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Zaburzenia tolerancji endotoksycznej w PBL-B na przyktadzie IL-6

Impaired endotoxin tolerance on example of IL6 in B-CLL

Halina Antosz’, Joanna Sajewicz’, Barbara Marzec-Kotarska', Dorota Choroszynska', Anna Dmoszynska?

STRESZCZENIE

IL-6 uznaje sie za kluczowg cytoking zaangazowang w mechanizmy obron-
ne organizmu, w procesach krwiotworzenia i reakcjach zapalnych, o wielo-
kierunkowym dziataniu auto- i parakrynnym. Jej produkcja jest zazwyczaj
przemijajaca i $cisle regulowana. Stosujgc metode RT-PCR w czasie rze-
czywistym (real time PCR), zbadano ekspresje IL-6 na poziomie mRNA,
w prawidtowych i biataczkowych limfocytach B spoczynkowych i stymu-
lowanych LPS przez 30" i 24 h. Poziom ekspresji IL-6 wyrazony wartoscia
RQ w puli limfocytéw PBL-B, w poréwnaniu z subpopulacjg limfocytéw B
zdrowych dawcéw, byt istotnie statystycznie nizszy, wartos¢ p=0,00348.
Po 24 h w prawidtfowych limfocytach B poziom RQ mRNA IL-6 istotnie sta-
tystycznie obnizat sie (p=0,012970), natomiast w subpopulacji PBL-B istot-
nie statystycznie nadal wzrastat (p=0,000001). Uzyskane dane wydajg sie
wskazywac na zaburzanie tolerancji endotoksycznej w PBL-B.

Stowa kluczowe: B-PBL, IL-6, TLR4, LPS

© by Polskie Towarzystwo Hematologow
i Transfuzjologow
i Instytut Hematologii i Transfuzjologii

Otrzymano: 16.04.2012
Zaakceptowano: 24.04.2012

' Zaktad Genetyki Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
Kierownik: Dr hab. Janusz Kocki prof. UM

2 Katedra i Klinika Hematoonkologii i Transplantacji
Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
Kierownik: Prof. dr hab. Anna Dmoszynska

Autorzy nie zglaszaja konfliktu interesu

Adres autora korespondencyjnego:

Dr hab. n. med. Halina Antosz

Zaktad Genetyki Klinicznej UM w Lublinie
ul. Radziwittowska 11

20-950 Lublin

SUMMARY

IL-6 is considered a key cytokine involved in immune organism response,
hematopoietic processes and inflammatory reactions, based on multidirec-
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tional auto and paracrine auction Its production is usually transient and
tightly regulated.

By the means of Real Time PCR we studied IL-6 expression on mRNA lev-
el (RQ) in B-CLL lymphocytes and in CD19+ subpopulation of normal B
lymphocytes before and after 30 min and 24h LPS stimulation. The IL-6
expression level (RQ) in B-CLL cells was significantly lower (p=0.00348)
compared with the subpopulation of CD19+ normal lymphocytes. 30 min
LPS stimulation resulted in increase of IL6 MRNA expression, both in normal
and B-CLL lymphocytes. IL6 mRNA expression level decreased after 24h
LPS stimulation (p=0.012970) in normal lymphocytes, whereas B-CLL cells
showed constant increase (p=0.000001). These data seem to indicate an

I Nowoczesna Gospodarka, Dziatania 1.3 Wspieranie
Innowacji.

aberrant endotoxin tolerance in B-CLL.
Key words: B-CLL, IL-6, TLR4, LPS

Wstep

Przewlekla bialaczka limfocytowa B-komoérkowa
(PBL-B) jest nowotworem o heterogennym przebiegu
klinicznym. W krwi obwodowej, narzadach limfatycz-
nych i szpiku kostnym chorych gromadza si¢ male
dojrzate komoérki B [1, 2]. Zdecydowana wigkszos¢ to
limfocyty B zatrzymane w fazie GO/G1 cyklu komor-
kowego. Z powodu blednego mechanizmu apoptozy
komorki biataczkowe nie sa eliminowane [3], tylko
uzupelniane przez proliferacje komorek prekursoro-
wych [1]. Istnieja nowe sugestie, Ze stymulacja anty-
genowa razem z interakcja z komérkami mikrosro-
dowiska i cytokinami sa czynnikami promocyjnymi,
ktore stymuluja proliferacje komoérek PBL, pozwalajac

