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Koyun Orijinli Polimorf Niikleer Lokositlerde 7oxoplasma gondii’ye
Karsi1 Sekillenen Hiicre Disi Tuzagin Kantitatif Analizinde Picogreen

ve Sytox Orange Boyalarmin Karsilastirilmasi

Comparison of Picogreen and Sytox Orange Stains in Quantitative Analysis of Extracellular
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Trap Formed against 7oxoplasma gondii in Polymorphonuclear Leukocytes from Sheep
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Amag: Bu calismada in vitro sekillenen hiicre disi tuzak yapilarinin omurgasini olusturan DNA'nin kantitatif dlciminde iki ekstraselltler DNA boyasinin
(Sytox orange ve Picogreen) etkinliginin karsilastirlmasi amaglanmistir. Bu amagla koyun polimorf nikleer I8kosit (PMN)-Toxoplasma gondii takizoit
kiltlri model olarak alinmistir.

Yéntemler: Calisma kapsaminda koyunlardan izole edilen PMN ve T. gondii takizoitleri farkli strelerde (30, 60, 90 ve 120 dakika) inkibe edilmis ve
reaksiyon sonucunda aciga cikan ekstraselltler DNA iki farkli boya ile boyanarak él¢tlmustar.

Bulgular: Calisma sonucunda 30 dakikalik inkubasyon disindaki (p=0,014) inkubasyon surelerinde agiga ¢ikan DNA'nin él¢imi bakimindan iki boya
arasinda istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,05).

Sonug: |ki boya arasinda 30. dakikadaki boyanma farkliligi dnemli bulunmustur. Bu durumun sebebinin kullanilan boyaya ait boyama 6zelligi ile ilgili
olabilecegi distinulmustir. In vitro netosis calisan arastiricilarin kisa streli inkubasyon sonucunda sekillenen ekstraselliler DNA'nin kantitatif analizinde
iki farkl boya kullanmalari énerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre disi tuzak olusumu, nétrofil 18kosit, Picogreen, Sytox Orange
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ABSTRACT

Objective: The present study aimed to compare the effectiveness of two extracellular DNA dyes (Sytox Orange and PicoGreen) in quantitative
measurement of the DNA that forms the backbone of the extracellular trap structures in vitro. Toward this aim, the co-culture of polymorphonuclear
leucocytes (PMNs) and Toxoplasma gondii tachyzoites isolated from sheep was selected as model.

Methods: T. gondii tachyzoites and PMNs isolated from the sheep were incubated for varied durations (30, 60, 90 and 120 min); the extracellular DNA
released following this incubation was stained using two different dyes.

Results: In the present study, no statistical significant difference was observed between the two extracellular DNA dyes with regard to the measure-
ment of extracellular DNA released for all the incubation durations (p>0.05), except for the 30-min incubation (p=0.014).

Conclusion: There was a statistically significant difference at 30 min incubation time. This difference may be attributed to the staining properties of the
dye. Researchers studying in vitro netosis are recommended to use two different extracellular DNA dyes for the quantitative analysis of extracellular
DNA formed during short-term incubation.
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GiRiS (ookist icinde) olmak Uzere Ug farkl enfektif yagsam formuna
sahiptir (1). Heteroksen gelisme gdsteren T. gondii'nin yasam
cemberinde Felidae ailesi son konak, son konadi da kapsa-
ma gondii; takizoit, bradizoit (doku kisti icinde) ve sporozoit  yan pek cok omurgali canli arakonaktir (1, 2).

Zorunlu hiicre ici yasayan parazitik protozoon olan Toxoplas-
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Cok hicreli canlilar evrimleri stirecinde, mikroorganizmalarin yol
actigi enfeksiyonlardan korunmak, vicutlarinda cesitli sebeple-
re bagdl hasar gérmis ya da nekroze olmus hicrelerden arinmak
icin cesitli savunma mekanizmalari gelistirmistir (3, 4). Bunlardan
birisi ilk koruyucu tepkiyi olusturan, hizla gelisen ancak patojene
6zgulligu olmayan dogal bagisiklik, digeri ise olaya daha geg
katilan ancak, etken 6zgulligu olan ve etkin savunma saglayan
kazanilmis bagisikliktir (5).

