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Insan Lésemi Monosit Hiicrelerinin Forbol-12-Miristat-13-Asetat
ile Makrofaj Benzeri Hiicrelere Farklilasmasi

Differentiation of Human Leukemia Monocyte Cells to Macrophage-Like Cells with Phorbol-
12-Myristate-13-Acetate
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Amag: Bu calismada monositlerden makrofaja farkhilasmada Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA)'nin uygulama zamani ve dozuna ydnelik
uygun bir model olusturulmasi amaclanmistir. Bu amacla insan I6semi monosit hiicre hatti (THP-1) farkli doz ve uygulama strelerinde PMA ile
uyarilarak hiicrelerin makrofaja farklilasmalari morfolojik olarak gosterilmis ve hiicre canliligr tizerine etkileri degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem: THP-1 monosit hiicreleri 6 kuyucuklu plaklarda 2x10°/mL hiicre olacak sekilde stispanse olarak tiretilmistir. Daha sonra lizerlerine
%10 FCS iceren RPMI 1640 ile 10, 20, 40 ve 60 ng/mL konsantrasyonlarda sulandirilan PMA ilave edilerek, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Siispanse THP-1 monosit hiicrelerin yapisan makrofaj benzeri hiicrelere farklilasmasi, doku kiiltiirii mikroskobunda hiicre kiiltliri plaklarina tutunma
ve fenotipik degisikliklerin gézlenmesi ile dogrulanmistir. Canli hiicreler tripan mavisi boyama yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular ve Sonug: THP-1 hiicreleri igin fenotipik degisiklikleri ve hiicre canlihdi acisindan elde edilen en iyi sonuglar 20 ng/mL PMA konsantrasyonu
ve 48 saat inkiibasyon siresi olarak saptanmis, bu konsantrasyon ve inkiibasyon siiresinde hiicre canliligi %92,2 oldugu bulunmustur. 40 ng/mL PMA
uygulamasi 48. saatte 10 ve 20 ng/mL PMA uygulamasina gére hiicre sayisinda belirgin azalmaya neden olurken 72. saat uygulamasi sonrasi gruplar
arasinda fark goriilmemistir. Bu sonuclar in vitro makrofaj modellerinin gercek fizyolojik sartlari tam olarak yansitmasi icin THP-1 monositlerinin
makrofaja farklilasmasinin optimize edilmesi gerekliligini gostermektedir. Bu calismada en iyi hiicre farklilasmasinin THP-1 hiicrelerine 20 ng/mL
PMA eklenmesi ve bu hiicrelerin 48 saat inkiibasyona birakilmasi ile ortaya ¢iktigi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Monosit, Makrofaj Farklilasmasi, Forbol-12-Miristat-13-Asetat

Abstract

Objectives: In this study, it was aimed to evaluate appropriate model of application time and dosage of Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA) to
get activated macrophages from monocytic cell line THP-1 cells. The differentiation of THP-1 cells into macrophages when stimulated with different
dosage and application time of phorbol myristic acid (PMA) was shown morphologically and the effects on cell viability were evaluated.

Materials and Methods: THP-1 cells were produced as suspension as 2x10° cells/mL in 6-well plates. Afterwards, THP-1 monocyte cells were treated
with PMA of 10, 20, 40, 60 ng/mL concentrations and incubated for 24, 48 and 72 hours. Differentiation of suspended THP-1 cells into adherent
macrophage-like cells was confirmed by tissue-culture microscope by observing cell adherence to cell culture flasks and phenotypic changes. Cell
viability was determined by trypan blue staining.

Results and Conclusion: The best results for phenotypic changes and cell viability for THP-1 cells were obtained with 20 ng/mL PMA at 48h
incubation time and the cell viability was detected as 92.2%. The administration of 40 ng/mL PMA resulted in a significant decrease in cell count
compared to 10 and 20 ng/ml PMA administration at the 48h, but no difference was observed between groups after 72h application. These findings
show that the differentiation of THP-1 monocytes into macrophages needs to be optimized in order to reflect the real physiologic conditions of
macrophage models used in in vitro studies. These findings suggest that THP-1 cells are well differentiated by 20 ng/mL PMA at 48h incubation.
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Konaga mikroorganizma girdiginde, enfeksiyondan &nce
var olan ve enfeksiyonun ilk dakikalari icinde etkinlesen
dogal savunma mekanizmalari ile karsilasir (1). Dogal immin/
enflamatuvar cevabi baslatan ve viicuda giren patojen ile ilk
temasta bulunan hiicre makrofajdir (2-4).

