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Hovedbudskap

B Monocytter fra perifert blod hadde syn-
kende grad av metylering i sitt DNA ved dif-
ferensiering til in vitro monocytt-deriverte
MO-makrofager.

B Polarisering fra MO til M1- og M2-makro-
fager viste uendret mengde metylering.

Sammendrag

Studien undersgker om total metylerings-
mengde i DNA hos perifere monocytter endrer
seg ved aktivering og differensiering til in vitro
monocytt-deriverte makrofager. Slik forsk-
ning pagéar pa Malmo Universitet, der alumi-
niumsalter som adjuvans i vaksiner, og deres
pavirkning pa makrofager, er spesielt i fokus.
Genuttrykk og metyleringsendringer knyttet

til immunsystemets makrofager er lite under-
sokt. Det er ogsa lite forskning pa hvordan
makrofagers metylering pavirkes av adjuvans
i vaksiner. Ny kunnskap om metyleringsmeng-
den i disse cellene for stimulering med alu-
miniumsalter er en del av fremtidig vaksine-
forskning.

Monocytter fra perifert blod ble isolert og sti-
mulert med cytokiner for differensiering og
polarisering for DNA-ekstraksjon og metyle-
ringsanalyser.

Funnene i studien viser en synkende mety-
leringsmengde ved differensiering fra
monocytter til inaktive MO-makrofager, men
uendret metyleringsmengde ved videre pola-
risering til pro-inflammatoriske M1- og anti-in-
flammatoriske M2-makrofager. Ved analyse
av flere donorer, samt ved & benytte sekven-
seringsmetoder, kan de spesifikt pavirkede
genene muligens identifiseres og undersokes
videre.

Nokkelord

Metyleringsendring, differensiering, polarise-
ring, vaksineutvikling.

M Bioingenioren er godkjent som viten-
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen

er fagfellevurdert og godkjent etter
Bioingenigrens retningslinjer.
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Metylering av genomisk
DNA hos monocytter og

makrofager

Innledning
Vaksinasjon er et av de stgrste fremskrit-
tene innen moderne helse (1). Sykdom-
mer og epidemier har blitt helt eller delvis
utryddet, og vaksinasjon redder millioner
av menneskeliv hvert ar. Vaksiners virk-
ning skyldes immunforsvarets normale
respons mot fremmede agens, men som
regel tilsettes ogsd adjuvans for a for-
sterke effekten av vaksinen. Oftest brukes
aluminiumsalter som adjuvans (Al-adju-
vans) (2). De konkrete virkningene av slik
adjuvans pa celleniva er lite undersgkt og
det er behov for mer kunnskap (3, 4).
Monocytter og makrofager utgjer en
viktig del av immuncellene i medfedt
immunitet og har en generell, initierende
immunrespons mot mikrobestrukturer
og frigjorte intracellulere molekyler fra
skadede og gdelagte celler (5). Monocytter
befinner seg i utgangspunktet i blodba-
nen, men kan etablere seg i vev og diffe-
rensiere til vevsspesifikke makrofager,
for eksempel ved en infeksjon (6). And-
re makrofager er vevsbundne fra tidlig i
fosterlivet (7). Makrofager er blant de for-
ste cellene som responderer pa en infek-
sjon eller vaksineinjeksjon. De opptrer
som antigenpresenterende celler (APC)
og presenterer mikrobe- eller vaksine-

antigener for T-lymfocytter. Slik stimu-
lerer de det ervervede immunforsvaret,
med blant annet antistoffproduksjon som
resultat. Bade B- og T-lymfocytter i erver-
vet immunforsvar kan bli hukommelses-
celler etter andregangs infeksjon eller
vaksinasjon, og er essensielle for & oppna
immunitet mot ulike sykdommer (8).
Pavirkning av ulike signalmoleky-
ler, som cytokiner, kan gi makrofager
spesialiserte egenskaper og funksjo-
ner. Monocytter fra blodbanen kan iso-

