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UITTREKSEL

Verskeiefluoressente kalsiumindikators is beskikbaar vir die bepaling van die konsentrasie van intrasellulere vry kalsium. Die
bekendste hiervan isfura-2. Die gebruik van onder anderefura-2 vir die bepaling van intrasellulere vry kalsium kan verskeie
probleme inhou. Een hiervan is die bepaling van verlwogde intrasellulére vry kalsium a.g.v. die uitlek van die indikator na die
ekstrasellulére medium. Fura-PE3, 'nfluoressente kalsiumindikator verwant aan fura-2, is vervolgens gesintetiseer Daar
word voorgehou datfura-PE3 nie noemenswaardig uitlek na die ekstrasellulére medium nie. In die studie word aangetoon dat
beidefura-2 enfura-PE3 teen ongeveer dieselfde tempo uitlek na die ekstrasellulére medium in die neutrofiel en dat die bepaling
van intrasellulere vry kalsium metfura-PE3 dus geen werklike voordele bofura-2 inhou nie. Daar word vervolgens aangetoon
dat die herhaalbaarheid van die bepaling van intrasellulére vry kalsium deur diefluoressente kalsiumindikators aanvaarbaar
is indien die tydsverloop tussen die laai en wasstappe en die begin van diefluoressensiebepalings kort gehou word deur slegs
een monster op ‘'nslag te doen, en dat die metode sensitiefgenoeg blyk te wees om variasie in basale intrasellulere vry kalsium
waar te neem.

A bstract

Intracellularfree calcium determination in neutrophils with thefluorescent calcium indicators, fura-2 andfura-PE3
A large number offluorescent calcium indicators are availablefor the determination ofintracellularfree calcium concentrations.
The best known o fthese isfura-2. However, the employment offura-2, amongst others, for the determination of intracellularfree
calcium is notproblem-free. One ofthe problems encountered is the determination ofan elevated intracellularfree calcium con-
centration due to the leakage ofthe indicator to the extracellular medium. Fura-PE3, afluorescent calcium indicator related to
fura-2, was synthesised to overcome this problem. It is claimed thatfura-PE3 shows no significant leakage to the extracellular
medium. This study indicates that since bothfura-2 andfura-PE3 leakfrom the neutrophil to the extracellular medium at more or
less the same rate, the determination of neutrophil intracellularfree calcium with fura-PE3 is not superior to that with fura-2.
Subsequently it is indicated that the reproducibility ofintracellular calcium determination with thefluorescent calcium indicators
is acceptable as long as the time delay between the loading and the washing ofthe neutrophils and the start ofthefluorescence
determination is kept to a minimum by determining only one sample at a time. Furthermore, it appears that the method is sensitive
enough to be able to indicate a change in basal intracellularfree calcium.

INLEIDING

Die bepaling van intrasellulere vry kalsium met die fluoressente
kalsiumindikators hetgelei tot 'n magdom ondcrsoekc na kalsium
se rol in verskeie fisiologicse en patologiese prosesse. Die
ontwikkeling van die fluoressente kalsiumindikators 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.
Wanneer die esterkalsiumindikatorderivaat in die sitoplasma
beland, sal esterases teenwoordig in die sitoplasma die
esterverbindings breek.' Gevolglik word die penta-anioonin-
dikator gevorm wat die beskikbare vrykalsium-ione in die
sitoplasma kan bind. Die verhouding van die fluoressensie
van die kalsiumindikator gebonde aan kalsium tot die
verhouding van die fluoressensie van die vrykalsiumindikator
verteenwoordig die konsentrasie van die intrasellulere vry
kalsium.~ Verskeie fluoressente kalsiumindikators is
beskikbaar.® Die bekendste hiervan is fura-2. Alhoewel die
bepaling van intrasellulere vry kalsium met behulp van fura-

Outeur aan wie korrespondensie gerig kan word.

2 aanvaarbare resultate in verskeie seltipes oplewer, is daar
aanduidings dat die uitlek van die indikator na die
ekstrasellulére medium en kompartementalisering in
intrasellulere organelle aanleiding mag gee tot afwykings in
die waardes vir die konsentrasie van intrasellulere vry
kalsium.”» ’n Verbeterde fluoressente kalsiumindikator is
onlangs beskikbaar gestel om hierdie probleme te omseil.
Hierdie kalsiumindikator, fura-PE3, verwant aan fura-2, was
gesintetiseer om uitlek na die ekstrasellulére medium en
kompartementalisering in intrasellulére organelle van die
indikator te voorkom.® Die bepaling van intrasellulere vry
kalsium in die neutrofiel is tot onlangs slegs m.b.v. fura-2
bepaal.”’*Daar is tans geen gepubliseerde resultate van die
bepaling van intrasellulere vry kalsium in die neutrofiel met
behulp van fura-PE3 beskikbaar nie. Hierdie studie stel
ondersoek in na die gebruik van fura-PE3 in die bepaling
van intrasellulere vry kalsium in neutrofiele en die
vergelyking hiervan met die gebruik van fura-2. Beide hierdie
fluoressente kalsiumindikators is geskik vir die bepaling van
intrasellulere vry kalsium met ’n Kd vir fura-2 van 224 nM
en ’'n Kd vir fura-PE3 van 250 nM .’
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MATERIALE EN METODES

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 intraseilulére vry kalsium tc
vcroorsaak.

