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OZET

Makrofajlar immiin sistemin onemli hiicreleridir ve eksiklikleri ya da disfonksiyonlar1 viicutta ciddi hastaliklara yol acar. Bir pirimidin
niikleotidi olan {iridin-5’-trifosfat’in (UTP) makrofajlar i¢in bir sinyal molekiilii gibi davrandig1 bilinmektedir. Ancak UTP’nin makrofaj
canlilig ya da proliferasyonu iizerine etkileri heniiz arastirilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda (1, 10 ve 100 uM)
uygulanan UTP’nin RAW 264.7 fare makrofaj hiicrelerinin canliligi iizerine etkileri farkli zaman noktalarinda MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi kullanilmak suretiyle incelenmistir. UTP uygulandiktan 24 ya da 48 saat sonra hiicre canliliginda
kontrole gore herhangi bir fark gézlenmezken, 10 uM konsantrasyonda uygulanan UTP’nin 72 saat sonra hiicre canliligmni kontrole gore
%27,7 oraninda (p<0,001) artirdig1 tespit edilmistir. flging olarak 100 pM konsantrasyonda uygulanan UTP aymi zaman arah@inda hiicre
canliligimi kontrole gére anlamli (p<0,05) olarak azaltmistir. Bulgularimiz UTP’nin makrofaj canliligin1 doza ve zamana bagl olarak
artirdigin1 ancak yiiksek konsantrasyonda toksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla elde etti§imiz veriler, dogru dozda
uygulanan UTP’nin dokularda makrofaj hiicre metabolizmasini ya da proliferasyonunu artirarak immiin sistem fonksiyonlarina katkida
bulunabilecegini diistindiirmektedir.
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Effects of UTP on Viability in RAW 264.7 Cell Line

ABSTRACT

Macrophages are important cells of immune system and their deficiency or dysfunction lead to severe diseases. Uridine-5’-triphosphate, a
pyrimidine nucleotide, is known to behave as a signaling molecule for macrophages. However, the effect of UTP on macrophage viability or
proliferation is yet to be researched. Therefore, we investigated the effects of different concentrations (1, 10 and 100 uM) of UTP on RAW
264.7 mouse macrophage cell viability at different time points using MTT [(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide)]
assay. We found that while there was no difference among groups at 24 or 48 hours following UTP administration, cell viability was
enhanced by 27,7% (p<0,001) compared to controls at 72 hours after 10 uM UTP administration. Interestingly, UTP at 100 pM
concentration decreased cell viability significantly (p<0,05) compared to controls. Our findings reveal that UTP enhances macrophage
viability in a dose- and time-dependent manner while higher concentrations provide toxic effects. Hence the present data suggest that UTP
administered at appropriate concentrations may contribute to immune system functions through enhancing macrophage cell metabolism or
proliferation in tissues.
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immiin sistem komponentleri olan lenfoid organlar,
immiin hiicreler, antikorlar ve sitokinlerin birlikte
gorev yaparak ortaya ¢ikardiklar1 yanitlar ile
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sekillenir'. Immiinite canlilarin ¢ogunda dogal (innate)
ve kazanilmis (adaptive) immiinite olmak lizere iki alt
tipte goriiliir. Dogal immiinite genis bir yelpaze iginde
pek cok uyarana kars1 6zgiin olmayan bir koruma
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saglar iken kazanilmis immiinite daha dnce karsilastigi
hiicre ya da molekiilleri tanimlamay1 6grenmek
suretiyle zararli etkene karst Ozgiin bir yanit
olusturur’.

Immiin sistem nétrofil, monosit, makrofaj, dendritik
hiicre, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve lenfosit hiicrelerini
icerir. Makrofajlar tiim dokularda bulunur ve
karacigerde Kuppfer hiicreleri, beyinde mikroglia ve
akcigerlerde alveolar makrofaj gibi dokuya ozgii
isimler alirlar. Dogum 6ncesinde dokularda yerlerini
alabildikleri® gibi, 6zellikle hastalik esnasinda olmak
iizere kandaki monositlerden farklilasarak® dokulara
yerlesebilirler. Makrofajlar konak¢it savunmasina
katkida bulunmak iizere fagositoz yetenekleri
sayesinde yabanci hiicre ya da molekiilleri tespit eder
ve sindirirler’. Dogal immiinitedeki rollerinin yani sira
makrofajlar diger immiin hiicreleri hasar alanina
toplamak, lenfositlere antijen sunmak ve gesitli
kimyasal ve diizenleyici faktorleri ortama salivermek
suretiyle kazanilmis immiinitede de gorev alirlar.

