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Onemli morbidite ve mortaliteden sorumlu olan ve makrofaj hiicreleri icerisinde yerlesim gosteren
laysmanyazis etkeni Leishmania tropica, toksoplazmozis etkeni Toxoplasma gondii ve Chagas hastalig
etkeni Trypanosoma cruzi olmak tzere Ug¢ zorunlu hiicre ici protozoon parazit tiirli diinya nifusunun
yarisindan fazlasini etkilemekte, sosyo-ekonomik ve cografi faktorlerle baglantili olarak da dnemi giderek
artan, ihmal edilen paraziter hastaliklara neden olmaktadir. Bu calismada, T.cruzi, L.tropica ve T.gondii
parazitlerinin |774, Vero ve Hela hiicrelerinde ex vivo kiiltiirlerinin degerlendirilmesi ve virlilans 6zellik-
lerini kaybetmeden kisa siirede ve fazla miktarda ¢ogaltilmasi amaclanmustir. Hiicre kiltur flasklarinda
konfliient olarak Uretilen J774, Vero ve Hela hiicre hatlarinin T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitleriyle
enfekte edilmesi ile ex vivo deney modelleri olusturulmustur. Ex vivo kiltiir yapilmasinda bir pasaj yedi
glin sirresince ve ardisik lcer kez olacak sekilde uygulanmistir. Her pasaj sonrasinda ylizeyden kaldirilan
hiicreler sekiz odacikli lamlara ekilmistir. Giemsa boyali preparatlar hazirlanarak enfeksiyon oranlari 151k
mikroskobisinde incelenerek degerlendirilmistir. Calisma sonunda g hiicre hattinin da T.cruzi, L.tropica ve
T.gondii parazitleri ile enfekte edilebildigi ve ardisik pasajlar sonrasinda tiim hiicre hatlarinda enfeksiyon
oranlarinin arttigi gorilmastir. Ex vivo kiltir yapilmasi sonucunda T.cruzi ve L.tropica suglarinin Gredigi
en iyi hiicre hatlarinin sirasiyla 774, Vero ve Hela, T.gondii susunun ise sirasiyla Hela, |774 ve Vero hiicre
hatlar oldugu gorilmistiir (p< 0.05). Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitleri |774, Vero ve
Hela hiicre hatlarinda ex vivo kiiltir yontemiyle virlilans 6zelliklerini kaybetmeden kisa slrede ve fazla
miktarda olmak tizere basarili bir sekilde Gretilmistir. Trypanosoma cruzi ve L.tropica parazitleri icin ex vivo
kultir yapilmasi potansiyeli en iyi olan hiicre hatlarinin sirasiyla |774, Vero ve Hela iken, T.gondiiicin sira-
siyla Hela, J774 ve Vero oldugu gorilmustir. Elde edilen verilerin asl, ilag ve yeni tani kitleri gelistirilmesi
konularinda yapilacak bircok calismaya katki saglayacagi diistinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Trypanosoma cruzi, Leishmania tropica, Toxoplasma gondii, ex vivo kiiltdir.
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Trypanosoma cruzi, Leishmania tropica ve Toxoplasma gondii Parazitlerinin J774,
Vero ve Hela Hiicre Hatlarinda Ex Vivo Kiltivasyon Potansiyellerinin Degerlendirilmesi

