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Sican kemik iligi stromal hiicrelerinin kiiltiire edilebilirligi ve
osteoblastik formasyonun degerlendirilmesi

Culturability of rat bone marrow stromal cells and evaluation for osteoblastic formation
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Amac: Bu calismada, geng yetiskin sican kemik iligi stro-
mal hiicrelerinin kiiltiire edilebilirligi ve kiiltiir hiicreleri-
nin genel histomorfolojik ve osteoblastik formasyon yo-
niinden degerlendirilmesi amaglandi.

Calisma plami: Yiiksek doz eter ile yasamlar1 sonlandiri-
lan 16 adet 2.5 aylik Wistar cinsi geng erkek sicanin arka
femur ve tibialar ¢ikarildi, metafiz ve medullalar tasiy1-
c1 serumla yikandi ve toplanan aspirat DME/F12 seru-
muyla kiiltiire edildi. Kiiltiir flasklarinda medium i¢inde-
ki ve tabandaki hiicreler, fotograf atagmanli invert mik-
roskopla incelenerek goriintiilendi. Pikro-tionin boyama
teknigiyle boyanan flask tabanindaki hiicreler 151k mik-
roskobuyla incelenerek resimleri ¢ekildi. Yapisik kiiltiir
hiicreleri tripsinize edilerek ¢oziildii ve yayma preparatlar
hazirlanarak stromal hiicrelerin genel histomorfolojik ya-
pilar1 incelendi.

Sonuglar: Sigan kemik iligi hiicrelerinin kiiltiirde iireme
ylizdesi %93.8 (15/16) oraninda yiiksek bulundu. Kiiltiir
flasklarinda, zamanla birbirine yapisarak cogalan farkli
morfolojide stromal hiicreler ve aralarinda pikro-tionin ile
boyanan ¢ok niikleoluslu biiyiik ¢ekirdekli osteoblastlara
benzeyen hiicreler saptandi.

Cikarimlar: Bulgularimiz, kemik iligi hiicre kiiltiirlerin-
de, elde edilen hiicrelerin osteoblastlara ¢ok benzedigi ve
bu hiicrelerin ¢cok yonlii farklilasma yetenegi olan osteop-
rogenitor hiicrelerden kdken alabilecegi ongoriisiinii des-
teklemektedir.

Anahtar sozciikler: Kemik iligi hiicresi/sitoloji; hiicre kiiltiirii;
osteoblast/sitoloji; sican; kok hiicre/sitoloji.

Objectives: We investigated culturability of bone marrow
stromal cells of young mature rats and evaluated cultured
cells with regard to histomorphologic features and
osteoblastic formation.

Methods: Sixteen mature Wistar rats were sacrificed
under high dose of ether anesthesia. Their femurs and tib-
ias were removed, medullas and metaphyses were washed
with carrier serum and the collected material was cultured
in DME/F12 serum. The cells in the test medium and at
the bottom of Petri dishes were studied under inverted
microscope and were photographed. Then, the cells at the
bottom were stained with the picro-thionin technique,
examined under light microscope, and photographed.
Following trypsinizing, cluster cells were dissolved and
smears were prepared for histomorphologic evaluation of
stromal cells.

Results: Rat bone marrow cells in the culture showed a
high percentage of reproducibility (93.8%; 15/16). The
stromal cells in Petri dishes were of different morphology,
and were interspersed with large multinucleated
osteoblast-like cells following staining with the picro-
thionin technique.

Conclusion: Our findings favor the opinion that cells
harvested in bone marrow cell culture are very similar
to osteoblastic cells and that they may stem from osteo-
progenitor cells which have multifacet differention
ability.

Key words: Bone marrow cells/cytology; cells, cultured;
osteoblasts/cytology; rats; stem cells/cytology.
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Insanlarda kemik dokusu hiicrelerinin in vitro
sartlarda tretilmesi i¢in ileri ¢aligsmalar yapilmakta-
dir. Hedeflerden biri, osteoblastlarin kemikle biyo-
uyumlu kaliplar tizerinde ¢cogaltilarak ayni1 canlidaki
genis kemik doku defektlerinin kapatilmasinda kul-
lanilmasidir. Alict canli kemik dokusunun da bu ka-
lip tizerindeki hiicrelerle kaynasarak, defekt sahasin-
da yeterli ve kisa zamanda kemik hiicresi iiretebile-
cegi disiiniilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda'’ fetal fare
kalvaryumundan basarili kiiltiir yapilabilecegi belir-
tilmekle beraber, hazirlanmasinin zor olusu baska
kaynak doku arayislarini giindeme getirmistir. Ke-
mik iligi pliiripotent mezengimal hiicreler icermekte-
dir ve bu hiicrelerin osteoblast yoniinde degisme po-
tansiyelleri vardir. Calismamizda, sican kemik iligi
hiicrelerinin kiiltiire edilebilirligi incelendi ve hiicre-
lerin osteoblastlara benzerliklerinin olup olmadig:
morfolojik agidan degerlendirildi.

