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Leon N. Stel lan der 
Bio in ge niør og mas ter stu dent i 
bio tek no lo gi ved Norges mil jø- og 
bio vi ten ska pe li ge uni ver si tet 
(NMBU) 

Hovedbudskap
 ■ Monocytter fra pe ri fert blod had de syn

ken de grad av me ty le ring i sitt DNA ved dif
fe ren sie ring til in vitro monocyttde ri ver te 
M0mak ro fa ger. 

 ■ Po la ri se ring fra M0 til M1 og M2mak ro
fa ger vis te uend ret meng de me ty le ring. 

Me ty le ring av ge no misk 
DNA hos monocytter og 
mak ro fa ger

Inn led ning
Vak si na sjon er et av de stør ste frem skrit
te ne in nen mo der ne hel se (1). Syk dom
mer og epi de mi er har blitt helt el ler del vis 
ut ryd det, og vak si na sjon red der mil li o ner 
av men nes ke liv hvert år. Vak si ners virk
ning skyl des im mun for sva rets nor ma le 
re spons mot frem me de agens, men som 
re gel til set tes også ad ju vans for å for
ster ke ef ek ten av vak si nen. Of test bru kes 
alu mi ni um sal ter som ad ju vans (Alad ju
vans) (2). De kon kre te virk nin ge ne av slik 
ad ju vans på cel le nivå er lite un der søkt og 
det er be hov for mer kunn skap (3, 4). 

Monocytter og mak ro fa ger ut gjør en 
vik tig del av im mun cel le ne i med født 
im mu ni tet og har en ge ne rell, ini tie ren de 
im mun re spons mot mik ro be struk tu rer 
og fri gjor te in tra cel lu læ re mo le ky ler fra 
skadede og øde lag te cel ler (5). Monocytter 
be fin ner seg i ut gangs punk tet i blod ba
nen, men kan etab le re seg i vev og dif e
ren sie re til vevs spe si fik ke mak ro fa ger, 
for ek sem pel ved en in fek sjon (6). And
re mak ro fa ger er vevs bund ne fra tid lig i 
fos ter li vet (7). Mak ro fa ger er blant de før
s te cel le ne som re spon de rer på en in fek
sjon el ler vak si ne in jek sjon. De opp trer 
som antigenpresenterende cel ler (APC) 
og pre sen te rer mik ro be el ler vak si ne

an ti ge ner for Tlym fo cyt ter. Slik sti mu
le rer de det er ver ve de im mun for sva ret, 
med blant an net an ti stof pro duk sjon som 
re sul tat. Både B og Tlym fo cyt ter i er ver
vet im mun for svar kan bli hu kom mel ses
cel ler et ter an dre gangs in fek sjon el ler 
vak si na sjon, og er es sen si el le for å opp nå 
im mu ni tet mot uli ke syk dom mer (8).

På virk ning av uli ke sig nal mo le ky
ler, som cy to ki ner, kan gi mak ro fa ger 
spe sia li ser te egen ska per og funk sjo
ner. Monocytter fra blod ba nen kan iso
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Sam men drag
Stu di en un der sø ker om to tal me ty le rings
meng de i DNA hos pe ri fe re monocytter end rer 
seg ved ak ti ve ring og dif fe ren sie ring til in vitro 
monocyttde ri ver te mak ro fa ger. Slik forsk
ning på går på Mal mö Universitet, der alu mi
ni um sal ter som ad ju vans i vak si ner, og de res 
på virk ning på mak ro fa ger, er spe si elt i fo kus. 
Gen ut trykk og me ty le rings end rin ger knyt tet 
til im mun sy ste mets mak ro fa ger er lite un der
søkt. Det er også lite forsk ning på hvor dan 
mak ro fa gers me ty le ring på vir kes av ad ju vans 
i vak si ner. Ny kunn skap om me ty le rings meng
den i dis se cel le ne før sti mu le ring med alu
mi ni um sal ter er en del av frem ti dig vak si ne
forsk ning. 

Monocytter fra pe ri fert blod ble iso lert og sti
mu lert med cy to ki ner for dif fe ren sie ring og 
po la ri se ring før DNAeks trak sjon og me ty le
rings ana ly ser.

Fun ne ne i stu di en vi ser en syn ken de me ty
le rings meng de ved dif fe ren sie ring fra 
monocytter til in ak ti ve M0mak ro fa ger, men 
uend ret me ty le rings meng de ved vi de re po la
ri se ring til proin flam ma to ris ke M1 og antiin
flam ma to ris ke M2mak ro fa ger. Ved ana ly se 
av fle re do no rer, samt ved å be nyt te sek ven
se rings me to der, kan de spe si fikt på vir ke de 
ge ne ne mu li gens iden ti fi se res og un der sø kes 
vi de re.

