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FOTAL SIGIR TRACHEA HUCRE KULTURUNUN
HAZIRLANMASI VE OZELLIKLERT

Feray Alkan*

Preparation of foetal bovine trachea cell culture and its special feature

Summary: In this study, the preparation of foetal bovine trachea cell
culture and 1ls :pecicl feature were described.

Trachea was obtained from 4-5 month age bovine foetus. Trachea pieces
which are includea 2 tracheal rings were cultured in dispossible cell culture flask
with Eagle MEM supplemented with 10 %, calf serum. Following the cell is-
leis which originated from each tracheal ring were joined, the cells were subcul-
tured.

Tra hea cell culture was frozen using Eagle MEM suplemented with
20%, foetal calf serum and 10 %, dimethyle sulphoxide and stored at —80°C.

Trachea cell culture was subcultured 12 times. During the subsequent
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 cell line were discussed and consequently
this cell culture is recommended for routine diagnostics.

Ozet: Bu ¢aligmada, fital sigrr trachea hiicre kiiltiiriniin hazirlanmast
ve Gzelliklert tammliand.

Trachea 4-5 aylik sigur fotusundan saglandr. Herbiri 2 trachea halkas:
igeren trachea pargalan, plastk doku kiltiri sigelerinde %, 10 dana serumlu
Eagle MEM 1ile kiiltiire edildi. Pargalann i¢ ve dig yiiziinden bagslayan hiicre
diremeleri birbirt ile birlestikten somra, hiicreler subkiiltiire edildi.

Trachea hiicre kiiltiirii %, 20 dana serumln Eagle MEM ve %, 10 DMSO
tle dondurularak sekland:.

* Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali, Ankara.
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Hiicre kiittiirii 12 kez subkiiltiire edildi. Hiicreler tireme yetenegi ve mor-
folojileri bakimindan ilerleyen subkiiltiirlerde degisiklik gostermedi. Bu sebeple,
duyarly oldugu viruslar ile yaprlan arastirmalarda, trachea hiicre killtiriniin
kullamlmasimn sagladigr avantajlar tartipldy ve trachea hiicre kiiltirinin
kullaniimasy dnerild!.

Giris

Hiicrelerin invitro kogullarda iiretilebilmelerine ilgili temel bil-
giler 1907 yilinda Harrison tarafindan yaymlanmstir (5). Hiicre kiil-
tiirleri; deneme hayvani ve embriyolu tavuk yumurtas: il ¢aligmay:
benimsemis aragtiricilar tarafindan o6nceleri ilgi gérmemis ise de,
antibiyotiklerin geligtirilmesi ile hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyon
riskinin aza indirilmesi hiicre kiiltiirlerinde virus iiremesi sonucu olu-
san degisikliklerin (sitopatolojik cffekt) taninmas: ve iireyen virusla-
nn tesbiti icin yeri yontemlerin gelistirilmesinden sonra yaygin ola-

rak kullanilmaya baglanmig ve zamanla viruslar ile galigan arastirici-
lar i¢in vazgcgilmez bir sistem olmuglardr.

Trachea hiicre kiiltiirii ilk kez Kniazeff (2) tarafindan tanim-
lannugtir, Fibroblast benzeri ya da epitheloid hiicrelerden olusmak-
tadir. Semi permanent —yani yaklagik 30-50 kez subkiiltiirii yapilabi-
len— hiicre kiiltiirleridir (1,2,4,6).

Fotal sigir trachea hiicre kiiltiirii, bovine viral diarrhea (BVD)
virusu, infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virusu, parainfluenza-3
(PI-3) virusu, Reovirus tip-3, Vaccinia, Herpes Simplex virusu,
Vesicular Stomatitis viruslarinin {iretilmeleri, titrasyonu ve bu virus-
larin kullamldigi teshis yontemleri (nétralizasyon, plak test, immu-
nofloresan testi, vs.) ile virus izolasyonu igin duyarl bir sistem olarak
bildirilmigtir (2,3,4,6).

Materyal ve Metot

Trachea 4-5 ayhk sigir fotusundan aseptik kosullarda gikanldi.
Herbir parcast 2 trachea halkas: igerecek sekilde transversal olarak
pargalara ayrildi. 25 cm?®lik (50 cc’lik) plastik hiicre dretme sigesine’
4-6 trachea pargasi csit araliklh olarak yerlestirildi (Sekil 1). Hiicre
{iretme sigesi, trachea pargalarinin sige yiizeyine yapigmasi icin 3-4
saat 37°C’de inkube cdildi. Daha sonra, hiicre iiretme sigesine 5 cc
9 10 dana serumlu Eagle MEM vasatt konuldu. Hiicre iirctme va-

1 Greiner, Nuertingen, Almanya.



Sekil 1. Trachca halkalarinin hiicre kiltira sisesine yerlestiritmesi,
Figure 1. Secttlement of trachcal rings into cell culture flask.

satt 3-4 giin ara ile degistirildi. Hiicreler sige yiizeyini tiimiiyle kap-
ladiktan sonra (yaklagk 5-6 hafta) subkiiltiire edildi.

