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Ergin ve fetal BALB/c cinsi farelerin kalvaryum kemiklerinden
elde edilen osteoblastlarin kiiltire edilebilirligi
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Amag: Primer hiicre kiiltiirii bir model sistem olarak, kay-
nak doku benzerinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasidir. Bu
calismada, kaynak olarak kullanilan BALB/c soyu ergin fa-
re ve fetal fare kalvaryumundan saglanan iki grup osteoblast
hiicrelerinin kiiltiir teknigini standart hale getirmek, cogalti-
lan kemik hiicrelerini histomorfolojik olarak incelemek, his-
tokimyasal tekniklerle hiicresel elemanlari tanimlamak ve
kiiltiire edilebilirlik oranlarini belirlemek amaclandi.

Calisma plani: On adet geng eriskin, sekiz adet gebe fa-
renin 6-9 arasi degisen fetal kalvaryumu kullanildi. Hava
akimli steril ortam i¢inde mekanik ayirma yapilarak fetal
ve dort ergin kalvaryum icin DME-F12 , diger 6 ergin kal-
varyum icin de RPMI-1640 medyum kullanilarak flaskla-
ra ekildi. Yirmi dort saatte bir, mikroskop altinda hiicrele-
rin yapigsma oOzellikleri gozlemlendi. Basarili kiiltiirler
picro-thionin boyama teknigi ile tespit edilip boyanarak
fotograf atagmanli mikroskop ile incelendi ve fotograflan-
dirildi.

Sonuglar: Geng ergin kalvaryumlarin RPMI-1640 medyu-
munda kiiltiire edilen 4’li basarisiz olarak degerlendirildi.
Buna karsiik DME-F12 medyumunda kiiltiir edilen alt1 er-
gin kalvaryumdan ikisi kismen, dordii basarili olarak deger-
lendirildi. Fetal kalvaryumlarin ise ayn1 medyumda bir tane-
si basarisiz, biri kismen, altis1 ise tam bagarili bulundu.

Cikarmmlar: Sonuglarimiz, embriyonik dokularin daha
yiiksek oranlarda kiiltiire edilebildigini ve kiiltiir ortamla-
rinin kemik hiicre kiiltiirlerinin bagarisinda 6nemli rol oy-
nadigin1 géstermektedir.

Anahtar sozciikler: Hayvan; fare; kemik iligi/fizyoloji/sitoloji;
hiicre diferensiyasyonu/fizyoloji; hiicre kiiltiirti; kiiltiir orta-
mi/farmakoloji; osteoblast/fizyoloji/metabolizma; kafatasi.

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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Otojen kemik greftleri, kemik defektlerinin tami-
rinde standart olarak kullaniliyor olsa da, kemik
greftinin alindig1 sahada meydana gelen problemler
yeni arayiglara yol agmig titanyum," kalsiyum fosfat
tozu,” seramik ve coral™ gibi kemik hiicrelerinin tu-
tunacagi kaliplar gelistirilmistir. Bu amagla, kemik
dokusunun sadece hiicrelerinin transferi giindeme
gelmis,”™ kemik dokusunun biitiin olarak nakledil-
mesi sonucu bircok farkli dokunun birarada bulun-
mastyla meydana gelebilecek antijenik bir yiik yeri-
ne, tek tipte bir hiicrenin transferi ile, kullanilmasi
gereken immunosiipressif ila¢ miktarinin, dolayisiy-
la yan etkilerinin diisiiriilmesi olasiligr dogmustur.™
Kemik dokusunu olusturacak osteoblast hiicrelerin
elde edilmesi ve doku kiiltiirlerinde iiretilmesi farkli
yollarla gergeklestirilebilmektedir. Neonatal canlidan
alinan kemik dokusunun kiiciik parcalar halinde kiil-
tiire edilmesi sonucu bu pargalardan digartya dogru
uzanarak boliinen hiicrelerin pasaji,” enzimatik pro-
teolitik ayrigtirma yontemi™ ile meydana getirilen
tek hiicre suspansiyonunun kullanimi, osteoprogeni-
tor mezengimal hiicre kaynagi bulunan kemik iligi-
nin kullanim1,” deksametazon ilavesiyle kemik peri-
ostu kiiltiirlerinin kullanilmas1™ {imit verici arayis-
lardir. Ayrica, preklinik ¢alismalarda beyaz tavsan-
lardan saglanan periosteum,™ 21 giinliik fetal Wistar
tipi sican”' ve Sprague-Dawley” ve yeni dogmus CD-1
fare” kalvaryumu basariyla kullanilmaktadir. Bu ge-
lismelere ragmen, standart kiiltiir yontemlerinin ha-
len gelistirilememesi 6nemli bir sorun olarak onii-
miizde durmaktadir.

