Arsiv Kaynak Tarama Dergisi

Archives Medical Review Journal

Vaskiuler Duz Kas Hucrelerinin
Izolasyonu ve Kilttri

Isolation and Culture of Vascular Smooth Muscle Cells
Zehra Giil Kocakli', Kiibra Akillioglu', Ayse Dogan'

"Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali, Adana, Turkey

ABSTRACT

Smooth muscle cells is the major component of the vascular structures such as artery and vein. The
main task of these cells is to provide vascular tone by vasoconstriction and vasodilation. The culturing
of these cells is important to study smooth muscle cell function and various cardiovascular diseases at
cellular levels. The aim of this article was to review current general information on isolation and
culture of vascular smooth muscle cells.
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OZET

Diiz kas hiicreleri, arter ve ven gibi vaskiiler yapilarinin en onemli kismini olusturmaktadir. Bu
hiicrelerin temel gorevi, vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon yaparak vaskiiler tonusu saglamaktr.
Diiz kas hiicresi fonksiyonlarinin ve cesitli kardiyovaskiiler hastaliklann hiicre diizeyinde
arastinlabilmesi agisindan bu hiicrelerinin kiiltiire edilmesi dnemlidir. Bu derlemenin amaa giincel
calismalar 1siginda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyon ve kiiltiire edilmesi hakkindaki genel
bilgilerin gozden gecirilmesidir.

Anahtar kelimeler: Vaskiiler diiz kas, hiicre kiiltiirii, besi ortami, kiiltiir tipleri, hiicre canlii

Girig
Homeostazin devam ettirilmesi ve insan viicuduna gerekli besin maddelerinin saglanmasi icin
vaskiiler yapinin normal ve saglikl olmasi olduk¢a 6nemlidir. Kan damarlarinin biitiinliginde

meydana gelen herhangi bir hasarlanma, cesitli komplikasyonlara yol agmaktadir. Kardiyak ve
periferik damar hasarlari, diinyada oliim ve hastaliklann onemli nedenlerindendir. Bu
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hastaliklar icin yapilan tedaviler hasarli damarin iyilesmesi icin yeterli olmamaktadir.
Giinlimiizde bilim ve teknolojinin giderek artan avantajlar, tedavilerin gelistirilmesinde yeni
yontemleri de beraberinde getirmektedir. Hiicre diizeyinde yapilan calismalar ise bu
hastaliklarin 6nlenmesi ya da tedavisi icin etkili yontemlerin bulunmasina yardima olacaktir.
Ayrica mekanik ve biyolojik olarak damar ozelliklerini yerine getirebilme yetenedi olan
yapilarin elde edilmesi tedavi icin yeni bir yaklasim olarak diisiinilmektedir™*.

Vaskiiler yapinin onemli bir parcasini olusturan diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini kontrol eden mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, vaskiiler hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde oldukca 6nemli olacaktir. Ayrica, in vitro yapilan ¢alismalarda, hiicre
farklilagma siireci ve bu siirecin sinyal yollarinin aydinlatilmasi, hasarli damarin onarimina
katki saglayacaktir'”.

Hiicre Kiiltiiriiniin Tarihgesi

Hayvan hiicrelerinin, canli viicudunun disinda incelenebilmesi amaciyla Harisson tarafindan
1907 yilinda hiicre kiiltiirii kesfedilmistir. Hiicrenin viicut disinda kiiltiire edilmesi, viicudun
normal homeostazisi nedeniyle ortaya ¢ikacak sistemik degisikliklere yol a¢masindan ve
bunlarin deney iizerinde olumsuz etkilerinden bagimsiz olarak, hiicreyi inceleme imkani
saglamistir’. Harrison hayvan modeli olarak, éncelikle kurbagayr secmis ve doku parcalarinin
viicut diginda canlihgini koruyabilmesini amaglamistir. Harison’dan sonra bu calismalar farkl
arastirmaailar tarafindan da devam ettirilmistir. Earle ve arkadaglar 1943 yilinda farelerde
tiimor hiicresini izole edebilmeyi basarmis ve 1961 yilinda Leonard Hayflick hiicrelerin, kiiltiir
ortaminda sinirli yasam siiresine sahip olduklarini rapor etmistir’. Bu konu iizerine yapilan
calismalarin  giderek ilerlemesiyle, hiicre icerisinde gerceklesen aktiviteleri, hiicrenin
bulundugu ortam, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bunlara karsi verilen tepkileri
hiicresel boyutta inceleme ve degerlendirebilme imkani saglamigtir.