Isolering van neutrollele

Polimorfonukieére leukosiete is soos volg vanuit 7 ml volbloed
met “suur-sitraat-dekstrose” (ACD) (Becton Dickenson
Vacutaincr sisteme) as antikoagulant gcisoiccr. Ses ml ACD-
volbloed is bo-op ’n volume van 3 ml ficoll-liypaquc
(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 polimorfonuklecre leukosiete (PMNL’s)
vorm ’nwit laag bo-op die massa rooiblocdscllc in die ondcrpunt
van die buis. Die supernatant is verwydcr en die rooiblocdsclic
met 'n ammoniumehloricdoplossing gcliscer (155 niM NH4cClI,
12 MM NaHCOj, 0.25 mM EDTA). Die PMNL’s is hicma cen
maal met 4 ml Hcpcs-gcbufferdc Hanks-oplossing gcwas
(Highveld Biological PTY.LTD. Kat. No, CN 2027-3, KCI,
KH2PO4, Glukose, MgSo4.7H20, Hopes, NaHCOj, CaCla, 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 kalsiumindikators, fura-2 (fura-2/AM Sigma
Kat. No. F 0888) en fura-PE3 (fura-PE3/AM Sigma Kat. No. F
0918) uitgcvocr. Die gcisolccrdc PMNLs is in 'n 0,25%-BSA/
Hanks-buffcr by ’n konscntrasic van 2x10" selle/ml gehersus-
pendeer cn met of 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
kamertcmpcratuur gclaai. Die neutroficlsuspensie met die
kalsiumindikators 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
daama 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 Elmer 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-metiel-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.I van ’n TritonX-100-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 Grynkiewicz-vergelyking opgclos.”

Bepaling van die uitlek vart die indikators na die ekstra-
sellulére 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 of fura-2 of 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 soo0s
volg - twee minute op ys vir 'n alikwot van die neutrofielsuspcnsie
en vir 'n tweede alikwot van dieselfdc neutroficlsuspensie
50 minute op ys. Met die cindc van die onderskeie
inkubasiepcriodes is die basaalvlak-fluorcssensie bcpaal, waarna
20 |j1 van ’n nikkclchloricdoplossing (finale nikkelehloried-
konsentrasie 2mM - Sigma Kat. No. N 6136) bygevoeg is. Nikkei
is gcbruik om die fluoresscnsie van die kalsiumindikators wat
tecnwoordig is in die ekstrasellulére medium te blus.- Die afname
in die verhouding tusscn fiuorcssensic 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. Vcrvolgens is die
vcrhoging in die konscntrasic van intrasellulcre vry kalsium bcpaal
met die uitlek van die kalsiumindikators.

Bepaling van die verhoging in die konsentrasie van
intrasellulére vry kalsium a.g.v. die uitlek van die indikators
na die ekstrasellulére medium

Met die byvocging van nikkelchloried is dit nie moontlik om
die kalibrcringstappe aan die einde van die eksperimentele
proscdurcs uit tc voer nie. Om die konscntrasic van intrasellulére
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. Intrasellulérc 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 met behulp van die fluoressente
kalsiumindikators te ondersoek, is die volgende uitgcvocr:
Eerstens is die intrasellulcre vry kalsium vir dieselfdc persoon
sc neutrofieic op verskillende geleenthede bepaal. Tweedens is
die intrasellulcre vry kalsium vir verskillende persone sc
ncutrofiele op verskillende geleenthede bepaal. 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 1len 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
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 50 minute op ys.
Tabel 1bevat 'n opsomming van hierdie waardes en die afname
in hierdie waardes met die tocdicning van nikkelchloried. Vir
fura-2 is 'n afname van 1.26 na 1.21 met nikkelchloried-
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-minute-inkubasieperiodc gevind, terwyl vir fura-PE3 ’n
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afname 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 ekstrasellulére 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 kalsiumindikator na die ekstra-
sellulére medium gedurende die 50-minute-inkubasicpcriode.
Die uitlek van die kalsiumindikators verteenwoordig ’n
skynverhoging van 17 nM in die konsentrasie 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 weglaatbaar 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 so0s volg: 45 nM, 54 nM, 52 nM, 45 nM. Figuur 7 stel
intrasellulere vry kalsium voor soos verkry vir ses verskillende
persone se neutrofiele oor 'n tydperk van drie weke. Om
verlengde inkubasieperiodes te verhoed en sodoende uitlekking
te minimaliseer, 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 of die metode wel sensitiefgenoeg is om
variasies in intrasellulere vry kalsium te meet. Figuur 8 tot 11
stel die bepalings van intrasellulere vry kalsium voor vir verskeie
intensiewesorgpasiénte. Vir elk van die pasiénte, 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 of verbetering of agteruitgang in die
pasient se toestand waarnecmbaar was. m

label 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

Voor nikkel- Na nikkel-
chloricd- chloried- Verskil
toediening  toediening

Inkubasic (yc

Fura-2: 2 minute 1,26 121 0,05
Fura-PE3: 2 minute 1,19 1,17 0,02
Fura-2: 50 minute 1,36 1,26 0,1
Fura-PE3: 50 minute 1,26 1,17 0,09

