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SitmaModeli Etkenleriile Kriyoprezervasyon Caligmalari ve Kriyobanka
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Cryopreservation of Plasmodia with Malaria Models and Establishment of a Cryobank
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OZET

Amag: Kriyoprezervasyon basit olarak dondurarak saklama olup amaci, gerekli oldugunda donmus hicreleri isitarak canliliklarini,
fonksiyonlarini ve antijenik yapilarini bozmadan tekrar elde etmektir.

Yéntemler: Bu calismada Plasmodium yoelii ve Plasmodium berghei ile enfekte farelerden elde edilen ve %20 oraninda parasitemisi
bulunan eritrositlere koruyucu olarak son konsantrasyonu %15 olacak sekilde dimetil stlfoksid (DMSO) eklenmistir. Her iki Plasmodium
tUrtndn bulundugu tipler sirasiyla oda isisinda 10 dakika, +4°C de 30 dakika, -20°C de 90 dakika tutulduktan sonra -80°C de korunmuslardir.
Bir kismi burada birakilirken bir kismi da -80°C de 3 saat bekletildikten sonra -196°C lik sivi azot tankina kaldinlmistir. Alti ay boyunca ayda
bir her saklama grubundan alinan &rnekler 37°C’ lik su banyosunda hizla ¢ézdurilmus ve eritrosit stispansiyonlari farelere intravendz olarak
verilerek parazitemi takip edilmistir.

Bulgular: Enfekte eritrositlerde bulunan P. yoelii ve P. berghei'nin -80°C ve -196°C'lik sicakliklarda. 1. aydan 6. aya kadar ayni oranda
canliliklarini ve virGlanslarini koruyarak farelerde enfeksiyon olusturabildikleri saptanmustir.

Sonug: P. yoelii ve P berghei'nin eritrosit formlarinin dondurularak basarn ile saklanmasinin mimkin olabilecegi goértlmustir. Bu da
Plasmodium ve diger parazit suslarinin saklanmasi icin kriyobankalarin kurulabilecegini ve bunun bircok avantaji beraberinde getirebilecegini
distundirmektedir. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 146-51)
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ABSTRACT

Objective: Cryopreservation is simply a method of keeping living cells frozen with the chance of regaining cellular viability, functions and
antigenic structures whenever required, after heating.

Methods: In the present study, dimethyl sulphoxide (DMSO) was mixed with the red blood cells having 20% of parasitemia obtained from
the mice infected with Plasmodium yoelii and Plasmodium berghei at a final concentration of 15%. For cryopreservation: both test tubes
containing each Plasmodium species were kept 10 minutes at room temperature, 30 minutes at +4°C, 90 minutes at -20°C and finally at
-80°C. Some were left at this temperature, while some were transferred into the liquid nitrogen tank at -196°C after being left at -80°C for
three hours.

Results: Our observations and assessments demonstrated that both P. yoelii and P. berghei might keep their viability and virulence at -80°C
and -196°C between the first and the sixth months of cryopreservation.

Conclusion: It can be concluded that the cryopreservation of P. yoelii and P. berghei at -80°C and -196°C are successful, indicating the
advantage of the establishment of parasite cryobanks in research laboratories. (Turkiye Parazitol Derg 2010; 34: 146-51)

Key Words: Malaria, Plasmodium yoelii, Plasmodium berghei, cryopreservation
Received: 28.07.2010 Accepted: 22.10.2010

Yazisma Adresi/Address for Correspondence: Dr. Ahmet Ozbilgin, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dal,
Manisa, Turkiye Tel: +90 236 232 38 89 E-posta: a.ozbilgin@yahoo.com