im unikaé¢ apoptozy. Jednoczesnie podkresla sie, ze
stymulacja antygenowa moze mie¢ wplyw na przebieg
choroby, ktéry moze byé rézny w odrebnych podgru-
pach PBL-B i tym samym prowadzi¢ do réznic w prze-
biegu klinicznym wsréd indywidualnych przypadkow
[4-6]. Sugeruje sie réwniez, ze antygenami tymi moga
by¢ czynniki zakaZne o nieznanym jeszcze charakte-
rze tj. latentne wirusy lub bakterie (komensale) [7].
Namnazajace sie limfocyty PBL-B sa gléwnie
wykrywane w tzw. pseudogrudkach zlokalizowanych
w wezlach chlonnych i szpiku kostnym [8], gdzie
pozostaja w Scistym, miedzykomoérkowym kontakcie.
Istnieja dowody, ze komoérkowe interakcje w pseudo-
grudkach sa niezbedne do przetrwania PBL-B i pro-

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 2b, kwiecien-czerwiec 2012



PRACA ORYGINALNA / ORIGINAL RESEARCH ARTICLE

223

liferacji [9]. Wplyw na przezycie limfocytéw PBL-B
majq dodatkowo rézne szlaki sygnalizacyjne, miedzy
innymi NF-kB, [10] oraz spéjna i silna ekspresja anty-
apoptotycznych bialek, takich jak Bel-2 i MCL-1 [11].

W poréwnaniu z innymi przewleklymi zaburze-
niami limfoproliferacyjnymi, stala cecha limfocytéw
B pacjentéw z PBL sa powazne zaburzenia ukladu
odpornosciowego, immunologiczne nieprawidtowo-
Sci, tj. hipogammaglobulinemia, zaburzenia prze-
laczania klas immunoglobulin [12]. Ten stan depre-
sji ukladu odpornosciowego sprawia, ze pacjenci
z PBL-B sa bardzo podatni na infekcje, ktére przy-
czyniaja si¢ do zachorowalnosci i Smiertelnosci w tej
chorobie. Wprawdzie badania genetyczne wykazaly
na powierzchni limfocytow B ekspresje stereotypo-
wych receptoréw odpowiedzialnych za integracje
wrodzonej i nabytej odpornosci, jednak sygnalizacja
z BCR w PBL moze by¢ uszkodzona. Jest to zwiazane
z niska ekspresja receptora BCR [4], niefunkcjonal-
nym montazem BCR [13, 14] i mutacjq w genach bia-
tek pomocniczych [15].

Wwarunkach prawidlowych sygnalizacjaz BCRjest
wspierana funkcja receptoréw Toll-podobnych (TLR),
stanowiacych istotny element odpornosci wrodzonej/
nieswoistej. Receptory te sg rowniez w stanie prowa-
dzi¢ do wzbudzenia odpowiedzi swoistej i posredniczy¢
w jej regulacji. TLR integruja te dwa typy odpowiedzi
immunologicznej [16]. Interakcja molekularnych wzor-
cow zwiazanych z patogenami (PAMP; pathogen-asso-
ciated molecular patterns) z TLR aktywuje komoérki roz-
poznajace obce antygeny i indukuje w nich ekspresje
genéw dla cytokin prozapalnych, chemokin i defensyn
oraz dojrzewanie, proliferacje i produkcje przeciwcial
po rozpoznaniu patogenu [17]. Ekspresje TLR stwier-
dzono réwniez na limfocytach biataczkowych PBL.
TLR-y tacznie z BCR wspotstymuluja komérki PBL-B.
Muzio i wsp. [18] stwierdzili, ze repertuar TLR w PBL-B
przypomina S$cisle wzorzec ekspresji komorek B
doswiadczonych antygenowo. Jednoczesnie cytowani
autorzy wykazali, ze rézne lipopeptydy bakteryjne, za
posrednictwem TLR, aktywuja komorki bialaczkowe
i zapobiegaja ich spontanicznej apoptozie.

