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Plasmodium vivax-in in vitro kultivasiyasinda fiziki amillarin rolu

Xulasa

Ucgiinlik malyariya toradicisi olan P.vivax genis cografi orazids yayilib, hor il 80 milyona
godor insanin yoluxmasina sobab olur. Xastalik toradicisinin in vitro fasilosiz kulturasinin
alimmamas1 bu malyariya ndviino qars1 effektli miibarizo aparilmasini, vaksin hazirlanmasini
gatinlogdirir. P.vivax-in miirakkob bioloji xususiyyatlori onun uzunmiiddatli kulturasinin alinmasina
angal toéradir. Bu plazmodium névunun fasilosiz kultivasiyas: tiglin halalik standart protokol
movcud deyildir. P.vivax-in fasilasiz kulturasinin alinmamasi sobablorindon biri kimi merozoitlarin
sahib hiiceyrays daxil ola bilmamasi gostarilir. Todqgigatcilarin fikrina géra P.vivax-in kulturasinin
standartlagdirilmasi ti¢iin bir ¢ox aspektlor nazordon kegirilmolidir.

Mogaloda tcginlik malyariya toradicisinin (Plasmodium vivax) in vitro fasilosiz kulturasinin
alinmasi ti¢iin vacib olan miixtalif fiziki faktorlar arasdirilir. Parazit monbayinin diizgun secilmasi,
gan ndmunolorinin saxlanmasi soraiti, gaz torkibi, temperatur P.vivax-in in vitro uzunmiddatli
kulturasi igiin shamiyyatli ola bilacok amillor sirasindadir. Digor bir sual parazitin in vitro inkisafi
Ucln statik vo ya dinamik kultura soraitinin se¢ilmasu ilo baghidir. Boazi arasdirmacilar P.vivax t¢ln
bu 2 kultura sistemindoan novbali olaraq istifads etmislor.

Acar sozlar: malyariya, P.vivax, fasilasiz kultura, parazit manbayi, izolyat, statik va dinamik
kultura
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The Role of Physical Factors in the Cultivation of Plasmodium Vivax in Vitro

Abstract

P.vivax spreads over a wide geographic area, infecting up to 80 million people each year. The
absence of a long-term culture of the pathogen in vitro makes it difficult to effectively control this
type of malaria and create a vaccine. The complex biological characteristics of P.vivax prevent its
long-term culture. There is currently no standard protocol for the continuous cultivation of this
plasmodium species. One of the reasons for not obtaining continuous culture of P.vivax is the
inability of merozoites to enter the host cell. According to the researchers, many aspects should be
considered in order to standardize the culture of P.vivax.

This article discusses various physical factors that are important for obtaining in vitro a
continuous culture of the causative agent of malaria tertiana (Plasmodium vivax). Proper choice of
parasite source, blood sample storage conditions, static or dynamic culture system, temperature are
some of the factors that may be important for continuous culture of P.vivax in vitro. Another
question concerns the selection of static or dynamic culture conditions for in vitro development of
the parasite. Some researchers have alternately used these 2 culture systems for P.vivax.

Keywords: malaria, P.vivax, continuous culture, source of parasites, isolate, static and dynamic
culture

Giris

Hor il 80 milyona godor insan iiggiinliik malyariyanin toradicisi olan P.vivax-la yoluxur vo
dinya ictimaiyyati bu xostaliklo yoluxanlarin saymnin artmasina gors ¢ox narahatdir. Xoastaliyin
torodicisine qarsi vaksin hazirlanmasi bu giin homiso oldugundan daha aktualdir. 1980-ci illarin
ovvallorindo malyariyaya qarst vaksin hazirlanmasi iizro islor demok olar ki, an ¢ox yayilmis vo
daha cox letal sonlugla naticalonan tropik malyariya toéradicisi P.falciparum-la mohdudlasirdi,
P.vivax mioyyan godor diggotdon konarda qalmisdi. Uggiinliik malyariya iso todricon diinyanim
subtropik va tropik cografi zonalarina yayilaraq parazitin forgli ekoloji vo iglim soraitinds yasaya
bilmasins imkan yaradan ¢oxsayli adaptasiyalar qazanmaqdadir.
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2002 vo 2005-ci illords yalniz P.vivax-a hasr olunmus iki beynalxalq konfrans kegirilmisdi.
UST-n konsultasiyalar komitesinda digget morkazinds duran osas mesalo P.vivax-a qarsi vaksin
yaradilmast olmusdur. Son 15 ildo P.vivax genomunun sekvenizasiyasi layihosinin islonib
hazirlanmasi ilo bagli miioyyan islor goriilmiisdii (Carlton, Adams, Silva, 2008, p. 757-763). BMGF
(Bill & Melinda Gates Foundation) va onlarmn partnyorlart — MVI (Malaria Vaccine Initiative) vo
digor maliyyalosdirici toskilatlar malyariyanin lagvi ilo baglh strateji planin hayata kecirilmasinda
cox maraqlidirlar (Galinski, Barnwell, 2008, p. 9).

