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ABSTRACT

Introduction: In peripheral blood, monocytes form a heterogeneous population of cells.
One particular subset of circulating monocytes is expressing the angiopoietin receptor
Tie-2 (Tie2-expressing monocyte; TEM). TEM are characterized by tumor promoting pro-
perties. However, the role of TEM in chronic lymphocytic leukemia (CLL) immunopatho-
genesis remains undefined. Material and Methods: Here, we evaluated the monocytes
with Tie-2 expression (CD14"Tie-2*) in peripheral blood of CLL patients (n =55) and nor-
mal subjects (n=15) by flow cytometry. We investigated possible associations between
TEM and poor prognostic factors such as CD38 or ZAP-70 expression, Rai stage and unfa-
vorable cytogenetic abnormalities. Moreover, we investigated the association of TEM per-
centage with CD14""CD16" monocytes and Treg percentages. Results: We found that CLL
patients had a higher percentage of CD14*Tie-2" monocytes compared to normal con-
trols. The percentage of TEM was positively associated with ZAP-70 expression as well as
with unfavourable cytogenetic changes: del(17p) and/or del(11q). The frequency of TEM
increased with the disease stage. We showed no correlation between the percentage of
TEM and CD38 expression. The percentage of TEM at diagnosis was associated with
white blood cell count as well as with the percentages of CD19"CD5" lymphocytes and
Tregs. The majority of CD14"Tie-2* cells belonged to the intermediate monocytes subset
(CD14"*CD16%) while fewer of them were among the classical (CD14""CD167) or non-clas-
sical monocyte (CD14*CD16"*) subsets. TEM and CD14""CD16" monocytes have
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e CD38 a proangiogenic activity, suppress T-cell activation and promote Treg expansion. The
e ZAP-70 results suggest that monitoring of TEM number and function may provide useful infor-
mation in determining disease activity.
© 2016 Polskie Towarzystwo Hematologéw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii
i Transfuzjologii. Published by Elsevier Sp. z o.0. All rights reserved.
TEM do tkanki nowotworowej [9]. Co ciekawe, limfocyty
Wstep

Liczne dane wskazujg, ze zaburzenia immunologiczne obser-
wowane u chorych na przewlekly biataczke limfocytowsg
(PBL) dotycza nie tylko limfocytéw B. Nieprawidlowosci
obserwuje sie praktycznie we wszystkich elementach odpo-
wiedzi humoralnej i komoérkowej [1, 2]. Istotng role
W patogenezie tej jednostki chorobowej wydajg sie odgrywac
monocyty oraz wywodzgce sie z nich makrofagi [2, 3].
U chorych na PBL wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy
monocytozg stwierdzong w momencie diagnozy a krétkim
czasem od rozpoznania do rozpoczecia leczenia oraz catko-
witym czasem przezycia. Ponadto zaobserwowano, ze mono-
cytoza wigze sie z wystepowaniem aberracji chromosomo-
wych: del(17p) i del(11q). Wysoka liczba monocytéw wigze
sie réwniez z wyzszym stadium zaawansowania klinicznego
ocenianego wedlug skali Bineta oraz stanem mutacji IGVH
(immunoglobulin variable heavy chain genes) [3]. Jednak, mono-
cyty wcigz pozostaja jednymi z najstabiej poznanych sktado-
wych ukladu immunologicznego w patogenezie PBL.

Warto podkresli¢, ze rola monocytéw w odpowiedzi prze-
ciwnowotworowej nie jest jednoznaczna. W wyniku kon-
taktu z komérkami nowotworowymi mogg wytwarzaé czyn-
niki zaréwno pro-, jak i przeciwnowotworowe. Ponadto
badania ostatnich lat dowiodly, ze monocyty znajdujgce sie
we krwi obwodowej sg heterogenng populacjg komoérek [4,
5]. Czeé¢ z puli krazacych we krwi monocytéw ma na
powierzchni receptor dla angiopoetyn (Tie-2). Populacja ta
okreslana jest jako monocyty z ekspresjg Tie-2 (Tie-2-expres-
sing monocytes; TEM), wykazujagce wiasciwosci proangio-
genne. W warunkach fizjologicznych populacja TEM stanowi
ok. 20% populacji monocytéw [6]. Liczba TEM moze jednak
istotnie wzrasta¢ w réznych stanach patologicznych, np.
w chorobie nowotworowej [6, 7].