Vicuda mikroorganizmalarin girmesini engelleyen dogal bagisik-
lik sisteminin fiziksel bariyerleri organizmanin ilk savunma hattini
olusturur (3). Burunda yer alan killar, dig ortama agik solunum ve
Ureme sisteminden salgilanan mukus, dis kulak kanalinda Ureti-
len salgi ile epitel hiicreler arasinda teskil etmis siki baglantilar
patojenin vicuda girmesini engellemek icin fiziksel bir bariyer
gorevi gorlr (3, 6). Bu fiziksel bariyerlere ek olarak ter, tukarik
ve gozyasinda bulunan enzimler, mide ve vaginadaki asit ortam,
sindirim kanalindaki hidrolitik enzimler patojenlerle savasta ilk sa-
vunma hattinin kimyasal bilegenlerini olusturur (6). Patojenler bu
ilk savunma hattini atlatmayi basardiginda devreye giren ikinci
savunma hatti olan hlcresel savunma, fagositoz ve antimikrobiyal
proteinlerinin aktivitesiyle patojenle miicadele eder (6).

Granulositler olarak da adlandirilan ve parcali ¢cekirdege sahip
olan polimorf nikleer I6kositler (PMN) g farkh hicre grubunu
barindinr; nétrofil, eozinofil ve bazofil. insan ve diger memelilerin
kan dolagiminda en fazla oranda bulunan nétrofiller (%60-70) yan-
gl bolgesine ilk ulagsan hiicrelerdir. Bu hicreler akut enfeksiyon
esnasinda patojene kargl konakta sekillenen ilk yanitta dnemli rol
oynar (7-9). Nétrofillerde patojene karsi Ug farkl yanit sekillenir;
fagositoz, degranllasyon ve hiicre digi tuzak geligsimi (10, 11).

Hucre digi tuzak olusumu, organizmaya giren patojenlere karsi ve
otoyangisal durumlarda gelismekte ve hlcreye ait DNA, histon-
lar, graniler proteazlar, diger sitoplazmik ve nikleer proteinleri
katildigi dogal bagisiklik mekanizmasidir (10, 12). Nétrofiller do-
lagimda en bol bulunan |dkositler oldugundan bu aktivite daha
cok nétrofillerle dzlestirilmis olsa da, mast hiicreleri, eozinofil ve
makrofaj gibi badisiklik sistemi hiicrelerinde de hiicre digi tuzak
olusumu gdzlenmistir (13-15). Hicre disi tuzak gelisimi yéninde
aktive olan nétrofillerde cekirdek, graniler icerik ve sitoplazma
birbiriyle kangir (10). Daha sonra hicre membrani pargalanarak
bulutumsu bir gériinime sahip hiicre digi tuzak yapilan sekille-
nir (12, 16, 17). Granuler icerikler tagiyan hiicre disi tuzak yapilar,
enfeksiyon bdlgesindeki patojenlerin vicutta yayilmasini engel-
lemekte ve antimikrobiyal etki gdstermektedir (12, 15).

Deneysel olarak in vitro ortamda sekillenen hicre digi tuzaklar
taramali elektron mikroskobu (SEM) ve floresans mikroskobu ile
gorulebilmektedir (10, 18). Ancak hiicre digi tuzaklarnin elektron
mikroskobu ile incelenmesinde bunlarin fibrin iplikgiklerinden
ayirt edilmesi oldukga guctir. Bunun yani sira histonlar, myelo-
peroksidaz ve kromatin iplikgcikleri gibi hiicre digi tuzak yapilarina
6zgl unsurlar bu mikroskopla ayirt etmek de mimkin olmamak-
tadir. Floresans mikroskop hiicre digi tuzaklarin kalitatif analizinde
basariyla kullaniimaktadir. Bu amacla kullanilan floresans boyalar
DNA'ya baglanabildiklerinden hicrenin kromatinini dolayisiyla
cekirdegini gorinir hale getirirler (3). Ayni zamanda histonlar,
MPO ve elastaz gibi unsurlar ilgili floresans isaretli antikorlar ile
boyanarak tespit edilebilir. In vitro ortamda sekillenen hicre digi

