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Deneysel Hayvan Modelinde Rapamisin
Uygulamasinin Matiir Endotel Hiicreleri ve

Endotel Progenitor Hiicreler Uzerine
Olan Etkisi

Effects of Rapamycin on Mature Endothelial Cells and
Endothelial Progenitor Cells in an Experimental Model

OZET Amag: Transplantasyon sonrasinda greft rejeksiyonunun énlenmesi amaciyla kullanilan
immiinsiipresif ilaglarin endotel toksisitesini de igeren farkli yan etkileri bulunmaktadir. Rapa-
misin, mammalian “target of rapamycin (mTOR)” inhibisyonu yaparak immiinsiipresif etki gos-
termektedir. Son yapilan ¢aligmalarda rapamisinin farkli mekanizmalar kullanarak degisik
hiicreler tizerine sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada, deneysel hayvan mo-
delinde yiiksek doz rapamisin uygulamasinin, endotel hasari ve bu hasarin bir gostergesi olan do-
lasan matiir endotel hiicresi (MEC) ve endotel progenitér hiicre (EPC) sayilar: tizerine olan
etkileri degerlendirilmistir. Gereg ve Yontemler: Calismamizda 16 adet, ortalama agirliklar: 300
350 g olan Wistar albino cinsi erkek siganlar kontrol ve rapamisin grubu olarak iki gruba
ayrilmistir. Rapamisin grubuna ¢alisma boyunca oral gavaj yoluyla 2 mg/kg/gilin rapamisin uy-
gulanmistir. Yirmi sekiz giinlitk calismanin sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek, alinan kan 6r-
neklerinde flow-sitometrik olarak EPC ve MEC sayilar1 degerlendirilmistir. Bulgular: Calismanin
sonunda, rapamisin alan grupta MEC sayis1 kontrol grubuna gore anlaml olarak yiiksek sap-
tanmustir (171,42+5,67’e kars1 132+8,72, p<0,05). Ayrica, rapamisin uygulamas: EPC diizeylerinde
de kontrol grubuna gore artisa neden olmustur (103+6.85’e kars1 75+4,11, p<0,05). Sonug: Rapa-
misin, ¢aligmamizda kullanilan doz ve siirede endotel hasar1 ve tamiri gostergesi olan MEC ve
EPC sayilarinda artisa neden olmustur. Sonuglarimiza gore, uzun dénem rapamisin tedavisi en-
dotel hasar gelisimi ile iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Sirolimus; endotelyal hiicreler

ABSTRACT Objective: Immunosupressive agents used after organ transplantations have differ-
ent side effects including endothelial toxicity. Rapamycine shows its immunosuppressive effect
by inhibition of mammalian target of rapamycin (mTOR). Recent studies demonstrated that ra-
pamycine shows cytotoxic effects on different cell populations by using different mechanisms.
This study investigated the endothelial effects of high dose rapamycin by measuring circulating
mature endothelial cells and circulating endothelial progenitor cells in an experimental model.
Material and Methods: Sixteen male Wistar albino rats, each weighing 300-350 g were used in the
study. The groups were divided as control and rapamycine group. Rapamycine group received 2
mg/kg/day rapamycine by oral route for 28 days. After the end of the study period, rats were sac-
rifized and flowcytometric calculation of EPC and MEC numbers were performed from the blood
samples. Results: At the end of the study, rapamycin increased the number of circulating mature
endothelial cells compared to the control group (171.42+5.67 vs 132+8.72, p<0.05. The number
of endothelial progenitor cells also were increased in the peripheral blood of rats treated with ra-
pamycin compared to control group (103+6.85 vs 75+4.11, p<0,05). Conclusion: In the present
study rapamycine administration increased the number of circulating mature endothelial cells and
endothelial progenitor cells associated with cell damage and repair. According to the results of
our study, long-term rapamycine treatment may be associated with endothelial dysfunction.

