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Staphylococcus aureus, tim dinyada toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan 6nemli
patojenlerden biridir. S.aureus’a bagh enfeksiyonlara karsi ilk basamak savunmada makrofajlar tarafindan
fagositozu 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte yapilan calismalarda, sigara dumaninin hem dogal
hem de kazanilmis immiin yanit tizerine olumsuz etkileri oldugu belirlenmistir. Bu calismanin amaci, si-
gara dumani ekstraktinin, makrofajlarin canlihgi ve S.aureus’u fagosite etme yetenegi lizerindeki etkisinin
incelenmesidir. Calismada, THP-1 hicre dizisi (insan 16semik monosit hiicre klttirt) kullanilmig ve hiic-
reler PMA (phorbol myristate acetate) ile makrofajlara donustirdldiikten sonra, sigara dumani ekstrakt
(SDE)'nin %1, %5, %10, %25 ve %50 konsantrasyonlarina 2 ve 4 saat sireyle maruz birakilmistir. Daha
sonra propidium iyodir ile boyanan hiicrelerin canhliklari akim sitometri cihazi ile incelenmistir. SDE’'nin
S.aureus fagositozuna etkisini incelemek icin ise iki farkli yontem kullanilmistir. Bunlardan birincisi olan
klasik bakteriyolojik yontemde; makrofajlar 2 saat siireyle bes farkli konsantrasyonda SDE’ye maruz bira-
kildiktan sonra 100 MOI (multiplicity of infection) S.aureus ile enfekte edilmistir. Bir saat inkiibasyondan
sonra makrofajlar PBS-%0.1 Triton X-100 ile patlatilip seri diliisyon yapilarak Luria-Bertani (LB) agara
ekilmis ve ertesi giin koloni olusturan birimler (CFU) sayilarak fagosite edilen bakteri sayisi belirlenmistir.
Fagositozun tespitinde kullanilan ikinci yontemde, SYBR® Green ile isaretli bakteriler kullanilarak akim si-
tometrisi ile analiz yapilmistir. Bu yéntemde 6ncelikle, makrofajlarin enfekte olduklarini kontrol etmek icin
bakteriler SYBR® Green ile boyanmis ve enfeksiyon sonrasi makrofajlar akim sitometri ydntemiyle incelen-
mistir. SDE’nin fagositoza etkisini tespit etmek icin, makrofajlar %10 ve %50 SDE’ye maruz birakildiktan
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sonra SYBR® Green ile isaretli bakterilerle enfekte edilip, hiicre icine alinan bakteriler akim sitometri yén-
temiyle medyan floresan yogunluk 6lciilerek analiz edilmistir. Yizde 25 ve %50 SDE konsantrasyonlarinda
2 saatlik maruziyet sonrasi makrofaj hiicre 6limu orani sirasiyla, %24 ve %30 iken, 4 saatlik maruziyet
sonrasi sirastyla %38 ve %51 diizeyine ¢ciktigi gozlenmistir (p< 0.001). Yiizde 10 ve iizeri SDE konsantras-
yonlarinda 2 ve 4 saatlik maruziyetlerde hiicre élimiinde ortalama 1.5 kat artis saptanmistir (p< 0.05).
SYBR® Green ile isaretli S.aureus’un kullanildigi enfeksiyonlarda hiicrelerin 9699.8'inin enfekte edildigi
gosterilmistir. S.aureus’un makrofajlar tarafindan fagositozunun %710 ve Uzeri SDE konsantrasyonlarinda
azaldig tespit edilmistir (p< 0.0001). SYBR® Green ile isaretli S.aureus ile enfekte makrofajlarda SDE'nin
%710 ve %50 oldugu durumlarda, fagosite edilen bakteri sayisini ifade eden hiicre icindeki medyan flore-
san sinyalin, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azaldigi izlenmistir. Sonug olarak bulgularimiz,
SDE’nin makrofajlarda, konsantrasyona ve stireye bagimli olarak hiicre canhligini ve S.aureus fagositozunu
azalttigini ortaya koymustur. Ayrica, fagosite edilen bakterilerin akim sitometri yontemiyle analizinde,
