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Ozet

Amag: Bu calisma ile rho kinaz inhibitoriiniin vaskiiler endotel hiicreleri tizerine olan etkileri arastirilmastir.
Materyal metod: Insan umbilikal ven endotel hiicrelerinin (HUVEC) Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu'ndan
elde edildi. Hiicreler kuyu basina toplam hacmi 100 pul olan jelatin kapli mikrotitre plaklar icinde mililitrede
104 hiicre olacak sekilde 96 kuyuya ekildi. Bazal grup ile 5mMol ve 6mMol konsantrasyonlarda rho kinaz
inhibit6rii uygulanan iki grup olmak tizere iig grup olusturuldu. flag uygulanmus kiiltiirler ve ilag uygulanmayan
bazal kiilttirler 72 saat takip edildi. Bulgular: Kontrol hiicreleri ile rho kinaz inhibitorii (fasudil) verilen
hiicreler arasinda dogrusal artan, kuvvetli bir iliski saptanmustir. Fasudil konsantrasyonu 5 mMol olanlarin
ortalamasi 1.063 iken, 6 mMol olanlarin ortalamasi 1.147 olmustur. Bu ortalamalar arasinda istatistiki olarak
anlamli fark bulunmustur (p:0,044). Zamana gore hiicre sayilarinda 24 saat ile 48 saat siireleri arasinda
onemli ol¢iide fark olusurken, 48 saat ile 72 saat arasinda istatistiksel olarak fark olusmamuistir.
Sonug: Fasudil endotel hiicre tizerine sitotoksisite gostermeyip aksine proliferasyonu arttiriyor. Bu da endotel
hiicre proliferasyonunun artarak neointimal hiperplazi ile vaskiiler stenoza neden olan stent stenozu gibi
hastaliklar i¢in kotii bir durum olusturmaktadr.

Anahtar Kelimeler: fasudil hiicre proliferasyonu,hticre kiilttiri.

Abstract
Fasudil induced cell proliferation in human umbilical ven endothelial cell

Objective: This study investigated the effects of a Rho kinase inhibitor on vascular endothelial cells.
Material and Methods: Human umbilical venous endothelial cells (HUVECs) were obtained from the American
Type Culture Collection. Cells were seeded in 96-well gelatin coated microtiter plates at a concentration of
1x10* cells/ml in a final volume of 100 ul per well. Three groups were established: a control group and
groups with rho kinase inhibitor (fasudil) added at concentrations of 5 or 6 mM. These baseline cultures
were then observed for 72 hours. Results: A strong linear cell proliferation was seen in the control and the
rho kinase inhibitor groups. The average concentration was 1.063 for the 5 mMol fasudil group and 1.147
for the 6 mM group, and this difference was statistically significant (p=0.044). The number of cells analyzed
at 24 to 48 hours showed a significant difference, but the cell numbers between 48 and 72 hours did not differ
statistically. Conclusion: Fasudil did not show any cytotoxicity to endothelial cells; on the contrary, it
promoted cell proliferation. The increase in endothelial cell proliferation and vascular stenosis was caused
by neointimal hyperplasia, which would be detrimental in diseases such as stent stenosis.
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Giris

Rho proteinleri, baglica hiicre iskeleti kontroliinden,
stres liflerinin yapilanmasindan, fibroblastlarin fokal
adezyonundan ve diiz kas kasilmasinda Ca+2
duyarliliginin diizenlenmesinden sorumludurlar (1).
Ayrica aktin iskeletinin yapilanmasini saglayarak
hiicrenin sekli, motilitesi, adezyonu, gocii, kasilmasi
ve sitokinezis gibi bircok hiicresel fonksiyonda énemli
rol oynarlar (2).

Yapilan arastirmalar, rho/rho kinaz yolaginin
kardiyovaskiiler sistem (KVS) fizyolojisi ve
patofizyolojisinde yeri oldugunu géstermektedir. Rho
kinaz, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin adhezyonu,
migrasyonu ve proliferasyonunda 6nemli rol oynar.
Aterosklerozun patogenezinde de yer aldigi
gOsterilmistir. Son c¢aligsmalar, rho kinazin
kardiyovaskiiler yeniden yapilanma (remodeling)
patogenezinde rolii oldugunu ortaya konmustur (3).
Rho/rho kinaz yolunun O6nemi pulmoner
vazokonstriksiyonda, sicanlardaki mineralokortikoid
kaynakl1 hipertansiyonda, artan vaskiiler reaktivitede
ve serebral vazospazmda gosterilmistir. Kronik NOS
inhibisyonu nedeniyle hipertansif olan sicanlarin
arterlerinde alfa-2 agoniste verilen kontraktil yanitin,
rhoA aktivasyonu araciligiyla arttig1 bildirilmistir
(4). Rho/rho kinaz sinyali vaskiiler direncin
kontroliinde rol oynayabilir ve rho kinaz inhibitorleri,
hipertansiyon, vazospazm ve ateroskleroz gibi bazi
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilir
(2). Son zamanlarda yapilan bir ¢calisma iskemi-
reperfiizyonun kalpte rhoA yapimimi artirdigimi ve
miyokardiyal rho kinaz aktivitesini yiikselttigini
gostermistir (5).

