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U lT T R E K S E L
Verskeie fluoressen te  ka lsium indikators is beskikbaar vir die bepaling van die konsentrasie van in trasellu lere vry kalsium . D ie 
bekendste hiervan is fu ra -2 . D ie gebru ik  van onder andere fu ra -2  vir die bepaling van in trasellu lere vry kalsium  kan verskeie  
problem e inhou. Een hiervan is die bepaling van verlwogde intrasellulêre vry kalsium  a.g.v. die u itlek van die indika tor na die 
ekstrasellu lêre m edium . Fura-PE3, 'n fluoressen te  ka lsium indikator verwant aan fu ra -2 , is vervolgens gesin te tiseer D aar  
word voorgehou dat fu ra -P E 3  nie noem ensw aardig u itlek na die ekstrasellulêre m edium nie. In die stud ie  w ord aangetoon dat 
beide fu ra -2  en fu ra -P E 3  teen ongeveer dieselfde tempo uitlek na die ekstrasellulêre medium in die neutrofie l en da t die bepaling  
van in trasellu lere vry kalsium  met fu ra -P E 3  dus geen w erklike voordele bo fu ra -2  inhou nie. D aar w ord vervolgens aangetoon  
dat die herhaalbaarheid  van die bepaling van intrasellulêre vry kalsium  deur die fluoressen te  kalsium indika tors aanvaarbaar  
is indien die tydsverloop tussen die laai en w asstappe en die begin van die fluoressensiebepa lings kort gehou w ord deur slegs 
een m onster op 'n s lag  te doen, en dat die m etode s e n s itie f genoeg blyk te wees om variasie in basale in trasellu lere vry kalsium  
w aar te neem.

A b s t r a c t
In tracellu lar f r e e  calcium  determ ination in neutrophils with the flu orescen t calcium  indicators, fu ra -2  an d  fu ra -P E 3
A large num ber o ffluorescen t calcium  indicators are available fo r  the determination o f  intracellular fr e e  calcium  concentrations. 
The best known o f  these is fura-2 . However, the em ploym ent o ffura -2 , am ongst others, fo r  the determ ination o f  intracellular fre e  
calcium is not problem -free. One o f  the problem s encountered is the determination o f  an elevated intracellular fr e e  calcium con
centration due to the leakage o f  the indicator to the extracellular medium. Fura-PE3, a fluorescen t calcium indicator rela ted  to 
fu ra -2 , was synthesised  to overcom e this problem. It is claim ed that fura-P E 3 shows no significant leakage to the extracellular 
medium. This study indicates that since both fu ra -2  and fura-P E 3 leak from  the neutrophil to the extracellular medium at more or 
less the sam e rate, the determ ination o f  neutrophil intracellular fre e  calcium with fura-P E 3 is not superior to that with fura-2 . 
Subsequently it is indicated that the reproducibility o f  intracellular calcium determination with the fluorescen t calcium indicators 
is acceptable as long as the time delay between the loading and the washing o f  the neutrophils and the start o f  the fluorescence  
determ ination is kept to a m inimum by determ ining only one sam ple at a time. Furthermore, it appears that the m ethod is sensitive  
enough to be able to indicate a change in basal intracellular fre e  calcium.

INLEIDING

Die bepaling van intrasellulere vry kalsium met die fluoressente 
kalsiumindikators het gelei tot ’n magdom ondcrsoekc na kalsium 
se rol in verskeie fisiologicse en patologiese prosesse. Die 
ontw ikkeling van die fluoressente kalsium indikators vir die 
bepaling van intrasellulere vry kalsium het grootliks hiertoe 
bygedra. Die fluoressente kalsiumindikators kan onder andere as 
esterderivate oor die selmembraan beweeg en dus is ekstreme 
prosedures nie nodig om die indikator binne die sel te kry nie. 
W anneer die esterkalsium indikatorderivaat in die sitoplasm a 
beland , sal es te rases  teenw oord ig  in die sitop lasm a die 
esterverbindings b reek .' G evolglik w ord die penta-anioonin- 
d ikator gevorm  w at die beskikbare vrykalsium -ione in die 
sitoplasm a kan bind. Die verhouding van die fluoressensie 
van d ie  k a ls iu m in d ik a to r  g eb o n d e  aan k a ls ium  to t die 
verhouding van die fluoressensie van die vrykalsium indikator 
verteenw oordig  die konsentrasie van die in trasellu lere vry 
k a ls iu m .^  V e rsk e ie  f lu o re s s e n te  k a ls iu m in d ik a to rs  is 
beskikbaar.^ Die bekendste hiervan is fura-2. A lhoew el die 
bepaling van in trasellu lere  vry kalsium  met behulp van fura-

