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Summary

Leyismaniyoz etkenlerine molekiiler yontemlerin uygu-
lanabilmesi eldeki hiicre sayisi ile yakindan ilgilidir. Bu ¢alis-
mada, bilinen populasyon tagima kapasitesinin arttirilmasi ve
maksimum hiicre sayisina erigme stiresinin kisaltilmasi hedef-
lendi. Modifiye Evans bifazik besiyerine ek olarak yalin Ix RP-
MI-1640 besiyerine gesitli kan ve kan tiriinleri katilarak elde
edilen yeni modifiye monofazik besiyerleri hazirlandi. Bu be-
siyerlerine belirli sayida L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-
8) parazitleri ekildi.

Inkiibasyon sonrast hem yalin 1x RPMI-1640 besiyerinde
hem de kan ve kan iiriinlerinin ilavesi ile elde edilen yeni mo-
difive besiyerlerinde, birim hacme diisen parazit sayilarmin,
daha once yapilan ¢alismalardan elde edilen diizeyi asamadik-
lar tespit edildi. Buna karsilik, maksimum hiicre sayisina
erigme siireleri arasinda farkliliklar belirlendi. Buna gore;
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) hiicreleri modifiye
Evans besiyerinde 14., yalin 1x RPMI-1640 besiyerinde 12. ve
insan tam kan lizatinin eklendigi 1x RPMI-1640 besiyerinde ise
dérdiincii giinde maksimum hiicre sayisina eristigi gézlendi.

Ayrica, mitotik indeksi arttirarak tagima kapasitesine da-
ha kisa zamanda erigmek amaciyla fitohemagliitinin (PHA)
denemesi yapuldi. Farkly derigimlerde fitohemagliitinin, yalin
Ix RPMI-1640 besiyerlerine eklendikten sonra L.major (5-
ASKH) ekildi ve belirli zaman araliklariyla birim hacme diisen
hiicre sayilart belirlendi. Yapilan ¢alismaya gére, besiyerine
eklenen mitojen maddenin (PHA) populasyon tasima kapa-
sitesini ve ikilenme siiresini etkilemedigi tespit edildi.
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The molecular methods that can be applied to
Leishmania parasites are directly related with the cell number
that is present. In this study, it was aimed to increase conven-
tional carrying capacity of culture and to decrease the period
to reach the maximum cell number. The medium was prepared
as modified Evans' biphasic medium and as monophasic RP-
MI-1640 with blood or blood products. The determined cell
numbers of L.tropica (K-27) and L.donovani (DD-8) were in-
oculated into these media, seperately.

The Ix RPMI-1640 media of both type, simple and modi-

fied ones did not show any positiveness comparing with the

preliminary studies performed with traditional media.
However, the reaching periods to full capacity happened to be
different. L.tropica (K-27) and L.donovani (DD-8) cells in
Evans' modified medium and simple 1x RPMI-1640 were high-
est in 14th, and enriched 1x RPMI-1640 medium with human
whole blood lysate reached almost the same level after only

four days.

