üzerine olan etkisini güçlendirdiği gösterilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Yara iyileşmesi, mezenkimal kök hücre, folik asit, folik asit inhibitörleri 
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ABSTRACT 

Ahu PAKDEMİRLİ 

Corresponding address: Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Physiology 

Izmir. 

 

Effect of Folic Acid on Mesenchymal Stem Cell Differentiation in Wound Healing 

Model 

Mesenchymal stem cells (MSC) are adult type stem cell where the heterogeneous 

subset of stromal stem cells that can be isolated from adult tissues. MSC can be a 

differentiator for both mesodermal cells and other embryonic lines. Due to their origin as 

stromal, they carry the supporting cell feature and are resistant cells with high potency in 

different areas. Studies show that the effects of transplanted MSC are mediated through 

differentiation properties or by the release of molecules that regulate immune cells, restoring 

tissue function. After in vivo applications, it has been shown that MSC induce peripheral 

tolerance and migrate to damaged cells and prevent the release of damaged area pro-

inflammatory cytokines and promote the survival of damaged cells. Folic acid, another 

important factor in tissue regeneration and repair, has been questioned in the literature due to 

its role in the synthesis of building block molecules and its effects on differentiation. In this 

study, the effect of folic acid on mesenchymal stem cell differentiation was investigated in 

the wound healing model. In the wound healing model generated by the HUVEC cell line, 

tissue regeneration was assessed using folic acid and its inhibitors, MSCs secretory factors. 

The wound healing rate was measured by a real-time live cell imaging system and cell 

proliferation functions were measured by real-time cell proliferation. Increasing effect of 

folic acid on cell proliferation. MSH epidemic factors potentiate this increase during the first 

six hours. In this study, endothelial damage-enhancing capacities of factors that 

mesenchymal stem cells secreted co-culture endothelial with folic acid were investigated in 

an in vitro wound healing model. It has been shown that MSCs contribute not only to support 

cell functions but also to the effect of differentiation on the secretory functions in tissue 
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regeneration and healing processes, and this contribution potentiates the effect of folic acid 

on tissue regeneration. 

 

Key Words: Mesenchymal stem cell, wound healing, folic acid, cell differentiation 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

1.1. Problemin Tanımı 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) birçok yetişkin dokularından izole edilebilen 

stromal kök hücrelerin heterojen alt kümesi olup erişkin tip kök hücredir. MKH hem 

adipositler, kondrositler ve osteositler gibi mezodermal hattaki hücreler hem de diğer 

embriyonik hattaki hücreler için farklılaştırıcı olabilir (1). Stromal kökenli olmalarından 

dolayı destek hücresi özelliğini taşırlar ve birçok dokudan elde edilebilerek sayıca çoğaltılan, 

dayanıklı, farklı alanlarda kullanım potansiyeli yüksek hücrelerdir (2). MKH, doğal ve 

kazanılmış bağışıklık sistemi hücreleri ile etkileşerek birçok efektör fonksiyonlarının 

modülasyonuna neden olur. MKH doğası belirsiz olmasına rağmen, klonal olmayan stromal 

kültürler tedavi amaçlı MKH kaynağı olarak kullanılmaktadır (3). Preklinik ve klinik 

çalışmalar, nakledilen MKH’lerin etkilerini farklılaşma özellikleri aracılığıyla veya doku 

fonksiyonlarını geri getiren ve bağışıklık hücrelerini düzenleyen moleküllerin salınımı 

aracılığıyla uyguladığını göstermektedir.  In vivo uygulamalar sonrası MKH’lerin periferik 

toleransı indüklediği, hasarlı hücrelere göç ettiği, hasarlı alanda pro-enflamatuar sitokinlerin 

salınmasını önlediği ve hasar görmüş hücrelerin hayatta kalmasını teşvik ettiği gösterilmiştir 

(4).  

Mezenkimal kök hücreler uygun mikro çevre koşullarında öncelikle bağ dokusu 

olmak üzere değişik hücre tiplerine farklılaşabilme potansiyeline sahiptir. In vitro koşullarda 

uygun uyaranlarla osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklılaşma kapasitelerinin 

olduğu ve hematopoetik stroma oluşturabildikleri, ayrıca MKH’lerden pankreas beta 

hücreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hücrelere dönüşüm olduğu gösterilmiştir (5). 

MKH’ler başka bir dokuda hasar oluşması durumunda diğer dokuya geçer ve bu dokuda 

oluşan hasarı düzeltmeye ve onarmaya başlar (6, 7). 

Folik asit; sağlık, büyüme ve gelişme için eksojen alımı gerekli olan B vitamini 

kompleks grubunda yer alan suda çözünen bir vitamindir. DNA bazları ve diğer gerekli 

biyomoleküllerin sentezindeki tek karbon vericileri için ko-faktörlerin prekürsörü olarak folik 
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asit gereklidir (8). Doku yenilenmesi ve onarımında bir diğer önemli faktör olan Folik asit 

hem yapı taşı moleküllerin sentezindeki rolü hem de differansiyasyon üzerine etkileri 

nedeniyle literatürde araştırılmaktadır (9). Folik asidin differansiyasyon (farklılaşma) üzerine 

olumlu etkisi bilinmektedir. Differansiyasyon köken alınan dokuya morfolojik olarak veya 

işlev olarak benzeme özelliği olarak tanımlanmaktadır.  Folik asit, DNA metiltransferazlar 

aracılığıyla nöral kök hücrelerin nöronlara differansiyasyonunu indüklemektedir, kök hücre 

çoğalması ve farklılaşması üzerinde önemli bir rol oynamaktadır (10). Folik asit, DNA 

replikasyonu ve onarımı, metilasyon, nükleotidlerin ve bazı amino asitlerin sentezi gibi pek 

çok metabolik işlevde görev almaktadır. Folik asit molekül yapısında formil, metil, metilen, 

pteridin, p-amino benzoik asit (PABA) ve glutamik asit bulunmaktadır. Folik asit alımı 

yetersizliğinde ise megaloblastik anemi, büyüme geriliği ve nöral tüp defektleri 

görülmektedir. Bu çalışmada mezenkimal kök hücrelerin folik asid ile birlikte ko kültürü 

sonucu ortama salgıladıkları faktörlerin endotel hasarını iyileştirme kapasiteleri in vitro yara 

iyileşme modelinde araştırılmıştır.  

 

1.2. Araştırmanı Amacı 

Folik asit ve mezenkimal kök hücrenin yara iyileşmesine olumlu etkisi vardır. Bu 

çalışmanın amacı yara iyileşme modelinde mezenkimal kök hücre differansiyasyonunda folik 

asit etkisini araştırmaktır. Bu bağlamda mezenkimal kök hücrelerin folik asit ile birlikte ko- 

kültürü sonucu ortama salgıladıkları faktörlerin endotel hasarını iyileştirme kapasiteleri 

invitro yara iyileşme modelinde araştırılmıştır. 

Bu kapsamda yürütülen çalışmada aşağıdaki hedefler üzerine odaklanılmıştır: 

1. Folik asit verilmeden sadece mezenkimal kök hücresinin salgısal faktörlerinin yara 

iyileşmesinde etkinliğinin görülmesi.  

2. Folik asidin farklı dozlarının yara iyileşmesinde etkinliğinin gösterilmesi; folik asit 

inhibitörleriyle bu etkinin inhibe edildiğinin görülmesi. 

3. Folik asidin mezenkimal kök hücre farklılandırılması sürecinde MKH kaynaklı faktörler 

(MDFs) üzerine etkisi ile yara iyileşmesinde etkinliğinin görülmesi. 
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1.3. Araştırmanın Hipotezleri 

Mezenkimal kök hücre differansiyasyonunda folik asidin etkisiyle oluşan salgısal 

faktörlerin yara iyileşmesi üzerine etkilerinin incelendiği çalışmamızın hipotezi: ‘Folik asit 

ve mezenkimal kök hücre salgısal faktörlerinin yara iyileşmesine olumlu etkisi var mıdır?’  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Yara İyileşmesi 

Normal yara iyileşmesi, hemostazdan enflamasyona, organize doku rejenerasyonuna 

kadar giden karmaşık, ancak çoklu parametreler tarafından düzenlenen bir olaylar dizisidir. 

