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Annotatsiya: Neytrofillar organizmning tug‘ma immun tizimining asosiy hujayralari 

bo‘lib, ular fagotsitoz yo‘li bilan patogenlarni yo‘q qiladi. Fagolizosoma — bu yutilgan 

mikroorganizmlarning hazm qilinishi sodir bo‘ladigan asosiy hujayra ichidagi 

kompartmentdir. Ushbu kompartmentning kislotaliligi (pH darajasi) mikroblarga qarshi 

fermentlarning faolligi, reaktiv kislorod turlarining (ROS) hosil bo‘lishi va umumiy 

bakteritsid samaradorlik uchun hal qiluvchi ahamiyatga ega . An'anaviy usullar bilan 

solishtirganda, pH-sezgir floresan zondlardan foydalanish real vaqt rejimida, yuqori 

sezuvchanlik va fazoviy aniqlik bilan fagolizosomal pH ni kuzatish imkonini beradi. Ushbu 

metodik sharhning maqsadi 2015-2024-yillar oralig‘ida neytrofil fagolizosoma pH ini 

o‘lchashda qo‘llaniladigan floresan zondlar va ularga asoslangan protokollarning keng 

qamrovli tahlilini taqdim etishdir. Maqolada ratsiometrik va intensivlikka asoslangan 

yondashuvlar, jumladan, SNARF, pHrodo, Oregon Green va FITC kabi keng tarqalgan 

zondlarning afzalliklari va cheklovlari muhokama qilinadi. Shuningdek, konfokal 

mikroskopiya, oqim sitometriyasi va spektrofluorimetriya kabi turli xil asbob-uskunalar 

yordamida pH o‘lchashning batafsil protokollari, jumladan, zondlarni konjugatsiya qilish, 

hujayra tayyorlash, kalibrlash egri chiziqlarini qurish va ma'lumotlarni tahlil qilish 

bosqichlari keltirilgan. Ushbu metodlarning qiyosiy tahlili shuni ko‘rsatadiki, ratsiometrik 

zondlar, ayniqsa SNARF-1, fotosuvchanlik va zond kontsentratsiyasining o‘zgarishi kabi 

artefaktlarni bartaraf etishda yuqori samaradorlikka ega . pHrodo zondlari esa, o‘zining 

"yoqish/o‘chirish" xususiyati tufayli, ayniqsa, oqim sitometriyasi va yuqori 

o‘tkazuvchanlikdagi skrining tahlillarida fagotsitoz faolligini va fagosomal kislotalanishni 

baholash uchun juda qulaydir . Sharhda, shuningdek, NADPH oksidaza va vakuolyar 
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ATPaza (v-ATPaza) kabi pH ni tartibga soluvchi asosiy oqsil komplekslarining roli va 

ularning faoliyatini o‘rganishda floresan zondlarning qo‘llanilishi haqida so‘z boradi. 

Xulosa qilib aytganda, pH-sezgir floresan zondlar neytrofillar biologiyasidagi asosiy 

savollarga javob berishda kuchli vosita bo‘lib, yallig‘lanish va immunitet reaksiyalarining 

yangi mexanizmlarini ochishga yordam beradi. 

Kalit so‘zlar: Neytrofil; fagolizosoma; pH o‘lchash; floresan zond; ratsiometrik 

tasvirlash; SNARF; pHrodo; fagotsitoz; v-ATPaza; NADPH oksidaza. 

 

Tadqiqot Maqsadi 

Neytrofil fagolizosomasining pH 

darajasi bu hujayralarning mikroblarga 

qarshi faoliyatining markaziy regulyatori 

hisoblanadi. So'nggi o'n yillikda pH-

sezgir floresan zondlar va tasvirlash 

texnologiyalaridagi jadal rivojlanish 

ushbu parametrni o'rganish 

imkoniyatlarini tubdan o'zgartirdi. 

Mazkur metodik sharhning asosiy 

maqsadi – 2015-2024 yillar oralig'ida 

nashr etilgan ilmiy adabiyotlar asosida, 

neytrofil fagolizosoma pH ini pH-sezgir 

floresan zondlar yordamida o„lchashning 

zamonaviy usullari va protokollarini 

tizimlashtirish va keng qamrovli tahlil 

qilishdir. Maqola turli xil floresan 

zondlarning (masalan, SNARF, pHrodo, 

Oregon Green) ishlash prinsiplarini, 

ularning afzalliklari va kamchiliklarini 

qiyosiy baholashga qaratilgan. 