2 aanvaarbare resultate in verskeie seltipes oplew er, is daar 
a a n d u id in g s  d a t d ie  u i t le k  van  d ie  in d ik a to r  na d ie  
e k s t ra s e l lu lê re  m ed ium  en k o m p a r te m e n ta l is e r in g  in 
intrasellulere organelle aanleid ing m ag gee tot afw ykings in 
die w aardes v ir d ie k o n sen tra s ie  van in tra se llu le re  vry 
kalsium .^ ’n V erbeterde fluo ressen te  ka ls iu m in d ik a to r is 
onlangs beskikbaar gestel om hierdie problem e te om seil. 
H ierdie kalsium indikator, fura-PE3, verw ant aan fura-2, was 
gesin te tiseer om u itlek  na die ekstrase llu lê re  m edium  en 
kom partem entalisering  in in trase llu lêre  organelle  van die 
indikator te voorkom.^ Die bepaling  van in trasellu lere vry 
kalsium  in die neutrofie l is tot onlangs slegs m.b.v. fura-2 
bepaal.'’ ’ *’ D aar is tans geen gepubliseerde resu lta te  van die 
bepaling van in trasellu lere vry kalsium  in die neutrofiel met 
behulp  van fura-PE 3 b esk ikbaar nie. H ierd ie  stud ie  stel 
ondersoek in na die gebruik van fura-PE3 in die bepaling 
van  in t ra s e l lu le re  v ry  k a ls iu m  in n e u tr o f ie le  en d ie  
vergelyking hiervan met die gebruik van fura-2. Beide hierdie 
fluoressente kalsium indikators is geskik vir die bepaling  van 
intrasellulere vry kalsium  m et ’n Kd v ir fura-2 van 224 nM 
en ’n Kd vir fura-PE3 van 250 nM .’

Outeur aan wie korrespondensie gerig kan word.
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M A T ER IA L E  EN M ETO D ES

Vir die bepaling van intrasellulcre vry kalsium is dit nodig om 
neutrofieic tc isolccr sonder om cnigc funksionelc slcadc wat 
mag lei tot ’n verandcring in intraseilulêre vry kalsium  tc 
vcroorsaak.

Isolering van neutrollele
Polimorfonukieêre leukosiete is soos volg vanuit 7 ml volbloed 
m et “ su u r-s itra a t-d e k s tro se ” (A C D ) (B ecton  D ickenson 
Vacutaincr sisteme) as antikoagulant gcïsoiccr. Ses ml ACD- 
v o lb lo ed  is bo -op  ’n vo lum e van 3 ml f ico ll-liy p aq u c  
(Histopaque - 1077 Sigma Kat. No. 1077 - 1) in ’n koniese buis 
(15 ml) gepipctcer en daama teen 800 Xg by 12 “C vir 25 minute 
gescntrifugcer. Die polim orfonuklecre leukosiete (PM NL’s) 
vorm ’n wit laag bo-op die massa rooiblocdscllc in die ondcrpunt 
van die buis. Die supernatant is verwydcr en die rooiblocdscllc 
met ’n am m onium ehloricdoplossing gcliscer (155 niM N H 4C I, 

12 mM NaHCOj, 0.25 mM EDTA). Die PMNL’s is hicma cen 
m aal m et 4 ml H cpcs-gcbufferdc H anks-oplossing gcwas 
(H ighveld B iological PTY.LTD. Kat. No, CN 2027-3, KCl, 
KH 2 PO 4 , Glukose, M gS 0 4 .7 H 2 0 , Hopes, NaHCOj, CaCIa, pH
7.4 25 °C) cn finaal in 2 ml van die buffer gesuspendcer. Hicrdic 
is ’n aanpassing van die metode van Boyum.’