Denne artikkelen er basert pa stu-
dien «Metylering av genomisk DNA
hos monocytter og makrofager»,
som ble skrevet varen 2022 ved
Institutt for sykepleie, helse og bio-
ingenigrfag, Fakultet for helse, vel-
ferd og organisasjon, Hagskolen i
Dstfold med intern veileder fgrste-
amanuensis Ida Aagard. Den prak-
tiske utfgrelsen av studien er utfert
ved Malmg Universitet under vei-
ledning av professor Hakan Eriks-
son. Artikkelen er fagfellevurdert
og godkjent etter Bioingenigrens
retningslinjer.
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M2-makrofag

F1GUR 1: Differensiering fra monocytter til MO (null)-makrofager etter stimulering med M-CSF (Macrophage-Colony-Stimulating-Factor) og vi-
dere polarisering til M1- og M2-makrofager etter stimulering med respektive cytokiner. Klassisk aktiverte, uspesifikke MO-makrofager polariseres

til M1-makrofager ved hjelp av LPS (lipopolysaccarides) og/eller vekststimulerende cytokiner som IFN-vy (Interferon-gamma). Alternativt aktiverte,

uspesifikke MO-makrofager polariseres til M2-makrofager ved hjelp av blant annet IL-4 (Interleukin-4).

leres og differensieres in vitro til ulike
typer monocytt-deriverte makrofager,
ved tilsetning av spesifikke cytokiner
(figur 1). Disse cellene er sveert plas-
tiske og endrer bade fenotype og funk-
sjon basert pd signaler fra sitt nermiljg.
Makrofagpopulasjonen bestar dermed av
celler med mange sveert ulike fenotyper
og funksjoner (9).

Uspesifikke MO(null)-makrofager er
hvilende celler uten noen spesifikk funk-
sjon og dannes ndr monocytter utset-
tes for visse vekstfaktorer. Polarisering
av uspesifikke MO-makrofager deles for-
enklet inn i to hovedgrupper, M1 og M2
(figur 1), men med et spekter av andre
makrofagfenotyper mellom. M1-mak-
rofagene er proinflammatoriske. De
fagocytterer mikroorganismer og danner
et toksisk, nedbrytende miljg for mikro-
bene. Deres oppgaver inkluderer utskil-
lelse av proinflammatoriske signalmole-
kyler (cytokiner) som rekrutterer andre
immunceller til infisert vev. De viktigste
cytokinene som produseres og bidrar til

indusere immunresponser med dannelse
av antistoffer, er IL-6, IL-12, IL-1f3 og TNF-a
(10).

M2-makrofagene er anti-inflamma-
toriske. De bidrar aktivt i sarheling,
angiogenese (dannelse av nye blodarer),
fibrose, potent fagocytose av nedbrutte
stoffer og celler, samt tumorprogresjon.
M2-makrofagene skiller hovedsakelig
ut Arginase-1, IL-10 og TGF-f samt and-
re anti-inflammatoriske cytokiner som
demper immunresponser (10).

Overflatemarkerer

Makrofagene har ulike overflatemarkgrer
(Cluster of differentiation (CD)-marke-
rer) som uttrykkes i varierende mengde
hos hver enkelt fenotype. Disse kan iden-
tifiseres med fluorokrommerkede anti-
stoffer. CD14 er et overflateprotein som
uttrykkes pa de fleste makrofager og and-
re celler av myeloid opprinnelse. CD80
uttrykkes hovedsakelig pa M1-makrofa-
ger, men kan ses i lave mengder hos MO-
og M2-makrofager. CD206 uttrykkes pa

de fleste makrofager, men i hgyere kon-
sentrasjon pa M2-makrofager (11, 12).