Shuningdek, konfokal mikroskopiya, 

oqim sitometriyasi va 

spektrofluorimetriya kabi turli 

platformalarda qo„llaniladigan aniq 

protokollarni, jumladan, zondlarni 

biologik zarrachalarga konjugatsiya 

qilish, hujayra madaniyatini tayyorlash, 

kalibrlash egri chiziqlarini yaratish va 

olingan ratsiometrik ma'lumotlarni tahlil 

qilish bosqichlarini batafsil yoritish 

ko„zda tutilgan. Ushbu sharh 

tadqiqotchilarga eng mos keladigan 

metodologiyani tanlash va qo„llashda 

amaliy qo„llanma bo„lib xizmat qilish 

bilan birga, neytrofil fagosomal pH 

dinamikasini o„rganish orqali immunitet 

va yallig„lanish kasalliklarining yangi 

terapevtik maqsadlarini aniqlashga 

qaratilgan tadqiqotlarga yo„l ochishni 

maqsad qilgan. 

Kirish 

Neytrofillar, shuningdek, 

polimorfyadroli leykotsitlar (PMN) deb 

ham ataladi, ular qon aylanish tizimida 

eng ko„p uchraydigan oq qon hujayralari 

bo„lib, organizmni bakterial va 

zamburug„li infektsiyalardan himoya 

qilishning birinchi chizig„i hisoblanadi. 

Ulaming patogenlarni yo„q qilishdagi 

asosiy mexanizmi fagotsitozdir. Bu 

jarayon neytrofillar tomonidan 

mikroorganizmlarning tan olinishi, o„rab 

olinishi va hujayra ichida fagosoma deb 

ataladigan maxsus pufakchaga 

joylashtirilishini o„z ichiga oladi. 

Keyinchalik, bu fagosoma lizosomalar 

bilan birlashib, fagolizosomani hosil 

qiladi. Aynan fagolizosoma ichida 

patogenlarni halokatga uchratish uchun 

bir qator kuchli mikroblarga qarshi 

mexanizmlar faollashadi. Ushbu 
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mikroblarga qarshi muhitning eng muhim 

parametrlaridan biri bu uning 

kislotaliligidir, ya'ni pH darajasi . 

Fagolizosoma pH i neytrofillarning 

bakteritsid faoliyatining samaradorligini 

belgilovchi markaziy omildir. Kislotali 

muhit bir necha darajada muhim rol 

o„ynaydi. Birinchidan, katepsinlar, 

defensinlar va lizosim kabi ko„plab 

mikroblarga qarshi fermentlarning 

optimal faolligi past pH (4.5-5.0) da 

namoyon bo„ladi . Ikkinchidan, kislotali 

muhit vakuolyar ATPaza (v-ATPaza) 

tomonidan vujudga keltiriladi, bu esa o„z 

navbatida fagosomal membranadagi 

boshqa ion transport tizimlari bilan 

bog„liq. Uchinchidan, fagosomal pH 

neytrofillarning xarakterli xususiyati 

bo„lgan "nafas portlashi" (respiratory 

burst) jarayonida hosil bo„ladigan reaktiv 

kislorod turlarining (ROS) kimyoviy 

reaksiyalari va barqarorligiga ta'sir qiladi. 

Masalan, mieloperoksidaza (MPO) 

fermenti tomonidan vodorod peroksid 

(H₂O₂) va xlorid ionidan (Cl⁻) gipoxlorit 

kislota (HOCl) hosil qilish uchun optimal 

pH oralig„i mavjud . Shuning uchun 

fagolizosoma pH ini aniq va ishonchli 

o„lchash neytrofillar fiziologiyasi va 

patologiyasini tushunish uchun hal 

qiluvchi ahamiyatga ega. 

Tarixiy jihatdan, fagosomal pH ni 

o„lchashda turli xil usullar qo„llanilgan. 

Dastlabki tadqiqotlar pH ga sezgir 

mikroelektrodlar yoki hujayralarni 

bo„laklash va ularning tarkibini 

o„lchashga asoslangan edi. Biroq, bu 

usullar invaziv, past aniqlikka ega va real 

vaqt rejimida kuzatish imkonini bermas 

edi. Floresan bo„yoqlarining rivojlanishi 

bu sohada inqilob qildi. Dastlab, 

karboksifluoressein (FITC) kabi pH-

sezgir floroforlar ishlatila boshlandi . 

Ushbu birikmalarning floresans 

intensivligi atrof-muhit pH i ga bog„liq 

holda o„zgaradi. Biroq, bunday bir to„lqin 

uzunlikdagi o„lchovlar floroforning 

kontsentratsiyasi, yorug„likni o„chirish 

(photobleaching) va fokus uzunligidagi 

o„zgarishlar kabi omillar ta'sirida bo„lib, 

natijalarning noto„g„ri bo„lishiga olib 

kelishi mumkin edi . 