ABSTRACT

Three obligate intracellular protozoan parasite species, namely Trypanosoma cruzi, Leishmania tropica
and Toxoplasma gondii, causative agents of Chagas disease, Leishmaniasis and toxoplasmosis, respec-
tively, which are responsible for significant morbidity and mortality and reside in macrophage cells, affect
more than half of the world’s population in connection with socio-economic and geographical factors
and also causes neglected parasitic diseases of increasing importance. This study aimed to evaluate the
ex vivo cultivation potential of T.cruzi, L.tropica and T.gondii parasites in ]774, Vero and Hela cells and
to reproduce in a short time and in large amounts without losing their virulence properties. Ex vivo ex-
perimental models were created by infecting ]774, Vero and Hela cell lines confluently produced in cell
culture flasks with T.cruzi, L.tropica and T.gondii parasites. In ex vivo cultivation, one passage was applied
for seven days and three times in a row. Cells removed from the surface after each passage were plated
on eight-well chamber slides. Giemsa stained slides were prepared and infection rates were evaluated
by light microscopic examination. At the end of the study, it was observed that all three cell lines could
be infected with T.cruzi, L.tropica and T.gondli parasites, and infection rates increased in all cell lines after
consecutive passages. As a result of ex vivo cultivation, the best cell lines from which T.cruzi and L.tropica
strains grew, were J774, Vero and Hela, and Hela, |774 and Vero cell lines for T.gondii strain, respec-
tively (p< 0.05). Trypanosoma cruzi, L.tropica and T.gondii parasites were successfully grown in |774, Vero
and Hela cell lines by ex vivo culture method in a short time and in large amounts without losing their
virulence properties. Cell lines with the best ex vivo cultivation potential for T.cruzi and L.tropica parasites
were J774, Vero and Hela, respectively, while Hela, ]774 and Vero for T.gondii. It is thought that the data
obtained in this regard will contribute to many studies on the development of vaccines, drugs and new
diagnostic kits.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Leishmania tropica, Toxoplasma gondii, ex vivo cultivation.

GiRis

Chagas hastaligi (CH, Amerika trypanosomiasisi), protozoon parazit olan Trypanoso-
ma cruzi'nin neden oldugu potansiyel olarak yasami tehdit eden bir paraziter enfeksiyon
hastaligidir. Diinya genelinde 6zellikle enfekte kisilerin is glictiniin diginda kalmasina ve
yilda 10 000’den fazla 6lime neden olan CH’nin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan
biri oldugu bilinen Latin Amerika’da yaklasik olarak sekiz milyon insan T.cruzi ile enfek-
tedir ve 25 milyon insan hastaliga yakalanma riski altindadir. Hastaligin endemik oldugu
Orta ve Giiney Amerika’dan yilda yaklasik olarak 300 000 turist alan tlkemiz icin de
énem arz etmektedir'3.

Laysmanyazis, Antarktika disindaki tim kitalarda yayiim goésteren ve disi kum sinegi
(Phlebotomus spp.) vektorl araciliglyla memeli konaklara bulasan zoonotik/antroponotik
karakterli bir paraziter enfeksiyon hastaligidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018 yili ve-
rilerine gore; kutandz laysmanyazis (KL)'in 92 Ulke veya bdlgede, visseral laysmanyazis
(VL)'in ise 83 Ulke veya bolgede endemik olarak gorildugi bildiriimistir. Laysmanyazis
icin endemik bolgelerde, bir milyardan fazla insan enfeksiyon riski altinda yasamaktadir.
Her yil tahmini olarak 30 000 yeni VL ve bir milyondan fazla yeni KL olgusu bildirilmekte-
dir. Laysmanyazis 6nemli bir halk sagligi sorunu olmasina karsin glinimuizde bile hastali-
gin kontrol altina alinmasi icin sarf edilen cabalar yetersiz kalmaktadir. Son yillarda komsu
ulkelerde patlak veren siyasi karisikliklar ve savas sonucunda tilkemizde yapilan yogun
goc hareketi dolayisiyla olgu sayilari ve odaklarda onemli artislar goriilmektedir. Ayrica,
yurt disindan direncli suglarin tlkemize girisinde artis goriilmektedir. Bu durum, ilerideki
yillarda bu saglik sorunda artis yasanabilecegini géstermektedir*.
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Toksoplazmozis, zorunlu hiicre ici apikompleksan protozoon tirii olan Toxoplasma
gondii’'nin neden oldugu bir enfeksiyon hastaligidir. Diinya genelinde en yaygin olarak
gorulen parazitlerden biri olan ve bircok sicakkanli hayvan tiiriinde (30’dan fazla kus tiirti
ve 300 memeli turrii) enfeksiyona neden olabilen T.gondii, diinya niifusunun tahmini ola-
rak %30-50’sini kapsayan prevalansa sahip olmasindan dolayi insanlarda yaygin olarak
goriilen bir enfeksiyon hastaligidir. Ulkemizde T.gondii seropozitifliginin aragtinldigi cok
sayida arastirma yapilmistir. Son yillardaki veriler géz 6ntine alindiginda anti- T.gondii 1IgG
pozitifligi %17.5-69.5 arasinda, anti-T.gondii IgM pozitifli§i ise %0-5.4 arasinda bildiril-
mistir’-.

