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Objectives: The primary cell culture, as a model system, is
the multiplication of a replica of the resource tissue under in
vitro conditions. This study was designed to standardize the
culture technique of two groups of osteoblast cells extract-
ed from the calvaria of mature and fetal BALB/c mice, to
examine the cultured cells histomorphologically, to define
cellular elements through histochemical techniques, and to
determine the rate of culturability.

Methods: Calvaria from 10 young mature mice and 6 to 9
fetal calvaria from each of the eight pregnant mice were
obtained. A mechanical separation was conducted in sterile
environment with a laminar air flow. The cells from four
mature calvaria and all fetal calvaria were cultured in DME-
F12 medium, while those of the remaining six mature cal-
varia were planted in RPMI-1640 medium. Cell confluence
was monitored at every 24 hours. Successful specimens
were stained with picro-thionin and photographed with
invert photo-microscope.

Results: Of the young mature calvaria cultivated in
RPMI-1640, four were unsuccessful, whereas, of the six
mature calvaria in DME-F12, two were partially success-
ful and four were successful.  In DME-F12, successful,
partially successful, and unsuccessful results were
obtained in six, one, and one fetal calvaria, respectively.

Conclusion: Our results suggest that embryonic tissues
can be cultivated at a higher rate than mature tissues and
that the quality of the cultivation medium has a significant
role in the cultivation process. 
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Amaç: Primer hücre kültürü bir model sistem olarak, kay-
nak doku benzerinin in vitro flartlarda ço¤alt›lmas›d›r. Bu
çal›flmada, kaynak olarak kullan›lan BALB/c soyu ergin fa-
re ve fetal fare kalvaryumundan sa¤lanan iki grup osteoblast
hücrelerinin kültür tekni¤ini standart hale getirmek, ço¤alt›-
lan kemik hücrelerini histomorfolojik olarak incelemek, his-
tokimyasal tekniklerle hücresel elemanlar› tan›mlamak ve
kültüre edilebilirlik oranlar›n› belirlemek amaçland›.

Çal›flma plan›: On adet genç eriflkin, sekiz adet gebe fa-
renin 6-9 aras› de¤iflen fetal kalvaryumu kullan›ld›. Hava
ak›ml› steril ortam içinde mekanik ay›rma yap›larak fetal
ve dört ergin kalvaryum için DME-F12 , di¤er 6 ergin kal-
varyum için de RPMI-1640 medyum kullan›larak flaskla-
ra ekildi. Yirmi dört saatte bir, mikroskop alt›nda hücrele-
rin yap›flma özellikleri gözlemlendi. Baflar›l› kültürler
picro-thionin boyama tekni¤i ile tespit edilip boyanarak
foto¤raf ataçmanl› mikroskop ile incelendi ve foto¤raflan-
d›r›ld›.

Sonuçlar: Genç ergin kalvaryumlar›n RPMI-1640 medyu-
munda kültüre edilen 4’ü baflar›s›z olarak de¤erlendirildi.
Buna karfl›l›k DME-F12 medyumunda kültür edilen alt› er-
gin kalvaryumdan ikisi k›smen, dördü baflar›l› olarak de¤er-
lendirildi. Fetal kalvaryumlar›n ise ayn› medyumda bir tane-
si baflar›s›z, biri k›smen, alt›s› ise tam baflar›l› bulundu.

Ç›kar›mlar: Sonuçlar›m›z, embriyonik dokular›n daha
yüksek oranlarda kültüre edilebildi¤ini ve kültür ortamla-
r›n›n kemik hücre kültürlerinin baflar›s›nda önemli rol oy-
nad›¤›n› göstermektedir.
Anahtar sözcükler: Hayvan; fare; kemik ili¤i/fizyoloji/sitoloji;
hücre diferensiyasyonu/fizyoloji; hücre kültürü; kültür orta-
m›/farmakoloji; osteoblast/fizyoloji/metabolizma; kafatas›.