Ushbu cheklovlarni bartaraf etish 

uchun ratsiometrik pH o„lchash usullari 

ishlab chiqildi. Ratiometrik yondashuvda 

pH ga sezgir bo„lgan va bo„lmagan ikkita 

floresans signalining nisbati olinadi. Bu 

nisbat florofor kontsentratsiyasi, 

yorug„lik intensivligi va hujayra qalinligi 

kabi o„zgaruvchilardan mustaqil bo„lib, 

faqat pH ga bog„liqdir . Bu usulning 

ishonchliligi va aniqligini sezilarli 

darajada oshiradi. Seminaphthorhodafluor 

(SNARF) va Oregon Green kabi zondlar 

ana shu ratsiometrik prinsip asosida 

ishlaydi. SNARF-1, masalan, bitta 

qo„zg„atish to„lqin uzunligida ikkita turli 

emissiya cho„qqisiga ega bo„lib, ularning 

nisbati pH ga bog„liq ravishda o„zgaradi . 

Bu xususiyat uni konfokal mikroskopiya 

uchun juda qulay vositaga aylantiradi. 

So„nggi yillarda pHrodo™ kabi 

yangi avlod floresan zondlari keng 

tarqaldi. pHrodo neytral pH da deyarli 

floresans bermaydi, lekin kislotali 

muhitda (pH ~5 da) uning floresansi 

keskin ortadi . Bu "aqlli" xususiyat uni, 

ayniqsa, fagotsitozni va fagosomal 
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kislotalanishni o„rganish uchun ideal 

qiladi, chunki faqat kislotali 

fagosomalardagi zarrachalargina yorqin 

floresans beradi. Bu esa oqim 

sitometriyasi tahlilida fon signalini 

minimal darajaga tushiradi va fagotsitozni 

baholashni osonlashtiradi . pHrodo 

odatda fagotsitoz qilinadigan 

zarrachalarga (masalan, bakteriyalar, 

zimosan, silika boncuklar) kovalent 

bog„lanadi. 

Metodologiyaning tanlovi tadqiqot 

maqsadiga bog„liq. Konfokal 

mikroskopiya yordamida ratsiometrik 

tasvirlash (masalan, SNARF-1 bilan) 

yakka fagosomalar darajasida pH 

dinamikasini yuqori fazoviy va 

vaqtinchalik aniqlikda kuzatish imkonini 

beradi. Bu usul yordamida neytrofillar 

fagosomalarining boshqa fagotsitlar 

(masalan, makrofaglar)nikidan farqli 

o„laroq, ancha yuqori (ishqoriy) pH ga 

ega ekanligi va bu hodisa NADPH 

oksidaza faoliyati bilan bog„liqligi kashf 

etildi . Oqim sitometriyasi esa minglab 

hujayralarni tez va statistik ishonchli 

tahlil qilish imkonini berib, 

populyatsiyadagi o„rtacha pH ni va uning 

tarqalishini baholashda, shuningdek, 

farmakologik inhibitorlar yoki genetik 

modifikatsiyalarning ta'sirini o„rganishda 

juda samaralidir . Spektrofluorimetriya 

esa butun hujayra populyatsiyasi bo„yicha 

o„rtacha kinetik ma'lumotlarni uzoq vaqt 

davomida yozib olish imkonini beradi . 

Ushbu metodik sharhning 

dolzarbligi shundaki, so„nggi yillarda 

neytrofillar biologiyasiga bo„lgan qiziqish 

yana ortib bormoqda. Surunkali 

granulomatoz kasallik (CGD) kabi 

immunitet nuqsonlari, revmatoid artrit va 

yiringli yallig„lanish kasalliklarida 

neytrofillar disfunktsiyasining roli 

aniqlandi. Fagosomal pH ning noto„g„ri 

tartibga solinishi ushbu kasalliklarning 

patogenezida muhim omil bo„lishi 

mumkin. Shu sababli, pH o„lchash 

usullarini mukammal bilish va to„g„ri 

qo„llash yangi terapevtik strategiyalarni 

ishlab chiqish uchun muhim ahamiyat 

kasb etadi. 

Ushbu maqolaning keyingi 

qismlarida biz neytrofil fagolizosoma pH 

ini o„lchashda qo„llaniladigan asosiy 

floresan zondlarning kimyoviy 

xususiyatlari va ishlash prinsiplarini 

batafsil tahlil qilamiz. So„ngra, turli xil 

platformalar (mikroskopiya, oqim 

sitometriyasi, spektrofluorimetriya) 

uchun batafsil protokollarni taqdim 

etamiz. Natijalar bo„limida biz turli 

zondlar va usullar yordamida olingan 

eksperimental ma'lumotlarning 

misollarini keltiramiz va ularning 

ishonchliligini muhokama qilamiz. 

Muhokama qismida esa ushbu 

metodlarning cheklovlari, potentsial 

xatolik manbalari va ularni bartaraf etish 

yo„llari, shuningdek, kelajakdagi 

rivojlanish istiqbollari haqida so„z 

yuritamiz. 

