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ÖZET: 

Amaç: Heparin baz› klinik durumlarda kullan›lmaktad›r. Heparin’in in vitro ortamda damar düz kas
mitozuna etkilerinin araflt›r›lmas› amaçlanm›flt›r. Gereç ve Yöntem: Hücre kültür laboratuar›nda tav-
flan femoral arterinden haz›rlanan damar düz kaslar›n›n cryobank’›ndan (4.pasaj) çözülen hücreler
kültüre al›nd›. 5. pasajda heparin ve sham grubu olmak üzere 4 gün uyguland› ve süre sonunda top-
lam hücre say›lar› belirlendi. ‹statistiksel karfl›laflt›rma yap›ld›. Bulgular: Kontrol (G1) ve heparin uygu-
lanan (G2) düz kas hücrelerinin 5. pasaj sonunda elde edilen hücre say›lar›nda heparinin hücre
mitozu üzerinde istatistiksel olarak anlaml› (p<0,05) inhibitör etkiye neden oldu¤u görüldü. Sonuç:
Heparin damar düz kas hücrelerinde mitozu inhibe etmektedir..

Anahtar kelimeler: Damar düz kas›, 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.

Key Words: Vessel smooth muscle, heparin, mitosis

Düz kas dokusu, organizmada hemen
hemen tüm dokularda yer almaktad›r. Özel-
likle arter ve venlerin media tabakas›nda yer
alan düz kas hücreleri dolafl›m sisteminin ka-

pillerler hariç, tüm hat boyunca bulunurlar.
Bu hücreler sempatik sinir sisteminin deneti-
minde tonus özelli¤ine sahiptirler ve bu saye-
de kan ak›m› homeostazisinde önemli ifllevle-
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ri bulunmaktad›r (1). Bu hücrelerde ayr›ca di-
namik bir salg› özelli¤i bulunmaktad›r. Bu
özelli¤i lokal parakrin sekresyonlar, ba¤ do-
kusu yap›m ve y›k›m› ile de¤iflik büyüme fak-
törlerinin sal›n›m›d›r. Hasara u¤ram›fl damar-
larda doku tamirinde, h›zl› bir mitotik aktivite
d›fl›nda bu sekresyonlar› ile düz kaslar›n
önemli ifllevleri bulunmaktad›r (2).

Heparin fizyolojik flartlarda insan organizma-
s›nda mast hücreleri ve bazofil lökositlerin sal-
g› granüllerinde bulunan glukozaminoglikan
yap›da bir maddedir. Ba¤ dokusu mezenki-
mal matriksinde ve çeflitli hücrelerin d›fl yü-
zünde heparan sülfat ve dermatan sülfat flek-
linde do¤al olarak bulunur. Bu formlar›n her
ne kadar antikoagülan etkinli¤i ortaya konul-
mam›fl olsa da böyle bir potansiyellerinin var-
l›¤› kabul edilir. Heparin ayr›ca organizmada-
ki en asidik madde olma özelli¤ini tafl›makta-
d›r (3). Heparinin bu flekildeki pH özelli¤i
hücre mitozuna olumsuz etki  yapabilir (4).

Yo¤un bak›m ünitelerinde myokard enfarktü-
sü, pulmoner emboli tablosuna sahip hasta-
larda, ayr›ca hemodiafiltrasyon uygulanan
hastalarda heparin s›kl›kla kullan›lmaktad›r.
Amac›m›z heparinin damar düz kas hücrele-
rinin mitotik aktivitesi üzerine olan etkilerini
hücre kültürü yolu ile belirlemektir (5).

GEREÇ VE YÖNTEM

Cerrahi ‹fllem: Yeni Zelanda tipi erkek
(1.860 gr a¤›rl›¤›nda) tavflan, subkutan keta-
min (80 mg/kg) ve xylocaine (0,6 mg/kg) ile
anestezi edildi. Uyluk bölgesi tüyleri t›rafllan-
d›ktan sonra iyot solüsyonu ile deri temizli¤i
yap›ld›. Deri ve alt›ndaki ba¤ dokusu katlar›
cerrahi olarak geçildikten sonra femoral arter
ç›k›fl›ndan itibaren 3,0 cm uzunlu¤unca dis-
seke edildi. Arterin aç›kta kalan iki ucu sütür
ile kapat›ld› ve deney hayvan›na antibiyotik
(Penisilin 1.000.000 iu/kg) ve analjezi (Dipi-
ron 25mg/kg) verilerek tekrar kafesine geri
konuldu. Adventisya tabakas› ve di¤er çevre
doku ile iliflkili ya¤l› dokular bistüri ile uzaklafl-
t›r›ld›. Fosfatl› tampon çözelti (PBS) içerisine
konulan doku, kültür laboratuvar›na ulaflt›r›l-
d›.