Nøk kel ord
Me ty le rings end ring, dif fe ren sie ring, po la ri se
ring, vak si ne ut vik ling.
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le res og dif e ren sie res in vitro til uli ke 
ty per monocyttde ri ver te mak ro fa ger, 
ved til set ning av spe si fik ke cy to ki ner 
(fi gur 1). Dis se cel le ne er svært plas
tis ke og end rer både fe no ty pe og funk
sjon ba sert på sig na ler fra sitt nær mil jø. 
Makrofagpopulasjonen be står der med av 
cel ler med man ge svært uli ke fe no ty per 
og funk sjo ner (9). 

Uspe si fik ke M0(null)mak ro fa ger er 
hvi len de cel ler uten noen spe si fikk funk
sjon og dan nes når monocytter ut set
tes for vis se vekst fak to rer. Po la ri se ring 
av uspe si fik ke M0mak ro fa ger de les for
enk let inn i to ho ved grup per, M1 og M2 
(fi gur 1), men med et spek ter av and re 
makrofagfenotyper mel lom. M1mak
ro fa ge ne er pro in flam ma to ris ke. De 
fagocytterer mik ro or ga nis mer og dan ner 
et tok sisk, ned bry ten de mil jø for mik ro
be ne. De res opp ga ver in klu de rer ut skil
lel se av pro in flam ma to ris ke sig nal mo le
ky ler (cy to ki ner) som re krut te rer and re 
im mun cel ler til in fi sert vev. De vik tig ste 
cy to ki ne ne som pro du se res og bi drar til å 

in du se re im mun re spon ser med dan nel se 
av an ti stof er, er IL6, IL12, IL1β og TNFα 
(10).

M2mak ro fa ge ne er antiin flam ma
to ris ke. De bi drar ak tivt i sår he ling, 
angiogenese (dan nel se av nye blod årer), 
fib ro se, po tent fa go cy to se av ned brut te 
stof er og cel ler, samt tu mor pro gre sjon. 
M2mak ro fa ge ne skil ler ho ved sa ke lig 
ut Arginase1, IL10 og TGFβ samt and
re antiin flam ma to ris ke cy to ki ner som 
dem per im mun re spon ser (10).

Over fla te mar kø rer 
Mak ro fa ge ne har uli ke over fla te mar kø rer 
(Clus ter of dif er en ti a tion (CD)mar kø
rer) som ut tryk kes i va ri e ren de meng de 
hos hver en kelt fe no ty pe. Dis se kan iden
ti fi se res med fluorokrommerkede an ti
stof er. CD14 er et over fla te pro tein som 
ut tryk kes på de fles te mak ro fa ger og and
re cel ler av myeloid opp rin nel se. CD80 
ut tryk kes ho ved sa ke lig på M1mak ro fa
ger, men kan ses i lave meng der hos M0 
og M2mak ro fa ger. CD206 ut tryk kes på 

de fles te mak ro fa ger, men i høy ere kon
sen tra sjon på M2mak ro fa ger (11, 12).

DNA-me ty le ring
DNA i alle cel ler hos et in di vid er iden
tisk, men gen ut tryk ket re gu le res ulikt og 
de fi ne rer hva slags vev og funk sjon cel len 
re pre sen te rer. Re gu le ring av gen ut trykk 
fore går på fle re ni vå er, blant an net i form 
av bin ding av me tyl grup per (CH3) til DNA. 
Me tyl grup pen fes ter seg til C5po si sjo nen 
på cy to si nets ring struk tur, spe si fikt der 
cy to sin er bun det med gua nin (CpGse
tet). Bin din gen dan ner 5methylcytosin 
(5mC) som kan de tek te res med mo no
klo na le an ti stof er i ELI SAana ly ser. Når 
DNA metyleres, ned re gu le res tran skrip
sjons mu lig he te ne. Pro tei ner som bin der 
metylert DNA bi drar også til in ak ti ve ring 
av nær lig gen de ge ner og hem mer tran
skrip sjo nen (13, 14). Iføl ge Moore et al. 
(14) er me ty le rin gen es sen si ell for blant 
an net in ak ti ve ring av retrovirale kom po
nen ter og re gu le ring av vevs spe si fik ke 
gen ut trykk.

