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Plasmodium berghei ANKA susunun BALB/c Farelerde
Kiiltiirii ve Deneysel Serebral Sitmanin Arastirilmasi
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OZET: BALB/c farelerde yapilan bu calismada kemirici sitmasi etkeni olan Plasmodium berghei ANKA 6653 susu denenmistir. Calis-
mamizda agirligi 17-20 gr. olan es soylu toplam 97 adet BALB/c fare kullanilmis ve 160. 000 parazit/ml. den 0.3 ml alinarak farelerin
periton bosluguna enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasim takip eden 3, 6, 9 ve 15. giinlerde kayit edilen % parazitemi degerlerinden
stireye bagimli degisim grafigi elde edilmigtir. Caligmamizda 3. iincii giinden sonra gozlenen norolojik semptomlar kayit edilmistir. 15.
giin sonunda &len farelerin serebral dokulari alinmis ve histolojik bakilari normal bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Plasmodium berghei, serebral sitma, Balb/c fare.

Culture of Plasmodium berghei ANKA in BALB/c Mice and Research on Experimental Cerebral Malaria

SUMMARY: Plasmodium berghei ANKA 6653 isolates that cause malaria in rodents were cultured in BALB/c mice in this study. Each
of the BALB/c mice were injected intraperitoneally with 0.3 ml from a stock solution containing 160.000 parasites/ml. Percentage values
of parasitemia at day 3, 6, 9 and 15 after injection were recorded and graphed. The neurological signs after day 3 were recorded in this
study. At the end of day 15, cerebral tissues of dead mice were taken and the accumulation of hemorrhages was investigated. A total of

97 inbred BALB/c mice weighing approximately 17-20 gr. were used in this study.
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GIiRiS

Sitma diinyada her y1l yaklasik 2 milyon kisinin 6limiinden
sorumludur. Tiberkiilozun yanisira 6liimlerin baginda gelir.
Plasmodium falciparum sitma enfeksiyonu serebral semptom-
lara sebeb olmaktadir. Beyin dokusuna parazit invaze olmaz
sadece biyokimyasal mekanizmalardaki degisiklikler yolu ile
etkiler ve sonugcta serebral sitma olarak isimlendirilir. (25).

P. berghei ile infekte faredeki norolojik semptomlar insandaki
ile benzerlikler gosterir (6). Kemirici sitmasi etkeni olarak 4
Plasmodium tiiri (P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei, P.
voelii) tanimlanmistir. Kemirici sitma parazitlerinin giincelligi
bunlarin deneysel memeli sitma ¢aligmalarinda pratik bir mo-
del olmasidir. Bu parazitlerin insan ve diger primatlarin sitma
parazitleri ile yapisal fizyolojik ve yasam dongiisii bakimindan
paralellik gosterdigi dogrulanmustir (21).

Insan parazitlerinin evrimlerini daha iyi anlamak igin in vitro
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kiiltiir teknigi gelistirilmistir. Bu konu iizerindeki ¢alismalar
1978’de baslamis ve P. falciparum’un yakindan taninmasini
saglamigtir. Kiiltiir teknigindeki gelismeler ¢ok ¢esitli arastir-
malarda kullanilmaktadir. P. vivax’in in vitro kiiltiirii kullani-
larak benzer ¢aligmalar yapilmistir (13. 14). Bu da insanda
olusturdugu hastalik igin direkt alakalidir. Deneysel ¢aligmalar
ila¢ direncinin molekiiller temelleri, antijenik degisiklikler,
eritrositlere giris mekanizmasi, protein trafigi ve plastid
organellerinin arastirilmasinda yarar saglamaktadir. Insam
enfekte etmeyen sitma parazitleri bu arastirmalar igin en uy-
gunudur. Kemirici parazitleri ve bunlarin konakgilari ile insan
parazitleri ve konakgilar1 birbirinden farklidir (21).

Nig¢in kemirici sitmasi: Kemirici ve insan parazitlerinin temel
biyolojileri, genom organizasyonu ve biyokimyasal olusumlari
benzerdir. Ilaglara hassasligi ve direncinin molekiiler temeli
benzer karakteristik ozellikler gosterir. Aday asilarin yap1 ve
fonksiyonlarinin hedefindeki antijenler, kemirici ve insan
parazitlerinde benzerdir. Bu uygulamalar kemirici parazitinin
tiim yasam dongiisiindeki (farede ve sinekte) arastirmalar igin
basit ve giivenlidir. /n vitro kiiltiir tekniginin genis iiretim ve
uygulama sahas1 vardir. Farkli yasam dongiilerindeki parazit-
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ler i¢in kullanighdir. Genetik modifikasyolar i¢in metod uy-
gundur. /n vivo olarak parazit-konake¢i arasindaki iligki, im-
miinolojik ¢alismalar ve ilag testleri i¢in uygundur (21).