Laboratuvar ‹fllemleri: Damar biyopsi par-
ças›, bistüri yard›m› ile 7–8 küçük parçaya ay-
r›ld›. Penisilin, Streptomisin (10 000 unit/mL,
10 000 mcg/mL) ile Amphotericin B (250
ng/ml) içeren PBS solüsyonu içerisinde 30
dakika bekletildi. Doku parçalar› iki defa PBS
içeren tüplerden geçirildi ve bistüri ile iyice
küçük parçalara ayr›ld›. Kalsiyumsuz PBS içe-
risine doku y›k›c› 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 küçük doku parçalar› bu medi-
um içerisine konuldu, ertesi sabaha kadar bu
flekilde 37.0°C’lik etüvde beklendi. ‹flleme er-
tesi sabah eflit hacimde %20 Fötal ‹nek Seru-
mu (FCS) içeren medium ilavesi ile enzimler
nötralize 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 yap›ld›. Bu flekilde da-
mar düz kas hücreleri tek hücre süspansiyo-
nu haline geldi. Hücreler %20 FCS DMEM
(Sigma D 6421) içeren 25cm2’lik kültür flask-
lar› içerisine 150,000 adet olacak flekilde ko-
nuldu. %5.0 CO2, 37.0°C ayarlanm›fl inküba-
töre yerlefltirildi. Haftada iki defa %10’luk
FCS’li DMEM ile medium tazelendi. 12. gün-
de subkonfluent (flekil 1) hale gelen kültür
Tripsin EDTA ile subkültüre edildi. Böylece 1.
pasaj tamamlanarak, 3 flask olacak flekilde
%7.0 FCS ile 7–8 gün kültüre devam edildi
ve bu flekilde 4. pasaja kadar düz kas hücre-
leri ço¤alt›ld›.

4. pasajdaki hücreler 2x106/cryovial (don-
durma-saklama tüpü) olacak flekilde kriopro-
tektan özelli¤i olan Test Yolk Buffer (Irvine
Sci., ABD) [1:1] ile %10 Human Serum Albu-
min (Irvine Sci, ABD)’li DMEM F12 (Biological
Ind., Israil) içerisinde s›v› azot buhar›nda (yak-
lafl›k –20°C) 30 dakika bekletildi ve direk -
196°C’lik s›v› azot saklama tank›na konuldu.
Çözme ifllemi için, tanktan ç›kart›lan cryovi-
al’›n görülebilen en küçük buz kristali kaybo-
luncaya kadar oda ›s›s›nda çözünmesi bekle-
nildi ve eflit hacimde DMEM yap›ld›. Mekanik
ajitasyon uygulanarak 500g’de santrifüje edi-
lerek, son pellet üzerine %20 FCS konuldu
flasklara da¤›t›ld›.



4. pasajda dondurulup çözülerek kültüre de-
vam edilen kültürdeki hücreler 5–9 günlük
sürede subkonfluent hale geldi ve çal›flma 5.
pasaj hücreleri üzerinde yap›ld›.

Çal›flmada iki grup oluflturuldu; 

Grup 1 (G1): Toplam 6 flask kontrol grubu
olarak düzenlendi. Hücre süspansiyonu me-
dium olarak sadece %7,0 FCS’li DMEM ile
muamele edildi.

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

Her iki grupta 2 günde bir ilgili medium de-
¤iflimi yap›larak taze medium verildi. 5. gün-
de tripsinizasyon tüm flasklara yap›ld› ve sant-
rifüj sonras› pellete DMEM ilave edildi, hücre
say›m kameras› ile elde edilen hücrelerin sa-
y›s› belirlendi. 