Fi gur 1: Dif fe ren sie ring fra monocytter til M0 (null)mak ro fa ger et ter sti mu le ring med MCSF (MacrophageCol o nyStim u latingFac tor) og vi

de re po la ri se ring til M1 og M2mak ro fa ger et ter sti mu le ring med re spek ti ve cy to ki ner. Klas sisk ak ti ver te, uspe si fik ke M0mak ro fa ger po la ri se res 

til M1mak ro fa ger ved hjelp av LPS (lipopolysaccarides) og/el ler vekst sti mu le ren de cy to ki ner som IFNγ (In ter fe rongam ma). Al ter na tivt ak ti ver te, 

uspe si fik ke M0mak ro fa ger po la ri se res til M2mak ro fa ger ved hjelp av blant annet IL4 (In ter leu kin4).
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LPS
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M1-makrofag
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Den ne stu di en har un der søkt om 
me ty le ring i cel le nes DNA end res ved 
monocyttenes dif e ren sie ring in vitro 
til uspe si fik ke mak ro fa ger – M0 (null), 
og ved vi de re in vitro po la ri se ring til 
monocyttderiverte M1 og M2mak ro
fa ger. Re sul ta te ne kan bi dra til å dan ne 
grunn lag for vi de re stu di er av den mu li ge 
ef ek ten Alad ju vans har på me ty le ring av 
DNA i de sam me pro ses se ne.

Ma te ria le og me to de
Prø ve ma te ria le
Vi be nyt tet leukocyttkonsentrat (bufy
coat) fra fem fris ke blod gi ve re for iso
le ring av monocytter fra pe ri fert blod. 
Bufycoat er rest pro duk tet et ter se pa ra
sjon av ery tro cyt ter og plas ma fra full
blod, og in ne hol der for det meste blod pla
ter og sto re meng der leu ko cyt ter.

Iso le ring av monocytter
Vi iso ler te først leu ko cyt ter fra bufycoat 
med Ficoll gradientmedium (FicollPa que 
PLUS, VWR, art.nr 17144003) i hen hold 
til pro to koll (15). For å vur de re an de len 
monocytter blant leu ko cyt te ne ana ly ser te 
vi iso la tet flowcytometrisk på BD Accuri 
C6TM (BD Bio sci ences, USA, kat.nr C6), 
(16). Vi bruk te så en mag ne tisk se pa ra
sjons tek nikk, «Mag net icac ti vated cell
sort ing (MACS)» (Clas si cal Monocyte Iso
la ti on Kit, hu man (MACS Iso le ringskit, 
Miltenyi Bio tec, kat nr 130117337), til 
ne ga tiv se lek sjon av klas sis ke, hu ma ne 
CD14+CD16 monocytter fra Ficollse pa re
rin gen, som be skre vet i pro to kol len (17).

Dif e ren sie ring og po la ri se ring
Et ter iso le rin gen ak ti ver te vi først 
monocyttene in vitro med mak ro fagko lo
ni sti mu le ren de fak tor (Macrophage Col
o nyStim u lating Fac tor, MCSF (Miltenyi 
Bio tec, kat.nr 130096491) til satt se rum
fritt vekst me di um (SFM, ThermoFischer, 
kat.nr 12065074). Cel le ne dyr ket vi i 
6brøn ners celledyrkningsplater (6 
wells, sur face treated ste ri le Tis sue Cul-
ture Pla tes, VWR, kat.nr 10062-892). For 
vi de re dif e ren sie ring og po la ri se ring av 
monocyttene be nyt tet vi et ut valg av cy to
ki ner til satt vekst me di et før vi høs tet cel
le ne for DNAeks trak sjon. 

Dif e ren sie ring og po la ri se rings for
søke ne fore gikk i føl gen de trinn:

Dag 0: 
Monocyttene for tyn net vi til 1x 106 cel ler/
mL med SFM før utsåing i 6brøn ners pla
ter og in ku ber te dem i 2 ti mer ved 37°C for 
ad he sjon. Vi fjer net så me di et for sik tig og 
til sat te SFM med 20 ng/mL MCSF.

Cel ler fra to av brøn ne ne eluerte vi til 
me ty le rings ana ly se uten å til set te MCSF. 
Vi be nyt tet Accutase (Accutase – En zyme 
Cell De tach ment Me di um, Invitrogen, kat.
nr 00455556) i to run der for å re ver se re 
ad he sjon, før vi høs tet cel le ne med cel le
skra pe re (Cell scraper 25 cm, Sarstedt, kat.
nr 83.3950). Vi eluerte cel le ne i DNAbuf
fer (Resuspension So lu ti on, Sig ma-Ald rich, 
kat.nr R1149) før ned fry sing i 20°C for 
DNAeks trak sjon.