Hiicre Kiiltiiriine Etki Eden Faktorler

Arastirmalara olanak saglamak amacyla, viicut disinda hiicrenin canlihdini  devam
ettirilmesinin cesitli avantajlan ile birlikte dezavantajlan da mevcuttur. in vitro hiicre
kiiltiriinin en onemli avantaji sicaklik, osmotik basing, pH, 0, ve (O, yogunlugu gibi
fizikokimyasal kogullarin kiiltiir ortaminda kontroliiniin saglanabilmesi ve buna bagl olarak
fizyolojik kosullarin sabit tutulabilmesidir. Bu sartlarin saglanabilmesi icin besiyerlerinde
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cesitli maddelere gereksinim duyulmaktadir. Hormon, serum ve aminoasit gibi cesitli
maddelerin, hiicre tipinin ihtiyacna gore gerekli miktarlarda kiiltiir ortamina verilmesi
oldukca énemlidir’. Hiicre Kiiltiiriiniin bir diger nemli avantaji, aragtirmacinin dzel bir hiicre
tipi lzerinde calismasina olanak saglamasidir. Dokular ¢ok cesitli hiicre tiplerini
icerebilmektedirler. Dokudan elde edilen hiicrelerden, zaman icerisinde tekrarlanan pasajlama
islemleri ile istenilen asil homojen hiicre elde edilebilmektedir. Hedeflenen hiicreye
ulagildiktan sonra, hiicreler bagka arastirmalar icin ve tekrarli deneylerde kullaniimak iizere
uygun sartlar altinda uzun yillar saklanalabilmektedir.

Hiicrelerin kiiltire edilmesinin oldukca onemli olan bu avantajlarinin yani sira, ne yazik ki bazi
dezavantajlari da mevcuttur. Kiiltiir calismalar sirasinda meydana gelen kontaminasyon,
calisma verimliliginde azalmaya neden olan en 6nemli problemdir. Kiiltiir ortaminda bakteri
ve mantar bulunmasl, hiicrelerin gelismesini ve ¢ogalmasini oldukca yavaslatmaktadir. Bu
problemi en aza indirmek icin calismalanin, uygun steril kogullar altinda gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Bir diger onemli problem ise, hiicrelerin uzun siire pasajlanmasi durumunda,
hiicrelerin farklasma kapasiteleri ve heterojenite oranlar artmaktadir. Bu nedenle, calismalar
sirasinda ilk birkag kusak hiicrelerinin kullanilmasi oldukca énemlidir’.

Besiyeri

Hiicrelerin in vitro calisma kosullan altinda yasamlanini devam ettirebilmeleri icin normal
fizyolojik cevrelerinin saglanmasi gerekmektedir. ideal Kiiltiir ortaminin saglanmasinda
besiyerleri dnemlidir. Hiicre kiiltiir besiyerleri, hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini
yerine getirebilmeleri icin gerekli olan ortam kosullarini saglamak iizere hazirlanmis besleyici
soliisyonlardir®,

Besiyeri icerigindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar hiicrenin gelisimini
desteklerken, bazi iyonlar da hiicrelerin ¢ogalabilmesi icin uygun osmolarite ve pH'in
saglanmasinda onemlidir. Besiyeri secimi sirasinda farkli hiicrelerin farkli besin ihtiyaclan
olacagi mutlaka goz oniinde bulundurulmalidir. Bu sebeple tek bir hiicre serisinin gelismesine
yonelik bir calisma yapilacaksa bu dzellikleri tasiyan besiyeri secilmelidir’.