Pierwszym zidentyfikowanym receptorem TLR byt
receptor TLR4 rozpoznajacy lipopolisacharyd (LPS),
glowny skladnik $ciany bakterii Gram-ujemnych.
Ekspresje TLR4 wykazano na komodrkach ukladu
odpornosciowego, w tym na limfocytach B. LPS
poprzez TLR4 rekrutuje czasteczki adaptorowe m.in.
MyD88 (myleoid differentation primary response pro-
tein 88) i TIRAP (TIR domain-containing adapter pro-
tein), uruchamiajac kaskadowa aktywacje serii kinaz
(m.in. rodzin¢ kinaz IRAK; IL-1 receptor-associated
kinase), powodujac aktywacje czynnika jadrowego
NF-kB oraz genow cytokin prozapalnych, takich jak
interleukina-1 (IL1), interleukina-6 (IL-6) oraz czyn-
nik martwicy nowotworéw o (TNF-o) [19].
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Analiza Northern blot wykazala, ze komorki bia-
taczkowe w PBL-B moga produkowaé i wydzielac¢
interleukine 6 (IL-6), ktora funkcjonuje jako czynnik
stymulujacy i regulujacy réznicowanie limfocytéw B
w nowotworowych komoérkach limfoidalnych. Wyka-
zano ponadto, ze IL-6 hamuje proliferacje limfocytéw
PBL-B indukowang przez TNF-a [20]. Lai i wsp. [21]
zasugerowali, aby IL-6 traktowac jako prognostyczny
marker PBL-B, ze wzgledu na to, ze poziom IL-6
w surowicy krwi chorych koreluje z leukocytoza oraz
ze stadium choroby wg Raia.

IL-6 uznaje sie za jeden z kluczowych czynnikéw
zaangazowanych w mechanizmy obronne organizmu
w procesach krwiotworzenia i reakcjach zapalnych
[22, 23]. Jest silnie dzialajaca niskoczasteczkowa
cytoking o wielokierunkowym dzialaniu auto- i para-
krynnym. Jej produkcja jest zazwyczaj przemija-
jaca i Scisle regulowana w zrownowazonym uktadzie
odpornosciowym.

Ze wzgledu na to, ze w PBL-B obserwuje sie
zaburzenia ukladu odpornosciowego [24], w hodow-
lach in vitro sprawdzaliSmy ekspresje IL-6 na pozio-
mie mRNA po 30 min. i 24 godzinach indukcji LPS
i poréwnywaliSmy z ekspresja w prawidlowej izolowa-
nej subpopulacji B CD19*.

Materiat i metody

Material do badan stanowily limfocyty krwi obwo-
dowej 32 chorych na przewlekla biataczke B limfo-
cytowa (PBL-B). Diagnoze przeprowadzono w Klinice
Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku Kostnego
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. W okresie po-
przedzajacym badanie zaden z chorych nie byl leczo-
ny. Grupa badawcza obejmowata 12 kobiet i 20 mez-
czyzn w wieku od 39-83 lat (mediana: 68). Stopien
zaawansowania choroby byl rézny u poszczegélnych
chorych i obejmowat stadia 0, 1, 2, 4 wg charaktery-
styki Rai'a. W stadium O bylo 7 chorych, w stadium
pierwszym - 8, w drugim - 10 i w czwartym - 7 cho-
rych. Grupe kontrolna stanowito 15 zdrowych doro-
slych dawcow w wieku od 43 do 72 lat.

Hodowle komérkowe

Krew pobierano na 3,8% cytrynian sodu, a nastepnie
izolowano limfocyty przez wirowanie w gradiencie ge-
stosci limphoprepu, zmodyfikowana metoda Béyuma
[25]. Zawiesing limfocytéw PBL-B i catkowita popu-
lacje prawidiowych limfocytéw krwi obwodowej o ge-
stosci 1x10°/ml hodowano w pozywce RPMI-1640
(Gibco) zawierajacej FCS (Fetal Calf Serum) (10%), HE-
PES (10 mM), glutamine 2 mM, streptomycin (100 pg/
ml), peniciline (100 U/ml) (Polfa, Poland). Stymulacja
z 1 pg/ml LPS (Lipopolisacharyd Escherichia coli, Sig-
ma) odpowiednio przez 30’ i 24 h. Warunki hodowli:
temperatura 37°C, nawilzanie, atmosfera 5% CO,. Po
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odpowiednim czasie hodowli subpopulacje CD19* izo-
lowano na kolumnach magnetycznych (Miltenyi Bio-
tech, Bergisch Gladbach, Germany).

