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Özet

Amaç: Bu çalýþma ile rho kinaz inhibitörünün vasküler endotel hücreleri üzerine olan etkileri araþtýrýlmýþtýr.
Materyal metod: Ýnsan umbilikal ven endotel hücrelerinin (HUVEC) Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu�ndan
elde edildi. Hücreler kuyu baþýna toplam hacmi 100 µl olan jelatin kaplý mikrotitre plaklar içinde mililitrede
104 hücre olacak þekilde 96 kuyuya ekildi. Bazal grup ile 5mMol ve 6mMol konsantrasyonlarda rho kinaz
inhibitörü uygulanan iki grup olmak üzere üç grup oluþturuldu. Ýlaç uygulanmýþ kültürler ve ilaç uygulanmayan
bazal kültürler 72 saat takip edildi. Bulgular: Kontrol hücreleri ile rho kinaz inhibitörü (fasudil) verilen
hücreler arasýnda doðrusal artan, kuvvetli bir iliþki saptanmýþtýr. Fasudil konsantrasyonu 5 mMol olanlarýn
ortalamasý 1.063 iken, 6 mMol olanlarýn ortalamasý 1.147 olmuþtur. Bu ortalamalar arasýnda istatistiki olarak
anlamlý fark bulunmuþtur (p:0,044). Zamana göre hücre sayýlarýnda 24 saat ile 48 saat süreleri arasýnda
önemli ölçüde fark oluþurken, 48 saat ile 72 saat arasýnda istatistiksel olarak fark oluþmamýþtýr.
Sonuç: Fasudil endotel hücre üzerine sitotoksisite göstermeyip aksine proliferasyonu arttýrýyor. Bu da endotel
hücre proliferasyonunun artarak neointimal hiperplazi ile vasküler stenoza neden olan stent stenozu gibi
hastalýklar için kötü bir durum oluþturmaktadýr.

Anahtar Kelimeler: fasudil,hücre proliferasyonu,hücre kültürü.

Abstract

Fasudil induced cell proliferatýon 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
1×104 cells/ml in a final volume of 100 µl 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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Giriþ

Rho proteinleri, baþlýca hücre iskeleti kontrolünden,
stres liflerinin yapýlanmasýndan, fibroblastlarýn fokal
adezyonundan ve düz kas kasýlmasýnda Ca+2
duyarlýlýðýnýn düzenlenmesinden sorumludurlar (1).
Ayrýca aktin iskeletinin yapýlanmasýný saðlayarak
hücrenin þekli, motilitesi, adezyonu, göçü, kasýlmasý
ve sitokinezis gibi birçok hücresel fonksiyonda önemli
rol oynarlar (2).
Yapýlan araþtýrmalar, rho/rho kinaz yolaðýnýn
kardiyovasküler sistem (KVS) fizyolojisi ve
patofizyolojisinde yeri olduðunu göstermektedir. Rho
kinaz, vasküler düz kas hücrelerinin adhezyonu,
migrasyonu ve proliferasyonunda önemli rol oynar.
Aterosklerozun patogenezinde de yer aldýðý
gösterilmiþtir. Son çalýþmalar, rho kinazýn
kardiyovasküler yeniden yapýlanma (remodeling)
patogenezinde rolü olduðunu ortaya konmuþtur (3).
Rho/rho kinaz yolunun önemi pulmoner
vazokonstriksiyonda, sýçanlardaki mineralokortikoid
kaynaklý hipertansiyonda, artan vasküler reaktivitede
ve serebral vazospazmda gösterilmiþtir. Kronik NOS
inhibisyonu nedeniyle hipertansif olan sýçanlarýn
arterlerinde alfa-2 agoniste verilen kontraktil yanýtýn,
rhoA aktivasyonu aracýlýðýyla arttýðý bildirilmiþtir
(4). Rho/rho kinaz sinyali vasküler direncin
kontrolünde rol oynayabilir ve rho kinaz inhibitörleri,
hipertansiyon, vazospazm ve ateroskleroz gibi bazý
kardiyovasküler hastalýklarýn tedavisinde etkili olabilir
(2). Son zamanlarda yapýlan bir çalýþma iskemi-
reperfüzyonun kalpte rhoA yapýmýný artýrdýðýný ve
miyokardiyal rho kinaz aktivitesini yükselttiðini
göstermiþtir (5).
Biz bu çalýþma ile selektif rho kinaz inhibitörü olan
fasudilin, oluþturulan hücre kültürü ortamýnda kontrol
grubuna göre endotel hücresine olan etkilerini
araþtýrmak istedik.