Key Words: Sirolimus; endothelial cells
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ilindigi tizere, bobrek nakilli hastalarda kar-
Bdiyovaskﬁler hastaliklar genel populasyona

oranla daha fazla goriilmektedir. Bununla
birlikte, bobrek hastalig1 olanlarda mortalite ve
morbiditenin en 6nemli sebeplerinden biri koro-
ner arter hastalign (KAH) dir.!® Endotel disfonksi-
yonu kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde
6nemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, kemik iliginden koken alan ve endo-
telyal progenitor hiicre [endothelial progenitor cell
(EPC)] olarak adlandirilan hiicrelerin endotel tami-
rinden sorumlu oldugu ve bu hiicrelerin sayisinda
ve fonksiyonlarinda meydana gelen azalmanin en-
dotel disfonksiyonu gelisiminde 6nemli rolii ol-
dugu gosterilmigtir.*”

Periferik kanda dolagan EPH sayis1 diisiik ol-
makla birlikte, iskemi gibi damar hasar1 varlig: du-
rumunda lokal ve sistemik uyarilar sonucu hasar
bolgesinde EPH sayisinda arti meydana gelmekte-
dir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, EPH'nin, en-
dotel biitiinliigli ve neovaskiilarizasyonda etkili
oldugu gosterilmigstir.” EPH tg¢ farklh yiizey isareti
eksprese etmektedir; AC 133 veya prominin olarak
da bilinen CD 133, kinaz insert domain reseptor
(KDR) olarak bilinen Flk-1 ve CD34. Bunlardan
CD133, matiir endotel hiicre [matur endothelial
cell (MEC)]'lerinde eksprese edilmemektedir ve bu
nedenle dolagimda CD133 ekspresyonunu kaybet-
mis, ancak CD34 ve Flk-1 eksprese eden hiicreler
damar duvarinda yerlesen daha matiir hiicre gru-
bunu gostermektedir.® Dolasan MEC, hasarli damar
duvarindan dokiilerek dolagima katilir. Bunlar
CD34 ve Flk-1 eksprese eder, ancak EPC’lerden
farkli olarak hematopoietik hiicre yiizey isareti
olan CD45 eksprese etmezler.” MEC ayrica, CD146
ve CD31 gibi endotel yiizey isaretlerini de eksprese
eder. MEC sayisinin dolagimda yiiksek saptanmasi,
damar hasar1 veya biitiinliigiiniin bozuldugu du-
rumlarda goriilmektedir.'

Transplantasyon sonrasinda greft rejeksiyonu-
nun 6nlenmesi amaciyla kullanilan immiinsiipresif
ilaglarin endotel toksisitesini de iceren farkli yan
etkileri bulunmaktadir. Rapamisin, kalsinérin inhi-
biyonu yapan siklosporin ve takrolimustan farkl
olarak mammalian “target of rapamycin (mTOR)”
inhibisyonu yaparak immiinsiipresif etki goster-

mektedir. Son yillarda rapamisinin 6zellikle dola-
san EPC ve vaskiiler diiz kaslar {izerindeki antipro-
liferatif etkileri giindeme gelmistir. Miruika ve
ark.nin yaptig1 bir ¢alismada, in vitro ortama ¢ok
diisiik dozlarda dahi rapamisin eklenmesinin EPC
sayisinda dramatik azalmaya yol ac¢t1g1 gosterilmis-
tir."! Bu ¢aligmada, apoptozis ve bu hiicreler tize-
rinde etkili olan biiyiime faktorleri sinyal yollar
inhibisyonu hiicre limiine sebep olan mekaniz-
malar olarak gosterilmistir. Yapilan bir bagka calis-
mada ise lokoferez ile elde edilen CD133 (+)
hiicrelerin ortamina rapamisin konulmasiyla EPC
hiicre sayisinda belirgin azalma saptanmigtir.'? Ya-
pilan ¢aligmalarin 6nemli bir kisminda rapamisinin
in vitro kiiltiir ortaminda EPC ve MEC iizerine olan
etkileri incelenmis olup, ilk kez bizim tarafimizdan
yapilan bir ¢alismada, rapamisin ve takrolimusun
dolagan endotelyal hiicreler tizerine in vivo etkisi
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada rapamisin, kulla-
nilan doz ve stirede EPC ve MEC sayilarinda an-
laml artiga sebep olmustur.'® Mevcut ¢caligmamizda,
deneysel hayvan modeli kullanilarak yiiksek doz
rapamisinin in vivo ortamda MEC ve EPC sayilan
iizerine olan etkisi degerlendirilmisgtir.