Makrofajlarin; yiizeylerindeki ¢ok sayidaki reseptdrleri
araciligiyla patojenleri tanimasi, patojenleri ortadan kaldirmak
icin hiicre farklilagmasini  ve cogalmasini  dilizenlemesi,
enfeksiyon bdlgesine etkili hiicreleri ve enfeksiyon kontrol
altindayken anti-enflamatuvar sitokinleri ortama cekmek
icin cesitli ¢oziinebilir pro-enflamatuvar kemokinlerin ve
sitokinlerin Gretilmesi ve salinmasi, patojenlerin yutulmasi yada
icine alinmasi ve sindirilmesi yani fagositoz baslica fonksiyonlari
arasindadir (2,5).

Makrofajlarin in vitro olarak fonksiyonlarini, mekanizmalari,
sinyal yollarini arastirmak icin primer periferik kan mononukleer
hicreleri (PBMC) ve farkh derecelerde farklilasma gosteren
monosit hiicre kiltiirleri kullanilmaktadir (6-8). PBMC'lerin
in vitro gelismesi ve cogalmasi zor oldugu icin, ozellikle
in vitro cahsmalarda siiresiz cogalabilme ozelligine sahip
transformasyona ugramis primer hiicreler olan ve daha stabil
fenotipleri bulunan THP-1, U937, ML-2, HL-60 ve Mono Mac 6
gibi monosit hiicre hatlari yaygin olarak kullaniimaktadir (7,8).

ilk defa akut monositik Iésemili bir yasindaki erkegin
periferik kanindan elde edilmis olan THP-1, monosit/makrofaj
farklilasmasini ve fonksiyonunu incelemek icin kullanilan
en vyaygin hiicre hattidir (6,7). Silispanse olarak (reyen
THP-1 hiicreleri forbol-12-miristat-13-asetat (PMA), 1q,
25-dihidroksivitamin D3 (vD3) ve makrofaj koloni uyarici
faktor (M-CSF) ile uyarildiklarinda makrofaj benzeri hiicrelere
farkhlasir (9,10-12). in vitro olarak THP-1 monosit hiicrelerinden
makrofaj hiicrelerinin elde edilmesinde kullanilan uyaranlarin
doz ve canhlik optimizasyonunun vyapildigi standart bir
protokol bulunmamaktadir. PMA, makrofaj elde etmek icin
en etkili farklilasma ajanidir. Cesitli calismalarda kullanilan
PMA konsantrasyonunda, hiicrelerin PMA'ya maruz kalma
stiresinde ve baslangictaki hiicre miktarinda farkliliklar oldugu
gorilmektedir (7,9,13-17).

Bu calismada, in vitro sistemlerde arastirma modeli olarak
kullanilmak lizere monositik hiicre hattindan makrofaj
hiicrelerinin elde edilmesinde PMA'nin uygulama zamani
ve dozuna yodnelik uygun bir modelin degerlendirilmesi
amaclanmustir.

Gerec ve Yontem

Hiicre Kaltirii; Bu calismada THP-1 (DSMZ, ACC-16)
Avrupa Kiiltiir Kolleksiyonu Organizasyonu, Almanya Kiiltiir

Koleksiyonu'ndan temin edilmistir. Monosit hiicreleri %10 FCS
iceren RPMI 1640 ile sulandirilarak 800 rpm'de, 4 °C'de 10 dakika
santriftij edildikten sonra 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 25 cm?
ylzeyli hiicre kiiltiiri siselerinde Gretildi (6,10,12).

