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OZET:

Amac: Heparin bazi klinik durumlarda kullanilmaktadir. Heparin'in in vitro ortamda damar duz kas
mitozuna etkilerinin arastirimasi amaclanmistir. Gere¢ ve Yontem: Hucre kultur laboratuarinda tav-
san femoral arterinden hazirlanan damar ddz kaslarinin cryobank'indan (4.pasaj) ¢dzulen hacreler
kultare alindi. 5. pasajda heparin ve sham grubu olmak Uzere 4 gun uyguland ve sure sonunda top-
lam haicre sayilan belirlendi. istatistiksel karsilastirma yapildi. Bulgular: Kontrol (G1) ve heparin uygu-
lanan (G2) duz kas hucrelerinin 5. pasaj sonunda elde edilen hdcre sayilarinda heparinin hdcre
mitozu Uzerinde istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) inhibitor etkiye neden oldugu goéruldu. Sonuc:
Heparin damar duz kas hucrelerinde mitozu inhibe etmektedir..

Anahtar kelimeler: Damar duz kasi, heparin, mitoz
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SUMMARY:
The inhibitory effect of heparine on mitosis of in vitro smooth muscle cell

Aim: Heparine is used during some clinical situations. We aimed to reveal heparin’s effect on vessel
smooth muscle mitosis under in vitro conditions. Material and Method: Smooth muscle cells we-
re obtained from the 4th passage of cryostored cell suspension prepared from rabbit femoral artery
in cell culture laboratory. The 5th passage was studied as control and study group for four days by
adding heparine to the medium. Final cell number was calculated and statistical comparison was
done. Results: In the 5th passage smooth muscle cells, of control (G1) and heparin applied (G2)
groups, heparin caused a statistically significant (p<0,05) inhibitory effect on cell mitosis.
Conclusion: Heparin inhibits mitosis of vascular smooth muscle cells.
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D4z kas dokusu, organizmada hemen pillerler hari¢, tm hat boyunca bulunurlar.
hemen tum dokularda yer almaktadir. Ozel- Bu hdcreler sempatik sinir sisteminin deneti-
likle arter ve venlerin media tabakasinda yer minde tonus ozelligine sahiptirler ve bu saye-
alan duz kas hucreleri dolasim sisteminin ka- de kan akimi homeostazisinde énemli islevie-
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ri bulunmaktadir (1). Bu hucrelerde ayrica di-
namik bir salgr ozelligi bulunmaktadir. Bu
Ozelligi lokal parakrin sekresyonlar, bag do-
kusu yapim ve yikimi ile degisik buydme fak-
torlerinin salinimidir. Hasara ugramis damar-
larda doku tamirinde, hizli bir mitotik aktivite
disinda bu sekresyonlar ile duz kaslarin
onemli islevleri bulunmaktadir (2).

Heparin fizyolojik sartlarda insan organizma-
sinda mast hacreleri ve bazofil 16kositlerin sal-
gi granullerinde bulunan glukozaminoglikan
yapida bir maddedir. Bag dokusu mezenki-
mal matriksinde ve cesitli hacrelerin dis yU-
zunde heparan sulfat ve dermatan sulfat sek-
linde dogal olarak bulunur. Bu formlarin her
ne kadar antikoagulan etkinligi ortaya konul-
mamis olsa da boyle bir potansiyellerinin var-
gl kabul edilir. Heparin ayrica organizmada-
ki en asidik madde olma Ozelligini tasimakta-
dir (3). Heparinin bu sekildeki pH o6zelligi
hucre mitozuna olumsuz etki yapabilir (4).

Yogun bakim unitelerinde myokard enfarktu-
su, pulmoner emboli tablosuna sahip hasta-
larda, ayrica hemodiafiltrasyon uygulanan
hastalarda heparin siklikla kullanilmaktadir.
Amacimiz heparinin damar duz kas hucrele-
rinin mitotik aktivitesi Uzerine olan etkilerini
hucre kaltara yolu ile belirlemektir (5).