I GEREG VE YONTEMLER

Calismamizda 16 adet, ortalama agirliklar: 300-350
g olan Wistar albino cinsi erkek sicanlar kullanil-
mistir. Calisma boyunca hayvanlarin suya erigimi
serbest birakilmigtir. Sicanlar her birinde sekiz rat
olacak sekilde iki gruba ayrilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu (calisgma boyunca
900,09 serum fizyolojik oral gavaj yoluyla uygulan-
mistir).

Grup 2: Rapamisin grubu (calisma boyunca 2
mg/kg/glin dozunda rapamisin oral gavaj yoluyla
uygulanmistir).

Calisma 28 giin devam etmis ve bu siirenin so-
nunda sicanlar sakrifiye edilerek gerekli kan 6r-
nekleri toplanmistir. Anestezi icin pentobarbital
(50 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uy-
gulanmus, batin, orta hattan yapilan insizyonla agil-
migstir. Inferior vena kava kateterize edilerek her
bir sican i¢in 4 cc kan 6rnegi flow-sitometrik ana-
liz ve hemogram tetkiki i¢in elde edilmigtir. Ca-
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ligma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuvarinda yapilmig olup, Marmara Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul
onay1 alinmistir. Caligmada “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” prensipleri uygulan-
mistir.

ENDOTELYAL PROGENITOR HUCRELER VE
MATUR ENDOTEL HUCRELERIN iZOLAZYONU VE
TANIMLANMASI

Alinan taze kan 6rnekleri EDTA igeren tiiplere ko-
nularak flow-sitometrik degerlendirme yapilmis-
tir. Eritrositleri parcalamak igin eritrosit lizati
kullanilmistir. Yaklasik 4 cc kan 6rnegi 35 cc erit-
rosit lizat1 ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra 800
rpm hizinda 10 dakika santrifiij edilmis ve sedi-
mentin tizerinde kalan kisim dokiilerek pargalanan
eritrositler ortamdan uzaklagtinlmistir. PBS
soliisyonu “phosphate-buffer solution (PBS)” ekle-
nerek 1500 rpm de tekrar 10 dakika santrifiij edil-
dikten sonra sedimentin tizerinde kalan kisim
dokiilerek polimorfontikleer (PMN) hiicreler
elde edilmistir. EPC ve MEC flow-sitometrik yon-
temle PMN hiicrelerden tanimlanmistir. Flow-si-
tometri icin “Facs-Calibur” flow-sitometri cihazi
kullanilmigtir. Flow-sitometrik analiz i¢in her bir
ornekten elde edilen 100 pL izole edilmis, hiicre
asagida belirtilen antikor panelleriyle muamele
edilmigtir:

1. FITC igaretli rabbit anti-rat Flk-1 (Santa
Cruz), PeCy7 isaretli “mouse monoclonal” CD34

(Santa Cruz) ve PE-isaretli “mouse monoclonal”
anti-rat CD146 (R&D Sistemleri).

2. PeCy7 isaretli “mouse monoclonal” CD34
(Santa Cruz ), sekonder PE antikoru isaretli goat
poliklonal anti-rat CD133 (Santa Cruz) ve FITC
isaretli “mouse” anti-rat CD45 (Bioscience).