Tadqiqot Uslublari 

Ushbu metodik sharhda keltirilgan 

protokollar 2015-2024-yillarda nashr 

etilgan nufuzli ilmiy jurnallardagi 

maqolalar va laboratoriya qo„llanmalariga 

asoslangan. Quyida neytrofil 

fagolizosoma pH ini o„lchashda 
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qo„llaniladigan asosiy usullar va ularning 

bosqichlari umumlashtirilgan. 

1. Neytrofillarni ajratib olish va 

tayyorlash: Neytrofillar inson yoki 

hayvon (odatda sichqon) venoz qonidan 

zichlik gradienti sentrifugalash usuli 

yordamida ajratib olinadi. Buning uchun 

Ficoll-Paque yoki shunga o„xshash 

reagentlar ishlatiladi. Qon namunasi 

gradiyent ustiga qatlamlanadi va 

sentrifugalanadi. Sentrifugalashdan so„ng, 

qonning turli tarkibiy qismlari zichligiga 

qarab ajraladi va neytrofillar qizil qon 

tanachalari va granulalardan iborat 

cho„kindida (pelletda) to„planadi. Qolgan 

eritrotsitlar gipotonik lizis yoki ammiy 

xlorid asosidagi eritma yordamida 

yuboriladi. Ajratib olingan 

neytrofillarning yashovchanligi tripan 

ko„ki bilan bo„yash orqali tekshiriladi va 

tajribalar davomida hujayralar fiziolik 

sharoitda (37°C, 5% CO2) saqlanadi . 

2. Fagotsitoz qilinadigan 

zarrachalarni tayyorlash: 

• SNARF-1 konjugatsiyasi: 

Candida albicans yoki zimosan 

zarrachalari avval qizdirib o„ldiriladi. 

Keyin ular SNARF-1 SST bilan kovalent 

bog„lanadi. Buning uchun zarrachalar 

yuqori pH li karbonat-bikarbonat buferida 

(pH ~9.0) SNARF-1 SST bilan birga 

inkubatsiya qilinadi. Reaksiya tugagach, 

konjugatsiyalanmagan bo„yoqni yuvib 

tashlash uchun zarrachalar PBS buferida 

bir necha marta sentrifugalanadi . 

• pHrodo konjugatsiyasi: Tijorat 

pHrodo Red SST to„plami ishlab 

chiqaruvchi (Thermo Fisher Scientific) 

ko„rsatmalariga muvofiq ishlatiladi. 

Odatda, karboksil guruhi bilan qoplangan 

silika boncuklar (3.0 mkm) yoki boshqa 

zarrachalar pHrodo Red SST va agar 

fagotsitozni normallashtirish zarur bo„lsa, 

pH ga sezgir bo„lmagan Alexa Fluor 488 

SST bilan birga inkubatsiya qilinadi . 

Reaksiya karbonat-bikarbonat buferida 

olib boriladi va keyin qolgan faol efirlarni 

bloklash uchun glycin eritmasi qo„shiladi. 

• FITC/Oregon Green 

konjugatsiyasi: Zimosan yoki boshqa 

zarrachalar amin reaktiv floroforlar 

(masalan, FITC-SST yoki Oregon Green 

488 SST) bilan xuddi shu printsip asosida 

konjugatsiya qilinadi. Ratiometrik 

o„lchovlar uchun pH ga sezgir bo„lmagan 

ikkinchi bir florofor (masalan, Texas Red 

yoki rodamin) bilan ham birgalikda 

belgilash mumkin . 

3. Fagotsitoz jarayoni va pH 

o„lchash: 

• Konfokal mikroskopiya: 

Tayyorlangan neytrofillar qoplamali 

oynalarga yoki maxsus kamerali petri 

likopchalariga yopishtiriladi. Keyin ular 

SNARF-1 bilan belgilangan zarrachalar 

bilan 37°C da qisqa vaqt (masalan, 5-10 

daqiqa) inkubatsiya qilinadi. Fagotsitoz 

qilinmagan zarrachalar yuvib tashlanadi 

va likopcha termostatlangan konfokal 

mikroskop sahnasiga joylashtiriladi. 

SNARF-1 ni qo„zg„atish uchun 543 nm 

(yoki 555 nm) lazer ishlatiladi va uning 

emissiyasi 580-600 nm (pH-sezgir) va 

630-660 nm (pH-sezgir emas) ikkala 

kanalda qayd etiladi . Vaqt o„tishi bilan 

turli fagosomalardagi ikkala kanal 

intensivligining nisbati o„lchanadi va bu 

nisbat oldindan tuzilgan kalibrlash egri 
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chizig„i yordamida pH qiymatiga 

aylantiriladi. Kalibrlash egri chizig„i 

neytrofillarni nigeritsin va yuqori 

konsentratsiyali K⁺ buferlari yordamida 

turli pH qiymatlarida (masalan, 5.5 dan 

8.0 gacha) inkubatsiya qilish orqali 

olinadi . 

