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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. 

Amaç: Bu çal›flmada, genç yetiflkin s›çan kemik ili¤i stro-
mal hücrelerinin kültüre edilebilirli¤i ve kültür hücreleri-
nin genel histomorfolojik ve osteoblastik formasyon yö-
nünden de¤erlendirilmesi amaçland›.

Çal›flma plan›: Yüksek doz eter ile yaflamlar› sonland›r›-
lan 16 adet 2.5 ayl›k Wistar cinsi genç erkek s›çan›n arka
femur ve tibialar› ç›kar›ld›, metafiz ve medullalar› tafl›y›-
c› serumla y›kand› ve toplanan aspirat DME/F12 seru-
muyla kültüre edildi. Kültür flasklar›nda medium içinde-
ki ve tabandaki hücreler, foto¤raf ataçmanl› invert mik-
roskopla incelenerek görüntülendi. Pikro-tionin boyama
tekni¤iyle boyanan flask taban›ndaki hücreler ›fl›k mik-
roskobuyla incelenerek resimleri çekildi. Yap›fl›k kültür
hücreleri tripsinize edilerek çözüldü ve yayma preparatlar
haz›rlanarak stromal hücrelerin genel histomorfolojik ya-
p›lar› incelendi.

Sonuçlar: S›çan kemik ili¤i hücrelerinin kültürde üreme
yüzdesi %93.8 (15/16) oran›nda yüksek bulundu. Kültür
flasklar›nda, zamanla birbirine yap›flarak ço¤alan farkl›
morfolojide stromal hücreler ve aralar›nda pikro-tionin ile
boyanan çok nükleoluslu büyük çekirdekli osteoblastlara
benzeyen hücreler saptand›.

Ç›kar›mlar: Bulgular›m›z, kemik ili¤i hücre kültürlerin-
de, elde edilen hücrelerin osteoblastlara çok benzedi¤i ve
bu hücrelerin çok yönlü farkl›laflma yetene¤i olan osteop-
rogenitör hücrelerden köken alabilece¤i öngörüsünü des-
teklemektedir.
Anahtar sözcükler: Kemik ili¤i hücresi/sitoloji; hücre kültürü;
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‹nsanlarda kemik dokusu hücrelerinin in vitro
flartlarda üretilmesi için ileri çal›flmalar yap›lmakta-
d›r. Hedeflerden biri, osteoblastlar›n kemikle biyo-
uyumlu kal›plar üzerinde ço¤alt›larak ayn› canl›daki
genifl kemik doku defektlerinin kapat›lmas›nda kul-
lan›lmas›d›r. Al›c› canl› kemik dokusunun da bu ka-
l›p üzerindeki hücrelerle kaynaflarak, defekt sahas›n-
da yeterli ve k›sa zamanda kemik hücresi üretebile-
ce¤i düflünülmektedir. Baz› çal›flmalarda[1] fetal fare
kalvaryumundan baflar›l› kültür yap›labilece¤i belir-
tilmekle beraber, haz›rlanmas›n›n zor oluflu baflka
kaynak doku aray›fllar›n› gündeme getirmifltir. Ke-
mik ili¤i plüripotent mezenflimal hücreler içermekte-
dir ve bu hücrelerin osteoblast yönünde de¤iflme po-
tansiyelleri vard›r. Çal›flmam›zda, s›çan kemik ili¤i
hücrelerinin kültüre edilebilirli¤i incelendi ve hücre-
lerin osteoblastlara benzerliklerinin olup olmad›¤›
morfolojik aç›dan de¤erlendirildi.

Gereç ve yöntem

Çal›flmam›zda 2.5 ayl›k 16 adet Wistar tipi erkek
s›çan kullan›ld›. Yüksek doz eter ile öldürülen s›çan-
lar›n arka ekstremitelerinin femur ve tibia kemikleri
steril flartlarda cerrahi olarak ç›kart›ld›. Enjektörle
%10 fetal s›¤›r serumu (FCS®) içeren DME-F12®

(Biological Industries, Israil) medyumu kullan›larak
subkondral bölgesinden transvers olarak kesilen ke-
miklerin metafiz ve medullar bölgeleri, medyum
içinde y›kanarak korumaya al›nd›. Kemik ili¤i hüc-
resel elemanlar›n› içeren hücre süspansiyonu, doku
kültürü laboratuvarlar›nda iki kez serumlu medyum
ile befl dakika süreyle santrifüj edilerek y›kand›.
Hücreler say›ld› ve 1x106 hücre 5 ml medyum için-
de olacak flekilde 25 cm2’lik steril flasklara ekim ya-
p›ld›. Hücrelerin geliflme ve ço¤almas› 24 saatte bir
invert mikroskopla kontrol edildi. Medyumlar› taze
serumlu medyum ile de¤ifltirilerek, yap›flmayan baz›
hücreler ve k›rm›z› kan hücreleri ortamdan ayr›ld›.
Medyum içinde ve flasklarda zemine yap›flarak ço-
¤alan hücrelerin de¤iflik zamanlardaki geliflimleri in-
vert mikroskobuyla incelenerek görüntülendi.