doi:10.5152/tpd.2010.01



Turkiye Parazitol Derg
2010; 34: 146-51

Ozbilgin ve ark.
Sitma Etkenlerinin Kriyoprezervasyonu 14'7

Giris

Sitma insanlik tarihinde ¢ok dnemli rol oynayan, glinimuzde de
uluslararasi seyahatlerin yayginlagsmasi ile hastaligin endemik
oldugu bdlgelerden diger bdlgelere tasinabilmesi, hastalik
etkenlerinin ve vektorlerinin ilaglara direng kazanmasi nedenle-
riyle dnemini koruyan bir enfeksiyondur. Anofel cinsi disi sivrisi-
neklerin bulastirdigi Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malaria
ve P. ovale insan sitma etkenleri olarak bilinmektedir (1, 2). Son
yillarda Glney-Dogu Asya Ulkelerinden P. knowlesi ile enfekte
insan sitma olgular bildirilmekte ve bu tir besinci insan sitma
etkeni olarak degerlendirilmektedir (3). Hastalik Kuzey Amerika,
Avrupa ve Avustralya’ da kontrol altina alinabilmis, Afrika ve
Asya’ da ise insektisitlere karsi olusan direng, yan etkileri nede-
niyle insektisit kullaniminin sinirli kalmasi ve Plasmodium’larin
ilaglara karsi direng gelistirmesi nedenleri ile biyuk insan kitlele-
ri enfeksiyon riski altinda bulunmaktadir (4).

Ulkemizde goriilmekte olan sitma tiirli P vivax' in neden oldugu
tersiyana sitmasidir. Bu sitma tlrd, genelde 6ldirlcli olmamasi,
nlksler yaparak hastalarda uzun stre devam etmesi, kilo ve ener-
ji kaybina neden olarak hastalan calisamaz ve Gretemez duruma
getirmesi nedenleriyle Anadolu insaninin geri kalmighginda
onemli bir etken olarak gorilmektedir. Diger sitma cesitleri ise
zaman zaman yurt disindan gelen olgular seklinde goérilmekte,
ancak P. falciparum ve P. malariae’ nin yerli bulas yapma riskinin
her zaman var oldugu belirtiimektedir (1, 2). Sitma tlkemiz igin bir
halk saghgi sorunu olmasi yaninda, buyik ekonomik kayiplara
neden olan ve kalkinma seferberliginde mutlaka kontrol altina
alinmasi gereken bir hastalik olma &zelligini korumaktadir (3). Bu
nedenle tedavideki yeni secenekleri arastirmak, asi caligmalarini
hizlandirmak ve parazitin diren¢ mekanizmasini aydinlatmak
amaglariyla sitmanin ¢ok yonli arastinlmasi uygun bulunmaktadir.

Laboratuvarlarda yapilan ¢aligmalarda insan sitmasi etkeni olan
Plasmodium turleri ile ¢alismak oldukca glctir. Bugln sitma
konusundaki laboratuar arastirmalarinin bircogunda, sitmanin
molekdler biyolojisini, biyokimyasini, imminolojisini ve genetigi-
ni incelemek icin kemirgen sitma tirleri kullaniimaktadir (6, 7).
Tum kemirgen sitma tirleri laboratuvar fareleri ve genc sicanlar-
da uretilmektedir. 1948 yilinda kemirgen canlilardan ilk izole
edilen tir P. berghei olmus, daha sonra P. yoelii, P. inckei ve P
chabaudi tirleri izole edilerek sitma arastirmalarinda model ola-
rak kullanilmaya baslamistir. Bu turlerin her biri ayn biyolojik

ozellikleri ile farkli amaglar igin kullaniimaktadirlar. P berghei
diger turlerden once izole edildigi i¢in en genis kullanim alani
bulan tir olmustur ve ekzojen gen transfeksiyonu icin stabil bir
model olarak calismalarda yer almaktadir. P yoelii yeni ilag ve
astlarin gelistirilmesi calismalarinda degerli bir tir olarak bilin-
mektedir (8-10).

Kriyoprezervasyon yontemi ile pek ¢ok protozoon dondurularak
uzun slre saklanmakta ve canliliklarini, antijenik yapilarini, fonksi-
yonlarini  kaybetmeden gerektigi zaman kullanilmaktadirlar.
Sitmanin laboratuvar ¢alismalarinda kemirgen sitma turlerinin kri-
yoprezervasyonu siklikla kullanilmakta ve pek cok acidan yarar
saglamaktadir. Bu yontem ile uzun streli sug aktarim yéntemlerinin
ve deney hayvanlar kullaniminin zorluklar asildigi gibi parazitin
biyolojik karakterlerinin degisimi de dnlenebilmektedir (9).