DNA-metylering

DNA i alle celler hos et individ er iden-
tisk, men genuttrykket reguleres ulikt og
definerer hva slags vev og funksjon cellen
representerer. Regulering av genuttrykk
foregar pa flere nivaer, blant annet i form
avbinding av metylgrupper (CH,) til DNA.
Metylgruppen fester seg til C5-posisjonen
pa cytosinets ringstruktur, spesifikt der
cytosin er bundet med guanin (CpG-se-
tet). Bindingen danner 5-methylcytosin
(5mC) som kan detekteres med mono-
klonale antistoffer i ELISA-analyser. Nar
DNA metyleres, nedreguleres transkrip-
sjonsmulighetene. Proteiner som binder
metylert DNA bidrar ogsa til inaktivering
av nerliggende gener og hemmer tran-
skripsjonen (13, 14). Ifglge Moore et al.
(14) er metyleringen essensiell for blant
annet inaktivering av retrovirale kompo-
nenter og regulering av vevsspesifikke
genuttrykk. >

BIOINGENIGREN 5.2024 | 15



FAG | Originalartikkel

Denne studien har undersgkt om
metylering i cellenes DNA endres ved
monocyttenes differensiering in vitro
til uspesifikke makrofager - MO (null),
og ved videre in vitro polarisering til
monocyttderiverte M1- og M2-makro-
fager. Resultatene kan bidra til & danne
grunnlag for videre studier av den mulige
effekten Al-adjuvans har pd metylering av
DNA i de samme prosessene.

Materiale og metode

Prgvemateriale

Vi benyttet leukocyttkonsentrat (buffy-
coat) fra fem friske blodgivere for iso-
lering av monocytter fra perifert blod.
Buffycoat er restproduktet etter separa-
sjon av erytrocytter og plasma fra full-
blod, og inneholder for det meste blodpla-
ter og store mengder leukocytter.

Isolering av monocytter

Vi isolerte forst leukocytter fra buffycoat
med Ficoll gradientmedium (Ficoll-Paque
PLUS, VWR, art.nr 17-1440-03) i henhold
til protokoll (15). For & vurdere andelen
monocytter blant leukocyttene analyserte
vi isolatet flowcytometrisk pd BD Accuri
C6™ (BD Biosciences, USA, kat.nr C6),
(16). Vi brukte sa en magnetisk separa-
sjonsteknikk, «Magnetic-activated cell-
sorting (MACS)» (Classical Monocyte Iso-
lation Kit, human (MACS Isolerings-Kkit,
Miltenyi Biotec, kat nr 130-117-337), til
negativ seleksjon av klassiske, humane
CD14*CD16" monocytter fra Ficoll-separe-
ringen, som beskrevet i protokollen (17).

Differensiering og polarisering
Etter isoleringen aktiverte vi forst
monocyttene in vitro med makrofag-kolo-
nistimulerende faktor (Macrophage Col-
ony-Stimulating Factor, M-CSF (Miltenyi
Biotec, kat.nr 130-096-491) tilsatt serum-
fritt vekstmedium (SFM, ThermoFischer,
kat.nr 12065074). Cellene dyrket vi i
6-brgnners  celledyrkningsplater (6
wells, surface treated sterile Tissue Cul-
ture Plates, VWR, kat.nr 10062-892). For
videre differensiering og polarisering av
monocyttene benyttet vi et utvalg av cyto-
kiner tilsatt vekstmediet for vi hgstet cel-
lene for DNA-ekstraksjon.
Differensiering- og polariseringsfor-
sokene foregikk i fglgende trinn:
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FI1GUR 2: a) Scatterdiagram av PBMC for (a) og etter (b) MACS-isolering fra en representativ
prave (donor 2), b) Scatterdiagram av monocyttpopulasjonen etter MACS-isolering (donor 2).
Flowcytometrisk undersgkelse av isolerte leukocytter viser antall monocytter (a) og renhet etter
isolering (b). P5 og P6 er fraksjoner (gater), det vil si avgrensninger man bruker for & avgrense
spesifikke cellepopulasjoner. Gate P5 inkluderer alle leukocyttene i preven, og P6 avgrenser
monocyttpopulasjonen. Figur 2 b) viser hay renhet av monocyttpopulasjonen i P6 etter MACS-

isolasjon.