Flow-sitometrik olarak CD34/CD133/CD45
ylizey isareti tasiyan hiicreler EPC, CD34/Flk-
1/CD146 yiizey isareti tastyanlar MEC olarak de-
gerlendirilmistir. Her bir analiz i¢in 500 000 hiicre
sayilmis olup, MEC ve EPC sayis1 kantitatif olarak
degerlendirilmistir. Bulunan degerler her 6rnek
icin kendi 16kosit sayisina oranlanarak mutlak ra-
kamlar elde edilmistir.
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Nicel verilerin degerlendirilmesinde, iki bagimsiz
grup, Student t-test kullanilarak ortalama deger-
lerine gore karsilastirilmistir. Sonuglarda p<0,05
olmasi anlamli farklilik olarak degerlendirilmis-
tir.

I BULGULAR

GRUPLARIN VUCUT AGIRLIKLARI VE
HEMATOLOJIK PARAMETRELERI AGISINDAN
KARSILASTIRILMASI

Caligmanin baglangicinda gruplarin ortalama viicut
agirliklar agisindan anlaml bir fark saptanmamais-
tir. Calisma sonunda tiim gruplarin viicut agirlikla-
rinin bazale gore istatistiksel anlamli olarak arttig
saptanmis, ancak gruplar arasinda anlaml bir fark
bulunamamistir. Calismanin sonunda ayrica, he-
matolojik parametreler de gruplar aras: kargilasti-
rilmig, ancak hemoglobin ve lokosit degerleri
acisindan gruplar arasinda anlaml fark saptanma-
mugtir (Tablo 1).

GRUPLARIN MATUR ENDOTEL HUCRE VE
ENDOTELYAL PROGENITOR HUCRE SAYISI ACISINDAN
KARSILASTIRILMASI

Rapamisin alan grupta ortalama rapamisin kan dii-
zeyi 8-10 ng/mL arasinda saptandi (klinikte kulla-
nilan diizey 5-10 ng/mL). Rapamisinin MEC ve
EPC sayilar: iizerine olan etkisi Sekil 1’de goriil-
mektedir. Rapamisin uygulanan grupta MEC sayzsi,
kontrol grubuna gore anlaml oranda yiiksek sap-
tanmistir (171,42+5,67’e kars1 132+8,72; p<0,05).
Ayrica, rapamisin alan grupta EPC sayis1 da kont-

TABLO 1: Calismanin sonunda viicut agirliklari ve
hematolojik parametreler agisindan gruplarin
karsilastinimasi.

Kontrol Rapamisin

grubu grubu p
Vieut agiriklar {g) 36815 390+15 >0,05
Hemoglobin (g/dL) 14,1214 15,1:0,64  >0,05
Lokosit (hiicre/mm?®) 6780+2174 6860+1489  >0,05
EPC (hticre/mm®) 103+6,85 75+4,11 <0,05
MEC (hticre/mm?®) 132+8,72 171,42+5,67  <0,05

EPC: Endotel progenitdr hicre; MEC: Matir endotel hiicresi.
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SEKIL 1: Gruplarin dolagan matiir endotel hiicre ve endotel progenitor hiicre
sayllari.

*Rapamisin-alan grupta MEC ve EPC sayilan anlamli olarak daha yiiksektir
(p<0,05).

rol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanmis-
tir (103+6,85’e kars1 75+4,11; p<0,05).

TARTISMA

Calismamizda, rapamisin ile mTOR inhibisyonu ya-
pilan hayvan modeli kullanilarak, rapamisinin
MEC ve EPC {izerine olan etkileri degerlendiril-
mistir. Caligmamizin sonunda rapamisin uygulamasi
EPC sayisinda artisa yol agmistir. Ayrica, sadece ra-
pamisin uygulanan grupta endotel hasarinin bir
gostergesi olan dolagan MEC sayisinda artig saptan-
migtir.