tuzaklarin kantitatif analizinde ise florometre ve flow sitometre
kullanilabilir. Bu cihazlar ézel floresans boya ile boyanmis protein,
RNA ve DNA konsantrasyonundaki floresans igimayi dlcer.

Hicre digi tuzak gelisimi Uzerine ¢alisan arastinicilarin in vitro
deneylerde sekillenen netosis esnasinda gelisen tuzaklarin kan-
titatif analizinde farkli DNA boyalan kullandiklar gérilmektedir
(19-32). Konuyla iligkin literatlirde hiicre digi tuzaklann kantitatif
analizinde kullanilan bu boyalarin etkinliginin karsilastinldigi ya-
yina rastlanmamustir. Bu calismada model olarak in vitro ortamda
T. gondii takizoitleri ile inkube edilen koyun PMN'inde gelisen
hiicre disi tuzak yapilan secilmistir. Bu modelde ekstraselluler
DNA'nin kantitatif analizi i¢in kullanilan iki farkli floresans boyanin
(Sytox Orange ve Picogreen) boyama etkinliginin karsilastinimasi
amaclanmistir.

YONTEMLER

Polimorf niikleer I8kositlerin izolasyonu

Calisma esnasinda koyunlara yapilan uygulamalar igin Kirk-
kale Universitesi Yerel Etik Kurulu'ndan gerekli izin alinmigtir
(02.02.2016 tarih ve 16/07 sayr). PMN'in izolasyonu amaciyla klinik
olarak saglikli gériinen 1 yas Gzeri koyunlarin (n=5) Vena jugu-
laris'inden uslline uygun sekilde EDTA'lI kan tuplerine kan or-
nekleri alinmig, % 0,2'lik PBS-EDTA solisyonu ile kanstirildiktan
sonra Biocoll solusyonu kullanilarak tabakalandirimistir. 22 °C'de
800xg hizda 35 dk slreyle santrifij sonrasi elde edilen PMN ara-
sindaki eritrositler hemolize edilmis, ozmotik dengeyi dizenle-
yebilmek icin 3 mL HBSS (10x) ilave edilerek santrifij edilmistir (4
°C, 400xg, 10 dk). Neubauer hiicre sayim kamarasi ile elde edilen
hicreler sayilmis ve RPMI-1640 kullanilarak 1 ml'lik hacimde 10¢
PMN olacak sekilde sulandirmistir. Elde edilen PMN'in canlihid
trypan blue solusyonu ile izole edilen PMN i¢inde nétrofil orani
ise Diff Quick boya solusyonu ile tespit edilmistir.

Toxoplasma gondii takizoitleri

T. gondii Rh susuna ait takizoitler Turkiye Halk Saghgi Kurumu'n-
dan elde edilmistir. Solisyonundaki takizoit sayisini belirlemek
icin Neubauer sayim kamarasi kullaniimis ve mL'de 10° takizoit
olacak sekilde RPMI-1640 kullanilarak sulandirmigtir.

PMN ve takizoitlerin in vitro kiiltliriinin yapilmasi

PMN ile takizoit suspansiyonu 1:1 oraninda steril reaksiyon tlpu
icinde alinmistir. Calismada pozitif kontrol olarak Zymosan ile
aktive edilen PMN, negatif kontrol olarak da herhangi bir kim-
yasalla kargilasmamig PMN kullaniimistir. Calismada deney grup-
lar reaksiyon tipleri ile negatif ve pozitif kontrol érekleri 37°C
sicaklikta %5 CO, iceren steril inkiibatore alinmig ve 30, 60, 90 ve
120 dk sureyle inkube edilmistir.