Dag 0:
Monocyttene fortynnet vi til 1x 10° celler/
mL med SFM fgr utsding i 6-brgnners pla-
ter og inkuberte dem i 2 timer ved 37°C for
adhesjon. Vi fjernet sd mediet forsiktig og
tilsatte SFM med 20 ng/mL M-CSE

Celler fra to av brgnnene eluerte vi til
metyleringsanalyse uten & tilsette M-CSE.
Vi benyttet Accutase (Accutase — Enzyme
Cell Detachment Medium, Invitrogen, kat.
nr 00-4555-56) i to runder for a reversere
adhesjon, for vi hestet cellene med celle-
skrapere (Cell scraper 25 cm, Sarstedt, kat.
nr 83.3950). Vi eluerte cellene i DNA-buf-
fer (Resuspension Solution, Sigma-Aldrich,
kat.nr R1149) fer nedfrysing i -20°C for
DNA-ekstraksjon.

Dag 1:
Vi fjernet gammelt medium, tilsatte nytt
SFM med 20 ng/mL M-CSF til resterende
brgnner med celler og inkuberte i 37°C i
to dager for differensiering til MO-makro-
fager.

Dag 4:

Polarisering av MO-makrofager. Vi fjer-
net gammelt medium og tilsatte nytt
SFM med 20 ng/mL M-CSF til brgnner
som representerte MO-makrofager (MO).

Brgnner til M1-makrofager fikk SEM

med 20 ng/mL M-CSE, 20 ng/mL IFN-y
(Miltenyi Biotec, kat.nr 130-096-873) og
20 ng/mL LPS (Sigma-Aldrich, kat.nr
L2630). Bregnner til M2-makrofager fikk
SFM med 20 ng/mL M-CSF og 20 ng/mL
IL-4 (Miltenyi Biotec, kat.nr 130-093-917).
Sd inkuberte vii37°C til dag 6.

Dag 6:
Cellepolariseringene klargjorde vi na til
konsentrasjonsbestemmelse av DNA. Vi
fjernet mediet og vasket cellene med PBS
(Gibco, kat.nr 10010023). Vi eluerte cel-
lene med Accutase, suspenderte dem i
DNA-buffer og oppbevarte dem i -20°C til
DNA-ekstraksjon som beskrevet pa dag 0.
Ulike monocytt- og makrofagpopula-
sjoner verifiserte vi med en kombinasjon
av mikroskopi, flowcytometri og detek-
sjon av cytokinsekresjon til cellemediet.
Celleadhesjon, vekst, differensiering og
polarisering kontrollerte vi mikrosko-
pisk med Olympus CKX41 (Olympus Life
Sciences, Japan). Adherente og flytende
celler er sveert forskjellige og kan lett vur-
deresvisuelt. Viutforte alle analysene kun
pa adherente celler. Monocytter som ikke
hadde festet seg til celledyrkningsplatene,
vasket vi bort ved mediebytte.



CD80 CD206

300
300

200
1
200
L

MO

Count
Count

100
1
100

1

o' 108 1lo* 10° 1083 1026 104 10° 10° 1072

300
300

200

M1

Count
Count

100

1026 104 10° 10° 1072

300

200
1
200

M2

Count

Count
100

o's 10° 10¢ 108 1082 102 10t 10° 10° 1072
APC-A PE-A

F1GcUR 3: Uttrykk av overflatemarkerene (CD-markerene) CD80 og CD206 hos de respektive
makrofagtypene (MO, M1 og M2). Brun graf er negativ kontroll og bla graf viser antall makro-
fager som uttrykker de respektive CD-markgrene. Antall celler vises pa y-aksen og uttrykk av
CDB80 (a) og CD206 (b) pa x-aksene. Vertikal linje gjennom histogrammene er satt for enklere
sammenligning av mengde overflatemarkerer (fluorescens styrke) hos M1 og M2 i forhold til
MO. APC (allophycocyanin) og PE (phycoerytrin) er fargene som er bundet til antistoffene brukt
mot de ulike CD-markerene.
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Flowcytometri