Dag 1: 
Vi fjer net gam melt me di um, til sat te nytt 
SFM med 20 ng/mL MCSF til res te ren de 
brøn ner med cel ler og in ku ber te i 37°C i 
to da ger for dif e ren sie ring til M0mak ro
fa ger. 

Dag 4: 
Po la ri se ring av M0mak ro fa ger. Vi fjer
net gam melt me di um og til sat te nytt 
SFM med 20 ng/mL MCSF til brøn ner 
som re pre sen ter te M0mak ro fa ger (M0). 

Brøn ner til M1mak ro fa ger fikk SFM 
med 20 ng/mL MCSF, 20 ng/mL IFNy 
(Miltenyi Bio tec, kat.nr 130096873) og 
20 ng/mL LPS (Sig maAld rich, kat.nr 
L2630). Brøn ner til M2mak ro fa ger fikk 
SFM med 20 ng/mL MCSF og 20 ng/mL 
IL4 (Miltenyi Bio tec, kat.nr 130093917). 
Så in ku ber te vi i 37°C til dag 6. 

Dag 6: 
Cellepolariseringene klar gjor de vi nå til 
kon sen tra sjons be stem mel se av DNA. Vi 
fjer net me di et og vas ket cel le ne med PBS 
(Gibco, kat.nr 10010023). Vi eluerte cel
le ne med Accutase, sus pen der te dem i 
DNAbuf er og opp be var te dem i 20°C til 
DNAeks trak sjon som be skre vet på dag 0.

Uli ke monocytt og makro fag popula
sjoner ve ri fi ser te vi med en kom bi na sjon 
av mik ro sko pi, flowcytometri og de tek
sjon av cy to kin sek re sjon til cel le me di et. 
Celleadhesjon, vekst, dif e ren sie ring og 
po la ri se ring kon trol ler te vi mik ro sko
pisk med Olym pus CKX41 (Olym pus Life 
Sciences, Ja pan). Adherente og fly ten de 
cel ler er svært for skjel li ge og kan lett vur
de res vi su elt. Vi ut før te alle ana ly se ne kun 
på adherente cel ler. Monocytter som ikke 
had de fes tet seg til celledyrkningsplatene, 
vas ket vi bort ved me die byt te.

Fi gur 2: a) Scatterdiagram av PBMC før (a) og et ter (b) MACSiso le ring fra en re pre sen ta tiv 

prø ve (do nor 2), b) Scatterdiagram av monocyttpopulasjonen et ter MACSiso le ring (do nor 2). 

Flowcytometrisk un der sø kel se av iso ler te leu ko cyt ter vi ser an tall monocytter (a) og ren het et ter 

iso le ring (b). P5 og P6 er frak sjo ner (ga ter), det vil si av grens nin ger man bru ker for å av gren se 

spe si fik ke cel le po pu la sjo ner. Gate P5 in klu de rer alle leu ko cyt te ne i prø ven, og P6 av gren ser 

monocyttpopulasjonen. Fi gur 2 b) vi ser høy ren het av monocyttpopulasjonen i P6 et ter MACS

iso la sjon. 

PBMC Monocytter
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Flowcytometri
Cel le meng de, ren het og kon sen tra sjon 
av monocytter og mak ro fa ger do ku men
ter te vi med flowcytometri. Til ste de væ rel
sen av CDmar kø re ne, og der med cel le ty
pen, iden ti fi ser te vi slik; 

M0mak ro fa ger far get vi med iso type
kontrollan ti stof er. M1mak ro fa ger far
get vi med FITCantiCD14 (Invitrogen, kat.
nr MHCD1401) og APCantiCD80 (Miltenyi 
Bio tec, kat.nr 130-122-938). M2mak ro fa
ge ne far get vi med PEantiCD206 (BD 
Pharmingen, kat.nr 555954).

7AAD (7Aminoactinomycin D) til sat te 
vi for de tek sjon av døde cel ler (Mo lec u lar 
Pro bes, kat.nr A1310) (18). 7AADfar gin
gen bruk te vi til å gate for le ven de cel ler, 
slik at døde cel ler med uspe si fikk bin ding 
av an ti stof er og mye autofluorescens i 
størst mu lig grad ble eks klu dert i ana ly
se ne av bund ne an ti stof er mot CDmar
kø re ne (re sul ta ter ikke vist). 