2007-ci ilin oktyabrinda Bill vo Melinda Gates taninmis niifuzlu malyariologlari, bu problemla
mosgul olan toskilatlarin niimayondslorini yigaraq onlarin qarsisinda 6z moagsadlorini bayan
etmislor. Magsad sadoco malyariya ilo mibarizo yox, onun birdafalik logvi idi. Malyariyanin logvi
tokco on tohliikali ndv olan P.falciparum-a deyil, buttin digor ndvlors aid idi.

1976-c1 ildo Trager, Jensen torofindon P.falciparum-un fasilosiz kulturasinin alinmasi tig¢iin
islonib hazirlanmis sistem malyariyaya qarsi miibarizo mistovisinds parazitlorin biologiyasinin
Oyranilmasi baximindan boyiik ugurlar vad edirdi. P.vivax-in bu metodun komayilo laboratoriya
soraitino gatirilmasi tiggiinliilk malyariyayanin kimyavi terapiyasi sahasinds galocok arasdirmalara
boyuk tohfalar vers bilordi. Trager-Jensen metodunun kdémayils bazi primat malyariyasi novlarinin
kulturasi aparilsa da P.vivax Ugun bu metod yetorli olmamisdir. P.vivax-a miiayyan godor yaxin olan
meymun malyariyasi toradicisi P.cynomolgi-ni bu metodun kémayila in vitro kultura soraitinds
uzun muddat saxlamaq miimkiin olmusdu.

Tadgiqat

P.vivax-in in vitro fasilosiz kulturasinin alinmamasi parazitin biologiyasinin, patofiziolo-
giyasinin dyranilmasina, bu tropik Xxastoliya garsi miibarizo Uglin vaksin, yeni dorman preparatlari,
diagnostika vasitalori hazirlanmasina oangal toéradir (Alonso, Brown, Arevalo-Herrera, 2011,
e1000406). Ucgiinlik malyariya toradicisinin uzunmiiddatli kulturasinin alinmasi istiqgamotinda
islor durmadan aparilir vo P.vivax-in in vitro kultivasiya soraitinin optimallasdirilmasi
todqiqatgilarin garsisinda duran asas vazifalordon biridir. Kulturanin alinmamasi sobablarindon biri
do Xastolordon tacrid edilmis izolyatlarda parazit kiitlosinin olduqca az olmasidir. Buna goéra do
parazit monbayinin toradicinin kultura soraitino adaptasiyasinda no kimi rol oynadigin
aydinlasdirmagq ticiin bir sira tadqiqatlar aparilmisdir.

Bermudez vo homkarlarinin goldiyi naticolora g0ro primatlara adaptasiya olunmus P.vivax
stammlarindan istonilon vaxt ¢gunlik malyariya tOrodicisinin kulturasini almaq {igiin istifado
etmok olar. Meymun hiceyralorino adaptasiya olunmus P.vivax stammlari sahib hiiceyranin
novindon asili olaraq invaziya qabiliyyatini itirmir (Bermudez, Moreno-Perez, Arevalo-Pinzon,
2018, p. 301). Bu arasdirmagilar torofindon aparilan tacriibslords P.vivax-in in vitro kulturasinin
alinmas1 {iglin iki monbadon istifado olunmusdu. Parazitlor insandan vo primatdan tocrid
olunmuslar. Miisahido edilmisdir ki, monbadon asili olmayaraq kulturanin statik soraitdo saxlanil-
mas1 parazitemiyanin artmasina (Shaw-Saliba, Thomson-Luque, Obaldia, 2016, p. e0004870) vo
leykositlorin azalmasina sobob olmusdur. Malumdur Ki, leykositlorin parazit sleyhino fagositar
aktivliyi onlarin invaziyasina tosir edir.

Basqa arasdirmagilarin miigahidosine goro Umumiyystlo bu plazmodium ndvind in vitro
soraitdo 48-72 saatliq inkubasiyadan sonra saxlamaq olduqca g¢atindir (Chotivanich, Silamut,
Udomsangpetch, 2001, pp. 677-80). Qeyd edildiyi kimi P.vivax-la infekto olunmus primatlarin qani
parazitin in vitro uzunmuddatli kultivasiyas1 tiglin asas manba sayila bilor (Mehlotra, Blankenship,
Howes, 2017, p. 442). Aotus meymunlari P.vivax-la infekto olunmus eritrosit donoru kimi istifado
olunsa da, primatlardan alinmis izolyatin kulturasinda da ex vivo 48-72 saatliq inkubasiyadan sonra
yeno eyni naticalor miisahids olunmusdu.