Nigin P. berghei: P. berghei sitma parazitinin gelisimsel biyo-
lojisini arastirmak i¢in miikemmel bir model olup in vitro
iiretim teknolojisi ile yasam dongiilerinin gesitli evreleri fazla
miktarda iretilip saflastirilmaktadir. Genom dizisi ve organi-
zasyonu hakkinda bilgi ve genetik modifikasyonlari i¢in yon-
temler ¢alisilabilir. Bu ozelliklerden dolay1 P. berghei diger
kemirici parazitleri igerisinde en degerlisidir. Farkli tiirlerin
farkl aragtirma alanlar1 vardir. Ornegin: P. chabaudi genellik-
le ilag direnci ve antijenik varyasyona karsi kullanilan bir
modeldir.

Siganlarin laboratuvardaki infeksiyonlarinda antijenik degisik-
lik esnasinda uzun dayaniklilik ve gec oliimler bu parazitte
goriilmiistiir (21). Antijenik varyasyon g¢alismalari ve in vivo
generasyon denemelerinde P. berghei infeksiyonu genellikle
laboratuvar sicanlarinda hizli &liimlere sebeb oldugundan bu
gibi caligmalarda engel teskil etmektedir. Diger bir 6rnek :P.
voelii ki bu genis bir sekilde kullanilir. Bunlarmn kan ve kara-
cigerdeki biyolojileri ile immiinite ve as1 gelistirme ¢alismala-
rinda rolleri vardir (21).

P. falciparum’la olusan infeksiyon esnasinda birgok oliimler
gergeklesmektedir. Bu konunun patolojik mekanizmasi hala
tam olarak anlasilamamustir. Bu yiizden biz de arastirmalari-
mizda BALB/c farelerini kullanarak serebral sitmayi ve
parazitemi gelisimlerini aragtirmay1 amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda kemirici sitmasi etkeni Plasmodium berghei
ANKA 6653 susu kullanilmigtir. Denemelerimizde agirligi 17-
20 gr. olan es soylu toplam 97 adet (50 disi 47 erkek) 6-8 haf-
talik fareler kullanildi. Bu farelerin karisik olarak 80 adetinde
P. berghei ANKA 6653 susunun Kkiiltiri yapildi. P.
berghei’nin 160. 000 parazit/ml. olan siispansiyonundan 0. 3
ml. alinarak her bir farenin periton bosluguna enjekte edildi.
Bunu takip eden 3, 6, 9 ve 15 . giinde (60 adetinde) kuyruk
venasindan kan alinarak ince yayma preparatlari yapildi.
Giemsa ile boyanan preparatlarda parazitemi sayilarak kayit
edilmigtir.

Norolojik bozukluklarin goriildiigii 3. glinden itibaren fareler
dikkatli olarak gozlemlenmistir. 15. giin sonunda alinan
serebralar dokular histolojik degerlendirme i¢in %10 luk for-
molde bir giin bekletildikten sonra rutin doku takibine alindi.
Elde edilen bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler lam {izerinde
hazirlanarak hemotoksilen-eosin ile boyand: ve lamlar 151k
mikroskobisinde degerlendirildi.

Istatistik: Bulgulardan parazitemi sonuglarimin istatistiksel
Oonemi Student’s t testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizin ilk kisminda P. berghei ANKA 6653 susunun
kiiltiirti yapilmistir elde edilen verilerden Sekil 1°deki grafik
hazirlandi. Kiiltiir boyunca farelerden 15 tanesi dldii (3. giin 5
5. giin 4 6. glin 6 adet ) bunlar diisiik parazitemi degerlerine
sahip oldugundan istatistik hesaplamasinda kullanilmadi ve 5
tanesinde ise parazitemi gelismedi. Olen farelerin muhtemel
bir bakteri kontaminasyonu ile infekte oldugu kanatindeyiz.