Doku hasarı, beraberinde nötrofiller ve makrofajlar gibi proinflamatuar sitokin üreten 

hücrelerin infiltrasyonu ile karakterize edilen iyileşme sürecini başlatır, bunu ekstraselüler 

matriks (ECM) oluşturan fibroblastların gelmesi ve yeni doku formasyonunun oluşumu izler. 

Bununla birlikte, en iyi koşullar altında bile, bu süreç tipik olarak fibrozis veya skar oluşumu 

ile sonuçlanabilir ve doku iyileşmesinin karmaşık doğası göz önüne alındığında, klinik 

kararları ve sonuçları etkileyebilecek çok sayıda adım vardır. Her yıl çeşitli kusurları 

gidermek için milyonlarca rekonstrüksiyon prosedürü gerçekleştirilmektedir. Endotel gibi 

özelleşmiş doku hasarlarının tedavisi ve önlenmesi de ayrıca klinik öneme sahiptir. 

Geliştirilen modern tedavi yöntemlerine rağmen kronik yaraların  %50'sinden fazlası tedaviye 

dirençli kalmaktadır (4). Kronik yaralar, modern tıpta büyük bir sorun olmaya devam 

etmektedir ve sadece fiziksel ve zihinsel sağlığı değil, aynı zamanda verimliliği, uzun vadeli 

morbidite ve sağlık harcamalarını da etkileyen önemli bir yük oluşturmaktadır. Bu nedenle 

doku iyileşmesinin fizyolojisini anlamaya yönelik çalışmalar önem kazanmaktadır (10).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, yara iyileşmesi ile ilgili çeşitli kök hücreleri 

bildirilmiştir, örn. deri kaynaklı öncü hücreler (SKP'ler), epidermal kök hücre (EpSC'ler), 

amniyon kaynaklı mezenkimal kök hücreler (AMSC'ler), sinoviyum mezenkimal kök 

hücreler (SMSC'ler), kemik iliğinden türetilmiş kök hücreler (BMSC'ler) ve adipoz türevli 

kök hücreler (ASC'ler). Ancak, araştırmacılar, MKH'lerin avantajlarından dolayı kullanımı 

konusunda mutabakata varmışlardır. MKH'ler, dokuların çoğuna yol açma kabiliyetleri ve 

organlarda yara iyileşmesinde rollerinden dolayı artan bir ilgi konusu olmuştur (11). 
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2.2. Mezenkimal Kök Hücre 

Mezenkimal kök hücreler Şekil 1’ de görüleceği gibi (multipotent mezenşimal stromal 

hücreler olarak da bilinir) kendini yenileme ve çok-soylu farklılaşma kapasitesine sahiptir ve 

yara iyileşmesini artırma yetenekleri iyi gelişmiştir. Parakrin etkileşimleri ile hareket eden 

MKH'ler, yara kapanmasını hızlandırır, anjiyojenezi arttırır, yara iltihabının çözünürlüğünü 

teşvik eder, hücre dışı matrisin yeniden şekillenmesini olumlu bir şekilde düzenler, normal 

doku mimarisi ve işlevi ile yenilenmesini teşvik eder. Mezenkimal kök hücreler, kendini 

yenileme ve osteoblastlar, adipositler, kondrositler, tenositler ve miyositler gibi çoklu doku 

oluşturucu hücre soylarına farklılaşma gösterme kabiliyeti ile karakterize edilir (12). Kemik 

iliği, adipoz doku ve umbilikal kord dahil olmak üzere bir dizi dokudan elde edilebilen 

MKH'ler, CD44 +, CD73 +, CD90 + ve CD105 + dahil olmak üzere yüzey CD işaretlerinin 

ifadesi ile karakterize edilir ve hematopoetik hücrelerden CD34, CD45, CD14 ve HLA-DR 

negatif olmaları ile ayrılırlar.    

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. MKH'lerde Stro-1 ve CD45'in immünohistokimya ile boyanması. MKH'ler, Stro-1 

(a) ile immüno-pozitif iken, CD45 boyaması negatif (b) olarak görülmektedir. Oklar: 

immünpozitif hücreler, oklar kafaları: immünonegatif hücreler. Büyütme × 100 a ve × 400 b 

de. [Bu şekil, www.anatomy.org. tr  adresindeki çevrimiçi versiyondan alıntılanmıştır]. 

 

http://www.anatomy.org/
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Yara iyileşmesi, hücre göçü, iltihaplanma, anjiyogenez, granülasyon dokusu oluşumu, 

yeniden epitelizasyon ve ECM yeniden modellemesi gerektiren karmaşık bir süreçtir. 

MKH'lerin bu süreçte aktif bir rolü vardır ve MKH'lerin terapötik uygulamasının yara 

iyileşmesini arttırdığı ve iyileştirdiği gösterilmiştir. Şekil 2’de ayrıntılandırıldığı gibi, 

MKH'lerin de immünomodülatör, onarıcı olduğu gösterilmiştir ve parakrin sinyallemesi 

yoluyla oluşan rejeneratif etkilerinin, büyük terapötik potansiyeli tartışılmaktadır (13).  

 

 

Şekil 2. Mezenkimal kök hücreler tarafından yönlendirilen yara iyileşmesi. Bu, yara 

kapanmasını hızlandırmayı, angiogenezi arttırmayı, yara inflamasyonunun azalmasını kapsar. 

Hücre dışı matriksin (ECM) yeniden modellemesini pozitif olarak düzenler ve normal cilt 

mimarisinin ve işleyişinin rejenerasyonunu uyarır. Bu etkilere parakrin sinyallemesi aracılık 

eder. GPx glutatyon peroksidaz, HaCaT immünize insan keratinosit, HGF hepatosit büyüme 

faktörü, ICAM1 interselüler adezyon molekülü 1, IL-1 interlökin-1, MMP-1 matriks 
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metalloproteinaz-1, SOD süperoksit dismutaz, TNF-α tümör nekroz faktörü-alfa, VEGF 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (14).  

 

MKH’ler pek çok fonksiyonları ile yara iyileşmesine katkıda bulunurlar. Araştırmamız 

kapsamında, yara iyileşme sürecinde differansiye olarak sürece katılan MKH’lerin ortama 

salgıladıkları faktörlerin rolü incelenmektir. MKH'ler tarafından salgılanan düzenleyici ve 

trofik faktörler, çok sayıda büyüme faktörünü, sitokinleri ve kemokinleri içerir ve MDFs 

olarak bilinirler. Bu faktörlerin, fizyolojik değişiklikler (hipoksi veya anoksi), küçük molekül 

uyarımı, sitokin tedavileri ve strese cevap verdiği gösterilmiştir (15). 

2.3. Folik Asit 

Differansiyasyon ve yara iyileşmesinde rolü olduğu bilinen önemli bir faktör de folik 

asittir (Şekil 3). Folik asit DNA bazlarının sentezi için gereklidir (16).  

Şekil 3. Folik asit molekülü. 

 

Hwank ve arkadaşları hücre morfolojisini inceleyerek folik asidin myoblastların çok 

çekirdekli mikrotübüllere füzyonunu ve myojenik differansiyasyonunu artırdığını 

göstermişlerdir (17). Folik asit tedavisi gen ekspresyonunda hücre türüne bağlı değişiklikleri 
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uyarır (18). Wei ve arkadaşlarının çalışmasında ise folik asidin fare kök hücre pluripotensini 

sürekli kıldığı gösterilmiştir (19).  

 

 

 

 Şekil 4. Folik asit metabolizması 

 

Folik asit Şekil 4’de gösterildiği gibi DNA'ya metil grubu sağlayarak DNA sentezini ve 

DNA metilasyonunu etkileyebilen bir kanser önleyicidir (20). Aynı zamanda folik asit 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 (21, 22, 23) ve kanser önleyici etkilerine yönelik çalışmalar bulunmaktadır 

(24).  