Gerec ve yontem

Calismamizda 2.5 aylik 16 adet Wistar tipi erkek
sican kullanildi. Yiiksek doz eter ile 6ldiiriilen sican-
larin arka ekstremitelerinin femur ve tibia kemikleri
steril sartlarda cerrahi olarak cikartildi. Enjektorle
%10 fetal sigir serumu (FCS®) iceren DME-F12°
(Biological Industries, Israil) medyumu kullanilarak
subkondral bolgesinden transvers olarak kesilen ke-
miklerin metafiz ve medullar bolgeleri, medyum
icinde yikanarak korumaya alindi. Kemik iligi hiic-
resel elemanlarini iceren hiicre siispansiyonu, doku
kiiltiirii laboratuvarlarinda iki kez serumlu medyum
ile bes dakika siireyle santrifiij edilerek yikandi.
Hiicreler sayildi ve 1x10° hiicre 5 ml medyum i¢in-
de olacak sekilde 25 cm™’lik steril flasklara ekim ya-
pildi. Hiicrelerin gelisme ve cogalmasi 24 saatte bir
invert mikroskopla kontrol edildi. Medyumlar: taze
serumlu medyum ile degistirilerek, yapismayan bazi
hiicreler ve kirmizi kan hiicreleri ortamdan ayrildi.
Medyum i¢inde ve flasklarda zemine yapisarak co-
galan hiicrelerin degisik zamanlardaki gelisimleri in-
vert mikroskobuyla incelenerek goriintiilendi.

Histokimyasal fiksasyon: Flask yiizeyinin yaklagik
9’75 ini kaplayan kiiltiirler basarili kabul edilerek, his-
tokimyasal inceleme yapmak iizere fosfat tamponlu
%10 formalin soliisyonuyla 15 dakika tespit edildi.

Basarili kiiltiirler, Schmorl tarafindan 1934’de
gelistirilen frozen veya celloidin fiksasyonlu dokula-
rin boyanmasinda kullanilan pikro-tionin teknigiyle

boyandi. Bu iglemlerden once %0.125°lik s1v1 tionin
soliisyonunun her 100 ml’sine bir damla konsantre
amonyak damlatildi. Bu soliisyondan, distile suyla
hafifce yikanmis flasklara 5 ml konarak 15 dakika
kadar bekletildi; sonra soliisyon dokiiliip tekrar dis-
tile suyla iki dakika siireyle hafifce yikama yapildi.
Daha sonra flasklar %0 1.22°lik satiire akoz pikrik
asit soliisyonunda, 0.5-1 dakika kadar bekletildi.
Olusan fazla mavi boya %70 alkolde 5-10 dakika tu-
tularak uzaklastirildiktan sonra, iki kere distile suyla
calkalanip fotograf atagmanli inverted mikroskop al-
tinda incelemeye alindi. Basarili kiiltiirlerin bir bolii-
mii ise %25 kalsiyum ve magnezyum icermeyen fos-
fat tamponunda hazirlanmig tripsin ile muamele edi-
lerek, santrifiij ve yikama iglemlerinden sonra hazir-
land1, Giemza boyasiyla boyandi ve 151k mikrosko-
buyla incelenerek degisik biiyiikliiklerde fotograflari
cekildi.

Sonuclar

On alt1 adet Wistar tipi sicanin arka tibia ve fe-
mur kemiklerinden elde edilen kemik iligi hiicre siis-
pansiyonlarindan 15°i (%93.8) DME medyumunda
basariyla kiiltiire edildi. Birinde enfeksiyon gelisti
ve basarisiz olarak degerlendirilip calisma dig1 bira-
kildz.

Kiiltiir flasklarinda hiicreler 24 saatte cogalmaya
basladi; genelde yedi giinde yarim, dokuz giinde tam
konfluens gozlendi (Sekil la-c). Yedi giinliik hiicre
kiiltiirlerinden alinan fotograflarda degisik morfolo-
jideki hiicreler saptandi (Sekil 2, 3).

Kiiltiire edilen flask tabanina yapisan hiicreler-
den tripsinize edilerek hazirlanan yayma preparatlar-
da goriilen hiicrelerin daha yuvarlak oldugu, cekir-
dek ve ¢ekirdek¢ik yapisi bakimindan osteoblastlara
benzedikleri goriildii (Sekil 4a, b).