Chagas hastaliginin etkeni olan T.cruzi, laysmanyazis etkeni olan Leishmania spp. ve
toksoplazmozis etkeni olan T.gondii parazitlerinin Gretilmesinde cesitli yontemler kullanil-
maktadir. Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin ex vivo olarak uretilmesi,
in vivo modellere kiyasla cok sayida avantajlara sahiptir. Bu avantajlar arasinda etik deger,
distk maliyet ve kolay uygulanabilirlik yer almaktadir. Cesitli hiicre hatlarinin kullanildigi
ex vivo kiltur yontemi ile T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin cogaltiimasi, tani
testleri ve yeni tani kitleri gelistirilmesi, tanida kullanilan yontemlerin etkinliginin deger-
lendirilmesi, yeni gelistirilen ilagc molekdllerininin taranmasi ve tedavi etkinliginin deger-
lendirilmesi, dogal kaynaklardan ve bitkilerden elde edilen ilag adayr molekdllerin etkin-
liginin arastiriimasi, farkli kullanim alanlarindaki onayli ilaglarin antiparaziter etkinliginin
degerlendirilmesi, hastaliklarin patogenezinin aydinlatiimasi, konak-parazit iliskisinin ay-
dinlatiimasi ve profilaktik ilaclarin gelistiriimesi konularinda yapilacak bircok calismaya
olanak saglamasi bakimindan oldukca biiyiik nem tagimaktadir'®13.

Bu calismada, T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin |774, Vero ve Hela hiicrele-
rinde ex vivo kilturlerinin degerlendirilmesi ve virilans 6zelliklerini kaybetmeden kisa
siirede ve fazla miktarda ¢cogaltiimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalari Etik Kurulu
onay! ile gerceklestirildi (Tarih: 21/05/2019 ve Karar No: E.42581).

Hiicre Hatlan

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda sivi
azotta saklanan |774A.1 [TIB-67, (ATCC, ABD)], Vero [Vero/An10-African green monkey
kidney/maymun, (HUKUK, TR)] ve Hela [HeLa/An1-Cervix epithelloid carcinom/insan,
(HUKUK, TR)] hiicre hatlari kullanildi. Hiicre hatlari sivi azottan cikarildi, sicakligi 37°C’ye
ayarlanan su banyosunda hizlica ¢ézduiriildii, 1500 rpm’de bes dakika santrifiij edildi ve
hiicre canlihgr tripan mavisi ile 151k mikroskobunda (x 400) kontrol edildi. Santrifiij son-
rasinda hticre ¢okeltisinden ekim yapilan kiltir flasklart %5 CO, iceren 37°C’lik etlivde
inkiibasyona birakildi, diizenli olarak invert mikroskopta hticrelerin morfolojisi ve sayisi
yonuinden incelendi, hiicrelerin durumuna gore glinasir besiyeri degistirildi ve haftada
bir kiltir pasaji yapildi.
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Parazit izolatlari

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda sivi azot tankinda
saklanan T.cruzi (Corpus Christi) epimastigotlari, L.tropica (MHOM/SU/58/strain-OD)
promastigotlari ve T.gondii (RH) takizoitlerini iceren parazit izolatlari sicakhgi 37°C'ye
ayarlanmis olan su banyosunda hizlica ¢6zdirildi. Parazitlerin canliigi tripan mavisi ile
1stk mikroskobunda (x 400) kontrol edildi. Cozdurilen her bir parazit izolatindan 1 ml
alinarak, 9 ml taze RPMI-1640 besiyeri icerisine eklenip pastor pipeti yardimiyla karismasi
saglandi. Homojenizasyonu saglanan parazit izolatlari 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonrasinda stpernatant atilarak elde edilen ¢okeltinin, T.cruzi epimasti-
gotlari ve L.tropica promastigotlarinin ex vivo kiiltiir 6ncesinde logaritmik faza girebil-
meleri icin besiyerine ekimi yapildi. Ancak, sivi azottan cikarilarak ¢ozdurilen T.gondii
takizoitleri direkt olarak ex vivo kdltur calismalarinda kullanildi.