bakterilerin boyanmasi amaciyla SYBR® Green boyasinin basariyla kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus; makrofaj; fagositoz; sigara dumani; akim sitometri yontemi;
SYBR® Green.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most important pathogen that causes community acquired and
nosocomial infections worldwide. Phagocytosis by macrophages plays an important role in the first line
defense against infections caused by S.aureus. On the other hand, the conducted studies have indicated
that cigarette smoke has negative effects on both innate and acquired immune responses. The aim of
this study was to investigate the effects of cigarette smoke on macrophage viability and their capacity
of S.aureus phagocytosis. For this purpose THP-1 cell lines (human leukemic monocyte cell culture)
were used and after the differentiation of the cells with PMA (phorbol myristate acetate) treatment, the
macrophages were exposed to cigarette smoke extract (CSE) for 2- and 4-hours at concentrations of 1%,
5%, 10%, 25%, and 50%. Afterwards, the cells were stained with propidium iodide and the viability
of the cells was analyzed by a flow cytometer. Two different methods were used to investigate the
effect of CSE on the phagocytosis of S.aureus. The first one was the classical bacteriological method, in
which macrophages were exposed to CSE for 2 hours in five different concentrations and were infected
with 100 MOI (multiplicity of infection) S.aureus. After 1 hour of incubation, macrophages were lysed
with PBS-0.1% Triton X-100 and plated on Luria-Bertani (LB) agar following serial dilutions. Newly
formed colonies were counted and the number of bacteria phagocytosed were evaluated as colony
forming units (CFU). The second method for the detection of phagocytosis was flow cytometric analysis
in which SYBR® Green-labeled bacteria were used. To confirm that the macrophages were infected,
bacteria were stained with SYBR® Green and macrophages were analyzed following infection via flow
cytometry. Macrophages were exposed to 10% and 50% CSE and infected with bacteria stained with
SYBR® Green. The level of phagocytosis was analyzed by flow cytometry in terms of median fluorescence
intensity. Macrophage death rate was 24% and 30% following 2-hour exposure to 25% and 50% CSE,
respectively, while 4-hour exposure increased death rate to 38% and 519%, respectively (p< 0.001). At
10% and higher concentrations of CSE, cell death increased with an average of 1.5-fold between 2- and
4-hour exposures (p< 0.05). Macrophages were successfully infected (99.8%) with SYBR® Green-stained
S.aureus. Phagocytosis of S.aureus by macrophages decreased significantly upon exposure to 10% or
more CSE concentrations (p< 0.0001). Median fluorescence intensity, which indicates phagocytosed
bacterial cell number, decreased with no statistical significance when macrophages exposed to 10%
and 50% CSE were infected with SYBR® Green-stained S.aureus. The results of this study revealed that,
macrophage viability and phagocytosis of S.aureus were reduced depending on CSE concentration
and time of exposure. In addition, it was shown that, SYBR® Green dye is a proper stain for the flow
cytometric analysis of bacteria that were phagocytosed by macrophages.