In order to reach the full capacity in minimum period of
time, we tried to have the advantage of higher mitotic index
with phytohaemagglutinin (PHA). The PHA in different con-
centrations were added into simple 1x RPMI 1640 media, then
the media were inoculated with L.major (5-ASKH). Following
the cell numbers throughout the cultivation no positive effect
was detected at all.
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Leyismaniyoz etkenleri; tropikal ve sub-
tropikal bolgelerde yaklasik 15 milyon kisiyi etki-
lemis olup, bunlara her yil 400.000 yeni vaka ek-
lenmektedir (1). Leyismaniyoz, iilkemizin Giiney
Dogu Anadolu bolgesinde epidemik, Cukurova
bolgesinde de endemik olarak bir seyir gdstermek-
tedir (2).
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Promastigotlar icin kullanilan besiyerlerine,
degisik maddelerin katilimiyla {iremenin etkile-
nebildigi bilinmektedir. Tiirkiye'de yapilan L.tropi-
ca ve L.infantum parazitlerinin kiiltiiriinde klasik
NNN besiyerine sigir kani, Nutrient broth'a Fotal
Calf Serum (FCS), RPMI-1640 besiyerine FCS ve
insan idrar1 katilmak suretiyle basar1 saglanmistir
(3-5). Yeni Diinya leyismaniyoz etkenlerinin
tiretildigi Brain Heart Infusion Agar'in ortii sivisina
FCS, hemoglobin, pepton ve hemin katildiginda
promastigotlarin daha olumlu yodnde iiredikleri
goriilmistir (6,7). Cin leyismanya izolatlarinin
kiiltiirti, insan tam kan lizat1 ve Fotal Bovin Serum
(FBS) bulunan Medium 199'da yapilmis ve kan
lizatinin olumlu etkisinden s6z edilmistir (8). Bir
bagka calismada 1x p-Minimal Essential Medium
(ui-MEM), 1x RPMI 1640 ve Dulbeco'nun modi-
fiye Eagle Powder (DME) besiyerlerine ayr1 ayri
FBS ve hemin katilarak, bu besiyerlerine L.dono-
vani ekilmig, birim hacme diisen hiicre sayis1 izlen-
mistir. Besiyerlerine hemin katilmak suretiyle
"populasyon tasima kapasitesi" ve "maksimum
hiicre sayisi"na erisme siiresinin p-MEM'de en
kisa, DME besiyerinde en uzun oldugu bulunmus-
tur (9). Modifiye Evans besiyerine ait ortii sivisina
prolin katildiginda da parazitler ¢ok iyi iireme
gostermislerdir (10,11). 1x Grace's insekt besiyeri-
ne; FBS katilarak bu besiyeri izolasyon i¢in kul-
lanildiginda basarisiz olunmus, ayn1 besiyerine de-
fibrine tavsan tam kani eklenince, Kala-Azar etken-
lerin izolasyonunda biiylik basar1 elde edildigi
bildirilmistir (12). Yapilan bir c¢alismada; FCS
iceren 1x Schneider's Drosophila besiyerinde hem
L.tropica hem de L.major, 7x107 hiicre/ml; L.dono-
vani, 5x107 hiicre/ml (13); FCS igeren 1x RPMI-
1640 ve Nutrient broth besiyerlerinde; L.donovani
sirastyla 2-6x107/ml ve 2.5x107 hiicre/ml (14),
ayn1 sekilde klasik NNN'de 1.5-2.5x107 hiicre/ml
diizeyinde hiicre elde edilmistir (15).

Insan T lenfositleri G, fazinda bulunmaktadr.
In vitro galigmalarda lenfosit kiiltiiriine eklenen fi-
tohemagliitinin (PHA-L), lenfositlerde RNA sen-
tezini stimiile ederek hiicreleri blast hiicrelerine
doniistliriir. Bu madde bir lektindir ve mitojen
olarak kullanilir (16-18).

Sunulan bu c¢aligma ile birim hacim bagina
diisen hiicre sayisini arttirmak ve maksimum hiicre
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sayisina erisme siiresini kisaltmak amaciyla L.trop-
ica (K-27) ile L.donovani (DD-8) parazitleri; modi-
fiye Evans besiyeri ile kan ve kan {irlinlerinin ek-
lendigi 1x RPMI-1640 besiyerlerinde iiretildi.
Ayrica degisik derisimlerde PHA-L igeren yalin 1x
RPMI-1640 besiyerine L.tropica (K-27) hiicreleri
ekildi ve belirli zaman araliklar ile hiicre sayilari
belirlendi.