Parazit yogunlugunun artirilmasi amaciyla ¢ozdirilen L.tropica promastigotlart NNN
besiyerine ve T.cruzi epimastigotlar LIT besiyerine ekildi. ilk iireme gerceklestikten son-
ra fazla miktarda tretmek amaciyla RPMI-1640 besiyerinde kiilttre alindi. Ekim yapilan
flasklar 26°C’lik etiivde inkiibe edildi. Parazitlerin cogalmasi takip edilerek 2-3 giinde bir
besiyerinin eklenmesiyle bol miktarda L.tropica promastigot ve T.cruzi epimastigot sus-
pansiyonlari elde edildi. Elde edilen parazit sispansiyonlari ex vivo kiltiir yapilmasi icin
arastirmada kullanildi.

Ex vivo Deney Modeli

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda, 25 cm? ik hiicre kiil-
tard flasklar icine eklenen 9 ml taze RPMI-1640 besiyerine |774, Vero ve Hela hiicre
serilerinden 1 ml ekim yapildi ve %5 CO, iceren 37°C’lik etivde bekletildi. Hiicrelerin
konfliient olarak tiim flask yiizeyini kaplamasi ile birlikte 1 x 106 parazit/mL (T.cruzi epi-
mastigotlari veya L.tropica promastigotlar veya T.gondii takizoitleri) yogunlugunda para-
zit ekimi yapildi, yedi glin sliresince inkiibasyona birakildi ve her glin hiicre kiltirlerinde-
ki besiyeri taze RPMI-1640 besiyeri ile degistirildi. Yedi glinltk inkiibasyon (birinci pasaj)
sonrasinda enfekte hticrelerin flask tabanindan hicre kaziyici ile kazinmasi ve santrifij-
lenmesi ile elde edilen enfekte hiicre ¢okeltilerinden T.cruzi epimastigotlarinin tretilmesi
icin LIT besiyerine ve L.tropica promastigotlarinin tretilmesi icin NNN besiyerine ekimi
yapildi ve Gireme goriilen besiyerlerinden de taze RPMI-1640 sivi besiyerine ekim yapi-
larak 26°C’lik etlivde T.cruzi epimastigotlar ve L.tropica promastigotlarinin logaritmik
fazda tremeleri saglandi. Toxoplasma gondii icin ise hiicre ¢okeltisinden hazirlanan hiicre
stispansiyonu icerisindeki takizoitlerin elde edilmesi icin 5 mikromolar (uM) por capli
steril filtreden gecirildi ve 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda
slipernatant atildi ve dipte kalan takizoitler taze RPMI-1640 besiyeri icerisinde siispanse
edildi. Boylece T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin her birinin dort hiicre hattindaki
birinci pasajlari tamamlandi ve RPMI-1640 sivi besiyerindeki T.cruzi epimastigotlarinin,
L.tropica promastigotlarinin ve T.gondii takizoitlerinin konfliient haldeki yeni J774, Vero
ve Hela hicre serilerine ekimi gerceklestirilerek ikinci pasaj asamasina gecildi. Ayni islem-
ler sirastyla ikinci ve Giclinci pasajlarda da uygulandi.
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Enfeksiyon Oranlarinin Degerlendirilmesi

Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin ex vivo kiltiriinde her pasaj
(yedi glin inkiibasyon) sonrasinda olusan hiicre ici T.cruzi amastigotlari, L.tropica amasti-
gotlari ve T.gondlii takizoitlerinin sayilarak enfeksiyon oranlarinin belirlenmesi icin enfekte
J774, Vero ve Hela hticre serileri hlicre kaziyici ile kazindi. Santrifiij yapilarak elde edilen
ve thoma laminda sayilarak yogunlugu her bir odacik icin 1 x 10* olarak ayarlanan hiicre
cokeltisinden 100 pl alinarak sekiz odacikli lamlara (Ibidi®, Almanya) ekim yapildi, %5
CO, iceren 37°C’lik etiivde alti saat inklibe edildi ve metanol ile tespit edilip Giemsa
ile boyanarak 15tk mikroskobunda x 1000 buylitmede incelenerek enfekte |774, Vero ve
Hela hicreleri icerisindeki T.cruzi amastigotlari, L.tropica amastigotlari ve T.gondii takizo-
itlerinin sayilmasi ile enfeksiyon oranlari degerlendirildi. Bu islem her bir parazit izolati ile
enfekte ]774, Vero ve Hela huicre hatlari icin Gger pasaj sonrasinda uygulandi.

