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FLOW SITOMETRE iLE NOTROFILLERIN OKSIDATIF
PATLAMA AKTIVITESI OLCULEBILIR MI?

Yasemin BUDAK*, Giilbu ISITMANGIL*, Yavuz TAGA**

OZET

Nétrofil fonksiyonlarinin 8lgiim yontemleri olduk¢a zahmetlidir ve standardize edilmeleri zor-
dur. Noétrofil fonksiyonlari flow sitometre yontemleri ile incelenebilmektedir. Bu galigmada
nétrofillerin oksidatif patlama aktivitesi flow sitometre'de modifiye edilmig tekniklerle 8lgiil-
dii. Hiicreler oksidatif patlama i¢in phorbol 12-myristate 13-acetate ile uyarildl. Caligmada
nétrofillerin spontan oksidatif patlama aktivitesi ¢ok diisiik olmasina ragmen, uyarildiktan
sonra 5. dakikada baglayarak ve 15, dakikada %99'a ulagmaktaydi. Fagositoz aktivitesi igin ay-
n1 metot ve Escherichia coli kullanildi. Hiicrelerin %46's1 45. dakikada fagositoz yapmaktay-
d1. Bu galigmadaki bulgularimza gore flow sitometre, oksidatif patlama ve fagositoz gibi n6t-
rofil fonksiyonlarmin Sl¢timiinde kullanilabilecek bir metotdur,
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SUMMARY

Can oxidative burst activity of neutrophils be measured by flow cytonmetry? Measurement of
neutrophil functions are labor intensive and often very diffucult to standardize. In this study
oxidative burst activity of neutrophils has been measured by modified techniques of flow cyto-
metry. We activated the cells with phorbol 12-myristate 13-acetate. This induction causes an
increase in oxidative burst activity which begins at the 5t minute and reaches to %99 percent
at 15t minute. The same method and Escherichia coli was used for phagocytosis activity, We
found that 46% of cells showed phagocytosis activity at the 45th minute. According to these
results, flow cytometry can be used for measurement of oxidative burst activity and phagocy-
tosis of neutrophils.
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GIRIS fer olur. Sonugta olugan superoksid anyon,
hidrojen peroksit (H202) ye spontan olarak
veya superoksid dismutaz enzimi yoluyla
dontistiikten sonra HoO, reaktif oksijen radi-
kallerine doniigiir 13), Spesifik biyokimyasal
metotlar gibi farkli yontemler, notrofil oksi-
datif fonksiyonlarmn lgtimiinde kullanilabi-
lir. Fakat bu metotlar arasinda standardizas-
yon problemi vardir (13), Nétrofil fonksiyon-
larim ¢esitli floresan boyalar: kullanarak
flow sitometre ile dlgmek miimkiindiir (D,
Bu ¢aligmanin amaci notrofillerin oksidatif
patlama aktivitesi ile Escherichia coli (E.
Coli)'yi fagosite etme kapasitesini flow sito-
metre ile tayin etmektir.

Polimorfoniikleer nétrofiller (PMN), infeksi-
yon hastaliklarina karsi nonspesifik hiicresel
immiin cevabin major komponentidir. Has-
taliklardaki PMN fonksiyon bozuklugu kan-
titatif veya kalitatif sebeplere bagh olabilir.
PMN, fagosite ettigi mikroorganizmalara
karg1 oksijen radikalleri ve lizozomal enzim-
ler salarak bakterisid etki ile konak savun-
masinda 6nemli bir rol oynarlar (). Solunum
patlamas1 bakterisid etkilerde dnemlidir ve
indirgenmisg nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz, fagositik hiicrele-
rin solunum patlama reaksiyonunda kilit en-
zimdir (14, Bu enzim stimiile oldugu za-
man elektronlar NADPH'dan oksijene trans-
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sinin aragtirilmasinda degerli olabilecegini
one slirmiiglerdir (7,