Rapamisin klinikte lenfositlerin proliferasyo-
nunu inhibe ederek etki gosteren antiproliferatif
imminsiipresif ajandir. Ancak rapamisinin farklh
mekanizmalar kullanarak degisik hiicreler tizerine
sitotoksik etkilerinin de oldugu gosterilmistir. Bu
mekanizmalar arasinda apoptozisi ve proapoptotik
sinyal indiiksiyonu, “caspase” aktivasyonu, ribozo-
mal sinyal yollarini inhibe ederek EPC say1 ve
fonksiyonlarinda azalmaya neden olmas: yer al-
maktadir.!4% 1k olarak, Sugatani ve ark., mTOR in-
hibisyonu ve “caspase” aktivasyonu arasindaki
iligkiyi tanimlamiglardir.'* Riesteter ve ark. da en-
dotel hiicrelerinde, rapamisin maruziyeti sonra-
sinda “caspase” 3 aktivasyonunun gerceklestigini
gostermiglerdir.’® Sonraki ¢aligmalarda ise rapami-
sinin ribozomal p70 S6 kinase, BIM ve P13K/AKT
gibi hiicre sinyal mekanizmalarim siiprese ederek

hiicre 6liimiinii tetikledigi, proapoptotik sinyalleri
indiikledigi gosterilmistir.'*!> Grimaldi ve ark.nin
yapmis oldugu bir caligmada ise rapamisin analogu
olan everolimusun EPC {izerine etkileri degerlen-
dirilmigtir. Bu caligmada, everolimusun da apopto-
zisi arttirarak EPC’lerde biiytime inhibisyonuna
neden oldugu gosterilmistir.'®

Yakin zamanda yapilan caligmalarda, farkh
gruplar rapamisinin EPC ve MEC {izerine olan et-
kilerini degerlendirmislerdir. Miriuka ve ark.nin
yapmis oldugu bir ¢alismada, in vitro kiiltiir orta-
minda rapamisinin klinikte kullanilan dozlarin ¢ok
altinda dahi EPC 6liimiine yol a¢tig1 gosterilmistir.!!
Bu ¢alismada rapamisinin spesifik etkisinin, 6zel-
likle erken déonem EPC'’ler iizerine oldugu gosteril-
mistir. Ayni ¢alismada, ge¢ donem EPC, MEC ve
makrofajlar iizerine daha az etki saptanmistir. Lite-
ratiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda, in vitro kiil-
tlir ortamindaki hiicreler izerine rapamisinin etkisi

11,12

degerlendirilmistir.'"'* Bu ¢aligmalarda MEC iize-
rine bir etki saptanmaz iken, EPC sayilarinda belir-
gin azalma oldugu goriilmiistiir. Bu durum, MEC’de
rapamisinin hiicre i¢i reseptdr sayisinin diisiik ol-
mastyla agiklanmistir. Barilla ve ark., rapamisinin
insan endotel hiicreleri {izerine olan etkisini ince-
lemistir. Bu ¢aligmada insan umbilikal veni ve aort
endotel hiicreleri rapamisine maruz birakilmigtir.
Yirmi dort saatlik bir inkiibasyon dénemi sonra-
sinda, rapamisinin apoptoz ve nekroz yaparak be-
lirgin hiicre kaybina yol a¢tig1 gosterilmistir.!” Bu
caligmanin sonucunda, uzun dénem rapamisin te-
davisinin endotel disfonksiyonuna neden olabile-
cegi savunulmustur. Wong M ve ark.nin yapmais
oldugu bir bagka ¢aligmada ise sirolimusun, in vitro
ortamda vaskiiler progenitér hiicrelerin migrasyo-
nunu ve diiz kas hiicresine diferansiyasyonunu in-
dikledigi
caligmalar in vitro ortamda yapilirken, yakin za-

gosterilmigtir.'”® Literatiirdeki tim
manda tarafimizdan yapilan ¢alismada, literatiirde
ilk kez rapamisin ve takrolimusun karsilagtirmali
olarak EPC ve MEC’ler {izerine in vivo etkisi de-
gerlendirilmigtir.”® Bu c¢aligmada rapamisin 1
mg/kg/giin dozunda oral gavaj yoluyla, takrolimus
ise ayn1 dozda intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
uygulanmistir. Calisma sonunda rapamisin, takroli-
musa oranla yaklasik iki kat daha fazla MEC say1-
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sinda artisa neden olmustur. Ayni zamanda bu ¢a-
lismanin sonuglarina gore literatiirden farkh olarak
rapamisin uygulanan grupta EPC sayisinda da artis
saptanmigtir. Bu sonug, ¢aligmanin in vivo olma-
siyla, rapamisin dozunun diisitk olmasiyla ve EPC
fonksiyonlarinin degerlendirilmemis olmasiyla
aciklanmigtir.'®