Calismamizda, BALB/c soyu geng ergin ve fetus
fare kalvaryumundan saglanan osteoblast hiicreleri-
ni doku kiiltiiriinde iiretmeyi, histokimyasal tetkik-
lerle hiicresel komponentlerini tanimlamay1, kiiltiire
edilebilirlik oranlarini saptamay1 ve birbirlerine olan
iistiinliik derecelerini arastirmay1 amacladik.

Gerec ve yontem

Fetal kalvaryum kemigi elde edilmesi: Vajinal
smear ile hamilelik giinleri belirlenen alt1 adet
BALB/c soyu fare embriyolar1 kullanildi. Hamile-
ligin 18-19. giinlerinde yiiksek doz eter anestezisi
ile hayvanlarin yasamlari sonlandirildi. Betadin ile
deri sterilizasyonu saglanip steril ortamda, cerrahi
aletlerle karin cildinden 1.5 cm’lik vertikal deri ke-
sisi ile, abdominal organlara zarar vermeden emb-
riyolara ve plasentalara ulagildi. Gebe farelerin her
birinden 6-9 arasinda ¢ikarilan embriyonun bas ki-

simlar1, servikal iist seviyeden kesildi. Bir bistiiri
ve ufak kiiret ile beyin dokusu disar1 alindi. Kalan
doku serum ile yikandiktan sonra %10 serumlu
(Heat inactivated faetal calf serum, Biological In-
dustries, Israel) steril medyum 199’da (Medium-
199, Biological Industries, Israel) alinarak kiiltiir
ortamina alindi.

Geng ergin kalvaryum elde edilmesi: On adet
BALB/c soyu farenin yiiksek doz eter anestezisi ile
yasamlarina son verildi. Steril ortamda, cerrahi alet-
ler kullanilarak dorsal boyun bolgesi tist servikal se-
viye cildinde transvers bir kesi yapildi. Kiigiik bir di-
seksiyon makasi ile cilt, kalvaryumun burnuna kadar
styrildi. Ciltteki kesi yerinden burna kadar vertikal
kesi yapilarak, her iki cilt kanadi iist taraftan alt ce-
neye dogru siyrilarak soyuldu. Kalvaryum {ist servi-
kal seviyeden kesilerek gdvdeden ayrildi. Maseter
grup adale ve mandibula kesilerek deney disina alin-
di. Daha sonra maksilla tabani vertikal olarak kesile-
rek, bir kiiret ile beyin dokusu disar1 alindi. Serum
fizyolojik ile yikanan kemikler %10 serum iceren
Medyum-199 icersinde doku Kkiiltiir laboratuvarma
nakledildi.

Laboratuvar teknigi - osteoblast hiicre kiiltiirii: Ste-
ril laminar-flow kabinde propilen petri kaplarina ali-
nan kemik parcalari bistiiri ucu ile kesilerek kiyma
islemi ile yaklagik 1 mm®liik ufak parcalara ayrildi
ve lizerlerine 4 ml yeni hazirlanmig serumlu med-
yum eklendi. Medyum i¢indeki kemik parcalari, ste-
ril silikonlu cam havan i¢inde mekanik olarak jel ha-
lini alincaya kadar ezildi. Bu hiicre suspansiyonu
tizerine 5 ml taze medyum ilave edildikten sonra, 18
kat steril gazli bezden siiziilerek hiicrelerin debris ve
mikro-doku artiklarindan ayristirtlmas: saglandi.
Hiicre suspansiyonu ,iki kez 3 ml taze medyum iger-
sinde 1500 rpm’de bes dakika siire ile santrifiij edi-
lerek yikandi. Hiicreler, Thoma Sayma laminda sayi-
larak, her flask’a 3.5x10° hiicre olacak gekilde, 5 ml
medyum i¢ine ekim yapildi. Fetal kalvaryumlarin ta-
mami ile dort geng ergin kalvaryumundan elde edi-
len hiicreler DME-F12 (Biological Industries, Israel)
karisiminda; alti adet ergin kalvaryumundan elde
edilen hiicreler ise RPMI-1640 medyumunun icinde
kiiltiire edildi. Hiicreler, 37° C’de ve %5 karbondi-
oksit iceren nemli atmosfer ortamda elektronik en-
kiibatorde (Sanyo®) 48 saat siireyle, hi¢ hareket etti-
rilmeden bekletilerek kiiltiire edildi. Bu siirenin so-
nunda flasklar invert mikroskop ile kontrol edilerek,
her 24 saatte medyumlar1 yeni hazirlanmis serumlu
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medyumlarla degistirilip hiicrelerin gelisme potansi-
yelleri izlendi. Hiicrelerin flasklara ekiminden son-
raki 4-7. giinler arasinda semi veya tam konfluensi
gosterenler basarili, tek tek hiicreler halinde veya
kiiciik gruplar halinde dagilim gosterenler kismen
basarili, hi¢ yapisma gostermeyen Kkiiltiirler ise baga-
r1s1z olarak degerlendirildi.