Cellemengde, renhet og konsentrasjon
av monocytter og makrofager dokumen-
terte vi med flowcytometri. Tilstedevaerel-
sen av CD-markgrene, og dermed cellety-
pen, identifiserte vi slik;_

MO-makrofager farget vi med isotype-
kontroll-antistoffer. M1-makrofager far-
get vi med FITC-anti-CD14 (Invitrogen, kat.
nr MHCD1401) og APC-anti-CD80 (Miltenyi
Biotec, kat.nr 130-122-938). M2-makrofa-
gene farget vi med PE-anti-CD206 (BD
Pharmingen, kat.nr 555954).

7AAD (7-Aminoactinomycin D) tilsatte
vi for deteksjon av dgde celler (Molecular
Probes, kat.nr A1310) (18). 7AAD-fargin-
gen brukte vi til 3 gate for levende celler,
slik at dgde celler med uspesifikk binding
av antistoffer og mye autofluorescens i
storst mulig grad ble ekskludert i analy-
sene av bundne antistoffer mot CD-mar-
kgrene (resultater ikke vist).

Cytokinverifisering

Vi oppbevarte cellemedium fra dif-
ferensierte celler i - 20°C og benyt-
tet sandwich-ELISA til verifisering
av cytokinproduksjon hos de ulike
makrofagpopulasjonene. Vi analyserte
cellemediet for innhold av TNF- a og IL-10
med ELISA-kit (DuoSet ELISA (Human),
R&D Systems, kat nr DY210 (TNF-a) og
DY217B (IL-10), i henhold til protokoll. Vi
brukte en negativ standard (R&D Diluent
(Reagent Diluent Concentrate 2 (10X), kat.
nr DY995) og syv seriefortynnede stan-
darder (halveringsfortynninger i R&D
Diluent) fra ELISA-kitene.

DNA-ekstraksjon
Vi ekstraherte DNA fra frosne celler
resuspendert i DNA-buffer (Resuspension
Solution, Sigma-Aldrich, kat.nr R1149,
kat. nr) med Sigma-Aldrich GenElute
Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kit, kat.nr GIN10) i henhold til proto-
koll. Til elueringen benyttet vi 200uL
elueringsbuffer (Elution Solution (10 mM
Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0). Eluatene
oppbevarte vi ved -20 C° for og etter kon-
sentrasjonsbestemmelse.
Konsentrasjonsbestemmelse av DNA
gjorde vi med Qubit 1x dsDNA HS Kit
(Thermo Scientific, kat.nr Q33231). Vi
malte DNA-mengde ved 485 og 530 nm »
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FIGUR 4: a) MO-makrofager i SFM ved 100x forstarrelse. Cellene er sveert runde, men begynnende aktivering ses hos markere celler i bakgrunnen.
b) M1-makrofager i SFM ved 100x forsterrelse. Bildet viser sveert aktiverte M1-makrofager og veldig fa inaktive, runde makrofager. M1-makrofager
er aktivt fagocytterende og brer seg ut over sa stor plass som mulig. c) M2-makrofager i SFM ved 100x forsterrelse. M2-makrofager er mer lang-

strakte enn MO-makrofagene, i tillegg er det en del celler med pabegynt aktivering.

(Spectramax iD3, Molecular Devices, VIR,
kat.nr 735-0391).

ELISA metyleringsanalyse

Vi benyttet indirekte ELISA til maling av
metyleringsmengden i makrofagpopula-
sjonene (19).

Vi fortynnet alle prgver til samme DNA-
konsentrasjon. Proven med lavest DNA-
konsentrasjon bestemte konsentrasjonen
for alle provene i serien, og ble begren-
sende faktor i analysen. Metylert kon-
troll-DNA pa 50 ng/uL (Methylated Con-
trol DNA, Sigma-Aldrich, kat.nr M8570)
fortynnet vi til hgy (0,50 ng/uL), middels
(0,25 ng/uL) og lav mengde (0,125 ng/uL)
per brgnn. Negativ kontroll var kun bin-
dingsbuffer (DNA binding Microplate Solu-
tion, Abcam, kat.nr ab156917).