Biz bu ¢alisma ile selektif rho kinaz inhibitorii olan
fasudilin, olusturulan hiicre kiiltiirii ortaminda kontrol
grubuna gore endotel hiicresine olan etkilerini
aragtirmak istedik.

Gereg ve Yontem

Calisma sekli

Insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC)
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan elde edildi.
Hiicreler jeltin kapli 75 em? lik M199 siselerinde
muhafaza edildi (Sigma, St. Louis, MO,USA) %20
sigir embriyo serumu ile desteklendi (FBS, Sigma,
St. Louis, MO,USA) 100 mg ml-1 streptomisin, ve
3 ng ml-1 temel fibroblast biiyiime faktorii(bFGF)
(Life Technologies). Hiicreler kuyu basina toplam
hacmi 100 pl olan jelatin kapli mikrotitre plaklar
icinde mililitrede 104 hiicre olacak sekilde 96 kuyuya
ekildi. Bazal grup ile 5mMol ve 6mMol

konsantrasyonlarda rho kinaz inhibitorii uygulanan
iki grup olmak tizere ii¢ grup olusturuldu. Uygulanan
SmMol ve 6mMol’likk konsantrasyonlar farmakoloji
tarafindan belirlenen ve rho kinazin dokuya ulagan
etkin dozlaridir. fla¢ uygulanmus kiiltiirler ve ilag
uygulanmayan bazal kiiltiirler 72 saat takip edildi.
Her c¢alisma grubu i¢in 6 farkli plaka dizayn edildi.
24 saatte bir kiltirler degerlendirildi ve
karsilastirildi.Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilagtirildi.

[statistiksel analiz

Rho kinazin konsantrasyon ve zamana gore
ortalamalarinin karsilastirilmasinda iki faktorli
varyans analiz testi (ANOVA) kullanildi, anlamli
bulunan ortalamalarin ikili karsilagtirmalart igin Tukey
testi kullanildi. Tanimlayici istatistikler ortalama,
standart hata ve giiven sinirlari ile birlikte verilmistir.
Rho kinaz degerleri ile kontrol degerleri arasindaki
dogrusal iliskinin yoniinii ve dnemliligini belirlemek
icin korealsyon analizi yapilmistir. Rho kinaz
degerlerinin kontrol degerlerinden tahmin
edilebilirligini aragtirmak i¢in lineer regresyon analizi
yapilmistir. Tiim karsilastirmalar i¢in 0.05’den kiigtik
p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Istatistiksel analiz SPSS 15.0 SPSS,Inc.,Chicago, IL,
USA) kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
mortalite ve %95 giiven araliklar1 Fisher’in kesin Ki-
kare testi ile degerlendirildi ve ¢oklu regresyon analizi
yapildi.
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Sekil 1. Rho kinaz inhibitoriiniin konsantrasyona gore tanimlayict istatistik
(ortalama ve standart) grafigi.

Konsantrasyonlar arasinda 6nemli derecede farklilik
saptanmistir. 5 mMol olanlarin ortalamasi 1.063 iken
6 mMol olanlarin ortalamasi 1.147 olmustur. Bu
ortalamalar arasinda istatistiki olarak anlamli fark
bulunmustur (p:0,044). (Sekil 1)
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Sekil 2. Rho kinaz inhibitdriiniin zamana gore hiicre sayisini gosteren
tanimlayici istatistik grafigi.

Zaman i¢indeki dagilimlart da 6nemli olmustur. 24
saat ile 48 saat siireleri arasinda dnemli Ol¢iide fark
olusmusken 48 saat ile 72 saat arasinda istatistiksel
olarak fark olusmamustir. (Sekil 2)

Tablo 1. a,b: Zamanla gozlenen degisiklikler igin farkli harflerle sunulan
degerler 0.05 diizeyinde anlamlidur.

X Sx %935 gliven sinirlart

Konsantrasyon P 0.044
SmMoL  1.063  0.035 1.006 0.121
6mMoL  1.147  0.034 1.090 1.204

Zaman(saat) P 0.001
24 0.987b  0.031 0.916 1.057
48 1.184a  0.039 1.114 1.255
72 1.145a  0.039 1.074 1.215

Kontrol hiicreleri ile rho kinaz inhibitorii verilen
hiicreler arasinda dogrusal artan kuvvetli bir iliski
saptanmistir. Bu iligkinin katsayist 0,39 olup dnem
degeri 0,018 olarak saptanmustir.
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Sekil 3 . Rho kinaz inhbitori verilen hiicreler ile kontrol hiicrelerinin
¢ogalmasi arasindaki iliski.