Histokimyasal fiksasyon: Basarili olan kiiltiirler-
de, Schmorl tarafindan 1934’de gelistirilen frozen
veya celloidin fiksasyonlu dokularin boyanmasinda
bagar1 ile uygulanan picro-thionin boyama teknigi
uygulandi. Bu amacla, basarili kiiltiirler fosfat tam-
ponlu %10 formalin ile 15 dakika fikse edildikten son-
ra, thionin-pikrik asit yontemi ile boyandi. Bu iglem-

Geng ergin fare kalvaryumun-
dan mekanik ayristirma yénte-
mi ile elde edilen osteblast
hiicre kaltirinden invert mik-
roskop ile cekilmis mikrofo-
tograf (x160).

Geng ergin fare kalvaryumun-
dan mekanik ayristirma yénte-
miyle DME-12 medyumunda
elde edilmig ve invert mikroskop
ile vital olarak gekilmis konflu-
ent osteoblast hiicreleri (x160).

Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda meka-
nik ayristirma yéntemi ile elde
edilen basarili tam konfluent
hicre kultirlerinden invert mik-
roskop ile ¢ekilmis mikrofotogd-
raf. Havers sistemi yapisini ¢ag-
nstiran lamel olusumu gdzlen-
mekte (ok isaretleri altindaki
alan) (x160).
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de once %0.125’1ik siv1 thionin soliisyonunun her
100 ml’sine bir damla konsantre amonyak damlatil-
di. Bu soliisyon, distile su ile hafifce yikanmig flask-
lara konarak 15 dakika kadar bekletildi; sonra soliis-
yon dokiiliip tekrar distile su ile iki dakika siireyle
hafifce yikama yapildi. Daha sonra flasklar %1.22’lik
satiire akoz pikrik asit soliisyonunda, 0.5-1 dakika ara-
sinda bekletildi. Olusan fazla mavi boya %70 alkolde
5-10 dakika arasinda tutularak uzaklastirildiktan sonra
iki kere distile su ile calkalanip fotograf atagmanl in-
verted mikroskop altinda incelemeye alindi.

Bulgular

Geng ergin on kalvaryumdan elde edilen hiicrele-
rin DME-F12 medyumunda kiiltiire edilenlerden iki-

sinde kismen (Sekil 1), dordiinde de basarili lireme
gozlendi (Sekil 2). RPMI-1640 medyumuna ekilen
dort ergin kalvaryum hiicre kiiltiirleri basarisiz ola-
rak degerlendirildi. Bagarili kiiltiirlerin ikisinde tam
konfluens gozlenirken (Sekil 2), diger ikisinde yari-
konfluens gozlendi. Ancak embriyonik kiiltiirler ge-
rek hiicresel morfoloji, gerekse konfluensiye ulagma
acisindan ¢ok daha basariliydi; sekiz kiiltiir deneme-
sinden altis1 tam (Sekil 3, 4 ve 5), biri kismen basa-
r1l1, biri ise basarisiz olarak degerlendirildi. Bagarili
kiiltiirlerde, embriyonik osteoblastik hiicrelerin in
vitro ortamda, neredeyse kemikteki Haversiyan sis-
tem yapisim1 andiracak sekilde dizilim gosterdikleri
gozlendi (Sekil 3). Thionin-pikrik asit boyasi ile bo-
yanmus flasklarda osteklastik morfolojiyi ¢agristiran

Sekil 4. Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda me-
kanik ayristirma yéntemiyle el-
de edilen yedi gunlik basari-
Il osteoblast hicre kilttrlerin-
den vital olarak gekilmis mik-
rofotograf (x160).