Bregnnene ble coatet med prevemate-
rialet, deretter inkuberte vi med primaeer-
antistoff 1,0 mg/mL anti-5mC (Epigentek,
art.nr A-1014-010) og siden med et kon-
jugert sekundeerantistoff 1,5 mg/mL HRP
anti-mus-IgG (Epigentek, art.nr ASJ-
TWM7HO-100) som kun binder primeer-
antistoff hvis dette er bundet til provema-
terialet.

Statistiske tester

Vi analyserte endring i metyleringen fra
monocytter til makrofager, og deretter
fra MO-makrofager til M1- og M2-makro-
fager. Resultatene fra konsentrasjonsma-
lingene og metyleringsanalysene er gjen-
nomsnittet av verdiene fra fem donorer.
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Vi utferte paret to-sidig T-test (Student’s
T-test) for & sammenlikne resultatene
mellom gruppene, der p < 0,05 ble vur-
dert som statistisk signifikant.

Resultater

Flowcytometri og mikroskopering
Flowcytometri bekreftet monocyttenes
renhet etter isolering (figur 2) og at celle-
populasjonene var makrofager. M1-mak-
rofagene bekreftes ved hgyere uttrykk
av CD80 enn MO- og M2-makrofagene.
CD206 uttrykkes i alle tre cellepopulasjo-
nene, men mest hos M2-makrofagene (fi-
gur 3). CD14 uttrykkes av alle tre popula-
sjonene (ikke vist).

Verifisering av vellykket differensiering
og polarisering ble gjort mikroskopisk.
Figur 4 viser de morfologiske endringene
i de tre ulike makrofagpopulasjonene
etter henholdsvis aktivering, differensie-
ring og polarisering.

Differensiering til MO-makrofager
ses tydelig ved at cellene endres fra run-
de (inaktive) monocytter til avlange
(aktive) makrofager. Ved polarisering til
M1-makrofager observeres flere endrin-
ger. Cellene «strekker» seg ut og dan-
ner «nettverk» med andre makrofager.
Hos M2-makrofagene ble hovedsakelig
en annen, mer langstrakt fasong enn hos
MO- makrofagene observert. Det var en
del inaktive, runde celler ogsa her.

Cytokinverifisering
Cellemediet fra alle makrofagtyper ble

analysert for deteksjon av utskilt TNF-a
og IL-10. TNF-a ble ikke detektert hos MO-
og M2-makrofagene, kun hos M1-makro-
fagene hvor det ble malt 182,55 pg/mL.
IL-10 var under deteksjonsgrensen hos
alle tre makrofagtypene.

DNA-bestemmelse og metylering
Makrofag-DNA fra alle fem donorene ble
brukt til metyleringsanalyse av differen-
siering og polarisering.

Resultatene viser en signifikant ned-
gang i gjennomsnittlig metylering ved
overgang fra monocytter til uspesifikke,
in vitro monocytt-deriverte MO-makrofa-
ger (p < 0,05) (figur 5). Ved polarisering
fra uspesifikke MO-makrofager til M1- og
M2-makrofager ble det ikke pévist signifi-
kant endring i metylering (p > 0,05) (figur
6). Beregnede p-verdier fra paret tosidig
T-test vises i figur 5 og 6.

Diskusjon og konklusjon
Hensikten med studien var & under-
soke om total metyleringsmengde i
monocytters DNA endrer seg ved aktive-
ring, differensiering og polarisering til in
vitro monocytt-deriverte makrofager.
Resultatene fra disse metylerings-
forsgkene viste en signifikant nedgang
i metylering ved differensiering fra
monocytter til in vitro monocytt-deri-
verte, uspesifikke M0O-makrofager, men
ikke ved polarisering fra uspesifikke
MO til M1 - og M2-makrofager. Redu-
sert  gjennomsnittsmetylering  hos
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F1GUR 5: Metyleringsendring fra monocytter til makrofager. Gjennomsnittlig metyleringsend-
ring ved differensiering fra monocytter til de tre ulike in vitro monocytt-deriverte makrofagty-
pene (N=5). Standard avvik pd M0-, M1- og M2-populasjonene vises som feilmarginer i figuren.
Beregnet p-verdi ved overgang fra monocytter til MO-makrofager er vist over MO-kolonnen.