Hicresel Farkhlasma; THP-1 monosit hiicreleri aderan
olmayan hiicre oldugundan 6 kuyucuklu plaklarda 2x10°/
mL hiicre olacak sekilde slspanse olarak Uretildi. Daha sonra
tizerlerine %710 FCS iceren RPMI 1640 ile icerisinde 10, 20, 40
ve 60 ng/mL konsantrasyonlarda sulandirilan PMA ilave edilerek
24-72 saat siire ile inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siireleri
sonunda hiicreler besiyeri ile yikanip, PMA'dan uzaklastirldi.
Daha sonra hiicrelerin Uizerine taze besiyerleri eklendi. Siispanse
THP-1 monosit hiicrelerin yapisan makrofaj benzeri hiicrelere
farkhlasmasi, doku kilttrli mikroskobunda hiicre kalturi
plaklarina tutunma ve fenotipik degisikliklerin gdzlenmesi ile
dogrulandi. Canli hiicreler tripan mavisi boyama yontemi ile
belirlendi (6,10,12). Bu amacla hiicreler Thoma laminda Hanks'in
dengeli tuz cozeltisi icinde hazirlanan %0,4 (w/v) tripan mavisi
boyasi kullanilarak sayilmistir. Mikroskobik incelemede tripan
boyasi ile cansiz hiicreler maviye boyanirken, canli hiicrelerde
herhangi bir boyanma saptanmamistir. Canli hiicrelerin orani su
sekilde hesaplandi: Boyanmamis hiicrelerin sayisi/toplam hiicre
sayisi x100 (18).

Bulgular

PMA ile muamele edilmemis THP-1 hiicreleri kiltur
plaklarinin ylizeylerine yapismadan yuvarlak ve siispanse sekilde
Uremistir (Sekil 1).

Hiicresel Farkhlasma

Siispanse olarak tireyen THP-1 monosit hiicreleri, 10-60 ng/
mL PMA konsantrasyonlarinda ve 24-72 saatlik inkiibasyon
stirelerinin  sonunda yapisan makrofaj benzeri hiicrelere
diferansiye olmus ve hiicre kiltiir plaklarinin yiizeylerine
yapismistir (Sekil 2-4). Kiltir plaklarina yapisan hiicrelerin
ylizeyinde bulunan bircok cikinti kaybolmus ve hiicreler
yassilasarak ameboid bir 6zellik gdstermislerdir. THP-1 hiicreleri

Sekil 1: THP-1 hiicreleri (forbol-12-miristat-13-asetat ile uyariimamis)
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Sekil 2: THP-1 hiicrelerinin (x200) 10-60 ng/mL forbol-12-miristat-13-
asetat konsantrasyonunda 24. saat inkiibasyonu ve kontrol hiicrelerinin
faz kontrast mikroskop goriintiisii

Sekil 3: THP-1 hiicrelerinin  (x200) 10-60 ng/mL PMA
konsantrasyonunda 48. saat inkiibasyonu ve kontrol hiicrelerinin faz
kontrast mikroskop goriintiisi

Sekil 4: THP-1 hiicrelerinin (x200) 10, 20, 40 ve 60 ng/mL forbol-12-
miristat-13-asetat konsantrasyonunda 72. saat inkiibasyonu ve kontrol
hiicrelerinin faz kontrast mikroskop goriintiisii

icin fenotipik degisiklikler ve hiicre canliligi acisindan elde
edilen en iyi sonuglar 20 ng/mL PMA konsantrasyonu ve 48 saat
inkiibasyon siiresi olarak saptanmis (Sekil 5), bu konsantrasyon
ve inkiibasyon siiresinde hiicre canliligi (%92,2) (Sekil 6) olarak
bulunmustur.

36

Monosit/makrofajlarin in vivo fonksiyonlarini arastirmak
icin hiicre tabanh in vitro deneyler kullanilmaktadir. Bunun
icin yapilacak ilk adim, primer hiicreleri kullanmanin mimkiin
olmadigi durumlarda biyolojik olarak monosit/makrofajlari
temsil eden bir hiicre hattinin secimidir. Uygun calisma kosullar
gercek, guvenilir ve tekrarlanilabilen sonuclarin olusmasi icin
onemlidir. insan leukemia monosit hiicre hatti, THP-1, in vitro
ortamda primer makrofajlarin bir temsilcisi olarak en cok
kullanilan hiicredir (7,16,19).

1980'deki orijinal tanimindan beri, THP-1 hiicreleri,
makrofajlarin aktivasyonunu ve farklilasmasini, enflamasyondaki
yanitlarini, enflamatuvar hastaliklarin mekanizmalarini anlamak
icin yapilan ¢ok sayida ¢calismada monosit-makrofaj farklilasmasi
bir model olarak kullanilmistir (6,8,10,11,20,21).