Gereç ve Yöntem

Çalýþma þekli
Ýnsan umbilikal ven endotel hücreleri (HUVEC)
Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu�ndan elde edildi.
Hücreler jeltin kaplý 75 cm2 lik  M199 þiþelerinde
muhafaza edildi (Sigma, St. Louis, MO,USA) %20
sýðýr embriyo serumu ile desteklendi (FBS, Sigma,
St. Louis, MO,USA)  100 mg ml�1 streptomisin, ve
3 ng ml�1 temel fibroblast büyüme faktörü(bFGF)
(Life Technologies). Hücreler kuyu baþýna toplam
hacmi 100 µl olan jelatin kaplý mikrotitre plaklar
içinde mililitrede 104 hücre olacak þekilde 96 kuyuya
ekildi. Bazal grup ile 5mMol ve 6mMol

konsantrasyonlarda rho kinaz inhibitörü uygulanan
iki grup olmak üzere üç grup oluþturuldu. Uygulanan
5mMol ve 6mMol�lük konsantrasyonlar farmakoloji
tarafýndan belirlenen ve rho kinazýn dokuya ulaþan
etkin dozlarýdýr. Ýlaç uygulanmýþ kültürler ve ilaç
uygulanmayan bazal kültürler 72 saat takip edildi.
Her çalýþma grubu için 6 farklý plaka dizayn edildi.
24 saatte bir kültürler deðerlendirildi ve
karþýlaþtýrýldý.Elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak
karþýlaþtýrýldý.

Ýstatistiksel analiz

Rho kinazýn konsantrasyon ve zamana göre
ortalamalarýnýn karþýlaþtýrýlmasýnda iki faktörlü
varyans analiz testi (ANOVA) kullanýldý, anlamlý
bulunan ortalamalarýn ikili karþýlaþtýrmalarý için Tukey
testi kullanýldý. Tanýmlayýcý istatistikler ortalama,
standart hata ve güven sýnýrlarý ile birlikte verilmiþtir.
Rho kinaz deðerleri ile kontrol deðerleri arasýndaki
doðrusal iliþkinin yönünü ve önemliliðini belirlemek
için korealsyon analizi yapýlmýþtýr. Rho kinaz
deðerlerinin kontrol deðerlerinden tahmin
edilebilirliðini araþtýrmak için lineer regresyon analizi
yapýlmýþtýr. Tüm karþýlaþtýrmalar için 0.05�den küçük
p deðerleri istatistiksel olarak anlamlý kabul edildi.
Ýstatistiksel analiz SPSS 15.0 SPSS,Inc.,Chicago, IL,
USA) kullanýlarak yapýldý. Gruplar arasýndaki
mortalite ve %95 güven aralýklarý Fisher�in kesin Ki-
kare testi ile deðerlendirildi ve çoklu regresyon analizi
yapýldý.

Bulgular

Þekil 1. Rho kinaz inhibitörünün konsantrasyona göre tanýmlayýcý istatistik
(ortalama ve standart) grafiði.

Konsantrasyonlar arasýnda önemli derecede farklýlýk
saptanmýþtýr. 5 mMol olanlarýn ortalamasý 1.063 iken
6 mMol olanlarýn ortalamasý 1.147 olmuþtur. Bu
ortalamalar arasýnda istatistiki olarak anlamlý fark
bulunmuþtur (p:0,044). (Þekil 1)
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Þekil 2. Rho kinaz inhibitörünün zamana göre hücre sayýsýný gösteren
tanýmlayýcý istatistik grafiði.

Zaman içindeki daðýlýmlarý da önemli olmuþtur. 24
saat ile 48 saat süreleri arasýnda önemli ölçüde fark
oluþmuþken 48 saat ile 72 saat arasýnda istatistiksel
olarak fark oluþmamýþtýr. (Þekil 2)

Tablo 1. a,b: Zamanla gözlenen deðiþiklikler için farklý harflerle sunulan
deðerler 0.05 düzeyinde anlamlýdýr.

Kontrol hücreleri ile rho kinaz inhibitörü verilen
hücreler arasýnda doðrusal artan kuvvetli bir iliþki
saptanmýþtýr. Bu iliþkinin katsayýsý 0,39 olup önem
deðeri 0,018 olarak saptanmýþtýr.

Þekil 3 . Rho kinaz inhbitörü verilen hücreler ile kontrol hücrelerinin
çoðalmasý arasýndaki iliþki.

R2 si (belirleme katsayýsý) düþük olmakla birlikte
kontrol grubu arttýkça  rho kinaz inhibitörü verilen
hücrelerde de çoðalma gözlenmiþtir. Bu büyümede
doðrusal bir artýþ gözlenmiþtir.  Kontrol grubu
hücrelerden rho kinaz inhibitörü kullanýlan hücreleri
tahmin etmek için oluþturulan regresyon analizi
tahmin yöntemi denklemi grafik üzerinde
gösterilmiþtir (Þekil 3).