Gerec ve Yontem

Birim hacme diisen maksimum promastigot
sayisini tespit amaciyla su besiyerleri denendi:

a) Modifiye Evans bifazik besiyeri (10); bak-
teriyolojik pepton, beef ekstrakt, tuz ve agar suda
eritildikten sonra, pH 7'ye ayarlandi. Otoklav son-
rast besiyerine %10 defibrine tavsan tam kani ve
200 pg/ml gentamisin eklendi. Bu besiyeri,
kiltiir tiiplerine 2'ser ml dagitilip yatik olarak
katilastirildi. Uzerine 1 ml izotonik soliisyon ek-
lendi.

b) Yalin 1x RPMI-1640 monofazik besiyeri:
100 ml besiyeri i¢in 10 ml 10x RPMI-1640 (Sigma)
besiyerine steril sartlar altinda 25mM HEPES
(Sigma), 4.76mM NaHCO; (Seromed), %10 FBS
(Seromed), 2mM L-glutamin (Seromed) ve 100
pg/ml gentamisin (Roche) eklenerek pH (7.0)
ayarlandi.

c) %15 tavsan tam kani eklenerek hazirlanan
1x RPMI-1640 besiyeri,

d) %15 tavsan tam kan lizat1 eklenerek hazir-
lanan 1xRPMI-1640 besiyeri,

e) %15 insan tam kan lizati eklenerek hazir-
lanan 1x RPMI-1640 besiyerleri.

Tam kan lizat1 hazirlanmasi amaciyla (10); 10
ml heparinli tam kanin plazmasi santrifiijle (800xg)
ayrildi. Kalan hiicre ¢okeltisi, aym1 hacimdeki izo-
tonik solusyonla ii¢ defa yikamanin ardindan, 10 ml
saf suda ve soguk ortamda tutularak eritrositlerin
parcalanmasi saglandi. Parcalanmayan l6kosit
hiicreleri santrifiijle (1000xg) uzaklastirilarak tam
kan lizat1 elde edildi. Tiim besiyerleri ikiser ml sek-
linde kiiltiir tiiplerine dagitilarak her bir besiyeri
icin ayr1 ayr1 beser tiip serisi hazirlandi. Dr. ALVAR
(Ispanya) ve Dr. STRELKOVA'dan saglanan
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) parazitleri
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belirli sayida bu besiyerlerine ekildi ve belli zaman
araliklari ile maksimum hiicre sayilar1 Thoma lami
ile sayildi.

Fitohemagliitinin'in (PHA-L, Seromed) 1.2
mg'1 5 ml suda ¢6ziildii ve yalin 1x RPMI-1640 be-
siyerinin beser tiipliik serisine sirasiyla 0, 1, 3, 5, 8
ve 15 mg/ml olacak sekilde katildi. Yukarida sozii
edilen arastiricilardan saglanan L.major (5-ASKH)
hiicreleri de bu besiyerlerine belirli sayida ekildi.
Her iki giinde Thoma lami ile sayim yapildi. Her
besiyeri icin elde edilen ortalama maksimum

promastigot sayilari, Bilgisayar SPSS istatistik
programlar1 kullanilarak student t-testi ile
karsilastirildi.

Bulgular

Modifiye Evans bifazik besiyeri (a) ile yalin 1x
RPMI-1640"n kan ve kan iirlinleri eklenmesiyle
hazirlanan modifiye besiyerlerine (b-e) ekilen
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) parazit-
lerinin belli zaman araliklarinda belirlenen ortala-
ma hiicre sayilar1 ve ortalama maksimum hiicre
sayisina erigim siireleri ayr1 ayr1 Tablo 1'de verildi.

Kutan6z leyigsmaniyoz etkeni olan L.tropi-
ca'nin; modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) po-
pulasyon tagima kapasitesine 14., yalin 1x RPMI-
1640 besiyerinde (b) 12.giin, %15 tavsan tam kani
iceren 1x RPMI-1640 (c) besiyerinde sekizinci giin,

MITOJEN VE CESITLI LIZATLARLA MODIFIYE EDILEN BESIYERLERININ PROMASTIGOT TASIMA KAPASITELERI

%15 tavsan tam kan lizat1 iceren 1x RPMI-1640 (d)
besiyerinde altinci giin ve %15 insan tam kan liza-
t1 iceren 1x RPMI-1640 besiyerinde (e) de
dordiincii giin ulastig1 belirlendi.