GEREC VE YONTEM

Cerrahi islem: Yeni Zelanda tipi erkek
(1.860 gr agirhginda) tavsan, subkutan keta-
min (80 mg/kg) ve xylocaine (0,6 mg/kg) ile
anestezi edildi. Uyluk bolgesi tayleri tiraslan-
diktan sonra iyot solusyonu ile deri temizligi
yapildi. Deri ve altindaki bag dokusu katlari
cerrahi olarak gecildikten sonra femoral arter
cikisindan itibaren 3,0 cm uzunlugunca dis-
seke edildi. Arterin acikta kalan iki ucu sutur
ile kapatildi ve deney hayvanina antibiyotik
(Penisilin 1.000.000 iu/kg) ve analjezi (Dipi-
ron 25mg/kg) verilerek tekrar kafesine geri
konuldu. Adventisya tabakasi ve diger cevre
doku ile iliskili yagl dokular bistUri ile uzaklas-
tinldi. Fosfatll tampon c¢ozelti (PBS) icerisine
konulan doku, kaltar laboratuvarina ulastiril-
dr.
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Laboratuvar islemleri: Damar biyopsi par-
casl, bisturi yardimi ile 7-8 kucuk parcaya ay-
rildi. Penisilin, Streptomisin (10 000 unit/mL,
10 000 mcg/mL) ile Amphotericin B (250
ng/ml) iceren PBS solusyonu icerisinde 30
dakika bekletildi. Doku parcalari iki defa PBS
iceren tuplerden gecirildi ve bisturi ile iyice
kacuk parcalara aynldi. Kalsiyumsuz PBS ice-
risine doku yikicr enzimler (2,5 mg/ml colla-
genase tip 1A (Sigma, C=9891) ile 20.000
IU/ml hyaluronidase tip VIII (Sigma, H 3757
ilave edildi ve kucuk doku parcalari bu medi-
um icerisine konuldu, ertesi sabaha kadar bu
sekilde 37.0°Cllik etivde beklendi. isleme er-
tesi sabah esit hacimde %20 Fotal inek Seru-
mu (FCS) iceren medium ilavesi ile enzimler
notralize edilerek devam edildi, 500g'de iki
defa santrifuje edildikten sonra 5.0 ml PBS
ilave edildi ve 5-6 dakika otomatik el pipeti
ile mekanik ajitasyon yapildi. Bu sekilde da-
mar ddz kas hdcreleri tek hacre suspansiyo-
nu haline geldi. Hucreler %20 FCS DMEM
(Sigma D 6421) iceren 25cm?’lik kultar flask-
lari icerisine 150,000 adet olacak sekilde ko-
nuldu. %5.0 CO,, 37.0°C ayarlanmis inkGba-
tore yerlestirildi. Haftada iki defa %10’luk
FCS'li DMEM ile medium tazelendi. 12. gun-
de subkonfluent (sekil 1) hale gelen kultar
Tripsin EDTA ile subkulture edildi. Boylece 1.
pasaj tamamlanarak, 3 flask olacak sekilde
%7.0 FCS ile 7-8 gun kultdre devam edildi
ve bu sekilde 4. pasaja kadar ddz kas hucre-
leri cogaltld.

4. pasajdaki hucreler 2x10¢/cryovial (don-
durma-saklama tupu) olacak sekilde kriopro-
tektan Ozelligi olan Test Yolk Buffer (Irvine
Sci., ABD) [1:1] ile %10 Human Serum Albu-
min (Irvine Sci, ABD)'li DMEM F12 (Biological
Ind., Israil) icerisinde sivi azot buharinda (yak-
lasik —20°C) 30 dakika bekletildi ve direk -
196°C'lik sivi azot saklama tankina konuldu.
Cozme islemi icin, tanktan c¢ikartilan cryovi-
al'n gordlebilen en kucuk buz kristali kaybo-
luncaya kadar oda isisinda ¢cozanmesi bekle-
nildi ve esit hacimde DMEM yapildi. Mekanik
ajitasyon uygulanarak 500g’de santrifUje edi-
lerek, son pellet Gzerine %20 FCS konuldu
flasklara dagitildi.
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4. pasajda dondurulup ¢ozulerek kdltdre de-
vam edilen kultbrdeki hacreler 5-9 gunldk
strede subkonfluent hale geldi ve calisma 5.
pasaj hucreleri Gzerinde yapildi.