ACTA 
ORTHOPAEDICA 
et 
TRAUMATOLOGICA
TURCICA

Acta Orthop Traumatol Turc 2000;34:389-395



Acta Orthop Traumatol Turc390

Otojen kemik greftleri, kemik defektlerinin tami-
rinde standart olarak kullan›l›yor olsa da, kemik
greftinin al›nd›¤› sahada meydana gelen problemler
yeni aray›fllara yol açm›fl titanyum,[1] kalsiyum fosfat
tozu,[2] seramik ve coral[3] gibi kemik hücrelerinin tu-
tunaca¤› kal›plar gelifltirilmifltir. Bu amaçla, kemik
dokusunun sadece hücrelerinin transferi gündeme
gelmifl,[4] kemik dokusunun bütün olarak nakledil-
mesi sonucu birçok farkl› dokunun birarada bulun-
mas›yla meydana gelebilecek antijenik bir yük yeri-
ne, tek tipte bir hücrenin transferi ile, kullan›lmas›
gereken immunosüpressif ilaç miktar›n›n, dolay›s›y-
la yan etkilerinin düflürülmesi olas›l›¤› do¤mufltur.[4]

Kemik dokusunu oluflturacak osteoblast hücrelerin
elde edilmesi ve doku kültürlerinde üretilmesi farkl›
yollarla gerçeklefltirilebilmektedir. Neonatal canl›dan
al›nan kemik dokusunun küçük parçalar halinde kül-
türe edilmesi sonucu bu parçalardan d›flar›ya do¤ru
uzanarak bölünen hücrelerin pasaj›,[4] enzimatik pro-
teolitik ayr›flt›rma yöntemi[5] ile meydana getirilen
tek hücre suspansiyonunun kullan›m›, osteoprogeni-
tor mezenflimal hücre kayna¤› bulunan kemik ili¤i-
nin kullan›m›,[6] deksametazon ilavesiyle kemik peri-
ostu kültürlerinin kullan›lmas›[7] ümit verici aray›fl-
lard›r. Ayr›ca, preklinik çal›flmalarda beyaz tavflan-
lardan sa¤lanan periosteum,[8] 21 günlük fetal Wistar
tipi s›çan[7] ve Sprague-Dawley[9] ve yeni do¤mufl CD-1
fare[7] kalvaryumu baflar›yla kullan›lmaktad›r. Bu ge-
liflmelere ra¤men, standart kültür yöntemlerinin ha-
len gelifltirilememesi önemli bir sorun olarak önü-
müzde durmaktad›r.

Çal›flmam›zda, BALB/c soyu genç ergin ve fetus
fare kalvaryumundan sa¤lanan osteoblast hücreleri-
ni doku kültüründe üretmeyi, histokimyasal tetkik-
lerle hücresel komponentlerini tan›mlamay›, kültüre
edilebilirlik oranlar›n› saptamay› ve birbirlerine olan
üstünlük derecelerini araflt›rmay› amaçlad›k.

Gereç ve yöntem
Fetal kalvaryum kemi¤i elde edilmesi: Vajinal

smear ile hamilelik günleri belirlenen alt› adet
BALB/c soyu fare embriyolar› kullan›ld›. Hamile-
li¤in 18-19. günlerinde yüksek doz eter anestezisi
ile hayvanlar›n yaflamlar› sonland›r›ld›. Betadin ile
deri sterilizasyonu sa¤lan›p steril ortamda, cerrahi
aletlerle kar›n cildinden 1.5 cm’lik vertikal deri ke-
sisi ile, abdominal organlara zarar vermeden emb-
riyolara ve plasentalara ulafl›ld›. Gebe farelerin her
birinden 6-9 aras›nda ç›kar›lan embriyonun bafl k›-

s›mlar›, servikal üst seviyeden kesildi. Bir bistüri
ve ufak küret ile beyin dokusu d›flar› al›nd›. Kalan
doku serum ile y›kand›ktan sonra %10 serumlu
(Heat inactivated faetal calf serum, Biological In-
dustries, Israel) steril medyum 199’da (Medium-
199, Biological Industries, Israel) al›narak kültür
ortam›na al›nd›.