Bu calismada, laboratuvar arastirmalarinda en cok kullanilan
kemirgen sitma tirlerinden olan P. berghei ve P, yoelii'nin iki farkli
1si derecesinde karsilastirmali kriyoprezervasyonunu gergeklestir-
mek ve kriyoprezervasyon sonrasi belli araliklarla ¢ozdurilen para-
zitler ile olusturulan sitma modellerinde Plasmodium’larin infekti-
vitelerinin takibi amaclanmistir. Calisma Celal Bayar Universitesi
Tip Fakultesi Parazitoloji Anabilim Dalinda kurulmasi hedeflenen
parazit kriyobankasinin, sitma parazitleri ile ilgili bdlimindn 6n
calismasi niteligindedir.

Gereg¢ Ve Yontem

Deney hayvanlari: 2-4 aylik, ortalama 20 gr agirlikta Balb/C cinsi
erkek fareler kullanilmistir. Fareler Ege Universitesi Deney
Hayvanlar Arastirma Merkezi'nden temin edilmistir. Her grup
fare Uzerine tllbent gerilmis ayn kafeslerde muhafaza edilmis,
standart hayvan yemi ile ve kafeslere yerlestirilen siselerdeki
sehir suyu ile beslenmiglerdir.

Parazit susu: Calismada kullanilan Plasmodium suslar:
“American Type Cultur Collection “(ATCC) firmasinin “Malaria
Research and Reference Reagent Resource Center” (MR4) mer-
kezinden temin edilen P. yoelii 17x (MRA-267) ve Pberghei anka
(MRA-311) suslandir.

P. yoelii ve P. berghei ile fare enfeksiyonlari: Donér fareleri
olusturmak Uzere 5 fareye, fare basina 10’ enfekte eritrosit/0.25
ml kan kuyruk veninden enjekte edilmistir. Eldeki susun farelerde-
ki etkisi, enfekte eritrositlerin enjeksiyonundan 2 glin sonra bas-
layarak 2 glinde bir, 30 giin boyunca, farelerin kuyruk ucundan

Resim 1. Donér farelerde enfeksiyon olusturmak icin kuyruk veninden P. berghei ile enfekte eritrositlerin verilme iglemi
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kesilerek alinan kandan hazirlanan ince yayma preparatlarin in-
celenmesiyle belirlenmistir. Kontrol grubu olarak iki farkh sicaklik
derecesinde kullaniimak Gzere her Plasmodium tirG icin 5'er fa-
reli 2'ser grup olusturulmustur. Bu fareler, P bergheive P. yoeliiile
enfekte edilmis dondr farelerin koltukalti venlerinden (vena axil-
laris) toplanan kanlar ile enfekte edilmislerdir (Resim 1-2) (11-13).

P. yoelii ve P. berghei iceren eritrositlerin dondurularak sak-
lanmasi: P. yoeliive P. berghei’ nin eritrosit formlari; donér farele-
rin koltukalti veninden toplanan kanin 1/3 oraninda heparin ice-
ren serum fizyolojik icinde stspanse edilmesiyle elde edilmistir.
Eritrositlerdeki enfeksiyon orani, hazirlanan ince yayma kan pre-
paratlarinin Giemsa ile boyanmasi ve 10 ayri sahada 100’er erit-
rositin sayilmasiyla saptanmistir. Antikoagilan sollsyon icindeki
P yoelii ve P. berghei ile enfekte eritrosit sispansiyonlari ayri ayri
1500 devirde 10 dakika santriflj edilerek, Gst kisimlar atilmistir.
Dipte toplanan eritrositler fosfat buffer solisyonu (PBS) ile 1500
devirde 10 dakika sureyle iki kez yikanmustir. Yikama sonucu dipte
kalan kisimdan alinan 2 ml eritrosit ¢cokeltisine 8 ml PBS eklenerek
%20 oraninda P. yoelii ve P. berghei ile enfekte eritrosit stispan-
siyonlar elde edilmistir. Bu suspansiyonlarin 8,5 ml.sine 1,5 ml
dimetilstlfoksit (DMSO) eklenerek, son konsantrasyonu %15 olan
DMSO iceren eritrosit stispansiyonu elde edilmis ve kriyoprezer-
vasyon tuplerine 1'er ml olarak paylastinimistir.