Folik asit (folat, pteroylglutamic asit veya vitamin B9), pteridin halka yapısı ve / veya 

glutamik asit kalıntılarının sayısı ile üretilen bir grup kimyasal yapı olarak bilinen, vücut 
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sağlığı, büyüme ve gelişme için gerekli suda çözünür B vitaminidir.  Folik asidin 

hematopoetik sistemle ilişkili klinik etkileri uzun zamandır bilinmektedir. Yeni kanıtlar 

özelleşmiş doku büyümesi ve gelişimini de içerdiği yönündedir. Çalışmalar folik asidin kök 

hücrelerin proliferasyonu ve farklılaşması üzerinde çok önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir (25). Ancak, bu klinik sonuçların temel mekanizmaları hala belirsizliğini 

korumaktadır. Öncül çalışmalar, folik asidin hücrelerdeki enflamatuar proteinlerin 

ekspresyonunu önemli ölçüde azalttığını ve hipoksi koşullarında Ca2+ aşırı yüklenmesini 

önlediğini, differansiyasyonu yönettiği bilinen Notch1 yolağında mRNA ve protein 

ekspresyonunu etkin şekilde düzenlediğini ve hücreler üzerinde önemli koruyucu etkilere 

neden olduğunu göstermiştir (26). Şekil 5’te folik asidin kök hücre metabolizmasında SAM 

üzerinden hücre artışı ve kök hücre differansiyasyonuna olan katkısı görülmektedir.  

 

Şekil 5. Pluripotent kök hücrelerde metabolizma.  
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(A) GLUT1 / 3 ekspresyonunda artış ile glikoz akışı artar ve heksokinaz (HK) ve 

fosfofruktokinaz 1 (PFK1) enzimleri glikolitik akışı keskin bir şekilde arttırmak için aktive 

olur. Sonuç olarak, nükleotit sentezi için pentoz fosfat yoluna (PPP) akış artar.  

(B) ATP sentezi, glikolitik fosfogliserat kinazlar (PGK) ve piruvat kinazlar (PK) tarafından 

gerçekleştirilen reaksiyonlara daha fazla bağımlıdır ve mitokondriyal elektron taşıma zinciri 

(ETC) tarafından O₂ tüketiminden ayrıştırılır.  

(C) Treonin dehidrogenaz (TDH), glisin C-asetiltransferaz (GCAT) ve glisin dekarboksilazın 

(GLDC) aktivasyonu, S-adenosilmetionin (SAM) yakıt olan folat bir karbon (1C) havuzunu 

beslemek için Thr-Gly katabolizmasını ve pluripotensi ve proliferasyon korumak için 

nükleotid sentezini teşvik eder.   Ac-CoA, asetil koenzim A; F6P, fruktoz-6-fosfat; FBP, 

früktoz-1,6-bisfosfat; G6P, glikoz-6-fosfat; GAPDH, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz; 

GPI, glikoz-6-fosfat izomeraz; LDHA, laktat dehidrojenaz A; OAA, oksaloasetat; PC, piruvat 

karboksilaz; PDH, piruvat dehidrojenaz kompleksi; PK, piruvat kinaz; TP1, triosefosfat 

izomerazı (kaynak 27’den alıntılanmıştır).  
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2.4. Folik Asit İnhibitörleri 

2.4.1. Metotreksat (MTX) 

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 inhibitörüdür. Şekil 6’da 

özetlendiği gibi pürin ve pirimidin sentezi için tetrahidrofolat gerekli olduğundan, 

metotreksat etkisi DNA ve RNA sentezinin inhibisyonu ile sonuçlanır (28).  

 

 

Şekil 6. Folik asit antagonisti metotreksat metabolizması  
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2.4.2. Pemetreksat (PTX) 

 Pemetreksat, kimyasal yapısı “N-(4- (2- (2-Amino-3,4- dihydro- 4-oxo-7 H-pyrrolo 

(2,3-d) pyrimdin- 5 yl) ethyl) benzoyl) glutamic acid sodium salt hydrate”olarak 

bilinmektedir. Şekil 7’de özetlendiği gibi folik asid metabolizmasının 3 enzimini de 

inhibe ederek folat metabolizmasını durdurur (29).  

 

 

Şekil 7. Pemetreksat ile çoklu folat metabolizma enzimlerin inhibisyonu  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Araştırmanın Tipi 

Bu çalışma in vitro deneysel bir araştırma olarak gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Bu çalışma Eylül 2013’de tez konusu belirleme ve literatür tarama ile başlamış; 

Ağustos 2018’de tez savunmasıyla sonlanmıştır. Araştırma, Dokuz Eylül Üniversitesi 

Onkoloji Enstitüsü Moleküler Onkoloji Laboratuvarında yürütülmüştür.  

 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi:  

Çalışma in vitro yara modelinde yapılmış olup, örneklem alınmamıştır. 

 

3.4. Çalışma Materyali 

Bu çalışmada, HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] ve Bone 

Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells [Normal]  hücre hatları kullanılmıştır. Hücre 

hatları, DMSZ ve ATCC ’den satın alınmıştır. 

 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri   

Bu çalışmada endotel kaynaklı hasarın mezenkimal kök hücrelerin farklılaşması ile 

giderilmesinde MDFs ve folik asidin etkisi araştırılmaktadır. MKH farlılaşmasının 

(farklılaşma protokolüne göre) folik asit etkisi ve folik asit etkisi olmaksızın doku ortamına 

salgıladığı MDFs olarak bilinen düzenleyicilerin endotel hasarını tamiri, in vitro yara 

iyileşmesi deneysel modelinde araştırılmıştır. Yara iyileşmesi hızı bağımlı değişken; folik 

asit, MKH bağımsız değişkendir. 
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3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1. Kullanılan Malzemeler - Cihazlar 

 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM 4 g/L glucose, 4.0 mM L-Glutamine) 

(Gibco by Life Technologies, Katalog no: 11965-092, Grand Island, NY, USA) 

 Mesenchymal Stem Cell Basal Medium , 485 mL (Cat no: PCS-500-030, ATCC, 

USA) 

 Essential 6™ Medium, 500 mL, (Catalog number:  A1516401, Gibco™ USA.) 

 HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] hücre hattı 

 Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells [Normal]  hücre hatı 

 Fötal sığır serumu (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 

 Penisilin- Streptomisin (10,000U/ml) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, 

Katalog no: 15140-122, NY, USA) 

 Fosfat tamponlu tuz çözeltisi pH 7.4 (1X) ([-] kalsiyum klorür [-] Magnezyum klorür)  

(Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, USA) 

 Mikropipet set (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 

 Kimwipes (Kimtech Science Brand, Kimberly-Clark Worldwide, Inc, USA) 

 0.05% Tiripsin-EDTA (1X), Fenol-Kırmızı (Gibco by Life Technologies, Grand 

Island, NY, USA) 

 Tripan mavisi (Sigma Aldrich, USA) 

 25cm2 hücre kültür flaskı (MedSupply Partners, USA) 

 75cm2 hücre kültür flaskı (MedSupply Partners, USA) 

 50 mililitre (ml) tüp (MedSupply Partners, USA) 

 15 ml tüp (MedSupply Partners, USA) 

 Serolojik pipet-10 ml (MedSupply Partners, USA) 

 Serolojik pipet-5 ml (MedSupply Partners, USA) 

 Etanol (MedSupplyPartners, USA) 

 Karbondioksit inkübatör (Thermo Scientific, USA)  
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 xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) 

 JuLI Br Live Cell Movie Analyser (NanoEnTek) 

 

3.6.2. HUVEC Hücre Kültürü  

HUVEC hücre hattı uygun hücre kültürü ortamlarında üretildi (37°C’de, %5’lik CO₂ , 

%10 FBS (fetal bovine serum) (Biochrom), %1 antibiyotik içeren Dulbecco's Modified Eagle 

Medium low-glucose (L-DMEM 1 g/L glucose, 4.0 mM L-Glutamine) hücre besleyici 

normoksik inkübatör ortamda çoğaltıldı. 

 

3.6.3. Kök Hücre Kültürü 

BMSCs (Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell) hücreleri, Mesenchymal 

Stem Cell Basal Medium for Adipose, Umbilical and Bone Marrow-derived MSCs 

(ATCC® PCS-500-030™) ve Fetal bovine serum (%10) (Cat no: S0113, Biochrom GmbH, 

Germany), L-glutamin (4,5 mM) (Cat no: K0283, BIOCHROM AG, Germany), 

Penicilin/Streptomicin (Cat no: A2210, BIOCHROM , AG, Germany) 37°C’de 5% CO₂ 

içeren normoksik inkübatör ortamında çoğaltıldı.  