Genç ergin kalvaryum elde edilmesi: On adet
BALB/c soyu farenin yüksek doz eter anestezisi ile
yaflamlar›na son verildi. Steril ortamda, cerrahi alet-
ler kullan›larak dorsal boyun bölgesi üst servikal se-
viye cildinde transvers bir kesi yap›ld›. Küçük bir di-
seksiyon makas› ile cilt, kalvaryumun burnuna kadar
s›yr›ld›. Ciltteki kesi yerinden burna kadar vertikal
kesi yap›larak, her iki cilt kanad› üst taraftan alt çe-
neye do¤ru s›yr›larak soyuldu. Kalvaryum üst servi-
kal seviyeden kesilerek gövdeden ayr›ld›. Maseter
grup adale ve mandibula kesilerek deney d›fl›na al›n-
d›. Daha sonra maksilla taban› vertikal olarak kesile-
rek, bir küret ile beyin dokusu d›flar› al›nd›. Serum
fizyolojik ile y›kanan kemikler %10 serum içeren
Medyum-199 içersinde doku kültür laboratuvar›na
nakledildi.

Laboratuvar tekni¤i - osteoblast hücre kültürü: Ste-
ril laminar-flow kabinde propilen petri kaplar›na al›-
nan kemik parçalar› bistüri ucu ile kesilerek k›yma
ifllemi ile yaklafl›k 1 mm3’lük ufak parçalara ayr›ld›
ve üzerlerine 4 ml yeni haz›rlanm›fl serumlu med-
yum eklendi. Medyum içindeki kemik parçalar›, ste-
ril silikonlu cam havan içinde mekanik olarak jel ha-
lini al›ncaya kadar ezildi. Bu hücre suspansiyonu
üzerine 5 ml taze medyum ilave edildikten sonra, 18
kat steril gazl› bezden süzülerek hücrelerin debris ve
mikro-doku art›klar›ndan ayr›flt›r›lmas› sa¤land›.
Hücre suspansiyonu ,iki kez 3 ml taze medyum içer-
sinde 1500 rpm’de befl dakika süre ile santrifüj edi-
lerek y›kand›. Hücreler, Thoma Sayma lam›nda say›-
larak, her flask’a 3.5x106 hücre olacak flekilde, 5 ml
medyum içine ekim yap›ld›. Fetal kalvaryumlar›n ta-
mam› ile dört genç ergin kalvaryumundan elde edi-
len hücreler DME-F12 (Biological Industries, Israel)
kar›fl›m›nda; alt› adet ergin kalvaryumundan elde
edilen hücreler ise RPMI-1640 medyumunun içinde
kültüre edildi. Hücreler, 37° C’de ve %5 karbondi-
oksit içeren nemli atmosfer ortamda elektronik en-
kübatörde (Sanyo®) 48 saat süreyle, hiç hareket etti-
rilmeden bekletilerek kültüre edildi. Bu sürenin so-
nunda flasklar invert mikroskop ile kontrol edilerek,
her 24 saatte medyumlar› yeni haz›rlanm›fl serumlu



medyumlarla de¤ifltirilip hücrelerin geliflme potansi-
yelleri izlendi. Hücrelerin flasklara ekiminden son-
raki 4-7. günler aras›nda semi veya tam konfluensi
gösterenler baflar›l›, tek tek hücreler halinde veya
küçük gruplar halinde da¤›l›m gösterenler k›smen
baflar›l›, hiç yap›flma göstermeyen kültürler ise bafla-
r›s›z olarak de¤erlendirildi.

Histokimyasal fiksasyon: Baflar›l› olan kültürler-
de, Schmorl taraf›ndan 1934’de gelifltirilen frozen
veya celloidin fiksasyonlu dokular›n boyanmas›nda
baflar› ile uygulanan picro-thionin boyama tekni¤i
uyguland›. Bu amaçla, baflar›l› kültürler fosfat tam-
ponlu %10 formalin ile 15 dakika fikse edildikten son-
ra, thionin-pikrik asit yöntemi ile boyand›. Bu ifllem-
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fiekil 1. Genç ergin fare kalvaryumun-
dan mekanik ayr›flt›rma yönte-
mi ile elde edilen osteblast
hücre kültüründen invert mik-
roskop ile çekilmifl  mikrofo-
tograf (x160). 

fiekil 2. Genç ergin fare kalvaryumun-
dan mekanik ayr›flt›rma yönte-
miyle DME-12 medyumunda
elde edilmifl ve invert mikroskop
ile vital olarak çekilmifl konflu-
ent osteoblast hücreleri (x160). 