Tupler sirasiyla oda isisinda 10 dakika, +4°C de 30 dakika, -20°C
de 90 dakika tutulduktan sonra -80°C ye aktariimistir. Bir kismi bu-
rada birakilirken, bir kismi da -80°C de 3 saat bekletildikten sonra
-196°C'lik sivi azot tankina kaldinlmistir. Ayda bir her saklama gru-
bundan alinan érmekler +37°C’ lik su banyosunda hizla ¢ézdural-
mus, eritrosit slspansiyonlari 10 adet farenin kuyruk venlerinden
0.2 ml verilmis ve giin asir, ince yayma kan preparatlarinda enfek-
siyonun gelisimi kontrol edilmistir. Her ay bu igslem tekrarlanarak
kriyoprezervasyon yapilan suslarnin canliliklar ve virilanslan takip
edilmistir (Resim 3) (11-13).

Paraziteminin takibi: Farelerdeki parazitemi oraninin takibi
enfekte eritrositlerin enjeksiyonundan 2 giin sonra baslayarak iki
gltinde bir, 30 giin boyunca farelerin kuyruk veninden alinan kan
ile hazirlanan ince yayma kan preparatlarinin Giemsa ile boyan-
masi ve 15tk mikroskobunda incelenmesiyle yapilimistir. Enfeksiyon
oranlar x10 buyutmeli okiler ve x100 buyitmeli immersiyon
objektifli i1sik mikroskobunda 10 ayri sahada 100" er eritrosit sayi-
larak belirlenmistir (Resim 4).

Arastirmanin etik kurul onay raporu, Afyon Kocatepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK)' ndan alinmistir.

Bulgular

P bergheive P. yoelii suglarinin, kryoprezervasyon sonrasi ¢ozdU-
rilerek kullanilan parazitlerle olusturulan fare modellerinde viri-
lanslarinin devam ettigi gozlenmistir. P berghei ve P. yoelii’ nin -
80°C ve -196°C de depolanan érneklerinin 1., 2., 3., 4., 5., ve
6.aylarin sonunda enfeksiyon olusturabildikleri, her iki saklama
sicakliginda ve saklama strelerinde benzer ve birbiri ile paralel
seyreden parazitemi ylzdeleri gdsterdikleri saptanmustir. Yapilan
tek tonld varyans analizinde kontrol gruplari ile diger gruplarin ve
ayni glnlerdeki 2 tir parazitin enfeksiyon ylzdeleri arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Tablo 1 ve Tablo 2'de iki farkli saklama sicakligina ve aylara goére
sivi azotta saklanan suglarin eritrositlerdeki enfeksiyon ylzdeleri
verilmistir.

Tartisma

Kriyoprezervasyon basit olarak dondurarak saklama olup amaci,
gerekli oldugunda donmus hucreleri isitarak canliliklarini,
fonksiyonlarini ve antijenik yapilarini bozmadan tekrar elde
etmektir. Dondurma ve i1sitma iglemleri sirasindaki sicaklik disls
ve ylkseligleri, ortama bazi koruyucu maddelerin eklenmesiyle
kontrol altinda tutulmaktadir. Koruyucular (dimetilstlfoksit, glise-

Tablo 1. -196°C’de saklanan P. berghei ve P. yoelii'nin aylara gore eritrositlerdeki enfeksiyon ytizdeleri