Harry Eagle tarafindan 1955'de hiicre kiiltiir ortami olarak Eagle’in Temel Besiyeri (Eagle’s
Minimal Essential Medium, EMEM) geligtirilmistir. Sigir, insan veya embriyo oziitleri ile
desteklenerek hazirlanan ve ticari olarak kullanilan ilk besiyeridir®. Bu besiyerinin iceriginde

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



Kogakli ve ark. 393

aminoasitler, tuzlar (CaCl,, KCI, MgSO,, NaCl ve monosodyum fosfat), glukoz ve vitaminler
(folik asit, nikotinamid, riboflavin, B,,) bulunmaktadir.

Giinlimiizde tek bir hiicre serisinin gelistirilmesine yonelik en cok kullanilan Eagle'in Temel
Besiyeri (1959) ve Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle Besiyeri'dir (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, EMEM'in bir cesididir ve orjinal
formundan dort kat daha fazla vitamin ve aminoasit ile iki kat daha fazla glukoz icermektedir.
Aynica, demir ve fenol kirmizisi da bulunmaktadir®. insan, maymun, hamster, sican, fare ve
tavuk gibi pek cok hiicre tipi icin DMEM kullaniimaktadir.

Besiyerine eklenen serum, hiicre ¢cogalmasini ve tutunmasini etkileyen ¢ok sayida biiyiime
faktorii, mineral, lipit ve hormonlan icermektedir. Yetiskin sigir serumu, fotal sigir serumu,
dana, at ve insan serumlan doku kiiltiirlerinde kullanilan temel serum tipleridir. Rutin
calismalarda en fazla fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) kullanilmaktadir. Diger
serum tipleri daha cok, ozel kosul saglanmasi gereken hiicre Kkiiltirlerinde tercih
edilmektedir’.

Fotal sigir serumu, bir sigir fetiisinden alinan kanin dogal pihtilasmasindan arta kalan
kismindan hazirlanmaktadir. /n vitro hiicre kiiltiiriinde serum kullanilan calismalarda yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir. Bu protein ¢ozeltisinin icinde hormonlar, enzimler, hiicrenin
biiyiimesi ve ¢ogalmasini saglayan biiyiime faktorleri, yiizeylere tutunabilmesini saglayan
hiicrelerarasi matriks proteinleri bulunmaktadir. Hiicre ¢esidine ve uygulama alanlarina gore
besiyerindeki serum orani degisebilmektedir. Standart bir somatik hiicre kiiltiriinde serum
orani %10’dur. Farkli hiicre kiiltiirii uygulamalarinda, pek ¢ok biiyime faktorii ve az miktarda
antikor da bulunabilmektedir. icerdigi biiyiime faktorleriile hiicrelerin cogalmasini arttinrken
cesitli proteinler ile hiicrelerin kiiltir ortaminda daha kolay tutunmasi icin olanak
saglamaktadir’.

Biiyiik miktarlarda protein ve niikleik asit sentezinin gerceklestigi ve enerji ihtiyacinin en fazla
oldugu donemde, hiicrelerin gelisimine destek amacyla glukoz yaninda glutamin de
gerekmektedir. Zira hiicreler niikleotid, aminoasit, amino seker ve vitamin gibi bazi
molekiillerin sentezi icin azota ihtiya¢ duymaktadir. Glutamin ise bu molekiillerin ve diger
azot iceren bilesiklerin sentezinde azot kaynagi olarak rol oynamaktadir. Hizli béliinen
hiicrelerde, kiiltiir ortaminda glukoz miktan azalmakta ve enerji ihtiyaa artmaktadir. Bu
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durumda daha fazla enerji elde etmek icin aminoasitler metabolize edilmektedir. Glutamin bu
enerjinin elde edilmesinde en ¢ok kullanilan aminoasitlerden birisidir®.