Fetal fare kalvaryumundan
mekanik ayristirma yéntemiy-
le elde edilmis ve DME-F12
medyumunda kiltir edilerek
thionin-pikrik asit boyasi ile bo-
yanmis basarili osteoblast hic-
re kiltirlerinde ait mikrofotog-
raf (x170).
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hiicreler de goze carpiyordu (Sekil 6). Fiksasyon ya-
pilmis dokuda viyolet kirmizi, ¢ok genis sitoplazma-
I1, yiiksek protein sentezi ve boliinme faaliyetine is-
tirak edecek tarzda cekirdeginde ¢ok sayida nukle-
olus bulunan osteoblastik karakterde hiicreler belir-
gindi (Sekil 7, 8); biiyiik biiyiitmede bu hiicrelerin

sitoplazmasinda gozlenen “ag” tarzinda pencereler il-
gin¢ bulundu.

Tartisma

Non-antijenik polimer yap1™® iizerinde kiiltiirle-
nen osteblastlarin kemik tamirinde kullanilabilece-
&1 belirtilmis; osteoblastik karakteristigi tanimla-
mak icin alkalen fosfataz aktivitesi, tip-1 kollajen
olusturma, parathormon ile uyarilabilen adenil-

siklaz aktivitesi, D3 vitamini ile uyarilan kemik-
gla-proteini veya osteokalsin gibi parametrelerin
kullanilabilecegi bildirilmistir."” Deney hayvanla-
rindan elde edilen osteoblastlarda 21 giinliik Wis-
tar sigan fetus kalvaryumu ve 2-5 giinliik yeni dog-
mug fare kalvaryumu kabul gormektedir.”’ Kemik
ve periost kiiltiirlerinde osteogenezisi arttirmak
icin, prostoglandin E2, bir fosfat donorii olan b-gli-
serofosfat ve kemik morfogenetik protein (BMP-
2) kullanilabilecegi belirtilmektedir.” Kiiltiir tek-
nigi sayesinde topografik olarak hiicrelerin yerles-
tikleri yiizeyin, tek tek ostoblastik hiicre davranigi-
n1 ve birbirleriyle yaptiklar1 baglantilar1 kontrol
eden connexin-43 gen aktifligini degistirdigi bildi-
rilmistir.””

Sekil 6. Fetal fare kalvaryumundan
DME-F12 medyumunda kulti-
re edilmis basarili osteoblast
hicrelerinin thionin-pikrik asit
boyas! ile boyanmis mikrofo-
tografi. Hem nukleus ve hem
de sitoplazmada sentez akti-
vasyonunun igaretleri sayilan
granilasyonlar iceren osteob-
lastlar yaninda, genis sitoplaz-
mall ve ¢ok nukleoluslu oste-
oklast (ok isaretli) hiicre morfo-
lojisini yansitan hucreler géral-
mekte (x170).

Fetal fare kalvaryumundan el-
de edilerek DME-12 medyu-
munda kiltir edilen thionin-pik-
rik asit boyasi ile boyanmis os-
teoblast hucreleri genis sitop-
lazmali ¢ok nukleolus igceren
osteoblast hiicreleri (ok isaretli)
gorulmekte (x170).
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Deneysel calismalarda fare ve sicanlarin tercih
edilmesinde g6z Oniine alinmasi gereken farkliliklar
vardir. Bir steroid olan deksametazonun 10 nM sevi-
yesindeki dozu hem insan hem de sican osteoblast
kiiltiirlerinde proliferasyonu indiikleyici etkiye sahip
iken, farede osteoblast proliferasyonunu inhibe
eder.” Ayrica, osteokalsin ekspresyonu iizerine D3
vitamini, insan ve siganda hiicre proliferasyonunu
artirirken, farede azaltici etki yapmaktadir.” Bu ne-
denle, deksametazon gibi steroidler kullanmaksizin
kiiltiir yapilacaksa fare osteoblastlart en uygundur.
Calismamizda fare kalvaryumunun kullanilmasi bu
nedenlere dayanmaktadir. In vivo uygulamalarda,
enflamatuar etkileri hafifletmek gibi olumlu etkilere
sahip olsa da deksametazonun anjiyogenez iizerine
baskilayicit oldugu gozden uzak tutulmamalidir.

“Geng ergin mi, yoksa fetal mi olmali?” sorusu-
nun cevabi da serumdaki lipid soliibl steroid kon-
santrasyonu ile ilgili goriinmektedir."" Progesteron
hormonu osteoblast hiicre formasyonunu uyarmak-
tadir; bu uyar1 ergin osteoblastlarda serum biiylime
faktorlerine bagl iken, fetal osteoblastlarin, uyarim
icin ek faktorlere hemen hemen gereksinimleri yok
gibidir.""Fetal hiicreler biiyiime faktorlerine daha az
ihtiya¢ duyar. Calismamizda da gézlemledigimiz gi-
bi, bu durum fetal hiicrelerin ergin fetal hiicrelere
oranla daha yiiksek oranda kiiltiire edilebilme nedeni-
ni agiklamaktadir. Sekiz embriyonal kalvaryumun alti-
sinda (%75) tam basar1 saglanmistir. Bu bulgu, solid
tiimorlerin kiiltiire edilebilme oranlarinin %35-80 ara-

eue

sinda degistigi dikkate alinirsa olduk¢a 6nemlidir.