istatistiksel Analiz

Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin ex vivo kultir yapiimasi Tukey’s
multiple comparisons testi uygulanarak ve elde edilen verilerin istatiksel analizi GraphPad
Prism 8 yazihmi (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) kullanilarak istatiksel olarak
degerlendirildi.

BULGULAR

Hucre kaltard flasklarina ekimi yapilan J774, Vero ve Hela hiicre hatlarinin %5 CO,
iceren 37°C’lik etlivde flask ylizeyini kaplayarak (konfllent) basarili bir sekilde Giremeleri
saglanmugtir (Resim 1). Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii suslari; 774, Vero ve Hela
hiicre hatlarinda ex vivo kiilttr yontemi ile basarili bir sekilde tretilmistir (Resim 2-4). Ex
vivo kiltir sonucunda her pasaj sonrasinda hazirlanan Giemsa boyali preparatlarin isik
mikroskobunda incelenmesi ile belirlenen enfeksiyon oranlari degerlendirildiginde T.cruzi
ve L.tropica suslarinin Gredigi en iyi hiicre hatlarinin sirasiyla 774, Vero ve Hela; T.gondlii
susunun Uredigi en iyi hiicre hatlarinin sirasiyla Hela, J774 ve Vero oldugu goriilmdstr
(Tablo I) (Sekil 1-3).

hatlarinin invert mikroskobundaki gériiniimii (x 400) (a. |774 hiicre hatti, b. Vero hticre hatti,
c. Hela hticre hatti).

MiKROBIYOLOJi BULTENI 75




Trypanosoma cruzi, Leishmania tropica ve Toxoplasma gondii Parazitlerinin J774,
Vero ve Hela Hiicre Hatlarinda Ex Vivo Kiiltivasyon Potansiyellerinin Degerlendirilmesi

P .
Resim 2. Giemsa boyali preparatta T.cruzi ile enfekte |774, Vero ve Hela hicreleri icerisindeki
amastigotlarin pasajlar sonrasindaki gériiniimii (a. J774 hiicre hattinda 1. pasaj, b. |774
hticre hattinda 2. pasaj, c. |774 hiicre hattinda 3. pasaj, d. Vero hiicre hattinda 1. pasaj, e.
Vero hiicre hattinda 2. pasaj, f. Vero hticre hattinda 3. pasaj, g. HelLa hiicre hattinda 1. pasaj,
h. Hela hiicre hattinda 2. pasaj, 1. HelLa hiicre hattinda 3. pasaj).

774, Vero ve Hela hiicre hatlarinda ex vivo kiiltlrl yapilan T.cruzi ve L.tropica suslari-
nin her bir hiicre hattindaki enfeksiyon oranlari degerlendirildiginde J774 ve Vero hiicre
hatlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemis (p> 0.05, Tukey); ancak
J774 ve Hela hiicre hatlar arasinda (p< 0.05, Tukey) ve Vero ve Hela hiicre hatlar ara-
sinda (p< 0.05, Tukey) istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmustur. Toxoplasma gondii
susunun her bir hiicre hattindaki enfeksiyon oranlari degerlendirildiginde ise istatistiksel
olarak anlamli bir fark gortilmemistir (p> 0.05, Tukey) (Tablo I).