Keywords: Staphylococcus aureus; macrophage; phagocytosis; cigarette smoke; flow cytometry; SYBR®
Green.
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GiRiS
Staphylococcus aureus, toplum ve hastane kaynakli pnémoni, yumusak doku enfeksi-
yonlari, osteomiyelit ve bakteriyemi gibi genis yelpazede enfeksiyonlara neden olan yaygin

gram-pozitif bakterilerden biridir'. S.aureus’a bagl hastaliklara karsi dogal bagisikhigin ilk
basamaginda profesyonel fagositik hiicrelerden olan makrofajlar etkin role sahiptirler?.

Sigara icenlerin icmeyenlere gore cesitli bakteriyel enfeksiyonlara 6nemli oranda daha
fazla yatkin olduklari bilinmektedir?. Aktif icicilerin yani sira, sigara dumanina maruz ka-
lan pasif icicilerde de immiin sistem fonksiyonlarinin etkilenmesi nedeniyle enfeksiyon
hastaliklarina yakalanma riskinin yiiksek oldugunu gésteren calismalar mevcuttur®>. Ya-
pilan calismalarda sigaranin hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik Gzerine etkileri oldu-
gu belirlenmistir. Himoral immuinitenin esasini olugturan immunoglobulin diizeylerinin,
sigara icen kisilerde icmeyenlere oranla daha diisiik oldugu tespit edilmistir®”. Sigaranin,
dogal oldiriict hiicreleri azalttigi, timor nekrozis faktor, interlokin (IL)-1 ve IL-8 gibi pro-
inflamatuar sitokin ekspresyonunu onledigi ve makrofaj icerisinde nitrik oksit sentezini
azalttig) tespit edilmistir®1%. Buna karsin sigara dumaninin, makrofaj hiicre kiiltiiriinde
S.aureus fagositozu Uzerine etkisi ile ilgili calismalar sinirhdir. Bu calismada, stafilokok
enfeksiyonlarina karsi immun yanitin temel elemanlarindan olan makrofajlarin fagositozu
Uzerine, sigara dumaninin etkisinin incelenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hiicre Hatti ve Bakteri Hazirlanmasi

Deneylerde hiicre kiiltiirii olarak THP-1 (insan l6semik monosit hiicre kiiltiirii) ATCC®
TIB-202™ kullanildi. Monosit hiicrelerinin cogaltiimasi ve makrofaj hiicrelerine dénii-
simii icin Dao ve arkadaslarinin'' uyguladiklari yéntem kullanildi. Hiicreler, %10 fetal
dana serumu (FCS) (Gibco®), 100 pg/ml penisilin-streptomisin (Gibco®) ve %1 sodyum
piruvat eklenmis RPMI 1640 (Gibco®) besiyerinde cogaltildi. THP-1 hiicrelerini makrofaja
déniistiirmek icin 6x10%/ml hiicre 20 ng/ml PMA (Phorbol myristate acetate) ile birlikte
24 kuyucuklu plaklara ekilerek 20 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra deneylerde kul-
lanildi.

Makrofaj hiicrelerinin enfeksiyonunda S.aureus ATCC 25923 kullanildi. S.aureus susu
daha 6nce kullanilmig olan metotta kiiciik degisiklikler yapilarak hazirlandi'?. Kisaca, tek
koloni bakteri bir gece 6ncesinden Luria-Bertani (LB) buyyonda sallayici inkiibatorde 18
saat suresince 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi gtin bakteriler tekrar pasajlanarak optik dansi-
tesi 600 nm (OD ) de &lculdi. OD 1 degerindeki bakteri sayisi, seri diltsyonlar sonucu
plaklara ekilip ertesi giin sayilarak 1.8 x 10° bakteri olarak hesaplandi.

Sigara Dumani Ekstrakti (SDE) Hazirlanmasi

Sigara dumani ekstrakti, 9 mg zifir, 0.7 mg nikotin, 10 mg karbon monoksit iceren
ticari sigaradan daha onceden uygulanan metotta kiiciik modifikasyonlar yapilarak elde
edildi'3. Kisaca, SDE elde etmek icin vakumlu pompa yardimi ile bir adet sigaranin duma-
ni 10 ml RPMI 1640 besiyeri icerisinde ¢6zildi. Hazirlanan SDE 0.45 pm (EMD Millipo-
re™) filtreden gecirilerek sterilize edildi. Bu konsantrasyon %100 olarak kabul edilerek,
elde edildikten sonra 30 dakika icinde kullanildi.
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Tablo I. Sigara dumani ekstrakti (SDE)’nin farkl konsantrasyonlarinin makrofaj hiicre canliligina etkisinin
4. ve 24. saatlerde akim sitometrisi ile analizi