• Oqim sitometriyasi: pHrodo va 

Alexa Fluor 488 bilan qo„sh belgilangan 

boncuklar neytrofillar bilan birga 

inkubatsiya qilinadi. Ma'lum vaqt 

o„tgach, fagotsitoz to„xtatiladi va 

hujayralar muz ustida saqlanadi. Oqim 

sitometrida Alexa Fluor 488 (fagotsitozni 

normallashtirish uchun) va pHrodo Red 

(kislotalanishni ko„rsatadi) floresanslari 

o„lchanadi. pHrodo signalining Alexa 

Fluor 488 signaliga nisbati hisoblanadi. 

Bu nisbatni pH ga aylantirish uchun ham 

kalibrlash zarur. Kalibrlashda ham 

nigeritsin va yuqori K⁺ buferlaridan 

foydalaniladi . 

• Spektrofluorimetriya: Oregon 

Green va Texas Red bilan qo„sh 

belgilangan zimosan zarrachalari 

neytrofillar monogatlami bilan 

inkubatsiya qilinadi va spektrofluorimetr 

kyuvetasiga joylashtiriladi. pH ga sezgir 

florofor (Oregon Green) 490 nm va 440 

nm to„lqin uzunliklarida navbatma-navbat 

qo„zg„atiladi va 520 nm dagi emissiya 

qayd etiladi. 490/440 nisbati hisoblanadi 

va kalibrlash egri chizig„i yordamida pH 

ga aylantiriladi . 

4. Ma'lumotlarni tahlil qilish: 

Mikroskopiya tasvirlari ImageJ (NIH) 

kabi dasturlar yordamida tahlil qilinadi. 

Fagosomalar mintaqasi (ROI) belgilanadi 

va har bir kanaldagi o„rtacha floresans 

intensivligi o„lchanadi. Ularning nisbati 

hisoblanadi va kalibrlash egri chizig„iga 

qo„yiladi. Oqim sitometriyasi 

ma'lumotlari FlowJo yoki shunga 

o„xshash dasturlar yordamida tahlil 

qilinadi. 

Natijalar 

Floresan pH zondlaridan 

foydalangan holda olib borilgan ko„plab 

tadqiqotlar neytrofil fagosomal pH 

dinamikasi haqida muhim va ba'zan 

kutilmagan natijalarni berdi. Ushbu 

natijalar neytrofillarning boshqa 

fagotsitlar, xususan makrofaglar bilan 

solishtirganda noyob xususiyatlarga ega 

ekanligini ko„rsatdi. 

1. Neytrofil fagosomalarining 

ishqoriy muhiti: 

SNARF-1 ratsiometrik zondi 

yordamida o„tkazilgan tadqiqotlar 

neytrofil fagosomalarining makrofag 

fagosomalaridan keskin farq qilishini 

aniqladi. Makrofaglarda fagosoma tez 

kislotalanib, pH 4.5-5.0 gacha tushsa, 

neytrofillarda fagosoma hosil bo„lgandan 

keyin dastlabki bir necha daqiqada pH 

ko„tariladi va nisbatan ishqoriy (pH 7.5-

8.0 atrofida) bo„lib qoladi . Bu hodisa 

neytrofillarning "nafas portlashi" 

jarayonida NADPH oksidaza tomonidan 

ko„p miqdorda superoksid anion (O₂⁻) 

ishlab chiqarilishi bilan bog„liq. 

Superoksid va uning hosilalari protonlarni 

(H⁺) "iste'mol qiladi" yoki ularning 

fagosomalumenga oqishiga to„sqinlik 

qiladi, natijada pH ko„tariladi . 

2. NADPH oksidaza va HVCN1 

kanalining roli: 
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NADPH oksidaza faoliyati 

fagosomal pH ni tartibga solishda 

markaziy rol o„ynaydi. Surunkali 

granulomatoz kasallik (CGD) bilan 

og„rigan bemorlarning neytrofillari 

(NADPH oksidaza faol emas) yoki 

HVCN1 (proton kanali) bloklangan 

neytrofillar bilan o„tkazilgan tajribalarda 

fagosomal pH dinamikasi butunlay 

o„zgaradi. Ushbu hujayralarda NADPH 

oksidaza faol emasligi sababli, dastlabki 

ishqoriylashuv kuzatilmaydi va fagosoma 

tezda kislotalanib, makrofagnikiga 

o„xshab qoladi . Bu shuni ko„rsatadiki, 

neytrofillarda v-ATPaza orqali proton 

pompasi mavjud bo„lishiga qaramay, 

NADPH oksidaza faoliyati protonlar 

to„planishiga yo„l qo„ymaydi, HVCN1 

kanali esa elektroneytrallikni saqlash 

uchun sitozoldan fagosomaga protonlarni 

qaytarib olib kirishi mumkin . 