TARTISMA

Chagas hastaliginin etkeni olan T.cruzi, laysmanyazis etkeni olan Leishmania spp. ve
toksoplazmozis etkeni olan T.gondii parazitlerinin ex vivo olarak tretilmesi, in vivo model-
lere kiyasla ¢ok sayida avantajlara sahiptir. Bu avantajlar arasinda etik deger, diisik ma-
liyet ve kolay uygulanabilirlik yer almaktadir. Cesitli hiicre hatlarinin kullanildigr ex vivo
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Resim 3. Giemsa boyali preparatta L.tropica ile enfekte 774, Vero ve Hela hiicreleri icerisindeki
amastigotlarin pasajlar sonrasindaki gériiniimii (a. |774 hticre hattinda birinci pasaj, b. |774
hiicre hattinda ikinci pasaj, c. |774 hticre hattinda ligtincii pasaj, d. Vero hiicre hattinda birinci
pasaj, e. Vero hiicre hattinda ikinci pasaj, f. Vero hiicre hattinda ticiincii pasaj, g. Hela hiicre
hattinda birinci pasaj, h. Hela hiicre hattinda ikinci pasaj, 1. Hela hiicre hattinda i¢iincii

pasaj).

kiltir yontemi ile T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin cogaltiimasi, tani testleri ve
yeni tani kitleri gelistirilmesi, tanida kullanilan yontemlerin etkinliginin degerlendirilmesi,
yeni gelistirilen ilagc molekdillerininin taranmasi ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesi,
dogal kaynaklardan ve bitkilerden elde edilen ila¢ aday molekdllerin etkinliginin arastiril-
masi, farkli kullanim alanlarindaki onayl ilaglarin antiparaziter etkinliginin degerlendiril-
mesi, hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi, konak-parazit iliskisinin aydinlatiimasi ve
profilaktik ilaglarin gelistirilmesi konularinda yapilacak bircok calismaya olanak saglamasi
bakimindan oldukca biiyiik nem tasimaktadir'®'”. Yukarida bahsi gecen bilimsel calis-
malarda kullanim alani bulan ex vivo deney modelleri basaril bir sekilde olusturulmustur.
Ancak, ex vivo deney modellerinin olusturulmasi icin parazitin virilansini koruyacak sekil-
de ex vivo olarak Uretilebilmesi gerekmektedir.
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Resim 4. Giemsa boyali preparatta T.gondii ile enfekte |774, Vero ve Hela hicreleri icerisindeki
takizoitlerin pasajlar sonrasindaki gériiniimii (a. /774 hiicre hattinda 1. pasaj, b. /774 hticre
hattinda 2. pasaj, c. /774 hiicre hattinda 3. pasaj, d. Vero hiicre hattinda 1. pasaj, e. Vero
hiicre hattinda 2. pasaj, f. Vero hiicre hattinda 3. pasaj, g. Hela hticre hattinda 1. pasaj, h.
Hela hticre hattinda 2. pasaj, 1. Hela hiicre hattinda 3. pasaj).

Tablo I. Giemsa Boyali Preparatlarda |774, Vero ve Hela Hiicreleri icerisindeki T.cruzi Amastigot, L.tropica

Amastigot ve T.gondii Takizoit Sayilar
1774 Vero Hela
1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj Pasaj
T.cruzi (Amastigot) 32 175 307 25 152 270 11 34 51
L.tropica (Amastigot) 56 198 352 44 167 297 19 41 78

51 210 298 24 203 270 56 280 320

T.gondii (Takizoit)

Huicre ici parazitler arasinda yer alan T.cruzi, L. tropica ve T.gondii parazitleri ile ex vivo
deney modeli olusturulmasinda yapilan calismalarda farkl hiicre hatlar kullaniimistir. Du-
ran-Rehbein ve arkadaslar tarafindan 2014 yilinda yapilan bir derlemede'® calismanin
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Pasaj sayisi

Sekil 1. Trypanosoma cruzi ile enfekte |774, Vero ve Hela hiicre hatlarinda pasajlar
sonrasindaki hticre ici amastigot sayilari.
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Pasaj sayisi

Sekil 2. Leishmania tropica ile enfekte |774, Vero ve Hela hiicre hatlarinda pasajlar
sonrasindaki hiicre ici amastigot sayilari.