SDE konsantrasyonu (%) 0 1 2 5 10 25 50 75 100
Huicre 6lumu (%) 4 saat 26 31 36 36 39 57 75 84 89
24 saat 27 58 64 82 89 96 98 98 99

Konsantrasyon ve Siire Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak SDE konsantrasyon ve maruziyet suresinin belirlenmesi icin
bir 6n calisma yapildi. Bu amacla, hazirlanan SDE %1, %5, %10, %25, %50, %75 ve
%7100 konsantrasyonlarda 4 ve 24 saat stire makrofajlara uygulandi. Bu farkl doz ve su-
relerde uygulanan SDE'nin makrofaj canligina etkisi propidium iyodur (PI) kullanilarak
akim sitometrisi ile analiz edildi. Dort ve 24 saat SDE'ye maruz birakildiginda degerlen-
dirilen tim konsantrasyonlar icin 4. ve 24. saatte hlicre 6limu acisindan %50 Uzeri kon-
santrasyonlarda %75 Uzerinde hiicre 6limu gerceklesmesi nedeniyle sonraki deneylerde
%50 ve altindaki konsantrasyonlarda 2 ve 4 saat inkiibasyon uygulandi (Tablo ).

Akim Sitometrisi ile Hiicre Canlihg Analizi

On calisma sonuglarina dayanarak SDE maruziyet siiresinin 2 ve 4 saat olmasina ve
konsantrasyonlarin %1, %5, %10 ve %50 olarak uygulanmasina karar verildi. Belirlenen
doz ve inkiibasyon sonrasinda hticreler iki kez PBS ile yikanarak (izerlerine 5 mM PBS-
EDTA'dan 500 pl eklendi. Bes dakika sonra toplanan makrofaj hiicrelerinin canliiginin
tespiti icin 0.1 mg/ml Pl eklenerek 30 dakika oda isisinda inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan BD Accuri C6 akim sitometri cihazi (BD Biosciences, ABD) ile FL2 kanalinda en
az 10.000 hiicre incelendi. Veriler BD Accuri CFlow Software kullanilarak analiz edildi. PI
pozitif hiicreler 6li hiicre olarak degerlendirildi.

Enfeksiyon Modeli

Hiicre kultiriinde S.aureus enfeksiyon modeli icin, daha 6nceden uygulanmis olan
model kismi modifikasyonlarla uygulandi'*. Makrofaj hiicreleri %1, %5, %10 ve %50
konsantrasyonlarda SDE’ye 2 ve 4 saat maruz birakildi. Daha sonra hiicreler iki kez PBS ile
ytkanarak %5 insan serumu eklendi. Makrofajlarin enfeksiyonu icin 100 MOI (multiplicity
of infection) olmak iizere her bir kuyucuga 6 x 10 koloni olusturan iinite (CFU) S.aureus
eklendi'®.

Bakteri Fagositozunun Tespiti
Bu amacgla iki farkh yontem kullanildi.
a. Klasik Bakteriyolojik Yontem

S.aureus ile enfekte edilen makrofajlar bir saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra, hiicre-
ler Gg kez PBS ile yikanarak hiicre disindaki bakteriler elimine edildi. Fagosite edilen bak-
teri sayisinin belirlenmesi icin PBS-%0.1 Triton X-100 ile makrofajlar patlatildi. Makrofaj
hiicreleri icine alinan bakteri sayisint CFU olarak belirleyebilmek icin patlatilan makrofaj
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hicrelerinin seri dilisyonu yapildi ve LB agar plaklara ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Ertesi glin plaklarda koloni olusturan birimler sayilarak fagosite edilen bakteri mik-
tari CFU olarak degerlendirildi.