3. pHrodo yordamida kinetik 

tahlillar: 

pHrodo Red bilan belgilangan silika 

boncuklar yordamida o„tkazilgan kinetik 

o„lchovlar fagosomal kislotalanishning 

real vaqt dinamikasini aniq ko„rsatadi. 

Makrofag hujayra chizig„i (RAW 264.7) 

da o„tkazilgan tajribada, boncuklar 

fagotsitoz qilingandan so„ng, pHrodo 

floresansi vaqt o„tishi bilan muttasil ortib 

bordi, bu esa fagosomal pH ning 

pasayishini (kislotalanishini) ko„rsatadi . 

v-ATPaza inhibitori bafilomitsin A1 

qo„shilganda, bu floresans ortishi 

butunlay bloklandi, bu esa kuzatilayotgan 

signalning v-ATPaza faoliyatiga 

bog„liqligini tasdiqlaydi. Xloroxin kabi 

zaif asoslar ham fagosomal 

kislotalanishni sekinlashtirdi, chunki ular 

kislotali kompartmentlarda to„planib, pH 

ni oshiradi . Bu tajribalar pHrodo 

tizimining farmakologik modulyatorlarni 

tekshirish uchun yuqori samarali vositae 

ekanligini isbotladi. 

4. Yakka fagosomalar darajasidagi 

heterojenlik: 

Konfokal mikroskopiya yordamida 

o„tkazilgan ratsiometrik tasvirlash 

(SNARF-1) bir hujayra ichidagi turli 

fagosomalar yoki turli hujayralar 

orasidagi pHda sezilarli heterojenlik 

mavjudligini aniqladi. Ba'zi fagosomalar 

nisbatan ishqoriy bo„lib qolsa, boshqalari 

vaqt o„tishi bilan kislotalanadi. Bu 

heterojenlik neytrofillarning bakteritsid 

samaradorligiga ta'sir qilishi mumkin va 

bu sohada qo„shimcha tadqiqotlarni talab 

qiladi . Bundan tashqari, Pseudomonas 

aeruginosa kabi ba'zi bakteriyalar 

neytrofil fagosomalarida HOCl ishlab 

chiqarish kinetikasiga ta'sir ko„rsatishi va 

bu ta'sir kistik fibrozda o„zgarishi 

aniqlangan, bu esa fagosomal muhitning 

murakkabligini yana bir bor tasdiqlaydi . 

5. Turli xil fagotsitar hujayralar 

orasidagi farqlar: 

Neytrofillar, monositlar va dendritik 

hujayralar (DH) kabi turli xil 

fagotsitlarning fagosomal pH i 

solishtirilganda, sezilarli farqlar 

aniqlandi. Neytrofillar eng ishqoriy 

fagosomal muhitga ega bo„lsa, monositlar 

va makrofaglar kislotali, dendritik 

hujayralar esa o„rtacha darajada kislotali 

muhitga ega . Bu farqlar ushbu 

hujayralarning immun tizimidagi turli xil 

vazifalari bilan bog„liq: neytrofillar tez va 
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kuchli bakteritsid faoliyatga 

ixtisoslashgan bo„lsa, makrofaglar va DH 

lar antigen taqdim etishda muhim rol 

o„ynaydi, bu esa ularning fagosomal 

muhitida oqsil parchalanishining turli 

darajada bo„lishini talab qiladi. 

6. Oqsil gidrolizi va pH o„rtasidagi 

bog„liqlik: 

Oregon Green bilan belgilangan 

zimosan va DQ-BSA (o„z-o„zini 

o„chiruvchi) bilan birgalikda olib borilgan 

tadqiqotlar fagosomal pH va proteolitik 

faollik o„rtasidagi bog„liqlikni ko„rsatdi. 

Makrofaglarda fagosoma kislotalangani 

sari, DQ-BSA ning proteoliz natijasida 

floresansi ortadi. Bafilomitsin A1 

yordamida v-ATPaza bloklanganda, 

nafaqat kislotalanish, balki proteolitik 

faollik ham sezilarli darajada pasayadi . 

Bu esa ko„plab proteazalar (masalan, 

katepsinlar) faolligi uchun kislotali muhit 

zarurligini tasdiqlaydi. Neytrofillarda esa, 

ishqoriy muhitga qaramay, proteolitik 

faollik mavjud, ammo u neytral/ishqoriy 

pH da ishlaydigan fermentlar (masalan, 

neytrofil elastaza, katepsin G) tomonidan 

amalga oshiriladi. 