Bepaling van intrasellulcre vry kalsium ([Ca^*]i) in die 
neutrofiel
Bepaling van [Ca2+]i in die neutrofiel is soos volg met beide 
die fluoressentc kalsium indikators, fura-2 (fura-2/AM Sigma 
Kat. No. F 0888) en fura-PE3 (fura-PE3/AM  Sigma Kat. No. F 
0918) uitgcvocr. Die gcïsolccrdc PMNL’s is in ’n 0,25%-BSA/ 
Hanks-buffcr by ’n konscntrasic van 2x10'’ selle/ml gehersus- 
pendeer cn m et o f  fura-2/AM (finale konscntrasic 2 |.iM) of 
fura-PE3/AM (fmalc konscntrasic 2 |iM ) vir 30 minute by 37 °C 
in ’n bewegende watcrbad cn vir ’n addisionele 30 minute by 
kam ertcm pcratuur gclaai. D ie neutroficlsuspensie met die 
kalsium indikators is gedurende hierdie laaipcriode teen lig 
beskcrm. Hicrna is die neutrofielsuspcnsie teen 350 Xg by 12 “C 
vir 10 minute gescntrifugcer en die supernatant verwydcr om 
van die oortolligc indikator ontslac tc raak. Die ncutrofiele is 
daam a twee maal met ’n 0.25% -BSA/Hanks-buffcr gcwas cn 
finaal by ’n konscntrasic van 2x10'’ scllc/ml gehersuspendccr. 
900 (.il van hierdie opiossing is in die spcktrofluorometerkuvct 
(Perkin Elm er LS 50B spektrofotometcr) gcplaas by 37 °C, cn 
nog 1100 |il van die 0.25%-BSA/Hanks-buffcr bygevocg. Nadat 
die vlakke van basaal intrasellulcre vry kalsium bcpaal is, is 
formiel-m etiel-leusicl-fenielalanien (fMLP Sigma Kat. No. F 
3506) met finale konscntrasic van 1 (iM bygevoeg om ’n kalsium 
respons uit te lok. Vir die kalibrering aan die einde van die 
ckspcriment is 100 |j.l van ’n TritonX-lOO-oplossing (1% v/v) 
bygevoeg om die selle tc lisecr. Bepaling van fiuorcssensic by 
’n maksimum kalsium-konsentrasie hct gevolg. Ten cinde die 
fiuorcssensic vir minimum kalsium-konsentrasie te bcpaal, is 
100 |il van ’n 0.5 M EGTA/3 M Tris pH 8.7 by 25 “C bygevoeg. 
Om die konscntrasic van intrasellulcre vry kalsium te bereken, 
is die G rynkiewicz-vergelyking opgclos."

Bepaling van die uitlek vart die indikators na die ekstra- 
sellulêre medium
Die opcenvolgende stappe vir die bepaling van die uitlek van 
die indikators sluit in a) isolering van die ncutrofiele; b) laai 
van die indikators o f  fura-2 o f  fura-PE3; c) was van die 
neutrofielsuspcnsie om van die oortolligc indikators in die me
dium ontslac te raak (al die stappe tot dusver is beskryf in die 
vorige paragraaO; d) inkubasic van die neutrofielsuspcnsie; e)