Bass ve ark. (D PMN'nin oksidatif patlamasi-
n1 moniterize etmek amaciyla flow sitomet-
ride tek hiicre analizini kantitatif olarak ger-
ceklestirmislerdir. Normal nétrofiller, diklo-
rofloresein diasetat ile inkiibe edildikten
sonra, 2',7'-diklorofluoresein (DCFH)'e hid-
rolize olmus ve phorbol myristate acetate ile
membran stimiilasyonuna dereceli bir cevap
olarak PMN'nin oksidatif {irlinii ortaya ¢ik-
mugtir. Smith ve ark. 13) oksidatif prob ola-
rak diklorofluoresein diasetat (DCFH-DA)
ve dihidrorodamin 123 (DHR) kullanmak
suretiyle flow sitometre'de opsonize zymo-
san veya phorbol myristate acetate ile notro-
fillerde oksidatif patlamay1 aragtirmiglar ve
bu metodun, oksidatif aktivitelerin 6l¢limii
icin ¢ok duyarli bir teknik oldugunu bildir-
mislerdir.

Richardson ve ark. (1) bir ¢aligmalarinda
flow sitometrik analiz ile nitroblue tetrazoli-
um (NBT) testini mukayese etmigler ve
DHR'nin substrat olarak kullamldig1 ve tam
kanda yapilan flow sitometrik analiz ile,
konvansiyonel bir yontem olan NBT testi
arasinda bir korelasyon tespit etmiglerdir.
Vuorte ve ark. (9 flow sitometride DCFH-
oksidasyon deneyini, nétrofillerde oksidatif
patlama aktivitesinin Sl¢iimii igin optimize
ederek notrofil altgruplarini degerlendirmis-
lerdir. Pelt ve ark. ® aktive olmug nétrofil-
lerde oksijen metabolitlerinin diretimini tayin
etmek amaciyla dihidrorodamin 123'iin, flo-
resan bilesik Rodamine 123'e intraselliiler
oksidasyonunu ger¢eklestirmiglerdir. Perti-
carari ve ark, ) PMN'nin ayn1 anda fagosi-
toz ve solunumsal patlama aktivitelerinin 61-
clilmesi amaciyla hizli ve duyarh bir metod
olan iki-renkli flow sitometrik metodu dene-
mislerdir. Fagosite edilen floresan isaretli
Staphylococcus aureus ile stimiile olduktan
sonra oksidatif patlamada olusan nétrofil
irlinleri vasitasiyla Hydroethidine (HE), et-
hidium bromide (EB)'e oksitlenmistir. Flow

sitometrede kirmiz1 EB floresan ile yutulan
floresanli bakterilerin yaydig1 yesil floresan
birlikte 6l¢iilmiigtiir. Floresan siddeti, yutu-
lan bakteri sayisi ile orantili bulunmugtur.
Bu iki-renkli boyanma sayesinde nétrofille-
rin iki farkli fonksiyonu tek basamakta 6lgii-
lebilmistir ), Bizim ¢ahigmamizda oksidatif
patlama, notrofillerin dihidrorodamin 123
(DHR)'in floresan boyasi rodamin 123l ok-
sitleme kapasitesi ile degerlendirildi ve
phorbol myristate acetate ile stimiile olmus
nétrofiller saglikh kigilerde 5 dakika icinde
floresan yaymaya bagladilar. Bu aktivite 15.
dakikada %99 diizeyine kadar ¢ikti. 15 ve
20. dakikalardaki ol¢iimler arasinda anlamb
bir fark bulunamada.

Tiiziin ve ark. (1617 nitrofillerde fagositoz
caligmalar1 yaparak flow sitometrik yonte-
min, gozle sayilmaya gore daha hizli ve da-
ha kantitatif oldugunu 6ne siirmiiglerdir. Bi-
zim ¢alismamizda flow sitometre ile hiicre-
lerin %46's1un 45. dakikada fagositoz yapti-
&1 tespit edildi.

Sonug olarak bu ¢aligmadaki bulgularimiza
gore flow sitometre, oksidatif patlama ve fa-
gositoz gibi notrofil fonksiyonlarinin &lgii-
miinde kullanilabilecek objektif ve hizli bir
metotdur.
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