Parazitemi yiizdeleri 3. giin % 0,09 6. giin %3,42 9. giin % 8.
18 12. giin %15,86 15. glin %33,46 olarak saptanmistir. Bu
veriler dogrultusunda Sekil 1 buraya gelmeli gosterilen grafik
elde edilmistir. Serebral dokularin histolojik degerlendirme-
sinde farkli herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.
Kanatimizce P. berghei’nin serebral dokuya etkisi biyokimya-
sal yollardan olmustur ve dokunun fonksiyonlarini bozmustur.
Infeksiyonun 3. {incii giiniinden itibaren farelerde gozledigi-
miz norolojik degisiklikler kol-bacak gibi eklemlerde felgler
(mono, hemi, para veya tetrapleji tarzinda) kaslarda istem dis1
kasilmalar (ataksi, konviilziyon ve sonunda koma hali), dal-
ginlik, basin yana diismesi, sendeleyip diisme, kilo kayb1 ve
dalak biiytimesidir.

TARTISMA

Saptanan verilerin bu konuda yapilacak caligmalarda giline
bagli paraziteminin bilinmesinin dnemli bir kaynak olacagi
diisiincesindeyiz. Serebral sitma modeli olusturmak ve doku-
daki histolojik degisikleri gdzlemek icin BALB/c fareler uy-
gun bir model degildir. P berghei ancak bu farelerin serebral
dokularinda biyokimyasal bir takim degisiklige yol agarak
ndrolojik semptomlarin ortaya g¢ikmasina yol agmistir. Bu
konuda yapilacak biyokimyasal ¢aligmalara yukaridaki bulgu-
larin iyi bir kaynak olacagini iimit etmekteyiz.

Benzer norolojik bulgular CBA/J ve C57BL/6 fareler iizerinde
yapilan denemelerde de tesbit edilmistir (6, 16, 19).

Yapilan bir arastirmada ise P. berghei ANKA susu ile CBA/J
fareler infekte edilmis bunlardaki dliimler %80-90’n1 6-9. uncu
giinlerde gerceklesmistir. Bu sonug yapilacak ¢alismalarda ko-
nake1 segiminin ne kadar 6nemli oldugunun gostergesidir.

P. falciparum ile enfekte kisilerde serabral sitma kii¢iik oranda
gelisebilir ve 6liim oranlarini belirtmek ¢ok degerlidir. Bu
konunun patojenik mekanizmasi heniiz az anlasilabilmistir
(10). Deneysel insan arastirmalar1 da etik olmadigindan arasti-
ricilar tarafindan plasmodiumlarin in vitro ve in vivo kiiltiir
modelleri gelistirilmektedir. Bu yondeki caligmalardan biri
Cukurova bdolgesinden izole edilen P. vivax susunun eritrositer
dénem formunun in vitro kiiltiirii yapilmis ve parazitlerin bi-
yolojik ozellikleri incelenmistir (22). Benzer bir ¢alismada
Bakii 1. 2. ve 3 nolu izolatlarin in vitro kiiltiirleri yapilarak
biyolojik ozellikleri karsilastirilmistir (13). Benzer bir calis-
mada P. vivax’m in vitro kiiltiirinden yararlanarak sitmanin
tanisinin degerlendirmesi arastirilmistir (14). Baska bir ¢alis-
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mada Bakii’den getirilen P. berghei ile enfekte kanmn bir
laboratuvardan baska bir laboratuvara in vitro kosullarda ta-
sinmasi ¢alisilmigtir (2). P. berghei’nin kriyokonservasyonu,
rekriyokonservasyonu ve in vivo kiiltiirii ¢alisilmigtir (15). P.
berghei modeli kullanilarak anti-malarial ve anti-fungal ilagla-
rin tesiri aragtirilmigtir (20). P. berghei modeli kullanilarak
fare makrofajlarindan nitrik oksit salgilanmasi arastirilmistir
(4). P. berghei antijen lizat1 kullanilarak Natural Killer hiicre-
leri lizerine sitotoksik etkisi arastirilmistir (5).

Sonug olarak serabral sitma modeli olugturmak {iizere yapila-
cak arastirmalar i¢in P. berghei en uygunudur (1, 3, 7-9, 11,
12, 16-18, 23, 24). Aynm1 zamanda konakg¢1 segimininde in vivo
caligmalarda ne kadar 6nemli oldugu ortaya ¢ikmustir.
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