Hiicre kiiltir ortaminin saglanmasinda kullanilan, dengeli tuz cozeltisi (Balanced Salt
Solution, BSS) fizyolojik pH'1 ve tuz konsatrasyonunu saglayan bir soliisyondur. Dengeli tuz
cozeltisi cogunlukla sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve klor icermektedir. Bu
cozelti dokulari ve hiicreleri yikamak icin kullanilmakla birlikte fizyolojik pH'1 ve osmotik
basinci sagimaktadir Bazi durumlarda bu ¢ozeltiye enerji kaynagi olarak glukoz eklenmekte ve
pH indikatorii olarakta fenol kirmizisi kullanilmaktadir’.

Dengeli tuz ¢ozeltisini, mikrobiyolog John H. Hanks 1940 yilinda formiile ederek, bikarbonat
iyonlarinca zengin Hanks'in dengeli tuz ¢ozeltisini (Hanks" Balanced Salt Solution, HBSS)
kullanmistir. Bu soliisyon ayni zamanda hiicrelerin gelisimi icin bir tamponlama sistemi olarak
hiicre kiiltiirii ortamini ve uyqun fizyolojik pH' (7.0-7.4) saglamaktadir®.

Kiiltiir calismalarinda fizyolojik pH stabilitesini saglamak iizere HEPES kullanimi oldukga
yaygindir. Ozellikle protein cozeltilerin dondurulmasinda kullanilir. Bircok tamponda gézlenen
donma sonucundaki asitlik artisi HEPES tamponu varlidinda, ihmal edilebilir diizeye
diismektedir. Enzim ve koenzimleri denatiirasyon ve inaktivasyondan korumaktadir. Bununla
birlikte, belirli hiicre serilerinin gelisimini tesvik ettigi bildirilmektedir'".

Kiiltiir ortaminda meydana gelebilecek kontaminasyonlari engellemek amaciyla antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bakterilerin gram +/- dzelliklerine bagh olarak farkli etki mekanizmalarina
sahip antibiyotikler tercih edilebilmektedir. Calisma sirasinda, laminar akim kabin kullanimi
ve steril kosullarin saglanmasi kontaminasyon riskinin azalmasina katkida bulunmaktadir’.

Fizikokimyasal Faktorler

Kiiltiir calismalarinda, uygun fizikokimyasal sartlarin saglanmasi durumunda hiicrelerin viicut
diginda canlihgini devam ettirebilmesine olanak saglanmaktadir.

pH

Cogu hiicreler icin en verimli gelisim pH 7,2-7,4 araliginda gerceklesmektedir. Kiiltiir
ortamindaki hidrojen iyonu konsantrasyonunda meydana gelecek degisiklikler, hiicrelerin
cogalmasini olumsuz yonde etkilemektedir’. Bu nedenle calisma oncesi, kullanilacak olan
dokuya uygun pH'in belirlenmesi, calismanin ilerlemesi acisindan oldukgca 6nemlidir.
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Sicakhik

Hiicreler icin gerekli uygun sicaklik canlinin ve hiicrelerin koken aldigi dokunun viicut igi
sicakhigina baghdir. Bu nedenle, sicakkanli canhlardan kiiltiire edilen hiicreler icin gerekli
uygun sicaklik genellikle 37°Cdir. Sicakhin hiicreler iizerindeki direkt etkisinin yaninda,
diistik sicaklikta CO, ¢oziiniirliginin artmasi pH dedgisikligine neden olmakta ve pH'daki
degisimler ise hiicre cogalmasini baskilamaktadir.

€0, ve 0,

Kiiltiir besiyeri icerisinde (O, ile HCO,”in dengede olmasiyla pH'in digsik kalmasi
saglanmaktadir. Hiicre kiiltiirii icin gerekli olan pH'in 7,4'de sabit bir sekilde kalabilmesi icin
(0,'e ihtiyag vardir ve hiicre tipine gdre degismekle birlikte %2-5 arasinda olmalidir. Bu
nedenle kiiltiire edilmis hiicreler, karbondioksit bulunmayan ortamda inkiibe edilmemelidir.