Muhokama 

pH-sezgir floresan zondlar neytrofil 

fagolizosoma pH ini o„rganishda kuchli 

va ko„p qirrali vositalar to„plamini taqdim 

etadi. Ushbu metodlarning rivojlanishi 

neytrofillar biologiyasi haqidagi 

fundamental tushunchalarimizni 

chuqurlashtirdi va ularning boshqa 

fagotsitlardan tubdan farq qilishini 

ko„rsatdi. Biroq, har bir usul va zondning 

o„ziga xos afzalliklari va cheklovlari 

mavjud bo„lib, tadqiqotchilar tajribalarini 

rejalashtirishda ularni hisobga olishlari 

zarur. 

Zondlarni tanlash: Ratiometrik 

zondlar (SNARF, Oregon Green) pH 

o„zgarishlarini aniq va miqdoriy jihatdan 

o„lchash uchun "oltin standart" 

hisoblanadi. Ular kontsentratsiya, 

yorug„lik va fotosuvchanlik kabi 

artefaktlarni bartaraf etib, ishonchli 

ma'lumot beradi . SNARF-1, ayniqsa, 

neytral va ishqoriy pH oralig„ida (pKa 

~7.5) yuqori sezuvchanlikka ega bo„lib, 

neytrofil fagosomalarini o„rganish uchun 

idealdir . Uning kamchiligi - ikki kanalli 

tasvirlashni talab qilishi va ma'lumotlarni 

tahlil qilish murakkabroq ekanligida. 

pHrodo esa, aksincha, fagotsitoz va 

kislotalanishni oddiy va tezkor baholash 

uchun ajoyib vositadir. Uning 

"yoqish/o„chirish" xususiyati fon signalini 

kamaytiradi va oqim sitometriyasi kabi 

yuqori o„tkazuvchanlikdagi usullar uchun 

juda mos keladi . Biroq, pHrodo aniq pH 

qiymatini berishda ratsiometrik zondlar 

kabi ishonchli emas, chunki uning 

floresansi faqat bitta to„lqin uzunligida 

o„lchanadi va bu miqdoriy tahlilni 

murakkablashtiradi. FITC va Oregon 

Green kabi an'anaviy zondlar esa nisbatan 

arzon va qulay bo„lsa-da, ular 

fotosuvchanlikka moyil va neytrofil 

fagosomalaridagi ishqoriy pH ni o„lchash 

uchun optimal pKa qiymatiga ega emas 

(FITC pKa ~6.4) . 

Usullarni tanlash: Konfokal 

mikroskopiya bilan ratsiometrik 

tasvirlash yakka fagosomalar darajasidagi 

heterojenlikni va pH dinamikasining 

nozik jihatlarini o„rganish imkonini 
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beradi. Bu usul, ayniqsa, NADPH 

oksidaza yoki HVCN1 kabi ma'lum 

oqsillarning ta'sir mexanizmini 

tushunishda muhim ahamiyatga ega . 

Biroq, bu usul sekin, maxsus asbob-

uskunalar va dasturiy ta'minotni talab 

qiladi va nisbatan kam sonli hujayralarni 

tahlil qiladi. Oqim sitometriyasi esa 

minglab hujayralarni tezda tahlil qilib, 

statistik jihatdan ishonchli populyatsion 

ma'lumotlarni beradi va farmakologik 

skrining uchun idealdir . Ammo u hujayra 

ichidagi kompartmentlarning aniq 

tasvirini bera olmaydi. 

Spektrofluorimetriya esa uzoq vaqt 

davomida butun hujayra 

populyatsiyasining o„rtacha kinetikasini 

o„lchash uchun qulay, ammo yakka 

hujayra yoki fagosomalar haqidagi 

ma'lumotni yo„qotadi . 

Metodologik cheklovlar va 

muammolar: Barcha floresan usullarda 

bir qator umumiy muammolar mavjud. 

Birinchisi, kalibrlash masalasidir. 

Fagosomal pH ni aniq o„lchash uchun 

ishonchli kalibrlash egri chizig„ini qurish 

juda muhim. Nigeritsin va yuqori K⁺ 

buferlaridan foydalanish hujayra ichidagi 

pH ni tashqi muhit pH iga tenglashtirish 

uchun keng tarqalgan usul bo„lsa-da, bu 

usul har doim ham fagosomal 

kompartment uchun to„liq mos kelmasligi 

mumkin . Ikkinchidan, floroforlarning 

fotosuvchanligi va potentsial 

sitotoksikligi uzoq muddatli kuzatuvlarni 

cheklashi mumkin. Uchinchidan, 

zondlarni zarrachalarga konjugatsiya 

qilish jarayoni ularning fagotsitoziga ta'sir 

ko„rsatishi mumkin. To„rtinchidan, 

neytrofillarning o„zlari juda faol 

hujayralar bo„lib, ularni ajratib olish va 

tayyorlash jarayoni ularning holatini 

o„zgartirishi mumkin. Shuning uchun 

tajribalar imkon qadar tez va 

ehtiyotkorlik bilan olib borilishi kerak. 