Her iki grubun karfl›laflt›r›lmas› de¤erlerin nor-
mal da¤›l›ma uygun olmas› nedeniyle bilgisa-
yar ortam›nda SPSS program› yard›m› ile In-
dependent Sample’s t-test ile de¤erlendirildi.
Anlaml› farkl›l›k p<0.05 olmas› durumunda
kabul edildi.

BULGULAR

Tripsinizasyon ifllemi sonras› viabilite testi
(Trypan blue due exclusion) her iki grupta da
yüksek (G1 ve G2 için s›ras› ile % 98 ve %97)

canl›l›k tespit etti. Uygulanan heparin dozun-
da 5 gün süre sonunda 150,000 olan bafl-
lang›ç hücre say›s› G1 ve G2 için s›ras› ile
1.918.333 ± 245,655; 1.003.750 ± 154,844
olarak belirlendi (Tablo 1).

Flask bafl›na 5 gün sonunda elde edilen hüc-
re say›s› Tablo 1’de verilmifltir (Tablo 1).

Tablo 2’de 5. gün sonu elde edilen hücre sa-
y›s›n›n fark› grafiksel olarak gösterilmifltir (Tab-
lo 2).

Independent Sample’s t-test ile yap›lan istatis-
tiksel analiz sonucuna göre G1 ve G2 karfl›-
laflt›r›ld›¤›nda istatistiksel olarak her iki grup

Heparin’in invitro ortamda damar düz
kas hücre mitozuna inhibitör etkisi

Cilt : 23
Say› : 1

9

fiekil 1. Subkonfluent aflamaya gelmifl düz kas hücre
kültürü. Bar 100 µm uzunlu¤u göstermekte.

Flask No G1 grubu G2 grubu
(n=say›lan (n=say›lan

hücre say›s›) hücre say›s›)
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 2. ‹ki grup aras›nda 5.gün sonunda elde edilen
hücre say›s›n›n karfl›laflt›rmas›. Heparin uygulanan
grupta (G2) mitoz belirgin olarak inhibe olmufltur.

Tablo 1. Kontrol (G1) ve Heparin uygulanan(G2) düz
kas hücrelerinin 5. gün sonunda elde edilen hücre
say›lar›.
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aras›nda anlaml› derece fark oldu¤u saptan-
m›flt›r (p<0.05). 

TARTIfiMA

Damar düz kas› organlar›n ba¤ dokusu bile-
flenlerinde önemli yer tutar. Travma, flok gibi
organizma homeostazisinin bozuldu¤u tab-
lolarda hem mitotik hem de salg› özellikleri ile
organizman›n toparlanmas›na katk›da bulu-
nurlar. Ancak uygulanacak kimyasal ajanlar›n
bu tür spesifik hücreler üzerine olabilecek
yan etkileri uygulamalarda dikkate al›nmal›-
d›r. Mitotik aktivitenin azald›¤› durumlarda
iyileflme sürecinin gecikmesi beklenen bir du-
rumdur. 

Ancak heparinin kullan›m›n›n kaç›n›lmaz ol-
du¤u myokard enfarktüsü (6), pulmoner em-
boli (7) gibi durumlarda ve özellikle a¤›r sep-

sis (8) olgular›nda uygulanan hemofiltrasyon
s›ras›nda verilen heparinin damar düz kaslar›-
n›n mitotik aktivitesini bask›lad›¤› bilinmelidir.
Vazoaktif ajanlar›n da s›kl›kla kullan›ld›¤› bu
olgularda klinik cevap heparin kullan›m› ile
azalabilecektir.

Heparinin bir di¤er kullan›m alan› olan gebe-
likteki p›ht›laflma bozukluklar›ndaki kullan›m›-
d›r (9). Fetüsün geliflim halinde oldu¤u, düz
kaslar›n›n organogenezis aflamas›nda oldu-
¤u bilinerek mümkün olan en düflük doz ter-
cih edilmelidir.   

Çal›flma sonucunda, heparin kullan›m›n›n
gereklilik s›n›rlar›n›n iyi belirlenmesi ve gerek-
siz kullan›mdan kaç›n›larak organizman›n iyi-
leflme sürecine olumsuz etki yap›lmamas›na
dikkat edilmesini önermekteyiz.
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