b. Flow sitometri ile fagositoz analizi

Bu amacla 6ncelikle S.aureus 30 dakika 10 pg/ml SYBR® Green boyasi ile karanlikta
inkiibe edilerek isaretlendi. SYBR® Green boyasinin bakteri canliiina etkisi, boyal bak-
terilerin seri dillisyonu sonucu LB agar plaklara ekilerek degerlendirildi. SYBR® Green
boyasinin bakteri canliigina etki etmedigi belirlendikten sonra, bu bakteriler ile yukarida
bahsedilen enfeksiyon deney dlizenegi kullanilarak makrofajlar enfekte edildi. Makrofaj
hicrelerinin fagositoz yetenekleri akim sitometri cihazi kullanilarak alinan floresan sinyali
(Medyan floresan yogunluk; MFI) ile olcildu.

istatistiksel analiz

Tdm deneyler birbirinden bagimsiz tic ayri tekrar olarak cahsildi. Verilerin istatistiksel
analizi icin GraphPad Prism 7 (Graphpad Software, ABD) programi kullanildi. Deney
gruplarinin karsilastinlmasinda One-way Anova testi uygulandi. Gruplar arasi karsilastir-
mada post-hoc test olarak Tukey testi yapildi. Analiz sonucu p< 0.05 istatistiksel olarak
anlaml olarak kabul edildi. Degerler ortalama * standart hata olarak verildi.

BULGULAR

Calismamizda, 2 saat SDE maruziyeti sonunda %25 konsantrasyonda kontrole goére
hiicre 6limunde artig belirlenmistir (p< 0.05). Konsantrasyon %50’ye ciktiginda kontrole
gore 6lum orani daha da artmistir (p< 0.01). Bu bulgular, SDE’'nin makrofaj olimunu
uyardigini gostermektedir (Sekil 1).

iki saat SDE maruziyetinde 0, %1, %5, %10, %25 ve %50 konsantrasyonlar icin hiicre
olim oranlari sirasiyla %9, %7.5, %11, %12, %20 ve %34 olarak tespit edilmistir. Hlic-
re 6lim oranlar acisindan, konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda; %25
SDE’de daha distik konsantrasyonlara gore anlamli artis belirlenmis (%20; p< 0.05);
%150 SDE’de ise kendinden diistik konsantrasyonlara gore artisin daha da belirgin oldugu
gorulmustir (%34; p< 0.01). Dort saat SDE maruziyeti sonunda, %10 konsantrasyonda
kontrole gore anlamli hiicre 6limu saptanmistir (p< 0.05). Bu artis %25 ve 50’de daha
da belirgin hale gelmistir (p< 0.01). Dort saat maruziyette SDE %10, 25 ve 50 konsant-
rasyonlar kendi aralarinda karsilastirldiginda, kendinden daha dustk konsantrasyonlara
gore anlaml artis tespit edilmistir (p< 0.01). Ayni konsantrasyonda 2 ve 4 saatlik SDE
maruziyetleri karsilastirldiginda %10 ve %25 ile %50 konsantrasyonlara maruziyet siiresi
arttikca hiicre 6liminde anlamli artis bulunmustur (sirasiyla, p< 0.05, p< 0.01).

SDE’nin, hiicre 6limu olmaksizin hiicresel fonksiyonlar tzerindeki etkisini belirlemek
amaciyla ilk olarak yapilan klasik bakteriyolojik yontem icin fagositoz deneyinde uygula-
nacak SDE siiresi 2 saat olarak belirlenmistir. Bu yontemde fagosite edilen bakteri sayis
CFU olarak degerlendirildiginde, SDE’ye 2 saat maruz kalan makrofajlarda, fagosite edilen

