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FÖTAL SIGIR TRACHEA HÜCRE KÜLTÜRüNüN
HAZmLANMASı VE ÖZELLİKLERİ

Feray Alkan'"

Preparation of foetal bovine tracbea cell cu1ture and its special feature

Suınınary: In thıs study, the preparation offoetal bovine traehea eell
eulture and ıls :,peeid feature were deseribed.

Trachea was obtained from 4-5 month age bovine foetus. Trachea pieees
which are included.2 !racheal rings were wltured in dispossible cell cultureflask
with Eagle MEM supplemented with LO % eaif serum. Following the all is-
lets which originated from each tracheal ring were joined, the eells were subcııl-
tured.

Tra'hea cell wlture was fro;:;en IJsir,g Eagle ME1vI suplemented with
20%foetal caif serum and 10 % dimü/ıyle sulphoxıde and stored at -BO°C.

Trachea eell wlture was subwltured 12 times. During the subsequtnt
passages, no differences concerning the structure and growth characteristics of
cells were observed. In the researchs performed by susceptible viruses, therefore,
advantages caused by usage of trachea eell line were diseussed and consequently
this cell eulture is reeommendedfor mutine diagnosties.

Özet: Bu çalışmada, fötal sığır trachea hücre kültürünü" hazırlanması
ve (izellikleri tanımlandı.

Traehea 4-5 aylık sığır fiitusUlidan sağlandı. Herbiii 2 traehea halkası
içeren traehea parçaları, plastik doku kültürü şişelerinde % 10 dana serumlu
Eagle MEM ile kültüre edildi. Parçaların iç ve dış yüzünden başlayan hücre
üremeleri birbiri ile birleştiktm sonra, hücreler subkültüre edildi.

Traclzea hücre kültürü % 20 dana serumlıı Eagle MEM ve % 10DMSO
ile dondurularak saklandı.

* Dr., A.Ü. Veteriner Fakültesi, Viroloji Bilim Dalı, Ankara.
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Hücre kültürü 12 kez subkültüre edildi. Hücreler üreme yetene,~i ve mor-
folojileri bakımından ilerleyen subkültürlerde değişiklik göstermedi. Bu sebeple,
duyarlı olduğu viruslar ile yapılan araştırmalard'}" trachea hücre kültürünün
kullanılmasının Jağladı,~ı azıanta:jlar tartışıldı ve lrachea hücre kültürünün
kullanılması önm:tdi.

Giriş

Hücrelerin invitro koşullarda üretilebilmc1erine ilgili temel bil-
giler 1907 yılında Harrison tarafından yayınlanmıştır (5). Hücre kül-
türleri; deneme hayvanı ve embriyolu tavuk yumurtası ilc çalışmayı
benimsemiş araştırıcılar tarafından önceleri ilgi görmemiş ise de,
antibiyotiklerin geliştirilmesi ile hücre kültürlerinde kontaminasyon
riskinin aza indirilmesi hücre kültürlerip.de virus üremesi sonucu olu-
şan değişikliklerin (sitopatolojik effekt) tanınması ve üreyen virusla-
rın tesbiti için yer.i yöntemlerin geliştirilmesinden sonra yaygın ola-
rak kullanılmaya başlanmış ve zamanla viruslar ile çalışan araştırıcı-
lar için vazgeçilmez bir sistem olmuşlardır.

Trachea hücre kültürü ilk kez Kniazeff (2) tarafından tanım-
lanmıştır. Fibroblast benzeri ya da epitheloid hücrelerden oluşmak-
tadır. Semi permanent -yani yaklaşık 30-50 kez subkültürü yapılabi-
len- hücre kültürleridir (I ,2,4,6).

Fötal sığır trachea hücre kültürü, bovine viral diarrhea (BVD)
virusu, infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virusu, parainfluenza-3
(PI-3) virusu, Reovirus tip-3, Vaccinia, Herpes Simplex virusu,
Vesicular Stomatitis viruslarının üretilmeleri, titrasyonu ve bu virus-
ların kullanıldığı teşhis yöntemleri (nötralizasyon, plak test, immu-
nofloresan testi, vs.) ile virus İzolasyonu için duyarlı bir sistem olarak
bildirilmiştir (2,3,4,6).