Cy to kin ve ri fi se ring
Vi opp be var te cel le me di um fra dif
fe ren sier te cel ler i – 20°C og be nyt
tet sand wichELI SA til ve ri fi se ring 
av cy to kin pro duk sjon hos de uli ke 
makrofagpopulasjonene. Vi ana ly ser te 
cel le me di et for inn hold av TNF α og IL10 
med ELI SAkit (DuoSet ELI SA (Hu man), 
R&D Systems, kat nr DY210 (TNFα) og 
DY217B (IL10), i hen hold til pro to koll. Vi 
bruk te en ne ga tiv stan dard (R&D Diluent 
(Re agent Diluent Con cen trate 2 (10X), kat.
nr DY995) og syv seriefortynnede stan
dar der (halveringsfortynninger i R&D 
Diluent) fra ELI SAki te ne.

DNA-eks trak sjon 
Vi eks tra her te DNA fra fros ne cel ler 
resuspendert i DNAbuf er (Resuspension 
So lu ti on, Sig ma-Ald rich, kat.nr R1149, 
kat. nr) med Sig maAld rich GenElute 
Mam ma li an Genomic DNA Miniprep 
Kit, kat.nr G1N10) i hen hold til pro to
koll. Til elueringen be nyt tet vi 200uL 
elueringsbufer (Elution So lu ti on (10 mM 
Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0). Eluatene 
opp be var te vi ved 20 C° før og et ter kon
sen tra sjons be stem mel se.

Kon sen tra sjons be stem mel se av DNA 
gjor de vi med Qubit 1x dsDNA HS Kit 
(Ther mo Scientific, kat.nr Q33231). Vi 
mål te DNAmeng de ved 485 og 530 nm 

Fi gur 3: Ut trykk av over fla te mar kø re ne (CDmar kø re ne) CD80 og CD206 hos de re spek ti ve 

makrofagtypene (M0, M1 og M2). Brun graf er ne ga tiv kon troll og blå graf vi ser an tall mak ro

fa ger som ut tryk ker de re spek ti ve CDmar kø re ne. An tall cel ler vi ses på yak sen og ut trykk av 

CD80 (a) og CD206 (b) på xak se ne. Ver ti kal lin je gjen nom his to gram me ne er satt for en kle re 

sam men lig ning av meng de over fla te mar kø rer (fluo re scens styr ke) hos M1 og M2 i for hold til 

M0. APC (allophycocyanin) og PE (phycoerytrin) er far ge ne som er bun det til an ti stof fe ne brukt 

mot de uli ke CDmar kø re ne.
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(Spectramax iD3, Mo lec u lar De vices, VWR, 
kat.nr 735-0391). 

ELI SA me ty le rings ana ly se
Vi be nyt tet in di rek te ELI SA til må ling av 
me ty le rings meng den i makro fag popu la
sjonene (19). 

Vi for tyn net alle prø ver til sam me DNA
kon sen tra sjon. Prø ven med la vest DNA
kon sen tra sjon be stem te kon sen tra sjo nen 
for alle prø ve ne i se ri en, og ble be gren
sen de fak tor i ana ly sen. Metylert kon
trollDNA på 50 ng/µL (Methylated Con-
trol DNA, Sig ma-Ald rich, kat.nr M8570) 
for tyn net vi til høy (0,50 ng/uL), mid dels 
(0,25 ng/uL) og lav meng de (0,125 ng/uL) 
per brønn. Ne ga tiv kon troll var kun bin
dings buf er (DNA bin ding Microplate So lu-
ti on, Abcam, kat.nr ab156917). 

Brøn ne ne ble coatet med prø ve ma te
ria let, der et ter in ku ber te vi med pri mær
an ti stof 1,0 mg/mL anti5mC (Epigentek, 
art.nr A1014010) og si den med et kon
ju gert se kun dær an ti stof 1,5 mg/mL HRP 
antimusIgG (Epigentek, art.nr ASJ
TWM7HO100) som kun bin der pri mær
an ti stof hvis det te er bun det til prø ve ma
te ria let.

Sta tis tis ke tes ter
Vi ana ly ser te end ring i me ty le rin gen fra 
monocytter til mak ro fa ger, og der et ter 
fra M0mak ro fa ger til M1 og M2mak ro
fa ger. Re sul ta te ne fra kon sen tra sjons må
lin ge ne og me ty le rings ana ly se ne er gjen
nom snit tet av ver di ene fra fem do no rer. 

Vi ut før te pa ret tosidig Ttest (Stu dent’s 
Ttest) for å sam men lik ne re sul ta te ne 
mel lom grup pe ne, der p < 0,05 ble vur
dert som sta tis tisk sig ni fi kant. 

Re sul ta ter
Flowcytometri og mik ro sko pe ring
Flowcytometri be kref tet monocyttenes 
ren het et ter iso le ring (fi gur 2) og at cel le
po pu la sjo ne ne var mak ro fa ger. M1mak
ro fa ge ne be kref tes ved høy ere ut trykk 
av CD80 enn M0 og M2mak ro fa ge ne. 
CD206 ut tryk kes i alle tre cel le po pu la sjo
ne ne, men mest hos M2mak ro fa ge ne (fi
gur 3). CD14 ut tryk kes av alle tre po pu la
sjo ne ne (ikke vist). 