Calismada iki grup olusturuldu;

Grup 1 (G1): Toplam 6 flask kontrol grubu
olarak duzenlendi. HGcre suspansiyonu me-
dium olarak sadece %7,0 FCS'li DMEM ile
muamele edildi.

Grup 2 (G2): Toplam 8 flask deney grubu
olarak duzenlendi. Hucrelere medium olarak
%7,0 FCS'li DMEM’e ilaveten heparin (15
mg/ml) olacak sekilde ilave edildi.

Her iki grupta 2 gunde bir ilgili medium de-
gisimi yapilarak taze medium verildi. 5. gun-
de tripsinizasyon tum flasklara yapildi ve sant-
riftj sonrasi pellete DMEM ilave edildi, hucre
sayim kamerasi ile elde edilen hucrelerin sa-
yist belirlendi.

Her iki grubun karsilastinlmasi degerlerin nor-
mal dagilima uygun olmasi nedeniyle bilgisa-
yar ortaminda SPSS programi yardimi ile In-
dependent Sample’s t-test ile degerlendirildi.
Anlamli farkliik p<0.05 olmasi durumunda
kabul edildi.

BULGULAR

Tripsinizasyon islemi sonrasi viabilite testi
(Trypan blue due exclusion) her iki grupta da
yuksek (G1 ve GZ icin sirast ile % 98 ve %97)

Sekil 1. Subkonfluent asamaya gelmis ddz kas hucre
kaltara. Bar 100 pm uzunlugu gostermekte.

Heparin'in invitro ortamda damar duz
kas hucre mitozuna inhibitor etkisi

Flask No G1 grubu G2 grubu
(n=sayllan (n=sayllan

hacre sayisi) hacre sayisi)
1 2255000 855000
2 1590000 1150000
3 1800000 905000
4 1760000 1200000
5 2105000 1100000
6 2000000 930000
7 - 780000
8 - 1110000

Ortalama 1.918.333 + 245,655 1.003.750 + 154,844

Tablo 1. Kontrol (G1) ve Heparin uygulanan(G2) duz
kas hucrelerinin 5. gun sonunda elde edilen hucre
sayilari.

2.000.000,00

1.500.000,00 4

1.000.000,00~

5. GUNDE ELDE EDILEN HUCRE SAYISI

500.000,00

el [c]

Tablo 2. iki grup arasinda 5.gun sonunda elde edilen
hacre sayisinin karsilastirmasi.  Heparin uygulanan
grupta (G2) mitoz belirgin olarak inhibe olmustur.

canlilik tespit etti. Uygulanan heparin dozun-
da 5 gun sure sonunda 150,000 olan bas-
langic hucre sayist G1 ve G2 icin sirasi ile
1.918.333 £ 245,655, 1.003.750 + 154,844
olarak belirlendi (Tablo 1).

Flask basina 5 gun sonunda elde edilen huc-
re sayisi Tablo 1°de verilmistir (Tablo 1).

Tablo 2'de 5. gun sonu elde edilen hucre sa-
yisinin farki grafiksel olarak gosterilmistir (Tab-
lo 2).

Independent Sample’s t-test ile yapilan istatis-
tiksel analiz sonucuna goére GI1 ve G2 karsi-
lastinidiginda istatistiksel olarak her iki grup
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arasinda anlamli derece fark oldugu saptan-
mistir (p<0.05).

TARTISMA

Damar duz kasi organlarin bag dokusu bile-
senlerinde dnemli yer tutar. Travma, sok gibi
organizma homeostazisinin bozuldugu tab-
lolarda hem mitotik hem de salgi 6zellikleri ile
organizmanin toparlanmasina katkida bulu-
nurlar. Ancak uygulanacak kimyasal ajanlarin
bu tar spesifik hacreler Uzerine olabilecek
yan etkileri uygulamalarda dikkate alinmali-
dir. Mitotik aktivitenin azaldigr durumlarda
iyilesme surecinin gecikmesi beklenen bir du-
rumdur.

Ancak heparinin kullaniminin kacinilmaz ol-
dugu myokard enfarktUsu (6), pulmoner em-
boli (7) gibi durumlarda ve ozellikle agir sep-
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