Son yillarda kemik kiriklarinda uyarici etkisi ol-
dugu iddia edilen elektrik akimlarinin, bu etkiyi na-
sil gerceklestirdigi bile hiicre kiiltiirii sayesinde aci-
ga kavugmustur; 100 pA/cm’ elektrik akimina maruz
birakilan hiicrelerde L tipi yavas kalsiyum kanalla-
rindan, hiicre ¢ogalmasini uyarabilecek kalsiyum gi-
riginin baglatildig1 anlagilmistir."” Hiicrelerin ¢ogal-
malarini artiran bir diger faktor olarak demineralize
kemik matriksi gosterilmis; kemik iligi kaynakli,
hem gen¢ hem de yash osteoblastlarin matriks etki-
siyle ¢ogaltilabildigi,” ancak bifazik ve geng faz hiic-
re cogalmasi ve alkalen fosfataz aktivasyonunun an-
cak geng hiicrelerde oldugu belirtilmistir.

Osteoblastlarin medyuma, kemik iligindeki hiic-
re progenitdrlerini yine osteoblasta doniistiirecek 10
ila 30 kDa biiyiikliigiinde pozitif feed-back saglayici
protein faktorler salgiladigi iddia edilmektedir."”
Klinikte kemik onciil hiicrelerini saglamak icin uy-
gun kemik aspiratt miktarmin optimum 1-2 ml diize-
yinde kalmasi gerektigi, daha fazla alinan aspiratta
oran olarak ilik yerine kan miktarinin arttig1, bunun
da progenitor miktarim diigiirdiigii belirtilmekte-
dir."¥ Kiiltiir ortami1 olarak RPMI-1640 medyumuna
oranla daha zengin olan DME-F12 medyumunda da-
ha bagarili olunmasi, kullanilan medyum igeriginin
basarili bir kiiltiir i¢cin ne kadar 6énemli oldugunu
gostermektedir.

Ostelolojik progenitor hiicrelerin iki tiir oldugu,
bunlardan az differansiye ama ¢ok sayida hiicre olus-
turan koloni meydana getirici hiicrelerin, bazik-fib-
roblastik biiytime faktorii (BFGF) ve transforme edi-

. \
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e i = B Sekil 8. Fetal fare kalvaryumundan
_ -~ - DME-12 medyumunda kiiltir
- < . h edilen osteblast hicreleri. Ge-
= nis sitoplazmali ¢ok nukleolus
L v .. iceren bu hicrelerin sitoplaz-
i ‘.‘ malarinda ag tarzinda degisen
; by g ¢ buyUkluklerde pencere yapilari
F a X dikkati cekmekte. Perinlkleer

alanda yiksek oranda protein
' sentezine isaret eden viyolet

kirmizisi renginde granilas-

yonlar izlenmekte (x170).
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ci biiyiime faktorii-f3 ve D3 vitaminine cevap vererek
artt181; sayica daha az ama daha ¢ok differansiye kii-
me olusturan hiicrelerde BFGF cevabinin ortadan
kalktig1 gosterilmistir."

Kiiltiir tekniklerinin gelismesi ve standart hale
gelmesiyle, tiim kemik iligini bagtan olusturabilecek
CD34+ hematolojik kok hiicre oldugunu tanimlama
gibi, tam bir kemik dokusu olusturabilecek osteop-
rogenitér antijenin tanimlanmasi da mumkiin ola-
caktir. Buradan hareketle, standartlastirilan osteob-
last hiicre Kkiiltiirleri yoluyla, membran yiizeyinde
stro+ adinda bir protein antijenin bulunarak, bu pro-
teine bagl antikorlar ve immiinomanyetik teknikle
izole edilebilmekte,"® ayni zamanda osteogenezis
imperfektali hastalar kemik iligi progenitorleri kul-
lamilarak tedavi edilebilmektedir.!” Ote yandan, os-
teoblast hiicre kiiltiirlerinin dogru ve standart teknik-
le yapilir hale gelmesi miimkiin goriilmektedir. Bu
sayede gelecekte her tiirlii kemik kayiplariin tamiri
icin gerekli kaynak dokunun seri iiretimi saglanmis
olacak, dolayisiyla klinik uygulamalarda kullanila-
bilecektir.
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