bepaling van die fluoressensiewaardes; f) byvocging van die 
nikkclcliloriedoplossing; g) bepaling van die fluoressensie- 
waardcs. Die inkubasictye en -temperature vir stap d was soos 
volg -  twee minute op ys vir ’n alikwot van die neutrofielsuspcnsie 
en vir ’n tw eede alikw ot van dieselfdc neutroficlsuspensie 
50 m inu te  op ys. M et die c in d c  van d ie  o n d e rsk e ie  
inkubasiepcriodes is die basaalvlak-fluorcssensie bcpaal, waarna 
20 |j1 van ’n nikkclchloricdoplossing (finale nikkelehloried- 
konsentrasie 2 mM -  Sigma Kat. No. N 6136) bygevoeg is. Nikkei 
is gcbruik om die fluoresscnsie van die kalsiumindikators wat 
tecnwoordig is in die ekstrasellulêre medium te blus.- Die afname 
in die verhouding tusscn fiuo rcssensic  by 340 nm en die 
fiuorcssensic by 380 nm was ’n aanduiding van die uitlek van die 
indikators na die ckstrascllulerc medium, wat plaasgevind het 
gedurende die inkubasiepcriode. Hierdie prosedure is vir bcldc 
die indikators, fura-2 cn fiira-PE3 uitgcvocr. Vcrvolgcns is die 
vcrhoging in die konscntrasic van intrasellulcre vry kalsium bcpaal 
met die uitlek van die kalsiumindikators.

B epaling  van die v e rh og in g  in d ie  k o n se n tra s ie  van  
intrasellulêre vry kalsium a.g.v. die uitlek van die indikators 
na die ekstrasellulêre medium
Met die byvocging van nikkelchloried is dit nie moontlik om 
die kalibrcringstappe aan die einde van die eksperim entele 
proscdurcs uit tc voer nie. Om die konscntrasic van intrasellulêre 
vry kalsium te kan bepaal wat verkeerdelik gemeet word a.g.v. 
die uitlek van die indikators na die ckstrascllulerc medium is ’n 
parallellc stel ckspcrimente uitgcvocr. Intrasellulêrc vry kalsium 
is na ’n inkubasiepcriode van twee minute vir ’n alikwot van 
die neutrofielsuspcnsie, cn vir ’n tweede alikwot van dieselfdc 
neutrofielsuspcnsie na ’n inkubasiepcriode van 50 minute bcpaal.

Ondersoek na die herhaalbaarheid en sensitiwiteit van die 
bepaling van intrasellulcre vry kalsium in die neutroFiel
Om die herhaalbaarheid van die bepaling van intrasellulcre vry 
kalsium  in die neutrofiel m et behulp van die fluoressente 
kalsium indikators te ondersoek, is die volgende uitgcvocr: 
Eerstens is die intrasellulcre vry kalsium vir dieselfdc persoon 
sc neutrofieic op verskillende geleenthede bepaal. Tweedens is 
die in trasellu lcre  vry kalsium  v ir versk illende  persone sc 
n cu tro fie le  op v e rsk illen d e  ge leen th ed e  bepaa l. Om die 
sensitiwiteit van die metode vir die bepaling van intrasellulcre 
vry kalsium in die neutrofiel met behulp van die fluoressente 
kalsiumindikators tc ondersoek, is bcpalings in verskeie pasiente 
gedoen.