fiekil 3. Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda meka-
nik ayr›flt›rma yöntemi ile elde
edilen baflar›l› tam konfluent
hücre kültürlerinden  invert mik-
roskop ile çekilmifl mikrofoto¤-
raf. Havers sistemi yap›s›n› ça¤-
r›flt›ran lamel oluflumu gözlen-
mekte (ok iflaretleri alt›ndaki
alan) (x160).  



de önce %0.125’lik s›v› thionin solüsyonunun her
100 ml’sine bir damla konsantre amonyak damlat›l-
d›. Bu solüsyon, distile su ile hafifçe y›kanm›fl flask-
lara konarak 15 dakika kadar bekletildi; sonra solüs-
yon dökülüp tekrar distile su ile iki dakika süreyle
hafifçe y›kama yap›ld›. Daha sonra flasklar %1.22’lik
satüre aköz pikrik asit solüsyonunda, 0.5-1 dakika ara-
s›nda bekletildi. Oluflan fazla mavi boya %70 alkolde
5-10 dakika aras›nda tutularak uzaklaflt›r›ld›ktan sonra
iki kere distile su ile çalkalan›p foto¤raf ataçmanl› in-
verted mikroskop alt›nda incelemeye al›nd›.

Bulgular
Genç ergin on kalvaryumdan elde edilen hücrele-

rin DME-F12 medyumunda kültüre edilenlerden iki-

sinde k›smen (fiekil 1), dördünde de baflar›l› üreme
gözlendi (fiekil 2). RPMI-1640 medyumuna ekilen
dört ergin kalvaryum hücre kültürleri baflar›s›z ola-
rak de¤erlendirildi. Baflar›l› kültürlerin ikisinde tam
konfluens gözlenirken (fiekil 2), di¤er ikisinde yar›-
konfluens gözlendi. Ancak embriyonik kültürler ge-
rek hücresel morfoloji, gerekse konfluensiye ulaflma
aç›s›ndan çok daha baflar›l›yd›; sekiz kültür deneme-
sinden alt›s› tam (fiekil 3, 4 ve 5), biri k›smen bafla-
r›l›, biri ise baflar›s›z olarak de¤erlendirildi. Baflar›l›
kültürlerde, embriyonik osteoblastik hücrelerin in
vitro ortamda, neredeyse kemikteki Haversiyan sis-
tem yap›s›n› and›racak flekilde dizilim gösterdikleri
gözlendi (fiekil 3). Thionin-pikrik asit boyas› ile bo-
yanm›fl flasklarda osteklastik morfolojiyi ça¤r›flt›ran
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fiekil 4. Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda me-
kanik ayr›flt›rma yöntemiyle el-
de edilen yedi  günlük  baflar›-
l› osteoblast hücre kültürlerin-
den vital olarak çekilmifl mik-
rofoto¤raf (x160).  

fiekil 5. Fetal fare kalvaryumundan
mekanik ayr›flt›rma  yöntemiy-
le elde edilmifl ve DME-F12
medyumunda kültür edilerek
thionin-pikrik asit boyas› ile bo-
yanm›fl baflar›l› osteoblast hüc-
re kültürlerinde  ait mikrofoto¤-
raf (x170). 



hücreler de göze çarp›yordu (fiekil 6). Fiksasyon ya-
p›lm›fl dokuda viyolet k›rm›z›, çok genifl sitoplazma-
l›, yüksek protein sentezi ve bölünme faaliyetine ifl-
tirak edecek tarzda çekirde¤inde çok say›da nukle-
olus bulunan osteoblastik karakterde hücreler belir-
gindi (fiekil 7, 8); büyük büyütmede bu hücrelerin
sitoplazmas›nda gözlenen “a¤” tarz›nda pencereler il-
ginç bulundu. 