Makrofajlarin ~ solunum  sistemi  savunmasindaki
O6nemini anlayabilmek i¢in akcigerler ve hava
yollarinda sagladiklart immiin cevaplar Onemli

ornekler olarak goze carpmaktadir. Viriisler gibi hava
yolu ile bulagan patojenlere karsi ilk savunma hattini
olusturan makrofajlar fagositoz yontemi ile hem
virtisleri ve virlis ile enfekte olan hiicreleri ortadan
kaldirirlar hem de bu viriisleri immiin sistemin diger
komponentlerine  sunarlar; sonu¢ olarak viral
enfeksiyon smirlandirilir. Dolayistyla makrofajlar
immiin sistemin énemli dgeleridir ve yokluklar1 ya da
disfonksiyonlar1 kronik graniilomatoz hastalik® gibi
ciddi saglik problemlerine yol acabilir. Makrofaj
sayist ya da fonksiyonu kanser (6rnegin, aplastik
anemi) veya enfeksiyon (6rnegin HIV) gibi hastaliklar
ya da kanser kemoterapisi ya da steroid tedavisi gibi
durumlardan olumsuz yonde etkilenebilir’. Bu tiir
durumlarda immiin sistem yeterli koruma saglayamaz
ve kisinin enfeksiyonlara duyarli hale gelmesine yol
acabilir; 6rnegin, 1918 yilinda ortaya cikan Ispanyol
gribi pandemisinin etkeni olan HINI viriisiiniin
makrofaj eksikligi halinde daha oliimciil bir
enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir®.

Uridin-5"-trifosfat (UTP) dokularda bulunan bir
pirimidin niikleotididir’. Temel olarak RNA sentezine
katilmakla birlikte bir enerji kaynagi ve metabolik
reaksiyonlarda substrat aktivatorii olarak da gorev alir.
UTP ayrica bazi biyolojik etkilerini hiicre
yiizeylerinde bulunan P2Y2'® ve P2Y4'" reseptorlerini
uyarmak  suretiyle  gosterir.  Bu  reseptorler
uyarildiklarinda hiicre icinde bagli olduklart G
proteinler araciligrtyla fosfolipaz C’yi aktive ederek
diagilgliserol (DAG) ve inositol trisfosfat (IP3)
diizeylerini ve dolayisiyla hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarimi  artirirlar'>.  UTP  tarafindan
uyartlan P2Y2 ve P2Y14 reseptorlerinin makrofaj
hiicre membranlaridaki varligi kanitlanmisgtir'>,

256

E. Ermis, ark.

Onceki ¢alismalarda UTP’nin makrofajlarda i¢ ve dis
elektriksel akimlar indiikledigi'®, doku kalintilarinin
fagositik temizlenmesi i¢in bir sinyal molekiilii gibi
davranarak makrofajlarin toplanmasim sagladigi'’ ve
kandaki  monositlerin  hasar  alanina  dogru
yonlendirilmesini tesvik ettigi'® bildirilmistir.

Ancak biitiin bu bilinenlere ragmen UTP’nin makrofaj
canliligr tizerine etkileri heniiz incelenmemistir.
Dolayisiyla calismamizin amaci literatiirde ilk defa
UTP’nin RAW 264.7 fare makrofaj hiicre kiiltiiriinde
makrofaj canlilig1 lizerine etkilerini incelemektir. Ayni
zamanda etkinin doza ve zamana bagl olup olmadigi
arastirilmastir.

Gereg ve Yontem

Kimyasallar

Uridin-5-trifosfat (Kat. No: U6875), sodyum dodesil
silfat (SDS; Kat. No: 11667289001) ve
dimetilformamid (DMF; Kat. No: 227056) Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan;
Dulbecco’s modifiye eagle medyumu (DMEM; Kat.
No: 30-2002), fetal sigir serumu (FBS; Kat. No: 30-
2021), L-glutamin (Kat. No: 30-2214) ve penisilin-
streptomisin soliisyonu (Kat. No: 30-2300) American
Type Culture Collection (ATCC; Bethesda, MD,
USA) firmasindan; MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide; Kat. No:
M6494) ise Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA) firmasindan temin edildi.