Insandan tocrid olunmus parazitlorin in vitro kulturasini alarkon todgiqatgilar istor kulturanin
davametmo muddati, istarsa do parazitemiya ilo bagl ¢atinliklorlo Uzlogsmislor. Mixtalif izolyatlarin
kulturasinin davametmo muddoti muxtalif olmusdur - 10-30 gundon (Udomsangpetch, Somsri,
Panichakul, 2007, p. 65-9) 85 glina gadar (Panichakul, Sattabongkot, Chotivanich, 2007, p. 1551-7).
P.ivax-in 3 izolyat1 26 ay kulturada saxlanilmig, bu zaman parazitemiya 0,01% toskil etmisdir
(Roobsoong, Tharinjaroen, Rachaphaew, 2015, p. 297). Kultura soraitindo parazit todricon sahib
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hliceyraya daxil olma gabiliyyatini itirir ki, bunun sababi indiys godor aydin deyil. Todgiqatlar
gOstormisdir ki, P.vivax-in har izolyatimin in vitro kulturada adaptasiyasi ilo bagli 6z spesifik
xarakteristikas1 var. Buna goro do onlarin invaziya qabiliyyati, ¢oxalma sirati vo parazitemiya
faizlori forglidir.

Tocrid olunmus tiggiinlilk malyariya toradicilorinin in vitro kultura soraitino adaptasiyasi vo
kulturada sonraki inkisafina homg¢inin xastadon ganin alinib islonmasi metodu va gan nimunalarinin
saxlanmasi (Thomson-Luque, Shaw Saliba, Kocken, 2017, p. 921-4). da tasir edir. Qan gotirmok
tictin uygunlasdirilmis laboratoriya gablarinda standartlar hals ki, yoxdur. Laboratoriya gablarinda
heparin litium, natrium sitrat istifado olunur, EDTA-nin istifadasi iso arzuolunmazdir (Russell,
Suwanarusk, Malleret, 2012, p. 1063-70). EDTA-nin vo hatta heparin litiumun da merozoitlorin
invaziyasin1 bloklamasi1 faktt molumdur (Kobayashi, Takano, Takemae, 2013, p. 3178). Qanin
saxlanma middoti, dasinma temperaturu vo s. bu kimi faktorlar da nozors alinmalidir (Thomson-
Luque, Adams, Kocken, 2019, p. 344).

P.vivax-in in vitro inkisafina neqativ tosir edon faktorlarin Gyranilmasi gindslikds duran
mosalalordandir. /n vivo soraitde gan ddvrami ilo daim yuyulub uzaqlasdirilan toksiki araliq
maddalarin in vitro kulturada plazmodiumlarin inkisafini1 bloklamaq ehtimali mévcuddur.

Kriokonservasiya prosesinin vo middatinin tiggunlik malyariya téradicilorinin kulturada inkisa-
fina tosirini arasdiran todqiqatgilarin goldiyi  noticalora goro bir nego gunlik (Mehlotra,
Blankenship, Howes, 2017, p. 442) va bir negs illik (Noulin, Borlon, van den Eede, 2012, e40798)
kriokonservasiyaya moruz qoyulmus parazitlor kulturada 6z hoyat foaliyyatini vo invaziya
gabiliyyatini saxlaya bilirlor.

Malyariya plazmodiumlarinin in vitro inkisafina miixtolif kultivasiya soraitlorinin tosiri
Oyronilmigdir. Boazi todgiqatgilar statik, bazilori dinamik kultura soraitine Ustlnlik verir (Shaw-
Saliba, Thomson-Luque, Obaldia, 2016, e0004870), (Thomson-Luque, Adams, Kocken, 2019, p.
344). Kultivasiya zamani temperatur, baslangic parazitemiya faizi, ilkin hematokrit, gqaz torkibi
nozors alinmahidir. Bir ¢ox islordo bu kimi faktorlar vo onlarin miixtalif modifikasiyalari nazara
alinsa da standart kultura soraiti yaratmaq miimkiin olmamisdir.

Zhou va digarlori (Zhou, Hu, 1991, p. 258-60) apardiqlar1 todgigatda P.vivax-in miixtalif kultura
soraitlorinds eritrositar sizoqoniyasi izlonilmisdi. Pambiq tixacla baglanan sinaq siisolorinda
suspenzion kulturada parazitlor inkisaf etmomislor. Vintli qapaqli sinaq siisolorindoki suspenzion
kulturada vo samli eksikatorda statik kulturada 2 tsikl sizoqoniya getmisdi. P.vivax-in statik soraitdo
oksigenin muxtalif nisbatlorinds inkisafini yronmis vo askara c¢ixarmislar ki, oksigenin algaq
nisbatlori (5-10%) P.vivax-in 2 izolyat1 {i¢iin daha uygundur. Onlar homginin miisahido etmislor ki,
eyni kultivasiya soraitinds 2 izolyatin inkisafi arasinda forglor movcuddur. Bu, P.vivax-in in vitro
uzunmiddotli kulturasinin alinmasinda izolyatlarin secilmasinin do xiisusi rol oynadigi anlamina
galir.