Manualna technika selekcji pozytywnej

Do zawiesiny komérek (107/ml) w roztworze soli fizjo-
logicznej z EDTA (PBE) dodawano przeciwciato CD19
MultiSort MicroBeads sprzezone z czastkami para-
magnetycznymi MACS w ilo$ci 20 pl na 107 badanych
komorek. Zawiesine komoérek i przeciwcial inkubo-
wano w temperaturze 4-8°C przez 15 min. Nastepnie
komorki przeplukiwano zbuforowanym roztworem
soli fizjologicznej (PBS) i odwirowywano (300xg; 10
min, 18°C). Po usunigciu nadsaczu osad zawiesza-
no ponownie w roztworze PBE do koncowej objetosci
500 pl. Mieszanine wyznakowanych przeciwcialami
komoérek sprzezonych z koloidowymi czastkami para-
magnetycznymi MACS przenoszono do kolumn izola-
cyjnych MS o pojemnosci 1,5 ml, ktére umieszczano
w separatorze magnetycznym (MiniMACS Separator).
Komorki nieoptaszczone przeciwcialem wymywano
z kolumny 1,5 ml roztworu PBE. Po usunieciu kolum-
ny MS z pola magnetycznego optaszczone czasteczka-
mi koloidowymi MACS limfocyty wyptukiwano 1 ml
PBS. Pomiaru liczby komoérek oraz czystosci prepa-
ratu (procent komorek dodatnich w znakowanej frak-
cji) dokonywano za pomoca cytometrii przeplywowej
(FACS Calibur, Becton Dickinson).

Oznaczanie immunofenotypu wyizolowanych
limfocytéw

Ekspresja antygenéw powierzchniowych limfocytéw
B-PBL zostala oznaczona przy uzyciu mysich anty-
ludzkich przeciwcial monoklonalnych (anty-CD19/
FITC i anty-CD5/PE-Cy5), natomiast prawidlowe
limfocyty B oznaczano przy uzyciu mysich anty-ludz-
kich przeciwcial monoklonalnych anty-CD19/FITC.
Dla kazdej badanej préoby wykonywano kontrole ne-
gatywna, stosujac ten sam izotyp sprzezony z tym
samym fluorochromem (IgGl/FITC i IgGl/PE-Cyb5).
Proby wykonano zgodnie z zaleceniem producenta
(Becton Dickinson).

Izolacja RNA

Izolacji RNA z wyizolowanych subpopulacji limfocy-
téw dokonywano zmodyfikowang metoda Chomcezyn-
skiego [26].

Synteza cDNA

Synteze cDNA przeprowadzano przy uzyciu zestawu
odczynnikéw High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit (AppliedBiosystems), zgodnie z procedura
zalecana przez producenta. W skrécie: do syntezy
cDNA uzyto 1 pg RNA, ktérego iloS¢ oceniano me-
toda spektrofotometryczna przy uzyciu aparatu Na-
noDrop 2000 firmy Thermo SCIENTIFIC. Reakcje

syntezy cDNA przeprowadzano 10X RT Buffer, dANTP
Mix (100mM), odwrotnej transkryptazy 50 U/pul (Mul-
tiScribe RT), szeScionukleotydowych starteréw (10X
RT Random Primers), inhibitora RN-az. Mieszanine
reakcyjna uzupelnianio woda wolna od RN-az do
20 pl. Warunki reakcji zdefiniowano nastepujaco:
etap I: 25°C, 10 minut; etap II: 37°C, 120 minut; etap
III: 85°C, 5 sekund.