RAW 264.7 Fare Makrofaj Hiicre Hatti

Calismamizda kullanilan RAW 264.7 fare makrofaj
hiicre hatti Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Immiinoloji Anabilim Dali stoklarindan temin edildi.
Hiicreler, 4mM L-glutamin + %1 penisilin-
streptomisin soliisyonu ile %10 FBS iceren yiiksek
glukozlu DMEM besiyerinde kiiltiire edilerek 37°C'de
%5 CO, igeren bir inkiibatorde tutuldu. Hiicreler iki
giinde bir scraper ile pasajland1 ve %80-90 konfluense
ulastiklarinda deneyler gergeklestirildi.

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi

UTP'nin RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin canlilig1
iizerine etkileri MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] yontemi kullanilarak
belirlendi. RAW 264.7 hiicreleri, 50 pL hiicre kiiltiirii
ortammmda 96 kuyucuklu mikroplakalara 15x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibe
edildi. Takiben steril salin (%0,9 NaCl; serum
fizyolojik) icerisinde ¢ozdiiriilen UTP, kiiltiir ortamina
50 pL hacimde son konsantrasyonu 1, 10 veya 100
pM olacak sekilde eklendi. Kontrol olarak aym
hacimde salin kullanildi. Salin (kontrol) veya UTP ile
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucuga 25 pL MTT (5 mg/mL) soliisyonu eklendi
ve plakalar formazan kristallerinin canli hiicreler
tarafindan olusturulmasma izin vermek igin 4 saat
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daha 37°C'de %5 CO, ortaminda inkiibe edildi. Daha
sonra MTT igeren ortam uzaklastirildi ve formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 80 pL hacminde
%23 SDS ve %45 DMF igeren lizis soliisyonu
eklenerek hiicreler bir gece inkiibe edildi. Her bir
kuyunun optik yogunlugu (OD) spektrofotometrik
olarak bir mikroplaka okuyucu (uQuant, Biotek,
Winooski, VT, USA) ile 570 nm'de okundu. Hiicre
canliligi, kontrol hiicrelerinden elde edilen OD
degerlerine kiyasla hesaplanan yiizde degisim olarak
hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler alt1 tekrarli yapild1 ve sonuglar ortalama
+ standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
hesaplamalar, Sigma Plot V.12 yazilimi kullanilarak
yapildi. Verilerin dagilimi Shapiro Wilk Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilimli veriler parametrik
Tek-Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testini takiben
post-hoc Tukey testi ile analiz edildi. Normal dagilima
uymayan veriler nonparametrik Kruskal-Wallis testini
takiben Bonferonni diizeltmesi ile post-hoc Dunn’s
testi  kullanmlarak  degerlendirildi.  Istatistiksel
anlamlilik diizeyi 0=0,05 olarak belirlendi.

Bulgular

UTP uygulamasim takiben 24 saat inkiibe edilen
hiicrelerin kontrole (%99,942,1) gore canliligi 1, 10 ve
100 uM UTP i¢in sirasiyla %92,8+1,9, %98,5+2.5 ve
%92,1+2,4 olarak gergeklesti (Sekil 1). Kontrol ve
UTP gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi.
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Sekil 1.
Farkly konsantrasyonlarda UTP uygulanan RAW
264.7 hiicrelerinde 24 saat sonra canlilik analizi.

UTP uygulamasimi takiben 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerin kontrole (%100+£2,5) gore canliligi 1, 10 ve
100 uM UTP igin sirastyla %98,1+1,8, %102,8+2,8 ve
%100,2+1,1 olarak gerceklesti (Sekil 2). Kontrol ve
UTP gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
bulunamadi.
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Sekil 2.

Farkli konsantrasyonlarda UTP uygulanan RAW
264.7 hiicrelerinde 48 saat sonra canlilik analizi.

UTP uygulamasimi takiben 72 saat inkiibe edilen
hiicrelerin kontrole (%99,9£3,1) gore canliligi 1, 10 ve
100 uM UTP igin sirasiyla %105,5+1,8, %127,7+5,2
ve %384,7£1,2 olarak gergeklesti (Sekil 3). Bu
sonuglara gore 10 uM UTP uygulamasinin hiicre
canliligint  kontrole (p<0,001) ve 1 uM UTP
uygulamasina (p<0,001) kiyasla anlamli olarak
artirdigr tespit edildi. Bunun yam sira, 100 uM UTP
uygulamasinin hiicre canliligini kontrole (p<0,05), 1
uM UTP uygulamasma (p=0,001) ve 10 uM UTP
uygulamasina (p<0,001) gore anlamli olarak azalttig1
bulundu.
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Sekil 3.