Ekstraselliiler DNA'nin boyanmasi ve kantitatif dl¢iimii

Koyun PMN'i ve takizoit kiltirlerinin (1:1 oranda) her bir inkibas-
yon slresinin bitiminde reaksiyon tiplerine MNase (5 U) eklen-
mis ve 15 dk stireyle ayni kosullarda inkibatérde tutulmustur. Bu
stire sonunda reaksiyon tipleri santrifij edilmistir (4 °C, 300xg, 7
dk). Santrifljj sonrasinda her bir reaksiyon tipindeki stipernatant
96'lik immunpleytin kuyucuklarina aktanlmistir. Her bir reaksiyon
tuplnden cift kuyucuk caligilmigtir

inkubasyon esnasinda acida cikan ekstraselliler DNA'nin kanti-
tatif 8lgimi icin kuyucuklardan birine Sytox orange boya solUs-
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yonu, diger kuyucuga ise Picogreen boya sollsyonu eklenmistir.
Pleyt 10 dk streyle 15tk gdrmeyecek ortamda inkiibe edildikten
sonra florometreye yerlestirilmis ve 355/460-485/538 excitation/
emmision araliginda okutulmusgtur. Bu caligma farkli zamanda beg
kez tekrarlanmistir.

istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen veriler tanimlayici istatistiksel
metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran,
minimum, maksimum) ile degerlendirilmistir. Hesaplamalar icin
The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Win-
dows, version 21 (IBM Corp.; Armonk, NY, ABD) istatistik paket
programi ve NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanilmistir. Normal dagilim
gbstermeyen parametrelerin iki grup kargilagtirmalarinda Mann
Whitney U test, lg ve Uzeri grup karsilastirmalarinda ise Krus-
kall Wallis test kullanilmistir. Normal dagilim géstermeyen para-
metrelerin takiplerinin incelenmesinde de Friedman test ve ikili
karsilagtirmalarinda Wilcoxon Signed Ranks test kullaniimistir.
P degerinin <0,05 oldudu sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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Sekil 1. Koyun PMN'i-T. gondii takizoit kiltdrinin cesitli
strelerde inkubasyonu esnasinda agiga cikan ekstraselliler
DNA'nin Picogreen ve Sytox Orange boya solusyonu ile
boyanmasi takininde florometre ile kantitatif olcimi (AU:
Arbitrary Unit).

BULGULAR

Koyunlara ait kan 6rneklerinen izole edilen PMN'in %95 oraninda
canl oldugu gtk mikroskobik muayene ile tespit edilmistir. Koyu
mavi renkte boyanmis parcali cekirdege sahip nétrofillerin izole
edilen PMN stogunda yogun oldugu (%97) belirlenmistir.

iki farkli ekstraselliler DNA boyasinin etkinligini belirlemek
amaciyla model olarak secilen koyun PMN'i ile T. gondii takizoit
kultirinde farkli inkubasyon strelerinde (30, 60, 90 ve 120 dk)
sekillenen ekstraselliler DNA miktan Sekil 1'de gérilmektedir.
Calisma sonucunda inkubasyon siresine bagdl (30. dk periyot
hari¢) acida cikan ekstraselliler DNAnin kantitatif dlciminde
iki boyanin etkinligi bakimindan istatistiksel anlamlilik bulun-
mamistir (p>0,05) (Tablo 1). Deneyde PMN: takizoit kiltlrinin
30. dakikasinda agiga ¢ikan DNA miktarinin Sytox orange boya
solusyonu kullanilarak dl¢tldiginde ayni deney sonuglarinin Pi-
cogreen boya solusyonu ile élcimiine gore daha ylksek veriler
elde edilmis, sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlen-
mistir (p=0,014).