Sugeruje sie, ze TEM sg grupa niedojrzatych monocytéw,
ktére mogg by¢ prekursorami makrofagéw tkankowych [8,
9]. U chorych z nowotworem obecno$¢ TEM wykazano we
krwi obwodowej i, co ciekawe, réwniez w obrebie nowotwo-
ru. TEM s3g trudno wykrywalne w prawidlowych, nienowo-
tworowych tkankach [9, 10]. Stymulacja angiogenezy to
prawdopodobnie kluczowa rola TEM w progresji nowotworu.
TEM uwalniajg bFGF - cytokine zaangazowang w proces
fizjologicznej i patologicznej angiogenezy [11]. Molekularne
podstawy aktywnoSci proangiogennej tej subpopulacji
monocytéw wcigz jednak nie sg w pelni wyjasnione. Wia-
domo, ze liczebnos¢ i aktywno$é monocytéw Tie-2-pozytyw-
nych jest bezposrednio zalezna od angiopoetyny-2 (Ang-2)
[7, 12]. TEM migrujg ku Ang-2 uwalnianej m.in. przez
aktywowane komorki $rédbtonka i nowo powstate naczynia
w obrebie guza, co sugeruje mechanizm naprowadzajgcy

biataczkowe w PBL wydzielaja Ang-2 [13]. W zwigzku z tym
funkcja TEM moze zalezeé takze od komoérek PBL. Zaobser-
wowano, ze Ang-2 wplywa na synteze cytokin przez TEM,
m.in. hamuje uwalnianie prozapalnego TNF [14, 15] oraz IL-
12 cytokiny o silnym dzialaniu antyangiogennym [14].
Wykazano réwniez, ze wysoki poziom Ang-2 wigze sie
z krétszym czasem od rozpoznania do rozpoczecia leczenia,
ma zwigzek z agresywnym przebiegiem choroby i szybka
progresja PBL [13]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze mono-
cyty z ekspresjg Tie-2 hamujg odpowiedz T-komoérkowsa oraz
zwiekszajg powstawanie limfocytéw T regulatorowych
(Treg). Przypuszcza sie, ze ma to bezposredni zwigzek
z aktywnoscig IL-10. Cytoking o dziataniu przeciwzapalnym,
uwalniang przez te subpopulacje monocytéw [7, 16].

W aktualnej literaturze istnieje tylko jedno doniesienie
dotyczace TEM u chorych na PBL. Wskazuje sie, ze liczba
tych komoérek jest silnie zwigzana z nieprawidlowos$ciami
cytogenetycznymi, takimi jak delecja 17p [16]. Niemniej
jednak, badania nad znaczeniem TEM w biologii i patogene-
zie PBL sg bardzo nieliczne.

Material i metody
Charakterystyka chorych

Badaniem objeto grupe 55 chorych (29 mezczyzn i 26 kobiet)
W momencie rozpoznania PBL, hospitalizowanych w Kated-
rze i Klinice Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku Uni-
wersytetu Medycznego w Lublinie. Badani chorzy znajdo-
wali sie w réznych stadiach zaawansowania klinicznego
choroby wedltug Rai’a. Stadium 0 stwierdzono u 20 chorych,
stadium I u 18 chorych, stadium II u 7 chorych, stadium III
u 6 chorych, a stadium IV u 4 chorych. Chorych podzielono
na trzy grupy wedlug zmodyfikowanej klasyfikacji Rai’a:
grupe niskiego ryzyka (st. 0), grupe posredniego ryzyka
(st. I/1I) oraz grupe wysokiego ryzyka (st. III/IV). Charaktery-
styke ocenianych chorych na PBL przedstawiono w Tabeli L.
Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych dawcéw (9 mez-
czyzn i 6 kobiet) w wieku od 32 do 85 lat (mediana 56 lat).
Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersy-
tecie Medycznym w Lublinie (nr KE-0254/107/2013 oraz KE-
0254/52/2016). Wszyscy chorzy wyrazili pisemng zgode na
udzial w badaniu.

Materiat do badan
Material do badan stanowita krew obwodowa, pobrana na

EDTA. Material uzyskiwano od chorych podczas rutynowych
badan diagnostycznych.
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