Farkly konsantrasyonlarda UTP uygulanan RAW
264.7 hiicrelerinde 72 saat sonra canlilik analizi.
*0<0,05 ve ***p<0,001, kontrole kiyasla; ##p<0,01
ve ###p<0,001 UTP 'nin 1 uM konsantrasyonuna
kiyasla; +++p<0,001 UTP 'nin 10 uM
konsantrasyonuna kiyasla.
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Tartisma ve Sonug¢

Bu calismada literatiirde ilk kez farkli konsantrasyon-
larda uygulanan UTP’nin RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkileri zamana dayali
olarak incelenmistir. Sonuglarimiz UTP
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra makrofaj hiicre
canliliginda anlamh bir degisikligin olmadigini ancak
72 saat sonra 10 uM UTP ile hiicre canliligiin
kontrole kiyasla %27,7 oraninda arttigini gostermistir.
flging olarak 100 uM konsantrasyonda uygulanan
UTP 72 saat sonra hiicre canlilifini kontrole gore
%15,3 oraninda azaltmistir. Bu sonuglar UTP’nin
RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin canliligin1 doza ve
zamana bagli olarak artirdifini ancak kullanilan
yikksek dozda sitotoksik etki gdsterdigini ortaya
koymaktadir.

Immiin sistem birbiriyle iliskili pek ¢ok elemandan
olusan karmasik bir yapidir. Immiin sistem bilesenleri
olan lenfoid organlar, immiin hiicreler, antikorlar ve
sitokinler birlikte gorev yaparak viicudun patojenik
mikroorganizmalara karsi kendisini korumak ya da
yabanct maddeleri veya kanser hiicrelerini yok etmek
amactyla gesitli yanitlar olustururlar’. Makrofajlar bu
sistemin Onemli bilesenlerinden biridir ve ozellikle
dokularda  zararli organik ya da inorganik
maddelere/organizmalara karst ilk savunma hattin
olustururlar’. Makrofaj sayist ya da fonksiyonu gesitli
hastalik ya da kronik ila¢ kullanimi gibi durumlardan
etkilenebilmektedir’ ve makrofaj eksikligi
hastaliklarin daha Oliimciil seyretmesine neden
olabilir®. Dolayisiyla viicutta makrofaj sayist ve
fonksiyonunun optimum  diizeylerde korunmasi
hastaliklarin 6nlenmesi ve ortadan kaldirilmasi i¢in
Onemli bir faktordiir.

Pirimidinler endojen olarak bulunan bir grup aromatik
heterosiklik organik bilesiktir. Pirimidin bilesikleri
azotlu baz (sitozin, timin veya urasil), bu baza eklenen
riboz halkasi ile olusan niikleozid (sitidin, timidin
veya iiridin) ve niikleozide eklenen fosfat gruplar ile
olusan niikleotidleri (6rnegin, iiridin-5’-trifosfat)
kapsar. Uridin-5’-trifosfat (UTP) dokularda bulunup
RNA’nin yapisina katilan ve ayn1 zamanda bir enerji
kaynagi ve metabolik reaksiyonlarda substrat
aktivatori olarak gérev alan bir pirimidin
niikleotididir’. Bu o6zelliklerinin yani sira hiicre
membranlarinda  lokalize P2Y2"" ve P2Y4'"
reseptorlerini  uyarmak suretiyle g¢esitli biyolojik
fonksiyonlarin  ortaya ¢ikmasimmi indiikler. Bu
reseptorlerin aktivasyonu araciligtyla UTP nin arteryel
vazodilatasyon sagladig1'’, kardiyomiyositlerde pozitif
inotropik etkiler gosterdigi'®, sinir hiicrelerinin
dallanmalarimi ~ artirdigi'®,  beyin  hiicrelerinden
asetilkolin saliverilmesini tesvik ettigi®® ve havayolu
epitelinde iyon transportunu diizenledigi*'
bildirilmistir.
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Immiin sistem ile iliskili 6nceki calismalarda UTP’nin
makrofajlarda i¢ ve dis elektriksel akimlari
indiikledigi'®, doku kalintilarinin fagositik
temizlenmesi i¢in bir sinyal molekiilii gibi davranarak
makrofajlarm toplanmasimi sagladigi”® ve kandaki
monositlerin hasar alanina dogru yonlendirilmesini
tesvik ettigi'® bildirilmis olmasina ragmen makrofaj
canlilifn iizerine etkileri heniiz incelenmemistir.
Dolayistyla ¢alismamizda literatiirde ilk defa UTP’nin
RAW 264.7 fare makrofaj hiicre kiiltiiriinde makrofaj
canlilif1 lizerine etkileri incelenmis, etkinin doza ve
zamana gore degisimleri analiz edilmistir.