Kelajak istiqbollari: Floresan 

texnologiyalarining rivojlanishi davom 

etmoqda. Yangi avlod genetik kodlangan 

pH indikatorlari (masalan, pHluorin, 

pHuji) hujayra o„zini o„zi ishlab 

chiqaradigan va ma'lum 

kompartmentlarga yo„naltiriladigan 

zondlarni yaratish imkonini beradi. Bu 

sun'iy zarrachalarni kiritish zaruratini 

kamaytirishi va fiziologik jihatdan yanada 

mos sharoitlarda o„lchash imkonini 

berishi mumkin. Shuningdek, ko„p 

parametrli tasvirlash texnologiyalari 

fagosomal pH ni bir vaqtning o„zida 

kaltsiy (Ca²⁺), kaliy (K⁺) va ROS kabi 

boshqa muhit parametrlari bilan birga 

o„lchash imkonini beradi. Bu esa 

fagosomal muhitning yanada to„liq 

manzarasini yaratishga yordam beradi. 

Xulosa 

Ushbu metodik sharh 2015-2024-

yillar oralig„idagi ilmiy adabiyotlar tahlili 

asosida pH-sezgir floresan zondlar 

yordamida neytrofil fagolizosoma pH ini 

o„lchashning zamonaviy holatini keng 

qamrovli tahlil qildi. So„nggi o„n 

yillikdagi texnologik taraqqiyot, ayniqsa 

ratsiometrik zondlar (SNARF, Oregon 

Green) va "aqlli" zondlar (pHrodo) ning 

rivojlanishi, tadqiqotchilarga 

neytrofillarning mikroblarga qarshi 

kurash mexanizmlarini ilgari misli 
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ko„rilmagan aniqlik va chuqurlikda 

o„rganish imkoniyatini berdi. 

Asosiy xulosalar quyidagilardan 

iborat: 

1. Neytrofil fagosomal pH i 

noyobdir: Neytrofillar NADPH oksidaza 

faoliyati tufayli makrofaglar va boshqa 

fagotsitlardan farqli o„laroq, ishqoriy 

fagosomal muhitni saqlaydi. Bu ularning 

kuchli bakteritsid faoliyati uchun zarur 

bo„lgan strategik moslashuvdir . 

2. Usulni tanlash tadqiqot 

maqsadiga bog„liq: Yakka fagosomalar 

darajasidagi nozik pH dinamikasi va 

heterogenlikni o„rganish uchun konfokal 

mikroskopiya bilan birgalikda SNARF-1 

kabi ratsiometrik zondlardan foydalanish 

maqsadga muvofiq. Katta 

populyatsiyalarda fagotsitoz faolligi va 

kislotalanishni tezkor baholash uchun esa 

pHrodo asosidagi oqim sitometriyasi yoki 

spektrofluorimetriya usullari eng samarali 

hisoblanadi [citation:3, citation:5, 

citation:7]. 

3. Kalibrlash va nazorat tajribalari 

hal qiluvchi ahamiyatga ega: Ishonchli va 

takrorlanadigan natijalarni olish uchun 

puxta kalibrlash (nigeritsin/K⁺ usuli) va 

tegishli nazorat tajribalari (masalan, v-

ATPaza inhibitori bafilomitsin A1 bilan) 

o„tkazish majburiydir . 

4. Fagosomal pH patologiyaning 

ko„rsatkichi: Fagosomal pH ning buzilishi 

surunkali granulomatoz kasallik (CGD) 

va kistik fibroz kabi immunitet 

nuqsonlarining patogenezida muhim rol 

o„ynaydi. Shuning uchun pH o„lchash 

usullari yangi terapevtik strategiyalarni 

ishlab chiqish va mavjud dorilarning ta'sir 

mexanizmini baholashda muhim 

vositadir. 

Xulosa qilib aytganda, pH-sezgir 

floresan zondlar neytrofillar biologiyasini 

tadqiq qilishning ajralmas qismiga 

aylandi. Ushbu sohadagi metodologik 

yutuqlar bizga nafaqat sog„lom 

organizmdagi immunitet reaksiyalari 

haqidagi fundamental bilimlarni berdi, 

balki turli kasalliklarning molekulyar 

asoslarini tushunishga ham yaqinlashtirdi. 

Kelajakda genetik kodlangan indikatorlar 

va ko„p parametrli tasvirlash 

texnologiyalarining rivojlanishi 

fagosomal muhit va uning hujayra 

funksiyasidagi rolini yanada chuqurroq va 

kompleks o„rganish imkonini beradi. Bu 

esa o„z navbatida yallig„lanish va 

autoimmun kasalliklarni davolash uchun 

yangi maqsadlarni aniqlashga olib kelishi 

mumkin. 
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