L.tropica'nin (K-27) besiyeri bilesimine gore
maksimum hiicre sayilarina erisim siireleri farkli
olurken; populasyon tagima kapasiteleri kendi ara-
larinda istatistiki olarak karsilastirildi (Tablo 2).
Modifiye Evans bifazik besiyerinde elde edilen or-
talama maksimum hiicre sayilarinin diger besiyer-
lerine gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goz-
lendi (p<0.001). Modifiye siv1 besiyerlerinde mak-
simum hiicre sayilar1 kendi i¢inde karsilastirildigin-
da ise; tavsan tam kan lizat1 i¢eren besiyerinin (d)
yalin 1x RPMI-1640 besiyerine (b) oranla, 1x RP-
MI-1640 besiyeri (b) ile tavsan tam kan1 eklenen 1x
RPMI-1640 besiyerinin (¢) insan tam kan lizati
iceren 1x RPMI-1640 besiyerine (e) oranla daha
fazla hiicre icerdigi tespit edildi (p<<0.05).

Kala-azar etkeni olan L.donovani (DD-8) ise;
modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) 14.giin,
yalin 1x RPMI-1640 (b) besiyerinde 12.giin, %15
tavsan tam kani i¢ceren 1x RPMI-1640 (c) besi-
yerinde sekizinci glin, %15 tavsan tam kan lizati
iceren 1x RPMI-1640 besiyerinde (d) yedinci giin
ve %15 insan tam kan lizat1 iceren 1x RPMI-1640
(e) besiyerinde ise dordiincii glinde ortalama mak-
simum hiicre sayisina eristigi belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Farkl besiyerlerinin ortalama populasyon tagima kapasiteleri*

L.tropica (K-27) (hiicre/mlIx10©)

L.donovani (DD-8) (hiicre/mlx10°)

(a) (b) (c) (d) (e) () (b) (c) (d) (e)
Mod. RPMI RPMI RPMI RPMI Mod. RPMI RPMI RPMI RPMI
Giin Evans 1640 1640 1640 1640 Evans. 1640 1640 1640 1640
00 00.40 00.20 00.20 00.20 00.20 00.48 00.24 00.24 00.24 00.24
04 13.50 07.50 12.00 19.60 29.25 13.70 03.40 09.60 12.15 28.40
06 16.25 15.15 19.50 31.10 23.50 21.50 10.65 15.70 24.55 15.90
07 22.75 18.05 24.10 24.85 18.85 27.35 13.20 20.45 26.10 14.50
08 27.75 22.10 29.70 19.70 14.90 32.70 18.75 25.55 18.05 12.10
10 38.50 28.30 25.10 09.15 07.55 40.70 25.65 21.25 13.05 09.00
12 42.05 29.30 45.05 28.15
14 43.60 17.55 46.55 16.00
16 22.75 27.85

® Besiyerlerinin siralamasi "Gereg-Yontem"deki siralamanin benzeridir.
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Tablo 2. Farkl1 besiyerlerinin ortalama maksimum promastigot sayilarinin karsilagtirilmasi

L.tropica (K-27)

L.donovani (DD-8)