THP-1 gibi hiicre kiiltlrlerinin kullanimi, primer kiltiirlere
kiyasla cok sayida avantaja sahiptir. Bunlar arasinda homojen
genetik zemin olusturmasi, hiicre fenotipindeki degiskenligi en
aza indirgemesi, gen transfeksiyonu ile genetik modifikasyona
izin vermesi sayilabilir. Bununla birlikte, hiicre kiiltiiri modelinde
olumsuz kiiltir kosullari, optimum fonksiyon ve sayida hiicre
kullaniimamasi arastirmanin sonucunu etkilemektedir (16).

Monositlerin ~ makrofajlara  farklilasmasi,  hiicrelerin
morfolojik degisimlerine gore belirlenir. Calismamizda, THP-1
monosit hiicre kiiltliriinin PMA ile uyarilmasinda, kullanilan
tlim konsantrasyonlarda hiicreler diferansiye olmus ve kiiltiir
plaklarinin  yiizeylerine yapismislardir. Hiicreler fenotipik
degisiklikler ve hicre canlihgi acisindan degerlendirildiginde,
en optimal PMA konsantrasyonunun 20 ng/mL ve inkiibasyon
stiresinin 48 saat oldugu saptanmistir (Sekil 5). 20 ng/mL PMA
konsantrasyonunda ve 48 saatlik inklibasyon siiresinde hiicre
canliligr en yiiksek oran olan %92,2'ye ulasmistir (Sekil 6).
PMA'nin 40 ng/mL konsantrasyonda uygulamasi 10 ve 20 ng/
mL PMA uygulamasina gore 48. saatte hiicre sayisinda belirgin
azalmaya neden olmustur. PMA'nin tiim konsantrasyonlarinda
hiicre farkhlasmasi ve canhligr agisindan 72. saatten sonra
gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.

Sekil 5: THP-1 hiicrelerinin (x200) 20 ng/mL forbol-12-miristat-13-
asetat konsantrasyonunda 48 saat inkiibasyonu ve kontrol hiicrelerinin
faz kontrast mikroskop goriintiisii
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Sekil 6: 10-60 ng/mL forbol-12-miristat-13-asetat konsantrasyonlari ve
24-72 saatlik inkiibasyonlarda THP-1 hiicre canlilik oranlari

Bu optimize ettigimiz
makrofajlarla yaptigimiz bir calismada, epitel hicresi ile

sonuclara gore uyardigimiz
temasinin oldugu kokiiltiirlerde etkilesimleri arastiriimistir.
Bakterisidal etkinin, epitel ve makrofaj hiicrelerinin birlikte
oldugu kiltirlerde hiicrelerin tek basina oldugu kiltlrlere gore
arttigi ve in vitro enflamatuvar yanitin hiicre-hiicre temasi ile
yiikseldigi sonucuna varilmistir (22).

Yaptigimiz baska bir calismada bulunan optimum PMA
ile farkhlastinlan hicrelerde bazal midkin, tlimér nekroz
faktor-alfa (TNF-a) ve IL-10 salimiminin kontrollere gére daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Diger PMA konsantrasyonlari
ile karsilastirildiginda, TNF-au ve IL-10 saliniminin en yiiksek
seviyesi 20 ng/mL'de 48. saatte g6zlenmis ve bu dozdan sonraki
cevaplarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir
(23).

Calismamizda farkli doz ve zamanlarda PMA uyarimi sonrasi
farklilasma sirecinde baslangic monosit hiicre sayisi esit
olmasina ragmen makrofaj hiicre sayisinin da belirlenmesinin
onemli olabilecegdi distinulmistiir. Baslangicta PMA ile uyarilan
THP-1 monositleri makrofajlara farklilastiktan sonra, in vitro
calismalarda kullanilmadan 6nce PMA'yr uzaklastirmak ve
hiicresel iyilesmeyi saglamak icin PMA'nin olmadigr bir kiiltir
ortaminda birakilmasi gerektigi dislinlilmektedir.

Bu calisma sonucunda THP-1 makrofaj fonksiyonunun
tek bir PMA farklilasma
onermektedir. Boyle bir standardin benimsenmesi, in vitro

arastiriimasinda protokoliinii

deneysel verilerin in vivo olarak uygunlugunu arttiracak ve
THP-1 hiicrelerinin kullanildigr in vitro calismalar arasindaki
tutarliligi saglayacaktir.
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