RESULTATE

Figuur 1 en figuur 2 stel die afname voor in die waarde vir die 
verhouding tusscn die fluoresscnsie vir die 340 nm-golflengte 
en die 380 nm-golflengte vir onderskeidelik fura-2 en fura-PE3 
met die byvoeging van nikkelchloried na ’n inkubasiepcriode 
van twee minute op ys. Figuur 3 en figuur 4 stel die afname 
voor in die waarde vir die verhouding tussen die fluoresscnsie 
v ir die 340 nm -go lfleng te  en die 380 n m -g o lflen g te  v ir 
onderskeidelik  fura-2 en fura-PE3 m et die byvoeging van 
nikkelchloried na ’n inkubasiepcriode van 50 minute op ys. 
Tabel 1 bevat ’n opsomming van hierdie waardes en die afname 
in hierdie waardes met die tocdicning van nikkelchloried. Vir 
fura-2 is ’n afnam e van 1.26 na 1.21 m et n ikkelch loried- 
tocdiening na die twecminutc-inkubasieperiode gevind, terwyl 
vir fura-PE3 ’n afname van 1.19 na 1.17 met nikkelchloried- 
toediening vir dieselfdc periode waargeneem is. Vir fura-2 is ’n 
afname van 1.36 na 1.26 met nikkelehloriedtoediening na die 
50-m inute-inkubasieperiodc gevind, terwyl v ir fura-PE3 ’n
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afnam e van 1.26 na 1.17 met nikkcichloricdtocdicning vir 
dieselfde pcriodc waargcneem is. Beide die indikators, fura-2 
en fura-PE3 het dus na die ekstrasellulêre medium gelek. Fiira- 
PE3 se uitlekking was egter van kleiner omvang, veral met die 
tweeminutc-inkubasicperiode. Figuur 5 stel die skyn tocname 
in intrasellulere vry kalsium voor wat gemeet word a.g.v. die 
uitlek van die fluoressente kalsium indikator na die ekstra- 
sellulêre medium gedurende die 50-minute-inkubasicpcriode. 
D ie u itlek  van die k a ls iu m in d ik a to rs  verteenw oord ig  ’n 
sk y n v e rh o g in g  van 17 nM  in d ie  k o n sen tra s ie  van die 
intrasellulere vry kalsium oor ’n 50-minute-inkubasieperiode. 
Die skyntoename in intrasellulere vry kalsium soos bepaal vir 
fura-PE3 na ’n inkubasieperiode van twee minute verteen
woordig 2 nM, en is w eglaatbaar klein.

Die hieropvolgende bepalings vir die herhaalbaarheid en 
sensitiwiteit van die tegniek is gedoen met die kalsiumindikator, 
fura-PE3 en vir ’n inkubasieperiode van twee minute. Figuur 6 
stel die bepalings van intrasellulere vry kalsium voor soos verkry 
vir dieselfde persoon sc neutrofiele oor ’n tydperk van twee 
weke (n = 4). Die waardes vir basaal intrasellulere vry kalsium 
was soos volg: 45 nM, 54 nM, 52 nM, 45 nM. Figuur 7 stel 
intrasellulere vry kalsium voor soos verkry vir ses verskillende 
persone se neutrofie le  oor ’n tydperk van drie weke. Om 
verlengde inkubasieperiodes te verhoed en sodoende uitlekking 
te m inim aliseer, is slegs een bepaling per dag gedoen. Die 
waardes vir basale intrasellulere vry kalsium was soos volg:

50 nM, 52 nM, 50 nM, 52 nM, 57 nM, 53 nM. Die volgende 
stap was om te bepaal o f die metode wel sensitief genoeg is om 
variasies in intrasellulere vry kalsium te meet. Figuur 8 tot 11 
stel die bepalings van intrasellulere vry kalsium voor vir verskeie 
intensiewesorgpasiënte. Vir elk van die pasiënte, belialwe vir 
een weens komplikasies, is twee bepalings uitgevocr en word 
dit op dieselfde grafiek voorgestel. Die twee bepalings per 
pasient is uitgevocr op stadia van die hospitalisering waarin daar 
duidelike aanduidings van o f verbetering o f  agteruitgang in die 
pasient se toestand waarnecm baar was. ■

la b e l 1 Die fluoressensieverhoudingwaardes voor en 
na nikkelchloriedbyvoeging vir beide fura-2 en fura-PE3 
soos bepaal na die 2-minute- en na die 50-minute- 
inkubasleperiodes