Besiyeri Adi x£SH (x10) P degeri x+SH (x10°) P degeri
Mod. Evans (a) 43.6+0.54 46.5+0.7
RPMI-1640 (b) 29.3+0.26 P<0.001 28.1+0.95 P<0.001
Mod. Evans (a) 43.6+0.54 46.5+0.7
RPMI-1640 (¢) 29.7+0.32 P<0.001 25.5+¢0.72 P<0.001
Mod. Evans (a) 43.6+0.54 46.5+0.7
RPMI-1640 (d) 31.1+0.6 P<0.001 26.1+0.13 P<0.001
Mod. Evans (a) 43.6+0.54 46.5+0.7
RPMI-1640 (e) 29.0+0.28 P<0.001 28.4+0.64 P<0.001
RPMI-1640 (b) 29.3+0.26 28.140.95
RPMI-1640 (¢) 29.7+0.32 P>0.05 25.5+£0.72 P>0.05
RPMI-1640 (b) 29.3+0.26 28.140.95
RPMI-1640 (d) 31.1+0.6 0.01<P<0.05 26.1+0.13 P>0.05
RPMI-1640 (b) 29.3+0.26 28.140.95
RPMI-1640 (e) 29.0+0.28 0.01<P<0.05 28.4+0.64 P>0.05
RPMI-1640 (c) 29.7+0.32 25.540.72
RPMI-1640 (d) 31.1+0.6 P>0.05 26.1+0.13 P>0.05
RPMI-1640 (d) 31.140.6 26.1+0.13
RPMI-1640 (e) 29.0+0.28 0.01<P<0.05 28.4+0.64 0.01<P<0.05
Not) x:Ortalama maksimum promastigot, SH: Standart hata.
Tablo 3. Mitojen madde (PHA-L) eklenen besiyerlerinin ortalama promastigot sayilari

PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L
Gilin (0 mgml) (1 mg/ml) (3 mg/ml) (5 mg/ml) (8 mg/ml) (15 mg/ml)
00 7.00x10% 7.00x10% 7.00x10% 7.00x10% 7.00x10% 7.00x10%
02 6.00x10° 6.67x10° 6.67x103 8x67x103 6.67x103 8x67x10°
04 4.80x10° 2.07x10° 2.70x10° 1.73x10° 1.67x10° 3.00x10°
06 1.28x107 1.27x107 1.50x107 1.38x107 1.35x107 1.34x107
08 2.46x107 2.46x107 2.29x107 2.38x107 2.04x107 2.30x107
10 2.67x107 2.92x107 2.59x107 2.67x107 2.22x107 2.83x107
12 2.87x107 3.17x107 2.93x107 2.90x107 2.90x107 3.23x107
14 3.08x107 3.30x107 3.17x107 3.12x107 3.13x107 3.20x107
16 1.26x107 1.06x107 1.10x107 1.05x107 1.06x107 1.07x107

L.donovani (DD-8) paraziti ortalama maksi-
mum hiicre sayilarma erigim siiresi besiyerlerine
gore degisirken; populasyon tasima kapasiteleri
kendi aralarinda karsilastirildi (Tablo 2). Modifiye
Evans bifazik besiyerinde elde edilen ortalama
maksimum hiicre sayilari, diger siv1 besiyerlerine
oranla daha fazla bulundu (p<0.05). S1v1 besiyerleri
ortalama maksimum hiicre sayis1 yoniinden kendi
aralarinda karsilastirildiginda; insan tam kan lizati
iceren 1x RPMI-1640 besiyerinin () sadece tavsan

T Klin J Med Sci 1999, 19

tam kani iceren 1x RPMI-1640 besiyerine (c) oran-
la daha fazla hiicre tasidigi belirlendi (p<0.05).

Fitohemaglutinin (PHA-L), hiicre tasima kapa-
sitesine ve bu kapasiteye ulasma zamanina olan
etkisinin arastirildigi calismada, L.major (5-ASKH)
promastigotlari kullanildi (Tablo 3).

Besiyerleri arasinda yapilan istatistiksel
karsilagtirmalara gére bu maddenin ortalama mak-
simum hiicre sayilarma ve bu sayilara erisim

333



Fuat DILMEC ve Ark.