Trachea hiicre kiltiirii 4. ve 10. pasaj asamalarinda donduruldu.
Bu amagla, hiicreler 1x10° hiicre /ml olacak sekilde 9, 20 fétal dana
scrumu i¢ercn Eagle MEM vasati ile sulandinldi ve 9% 10 Dimethyle
sulfoxide (DMSO) ilave edilerck, 1 ml'lik porsiyonlar halinde —80°C’
de sakland,

Bulgular ve Sonug

Trachea pargalarinm implantasyonundan 1-3 giin sonra, parga-
larin i¢ ve dig yiizeyinden hiicre iiremesi bagladi ($ckil 2). Doku kil-
tiiri mikroskobu ile hiicre iiremesi hergiin izlerdi. Trachea pargala-
nun ctrafinda olusan hiicre adaciklarinin birbiri ile birlegmesinden
sonra (yaklagik 5-6 hafta} hiicreler subkiiltiire edildi (Sekil 3).
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Sekil 2. Trachea halkasimin i¢ ve dis yiiziinden hiicre uremesi.
Figure 2. Cell proliferation from both side of tracheal rings.

Sekil 3. Trachea hiicre kiltird X 250.
Figure 3. Trachea ccll culture X 250.




236 F. ALKAN

Hiicreler 4. ve 10. subkiiltiir agamalarinda donduruldu. Kulla-
nilacaklart zaman 37°C de su banycsunda hafif sallanarak ¢oziildi
ve % 20 dana serumlu Eagle MEM vasati ilc kangtinlarak, hiicre
iiretme sisclerine aktanldi. Hiicreler 48-72 saat sonunda hiicre tiretme
sisesini tamamen kaplayacak sekilde monolayer tabakalanma olus-
turdu. Boylecc trachea hiicre kiiltiiriiniin dondurularak saklanabil-
digi belirlendi. Kniazeff (2) ve Kapp (1)’de degisik pasaj asamalarin-
da trachea hiicrelerinin dondurularak saklandigini bildirmislerdir.

Hiicre kiiltiiri 12 kez subkiiltiire cdildi. Hiicreler iireme yetenegi
ve morfolcjileri bakimindan degisiklik gostermedi. Westenbrink ve
ark. (6), 12-25 subkiiltir agamasinda, Nettlcton ve ark. (4), 8-35
subkiiltir agamasinda bulunan trachca hiicre kiltirinid kullanmig-
lardir. Kapp (1) domuz trachea epithel hiicrelerinin 39. subkiiltiir
agamasma kadar iretildigini ve hiicre kiiltiirlerinde bir degisikligin
olusmadigini belirtmektedir. Kniazeff (2) isc fotal sigir trachea hiicre
kitltiiriinii 80. subkiiltiir agamasina kadar irettigini, ancak 55. sub-
kiiltiirden sonra hiicrelerin iireme yeteneginin azaldigini bildirmistir.

Viral teshis laboratuvarlarinda virus izolasyonu amaciyla genel-
likle dana bibrek, dana testis, fotal dana bobrek ve fotal dana testis
hiicre kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir. Bu hiicre kiiltiirleri en. fazla
5-8 kez pasajlanabilme 6zclligindedir. Bu nedenle, duyarh oldugu
viruslar ile yapilan galigmalarda fotal sigir trachea hiicre kiiltiiriiniin
kullanimi, diger primer hiicre kiiltiirlerine oranla bazi avantajlar sag-
lamaktadir. Bunlar;

1- Primer hiicre kiiltird hazirlamak igin organ materyali bul-
ma ihtiyaci azalir.

2- Hiicre kiiltiirii hazirlanmast igin gereken zaman ve malze-
meden tasarruf saglanir.

3- Arastirmanin ayni seriden hiicre kiiltiirii ile tamamlarabilme-
sine olanak saglanir.

Bu caliyma ile, virus aragtrmalarinda duyarli bir sistem olan
fotal sigar trachea hiicre kiltiiriinin hazirlanigt ve ozellikleri tamm-
lanmugtir. Ileri aragtrmalara bir 6n hazirhk seklinde olan bu ¢ahyma
ile trachea hiicre kiltiiriiniin duyarli oldugu viruslarin belirlenmesi,
primer ve devaml hiicre kiiltiirleri ile trachea hiicre kiiltiiriiniin bu
viruslar icin duyarhhklarimin karglastinlmasinin yararh olacag: di-
stinilmektedir.
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