R? si (belirleme katsayisi) diisiik olmakla birlikte
kontrol grubu arttik¢a rho kinaz inhibitorii verilen
hiicrelerde de ¢ogalma gozlenmistir. Bu biliylimede
dogrusal bir artis gdzlenmistir. Kontrol grubu
hiicrelerden rho kinaz inhibitdrii kullanilan hiicreleri
tahmin etmek i¢in olusturulan regresyon analizi
tahmin ydntemi denklemi grafik tizerinde
gosterilmistir (Sekil 3).

Tartigma

Rho kinaz enziminin ROCK1 ve ROCK2 olmak
iizere iki izoformu bulunmaktadir. Rho kinaz
yolaginin; diiz kas hiicrelerinde Ca2+ duyarliligi,
aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, hiicre adezyonu,
hiicresel kontraksiyon gibi fizyolojik olaylarda; anjina,
hipertansiyon, glokom, kanser invazyonu, preeklampsi
gibi patolojik olaylarda rol oynadigi insan ve
hayvanlar iizerinde yapilan in-vivo ve in-vitro deneysel
caligsmalarla ortaya konmustur(6). Farkli yolaklarla
farkli etkileri olan rho kinazin inhibisyonu da degisik
etkilere neden olabilmektedir. Bu da bizim
¢alismamizdaki hipotezi desteklemektedir.
Kas hiicreleri disinda ROCK’lar bir¢cok hiicresel
fonksiyonlari rho ikincil “downstream” etkileri ile
diizenler. En 6nemlisi, ROCK ’lar aktin-hiicre iskeleti
toplulugunu ve hiicre kontraktilitesini kontrol ederek
bir¢ok fizyolojik olaya katilmaktadir. Simdiye kadar
ROCK 1 ve ROCK 2’nin farkli fonksiyonlari
olduguna dair ¢ok fazla bilgi yoktur fakat bazi
durumlarda farkl regiile edebilmektedirler. Ornegin,
apopitozis siiresince sadece ROCK 1
boliinmektedir(7).

Ateroskleroz hipertansiyon ve vazospazmin nedenleri
ortak olabilmektedir. Aterosklerozun patogenezi,
neointimal formasyon ve patolojik vaskiiler
remodelleme gibi histolojik degisimlere neden olan
kronik proliferasyon, migrasyon ve makrofajlarin,
diiz kas hiicrelerinin veya endotelial hiicrelerin
invasyonunu igermektedir (8).

Su anki kanitlar, rho kinaz yolaginin aterosklerotik
lezyonlarin olusmasinda rol aldigini gostermektedir.
Spesifik inhibitorler ile rho kinazin inhibisyonu
neointimal formasyonu inhibe etmektedir. Rho
kinazin, makrofajlarin ve diiz kas hiicrelerinin
arterlerin dis geperinden orta veya ige dogru invazyonu
ve migrasyonunu diizenleyerek neointimal
formasyonla ilgili oldugu goriinmeketir (8).
Xiao Sun ve arkadaglarinin yaptiklari calismada TNF
alfa aracili rho kinaz sinyal yolaginin aktivasyonu
diiz kas hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde
artirdigini bulmuslar (9). Bizim calismamizda ise
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selektif bir rho kinaz inhibitorii olan fasudilin hiicre
proliferasyonunu artirdigi sonucuna varilmistir. Bu
farkliliklar yapilan ¢alismalarin farkli dozlarda
yapilmas1 ve farkli hiicre tiplerinden g¢alisilmasi
nedeniyle olabilir.

Sonuglara gore rho kinaz inhibitdrleri endotel hiicre
lizerine sitotoksisite gdstermeyip aksine hiicre
proliferasyonu arttirtyor. Artan hiicre proliferasyonu
neointimal hiperplazi ile vaskiiler stenoza neden
olabilir. Buna ornek olarak stent stenozu gibi
hastaliklar gosterilebilir. Ancak kollateral dolagimin
onemli oldugu neoanjiogenezin indiiklenmesi gereken
durumlarda ise faydalidir. Mesela Buerger hastaliginda
(tromboanyjiitis oblterans) endotel reaksiyonu nedeni
ile dejenere olan damar duvar fibrotiktir ve distal
dolasim yeni endotel gogii ile neo anjiogeneze baglhdir.
Plak iizerinde de proliferasyonu arttiran rho kinaz
inhibitorleri ayn1 zamanda bu etkiyi hiicrelerin plak
tizerinde ilerlemesini de saglayarak yaptigi i¢in
proliferasyonu migrasyon yolu ile arttirir. Yani, akut
tikanmalarda risk olustururken kronik olaylarda yeni
damar olusumunu indiikleyebilir. Bu nedenle ileri
deneylerle kollateral sirkiilasyon {izerine ve mevcut
intimal hiperplazi iizerine etkinliginin arastirilmasi
yeni terapotik yaklasimlar kazandiracaktir.
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