TARTISMA

Floresans mikroskopi in vitro gelisen hicre digi tuzaklarin izlen-
mesinde basari ile kullanilmasina ragmen bu tuzak yapilaninin
kantitatif analizinin de yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla ya-
pilan florometrik analiz in vitro hazirlanan enfeksiyoz etken: PMN
kaltdrlerinin inkubasyonunda sekillenen netosis reaksiyonu esna-
sinda hicre digi alana ¢ikan DNA'nin kantitatif dl¢tlmesine da-
yanir. Bu reaksiyonda Picogreen, Sytox orange ve Sytox green
gibi cesitli extraselliler DNA boyalart kullanilmaktadir (21, 26, 30).
Bunlar hiicre digi alana ¢ikmig DNA'ya yiksek affiniteyle bagla-
nabilen, buna karsilik bitinligu bozulmamis hicrede yer alan
DNA'ya baglanamayan nitelikteki boyalardir (33).

Cesitli arastincilar tarafindan in vitro dizayn edilen deneysel ne-
tosis calismalarda sekillenen ekstraselliler DNA miktarinin kan-
titatif dlcimi amaciyla farkli boyalar kullanilmis ve ekstraselltler
boya tercihinde herhangi bir kriter ya da 6zellik belirtilmemistir
(19-32). Bu boyalarindan birisi Picogreen'dir (20, 22, 24, 26, 29).
Guimaraes-Costa ve ark. (20), insandan elde ettikleri PMN'i Le-
ishmania amazonensis promastigotlari ile in vitro kiltire etme-
leri sonucunda ortamda ac¢iga ¢ikan DNA miktarini Picogreen
kullanarak tespit etmistir. Benzer sekilde Leishmania donovani

Tablo 1. Deney gruplarinda Picogreen ve Sytox Orange boya sollsyonu ile boyanan ekstraselliler DNA miktarinin florometre

dlcimlerinden elde edilen sonuglar

inkubasyon siiresi Picogreen Sytox Orange ‘p

30.dk Min-Mak (Medyan) 1,509-3,942 (2,592) 4,036-4,512 (4,2517) 0,014
Ort+Ss 2,659+1,032 4,290+0,193

60.dk Min-Mak (Medyan) 3,969-6,363 (5,101) 4,140-6,586 (4,340) 0,624
Ort+Ss 5,134+1,332 4,712+1,052

90.dk Min-Mak (Medyan) 4,868-6,338(5,908) 4,215-6,379 (4,817) 0,327
Ort+Ss 5,755+0,702 5,166+1,030

120.dk Min-Mak (Medyan) 4,534-7,706 (6,403) 4,555-6,873 (5,455) 0,624
Ort+Ss 6,262+1,566 5,701+0,962

‘Mann Whitney U Test
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promastigotlar ile inkube edilen PMN'de sekillenen netosis re-
aksiyonunda ekstraselliler DNA Picogreen ile belirlenmistir (22).
Keci PMN'i ile inkube edilen Eimeria arloingi sporozoitleri ve
ookistlerine karsi gelisen hiicre digi tuzak yapilari Picogreen ile
boyanarak florometrik olarak dl¢cilmustlr (26). Besnoitia besnoiti
takizoitleri ile inkube edilen sigir orijinli PMN’de gelisen tuzak ya-
pilarindaki hiicre digi DNA da Picogreen boya ile analiz edilmistir
(24). Benzer sekilde Cryptosporidium parvum ookistleri ve sporo-
zoitleri ile in vitro kiltire edilen sigir PMN'inde sekillenen hicre
disi tuzaklarn olusturan temel unsur olan DNA, Picogreen boya ile
boyanarak kantitatif olarak degerlendirilmistir (29).

Diger ekstraselliiler DNA boyalarindan olan Sytox orange ve Sytox
green de in vitro netosis ¢alismalarinda hicre digi tuzaklarin ana
bileseni olan DNA'nin kantitatif belirlenmesinde kullanilmaktadir
(21, 30). Bu iki DNA boyasi nikleik asitlere oldukca affinite goster-
mekte, sadece plazma membrani yirtilmig hiicreleri boyamaktadir.
Eimeria bovis’e ait sporozoitler, sigirdan izole edilen PMN ile in
vitro ortamda karsilastinimig ve sekillenen ekstraselliler DNA, Sy-
tox orange kullanilarak florometrik olarak él¢tlmusgtir (21). In vitro
inkube edilen kdpek orijinli PMN'de Neospora caninum takizoit-
lerin tetikledigi hiicre disi tuzak yapilanindaki ekstraselliler DNA
miktarinin kantitatif analizi Sytox green ile yapilmistir (30).