Tionin-pikrik asit boyasiyla boyanan flasklarda
diizgiin, ¢ok koseli osteoblastlara cok benzeyen ti-
onin-pikrik pozitif hiicreler saptand: (Sekil 5a). Bun-
lar genis sitoplazmali, ¢ok koseli, ¢cok niikleoluslu,
hiperaktif iri hiicrelerdi (Sekil 5b).

Tartisma

Calismamizda deney hayvani olarak sican se¢cme-
mizin nedenlerinden biri, sican iizerinde cerrahi ¢alis-
manin kolay olusu, digeri ise doku kiiltiirii calismala-
rinda en fazla kullanilan hayvan olmasidir. Kemik
kiiltiir calismalarinda, en yaygin alarak 21 giinliik si-



Ceyhan ve ark. Sigan kemik iligi stromal hiicrelerinin kltire edilebilirligi ve osteoblastik formasyonun degerlendiriimesi 69

canlarin fetus kalvaryumlari kullanilmistir.™ Calig-
mamizda, gesitliliginden dolay1 izolasyonu ve histo-
morfolojik tanimlanmasi daha gii¢ olan sican kemik
iligi hiicrelerinin kiiltiire edilebilirligini inceledik. Fe-
tal olmayan doku kiiltiirlerinin daha az basarili oldu-
gu konusunda yaymlar'"' olmasma karsimn, yiiksek
oranda basarili kiiltiir elde ettik.

Kemik iligi hiicre siispansiyonunun siganlari 6l-
diirmeden alinip alinamayacagina dair bir bilgiye
rastlamamamiza karsin, gelistirilecek cerrahi teknik-

Sekil 1. Kiiltiir flasklannda cogalan (a) bir giinlik, (b) tic
gunlik, (c) yedi glnlik saghkh hicre kulttrlerinin
invert mikroskop ile ¢ekilmis mikrofotograflar x 90.

le bunun miimkiin olabilecegini diisiiniiyoruz. Daha
sonraki deneysel ¢alismalarda, kiiltiir i¢in hiicre siis-
pansiyonu alindiktan sonra yasamaya birakilan hay-
vanda olusturulacak kemik defektinin kendisinden
alman kiiltiir hiicreleriyle kapatilabilmesini goster-
mek belki de miimkiin olabilecektir.

Sekil 2. Yedi giinlik kiltir kemik iligi hiicrelerinin 11k mik-
roskobu ile ¢ekilmis mikrofotografi. Solda aktif
mitoz bélinme yapan hiicreler (bos ok basi isa-
retli) yaninda, ¢ok nlkleus ve nikleoluslu genis
sitoplazmali hlicreler (ok basi isaretli) gorilmekte
(Giemza x 175).

Sekil 3. Yedi ginlik basarili kemik iligi kilttrlerinden mikro-
fotograf. Degisik morfolojik gériinimleri ile fibroblast
benzeri (fb isaretli) hiicreler yaninda genis sitoplaz-
mali yuvarlak multipotent oldugu dusunilen hicre-

ler (ok bagi isaretli) goriilmekte (Giemza x 90).
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Kemik iligi hiicre siispansiyonu miktarinin opti-
mum 1-2 ml diizeyinde kalmasi1 gerektigi, fazla oldu-
gunda, icinde bulunan kan hiicrelerinin oran olarak
arttigl, bunun da kiiltiirdeki progenitor hiicreleri
azalttig1 bildirilmistir.” Deneyde hayvanlardan aldi-
gimiz hiicre siispansiyonu miktarini bu sinirin altinda
tuttuk. Kiiltiir flasklarinda 6zelliklerini tanimlayama-
digimiz hiicreler, bag dokusunun osteoblast haricin-
deki diger elemanlartyd: (Sekil 2-4).

Yetiskin fare kemik iliginin, kondrosit, adiposit,
stroma (osteoklast formasyonunu destekleyen) ve os-
teoblastlar olmak iizere dort farkli fenotipe degisim
ozelligi gosteren mezengimal progenitdr hiicreler
icerdigi gosterilmistir.™ Yine, kemik iligi stromal
hiicrelerinin kikirdak dahil olmak iizere bircok bag
dokusu hiicresi olusturma potansiyeli oldugu saptan-
migtir.” Deksametazon kullanilarak yapilan kiiltiirle-
rde, 9-10. giinde cok ¢ekirdekli kas hiicreleri, 12.

Sekil 4. Yedi gunlik kiltire edilmis kemik iligi hicrelerin-
den tripsinize edilerek hazirlanmis yayma prepa-
ratlardan farkli boyutlarda ¢ekilmis mikrofotograf-
lar. (a) Kultire edilmis kemik iligi hiicrelerinin ge-
nel gérinimu (Giemza x 46). (b) Sitoplazmalan
koyu boyanmis degisik morfolojideki hicreler iz-
lenmekte (Giemza x 435).

giinde lipid iceren adipositler, 16. giinde kondrosit
nodiilleri ve 21. giinde mineralize kemik nodiilleri
saptanmistir.”” Osteoblastlar, fibroblast ve kondrob-
lastlar birbirine yakin hiicrelerdir. Kiiltiir hiicreleri
arasinda kirmizi kan hiicrelerinin olmast miimkiin
degildir. Birbirine yapigma 6zelligi olmamasi nede-
niyle, yikamalar sirasinda kiiltiir ortamindan uzaklag-
tirtlirlar.