amacina bakilmaksizin herhangi bir T.cruzi susu veya izolati ile enfekte hiicre kultirle-
rinin oldugu makaleler icin bilimsel dergi veri tabanlar arastirlmistir. Bu makalelerden
hicre tipi, parazit genotipi, kiltir kosullarn ve enfeksiyon sonuclar ile ilgili bilgiler elde
edilmistir. PubMed MeSH terms araciligiyla, Trypanosoma cruzi ve T.cruzi terimleri ile bir-
likte asagida bahsi gecen hiicre tiplerinin her biri ile yapilan bu bagimsiz arastirmada
elde edilen sonuclara gore Vero hiicreleri 177, Hela hiicreleri 103, PBMC hiicreleri 44,
LLCMK2 hiicreleri 21, HUVEC hiicreleri 5 ve HEp-2 hiicreleri iki makale icinde kullaniimis-
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Sekil 3. Toxoplasma gondii ile enfekte |774, Vero ve Hela hiicre hatlarinda pasajlar
sonrasindaki hiicre ici takizoit sayilari.

tir. Calismamizda, T.cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitlerinin ex vivo deney modellerinin
olusturulmasinda J774, Vero ve Hela hticre hatlar kullaniimstir.

Jabari ve arkadaslari tarafindan 2018 yilinda yapilan ve Hela, Vero, RBK ve A549 hiicre
hatlarinda T.gondii takizoitlerinin kiltirlinin karsilastinldigi bir calismada, dort hattinin
kultird yapilmis ve sirasiyla 5 000 000 takizoit ile enfekte edilmistir. Her kiltiirde taki-
zoitlerin ve canli konak hiicrelerin sayisi ve ortamin pH’i degerlendirilmistir. En yiksek
takizoit verimi Hela hiicre kilturiinde goralmdastir. En dislk canli konak hiicre sayisi ve
en dusuk pH da Hela hiicre kiiltiriinde gorilmistir. En disuk takizoit verimi, en yiksek
canh hiicre ve en ylksek pH, Vero hiicre kiltiriinde gozlenmistir. Dolayisiyla Hela ve
Vero hiicre hatlarinin, sirasiyla T.gondii takizoitlerinin hem hizli hem de uzun vadeli lre-
meleri icin uygun oldugu bildirilmistir'®.

Evans ve arkadaslari tarafindan 1999 yilinda yapilan ve surekli olarak yeterli miktarda
T.gondii takizoit Uretimini saglayabilen ve strdirulebilir bir hiicre hatti ve kiltir yonte-
minin belirlenmesinin amaclandigi bir calismada?®, Hela, LLC ve Vero hiicre hatlari ve
konvansiyonel hiicre kiiltir flasklari, membran tabanh kiltdr flasklari ve otomatik kiiltir
sistemi olmak Uzere Ug¢ hicre kiltirt yontemi kullanilmistir. HelLa hiicrelerinde takizoit
dremesinin, LLC hicrelerinden (p< 0.00005) veya Vero hiicrelerinden (p< 0.05) elde
edilenlerden 6nemli 6lclide daha yiiksek verime sahip oldugu bildirilmistir. HeLa hiicrele-
rinde yapilan surekli kiltir sonucunda T.gondii Gretiminin, diizenli canh takizoit kaynagi
olabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda ]J774, Vero ve Hela hiicre hatlarinin her birinin T.cruzi, L.tropica ve
T.gondii parazitleri ile enfekte edilebildigi ve ardisik pasajlar sonrasinda tiim hticre hatla-
rinda enfeksiyon oranlarinin arttigr gorilmdastir. Trypanosoma cruzive L.tropica parazitle-
ri icin ex vivo kultir yapilmasi potansiyeli en iyi olan hiicre hatlarinin sirasiyla J774, Vero
ve Hela iken; T.gondii icin sirasiyla Hela, 774 ve Vero oldugu gorilmdistdr.
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Sonug olarak, Trypanosoma cruzi, L.tropica ve T.gondii parazitleri J774, Vero ve Hela
hiicre hatlarinda ex vivo kiiltlir ydntemiyle virtilans 6zelliklerini kaybetmeden kisa stirede
ve fazla miktarda olmak Uzere basarili bir sekilde Gretilmistir. Bu bakimdan elde edilen
veriler 1s1ginda ex vivo deney modelleri olusturulmasinin asi, ilag ve yeni tani kitleri gelisti-
rilmesi konularinda yapilacak bircok calismaya katki saglayacagi diisinilmektedir.
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