Tartýþma

Rho kinaz enziminin ROCK1 ve ROCK2 olmak
üzere iki izoformu bulunmaktadýr. Rho kinaz
yolaðýnýn; düz kas hücrelerinde Ca2+ duyarlýlýðý,
aktin hücre iskeleti reorganizasyonu, hücre adezyonu,
hücresel kontraksiyon gibi fizyolojik olaylarda; anjina,
hipertansiyon, glokom, kanser invazyonu, preeklampsi
gibi patolojik olaylarda rol oynadýðý insan ve
hayvanlar üzerinde yapýlan in-vivo ve in-vitro deneysel
çalýþmalarla ortaya konmuþtur(6). Farklý yolaklarla
farklý etkileri olan rho kinazýn inhibisyonu da deðiþik
etkilere neden olabilmektedir. Bu da bizim
çalýþmamýzdaki hipotezi desteklemektedir.
Kas hücreleri dýþýnda ROCK�lar birçok hücresel
fonksiyonlarý rho ikincil �downstream� etkileri ile
düzenler. En önemlisi, ROCK�lar aktin-hücre iskeleti
topluluðunu ve hücre kontraktilitesini kontrol ederek
birçok fizyolojik olaya katýlmaktadýr. Þimdiye kadar
ROCK 1 ve ROCK 2�nin farklý fonksiyonlarý
olduðuna dair çok fazla bilgi yoktur fakat bazý
durumlarda farklý regüle edebilmektedirler. Örneðin,
apop i toz i s  sü res ince  sadece  ROCK 1
bölünmektedir(7).
Ateroskleroz hipertansiyon ve vazospazmýn nedenleri
ortak olabilmektedir. Aterosklerozun patogenezi,
neointimal formasyon ve patolojik vasküler
remodelleme gibi histolojik deðiþimlere neden olan
kronik proliferasyon, migrasyon ve makrofajlarýn,
düz kas hücrelerinin veya endotelial hücrelerin
invasyonunu içermektedir (8).
Þu anki kanýtlar, rho kinaz yolaðýnýn aterosklerotik
lezyonlarýn oluþmasýnda rol aldýðýný göstermektedir.
Spesifik inhibitörler ile rho kinazýn inhibisyonu
neointimal formasyonu inhibe etmektedir. Rho
kinazýn, makrofajlarýn ve düz kas hücrelerinin
arterlerin dýþ çeperinden orta veya içe doðru invazyonu
ve migrasyonunu düzenleyerek neointimal
formasyonla ilgili olduðu görünmeketir (8).
Xiao Sun ve arkadaþlarýnýn yaptýklarý çalýþmada TNF
alfa aracýlý rho kinaz sinyal yolaðýnýn aktivasyonu
düz kas hücre proliferasyonunu belirgin þekilde
artýrdýðýný bulmuþlar (9). Bizim çalýþmamýzda ise

S %95 güven sýnýrlarý

Konsantrasyon      P  0.044

5mMoL  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



Türkdoðan, fasudil hücre proliferasyonunu artýrýyor44

S.D.Ü. Týp Fak. Derg. 2014:21(2)/41-44

selektif bir rho kinaz inhibitörü olan fasudilin hücre
proliferasyonunu artýrdýðý sonucuna varýlmýþtýr. Bu
farklýlýklar yapýlan çalýþmalarýn farklý dozlarda
yapýlmasý ve farklý hücre tiplerinden çalýþýlmasý
nedeniyle olabilir.
Sonuçlara göre rho kinaz inhibitörleri endotel hücre
üzerine sitotoksisite göstermeyip aksine hücre
proliferasyonu arttýrýyor. Artan hücre proliferasyonu
neointimal hiperplazi ile vasküler stenoza neden
olabilir. Buna örnek olarak stent stenozu gibi
hastalýklar gösterilebilir. Ancak kollateral dolaþýmýn
önemli olduðu neoanjiogenezin indüklenmesi gereken
durumlarda ise faydalýdýr. Mesela Buerger hastalýðýnda
(tromboanjiitis oblterans) endotel reaksiyonu nedeni
ile dejenere olan damar duvarý fibrotiktir ve distal
dolaþým yeni endotel göçü ile neo anjiogeneze baðlýdýr.
Plak üzerinde de proliferasyonu arttýran rho kinaz
inhibitörleri ayný zamanda bu etkiyi hücrelerin plak
üzerinde ilerlemesini de saðlayarak yaptýðý için
proliferasyonu migrasyon yolu ile arttýrýr. Yani, akut
týkanmalarda risk oluþtururken kronik olaylarda yeni
damar oluþumunu indükleyebilir. Bu nedenle ileri
deneylerle kollateral sirkülasyon üzerine ve mevcut
intimal hiperplazi üzerine etkinliðinin araþtýrýlmasý
yeni terapotik yaklaþýmlar kazandýracaktýr.
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