bakteri sayisinin doza bagiml olarak degistigi tespit edilmistir. Fagosite edilen bakteri sa-
yisinin, kontrol hiicrelerinde 6.5 x 107 iken, SDE %10, %25 ve %50’de sirasiyla 1 x 107,
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Sekil 1. SDE’'nin makrofaj hticre canlligina etkisi. a) Farkli SDE konsantrasyonlari ve maruziyet siirelerinin
makrofaj canliigina etkisi. b) 2 saat maruziyette hticre éliimii deneyinin akim sitometri grafigi [SDE: Sigara
dumani ekstrakti; M2: Olii hiicre orany; *: p< 0.05 (ayni saatteki SDE %0 ile karsilastiridiginda); **: p< 0.01;
***: p< 0.001; #: p< 0.05 (ayni konsantrasyon farkli saatlerde karsilastirildiginda); # #: p< 0.001].

1.5 x 107, 2 x 10”7 CFU degerlerine diistigii gézlenmistir (p< 0.05). Bu bulgular, SDE’ye
maruz kalan makrofajlarda S.aureus fagositozunun etkilendigini gostermektedir (Sekil 2).

Enfekte edilen makrofajlarin sayisini tespit edebilmek icin, SYBR® Green floresan boyall
S.aureus'lar literatiirde ilk defa bu calismada makrofajlar tarafindan fagositozunda kullanil-
mustir. SYBR® Green kullanilmadan S.aureus ile enfekte edilen makrofajlar disarida kalacak se-
kilde floresan 1sik siddetine gére kapilama (R2) yapilmistir (Sekil 3a) Daha sonra SYBR® Green
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ile isaretli S.aureus ile enfekte makrofajlar 10
oOlctildugiinde, makrofajlarin %99.8'inin
kapilanan alan icerisinde oldugu tespit o 1
edilmistir (Sekil 3b). Bu veriler, SYBR®
Green’in, makrofajlarin S.aureus fagosito-
zunu gostermede kullanilabilecegini orta-
ya koymustur.

cfu (X 107)

S.aureus fagositozunun tespitinde kul-
landigimiz ikinci yéntemde, SYBR® Green ‘
ile isaretli bakterilerin hiicre icine alinma- - -
sinin akim sitometri yontemiyle gosteril-
mesinin ardindan, SDE’nin S.aureus fago- M 1 5 10 25 !
sitozuna etkisinin arastirimasi icin makro- SDE Konsantrasyonu (%)
fajlara %10 ve %50 konsantrasyonlarda  $ekil 2. Makrofaj hiicrelerinde farkli sigara duman eks-

SDE, iki saat uygulanmistir. Makrofajlarda traktr (SDE) konsantrasyonlarinda S.aureus fagositozu-

. Lo . ' nun bakteriyolojik yéntemle; makrofajlarin patlatilarak
akim sitometrisi ile elde edilen MFI'larin, hticre icine alinan bakterilerin seri diliisyonu sonucu agar

%10 ve %50 konsantrasyonlarda SDE plaklara ekilmesi sonucu elde edilen koloni olusturan
uygulanan hiicrelerde, kontrole oranla  birimlerin (cfu) sayilarak degerlendirilmesi (*: p< 0.05).

sirastyla %2 ve %49 azaldigi saptanmis
(p> 0.05); ayrica daha az sayida bakteri
fagosite eden makrofaj sayisinin arttigi gozlenmistir (Sekil 3c).