Kan alma giinleri: 2. 4. | 6. | 8. | 10. | 12. | 14. | 16. | 18. | 20. | 22. | 24.| 26. | 28.| 30.
KONTROL P. berghei 05 | 2 6 | 12 | 25 * * * * * * o o
P yoelii 0.3 1 5110 | 20 | 24 | 16 | 12 6 3 1 0] 0 0|0
1. Ay P. berghei 05 | 2 6 | 11 24 * * * * * * o o
P yoelii 0.3 1 4 12 21 25 17 1 N 7 4 2 0 0 0] 0
2. Ay P. berghei 04 | 2 7 11 25 * * * * * * o o
P yoelii 0.3 1 5 1 21 25 17 | 12 7 4 2 0 0 0] 0
3. Ay P. berghei 05 | 2 5110 | 23 * * * * * * o o
P. yoelii 0.2 1 4 110 | 20 | 23 | 16 | 12 6 4 1 0] 0 0] 0
4. Ay P. berghei 05 | 2 5110 | 23 * * * * * * o .
P. yoelii 0.2 1 4 9 20 | 25 | 16 | 13 7 5 2 0| O 00
5. ay P. berghei 04 | 2 6 | 11 24 * * * * * * o . .
P. yoelii 0.3 1 5110 | 21 26 | 18 | 13 7 5 2 0] O 00
6. ay P berghei 0.4 2 6 12 24 * * * * * * oo i
P. yoelii 0.2 1 5 9 19 | 24 | 16 | 12 6 3 1 0| O 0] 0
*Farelerin tamami 6ldu
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Tablo 2. -80°C’'de saklanan P. berghei ve P. yoelii'nin aylara gére eritrositlerdeki enfeksiyon yizdeleri

Kan alma giinleri: 2. 4. | 6. | 8 | 10. | 12. | 14. | 16. | 18. | 20. | 22. | 24.| 26. | 28.| 30.
KONTROL P. berghei 04 | 2 6 | 12 | 25 * * * * * * o | o*
P. yoelii 03 | 1 5110 | 21|24 |17 12 | 5 3 /2010|000
1. Ay P. berghei 04 | 2 6 | M 24 * * * * * * *
P yoelii 0.3 1 4 12 21 25 17 1 1 7 4 2 0 0 0] 0
2. Ay P. berghei 05 | 3 7 112 | 25 * * * * * * o | o*
P yoelii 0.3 1 5 11 21 25 17 | 12 7 4 2 0 0 00
3. Ay P. berghei 05 | 2 5110 | 23 * * * * * * o * | o*
P yoelii 0.2 1 5 1 20 24 16 | 11 6 4 1 0 0 0] 0
4. Ay P. berghei 05 | 2 5110 | 23 * * * * * * * | o* * | o*
P. yoelii 02 | 1 4 9 20 | 25 | 16 | 13 | 7 512]010]0]0
5. ay P. berghei 05 | 2 6 | M 25 * * * * * * * | * * | o*
P. yoelii 03 | 1 5110 | 21 | 2 | 177 |13 | 7 6 2| 0]0|0|0
6. ay P. berghei 04 | 2 6 | 12 | 24 * * * * * * * | * * | *
P. yoelii 02 | 1 51 1 19 | 25 | 16 | 13 | 6 3 1 0|0 ] 0]O0
*Farelerin tamami 6ldu

Resim 2. Donor farelerin koltuk alti veninden enfekte kanin
toplanmasi

rin) hicre membran gecirgenligini arttirarak, intramembranoz
partikilleri yeniden diizenleyerek veya hiicre iceriginin viskozite-
sini arttirarak dondurma sirasinda htcreleri koruyabilmektedir
(14-16).

Donma hizlarindan farkli olarak eritme hizlanyla ilgili olarak yapil-
mis az sayidaki calismalarda cogunlukla 35-40°C su banyosunu
kullanan hizli eritme teknigi uygulanmis ve daha hizli eritmenin
daha iyi infektivite ve motilite sagladigi belirtilmistir (17, 18).
Calismamizin tim asamalarinda, benzer calismalarda eritme hizi
olarak en cok tercih edilen derece olan 37°C kullanilmistir.

Resim 3. Kriyoprezervasyon islemi tamamlanmis kanlarin sivi azot
tankina yerlestirilmesi

Sitma parazitlerinin kan sekillerinin dondurularak saklanmasi icin
koruyucu ortam olarak gliserol ve dimetilsilfoksit kullanildigr bir
cok arastirici tarafindan bildirilmigtir (17, 19, 20). Farkli caligmala-
rin sonuclarina gére; P. vivax ve P, falciparum’un degisik suslarinin
kan sekillerinin dondurularak saklanmasi icin %7.5'luk alseverli
gliserol solusyonu kullaniimis ve dondurmadan sonra her iki
tlrtin de uzun sire sivi nitrojende canli kalabildikleri belirtilmistir
(21). P. berghei ve P. gallinaceum’un kan sekillerinin %50 gliserin-
li PBS icinde -70°C'de, 488 glin canli kalabildikleri bildirilmistir
(22). Calismamizda %15'lik DMSO c¢ozeltisi ile basaril kriyopre-
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Resim 4. P. yoelii ile enfekte eritrositlerin mikroskobik gériintlsi

zervasyon saglanmis, P. bergheive P. yoelii parazitleri kryoprezer-
vasyon sonrasi +37°C’ de hizla ¢dzdurilip, farelere verildiginde
virilanslarinin devam ettigi gozlenmistir.