Ve ri fi se ring av vel lyk ket dif e ren sie ring 
og po la ri se ring ble gjort mik ro sko pisk. 
Fi gur 4 vi ser de mor fo lo gis ke end rin ge ne 
i de tre uli ke makrofagpopulasjonene 
et ter hen holds vis ak ti ve ring, dif e ren sie
ring og po la ri se ring.

Dif e ren sie ring til M0mak ro fa ger 
ses ty de lig ved at cel le ne end res fra run
de (in ak ti ve) monocytter til av lan ge 
(ak ti ve) mak ro fa ger. Ved po la ri se ring til 
M1mak ro fa ger ob ser ve res fle re end rin
ger. Cel le ne «strek ker» seg ut og dan
ner «nett verk» med and re mak ro fa ger. 
Hos M2mak ro fa ge ne ble ho ved sa ke lig 
en an nen, mer lang strakt fa song enn hos 
M0 mak ro fa ge ne ob ser vert. Det var en 
del in ak ti ve, run de cel ler også her. 

Cy to kin ve ri fi se ring
Cel le me di et fra alle makrofagtyper ble 

ana ly sert for de tek sjon av ut skilt TNFα 
og IL10. TNFα ble ikke de tek tert hos M0 
og M2mak ro fa ge ne, kun hos M1mak ro
fa ge ne hvor det ble målt 182,55 pg/mL. 
IL10 var un der de tek sjons gren sen hos 
alle tre makrofagtypene.

DNA-be stem mel se og me ty le ring
Mak ro fagDNA fra alle fem do no re ne ble 
brukt til me ty le rings ana ly se av dif e ren
sie ring og po la ri se ring. 

Re sul ta te ne vi ser en sig ni fi kant ned
gang i gjen nom snitt lig me ty le ring ved 
over gang fra monocytter til uspe si fik ke, 
in vitro monocyttde ri ver te M0mak ro fa
ger (p < 0,05) (fi gur 5). Ved po la ri se ring 
fra uspe si fik ke M0mak ro fa ger til M1 og 
M2mak ro fa ger ble det ikke på vist sig ni fi
kant end ring i me ty le ring (p > 0,05) (fi gur 
6). Be reg ne de pver di er fra pa ret to si dig 
Ttest vi ses i fi gur 5 og 6. 

Dis ku sjon og kon klu sjon
Hen sik ten med stu di en var å un der
sø ke om to tal me ty le rings meng de i 
monocytters DNA end rer seg ved ak ti ve
ring, dif e ren sie ring og po la ri se ring til in 
vitro monocyttde ri ver te mak ro fa ger.

Re sul ta te ne fra dis se me ty le rings
for søke ne vis te en sig ni fi kant ned gang 
i me ty le ring ved dif e ren sie ring fra 
monocytter til in vitro monocyttde ri
ver te, uspe si fik ke M0mak ro fa ger, men 
ikke ved po la ri se ring fra uspe si fik ke 
M0 til M1 – og M2mak ro fa ger. Re du
sert gjennomsnittsmetylering hos 

FAG |  Originalartikkel

Fi gur 4: a) M0mak ro fa ger i SFM ved 100x for stør rel se. Cel le ne er svært run de, men be gyn nen de ak ti ve ring ses hos mør ke re cel ler i bak grun nen. 

b) M1mak ro fa ger i SFM ved 100x for stør rel se. Bil det vi ser svært ak ti ver te M1mak ro fa ger og vel dig få in ak ti ve, run de mak ro fa ger. M1mak ro fa ger 

er ak tivt fa go cyt te ren de og brer seg ut over så stor plass som mu lig. c) M2mak ro fa ger i SFM ved 100x for stør rel se. M2mak ro fa ger er mer lang

strak te enn M0mak ro fa ge ne, i til legg er det en del cel ler med på be gynt ak ti ve ring.
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monocytter un der dif e ren sie ring in di ke
rer at to tal gen ak ti vi tet er økt, og kan sies 
å være et for ven tet funn hos en cel le po pu
la sjon som er i stor end ring. Må ling kan 
bare si noe om to tal me ty le rings sta tus, 
ikke hvor man ge ge ner som er in vol vert 

el ler i hvil ken grad de er opp el ler ned re
gu lert.