Badanie ekspresji genéow metoda PCR w czasie
rzeczywistym

Uzyskane po odwrotnej transkrypcji proby cDNA
amplifikowano w czasie rzeczywistym przy uzyciu
techniki poétiloSciowej analizy ekspresji w czasie rze-
czywistym (Real Time PCR). Procedure PCR wykona-
no w aparacie 7300 Real-Time System firmy Applied
Biosystems, z wykorzystaniem oprogramowania SDS.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 1,25 pl mieszaniny
sondy i starteréw specyficznych dla badanych genéw
(Applied Biosystems), 12,5 pl buforu TagMan Univer-
sal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 10,25 pl
H,O0 oraz 1 pl cDNA. Reakcje prowadzono na plytce
optycznej w objetosci 25 pl. Zastosowano nastepujace
zestawy sond typu TagMan znakowanych FAM-NFQ
i starteréw dla genu IL-6 oraz GAPDH jako genu re-
ferencyjnego kontroli (Applied Biosystems). Warunki
reakcji: denaturacja wstepna 95°C 10 minut, 40 cy-
kli: 95°C 15 s, 60°C 60 s. Ilos¢ kopii czasteczek bada-
nych genéw kwasu nukleinowego byta monitorowana
w kazdym cyklu reakcji amplifikacji. Ilos¢ cykli reak-
cji PCR, po ktérych poziom fluorescencji przekroczyt
zdefiniowany prog (tC,) byta stosowana do obliczenia
iloSci badanych czasteczek obecnych w mieszaninie
na poczatku reakcji — analiza przy uzyciu oprogra-
mowania RQ Study (relative quantification) Applied-
Biosystems. Dla kazdej proby wartos¢ CT dla genu
referencyjnego GAPDH byla uzyta do poziomu nor-
malizacji ekspresji badanych genéw. Poziomy ekspre-
sji badanych genow (AC) wyznaczono wedtug wzoru:

AC C

Tgenu CT genu T GAPDH
Ekspresje wzgledna (RQ) badanych genéw ozna-
czono wg wzoru:

RQ = 27[ACT genu - ACT kalibratora)

gdzie:

A(:’1' kalibratora = CT genu kalibratora - CT GAPDH kalibratora®

Wyniki

Ocena immunofenotypu badanych limfocytéw

U 32 chorych z rozpoznaniem przewleklej bialaczki
limfocytowej wykonano badanie immunofenotypowe
antygenéw powierzchni komorki, charakterystycz-
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Ryc. 1. Ocena czystosci prawidtowej subpopulacji limfocytow B (CD19+)
Fig. 1. Purity evaluation of normal B lymphocytes subpopulation (CD19%)

nych dla limfocytéw B-PBL, metoda cytometrii prze-
plywowej. Odsetek komoérek CD5*/CDI19* wynosit
80,67 = 12,04%. Subpopulacje te przyjeto traktowac
jako biataczkowa.

Po 30’ i po 24 h hodowli limfocyty prawidlowe
separowano na kolumnach magnetycznych (Mini-
MACS Separator) w celu uzyskania czystych subpo-
pulacji limfocytéw. Za kryterium czystosci przyjeto
ekspresje antygenu CD19 na powierzchni limfocytow
B. Kontrole czystosci przeprowadzono w cytome-
trze przeptywowym. Odsetek subpopulacji B w kaz-
dej z badanych, kontrolnych prob przekraczal 94%
(Ryc.1).

Ekspresja mRNA IL-6 w limfocytach prawidlo-
wych i PBL-B

Z czystych subpopulacji prawidlowych limfocytéw B
CD19* i biataczkowych CD5+CD19* niestymulowa-
nych i stymulowanych LPS 30’ i 24 h izolowano RNA,
a nastepnie wykonano metoda RT-PCR w czasie rze-

IL6 RQ
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B B LPS 30’ BLPS24h

Ryc. 2 Poréwnanie ekspresji mRNA IL-6 pomiedzy niesty-
mulowanymi LPS prawidtowymi limfocytami B CD19* a
stymulowanymi 30" i przez 24 h

Fig. 2 Comparison of IL-6 mRNA expression between unstimula-
ted normal CD19* B cells and LPS stimulated 30 ‘and 24 h

czywistym badanie ekspresji mRNA IL-6. Uzyskane
wyniki poddano analizie statystyczne;j.

Analiza ekspresji wzglednej (RQ) mRNA IL-6
w niestymulowanych limfocytach prawidiowych
wykazala wielokrotnie wyzsza warto$é w poréwna-
niu z niestymulowanymi limfocytami PBL-B. Réznica
ta byla istotna statystycznie (p= 0,00348).

Poziom ekspresji mRNA IL-6 po 30’ stymulacji
LPS zaréwno w prawidlowej jak i w bialaczkowej sub-
populacji istotnie statystycznie wzrastal (odpowied-
nio p=0,000523 i p= 0,000003).