Arastirmamizda P. berghei ve P. yoelii’ nin -80°C ve -196°C de
depolanan érneklerinin 1., 2., 3., 4., 5., ve 6. aylarin sonunda
enfeksiyon olusturabildikleri, her iki saklama sicakliginda ve sak-
lama slrelerinde benzer ve birbiri ile paralel seyreden parazitemi
ylzdeleri gosterdikleri saptanmistir. Her iki parazit susunun
deneysel enfeksiyonlarda ilk 24 saatte olusan merozoitlerinin
parazitemi hizlarinin yiiksek oldugu, ayrica eritrosit icindeki sitma
parazitlerinin dondurularak saklandiginda canlilik ve virilanslarini
blylk o6lcide koruyabildikleri bilinmektedir (12, 13, 23, 24).
Kriyoprezervasyon gruplarinin, dondurma islemleri sonucunda
kontrol grubu ile benzer parazitemi ve viriilans gostermelerini bu
nedenlere baglamaktayiz. Deneysel sitma modellerinde olustu-
rulan enfeksiyonun seyri kullanilan tir ve susun ozelligine bagli
olarak degisebilmekte, bazi suslar beyin sitmasina neden olarak
olduricl olurken, diger bazi tur ve suglar hafif seyreden enfeksi-
yonlar olusturabilmektedir (23). Calismamizda kullanilan P. berg-
heiletal 6zelligi bilinen bir sustur ve olusturdugu beyin sitmasi ile
olimcul olabilmektedir. Kullandigimiz diger sus olan P, yoelii 17x
ise non-letal bir sustur ve olusturdugu enfeksiyonlar farenin
imman sistemi tarafindan sinirlanip sonra da enfeksiyonun dogal
seyri olarak parazitemi yok edilebilmektedir (25).

Sonug olarak; gerek P. yoelii ve P. berghei'nin eritrosit formlari-
nin ve gerekse diger parazit veya mikroorganizmalarin donduru-
larak saklanmasi bircok avantaji beraberinde getirmektedir.
Kriyoprezervasyon igleminin uzun sureli sus aktarimini ortadan
kaldirmasi, cesitli deney hayvanlarinin kullanimini ve besiyeri
sarfiyatini azaltmasi, metodu maddi agidan cazip hale getirmek-
tedir. Dondurularak saklama, sus kaybi tehlikesini ve pasajlar
sirasinda meydana gelebilecek parazitin biyolojik karakterlerinin
degismesi olasiligini da azaltmaktadir. Laboratuvarlarda ekono-
mik is glcU kullanimiyla daha az sayida personelle daha fazla
bilimsel calisma yapma firsati saglamaktadr.

Bu calismada P. berghei ve P. yoelii parazitlerinin eritrosit formla-
rinin dondurularak saklanmasi yoluyla virilanslarinin basariyla
korundugu gézlenmis ve kurulmasi planlanan parazit kriyobanka-
larinin parazitolojik arastirmalarda bir ¢ok avantaji beraberinde
getirecegi dngérilmistir. Ulkemizde basta insan sitma etkeni
olan Plasmodium’lar olmak Uzere tim parazit tirlerinin donduru-
larak saklanacag bir kriyobank merkezinin olusturulmasi ve bdy-
lece Turkiye'nin parazit hafizasinin kayit ve izolat koleksiyonlari-
nin bu merkezde toplanmasi gerektigini disinmekteyiz.
Anabilim Dalimizda éniimizdeki yillarda kurmayi hedefledigimiz
parazit kriyobankasinin én caligmasi niteligindeki bu arastirma-
miz sonucunda &ncelikle sitma paraziti tirlerinin yapilabilirligi
degerlendirilmistir.
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