Me ty le rings ana ly se ne gir hel ler ikke 
svar på hvil ke ge ner som gjen nom går 
en me ty le rings end ring, el ler hvor på det 
kromosomale DN Aet det skjer en me ty

le ring el ler demetylering. Ana ly sen gir 
svar på om den to ta le end rin gen, Δme ty
le ring, på hele ge no met øker el ler syn ker.

Ved dif e ren sie ring av monocytter 
til uspe si fik ke M0mak ro fa ger me di
ert av MCSF, kon klu de rer Wall ner et 
al. (20) med at ge ne ne gjen nom går en 
stor ned gang i me ty le ring, noe fun ne ne 
i den ne stu di en be kref ter. Ned gan gen 
fore kom mer i ge ner som re gu le rer ak tin
cytoskjelett og fa go cy to se, og in ne bæ rer 
noen kri tis ke mor fo lo gis ke end rin ger for 
mak ro fa ge nes im mu no lo gis ke rol le. Dis
se ge ne tis ke om rå de ne er metylert i and re 
so ma tis ke cel ler. 

Me ty le rings end ring ved over gang 
fra M0 til M1 og M2mak ro fa ger er 
lite un der søkt, og re sul ta te ne her vi ser 
en li ten, men ikke sta tis tisk sig ni fi kant 
øk ning i me ty le rings meng den.

M0mak ro fa ger reg nes som uspe si
fik ke, og kan av den grunn ha en la ve re 
grad av me ty le ring, med fle re til gjen ge
li ge ge ner. Cel le ne kan ten kes å være åpne 
for til de ling av rol le som proin flam ma
to ris ke el ler antiin flam ma to ris ke mak
ro fa ger. Når M0mak ro fa ge ne så blir sti
mu lert med cy to ki ner som dif e ren sie rer 
dem til en ten M1 el ler M2mak ro fa ger, 
ses en øk ning i me ty le rin gen. Den ne 
me ty le rings øk nin gen for år sa ker en ned
gang i to tal meng de ut tryk te ge ner og kan 
ten kes å av gren se cel le ne til sine spe si
fik ke rol ler.

Un der sø kel se ne av me ty le rings end
ring ved dif e ren sie ring og po la ri se ring 
har i den ne stu di en re sul ta ter fra kun fem 
do no rer. Det er for få del ta ke re til å re pre
sen te re en po pu la sjon, og der for er det 
es sen si elt med man ge fle re do no rer for et 
mer re pre sen ta tivt re sul tat.

Ve ri fi se rings ana ly se ne er ikke like 
gode for alle makrofagtypene. ELI
SA for ve ri fi se ring av cy to kin pro duk
sjon og flowcytometri for på vis ning av 
fe no ty pe spe si fik ke CDmar kø rer på 
makrofagpopulasjonene er beg ge tes ter 
hvor de bes te og mest spe si fik ke mar kø
re ne er ret tet mot M1mak ro fa ger. And re 
mar kø rer og an ti ge ner de tek tert i ana ly
se ne er uspe si fik ke og mer ret tet ge ne relt 
mot mak ro fa ger. Det er der for kun M1 og 
M2po pu la sjo ne ne som med sik ker het 
blir ve ri fi sert i den ne stu di en. 

De tek sjon av cy to kin pro duk sjo nen 
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Fi gur 5: Me ty le rings end ring fra monocytter til mak ro fa ger. Gjen nom snitt lig me ty le rings end

ring ved dif fe ren sie ring fra monocytter til de tre uli ke in vitro monocyttde ri ver te makrofagty

pene (N=5). Stan dard av vik på M0, M1 og M2po pu la sjo ne ne vi ses som feil mar gi ner i fi gu ren. 

Be reg net pver di ved over gang fra monocytter til M0mak ro fa ger er vist over M0ko lon nen.

Fi gur 6: Me ty le rings end ring ved po la ri se ring fra M0 til M1 og M2. Gjen nom snitt lig me ty le

rings end ring ved po la ri se ring fra in vitro monocyttde ri ver te M0mak ro fa ger til M1 og M2mak

ro fa ger (N=5). Stan dard av vik ved po la ri se ring av M1 og M2mak ro fa ger vi ses som feil mar gin i 

fi gu ren. Be reg ne de pver di er ved po la ri se ring fra M0 til M1 vi ses mel lom M0 og M1ko lon nen 

og ved po la ri se ring mel lom M0 og M2ko lon nen.