MITOJEN VE CESITLI LIZATLARLA MODIFIYE EDILEN BESIYERLERININ PROMASTIGOT TASIMA KAPASITELERI

Tablo 4. Mitojen iceren besiyerlerinin ortalama maksimum hiicre sayilariin karsilastirilmasi

Besiyeri x£SH (x10) P degeri Besiyeri x+SH (x10°) P degeri
Kontrol 30.8+0.7 1pg/ml 32.6+0.5

Ipg/ml 32.6+0.5 P>0.05 15pg/ml 32.3+0.2 P>0.05
Kontrol 30.8+0.7 3ug/ml 32.6+0.5

3ug/ml 31.7+£0.3 P>0.05 Spg/ml 31.240.7 P>0.05
Kontrol 30.8+0.7 3pg/ml 32.6+0.5

Spg/ml 31.2+0.7 P>0.05 8ug/ml 31.3+0.8 P>0.05
Kontrol 30.8+0.7 3pg/ml 32.6+0.5

8ug/ml 31.3+0.8 P>0.05 15pg/ml 32.340.2 P>0.05
Kontrol 30.8+0.7 Spg/ml 31.2+0.7

15pg/ml 32.3+0.2 P>0.05 8ug/ml 31.340.8 P>0.05
lpg/ml 32.6+0.5 Spg/ml 31.2+0.7

3pug/ml 32.6+0.5 P>0.05 15pg/ml 32.340.2 P>0.05
1pg/ml 32.6+0.5 8ug/ml 31.34£0.8

Sug/ml 31.2+0.7 P>0.05 15pug/ml 32.3+0.2 P>0.05
lpg/ml 32.6+0.5 8ug/ml 31.340.8

8pg/ml 31.3+0.8 P>0.05 15pg/ml 32.340.2 P>0.05

Not) x Ortalama maksimum promastigot sayisi, SH: Standart hata.

stirelerine etki etmedigi belirlendi (P>0.05) (Tablo
4).

Tartisma

Yapilan ¢alismalarda kutandz leyismanoz
etkenlerinin tropikal ve subtropikal bdlgelerde
oldugu kadar (1,15), bolgemizde de endemik ve
epidemik olarak seyrettigi bilinmektedir (2,3).

Molekiiler ¢aligmalarda ¢ok sayida hiicre kul-
lanildigindan, hem yiiksek populasyon tasima ka-
pasitesi, hem de bu kapasiteye erisme siiresinin
miimkiin oldugunca kisa olmasi1 aranan parametre-
lerdir. Daha 6nce yapilan caligmalara gore; 1x RP-
MI-1640 besiyerinde (9,14) en yiiksek hiicre sayis1
2-5x107/ml, Schneider's Drosophila besiyerinde
(13) 5-8x107/ml, klasik NNN'de (15) 1.5-
2.5%107/ml elde edilmistir. Bu ¢alismada; kutandz
etkeni olan L.tropica (K-27) ve kala-azar etkeni
L.donovani (DD-8) promastigotlarinin, besiyer-
lerinde birim hacme diisen maksimum hiicre
sayilarinin daha once yapilan ¢alisma sonuclartyla
benzer, ancak populasyon tagima kapasitesine eris-
me zamanmin farklilik gosterdigi tespit edildi
(Tablo 1). Bu sonug, fazla hiicre gerektiren bir cok
caligma i¢in kiiltiir siiresini kisaltmasi a¢isindan bir
firsattir. Diger yandan, siirenin kisalmasi kontami-
nasyon riskini de azaltmaktadir. Modifiye bifazik
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besiyerinin her iki hiicre igin, sivi besiyerlerine
oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre
artig1 gosterirken; besiyerine eklenen kanlardan ge-
len parazit dig1 antijen ve DNA igermesi yiiziinden
molekiiler ¢aligmalarda uygun bulunmadi (Tablo
2). Caligmaya gore; bazi kan ve kan iiriinleri igeren
stv1 besiyerleri arasinda hiicre sayilar1 yoniinden is-
tatistiki farkliliklar vardir (p<0.05), ancak bunun
farkli ¢evre kosullarindan ileri geldigi disiiniile-
bilir.