Bu caligmadaki amacimiz, rapamisinin daha
yiiksek dozlarda EPC ve MPC sayilar1 {izerine olan
etkisini degerlendirmektir. Caligmamizda yiiksek
doz rapamisin (2 mg/kg/glin, ortalama rapamisin
kan diizeyi 12 ng/mL) 28 giin boyunca uygulana-
rak EPC ve MEC sayilar {izerine olan etkisi deger-
lendirilmistir.

Sonug olarak, yiiksek doz rapamisin uygulan-
masl hem MEC hem de EPC sayilarinda artisa
neden olmustur. Calisgmamizda, rapamisinin in vivo
uygulanmasi sonucunda muhtemelen artmig apop-
toz ve nekroz sonucunda endotel hasar1 meydana
gelmistir. Daha 6nceden bahsedildigi gibi, MEC’ler
dolasimda, hasarli endotelden dokiilme yoluyla bu-
lunurlar. Caligmamizda in vivo rapamisin uygula-
mas1 sonucunda dolasan MEC sayisinda artig
muhtemelen bu endotel hasar ile iligkilidir. Ay-
rica, ¢alismamizda yiiksek doz rapamisin uygula-
masi literatlirden farkli olarak dolasan EPC say1-
larinda da artiga neden olmugtur.'”* Bu farkli so-
nucun 6ncelikle, caligmamizin in vivo olmasindan
kaynaklandig: diistiniilmiistiir. Rapamisin ile mey-
dana gelen endotel hasarina yanit olarak, vaskiiler
biitiinliigiin korunmas: ve neovaskiilarizasyonda
yer almak tizere kemik iliginde EPC’lerin mobilize

olmasi, EPC sayisindaki artis1 agiklayabilir. Tiim
bunlarla beraber EPC fonksiyonlarinin da en az
EPC sayis1 kadar 6nemli oldugu bilinmektedir.
Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda, rapamisinin
in vitro ortamda EPC proliferasyon ve diferansiyas-
yonunu da inhibe ettigi gosterilmistir. Butzal ve
ark., insan CD133 onciil hiicrelerinin endotel hiicre
diferansiyasyonu ve proliferasyonuna olanak veren
bir kiiltiir ortamu gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada, ra-
pamisin doza bagiml olarak CD133+ hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmistir. Ayni ¢caligmada
rapamisin tarafindan hizlandirilan apoptoz, takro-
limusla preinkiibasyon yapilarak azaltilmistir.!?

Calismamizda dolasan progenitér hiicrelerin
fonksiyonlar kiiltiir ortaminda degerlendirilme-
mistir. Bu nedenle rapamisinin in vivo uygulamasi
ile sayica artis gosteren EPC’lerin fonksiyonlarin-
daki degisiklikler degerlendirilememistir. Bu du-
rum ¢alismamizin en onemli eksikligidir. Bunun
disinda, kullanilan denek sayisinin az olmasi ve ra-
pamisin uygulanan sitirenin klinik uygulamalara
gore kisa olmas: da ¢alismanin kisitlayici faktorle-
ridir.

0 SONUC

Caligmamizda uygulanan doz ve siirede rapamisin
uygulamas: endotel hasarinin bir gostergesi olarak
dolasan MEC ve EPC sayilarinda artisa neden ol-
mustur. Rapamisinin klinikte uzun siireli kulla-
nimi, uzun vadede endotel hasarina neden olabilir.
Ancak, bu konunun daha net aydinlatilmasi i¢in
klinik ¢caligmalara ihtiyag vardar.
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