➤
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fra M0, M1 og M2mak ro fa ge ne var til
freds stil len de for kun ett av cy to ki ne ne 
det ble tes tet for. TNFα er et cy to kin som 
ho ved sa ke lig pro du se res av M1mak ro fa
ger, og TNFα ble kun de tek tert hos den
ne makrofagtypen. M1po pu la sjo nen ble 
kun del vis be kref tet av cy to kin ana ly sen. 
IL10 pro duk sjon bru kes som en spe si
fikk mar kør for M2mak ro fa ger, selv om 
det også pro du se res av en rek ke and re 
mak ro fa ger i lave kon sen tra sjo ner. IL10 
ble kun på vist i vel dig lave meng der, men 
un der de tek sjons gren sen på 2530 pg/ml, 
hos alle po pu la sjo ne ne. Dis se re sul ta te ne 
bur de vært ve ri fi sert.

Cy to kin ana ly se ne for M0 og M2po
pu la sjo ne ne er mer usik re, og det ble 
be nyt tet fle re ve ri fi se rings ana ly ser. Cel
le po pu la sjo ne ne kan in ne hol de and re 
mak ro fa ger som fe no ty pisk be fin ner seg 
mel lom yt ter po le ne M1 og M2, el ler cel ler 
som ald ri ble po la ri sert. Det te er hverken 
be kref tet el ler av kref tet, og re sul ta ter fra 
me ty le rings ana ly se ne må tol kes med det
te tatt i be trakt ning. 

Re sul ta te ne fra flowcytometri vi ser 
ut trykk av re spek ti ve CDmar kø rer i for
ven te de kon sen tra sjo ner og be kref
ter po pu la sjo nen med M1mak ro fa ger 
med stor sann syn lig het. M2po pu la sjo
nen be kref tes på grunn av re la tivt høyt 
ut trykk av CD206. Det er få gode og spe
si fik ke mar kø rer for M0 og M2mak ro
fa ger, og det er van ske lig å be kref te dis
se cel le po pu la sjo ne ne med god sik ker het. 
Ut trykk av CD14 på alle po pu la sjo ne ne 
be kref ter myeloid opp rin nel se og at det er 
monocytter og mak ro fa ger som er be nyt
tet i for søke ne. 

Cel le ne ble mik ro sko pert for å kon trol
le re via bi li tet, og for overvåkning av mor
fo lo gis ke end rin ger ved dif e ren sie ring 
og po la ri se ring. Dif e ren sie ring av cel le ne 
til M0mak ro fa ger fra run de (in ak ti ve) til 
av lan ge (ak ti ve) cel ler in di ke rer at cel le ne 
re age rer på sti mu li. Men til ste de væ rel se 
av fort satt run de cel ler er en in di ka sjon 
på at ikke alle cel le ne re spon de rer likt på 
sam me sti mu li.

Det er van ske lig å skil le M0 og M2po
pu la sjo ne ne og det er usik kert med bare 
den ne un der sø kel sen om det ble job bet 
med uli ke po pu la sjo ner av mak ro fa ger. 
Det ble ob ser vert mor fo lo gis ke end rin ger 
i noen grad ved de uli ke makrofagtypene, 

samt monocyttene, og spe si elt hos 
M1mak ro fa ge ne, som al li ke vel ty der på 
uli ke fe no ty per. 

Kom bi nert ana ly se av mak ro fa ge ne 
med mik ro sko pe ring, cy to kin ana ly ser 
og må ling av CDmar kø rer gir en sik re re 
ve ri fi se ring av cel le po pu la sjo ne ne.

Be tyd ning av re sul ta te ne og vi de re forsk ning
Re sul ta te ne fra den ne me ty le rings stu
di en er et lite steg mot vi de re forsk ning på 
hvor dan DNA hos uspe si fik ke M0mak ro
fa ger metyleres un der dif e ren sie rings
pro ses sen og hvil ke spe si fik ke ge ner 
som blir metylert el ler demetylert i den
ne sam men heng. Ved å få kunn skap om 
hvil ke ge ner som inn går i dif e ren sie
rings og im mu ni se rings pro ses se ne kan 
man lære mer om me ka nis mer som er 
knyt tet til bruk av Alad ju vans i vak si ne
ut vik ling og der med mak ro fa ge nes rol
le i vak si ne ring. Vak si ner kan ut vik les 
til å bli mer spe si fikt ret tet mot de på vir
ke de me ka nis me ne i mak ro fa ge ne, slik at 
unød ven di ge bi virk nin ger unn gås og for
bed ring av Alad ju vans og god im mu ni
tet opp nås. Un der sø kel se av fle re do no rer 
og be nyt tel se av and re, eg ne de ge ne tis ke 
ana ly ser, kan kan skje bi dra til bed re og 
mer mål ret te de vak si ner, samt stør re for
stå el se av gen re gu le ring i mak ro fa ger. ■ 
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