Zdecydowanie rézne wyniki uzyskano po 24 h
pobudzania LPS. W prawidlowej subpopulacji lim-
focytéw odnotowaliSmy znamienny statystycznie
spadek wartosci wzglednej RQ mRNA IL-6 w porow-
naniu z niestymulowana kontrola (p=0,012970).
Pomiedzy prawidlowa subpopulacja pobudzana
LPS 30’ i przez 24 h spadek wartosci RQ mRNA
IL-6 okazal si¢ by¢ rowniez istotny statystycznie,
p=0,029876.

IL6 RQ

° Mediana

e T
025%-75%

-2 T Min-Maks
B-PBL B-PBLLPS 30’ B-PBLLPS24h

Ryc. 3 Poréwnanie ekspresji mRNA IL-6 pomiedzy niesty-
mulowanymi LPS limfocytami CD5*CD19* PBL-B a stymulo-
wanymi 30"i 24 h

Fig. 3 Comparison of IL-6 mRNA expression between unstimula-
ted CD5*CD19* B-CLL and LPS stimulated 30 ‘and 24 h
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Subpopulacja  biataczkowych limfocytéw B
CD5*CD19* po 24 h stymulacji LPS nadal reagowata
wzrostem ekspresji mRNAIL-6. R6znica miedzy pozio-
mem RQ mRNA IL-6 po 24 h w poréwnaniu z limfo-
cytami niestymulowanymi byla istotna statystycznie,
p=0,000001. Podobnie istotne statystycznie réznice
wykazano pomiedzy uzyskanymi wartosciami eks-
presji RQ mRNA IL-6 w limfocytach stymulowanych
30’ i 24 h, p=0,000073. Ilustracje graficzna uzyska-
nych wynikow odzwierciedlajq ryciny 2, 3, 4.

Omowienie

LPS jest jednym z najsilniejszych stymulatorow
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Uktad od-
pornosciowy wykrywa i odpowiada na LPS poprzez
TLR4 i aktywuje rézne czynniki transkrypcyjne,
prowadzac do silnej produkeji prozapalnych cyto-
kin, takich jak IL-6, a nastepnie, jesli to konieczne,
powoduje zahamowanie odpowiedzi immunologicz-
nej [27]. Ten mechanizm, okreslany jako toleran-
cja endotoksyczna, jest czynnikiem adaptacyjnym,
ktory ogranicza zakres i czas trwania produkeji
cytokin zapalnych poprzez zapobieganie ponow-
nej aktywacji komoérek przez te same lub podobne
sygnaly ostrzegawcze (patogeny bakteryjne i/lub
ich produkty). Nadmierna reakcje zapalna obser-
wuje sie w przypadku deregulacji komponentéw
sygnalizacji lub czynnikéw transkrypcyjnych, co
moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek, choroby
autoimmunologicznej, a nawet raka [28]. W zrow-
nowazonym uktadzie odpornosciowym produkcja
cytokin jest Scisle regulowana. W eksperymental-
nych modelach zwierzecych stwierdzono, ze ko-
morki poddane kolejnym ekspozycjom na LPS nie
produkuja poréwnywalnych poziomé6éw mediatorow
zapalnych [29].

Uzyskane przez nas wyniki wydaja sie wska-
zywa¢ na zaburzenia tolerancji endotoksycznej
w PBL-B. Pomimo bardzo niskiej ekspresji mRNA
IL-6 w niestymulowanych limfocytach biataczko-
wych, w poréwnaniu z subpopulacja limfocytéw B
CD19+, ekspresja IL-6 po pobudzeniu komoérek LPS
miala ciagla tendencje wzrostowa. Po 24 godzinach
hodowli PBL-B wzrost ekspresji w poréwnaniu z war-
tosciami uzyskanymi po 30 min byt istotny staty-
stycznie (p=0,000073). Przeciwnie, w prawidlowych
limfocytach B po 24 godzinach odnotowalismy zna-
mienny statystycznie spadek poziomu mRNA ponizej
wartosci uzyskanej po 30 min (p=0,028976). Jed-
noznaczny komentarz do uzyskanych wynikéw jest
trudny do sformulowania. Zakladajac istnienie anty-
genéw/autoantygenéw, ktére permanentnie powodo-
walyby aktywacje limfocytéw w PBL-B (co jest coraz
czesciej sugerowane [1]) i jednoczesny brak toleran-
cji endotoksycznej, powinno si¢ zauwazac raczej