Kiiltiirde bir diger onemli gaz oksijendir. Kiiltiir hiicreleri oksijensiz solunum yapmasindan
dolayi oksijene tam olarak bagimli degillerdir. Hiicre tiplerine gore, ihtiya¢ duyulan oksijen
miktan farkli olmaktadir. Cogu hiicreler icin, atmosfer basinci ya da diisiik oksijen basinci
gerekirken", ge¢ donem embriyolan oksijenden zengin ortama ihtiyac duymaktadirlar™.

Hiicre Kiiltiir Tipleri

Dokulardan hiicre kiiltiirii yapilabilmesi icin Gi¢ temel yol bulunmaktadir. Bunlar organ
iiltiirii, primer eksplant ve hiicre kiiltiiridiir’.

Organ Kiiltiirii

in vivo yapisal 6zelliklerini tagtyan dokunun kiiltiir ortaminda, in vitro olarak gerekli kosullar
altinda yasatilmasini amaglayan kiiltiir tipidir.

Primer Eksplant Kiiltiir

Bu kiiltiir teknigi, organizmadan alinan kiiciik bir doku parcasi lizerine plazma swisi ve
embriyo oziitlerinin eklenmesi ile gelistirilen kiiltiir tipidir. Dokunun kiiltir yiizeyine
yapismasi plazma tarafindan saglanirken, embriyo oziitii hiicrelerin gereksinim duydugu
besin maddelerini ortama vermektedir. icerisinde sivi besiyeri bulunan plastik veya cam kiiltiir
kabina kiiciik doku parcalan yerlestirildikten sonra yiizeye tutunan doku parcalarindan
hiicrelerin aynlarak cogalmalarinin saglandigi bir yontemdir".
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Hiicre Kiiltiirii

Kiiltiire edilmek istenilen dokunun mekanik veya enzimatik olarak parcalanmasi ile elde
edilen siispansiyonun kiiltiir kabina ekimi yapilarak hiicrelerin tek tabakali olarak ¢ogalmasini

amaclayan Kiiltiir tipidir*®.

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu, Hiicrelerin Kiiltiire
Edilmesi ve Pasajlanmasi

Diiz kas hiicresi, kan damar duvarini olugturan onemli hiicrelerden biridir. Diiz kas hiicreleri,
endotelyal hiicreler tarafindan salgilanan mediatorlerin etkisi altindaki mezenkimal
hiicrelerin diferansiyasyonu ile olusmustur. Anjiyogenezde, vaskiiler diiz kas hiicreleri, bu
yolla veya mevcut bulunan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ile olusabilmektedir'.

(anl organizmalarda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kontraktil ve sentetik tip vaskiiler diiz kas
hiicreleri olmak iizere iki fenotipi bulunmaktadir. Genelde, olgun vaskiiler diiz kas hiicreleri,
kontraktil ozelliktedir. Bu vaskiiler diiz kas hiicrenin temel fonksiyonu, vaskiiler tonusu
saglamaktir'®. Kontraktil vaskiiler diiz kas hiicreleri sitoplazmalaninin %75'ni kontraktil
proteinler olusturmaktadir. Ancak kiiltiire edilmig vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kontraktil
fenotip, sentetik fenotip vaskiiler diiz kas hiicrelerine doniigebilmektedir. Sentetik fenotipteki
hiicreler normalde gelisim devresindeki ve emriyodaki gen¢ damarlarda bulunmaktadir. Bu
proliferatif hiicreler, elastin ve kollojen gibi ekstraseliiler matriks komponentlerini
sentezlemektedir. Sentetik fenotipteki hiicrelerin sitoplazmasinda biiyik miktarda
endoplazmik retikulum, golgi aparat ve az miktarda kontraktil ptoteinler bulunmaktadir™,