 

3.6.4. xCELLigence İle Gerçek Zamanlı Hücre Büyümesi ve Çoğalması Deneyi 

xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA)  hücre canlılık analizi için hücreler 

uygun besi ortamında çoğaltıldı. En az %80 konfluent olan hücreler kullanıldı. Plate düzeni 

tasarlanırken kontrol grubu, her bir bileşen ve konsantrasyon için E-plate 96 üzerinde 3 tekrar 

yapıldı ve her bileşen 7 farklı konsantrasyonda ölçüldü. Konsantrasyonlar ½ log seri 

seyreltmeyle hazırlandı. Negatif kontrol için en az 3 kuyucuk sadece ortam içerecek şekilde 

hazırlandı. Çalışmaya başlamadan önce xCelligence programı çalıştırılarak plate düzeni ve 

çalışma planı girildi. E-plate 96’nın her kuyucuğuna 100 µl hacimde hücre kültür ortamı 

eklenerek ve 30dk. oda sıcaklığında bekletildi.  Cihazın kendi protokolünde olan arka plan 
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ölçümü yapıldı. Hücreler flask yüzeyinden kaldırılarak sayıldı ve gerekli hesaplamalar 

yapılarak hücre süspansiyonu hazırlandı. E-plate 96, inkübatör içindeki RT-CES bölümüne 

yerleştirilerek arka plan ölçümü yapıldı. E-plate 96 RT-CES bölümünden çıkartılarak ve 

hücre hattının ikilenme süresine bağlı olarak 5000 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücre içeren 

100 µl ortam plate’e aktarıldı. E-plate 96 oda sıcaklığında 30 dk. bekletilerek hücrelerin 

kuyucuk tabanına çökmesi sağlandı. Cl (cell index-hücre içeriği) değerlerine 48 saat boyunca 

her 15 dakikada bir kaydedildi. DMEM içeren kuyucuklar, özdirenç ana hattı ölçümleri için 

negatif kontrol olarak kullanıldı. Deney boyunca mikro kuyucukların son hacmi 200 μL 

olacak şekilde ayarlandı. 

 

3.6.5. In vitro Yara Modeli 

Hücreler 105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 kuyucuklu plate’in kuyucuklarına ekildi. 

Konfluent hale geldiklerinde 200 µl’lik pipet ucu yardımıyla çizilerek yara oluşturuldu. 

Belirlenen kimyasal konsantrasyonları kuyucuklara eklendi. Hücreler 37°C, %5 CO₂ içeren 

nemli ortamda inkübe edildi .JuLI Br, live cell movie analyzer (NanoEnTek, Korea) 

kullanılarak 0, 24 ve 48. saatlerde yara kapanmasının bar çizgisi eklenmiş görüntüleri alındı. 

Yara kapanması miktarı ImageJ software 1.49 ile hesaplandı. 

 

3.6.6. JuLI Br Live Cell Movie Analyser (NanoEnTek) 

JuLI Br canlı hücre görüntüleme ve analiz cihazıdır. Bu cihaz hücre göçü çalışmaları, 

hücre temelli optimizasyon çalışmaları, hücre kültürü kalite kontrolü, kök hücre gelişimi ve 

hücre proliferasyon çalışmalarında kullanılmaktadır.  JuLI Br ile minimum 30 saniye zaman 

ayarlı fotoğraf çekimi ve video hazırlama, otomatik hücre konfluens ölçümü yapılabilmekte 

ve gerçek zamanlı hücre büyüme eğrisi oluşturulabilmektedir. 
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3.6.7. Ko-Kültür Modeli 

 

Şekil 8. HUVEC [umbilical vein/vascular endothelium/endothelial] hücre hattı ve BMSCs 

(Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cell) hücreleri ile oluşturulan ko-kültür modeli. 

 

HUVEC hücre hattı iki bölmeli kültür kuyucuğunda matrijel üzerine ekildi. Üst 

hazneye L-DMEM ortamı eklendi. Alt hazneye BMSC hücre hattı ekildi. Mezenkimal hücre 

ortamında çoğaltılan hücreler alt hazneye eklendikten sonra farklılaştırma protokülü 

uygulandı ve kültüre Essential medium 6 (Gibco) ile devam edildi. 37°C’de 5% CO₂ içeren 

normoksik inkübatör ortamında 48 saat boyunca çoğaltıldı. Deney değişkeni olarak folik asit, 

alt hazneye uygulandı. 48 saat sonunda alt hazne hücre kültür ortamı MDFs içeren 

Mezenkimal Kök Hücre Kültür Ortamı (MKHKO) olarak toplandı ve deneylerde 

kullanılıncaya kadar -80°C derecede bekletildi. Bu ortamın farklı konsantrasyonları (% 12.5, 

25, 50, 75 ve 100) HUVEC hücre hatlarında proliferasyon etkisi için test edildi. HUVEC 

hattında EC50 dozu % 25 olarak (50µL) saptandı. Yara iyileşmesi ve kombine etkilerde bu 

doz esas alındı.  
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3.6.8. ‘Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells’  Farklılaştırma Protokolü 

Kök hücre kültüründe kullanılan basal ortamların aksine, Essential 6 Medium bFGF 

veya TGFβ içermez. Bu nedenle, Essential 6 Medium motor nöronlar dahil olmak üzere 

endodermal, mezodermal ve ektodermal soylardaki çeşitli hücre tiplerinin yönlendirilmiş 

farklılaşması için bir baz olarak kullanılır. 

 Uygulama Gibco protokülü esas alınarak uygulandı (30). Mezenkimal kök hücrelerin, 

unipotent hücrelerle ko-kültürü sonrasında transdiferansiyasyonu esasına göre HUVEC hücre 

hattı ile ko-kültürü yapıldı (31, 32) Şekil 8 de açıklanan deney ortamında alt haznede essential 

6 hücre ortamı kullanıldı. 48 saat sonrasında alt haznede bulunan kök hücreler, inverted 

mikroskop altında gözlendi. Endotelial karakter kazanımı, diagonal hücre şekli farklılaşması 

olarak değerlendirildi (Şekil 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9. Farklılaştırma protokolü mikroskop görüntüleri  

 

 

 

“Bone Marrow Derived Mesenchymal 

Stem Cells” 

Basal hücre ortamı ile 

“Bone Marrow Derived 

Mesenchymal Stem Cells” 

Farklılaştırma protokülü 48h 
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3.6.9. Çalışma Grupları 

3.6.9.1. HUVEC hücre hattı ile oluşturulan proliferasyon deneyleri 

Yara iyileşmesinin ilk komponenti hücre çoğalmasıdır. HUVEC hücre hattı ile 

oluşturulan proliferasyon modelinde araştırma değişkenleri uygulanarak gerçek zamanlı 

hücre canlılık analizi yapıldı. Bu hücre hattı, normal hücre olmasına karşın 50-60 kez 

pasajlanabilen, kordon vasküler endotelinden çoğaltılmış sürdürülebilir bir hücre hattıdır. In 

vitro damar entoteli çalışmaları için en uygun model olarak kabul edilir (33). Deney her bir 

değişkenin, her bir konsantrasonu için en az 4 kuyucuk tekrarı ile gerçekleştirilmiştir.  

 

Hücre Çoğalması Deneyi Çalışma Grupları:  

 

Folik asidin etkisi  

Grup 1:  Kontrol (hücre büyüme ortamı)  

Grup 2: Folik asit (2.5-100μM) arasında ½ log yedi konsantrasyon aralığında 

uygulanmıştır.  

Grup 3: Metotreksat (folik asit antagosti) (0.25-20 μM/ düşük doz etkisi) ve  (125μM- 

2.5mM yüksek doz etkisi) ½ log yedi konsantrasyon aralığında uygulanmıştır.  

Grup 4: Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibitörü) (0.25-20 μM düşük doz etkisi) ve   

(125μM-2.5mM yüksek doz etkisi) ½ log yedi konsantrasyon aralığında uygulanmıştır. 
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MDFs etkisi 

Grup 1:  Kontrol (ko-kültür ortamında alt haznede yalnızca mezenkimal kök hücre bulunan    

ortam)  EC50 dozu 50µL 

Grup 2: Folik asit 2.5-100μM arasında ½ log yedi konsantrasyon aralığında uygulanmıştır. 

Grup 3: Ko-kültür ortamında alt haznede folik asidin 2.5-100μM arasında 7 farklı 

konsantrasyonu için mezenkimal kök hücre ortamı  (her kuyucuğa 50µL-toplam hacim 

200µL) . 