Figuur 1; Twee verhoudingsfluoressensiegrafieke vanfura-2 na 'n lweemimite-inkubasieperiode. Die
eerste is bepaal voor die byvoeging van nikkelchloried en die lweede is bepaal na die byvoeging van
nikkelchloried. Die grafieke toon 'n verlaging in diefluoressensieverhoudingwaardes van 1.26 na 1.21
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Figniir 2: Twee verlwudings fluoressensiegraj'ieke vanfura-PE3 na 'n lweemiinite-
inkubasieperiode. Die eersle is hepacd voor die byvoeging van nikkelchloried en die
tweede is bepaal na die byvoeging van nikkelchloried. Die grajieke loon 'n verlaging
in diejluoressensieverhoudingwaardes van 1.19 na 1.17 aan.

Figinir 3; Twee verhoudings Jluoressensiegrafieke van fura-2 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 loon 'n verlaging
in diejluoressensieverhoudingwaardes van 1.36 na 1.26 aan.

Figuur 4: Twee verhoudingsJluoressensiegrafieke vanfura-PE3 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 'nverlaging
in diefluoressensieverhoudingwaardes van 1.26 na 1.17 aan.
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Figuur 5: Twee intrasellulére vrykcilsiiimkonsenlrcisiegrafieke. Die eerste grafiek
verteenwoordig die intrasellulere vrykalsiitmkonseutrasie soos bepaal voor die begin
van die 50-minute-inkubasieperiode en die tweede grafiek verteenwoordig die
intrasellulere vrykalsiumkonsentrasie soos bepaal aan die einde van die 50-minute-
inkubasieperiode. 'n Toename in intrasellulére vty kalsium van 17nM word bepaal
a.g.v. die uitlek van die indikator na die ekstrasellulére medium gedurende die 50-
minute-inkubasieperiode.

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

Figuur 7: Grafieke wat die intrasellulére vrykalsiumkonsentrasies verteenwoordig
soos bepaal vir verskillende persone oor 'n tydperk van drie weke.
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Figure 8tot I1: Gmfieke wat die intrasellidére vrykidsiiimkonsenlrasies verteenwoordig soos bepaal vir vierpasiénle. Virdiepasiénte
waarvoor intrasellulére vrykalsiumhepalings twee keer uilgevoer is, word 'n verandering in inlraselhilére vry kalsium watgepaardgacin
met 'n verandering in die kliniese kondisie van die pasiént aangetoon.

FIGUUR 8

FIGUUR 9

FIGUUR 10
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FIGUUR II

BESPREKING

Die uitlek van fluorcsscntc kalsiumindikators na die ekstra-
sellulére medium kan die bepaling van die konsentrasies van
intrasellulére vry kalsium in seile kompiiseer, Dit is verai ’'n
probleem met die bepaling van die konsentrasies van
intrasellulere vry kalsium in 'n spcktrofluorometerkuvet
wanneer van media met 'n fisiologiese kalsiumkonsentrasie
gebruik gemaak word.™ In 'n spcktrofluorometerkuvet word die
fluoressensiebepalings verkry van alle indikatormolekules, hetsy
in die ekstrasellulére medium of in die sitoplasma. Indien daar
dus noemcnswaardige uitlek van die kalsiumindikator na die
ekstrasellulere medium plaasgevind het, sal die indikators in
die ekstrasellulére medium lei tot die bepaling van ’n verhoogde
konsentrasie van die intrasellulere vry kalsium a.g.v. die
fisiologiese kalsiumkonsentrasie in die ekstrasellulere medium.
Dit is bekend dat die fluoressente kalsiumindikator fura-2 mag
uitlek na die ekstrasellulere medium en dus aanleiding kan gee
tot die meet van ’nverhoogde konsentrasie van die intrasellulere
vry kalsium. Fura-PE3, ’n indikator verwant aan fura-2, is
ontwikkel in ’n poging om uitlekking te verminder 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 normale roetine-
analises verteenwoordig die verlengde inkubasieperiode die tyd
wat dit sou neem indien meer as een monster op 'n keer gedoen
word. Die praktiese implikasies van die resultate is dat die
bepalings nog steeds, so gou moontlik na die laai on wasstappe
gedoen moet word. Die bepaling van intrasellulere vry kalsium
van meer as een bloedmonster per keer word dus uitgeskakel.
Fura-PE3 bied hier 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 vermoe 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, maar 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 waardes wat verkry is op normale gesonde
persone wys dat die herhaalbaarheid goed is. Die vraag of 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 asof ’n drastiese
verhoging in intrasellulere vry kalsium sonder terugkeer na
normaal gepaardgaan met ’'n swak prognose.

Samevattend kan gesé word 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
bepaling van intrasellulere vry kalsium deur beide die
fluoressente kalsiumindikators aanvaarbaar is indien die
tydsverloop tussen die laai en wasstappe 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 waar te neem.

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