Vaskiiler diiz kas hiicresinin kontraktil fenotipten, sentetik tipe degisimi aterogenezde
oldukca onemlidir. Zira miyoendotelde kalinlagmaya ve arter tikanmasina neden olur.
Endoteldeki hasara bagl olarak diiz kas hiicrelerinin kanla karsilasmasindan kaynaklanabilir.
Bu fenotipler, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyonu ve Kkiiltire edilmesi ile
gosterilebilmektedir. Vaskiiler diiz kas hiicresinin izolasyonunda iki temel teknik
kullanilmaktadir. Bu teknikler, enzimatik aynstirma ve ekplantasyondur. Enzimatik
aynstirmada, kontraktil fenotipte hiicre kolaylikla fakat az sayida elde edilirken,
eksplantasyonda 1-2 hafta icerisinde daha fazla sayida sentetik tipte hiicre elde
edilmektedir'®.
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Hiicrelerin Pasajlanmasi

insan ya da hayvandan alinan dokulardan elde edilmis kiiltiir, primer kiiltiir olarak
adlandinimaktadir(Sekil 1). Primer kiiltiir hiicreleri genelde heterojen tiptedir yani birden
fazla hiicre cesidini icerebilmektedir. Pasajlama sonrasi elde edilen kiiltiir ise alt kiiltiir olarak
adlandinimaktadir (Sekil 2,3). Alt kiiltiir ile elde edilen hiicreler alindiklari dokunun yapisal
ozelliklerini ve farklilasma yetenegini zaman icerisinde yitirmektedirler’.

e
Sekil 1. Diiz Kas Aktin lle Boyanan Sican Torasik Aortasina Ait Vaskiiler Diiz Kas Dokusu"’.

Hiicreler, kiiltiir kabi yiizeyini tamamen kaplayacak yogunluga ulagtigi zaman hiicrelerin
birbirleriyle olan etkilesiminin artmasi ve metabolik aktiviteleri sonucu ortamda atiklarin
birikmesi, hiicrelerin biiyiimesini ve cogalmasini biiyiik oranda azaltmaktadir’. Bu durumda,
kiiltir hiicrelerinin yeni kiiltiir kaplarina daha az yogunlukta hiicre icerecek sekilde aktariimasi
gerekmektedir. Kiiltiir kabi icerisinde hiicreler birbirlerine ve kap yiizeyine tutunmus halde
bulunmaktadir. Hiicrelerin tutunmasi, ekstraseliiler sividaki Mg*™ ve (a** iyonlan ile
saglanmaktadir. Pasajlama esnasinda, hiicrelerin birbirleri ve yiizey ile olan bu baglantilarinin
yikilmasi gerekmektedir’. Baglantilanin yikilmasiyla hiicrelerin besiyeri icerisinde siispanse
halde yiiziiyor goriintisi mikroskop altinda incelenebilmektedir. Pasajlama esnasinda
hiicrelerin yiizeyden kaldinimasi tripsin adi verilen ve peptit baglarinin hidrolizine neden olan
bir enzim tarafindan gerceklestirilmektedir. Ancak adezyonu saglayan Mg™ ve (a**
iyonlarinin ortamda bulunmasi enzim aktivitesini diisiirmektedir. Ortamdan Mg*" ve (@""
iyonlarini uzaklagtinlmasi EDTA ile saglanmaktadir. Divalent katyonlarin selatorii olan EDTA,
tripsin soliisyonunun aktivitesini artirmaktadir'®.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



398 Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu ve Killtiirii

Sekil 2. Sican Torasik Aortasindan Izole Edilen Diiz Kas Dokusunun Kiiltiirii". a) Kiiltiire
edilmesinin 5. giiniinde, b) 8. giiniinde diiz kas hiicreleri.

Sekil 3. Diiz Kas Aktin ile Boyanan Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri”.