Histokimyasal fiksasyon: Flask yüzeyinin yaklafl›k
%75’ini kaplayan kültürler baflar›l› kabul edilerek, his-
tokimyasal inceleme yapmak üzere fosfat tamponlu
%10 formalin solüsyonuyla 15 dakika tespit edildi.

Baflar›l› kültürler, Schmorl taraf›ndan 1934’de
gelifltirilen frozen veya celloidin fiksasyonlu dokula-
r›n boyanmas›nda kullan›lan pikro-tionin tekni¤iyle

boyand›. Bu ifllemlerden önce %0.125’lik s›v› tionin
solüsyonunun her 100 ml’sine bir damla konsantre
amonyak damlat›ld›. Bu solüsyondan, distile suyla
hafifçe y›kanm›fl flasklara 5 ml konarak 15 dakika
kadar bekletildi; sonra solüsyon dökülüp tekrar dis-
tile suyla iki dakika süreyle hafifçe y›kama yap›ld›.
Daha sonra flasklar %0 1.22’lik satüre aköz pikrik
asit solüsyonunda, 0.5-1 dakika kadar bekletildi.
Oluflan fazla mavi boya %70 alkolde 5-10 dakika tu-
tularak uzaklaflt›r›ld›ktan sonra, iki kere distile suyla
çalkalan›p foto¤raf ataçmanl› inverted mikroskop al-
t›nda incelemeye al›nd›. Baflar›l› kültürlerin bir bölü-
mü ise %25 kalsiyum ve magnezyum içermeyen fos-
fat tamponunda haz›rlanm›fl tripsin ile muamele edi-
lerek, santrifüj ve y›kama ifllemlerinden sonra haz›r-
land›, Giemza boyas›yla boyand› ve ›fl›k mikrosko-
buyla incelenerek de¤iflik büyüklüklerde foto¤raflar›
çekildi.

Sonuçlar

On alt› adet Wistar tipi s›çan›n arka tibia ve fe-
mur kemiklerinden elde edilen kemik ili¤i hücre süs-
pansiyonlar›ndan 15’i (%93.8) DME medyumunda
baflar›yla kültüre edildi. Birinde enfeksiyon geliflti
ve baflar›s›z olarak de¤erlendirilip çal›flma d›fl› b›ra-
k›ld›.

Kültür flasklar›nda hücreler 24 saatte ço¤almaya
bafllad›; genelde yedi günde yar›m, dokuz günde tam
konfluens gözlendi (fiekil 1a-c). Yedi günlük hücre
kültürlerinden al›nan foto¤raflarda de¤iflik morfolo-
jideki hücreler saptand› (fiekil 2, 3).

Kültüre edilen flask taban›na yap›flan hücreler-
den tripsinize edilerek haz›rlanan yayma preparatlar-
da görülen hücrelerin daha yuvarlak oldu¤u, çekir-
dek ve çekirdekçik yap›s› bak›m›ndan osteoblastlara
benzedikleri görüldü (fiekil 4a, b).

Tionin-pikrik asit boyas›yla boyanan flasklarda
düzgün, çok köfleli osteoblastlara çok benzeyen ti-
onin-pikrik pozitif hücreler saptand› (fiekil 5a). Bun-
lar genifl sitoplazmal›, çok köfleli, çok nükleoluslu,
hiperaktif iri hücrelerdi (fiekil 5b).

Tart›flma

Çal›flmam›zda deney hayvan› olarak s›çan seçme-
mizin nedenlerinden biri, s›çan üzerinde cerrahi çal›fl-
man›n kolay oluflu, di¤eri ise doku kültürü çal›flmala-
r›nda en fazla kullan›lan hayvan olmas›d›r. Kemik
kültür çal›flmalar›nda, en yayg›n alarak 21 günlük s›-



çanlar›n fetus kalvaryumlar› kullan›lm›flt›r.[2] Çal›fl-
mam›zda, çeflitlili¤inden dolay› izolasyonu ve histo-
morfolojik tan›mlanmas› daha güç olan s›çan kemik
ili¤i hücrelerinin kültüre edilebilirli¤ini inceledik. Fe-
tal olmayan doku kültürlerinin daha az baflar›l› oldu-
¤u konusunda yay›nlar[1] olmas›na karfl›n, yüksek
oranda baflar›l› kültür elde ettik.