Tart›flma
Non-antijenik polimer yap›[8] üzerinde kültürle-

nen osteblastlar›n kemik tamirinde kullan›labilece-
¤i belirtilmifl; osteoblastik karakteristi¤i tan›mla-
mak için alkalen fosfataz aktivitesi, tip-1 kollajen
oluflturma, parathormon ile uyar›labilen adenil-

siklaz aktivitesi, D3 vitamini ile uyar›lan kemik-
gla-proteini veya osteokalsin gibi parametrelerin
kullan›labilece¤i bildirilmifltir.[10] Deney hayvanla-
r›ndan elde edilen osteoblastlarda 21 günlük Wis-
tar s›çan fetus kalvaryumu ve 2-5 günlük yeni do¤-
mufl fare kalvaryumu kabul görmektedir.[7] Kemik
ve periost kültürlerinde osteogenezisi artt›rmak
için, prostoglandin E2, bir fosfat donörü olan b-gli-
serofosfat ve kemik morfogenetik protein (BMP-
2) kullan›labilece¤i belirtilmektedir.[6] Kültür tek-
ni¤i sayesinde topo¤rafik olarak hücrelerin yerlefl-
tikleri yüzeyin, tek tek ostoblastik hücre davran›fl›-
n› ve birbirleriyle yapt›klar› ba¤lant›lar› kontrol
eden connexin-43 gen aktifli¤ini de¤ifltirdi¤i bildi-
rilmifltir.[9]
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fiekil 6. Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda kültü-
re edilmifl baflar›l› osteoblast
hücrelerinin thionin-pikrik asit
boyas› ile boyanm›fl  mikrofo-
to¤raf›. Hem nukleus ve hem
de sitoplazmada sentez akti-
vasyonunun iflaretleri say›lan
granülasyonlar içeren osteob-
lastlar yan›nda, genifl sitoplaz-
mal› ve çok nukleoluslu  oste-
oklast (ok iflaretli) hücre morfo-
lojisini yans›tan  hücreler görül-
mekte (x170). 

fiekil 7. Fetal fare kalvaryumundan el-
de edilerek  DME-12 medyu-
munda kültür edilen thionin-pik-
rik asit boyas› ile  boyanm›fl os-
teoblast hücreleri genifl sitop-
lazmal› çok nukleolus içeren
osteoblast hücreleri (ok iflaretli)
görülmekte (x170). 



Deneysel çal›flmalarda fare ve s›çanlar›n tercih
edilmesinde göz önüne al›nmas› gereken farkl›l›klar
vard›r. Bir steroid olan deksametazonun 10 nM sevi-
yesindeki dozu hem insan hem de s›çan osteoblast
kültürlerinde proliferasyonu indükleyici etkiye sahip
iken, farede osteoblast proliferasyonunu inhibe
eder.[7] Ayr›ca, osteokalsin ekspresyonu üzerine D3

vitamini, insan ve s›çanda hücre proliferasyonunu
art›r›rken, farede azalt›c› etki yapmaktad›r.[7] Bu ne-
denle, deksametazon gibi steroidler kullanmaks›z›n
kültür yap›lacaksa fare osteoblastlar› en uygundur.
Çal›flmam›zda fare kalvaryumunun kullan›lmas› bu
nedenlere dayanmaktad›r. ‹n vivo uygulamalarda,
enflamatuar etkileri hafifletmek gibi olumlu etkilere
sahip olsa da deksametazonun anjiyogenez üzerine
bask›lay›c› oldu¤u gözden uzak tutulmamal›d›r.

“Genç ergin mi, yoksa fetal mi olmal›?” sorusu-
nun cevab› da serumdaki lipid solübl steroid kon-
santrasyonu ile ilgili görünmektedir.[11] Progesteron
hormonu osteoblast hücre formasyonunu uyarmak-
tad›r; bu uyar› ergin osteoblastlarda serum büyüme
faktörlerine ba¤l› iken, fetal osteoblastlar›n, uyar›m
için ek faktörlere hemen hemen gereksinimleri yok
gibidir.[11] Fetal hücreler büyüme faktörlerine daha az
ihtiyaç duyar. Çal›flmam›zda da gözlemledi¤imiz gi-
bi, bu durum fetal hücrelerin ergin fetal hücrelere
oranla daha yüksek oranda kültüre edilebilme nedeni-
ni aç›klamaktad›r. Sekiz embriyonal kalvaryumun alt›-
s›nda (%75) tam baflar› sa¤lanm›flt›r. Bu bulgu, solid
tümörlerin kültüre edilebilme oranlar›n›n %35-80 ara-
s›nda de¤iflti¤i dikkate al›n›rsa oldukça önemlidir.