Toxoplasma gondii'nin in vitro inkube edilen farkli canlilara ait
PMN'lerde hiicre digi tuzak gelisimini tetiklemektedir (23, 28, 32).
Fare, insan ve foktan izole edilen PMN'de T. gondii'ye karsi sekil-
lenen hicre digi tuzak yapisinin 63elerinden birisi olan ekstrasel-
[Gler DNA miktar Picogreen ile kantitatif dlctimustir (23, 28). T.
gondii ile inkube edilen koyun ve sigir PMN'inde gelisen netosis
reaksiyonunda sekillenen hicre digi tuzak yapilarinin omurgasi-
ni teskil eden DNA, Sytox green kullanilarak florometrik olarak
analiz edilmistir (32). Bu ¢alismada, Picogreen ve Sytox orange’in
ekstraselliler DNA'nin kantitatif analizinde etkinliginin ortaya
konulmasi amaclanmis ve model olarak secilen koyun PMN'in-T.
gondii takizoitleri kiltirinde acida ¢ikan ekstraselliler DNA'nin
kantitatif analizine ait florometrik él¢iim sonuglar degerlendiril-
diginde (30 dakikalik inkubasyon siresi haricinde) iki boya ara-
sinda istatistiksel bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Calismada
PMN: takizoit kdltirinin 30. dakikasinda agiga ¢ikan DNA mik-
tarinin Sytox orange boya solusyonu kullanilarak daha ytksek
6l¢lldigu ve bu sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu be-
lirlenmistir (p<0,5). Bu durumun sebebinin kullanilan boyaya ait
boyama 6zelligiile ilgili olabilecedi digtintlmustir. Bu calismada
secilen her iki boya 6lU hiicrelerden agiga cikan DNA'ya affinite
gosteren floresans boyalardir. PMN'de hicre digi tuzaklar pato-
jenle kargilagmayi takiben yaklagik 10 dakika icinde sekillenme-
ye baglamaktadir (15). Bu asamada patojenle reaksiyona girerek
tuzak olusturmaya baslayan PMN aktive olmaktadir. Calismada
kullanilan Sytox Orange’in inkubasyonun baglangicinda pato-
jenle kargilagmasini takiben hicre digi tuzak olusturma yoninde
ilerleyen ve bdylelikle 6lim sirecine giren hiicreleri boyamada
Picogreen’den daha etkin oldugu kanaatine varlmistir.

SONUC

Canlinin viicuduna giren patojen ajanlara mucadele ettigi yollar-
dan birisi olan netosis ve bu esnada sekillenen hiicre digi tuzak
yapilarinin mekanizmasinin anlagilmasi giincel ve arastinicilarin
Uzerinde durdugu dnemi giderek artan bir konudur. Farkl pa-

razitlerin cesitli canh tlrlerine ait PMN'de sekillendirdigi hiicre
digi tuzaklara iliskin bazi kantitatif sonuglar verilmektedir. Calis-
malarda kullanilan ekstraselliler DNA boyasinin sonuglar tzerine
etkisi olup olmadigi hakkinda bilgi literatirde mevcut degildir.
Parazitlerle iliskili in vitro netosis ¢alismalarinda yaygin kullanilan
floresans 6zellikte DNA boyalarindan ikisinin (Sytox orange ve Pi-
cogreen) etkiliginin arastinldigi bu calisma sonucunda deneyin
30 dakikalik inkubasyon periyodu digindaki strelerde istatistiksel
yonden énemli bir farkliliga rastlanmamustir.
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