p=0,43

1,40 [
p=0,69

=
N
o

1,00

o =
00 =)
) )

Ratioendring fra MO
o
(o))
o

MO

1,04 1,08

M1 M2

Makrofagtype

F1GUR 6: Metyleringsendring ved polarisering fra MO til M1 og M2. Gjennomsnittlig metyle-
ringsendring ved polarisering fra in vitro monocytt-deriverte MO-makrofager til M1- og M2-mak-
rofager (N=5). Standardavvik ved polarisering av M1- og M2-makrofager vises som feilmargin i
figuren. Beregnede p-verdier ved polarisering fra MO til M1 vises mellom M0O- og M1-kolonnen
og ved polarisering mellom MO- og M2-kolonnen.

monocytter under differensiering indike-
rer at total genaktivitet er gkt, og kan sies
a veere et forventet funn hos en cellepopu-
lasjon som er i stor endring. Maling kan
bare si noe om total metyleringsstatus,
ikke hvor mange gener som er involvert

eller i hvilken grad de er opp- eller nedre-
gulert.

Metyleringsanalysene gir heller ikke
svar pa hvilke gener som gjennomgar
en metyleringsendring, eller hvor pa det
kromosomale DNAet det skjer en mety-
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lering eller demetylering. Analysen gir
svar pd om den totale endringen, A-mety-
lering, pa hele genomet gker eller synker.

Ved differensiering av monocytter
til uspesifikke MO-makrofager medi-
ert av M-CSE konkluderer Wallner et
al. (20) med at genene gjennomgar en
stor nedgang i metylering, noe funnene
i denne studien bekrefter. Nedgangen
forekommer i gener som regulerer aktin-
cytoskjelett og fagocytose, og innebaerer
noen kritiske morfologiske endringer for
makrofagenes immunologiske rolle. Dis-
se genetiske omradene er metylertiandre
somatiske celler.

Metyleringsendring ved overgang
fra MO- til M1- og M2-makrofager er
lite undersgkt, og resultatene her viser
en liten, men ikke statistisk signifikant
gkning i metyleringsmengden.

MO-makrofager regnes som uspesi-
fikke, og kan av den grunn ha en lavere
grad av metylering, med flere tilgjenge-
lige gener. Cellene kan tenkes a veere dpne
for tildeling av rolle som pro-inflamma-
toriske eller anti-inflammatoriske mak-
rofager. Nar MO-makrofagene sa blir sti-
mulert med cytokiner som differensierer
dem til enten M1- eller M2-makrofager,
ses en gkning i metyleringen. Denne
metyleringsgkningen forarsaker en ned-
gang i total mengde uttrykte gener og kan
tenkes & avgrense cellene til sine spesi-
fikke roller.

Undersgkelsene av metyleringsend-
ring ved differensiering og polarisering
har i denne studien resultater fra kun fem
donorer. Det er for fa deltakere til & repre-
sentere en populasjon, og derfor er det
essensielt med mange flere donorer for et
mer representativt resultat.

Verifiseringsanalysene er ikke like
gode for alle makrofagtypene. ELI-
SA for verifisering av cytokinproduk-
sjon og flowcytometri for pavisning av
fenotypespesifikke =~ CD-markerer pa
makrofagpopulasjonene er begge tester
hvor de beste og mest spesifikke markg-
rene er rettet mot M1-makrofager. Andre
markgrer og antigener detektert i analy-
sene er uspesifikke og mer rettet generelt
mot makrofager. Det er derfor kun M1- og
M2-populasjonene som med sikkerhet
blir verifisert i denne studien.