Kemik ili¤i hücre süspansiyonunun s›çanlar› öl-
dürmeden al›n›p al›namayaca¤›na dair bir bilgiye
rastlamamam›za karfl›n, gelifltirilecek cerrahi teknik-
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le bunun mümkün olabilece¤ini düflünüyoruz. Daha
sonraki deneysel çal›flmalarda, kültür için hücre süs-
pansiyonu al›nd›ktan sonra yaflamaya b›rak›lan hay-
vanda oluflturulacak kemik defektinin kendisinden
al›nan kültür hücreleriyle kapat›labilmesini göster-
mek belki de mümkün olabilecektir.

fiekil 1. Kültür flasklar›nda ço¤alan (a) bir günlük, (b) üç
günlük, (c) yedi günlük sa¤l›kl› hücre kültürlerinin
invert mikroskop ile çekilmifl mikrofoto¤raflar› x 90.

(a)

(b)

(c)

fiekil 2. Yedi günlük kültür kemik ili¤i hücrelerinin ›fl›k mik-
roskobu ile çekilmifl mikrofoto¤raf›. Solda aktif
mitoz bölünme yapan hücreler (bofl ok bafl› ifla-
retli) yan›nda, çok nükleus ve nükleoluslu genifl
sitoplazmal› hücreler (ok bafl› iflaretli) görülmekte
(Giemza x 175).

fiekil 3. Yedi günlük baflar›l› kemik ili¤i kültürlerinden mikro-
foto¤raf. De¤iflik morfolojik görünümleri ile fibroblast
benzeri (fb iflaretli) hücreler yan›nda genifl sitoplaz-
mal› yuvarlak multipotent oldu¤u düflünülen hücre-
ler (ok bafl› iflaretli) görülmekte (Giemza x 90).
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Kemik ili¤i hücre süspansiyonu miktar›n›n opti-
mum 1-2 ml düzeyinde kalmas› gerekti¤i, fazla oldu-
¤unda, içinde bulunan kan hücrelerinin oran olarak
artt›¤›, bunun da kültürdeki progenitör hücreleri
azaltt›¤› bildirilmifltir.[3] Deneyde hayvanlardan ald›-
¤›m›z hücre süspansiyonu miktar›n› bu s›n›r›n alt›nda
tuttuk. Kültür flasklar›nda özelliklerini tan›mlayama-
d›¤›m›z hücreler, ba¤ dokusunun osteoblast haricin-
deki di¤er elemanlar›yd› (fiekil 2-4). 

Yetiflkin fare kemik ili¤inin, kondrosit, adiposit,
stroma (osteoklast formasyonunu destekleyen) ve os-
teoblastlar olmak üzere dört farkl› fenotipe de¤iflim
özelli¤i gösteren mezenflimal progenitör hücreler
içerdi¤i gösterilmifltir.[4] Yine, kemik ili¤i stromal
hücrelerinin k›k›rdak dahil olmak üzere birçok ba¤
dokusu hücresi oluflturma potansiyeli oldu¤u saptan-
m›flt›r.[5] Deksametazon kullan›larak yap›lan kültürle-
rde, 9-10. günde çok çekirdekli kas hücreleri, 12.

günde lipid içeren adipositler, 16. günde kondrosit
nodülleri ve 21. günde mineralize kemik nodülleri
saptanm›flt›r.[6] Osteoblastlar, fibroblast ve kondrob-
lastlar birbirine yak›n hücrelerdir. Kültür hücreleri
aras›nda k›rm›z› kan hücrelerinin olmas› mümkün
de¤ildir. Birbirine yap›flma özelli¤i olmamas› nede-
niyle, y›kamalar s›ras›nda kültür ortam›ndan uzaklafl-
t›r›l›rlar.