Materyal ve Metot

Trachea 4-5 aylık sığır fötusundan aseptik koşullarda çıkarıldı.
Herbir parçası 2 trachea halkası içerecek şekilde transversal olarak
parçalara ayrıldı. 25 cm2'lik (50 cc' lik) plastik hücre üretme şişesincı
4-6 trachea parçası eşİt aralıklı olarak yerleştirildi (Şekiıı). Hücre
üretme şişesi, trachea parçalarının şişe yüzeyine yapışması için 3-4
saat 37°C'de inkube edildi. Daha sonra, hücre üretme şişesine 5 cc
% 10 dana serumlu Eagle MEM vasatı konuldu. Hücre üretme va-

ı Greiner, Nuertingen, Almanya.
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Şekili. Trachea halkalarının hücre kültürü şişesine yerleştirilmesi.
Figure 1. Settlement of tmcheal rings into cell culttlre rıask.

satı 3-4 gün ara ile değiştirildi. Hücreler şişe yüzeyini tümüyle kap-
!adıktan sonra (yaklaşık 5-6 hafta) subkültüre edildi.

Traehea hücre kültürü 4. ve iO. pasaj aşamalarında donduruldu.
Bu amaçla, hücreler Ixl06 hücre ımı olacak şekilde % 20 fötal dana
serumu içeren Eaglc MEM vasatı ilc sulandırıldı ve % 10 Dimethyle
sulfoxide (DMSO) ilave edilerek, i ml'lik porsiyonlar halinde -80°C'
de saklandi.

Bulgular ve Sonuç

Trachca parçalarının implantasyonundan 1-3 gün. sonra, parça-
ların iç ve dış yüzeyinden hücre üreımsi başladı (Şekil 2). Doku kül-
türü mikroskobu ile hücre üremcsi hergün izlendi. Trachea parçala-
rının etrafında oluşan hücre adacıklarının birbiri ilc birleşmesinden
sonra (yaklaşık 5-6 hafta) hücreler subkültüre edildi (Şekil 3).
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Şekil 2. Trachea halkasının iç ve dış yüzünden hücre üremesi.
Figure 2. Cdl proliferation from both side of tracheal rings.

Şekil 3. Trachca hücre kültürü X 250.
Figure 3. Traclıea ecU culturc X 250.
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Hücreler 4. ve 10. subkültür aşamalarında donduruldu. Kulla-
nIlaeakları zaman 37oC de su banyosunda hafif sallanarak çözüldü
ve % 20 dana serumlu Eaglc MEM vasatı ilc karı~tırılarak, hücre
üretme ~i~clerincaktarıldı. Hücreler 48-72 saat sonunda hücre üretme
~işesini tamarr.en kaplayacak ~ekilde monolayer tabab.lanma oluş-
turdu. Böylece trachea hücre kültürünün dondurularak saklanabil-
diği belirlendi. Kniazcff (2) ve Kapp (I) 'd~ değişik pasaj aşamaları n-
da trachea hücrelerinin dondurularak saklandığını bildirmişlerdir.

Hücre kültürü 12 kez subkültüre edildi. Hücreler üreme yeteneği
ve morfolcjileri bakımından değişiklik göstermedi. Westenbrink ve
ark. (6), 12-25 subkültür aşamasında, NettIcton ve ark. (4), 8-35
subkültür a~amasında bulunan trachea hücre kültürünü kullanmış-
lardır. Kapp (1) domuz trachca epithel hücrelerinin 39. subkültür
aşamasına kadar üretildiğini ve hücre kültürlerinde bir değişikliğin
olu~madığını belirtmektedir. Kniazeff (2) ise fötal sığır trachea hücre
kültürünü 80. subkültür aşamasına kadar ürettiğini, ancak 55. sub-
kültürden sonra hücrelerin üreme yeteneğinin azaldığını bildirmi~tir.

Viral teşhis laboratuvarlarında vin.s izolasyonu amacıyla genel-
likle dana böbrek, dana testis, fötal dana böbrek ve fötal dana testis
hücre kültürlerinden yararlanılmaktadır. Bu hücre kültürleri en fazla
5-8 kez pasajlanabilme özelliğindedir. Bu nedenle, duyarlı olduğu
viruslar ile yapılan çalışmalarda fötal sığır trachea hücre kültürünün
kullanımı, diğer primer hücre kültürlerine oranla bazı avantajlar sağ-
lamaktadır. Bunlar;

l- Primer hücre kültürü hazırlamak için organ materyali bul-
ma ihtiyacı azalır.

2- Hücre kültürü hazırlanması için gereken zaman ve malze-
meden tasarruf sağlanır.

3- Ara~tırmanın aynı seriden hücre kültürü ile tamamlal".abilme-
sine olanak sağları,lr.

Bu çalışma ile, virus araştırmalarında duyarlı bir sistem olan
fötal sığır trachea hücre kültürünün hazırlanışı ve özellikleri tanım-
lanmıştır. İleri araştırmalara bir ön hazırlık şeklinde olan bu çalışma
ile trachea hücre kültürünün duyarlı olduğu virusların belirlenmesi,
primer ve devamlı hücre kültürleri ile trachea hücre kültürünün bu
viruslar için duyarlılıklarının karşılaştırılmasının yararlı olacağı dü-
şünülmektedir.
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