 

3.6.9.2 HUVEC hücre hattı ile oluşturulan yara  modeli 

  Yara iyileşmesinin ikinci komponenti yaranın kapanma hızıdır. Bu parametre 

hücrelerin hem çoğalması hem migrasyonuna bağlıdır. HUVEC hücre hattı ile oluşturulan in 

vitro endotel yara modelinde araştırma değişkenleri uygulanarak başlangıç (0. saat), 24. ve 

48. saatlerde yara kapanması ölçüldü. Gerçek zamanlı hücre görüntüleme ile yara kapanma 

hızı değerlendirildi.  

 

Folik asit etkisi  

Grup 1:  Kontrol (hücre büyüme ortamı)  

Grup 2: Folik asit (25μM) (hücre çoğalması deneylerinde EC 50 dozu) 

Grup 3: Folik asit (25μM) + Metotreksat (folik asit antagosti) (Folik asidin ilgili dozunu %90 

inhibe eden dozu 625 μM)  

Grup 4: Folik asit (25μM)+ Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibitörü) (Folik asidin 

ilgili dozunu %90 inhibe eden dozu 625 μM) 
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MDFs etkisi 

Grup 1:  Kontrol (ko-kültür ortamında alt haznede yalnızca mezenkimal kök hücre bulunan 

ortam)  EC50 dozu 50µL 

Grup 2: Folik Asit (25μM) (hücre çoğalması deneylerinde EC 50 dozu) 

Grup3: Ko-kültür oratmında alt haznede folik asidin (2.5-100μM) arasında 7 farklı 

konsantrasyonu için mezenkimal kök hücre ortamı (her kuyucuğa 50µL-toplam hacim 

200µL) 
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3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

Tez Konusu Belirlenmesi ve Literatür Tarama 

Eylül 2013 

      ↓ 

Tez Önerisi Hazırlanması  

Ocak 2017 

      ↓ 

Laboratuvar İzni Alınması 

Mayıs 2017 

      ↓ 

Etik Kurul Onayı 

Haziran 2017 

      ↓ 

Materyal temini 

Ocak 2018 

      ↓ 
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Veri Toplaması 

Şubat 2018 

      ↓ 

Verilerin Değerlendirilmesi  

Mart 2018 

      ↓ 

Tez Yazımı 

Haziran 2018 

      ↓ 

Tez Savunması 

Ağustos 2018 
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3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

3.8.1. İstatiksel Yöntem(ler):  

Veri analizinde SPSS.20.0 istatistik analiz programı kullanıldı. İki grup arasındaki 

farklılıkların analizi için Mann-Whitney U testi uygulandı. Gerçek zamanlı Hücre Analiz 

Sistemi (xCelligence Real Time Cell Analyzer, ACEA, Biosciences, San Diego, CA) 

kullanılarak hücre artışı, folik asit ile inhibitörlerinin etkisi ölçüldü. Yara modelinde folik asit 

ve MKHKO için EC50 dozları, Folik asit inhibitörleri için IC90 dozları kullanıldı. EC 50 

dozu aşağıdaki formüle göre hesaplandı. Deneyin başındaki sıfır zamanı (time zero, (Tz)) 

kontrol (C), ve bileşiklerin bulunduğu konsantrasyonlarda yapılan ölçüm (Ti) değerleri 

kullanılarak artış oranı yüzde cinsiden ve EC50 değeri: [(Ti-Tz)/Tz] x 100 = +50 formülü ile 

hesaplandı.  p değeri <0.05 olarak kabul edildi.  

 

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Çalışma yalnızca in vitro ortamda gerçekleştirileceği için; olası yan etki ve 

komplikasyon yoktur ve sonlandırma kriteri belirlenmemiştir. Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur 

Formu (BGOF) hazırlanmamıştır. Etik sorun içermemektedir.  

 

Araştırma değişkenlerinden MKHKO içeriğinin moleküler tanımlanması, yeterli bütçe 

kaynağı bulunamadığı için belirlenmemiştir. Ancak TUBİTAK 1002 kapsamında bir yeni 

proje ile değerlendirilecektir.  

 

3.10. Etik Kurul 

Etik kurul onayı 08.06.2017 tarih ve 2017/15-23 sayısı ile Dokuz Eylül Üniversitesi 

Girişimsel olmayan Etik Kurulu tarafından verilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. HUVEC hücre hattı ile oluşturulan proliferasyon deneyleri 

Yara iyileşmesinin ilk komponenti hücre çoğalmasıdır. HUVEC hücre hattı ile 

oluşturulan proliferasyon deneylerinde folik asidin farklı konsantrasyonlarda hücre 

proliferasyonuna etkisi araştırılmıştır. Bu etkinin folik asitten kaynaklandığını göstermek için 

folik asidin iki farklı inhibitörü olan MTX ve PTX toksik olmayan dozları saptanmıştır.  

Folik asit tek başına HUVEC hücre hattında hücre çoğalmasını arttırdı. Folik asitin 

yedi farklı konsantrasyonu ile yapılan çalışmada (2.5-100μM), kültür ortamı ile büyütülen 

kontrol hücrelerine göre çoğalmayı %90 arttıran folik asit dozu (EC 90 dozu) 100 μM olarak; 

EC 50 dozu 25 μM olarak bulundu. Şekil 10’da 48 saat süresince kaydedilen hücre 

çoğalması, hücre indeksi (CI) olarak zamana göre grafiklenmiştir. 

 

Şekil 10. Folik asit proliferasyon analizi. Folik asit (2.5-100μM) 7 konsantrasyon aralığında 

48 saat süresince hücre proliferasyonları gerçek zamanlı ölçülmüştür. Hücre artışının 

elektriksel empedansında oluşturduğu değişim olan cell index (CI) olarak zamana karşı 

grafiği yapılmıştır.  
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*Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak 

analiz edildiğinde 100 μM folat grubu kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. 

p<0.05 olarak alınmıştır. 

 Folik asit inhibitörlerinin HUVEC hücre hattında toksik olmayan dozlarının 

saptanması amacı ile literatürde yer alan düşük ve yüksek dozları ile proliferasyon çalışması 

yapıldı (34,35). Her doz aralığında 7 farklı konsantrasyon ile deneyler yapıldı. Her iki 

inhibitör için HUVEC hücre hattında toksik olmayan en yüksek doz 5 mM olarak saptandı.  

Şekil 11, Pemetrexede’in HUVEC hücrelerinde toksik olmayan doz belirleme çalışmasını 

göstermektedir. Şekil 12, Metotraxede’in HUVEC hücrelerinde toksik olmayan doz belirleme 

çalışmasını göstermektedir.   

 

Şekil 11. Pemetreksat (folik asit metabolizma inhibitörü) etkisi. PTX (0.25-20 μM düşük doz 

etkisi) ve  (125μM-2.5mM yüksek doz etkisi) 7’şer konsantrasyon aralığında 48 

saat süresince hücre proliferasyonları gerçek zamanlı ölçüldü. Kombine etki için HUVEC 

hücrelerinde toksik olmayan dozu seçildi  

*Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak 

analiz edildiğinde 5 ve 2.5mM  PTX grubu kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. 

p<0.05 olarak alınmıştır 
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Folik asit HUVEC hücrelerinde proliferatif etki gösterdi. HUVEC hücre hattında 

PMX ve MTX ile kombine folik asit uygulamasında bu etki folik asid inhibitörleri ile bloke 

edildi.  Şekil 13 HUVEC hücre hattı proliferasyon analizinde tek başına folik asidin etkisini 

ve spesifik inhibitörleri ile bu etkinin engellenmesini özetlemektedir. 

 

Şekil 12. Metotreksat (folik asit antagosti) etkisi. MTX (0.25-20 μM düşük doz etkisi) 

ve  (125μM-2.5mM yüksek doz etkisi) 7’şer konsantrasyon aralığında 48 saat süresince hücre 

proliferasyonları gerçek zamanlı ölçüldü. Kombine etki için Huvec hücrelerinde toksik 

olmayan dozu seçildi.  

*Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak 

analiz edildiğinde 5 ve 2.5 mM  MTX grubu kontrole göre anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur. p<0.05 olarak alınmıştır. 
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Şekil 13. HUVEC hücreleri üzerine folik asitin etkileri, doz yanıtları 48 saat sonuçları. 

Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak analiz 

edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapıldı. p<0.05 olarak alınmıştır.  

t: kontrole karşı Folik asit grubu;  

*: folik asit grubuna karşı MTX;  

&: Folik Asit grubuna karşı PTX olarak alınmıştır.  
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           MDFs ve folik asidin farklılaşma sürecindeki rolü çalışıldı. Folik asit, HUVEC 

hücrelerinde proliferatif etki göstermiştir. Bu etki mezenkimal kök hücreleri farklılaşma 

protokolünde tanımlanan ko-kültür ortamına salınan mediatörlerce potansiyalize edilmiş ve 

proliferasyonu daha fazla arttırmıştır. Şekil 14 zamana bağlı olarak hücre çoğalma etkisini, 

Şekil 15 MKH ortamına göreli olarak folik asit ve kombine etkisini göstermektedir. 

 

                         

Şekil 14. Folik asit + MKHKO etkisi. Ko-kültür ortamında alt hazneye eklenen folik 

asit  (2.5-100μM) + her konsantrasyonda 50μL mezenkimal kök hücre kültür ortamı 

(MKHKO); 7 konsantrasyon aralığında 48 saat süresince hücre proliferasyonları gerçek 

zamanlı ölçüldü. Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi 

kullanılarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapıldı. p<0.05 olarak 

alınmıştır.  

t: kontrole karşı folik asit grubu;  

*: kontrole karşı folat + MKHKO grubu olarak alınmıştır. 
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Şekil 15. HUVEC hücreleri üzerine farklılaşma protokolü ile elde edilen MDF etkisi. 

Kontrol, tek başına MKH ortamı olarak kullanıldı. 48 saat sonra hücre çoğalması üzerine 

etkileri %hücre canlılığı olarak değerlendirildi. Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend 

değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin 

trace testi ile yapıldı. p<0.05 olarak alınmıştır.  

t: kontrole karşı folik asit grubu; 

*: kontrole karşı folat + MKHKO grubu olarak alınmıştır. 

 

4.2. HUVEC hücre hattı ile oluşturulan yara iyileşmesi deneyleri 

 Yara iyileşmesinin ikinci komponenti yaranın kapanma hızıdır. Bu parametre 

hücrelerin hem çoğalmasına hem de migrasyonuna bağlıdır. HUVEC hücre hattı ile 

oluşturulan in vitro endotel yara modelinde araştırma değişkenleri olan mezenkimal kök 

hücrelerin, folik asidin ve MKH farklılaşmasına etki ederek ortama salgıladığı faktörlerde 

farklılık yaratan folik asidin etkileri araştırılmıştır. 
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4.2.1. HUVEC Yara İyileşmesi Modeli (Folik asit etkisi) 

Yara iyileşme modelinde folik asidin hücre çoğalmasını %50 arttıran dozu kullanıldı. 

Bu doz folik asit için inhibisyon sağlayan, MTX ve PTX için HUVEC hücre hattında toksik 

olmayan ancak %90 inhibisyon yapan dozlar seçildi. Şekil 16’da gösterildiği gibi başlangıç, 

6., 12., 24. saatlerde yara kapanması ölçüldü. Yara iyileşme hızı % motilite indeksi olarak 

hesaplandı. Yüksek FBS (%20) eklenmiş pozitif kontrol hücre ortamında yara kapanması 24 

saat sonunda  % 73.64; folik asit grubunda  % 100, folik asit + MTX grubunda % 63.82, folik 

asit + PTX grubunda % 69.95 olarak bulunmuştur.  
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Şekil 16. HUVEC yara iyileşme modelinde folik asit etkisi. Hücre prolifersyonunu %50 

arttıran folik asit dozu olan 25µM ve bu dozu inhibe eden HUVEC üzerinde toksik olmayan 



37 

 

inhibitör dozları olan 625µM PTX ve MTX etkileri 24 saat süresince izlendi. A, Yara 

iyileşmesi gerçek zamanlı görüntüleri; B, yara kapanma hızları %motilite indeksi olarak 

verilmiştir. Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend değişim Mauchly’nin sferisite testi 

kullanılarak analiz edildi Multivariete analizi Pillai’nin trace testi ile yapıldı. p<0.05 olarak 

alınmıştır.  

t: kontrole karşı folik asit grubu; 

*: folik asit grubuna karşı MTX;  

&: Folik Asit grubuna karşı PTX olarak alınmıştır. 

 

4.2.2. HUVEC Yara İyileşmesi Modeli (mezenkimal kök hücre etkisi) 

Yara iyileşme modelinde, hücre proliferasyonunu %50 arttıran folik asit dozu olan 

25µM, ko-kültür modelinde MKH elde edilen MDFs (50 µL) ve ko-kültür modelinde 25µM 

Folik asit eklenmiş MDFs (50 µL) dozları seçildi.  Başlangıç, 6, 12, 24 saatlerde yara 

kapanması ölçüldü. Yara iyileşme hızı, % motilite indeksi olarak hesaplandı. Şekil 17’de 

gösterildiği gibi ko-kültür modelinde MKH ile elde edilen MDFs ile yara kapanması 24 saat 

sonunda % 83,74, Folik asit grubunda %100 ve Folik asit + MKH grubunda %100 olarak 

hesaplandı. 12 saat sonunda yara kapanması sırası ile % 67.30, %89.56 ve %95.12 olarak 

bulundu.  

Farklılaşma sürecinde MDFs etkisi ile yara iyileşmesini arttırmaktadır. Yüksek FBS 

(%20) eklenmiş pozitif kontrol grubunda 24 saat sonunda % 73.64 olan kapanma oranı MKH 

etkisi ile % 83.74’e yükseldi. Ko-kültür ortamına folik asidin eklenmesi ile elde edilen 

MDFs, yalnız folik asit etkisine karşılık yara kapanma oranını daha da arttırdı.  
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Şekil 17. HUVEC yara iyileşmesi modelinde mezenkimal kök hücre etkisi. Hücre 

proliferasyonunu %50 arttıran folik asit dozu olan 25µM, ko-kültür modelinde MKH elde 

edilen MDFs (50 µL) ve  ko-kültür modelinde 25µM Folik asit eklenmiş MDFs (50 

µL)  etkileri 24 saat süresince izlendi. A, Yara iyileşmesi gerçek zamanlı görüntüleri; B, yara 
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kapanma hızları % motilite indeksi olarak verilmiştir. Tekrarlayan ölçümler arasındaki trend 

değişim Mauchly’nin sferisite testi kullanılarak analiz edildi. Multivariete analizi Pillai’nin 

trace testi ile yapıldı. p<0.05 olarak alınmıştır.  

t: kontrole karşı folik asit grubu;  

*: kontrole karşı folat + MKHKO grubu olarak alınmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

Yara iyileşmesinin karmaşık süreci, iltihaplanma, proliferasyon, anjiyogenez, 

epidermal restorasyon, yara kontraksiyonu ve yeniden modelleme dahil, örtüşen fazlarda 

meydana gelir. Pro-inflamatuar reaksiyonlar yara onarımını başlatırken vazgeçilmez roller 

oynadığından, uzun süreli inflamasyon cilt yaralanmasında zararlı etkiler gösterir. Yara 

iyileşmesinde rejenerasyon işlemleri normal olarak hücre dışı matris, hücreler ve parakrin 

faktörleri arasındaki karmaşık etkileşimler aracılığıyla gerçekleşir. Bir ya da birkaç bozuk 

mekanizmanın neden olduğu başarısız ya da dağınık iyileşme süreçleri birçok hastalıkta yara 

iyileşmesinde zorluklara neden olabilir (36). 

Negatif basınç terapisi, hiperbarik oksijen tedavisi, antimikrobiyal tedavi, 

biyomühendislik cilt eşdeğerleri, büyüme faktörleri gibi kronik yaralar için geliştirilen bir 

dizi tedavi sınırlı başarıya sahiptir. Matris materyaline eklenen veya yara yatağına implante 

edilen hücre transplantasyonu son zamanlarda ilgi görmüştür. Orijinal olarak organa spesifik 

hücrelerin yerini aldığı düşünülen kök ve progenitor hücrelerin, konak hücrelerin kemotaksisi 

yoluyla ve hücre sinyal molekülleri için bir kaynak olarak yara iyileşmesini sağlama 

potansiyellerini keşfedilmiştir (37). 