Son y›llarda kemik k›r›klar›nda uyar›c› etkisi ol-
du¤u iddia edilen elektrik ak›mlar›n›n, bu etkiyi na-
s›l gerçeklefltirdi¤i bile hücre kültürü sayesinde aç›-
¤a kavuflmufltur; 100 µA/cm2 elektrik ak›m›na maruz
b›rak›lan hücrelerde L tipi yavafl kalsiyum kanalla-
r›ndan, hücre ço¤almas›n› uyarabilecek kalsiyum gi-
riflinin bafllat›ld›¤› anlafl›lm›flt›r.[12] Hücrelerin ço¤al-
malar›n› art›ran bir di¤er faktör olarak demineralize
kemik matriksi gösterilmifl; kemik ili¤i kaynakl›,
hem genç hem de yafll› osteoblastlar›n matriks etki-
siyle ço¤alt›labildi¤i,[6] ancak bifazik ve genç faz hüc-
re ço¤almas› ve alkalen fosfataz aktivasyonunun an-
cak genç hücrelerde oldu¤u belirtilmifltir. 

Osteoblastlar›n medyuma, kemik ili¤indeki hüc-
re progenitörlerini yine osteoblasta dönüfltürecek 10
ila 30 kDa büyüklü¤ünde pozitif feed-back sa¤lay›c›
protein faktörler salg›lad›¤› iddia edilmektedir.[13]

Klinikte kemik öncül hücrelerini sa¤lamak için uy-
gun kemik aspirat› miktar›n›n optimum 1-2 ml düze-
yinde kalmas› gerekti¤i, daha fazla al›nan aspiratta
oran olarak ilik yerine kan miktar›n›n artt›¤›, bunun
da progenitor miktar›n› düflürdü¤ü belirtilmekte-
dir.[14] Kültür ortam› olarak RPMI-1640 medyumuna
oranla daha zengin olan DME-F12 medyumunda da-
ha baflar›l› olunmas›, kullan›lan medyum içeri¤inin
baflar›l› bir kültür için ne kadar önemli oldu¤unu
göstermektedir.

Ostelolojik progenitor hücrelerin iki tür oldu¤u,
bunlardan az differansiye ama çok say›da hücre olufl-
turan koloni meydana getirici hücrelerin, bazik-fib-
roblastik büyüme faktörü (BFGF) ve transforme edi-

fiekil 8. Fetal fare kalvaryumundan
DME-12 medyumunda kültür
edilen osteblast hücreleri. Ge-
nifl sitoplazmal›  çok nukleolus
içeren bu hücrelerin  sitoplaz-
malar›nda a¤ tarz›nda de¤iflen
büyüklüklerde pencere yap›lar›
dikkati çekmekte. Perinükleer
alanda yüksek oranda protein
sentezine  iflaret eden viyolet
k›rm›z›s› renginde granülas-
yonlar izlenmekte (x170). 
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ci büyüme faktörü-β ve D3 vitaminine cevap vererek
artt›¤›; say›ca daha az ama daha çok differansiye kü-
me oluflturan hücrelerde BFGF cevab›n›n ortadan
kalkt›¤› gösterilmifltir.[15] 

Kültür tekniklerinin geliflmesi ve standart hale
gelmesiyle, tüm kemik ili¤ini bafltan oluflturabilecek
CD34+ hematolojik kök hücre oldu¤unu tan›mlama
gibi, tam bir kemik dokusu oluflturabilecek osteop-
rogenitör antijenin tan›mlanmas› da mumkün ola-
cakt›r. Buradan hareketle, standartlaflt›r›lan osteob-
last hücre kültürleri yoluyla, membran yüzeyinde
stro+ ad›nda bir protein antijenin bulunarak, bu pro-
teine ba¤l› antikorlar ve immünomanyetik teknikle
izole edilebilmekte,[16] ayn› zamanda osteogenezis
imperfektal› hastalar kemik ili¤i progenitörleri kul-
lan›larak tedavi edilebilmektedir.[17] Öte yandan, os-
teoblast hücre kültürlerinin do¤ru ve standart teknik-
le yap›l›r hale gelmesi mümkün görülmektedir. Bu
sayede gelecekte her türlü kemik kay›plar›n›n tamiri
için gerekli kaynak dokunun seri üretimi sa¤lanm›fl
olacak, dolay›s›yla klinik uygulamalarda kullan›la-
bilecektir.
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