Parazitlorin in vitro kulturasinda kontaminasiya riskini aradan qaldirmagq {igiin alavs edilon bozi
antibiotiklorin (gentamisin vo ya penisillin/streptomisin) muxtslif plazmodium stammlarinin vo
izolyatlarin kultura miihitina adaptasiyasina monfi tasir etdiyi malumdur (Krugliak, 1987, p. 1253-
7).

P.falciparum kulturas: ii¢iin ¢ox ugurlu olan Petri gablar1 vo samdan ibarat sistem P.vivax ¢in
gonastbaxs deyil. Norbert Lanners torofindon aparilan todqgigatda (Norbert Lanners, 1992, pp. 699-
701) splenektomiyaya moruz qoyulmus Boliviya meymunlari (Saimiri sciureus boliviensis) P.vivax-
in Chesson stammi ilo yoluxdurulmusdur. Sonra infekto olunmus meymun qani niimunasi
retikulositlorlo zonginlasdirilmis saglam insan eritrositlari ilo birlikds in vitro soraitdo kultivasiya
olunmusdur. Parazitemiya kulturada 3%-o godor yiksoldikdo gametositlor nozaro carpmis, lakin
sayllmamisdi. Tadgiqgatda retikulosit vo cavan eritrositlorlo zonginlasdirilmis saglam insan gqanindan
(Duffy-positive), HEPES, RPMI-1640, NaHCO3 vo 5% insan gan zordabindan (AB) istifado
olunmusdu (pH 7,2). Kulturanin saxlanilma soraiti kimi dinamik sistem se¢ilmisdi. 3 mil-lik kultura
qab1 37°C-ds inkubatora yerlosdirilmis, i¢indo gidali miihit olan rezervuar iso Kigik soyuducuda
togribon 0°C-do saxlanilmis vo xususi nasosun kdmoyilo kulturaya qidali miihit kogiirtilmiisdii.
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Kulturada gidali miihitin tam yenilonmasi hor 2 saatdan bir bas vermisdi. Kulturada qaz torkibi
3%C02, 5%02, 92% Na-don ibarot olmusdu. 3% hematokrit vo toxminon 1% parazitemiyada
passajlar hayata kegirilmisdi. Kulturanin vaziyyatini 0yronmok ii¢iin nazik yaxmalar hazirlayib
Gimza Usulu ilo boyamuslar. iki niiveli hiiceyralorin varligi sizoqoniyanin basladigindan xobor
verirdi. Azsayl iiziik formali trofozoitlor miisahido edilmisdi ki, bu da eritrositlorin reinvaziyasi
demok idi. Belo aydin olmusdu Ki, mohz saglam insan eritrositlori alave olundugdan sonsra
kulturada plazmodiumlarin vaziyystindo mioayyan canlanma bas vermisdi. Bu tadgiqatlarin
naticasina gora dinamik sistem va retikulositlor P.vivax kulturas: ii¢iin daha gonastboxsdir. Lakin
P.vivax-in inkisafi meymun eritrositlorinds ylksok parazitemiya faizi ilo forglonmomisdir. Yalniz
insan eritrositlorinin kulturaya slavasindon sonra cavan sizontlar goriinmays baslamis vo parazitlor
reinvaziyaya qabil olmuslar.

Natica

Ucglinlik malyariya torodicisi olan P.vivax-m in vitro inkisafina neqativ tosir edon faktorlarin
oyronilmasi giindalikds duran mosalalordondir. /n vivo soraitde gan dévram ilo daim yuyulub
uzaqlasdirilan toksiki araliq maddolorin in vitro kulturada plazmodiumlarin inkisafin1 bloklamaq
ehtimali mévcuddur. Bu saboabdoan da parazitin in vitro fasilasiz inkisafini tamin eds bilocok optimal
kultura soraitinin yaradilmasi tigiin miixtalif fiziki faktorlarin arasdirilmasi boyiik shamiyyot kasb
edir. Galacak tadgigatlarda tggiinlik malyariya téradicisinin in vitro fasilesiz kulturasinin alinmasi
ucun hamginin bioloji aktiv birlogsmalarin rolu dyranilmali; gan zardabinin manbayi, konsentrasiyasi
doagiq tayin edlmali; P.vivax-in in vitro inkisafi ti¢iin statik yaxud dinamik kultura soraitinin daha
olverisli oldugu miiayyanlosdirilmalidir.
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