İyileşmeyen yaralarda, MKH bazlı terapiler, anjiyogenez, enflamasyon, hücre göçü, 

proliferasyon ve epidermal terminal farklılaşması gibi bir dizi koordineli hücresel süreçleri 

aktive etme potansiyeline sahiptir. MKH aracılı yara iyileşmesinde rejenerasyon işlemleri 

normal olarak hücre dışı matris, hücreler ve parakrin faktörleri arasındaki karmaşık 

etkileşimler aracılığıyla gerçekleşir (38).  

Bir iskemik dokunun hücresel rejenerasyonu, örneğin, enfarktüslü bir kalp için bir 

milyar masif hücre gerekmektedir (39). Deneysel çalışmalar ve klinik çalışmalar, MKH 

aracılı terapötik etkinin, kardiyomiyositler, vasküler veya renal hücrelerdeki farklılaşma 

potansiyellerinden ziyade salgılanan büyüme faktörleri ve sitokin miktarlarının katkısına 

büyük ölçüde bağlı olabileceğini ortaya koymuştur (40).  
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Şekil 18.  Mezenkimal kök hücrelerin sistemik uygulanması. Hücre kaynaklı eylemleri içeren 

distal (endokrin) veya lokal (parakrin) etkileri tetikleyebilir. 1) Anjiyogenezin teşvik 

edilmesi: vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), insülin benzeri büyüme faktörü 1 

(IGF-1), monosit kemoatraktan protein 1 (MCP1), bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF) 

ve interlökin 6 (IL6). 2) Kök hücre büyümesi ve farklılaşması: kök hücre faktörü (SCF), 

lösemi-inhibitör faktör (LİF), makrofaj kolonistimulasyon faktörü (MCSF), stromal türevli 

faktör 1 (SDF-1), anjiyopoietin 1 ve aktivin A. 3) Fibrozis inhibisyonu: hepatosit büyüme 

faktörü (HGF), bFGF, adrenomedullin (ADM). 4) Apoptozun inhibisyonu: VEGF, HGF, 

IGF1, transforme edici büyüme faktörü (TGF), bFGF, granülosit makrofaj kolonistimulasyon 

faktörü (GMCSF), aktivin A ve trombospondin 1. İmmün aracılı etkiler aşağıdakileri içerir (5 

ila 8). 5) T ve B hücrelerinin baskılanması: insan lökosit antijeni G5 (HLAG5), HGF, 
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indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), indoleamin2,3dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 

(PGE2), bFGF ve TGFp. 6) TGFp ifadesi ile düzenleyici T hücrelerinin (Treg) farklılaşması 

ve genişlemesi. 7) IDO, PGE2 ve TGFp'nin salgılanması ile doğal öldürücü (NK) hücrelerin 

inhibisyonu. 8) PGE2'nin salgılanmasıyla dendritik hücre (DC) olgunlaşmasının 

engellenmesi (41) [Şekil Carrión ve Figueroa'dan yeniden üretilmiştir].  

 

MKH'ler tarafından salgılanan düzenleyici ve trofik faktörler paneli, çok sayıda 

büyüme faktörünü, sitokinleri, kemokinleri içerir ve MDFs olarak bilinirler. Bu faktörlerin, 

fizyolojik değişiklikler (hipoksi veya anoksi), küçük molekül uyarımı, sitokin tedavileri ve 

strese cevap verdiği gösterilmiştir (Şekil 18) (15).  MDF’lerin in vivo profili ve hastalığa 

yanıtının tam olarak bilinmemesine karşın mevcut MKH bazlı tedavilerin büyük ölçüde bir 

parakrin etkisiyle ilişkili olduğu göstermiştir.  

 

Oluşturduğumuz ko-kültür modeli ile MKH kaynaklı salgısal faktörlerin yara 

iyileşmesinin hücre migrasyonu komponentinde arttırıcı etkisinin parakrin etki ile 

gerçekleştiği gösterilmiştir. Mezenkimal kök hücrelerin pek çok fonksiyonları ile yara 

iyileşmesine katkı sağladıkları bilinmektedir. Bu çalışma ile endotel hasarının onarımında 

parakrin fonksiyonlarının da etkili olduğu kanıtlanmıştır. Nguyen ve ark. yaptıkları çalışmada 

MDFs enjeksiyonunun, miyokardiyal enfarktüsün domuz modelinde doğrudan kardiyak 

rejenerasyondan ziyade parakrin etkileri ile koruma sağladığını gösterdiler (42). MDF'ler 

tarafından sunulan potansiyel terapötik mekanizma dizisi, antiapoptotik (43), anti-

enflamatuar (44), antifibroz (45), anjiyojenik (46) ve rejeneratif etkileri kapsar (47). 

MDF’lerin in vivo etkileri, Lee ve arkadaşları tarafından miyokart hasarı modelinde 

gösterilmiştir. Bu çalışmada akciğerlerde bulunan MKH’ler tarafından salınan 

antiinflamatuvar protein (TSG-6) ile miyokard hasarı küçültülmüştür (48). MDF’lerin ayrıca 

renal hasarın onarımı için MKH’lerin yanıtı olarak iyileşmeye katkı sağladıkları 

gösterilmiştir (49). Böbrek hastalıklarının iyileştirilmesinde MKH'lerin neden olduğu 
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mekanizmalara ilişkin 5/6 nefrektomiye (NPX) maruz kalan sıçanlarda böbrek hasarı ve 

rejenerasyonunun çeşitli fonksiyonel ve moleküler belirteçlerinin değerlendirildiği çalışmada 

(Villanueva ve ark. 2011) 0.5x106 MKH'lerin salgısının tek bir intravenöz infüzyonu, 

makrofaj infiltrasyonu ve interstisyel a-SMA (a-düz kas aktin) dahil olmak üzere serum 

kreatinin ve enflamatuar belirteçlerin önemli ölçüde azaltılması ile ilişkili bulunmuştur.  

Tedavi edilen hayvanlarda, epitelojenik moleküller [Pax-2, bFGF (temel fibroblast büyüme 

faktörü) ve BMP-7 (kemik morfojenetik protein-7)] ve anjiyogenezde bağlanan Tie-2 ve 

VEGF transkripsiyon faktörlerinin artan ekspresyonunda anlamlı bir artış bulunmuştur (50). 

Klinik çalışma sonuçları in vitro çalışmalarla da uyumlu bulunmuştur. Benzer mekanizmanın 

vasküler koruyucu olarak MKH’lerin fonksiyonunu da açıklayacağı düşünülmektedir (49).  

 Çalışmamızda MDFs,  yara iyileşmesinin hücre migrasyonu komponentinde arttırıcı 

etki göstermişlerdir. Yara iyileşmesinde rol oynayan MKH kaynaklı salgısal faktörlerin temel 

yara iyileşmesi süreçlerinde etkili olduğu literatürde oldukça yeni olarak tartışılmaktadır. 

Yara kapanmasını hızlandırarak, reepitelizasyonun arttırılması, anjiyogenezin arttırılması, 

granülasyon dokusu oluşumunun uyarılması, inflamasyonun modüle edilmesi ve ECM 

remodelinginin düzenlenmesi ile ilişkili kutanöz yara iyileşmesi ve cilt rejenerasyonu üzerine 

MKH'lerin uygulanmasının, faydalı bir etki gösterdiği belirtilmiştir. (Şekil 18) (14). Önemli 

olan, bu yararlı etkiye parakrin sinyallemenin aracılık ettiği görülmektedir (51,52). 

Bizim çalışmamızda MKH kaynaklı salgısal faktörler,  yara iyileşmesinin hücre 

migrasyonu komponentinde (Şekil 16 ve Şekil 17) arttırıcı etki göstermişlerdir. 

Oluşturduğumuz ko-kültür modelinde bu etkinin parakrin etki ile gerçekleştiği gösterilmiştir. 

Mezenkimal kök hücrelerin pek çok fonksiyonları ile yara iyileşmesine katkı sağladıkları 

bilinmektedir. Bu çalışma ile endotel hasarının onarımında parakrin fonksiyonlarının da etkili 

olduğu kanıtlanmıştır. MDFs içeriği bu bağlamda önemli olacaktır. 
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Şekil 19. Doku onarımında MKH’lerin parakrin mekanizmalarının bir modeli. 