TARTISMA

Calismamizin verileri, sigara dumani maruziyetinin, makrofajlarin canlligini doz ve stire
ile orantil olarak azalttigini gostermistir. Ayni stirede, artan dozlarda SDE’ye maruz bira-
kilan makrofajlarda, hiicre 6limunin anlamh oranda arttigi tespit edilmis; benzer sekilde
SDE konsantrasyonlari sabit tutulup maruziyet stresi uzatildiginda da makrofaj olimleri-
nin arttigi izlenmistir. Yapilan calismalarda, sigara dumaninin, bakteriyel enfeksiyonlarda
ilk basamak savunmada rol alan epitel hiicresi, notrofil ve keratinositler tzerine sitotoksik
etkisi oldugu gosterilmistir'®'617. Yang ve arkadaslan'®, SDE’nin makrofaj canliigina et-
kisini inceledikleri calismada, hucre oliminu tespit etmek icin hiicrelerden salinan LDH
seviyesini 6lgcmuslerdir. Bu arastiricilar, LDH seviyesinin, %1 ve %2.5 SDE konsantrasyonla-
rinda 24 saat sire ile maruziyette degismedigini, %5 SDE konsantrasyonunda ise anlamli
oranda arttigini bildirmislerdir. Bizim 6n calismamizda da, SDE’ye 24 saat maruziyette %1
ve Uzeri konsantrasyonlarda hiicre 6limunde 2 kattan daha fazla artis, %25 ve lzeri kon-
santrasyonlarda ise hiicrelerin tamamina yakininin 6ld{igii akim sitometri yontemiyle tespit
edilmistir (Tablo ). Bu 6n calisma sonuclarimiza dayanarak, 24 saat ve %50 Uzeri konsant-
rasyonlara maruziyet ile hiicrelerin %90’indan fazlasinin 6lmesi nedeniyle, uzun sure ve
yuksek konsantrasyonlar devam eden calismalarda kullaniimamistir.

immiin yanitta yer alan hiicrelerin sayica coklugu kadar fonksiyonel olarak aktif olmasi
da 6nemlidir. Sigaranin, immin sistem hiicrelerine olan sitotoksik etkisinin yani sira hiic-
resel fonksiyonlar {izerine de etkileri vardir. Phipps ve arkadaslari'®, fareler iizerinde yap-
tiklar calismada, sigara icirilen farelerde alveolar makrofaj sayisinin icmeyenlere oranla
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Sekil 3. Makrofajlarin S.aureus’u fagositozunun akim sitometri yéntemiyle analizi. a) S.aureus ile enfekte
makrofajlar; b) SYBR® Green ile isaretli S.aureus ile enfekte makrofajlar; c) SDE’ye maruz birakilmis makrofaj-
larin SYBR® Green ile isaretli S.aureus’u fagositozunun analizi (MFI: Medyan floresan yogunluk x 103).

6 kat arttigi halde pulmoner enfeksiyonlara direncin azaldigini gostermislerdir. Makrofaj
aktivasyonu belirteclerinden biri olan fagositoz, bakterinin elimine edilmesinde dogal
bagisikhigin 6nemli islevlerinden biridir?®. Sigara dumanina maruz kalan makrofaj hiicre-
lerinin, apoptotik notrofil ve epitel hiicrelerini fagosite edemedikleri daha onceki calis-
malarda gésterilmistir'>?'. Ayrica SDE’nin, Haemophilus influenzae ve Streptococcus pneu-
moniae gibi farkh bakterilerin fagositozuna etkisinin incelendigi calismalarda, fagositozun
azaldigi belirlenmis; bu bozulmanin lateks boncuklarin fagositozunda gerceklesmedigi,
dolayisiyla fagositozdaki bozulmanin bakteriye 6zgiil oldugu ortaya konulmustur'®22,
Bizim calismamizda, makrofajlarin S.aureus fagositozunu arastirmak icin farkli iki yontem
kullanilmistir. Bunlardan ilki olan bakteriyolojik yontem; fagositik hiicrelerin patlatilip, fa-
gosite edilen bakterilerin agar plaklarina ekilmesi ve ertesi glin sayilmasi esasina dayanan
klasik mikrobiyolojik yéntemdir?®. Bu yéntem, pahali ekipmanlar gerektirmemesi nede-
niyle her laboratuvarda uygulanabilmesine karsin, cok sayida diliisyon yapilmasi, agar
plaklara ekim ve ertesi glin koloni sayimi ile uzun ve ugrastirici bir metottur. Cahismamiz-
da klasik mikrobiyolojik yontemle baktigimizda, normal ortamdaki makrofaj hiicrelerine
enfeksiyon icin ilave edilen S.aureus’un %83'l fagosite edilirken, sigara dumanina %10,
%25 ve %50 konsantrasyonlarda maruz kalan hicrelerde fagositozun sirasiyla 6.2, 4.1
ve 3.4 kat azaldigi tespit edilmistir (p< 0.05). iki saat uygulanan %10 SDE sonucu hiicre
olimiinde anlamh artis olmamasina ragmen, fagositoz 6.2 kat azalmistir (p< 0.001). Bu
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durum, sigara dumaninin makrofaj canliiginin etkilenmedigi %10’luk konsantrasyonu-
nun, makrofaj fonksiyonu lzerine olan direkt etkisi olarak yorumlanabilir.