Endosteal hücreler (osteoprogenitörler), canl›da
embriyonal dönemde farkl›laflmam›fl mezenflimal
hücre olarak kabul edilmektedir.[7-9] Osteoprogenitör-
ler, dinlenmekte olan, kondroblast, fibroblast veya
osteoblast hücrelerine dönüflme potansiyeli olan
hücrelerdir ve geçifl safhalar› hakk›ndaki bilgileri-
miz tam de¤ildir. Buradaki s›ran›n, önce koloni
oluflturan hücrelerin (CFC) oluflmas›, daha sonra da
özelleflmifl koloni oluflturan hücrelerin (SCFC) gelifl-
mesi fleklinde olmas› muhtemeldir. Gelecekte, bu

fiekil 4. Yedi günlük kültüre edilmifl kemik ili¤i hücrelerin-
den tripsinize edilerek haz›rlanm›fl yayma prepa-
ratlardan farkl› boyutlarda çekilmifl mikrofoto¤raf-
lar. (a) Kültüre edilmifl kemik ili¤i hücrelerinin ge-
nel görünümü (Giemza x 46). (b) Sitoplazmalar›
koyu boyanm›fl de¤iflik morfolojideki hücreler iz-
lenmekte (Giemza x 435).

fiekil 5. (a) Yedi günlük fl›çan kemi¤inden elde edilen ba-
flar›l› kemik ili¤i kültürlerinde düzgün, çok köfleli,
osteoblast morfolojisine benzeyen thionin-pikrik
asit pozitif hücreler (o iflaretli) görünmekte (x 20).
(b) Genifl sitoplazmal›, çok köfleli ve çok nükle-
oluslu hiperaktif iri hücreler (o iflaretli) izlenmekte.
(Thionin-pikrik asit x 85).



safhalar› ileri histolojik teknikler kullanarak göster-
mek mümkün olacakt›r. Koloni oluflturan hücreler
lenfositlere benzeyen, kemik ili¤inde nadir bulunan,
periferik dolafl›mda ise daha az olan pluripotent kök
hücrelerdir. Özelleflmifl koloni oluflturan hücreler ise
periostium, peritrabeküler doku ve vasküler perisit
olarak çeflitli dokularda bulunur. Bir grup SCFC ise
osteoblast oluflturmakla planlanm›flt›r.[2] Osteoblast
SCFC’lerin en fazla bulundu¤u ve kolayl›kla al›na-
bilece¤i kaynak ise kemik ili¤idir.[2] Çal›flmam›zda
bu nedenle kemik ili¤i kullan›lm›flt›r.

Kültüre edilen stromal hücreler, üreme medyumu
içine osteojenik indükleyiciler eklendi¤inde osteob-
lastik de¤iflime u¤ramaktad›r. Plüripotent hücrelerin
osteoblastik yönde farkl›laflmas› için beslenme med-
yumu içine deksametazon, beta-gliserofosfat (b-GP)
ve b-FGF gibi mitojenik etki gösteren kimyasallar›n
konmas› gerekir.[10] Ayr›ca, kültür ortam›na eklenen
olgun osteoblastlar›n, osteoprogenitörlerden osteob-
lastik hücre oluflmas›n› stimüle eden parakrin büyü-
me faktörleri salg›lad›klar› belirtilmifltir.[11] Çal›flma-
m›z›n osteojenik indükleyici olmadan yap›lmas›
farkl› özelli¤ini oluflturmaktad›r.

Osteoblastik özelli¤i tan›mlamak için histokim-
yasal fiksasyon, pikro-tionin boyama tekni¤i kulla-
n›lm›flt›r. Literatürde, osteoblastik karakteristi¤i ta-
n›mlamak için alkalen fosfataz aktivitesi, tip 1 kolla-
jen oluflturma, parathormonla uyar›labilen adenil-
siklaz aktivitesi, D3 vitaminiyle uyar›lan kemik gla
proteini veya osteokalsin parametrelerinin kullan›la-
bilece¤i belirtilmifltir.[12]

‹leride yapaca¤›m›z çal›flmalarda, bahsedilen oste-
ojenik indüktörleri kullan›p osteoblastlar› poly (L-lak-
tik asit) ve polietilen kal›plar üzerinde ço¤alt›p yay-
mak, daha sonra da oluflturulan kemik defektlerine
transfer ederek biyolojik tamirde kullanmak istiyoruz.

Sonuç olarak bulgular›m›z, histokimyasal tespit
ve boyama yöntemiyle elde edilen hücrelerin daha
önceki çal›flmam›zda[1] belirtilen osteoblast hücrele-

rine çok benzedikleri ve bu hücrelerin çok yönlü
farkl›laflma yetene¤ine sahip osteoprogenitör hücre-
lerden köken alabilece¤i fikrini desteklemektedir.
Ortopedik kullan›m amaçl› biyomateryallerin biyo-
lojik etkisinin in vitro incelenmesinde, tan›mlanan
bu hücrelerle çal›flmak mümkündür.
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