IL6 RQ

o Mediana
-5 025%-75%
B B LPS 24h B-PBL LPS 30' T Min-Maks

B LPS 30' B-PBL B-PBL LPS 24 h

Ryc. 4. Poréwnanie ekspresji mRNA IL-6 prawidtowych
niestymulowanych i stymulowanych LPS subpopulacji limfo-
cytow B CD19* z biataczkowymi limfocytami B CD5*CD19+*
niestymulowanymi i stymulowanymi LPS 30" i 24 h

Fig. 4. Comparison of IL-6 mRNA expression in normal unstimu-
lated and LPS stimulated CD19* lymphocyte subpopulation and
unstimulated and LPS stimulated (30" and 24 h) CD5*CD19*
B-CLL cells

wysoka ekspresje IL-6 w limfocytach niestymulowa-
nych krwi obwodowej chorych, tymczasem ekspre-
sja mRNA IL-6 jest istotnie statystycznie nizsza niz
w limfocytach prawidlowych. By¢ moze powodem tak
niskiej ekspresji tej cytokiny w PBL-B jest obnizona
ekspresja biatek adaptorowych odpowiedzialnych za
transdukcje sygnatéw na szlaku od receptora TLR4.
Defekt produkcji cytokin w makrofagach z niedobo-
rem biatka adapterowego TIRAP wykazali wczesniej
Horng i wsp. [30] oraz Yamamoto i wsp. [31]

Niska ekspresja IL-6 w PBL-B moze mie¢ réwniez
inne podloze. Nomura i wsp. [32] wykazali, Ze sty-
mulacja monocytéw LPS-em ma zwiazek z tolerancja
endotoksyczna, ktéra prowadzi do obnizenia ekspre-
sji TLR4. W limfocytach B, w PBL, obserwowana jest
minimalna do niewykrywalnej ekspresja TLR4, czego
przyczyna moze by¢ permanentna stymulacja limfo-
cytéw PBL-B przez nieznane antygeny, czynniki sro-
dowiska i cytokiny, co sugeruje Chiorazzi i wsp. [1].
Stad niska ekspresje mRNA IL-6 w limfocytach nie-
stymulowanych mozna by tlumaczy¢ niska ekspre-
sja TLR4. Natomiast wzrost ekspresji lub przesuniety
w czasie spadek poziomu mRNA IL-6 po stymulacji
LPS jest trudny do wyjasnienia w oparciu o posia-
dane dane.

Z najnowszych doniesien wynika, ze w regulacji
sygnalizacji z receptoré6w TLR i w tolerancji endo-
toksycznej moga mie¢ udzial czasteczki microRNA
(miRNA). Nahidi wsp. [33] wykazali, ze miR-146a
ustala i utrzymuje tolerancje¢ endotoksyczna poprzez
oddziatywanie na takie kluczowe elementy drogi
sygnalizacyjnej, jak MyD88, IRAK1, IRAK2, TRAF6
(tumor-necrosis factor — TNF; receptor-associated fac-
tor 6]. Navarro i wsp. [34] ustalili z kolei, ze docelo-
wym dla miR-145 jest mRNA TIRAP. Natomiast Star-
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czynowski i wsp. [35] w swoich badaniach wykazali,
ze utrata jednego allelu miR-145 i miR-146a koreluje
ze zwigkszona ekspresja miedzy innymi IL6, TIRAP
i TRAF6 u chorych na MDS (Myelodysplastic syn-
drome) z del(5q). Z najnowszych doniesien Sun i wsp.
[36] wynika, ze mRNA IL-6 jest celem réwniez dla miR-
142-3p. Interesujace byloby wyjasnienie, czy w PBL-B
wystepuja aberracje w obrebie sekwencji kodujacych
microRNA, skutkujace defektem ekspresji IL-6.

Badania ostatnich lat [37-40] wykazaly, ze sty-
mulacyjne ligandy TLR moga zmienia¢ ekspresje
miRNA, wplywajac na deregulacje funkcji tych cza-
steczek. Z cala pewnoscia mozna wigc stwierdzié,
ze odnalezienie owego ligandu/ligandéw byloby
pomocne w poznaniu patogenezy B-PBL badZ pew-
nych jej aspektow.
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