Endosteal hiicreler (osteoprogenitorler), canlida
embriyonal donemde farklilagmamis mezensimal
hiicre olarak kabul edilmektedir.”” Osteoprogenitor-
ler, dinlenmekte olan, kondroblast, fibroblast veya
osteoblast hiicrelerine doniisme potansiyeli olan
hiicrelerdir ve gecis safhalar1 hakkindaki bilgileri-
miz tam degildir. Buradaki siranin, 6nce koloni
olusturan hiicrelerin (CFC) olusmasi, daha sonra da
0zellesmis koloni olusturan hiicrelerin (SCFC) gelis-
mesi seklinde olmast muhtemeldir. Gelecekte, bu

= e a

Sekil 5. (a) Yedi gunlik sigan kemiginden elde edilen ba-
sarili kemik iligi klltdrlerinde diizgln, ¢ok kdseli,
osteoblast morfolojisine benzeyen thionin-pikrik
asit pozitif hlicreler (o isaretli) gérinmekte (x 20).
(b) Genis sitoplazmali, ¢ok kdseli ve ¢ok nilkle-
oluslu hiperaktif iri hiicreler (o isaretli) izlenmekte.
(Thionin-pikrik asit x 85).
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safhalari ileri histolojik teknikler kullanarak goster-
mek miimkiin olacaktir. Koloni olusturan hiicreler
lenfositlere benzeyen, kemik iliginde nadir bulunan,
periferik dolasimda ise daha az olan pluripotent kok
hiicrelerdir. Ozellesmis koloni olusturan hiicreler ise
periostium, peritrabekiiler doku ve vaskiiler perisit
olarak cesitli dokularda bulunur. Bir grup SCFC ise
osteoblast olusturmakla planlanmigtir.” Osteoblast
SCFC’lerin en fazla bulundugu ve kolaylikla alina-
bilecegi kaynak ise kemik iligidir.”’ Calismamizda
bu nedenle kemik iligi kullanilmistir.

Kiiltiire edilen stromal hiicreler, iireme medyumu
icine osteojenik indiikleyiciler eklendiginde osteob-
lastik degisime ugramaktadir. Pliiripotent hiicrelerin
osteoblastik yonde farklilagmasi i¢in beslenme med-
yumu i¢ine deksametazon, beta-gliserofosfat (b-GP)
ve b-FGF gibi mitojenik etki gosteren kimyasallarin
konmasi gerekir."” Ayrica, kiiltiir ortamina eklenen
olgun osteoblastlarin, osteoprogenitorlerden osteob-
lastik hiicre olugmasini stimiile eden parakrin biiyii-
me faktorleri salgiladiklart belirtilmistir.""! Caligsma-
mizin osteojenik indiikleyici olmadan yapilmasi
farkli 6zelligini olusturmaktadir.

Osteoblastik 6zelligi tanimlamak i¢in histokim-
yasal fiksasyon, pikro-tionin boyama teknigi kulla-
nilmistir. Literatiirde, osteoblastik karakteristigi ta-
nimlamak icin alkalen fosfataz aktivitesi, tip 1 kolla-
jen olusturma, parathormonla uyarilabilen adenil-
siklaz aktivitesi, D3 vitaminiyle uyarilan kemik gla
proteini veya osteokalsin parametrelerinin kullanila-
bilecegi belirtilmistir."*

Ileride yapacagimiz calismalarda, bahsedilen oste-
ojenik indiiktorleri kullanip osteoblastlari poly (L-lak-
tik asit) ve polietilen kaliplar iizerinde ¢ogaltip yay-
mak, daha sonra da olusturulan kemik defektlerine
transfer ederek biyolojik tamirde kullanmak istiyoruz.

Sonug olarak bulgularimiz, histokimyasal tespit
ve boyama yontemiyle elde edilen hiicrelerin daha
onceki calismamizda™ belirtilen osteoblast hiicrele-

rine ¢ok benzedikleri ve bu hiicrelerin ¢ok yonlii
farklilagma yetenegine sahip osteoprogenitor hiicre-
lerden koken alabilecegi fikrini desteklemektedir.
Ortopedik kullanim amacli biyomateryallerin biyo-
lojik etkisinin in vitro incelenmesinde, tanimlanan
bu hiicrelerle calismak miimkiindiir.
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