Inkubasic (yc
Voor nikkel- 

chloricd- 
toediening

Na nikkel- 
chloried- 

toedienlng
Vcrskil

F ura-2 : 2 m inute 1,26 1,21 0,05

Fura-P E 3: 2 m inute 1,19 1,17 0,02

F ura-2 : 50 m inute 1,36 1,26 0,1

Fura-PE3: 50 minute 1,26 1,17 0,09

F iguur 1; Twee verhoudings fluoressensiegrafieke van fura-2  na 'n Iweemimite-inkubasieperiode. D ie 
eerste is bepaal voor die byvoeging van nikkelchloried en die Iweede is bepaal na die byvoeging van 
nikkelchloried. D ie grafieke toon 'n verlaging in die fluoressensieverhoudingwaardes van 1.26 na 1.21
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Figniir 2: Twee verlwudings fluoressensiegraj'ieke van fura-P E3 na 'n Iweemiinite- 
inkubasieperiode. D ie eersle is hepacd voor die byvoeging van nikkelchloried en die 
tweede is bepaal na die byvoeging van nikkelchloried. Die grajieke loon 'n verlaging 
in die jluoressensieverhoudingwaardes van 1.19 na 1.17 aan.

F ig in ir 3; Twee verhoudings Jluoressensiegrafieke van fu ra -2  na 'n 50-minute- 
inkubasieperiode. D ie eerste is bepaal voor die byvoeging van nikkelchloried en die 
tweede is bepaal na die byvoeging van nikkelchloried. Die grafieke loon 'n verlaging 
in die jluoressensieverhoudingwaardes van 1.36 na 1.26 aan.

F iguur 4: Twee verhoudings Jluoressensiegrafieke van fura-P E3 na 'n 50-minute- 
inkubasieperiode. Die eerste is bepaal voor die byvoeging van nikkelchloried en die 
tweede is bepaal na die byvoeging van nikkelchloried. Die grafieke toon 'n verlaging  
in diefluoressensieverhoudingwaardes van 1.26 na 1.17 aan.



100 ISSN 0254-3486 = SA Tydskrifvir Natuurwetenskap en Tegnologie 19, no. 3-4 2000

F iguur 5: Twee intrasellulêre vrykcilsiiimkonsenlrcisiegrafieke. D ie eerste grafiek  
verteenwoordig die intrasellulere vrykalsiitmkonseutrasie soos bepaal voor die begin 
van die 50-m inute-inkubasieperiode en die tweede grafiek verteenwoordig die  
intrasellulere vrykalsiumkonsentrasie soos bepaal aan die einde van die 50-minute- 
inkubasieperiode. 'n Toename in intrasellulêre v ty  kalsium van 17 nM  word bepaal
a.g.v. die uitlek van die indikator na die ekstrasellulêre medium gedurende die 50- 
minute-inkubasieperiode.

F iguur 6; Grafieke wat die intrasellulêre vrykalsiumkonsentrasies verteenwoordig 
soos bepaal vir dieselfde persoon oor 'n tydperk van twee weke.

F iguur 7: Grafieke wat die intrasellulêre vrykalsiumkonsentrasies verteenwoordig  
soos bepaal vir verskillende persone oor 'n tydperk van drie weke.



ISSN 0254-3486 = SA Tydskrif vir Natuiirwetenskap en Tegnologie 19, no. 3-4 2000 101

F igure 8 to t I I :  G m fieke wat die intrasellidêre vrykidsiiimkonsenlrasies verteenwoordig soos bepaal vir vierpasiënle. Vir d iepasiënte 
waarvoor intrasellulêre vrykalsiumhepalings twee keer uilgevoer is, word 'n verandering in inlraselhilêre vry kalsium wat gepaardgacin 
met 'n verandering in die kliniese kondisie van die pasiënt aangetoon.