Kiiltiirdeki RAW 264.7 fare makrofaj hiicre canlilig1
kolorimetrik  MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid] testi ile tespit edilmistir.
Bu test hiicre canliligi, proliferasyonu ve toksisitenin
bir gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi
6lgmek igin kullamlir. Sari renkli MTT boyasinin
hiicresel oksidorediiktazlar tarafindan mor renkli
formazana indirgenmesi prensibine dayamr®. MTT
testinde herhangi bir girisim ya da tedaviye dayali
optik yogunluk artig1 hiicre metabolizmasinda veya
proliferasyonunda bir artisa isaret ederken, optik
yogunluk azalmasi ise sitotoksisite gostergesidir™.
Hiicre sayisi, MTT konsantrasyonu ve inkiibasyon
stresi gibi faktdrler bu testin gecerlilik ve
giivenilirligini bir miktar etkiliyor olsa da, MTT testi
halen hiicre canliligl, proliferasyon ve toksisite
analizleri igin en yaygi kullanilan testlerdendir®.

Onceki calismalarda cesitli ajanlarm RAW 264.7
makrofaj hiicreleri ilizerinde sitotoksisite ve canliliga
etkileri aragtirilmistir. Platin nanopartikiiller”, beyaz
dut yaprak ekstresi*®, bafilomisin Al ve konkanamisin
AY  gibi ajanlarm canhilik/sitotoksisite etkileri
kiiltirdeki makrofajlar1 aktive edecek herhangi bir
miidahale yapilmadan ¢alisilmistir. Potansiyel tedavi
ajanlarinin antiinflamatuar etkinliklerinin arastirildig:
calismalarda®® ise kiiltiirdeki RAW 264.7 makrofaj
hiicreleri bakteriyel lipopolisakkarit® (LPS) gibi
ajanlarca aktive edilmistir. Monosit ve makrofajlar
iizerindeki etkilerine dair onceki bilinenlerin'* "
1s18inda bu ¢alismanin temel amact UTP’nin makrofaj
canlilifl ve dolayisiyla hiicresel metabolizmast veya
proliferasyonunu  incelemek oldugundan bizim
calismamizda makrofajlar LPS ile indiiklenmemistir.
Ancak ileriki ¢alismalarda UTP’nin bu anlamda
incelenmesi literatiire onemli katkilar saglayacaktir.
Ayrica diger pirimidin niikleozid ve niikleotidlerinin
benzer etkinliklerinin arastirilmasi yeni ve Onemli
bilgiler ortaya ¢ikaracaktir.

Sonu¢ olarak bu ¢aligmada literatiirde ilk kez
kiiltiirdeki RAW 264.7 makrofaj hiicreleri kullanilmak
suretiyle farkli dozlarda uygulanan UTP’nin canlilik
iizerine  etkileri  farkli zaman  araliklarinda
incelenmistir. Calismada elde edilen bulgular 72
saatlik inkiibasyon sonrast 10 uM konsantrasyonda
uygulanan UTP’nin hiicre canliligin1 kontrole kiyasla
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anlamli  olarak  artirdigim1  ancak 100 pM
konsantrasyonda uygulanan UTP’nin ayni zaman
araliginda hiicreler iizerinde toksik etkisi oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar UTP’nin RAW264.7
makrofaj hiicrelerinin canliligin1 doza ve zamana bagl
olarak artirdigim1 ancak kullanilan yiiksek dozda
sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
Dolayisiyla elde ettigimiz veriler, dogru dozda
uygulanan UTP’nin dokularda makrofaj hiicre
metabolizmasint ya da proliferasyonunu artirarak
immiin sistem fonksiyonlarina katkida
bulunabilecegini diigiindiirmektedir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Hiicre kiiltiirii ¢alismasi oldugundan dolayi etik kurul izni
gerekmemektedir.
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