Hiicre Sayimi

Kiiltiire edilen hiicrelerin sayisinin belirlenmesi, yapilan deneyde hiicrenin aktivitesi ve deney
kosullarinin hiicre iizerindeki etkisi hakkinda bilgi vermektedir. Bu amacla hiicre sayisinin
belirlenmesi icin bazi kantitatif degerlendirmeler yapiimaktadr.

Hiicre sayiminin kantitatif analizi icin hemositometre ya da dijital hiicre sayim cihazlan
kullanilmaktadir. Hemosimetre ile sayimda, derinligi ve hacmi bilinen 6zel lamlar
kullanilmaktadir. Hazirlanilan hiicre siispansiyonu lam iizerine bir damla alinmakta ve
mikroskop altinda, birim hacimde ne kadar hiicre oldugu sayimaktadir’.
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Kullanilan bir protokole gére 0,1 mL drnek alinip 2 mL'ye seyreltilen siispansiyondan
hemositometre laminin her dis kosesindeki karelere 1’er damla damlatiimakta ve igik
mikroskobu altinda dort dig karedeki hiicreler sayilmaktadir. Her bir karedeki ortalama sayiyi
belirlemek icin ise bulunan deder 4'e bdliinerek sonug, hiicre sayisi x10* olarak ifade
edilmektedir. Bu sonug da 20 ile (seyreltme faktorii) carpilarak mililitre stispansiyon basina
diisen hiicre sayisi elde edilmektedir™

Dijital hiicre sayim cihazlan ile sayimda ise, cihaza ait ozel bir tiip iceresine hiicre
stispansiyonu  yerlestiriimektedir. Tiip icerisindeki hiicrelerin elektrik gecirgenliginin
arttinlmasi ile dalgalar olusmakta ve olusan bu dalgalarin sayimi ile hiicre sayisi
belirlenmektedir’.

Hiicre Canlihigs

Hiicre canliliginin belirlenmesinde hemositometre ile birlikte vital bir boya (tripan mavisi)
kullanilmaktadir®®. Bu yéntemde hazirlanan hiicre siispansiyonuna tripan mavisi eklenerek istk
mikroskobu altinda hiicrelerin canliligi incelenebilmektedir. Tripan mavisinin etkisi ile olii
hiicreler koyu mavi renkte boyanirken, canli hiicreler parlak ve boyanmadan kalmaktadir.

Sonug

Hiicre kiiltiirii Gizerine yapilmis calismalarda ozgiin biiyiime faktorleri kullanilarak cesitli
dokulardan vaskiiler diiz kas hiicreleri ¢ogaltiimaktadir. Bu calismalarda vaskiiler diiz kas
hiicreleri icin alternatif kaynaklar olarak, deriden elde edilmis dnciil hiicreler, emriyonik kok
hiicreler ve pluripotent kok hiicreler kullanilimaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalar,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ile damar olusumunun gelistirilmesi, damar
miihendisligi ve hastaya ozgii nakil calismalan lizerinde ilerleme saglamaktadur. Literatiirde
farkli dokulardan, hatta ayni dokunun farkli segmentlerinden vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
cogaltildigini bildiren calismalar da bulunmaktadir'. Nanoteknoloji alanindan yararlanilarak
vaskiiler diiz kas kiiltiir hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalarda vaskiiler hastaligi onleyecek
genetik bilginin hiicrelere aktanlmasinin basaryla gerceklestirildidi ileri siiriilmektedir”. Bu
durum nanoteknolojiiden yararlanilarak hiicre kiiltiirii izerinde 6nemli adimlar atilabilecegini
gostermektedir.

Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii iizerinden yiiriitiilen tiim bu ¢alismalar vaskiiler hastaliklar
hiicre diizeyinde inceleme imkani sunmakta ve tedavi siireci iizerine onemli katkilar
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saglamaktadir. Aynca Cukurova Univesitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan
TF2012BAP28 No'lu proje kapsaminda desteklenen ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Fizyoloji Anabilim Dal'nda gerceklestirilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii calismalan
basarili bir sekilde devam etmektedir.
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