Calismamizda kullandigimiz ikinci yontem, floresan ile isaretli bakteriler kullanilarak
akim sitometrisi ile fagositoz esasina dayanmaktadir?®. Bu calismada, literatiirde ilk defa
SYBR® Green floresan ile isaretli S.aureus kullanarak akim sitometrisi ile makrofaj hiic-
relerinde fagositoz arastinlmistir. Mikrobiyolojik yontemde sadece hiicre icinde canli
olan bakteriler tespit edilebilirken, akim sitometri yénteminde kullanilan SYBR® Green,
DNA’ya baglandigi icin, hiicre icine alinan canli ve 6lu tim bakterileri tespit edebilmek-
tedir. Pahali bir ekipman gerektirmesine ragmen, uygulanma kolayhgi ve daha duyarli
sonug vermesi acisindan akim sitometrisi avantajli bir ydntemdir?®. Makrofajlarin fagosi-
toz yetenegini 6l¢ctiigiimiiz akim sitometri ydnteminde, makrofajlarin %99.8'inin SYBR®
Green ile isaretli S.aureus ile enfekte oldugu belirlenmistir. Ayrica makrofajlar tarafindan
fagosite edilen bakteri sayisinin, SDE'nin %10 ve %50 konsantrasyonlarinda azaldigs;
ozellikle %50 konsantrasyonda daha az sayida bakteri fagosite eden makrofaj sayisinin
arttigr tespit edilmistir (Sekil 3). Klasik mikrobiyolojik yontemde fagosite edildikten sonra
Olen bakterileri tespit etme imkani yok iken, akim sitometri yontemi hem canli hem de
0lu bakteriyi fagosite edildikten sonra gosterebilmektedir. Bu durum calismamizda fago-
sitozun tespitinde kullanilan iki yontem arasindaki oransal farki aciklamaktadir.

Sigaranin, bakteriyel enfeksiyonlara kargi duyarlihgr artirmasi, immin sistem hdcreleri
Uzerindeki etkilerinin yaninda, bakteriyel viriilans faktorlerini artirmasina da bagl olabilir.
McEachern ve arkadaslan?*, SDE’ye maruz birakilan metisiline direncli S.aureus’'un mak-
rofajlar tarafindan oldurilmeye 4 kat daha direncli oldugunu gostermislerdir. Bizim calis-
mamizda, SDE’ye maruz birakilan makrofajlar S.aureus tarafindan enfekte edilmeden 6nce
SDE’den yikanarak uzaklastirildiklari icin S.aureus SDE’den etkilenmemistir. Dolayisiyla fa-
gositozdaki azalma orani, bakteri kaynakli olmayip makrofaj kaynaklidir. Sonug olarak calis-
mamizda, sigara dumanina maruziyette, dogal bagisiklikta rol alan etkin hiicrelerden olan
makrofajlarin canliiginin ve énemli enfeksiyon etkeni olan S.aureus’u fagosite etme yete-
neklerinin zarar gordtgl belirlenmistir. Bununla birlikte, bu etkilerin altta yatan molekiler
mekanizmalarinin acikliga kavusturulabilmesi icin ileri molekiler calismalara ihtiyac vardir.
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