Muhtemel kontaminasyonlarin 6niine gecilme-
si ve kiiltiir siiresinin kisaltilmasi, besiyerinin tasi-
ma kapasitesine kisa zamanda erismesi ile
miimkiindiir. Calismada kullanilan L.tropica (K-27)
ve L.donovani (DD-8) referans promastigotlari,
modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) 14.giinde ve
insan tam kan lizat1 igeren 1x RPMI-1640 besiye-
rinde (e) dordiincii giinde en yiiksek hiicre sayisina
eristigi tespit edildi. Diger yandan, kan ve kan
irlinii icermeyen 1x RPMI-1640 besiyerinde (b)
L.tropica ve L.donovani, en yiiksek hiicre sayisina
12.giinde ulastig1 goézlendi. Tablo 1 sonuglarina
bakildiginda, kan ve kan iirlinlerinin katildigr sivi
besiyerlerinde, maksimum hiicre sayisina erisme
zamaninin kisaldig1 goriiliir. Monofazik besiyerinin
bilesimi temelde ayni olmasina karsin, eklenen kan
ve kan triinlerinin elde edildikleri kaynaklara gore,
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maksimum hiicre sayilarina erisme siirelerini
degistirdigini gérmekteyiz. Bu da farkli kaynaklar-
dan alinan kan bilesimlerinin, leyismaniyoz etken-
lerini farkli sekilde etkiledigini gdstermektedir.
Ilaveten, kanin alinmasi ve islenmesi sirasinda
uygulanan yontemlerin muhtemel etkisi de unutul-
mamalidir. Daha once {iilkemizde (3-5) ve yurt
disinda (6,9,10,12) yapilan kiiltiir ¢aligmalarinda;
besiyerlerine prolin, hemin, hemoglobin, sigir ve
insan kan1 gibi bilesenlerin katilmasiyla, kiiltiirde
olumlu sonuglar alindig1 bilinmektedir.

Insan tam kan lizat1; hem kiiltiir siiresini kisalt-
masi, hem de insan 16kosit hiicrelerinden gelen
parazit dist DNA'nin azligindan dolayr DNA'ya
dayali molekiiler ¢aligmalarda kullanilacak mono-
fazik besiyerlerine katilabilir. Ayrica; hiicrelere acil
ihtiyag yoksa maksimum hiicre sayisina erisme
stiresinin uzun oldugu yalin 1x RMPI-1640 ve acil
gereksinim varsa, maksimum hiicre sayisina erisme
stiresinin kisa oldugu insan tam kan lizat1 iceren 1x
RPMI-1640 besiyerinde kiiltiiriin yapilmasi
ongoriilebilir.

Lektinlerin (PHA, PWM gibi), in vitro G,
fazindaki lenfosit hiicrelerinde RNA sentezini
stimiile ederek, lenfosit hiicrelerini lenfoblast du-
rumuna doniistiirdiikleri bilinmektedir. Ozellikle
Fitohemagliitinin (PHA-L), T lenfositlerinin mi-
totik stimiilatorii olarak, besiyerlerine ml'de 5 mg'-
dan az kullanildiginda bu hiicrelerin mitoza stiriik-
lendigi tespit edilmistir (16-18). Buradan yola
cikarak PHA-L'nin promastigotlarin maksimum
hiicre sayisina erigim siirelerine ve populasyonun
tasima kapasitelerine etki edip etmedigi arastirildi.
Ancak PHA'min degisik konsantrasyonlarmin kul-
lanildig1 besiyerlerinde elde edilen ortalama maksi-
mum hiicre sayilari ile kontrol grubu hiicre sayilari
istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, bu mad-
denin promastigot liremesine etki etmedigi belir-
lendi (Tablo 3,4).
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