Umblikal kord kaynaklı MKH’ler  ( UC-MSC) ile oluşturulan modelde hasarlı dokuda MKH 

kaynaklı salgılanan faktörler SDF-1 / CXCR4 ve MCP-1 / CCR2 ile parakrin aktivite 

gösterir. Güçlü parakrin kemoatraktan ve anjiyojenik faktörler, farklı hücre tipleri üzerinde 

hareket ederek mikroçevreyi etkileyerek doku onarımı ve anjiyogeneze yol açar. UC-

MSC'ler, umblikal kord mezenkimal kök hücreler; SDF-1, stromal hücre kaynaklı faktör 1; 

CXCR4, C-X-C kemokin reseptörü 4; c-met, MCP-1, monosit kemotaktik protein 1; HGF, 

hepatosit büyüme faktörü; CCR2, C-C kemokin reseptörü 2; HUVEC'ler, insan umblikal 

arter-ven endotel hücreleri; IGF, insülin benzeri büyüme faktörü; VEGF, vasküler endotelyal 

büyüme faktörü; IL, interlökin; VCAM, vasküler hücre adezyon proteini (53). 

 

Bu nedenle, SDF-1, MCP-1 ve HGF'nin UC-CM'de anahtar düzenleyiciler olabileceği 

ve yaralanmış bir alana enjekte edilen UC-MSC'lerin salgıladığı büyüme faktörleri ve 

kemokinlerin dolaşımdaki dokuya göç ederek infiltre olan ve rejenerasyonu başlatan 

progenitör / kök hücrelerini çekeceği varsayılmıştır (Şekil 2). Şekil 19’da tanımlandığı gibi 
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SDF-1, MCP-1 ve HGF'nin, UC-MSC'leri tarafından salgılanmasını ve spesifik hücre 

reseptörleri ile onarıcı hücreleri davet ederek, doku onarımını gerçekleştirebildiğini 

gösterilmiştir. Özellikle, UC-MSC'ler ve HUVEC'ler, UC-MSC'lerin salgıladığı kemotaktik 

faktörlere yanıt olarak in vitro ve in vivo olarak göç ettikleri kanıtlanmıştır (53).  

Folik asit,  in vivo folik asit redüktazına yanıt olarak aktif tetrahidro folik aside 

indirgenebilir. Tetrahidro folik asit, bir karbon ünitesinin ana taşıyıcısı olup, pürin ve 

pirimidin sentezinde ve amino asitlerin karşılıklı transformasyonunda rol oynar. In vivo folik 

asit eksikliği bir karbon ünitesinin iletimini bozabilir ve hücre çoğalması, doku büyümesi ve 

gelişimi için gerekli olan nükleik asit sentezini ve amino asit metabolizmasını etkileyebilir. 

Bu nedenle, folik asit kök hücrelerin gelişimi, proliferasyon ve farklılaşmasının 

düzenlenmesinde kritik bir rol oynar (54). 

Ohrvik ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada 14 günlük folik asit tedavisinin otolog 

yetişkin kök hücre proliferasyonunu ve in vivo olarak farklılaşmasını indükleyerek yara 

iyileşmesini arttırdığını göstermişlerdir. Ayrıca tek başına kök hücre enjeksiyonu ve folat 

uygulamasına karşın kombine uygulamanın daha etkili olduğu [Şekil 19]  belirlenmiştir 

(55,56). Bizim çalışmamızın sonuçları bu araştırmaları doğrular niteliktedir.  Şekil 17’de 

açıkça görüleceği gibi folik asitin MKH ile kombine etkisi parakrin olarak yara iyileşmesini 

arttırmaktadır.  
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Şekil 20. In vivo yara iyileşmesinde folik asit etkisi. 30 gün sonunda epitelyal doku 

iyileşmesi  (A) Masson trikrom boyalı doku dijital görüntüler (keratin ve kas lifleri için 

kırmızı, kolajen için yeşil, sitoplazma için açık kırmızı ve hücre çekirdekleri için koyu 

kahverengi). Oklar epitel boşluğunun kenarına işaret eder; sarı noktalı çizgi yaranın kenar 

boşluğunu gösterir. (B) Granülasyon doku kalınlığının ölçümü. (C) Epitel boşluğunun nicel 

değerlendirmesi [Kaynakça 41’den alıntılanmıştır] (57). 

 

Literatür ışığında bu tez çalışması ile folik asidin hücre proliferasyonu üzerine arttırıcı 

etkisi MKH kültür ortamına salınan salgısal faktörlerce potansiyalize ettiği, folik asidin yara 

iyileşme hızını arttırdığı ve MKH salgısal faktörleri bu artışı ilk 12 saatlik döneminde 

potansiyelize ettiği gösterilmiştir. Bu bizim çalışmamızdan çıkan bulgudur ancak literatürde 

bununla ilgili çalışma görülmemiştir.  

 

Bu çalışma ile MKH doku yenilenmesi ve iyileşme süreçlerinde yalnızca destek hücre 

fonksiyonları ile değil, differansiyasyonun salgısal fonksiyonlar üzerindeki etkisiyle de katkı 

sağladığı gösterilmiştir.  Bu katkının folik asidin ko-kültür modelinde MKH tarafından 

salınan faktörlerin etkisini potansiyalize ettiği anlaşılmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Mezenkimal kök hücreler başta bağ doku olmak üzere çeşitli dokulara farklılaşabilme 

özelliğine sahip erişkin kök hücreleridir. Ayrıca mezenkimal kök hücrelerin, doku 

hasarlanması durumunda hasar yerine göç edip, hasarı onarması söz konusudur. Doku 

yenilenmesi ve onarılması konusunda önemi olan diğer bir faktör ise nükleik asitlerin 

sentezindeki anahtar rolüne ek olarak farklılaşma üzerine de olumlu etkisi olan folik asittir. 

Folik asit, DNA replikasyonu ve onarımı, metilasyon, nükleotidlerin, vitaminlerin ve bazı 

amino asitlerin sentezi gibi pek çok metabolik işlevde görev almaktadır. Bu çalışma 

kapsamında, folik asitin damar dokusunun yenilenmesi üzerine MKH differansiyasyonu 

ilişkili değişen salgısal fonksiyonlarının iyileştirici rolü araştırılmıştır. Folik asitin damar 

endotel hücrelerinin proliferatif özelliklerini pozitif yönde arttırdığı ve bu etkinin damar 

endotel hasarının onarımında etkin olduğu gözlenmiştir. Ancak hangi salgısal faktörlerin 

etkili olduğu ileri araştırmalar ile belirlenmelidir. Folik asitin damar endotel hücrelerinin 

proliferasyonuna ve yara iyilişmesine olan etkisinin, folik asit antagonist ve inhibitörlerinin 

varlığında azaldığının gösterilmesi de folik asidin endotel hasarının iyileşmesinde etkin 

olduğunu göstermektedir. Çalışmada yine folik asitle birlikte MKH kaynaklı olup büyüme 

faktörleri, stokin ve kemokinler tarafından zengin olan MDF’lerin in vitro olarak folik asitin 

etkisini arttırdığı gözlenmiştir. Bu sonuç, MDF’lerin damar ve miyokard hasarı gibi kalp 

damar hastalıkları ile ilişkili durumlarda onarım ve tedavi süreçlerinde kullanımı için in vivo 

çalışmaların yapılması yararlı olacaktır. Çalışmamız sonucunda HUVEC hücre hatları ile 

oluşturulan damar endotel hasarının, MKH’lerin salgıladığı sitokin ve kemotaktik faktörlerle 

iyileştiği; folik asidin bu etkiyi potansiyelize ettiği gösterilmiştir.  

Öneriler;  

1. Yara iyileşmesi üzerine etkisinin FDA (Food and Drug Administration) 

standartlarında çalışmak (toksisite dozları, damar hasarı modellerinde çalışmak, 

etkinlik çalışmaları, hayvanlardaki toksik doz çalışmaları…)  

2. In vivo (Faz 0) çalışmaları yapmak 

3. Başka yara modellerinde (karaciğer hasarı onarımı, kemik hasarı onarımı gibi) in vitro 

çalışma yaparak sadece damar endotelinde mi etkili oldu yoksa tüm doku hasarlarında 

mı etkili araştırmak 
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