FIGUUR 8

FIGUUR 9

FIGUUR 10
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FIGUUR II

BESPREKING

Die uitlek van fluorcsscntc kalsium indikators na die ekstra- 
sellulêre medium kan die bepaling van die konsentrasies van 
intrasellulêre vry kalsium in seile kompiiseer, Dit is verai ’n 
p ro b leem  m et d ie  b ep a lin g  van  d ie  k o n se n tra s ie s  van 
in trase llu le re  vry  kalsium  in ’n spck tro fluo rom eterkuvet 
w anneer van m edia met ’n fisiologiese kalsium konsentrasie 
gebruik gemaak word.^ In ’n spcktrofluorometerkuvet word die 
fluoressensiebepalings verkry van alle indikatormolekules, hetsy 
in die ekstrasellulêre medium o f in die sitoplasma. Indien daar 
dus noemcnswaardige uitlek van die kalsium indikator na die 
ekstrasellulere medium plaasgevind het, sal die indikators in 
die ekstrasellulêre medium lei tot die bepaling van ’n verhoogde 
konsentrasie  van die in trase llu lere  vry kalsium  a.g.v. die 
fisiologiese kalsium konsentrasie in die ekstrasellulere medium. 
Dit is bekend dat die fluoressente kalsium indikator fura-2 mag 
uitlek na die ekstrasellulere medium en dus aanleiding kan gee 
tot die meet van ’n verhoogde konsentrasie van die intrasellulere 
vry kalsium . Fura-PE3, ’n indikator verw ant aan fura-2, is 
ontwikkel in ’n poging om uitlekking te verm inder en word ook 
as sulks deur die patenthouers voorgehou.’ Uit die resultate van 
hierdie studie is daar geen noemenswaardige verskil gevind 
tussen die mate van uitlek vir fura-2 en fura-PE3 nie - veral nie 
met ’n verlengde inkubasieperiode nie. In norm ale roetine- 
analises verteenwoordig die verlengde inkubasieperiode die tyd 
wat dit sou neem indien meer as een monster op ’n keer gedoen 
word. D ie praktiese im plikasies van die resultate is dat die 
bepalings nog steeds, so gou moontlik ná die laai on wasstappe 
gedoen moet word. Die bepaling van intrasellulere vry kalsium 
van m eer as een bloedm onster per keer word dus uitgeskakel. 
Fura-PE 3 bied  h ie r dus geen voordeel bo fura-2  nie, in 
teenstelling met dit wat deur die patenthouers voorgehou word. 
Dit is cgter nodig om te benadruk dat die resultate slegs van 
toepassing is vir neutrofiele, siende dat verskillende seltipes 
varieer in hul verm oe om die kalsiumindikators te hanteer. Wat 
betref die geskiktheid van beide fura-2 en fura-PE3 vir die 
bepaling van intrasellulere vry kalsium; beide die indikators lek 
na die ekstrasellulere medium, m aar indien die inkubasietye so 
kort as moontlik en konstant gehou word vir verskillende mon
sters is die tegniek aanvaarbaar. Die uitlek na die ekstrasellulere 
medium sal natuurlik eksperimente met ’n lang tydsverloop 
kompiiseer. Die w aardes wat verkry is op norm ale gesonde 
persone wys dat die herhaalbaarheid goed is. Die vraag o f die 
metode wel sensitief genoeg is om variasies aan te toon, hot

vervolgens ontstaan, Bepaling van intrasellulere vry kalsium in 
intensiowesorgpasiente het getoon dat die metode wel variasies 
kan aandui. Alhoewel nie hier getoon nie omdat nog nie genoeg 
resultate verkry is nie, wil dit voorkom  a so f  ’n drastiese 
verhoging in intrasellulere vry kalsium  sonder terugkeer na 
normaal gepaardgaan met ’n swak prognose.

Sam evattend kan gesê w ord dat die bepaling van intra- 
sellulere vry kalsium in neutrofiele met fura-PE3 geen werklike 
voordele inhou bo fura-2 nie, dat die herhaalbaarheid van die 
bep a lin g  van in tra se llu le re  v ry  k a ls iu m  d eu r be ide  die 
fluoressen te  ka ls ium ind ikato rs aan v aarb aar is indien  die 
tydsverloop tussen die laai en w asstappe en die begin van die 
fluoressensiebepalings kort gehou word deur slegs een monster 
op ’n slag te doen, en dat die metode sensitief genoeg blyk te 
wees om variasie in intrasellulere vry kalsium w aar te neem.

Befondsing; NRF fonds, MC Kruger; Navkom 1999 AM Koorts
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