Deteksjon av cytokinproduksjonen »
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fra MO-, M1- og M2-makrofagene var til-
fredsstillende for kun ett av cytokinene
det ble testet for. TNF-a er et cytokin som
hovedsakelig produseres av M1-makrofa-
ger, og TNF-a ble kun detektert hos den-
ne makrofagtypen. M1-populasjonen ble
kun delvis bekreftet av cytokinanalysen.
IL-10 produksjon brukes som en spesi-
fikk marker for M2-makrofager, selv om
det ogsa produseres av en rekke andre
makrofager i lave konsentrasjoner. IL-10
ble kun pavist i veldig lave mengder, men
under deteksjonsgrensen pa 25-30 pg/ml,
hos alle populasjonene. Disse resultatene
burde veert verifisert.

Cytokinanalysene for MO- og M2-po-
pulasjonene er mer usikre, og det ble
benyttet flere verifiseringsanalyser. Cel-
lepopulasjonene kan inneholde andre
makrofager som fenotypisk befinner seg
mellom ytterpolene M1 og M2, eller celler
som aldri ble polarisert. Dette er hverken
bekreftet eller avkreftet, og resultater fra
metyleringsanalysene ma tolkes med det-
te tatt i betraktning.

Resultatene fra flowcytometri viser
uttrykk av respektive CD-markgrer i for-
ventede konsentrasjoner og bekref-
ter populasjonen med MIl-makrofager
med stor sannsynlighet. M2-populasjo-
nen bekreftes pa grunn av relativt hegyt
uttrykk av CD206. Det er fa gode og spe-
sifikke markgrer for MO- og M2-makro-
fager, og det er vanskelig d bekrefte dis-
se cellepopulasjonene med god sikkerhet.
Uttrykk av CD14 pa alle populasjonene
bekrefter myeloid opprinnelse og at det er
monocytter og makrofager som er benyt-
tet i forsgkene.

Cellene ble mikroskopert for a kontrol-
lere viabilitet, og for overvakning av mor-
fologiske endringer ved differensiering
og polarisering. Differensiering av cellene
til MO-makrofager fra runde (inaktive) til
avlange (aktive) celler indikerer at cellene
reagerer pa stimuli. Men tilstedeveerelse
av fortsatt runde celler er en indikasjon
pa at ikke alle cellene responderer likt pd
samme stimuli.

Det er vanskelig a skille MO- og M2-po-
pulasjonene og det er usikkert med bare
denne undersgkelsen om det ble jobbet
med ulike populasjoner av makrofager.
Det ble observert morfologiske endringer
inoen grad ved de ulike makrofagtypene,
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samt monocyttene, og spesielt hos
M1-makrofagene, som allikevel tyder pa
ulike fenotyper.

Kombinert analyse av makrofagene
med mikroskopering, cytokinanalyser
og maling av CD-markerer gir en sikrere
verifisering av cellepopulasjonene.

Betydning av resultatene og videre forskning
Resultatene fra denne metyleringsstu-
dien er et lite steg mot videre forskning pa
hvordan DNA hos uspesifikke MO-makro-
fager metyleres under differensierings-
prosessen og hvilke spesifikke gener
som blir metylert eller demetylert i den-
ne sammenheng. Ved a fi kunnskap om
hvilke gener som inngar i differensie-
rings- og immuniseringsprosessene kan
man lere mer om mekanismer som er
knyttet til bruk av Al-adjuvans i vaksine-
utvikling og dermed makrofagenes rol-
le i vaksinering. Vaksiner kan utvikles
til & bli mer spesifikt rettet mot de pavir-
kede mekanismene i makrofagene, slik at
ungdvendige bivirkninger unngas og for-
bedring av Al-adjuvans og god immuni-
tet oppnas. Undersgkelse av flere donorer
og benyttelse av andre, egnede genetiske
analyser, kan kanskje bidra til bedre og
mer malrettede vaksiner, samt stgrre for-
stdelse av genregulering i makrofager.
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