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Rezumat

MicroRNA sunt fragmente de ARN non-codant, bine carac-
terizate si bine conservate de-alungul evolutiei speciilor, al
céror rol esential constd in reglarea expresiei genetice. Ele isi
exercitd actiunea asupra ARN mesager (“target”). MicroRNA
determina degradarea sau represia translatiei, cu o scidere
importantd a cantititii si a activititii proteinelor si sunt
implicate in procese celulare esentiale in functionarea normala
a celulei. Niveluri anormale ale microRNA s-au intélnit in
cancer, boli autoimune, infectii virale, sepsis. Sepsisul apare ca
urmare a unui raspuns inflamator inadecvat la o agresiune
bacteriana sistemici. El ramane o patologie cu o incidenta si
o mortalitate crescute in ciuda evolutiei tehnicilor de diagnos-
tic si tratament. La pacientii cu sepsis s-au intalnit caracteris-
tici asemandtoarea cu cele ale fenomenului de toleranti la
endotoxind. Datoritd rolului important in represia translatiei
genelor unor citokine pro-inflamatorii, microRNA pot fi
considerate un nou mecanism al tolerantei la endotoxing,
respectiv un nou mecanism implicat in patogeneza sepsisului.
La bolnavii cu sepsis s-au gasit niveluri anormale ale urma-
toarelor tipuri de microRNA: miR-146, miR-155, miR150,
miR-132. Actualmente se desfisoara studii pentru a identifica
microRNA care pot fi utilizate ca biomarkeri in sepsis.
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Abstract

MicroRNA’s role in sepsis and endotoxin tolerance. More
players on the stage

MicroRNAs are non-coding RNA fragments, well characterized
and well preserved along the evolution of the species and whose
essential role is to regulate gene expression. MicroRNAs
perform its action on messenger RNA (“target”). They induce
degradation or repression of target translation with a significant
decrease in the quantity and the activity of proteins.
MicroRNAs are involved in normal cell function. Abnormal
levels of microRNA were found in several pathological
contiditions such as cancer, autoimmune diseases, viral
infections, sepsis. Sepsis appears as a result of an improper
inflammatory response after systemic bacterial infection. It
remains a disease with a high incidence and mortality despite
the evolution of diagnostic and treatment techniques. Sepsis
patients have similar features to those found in the endotoxin
tolerance phenomenon. Endotoxin tolerance is a state of
hyporesponsivness to endotoxin challenge induced by a prior
exposure. Due to its important role in repression of the
pro-inflammatory cytokines translation, microRNA can be
considered a new mechanism of endotoxin tolerance and a
new mechanism involved in sepsis pathogenesis. In sepsis
patients abnormal levels of the following types of microRNA
were found: miR-146, miR-155, miR150, miR-132. Further
studies are carried out to demonstrate the potential role of
microRNA as biomarkers in sepsis.

Key words: microRNA, target, endotoxin tolerance, TNF-«,
sepsis, mediators
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MicroRNA - aspecte generale

Sepsisul constituie o preocupare pentru chirurgi din doui
motive. Pe de o parte, chirurgia poate genera prin complicatiile
sale sepsis. Pe de alta parte, multe forme de sepsis, mai ales cel
abdominal au chirurgia ca piesi centrali a arsenalului
terapeutic. De progresele biologiei moleculare si geneticii sunt
legate sperante de ameliorare a prognosticului vital al
pacientilor septici. O aparitie recentd in complexa retea a
sepsisului este o formi special de material genetic non-codant,
asa numitele microRNA.

MicroRNA sunt fragmente de ARN non-codant, recent
descoperite, cu o lungime de 20- 22 de nucleotide. Rolul lor
constd in reglarea post-transcriptionala a expresiei genelor prin
degradarea sau represia translatiei unor tipuri specifice de
ARNmesager (“target”). Importanta microRNA-urilor in
reglarea functiilor celulare normale a devenit mai clari odata cu
descoperirea si studierea mai multor tipuri de microRNA,
respectiv a targetului lor, ARN mesager. Rolul exact al retelei
de mictoRNA precum si rolul individual al fiecirui microRNA
in cadrul proceselor celulare se afli in continuare in studiu (1).

Dovezi recente indicid faptul ci reglarea expresiei
genetice prin intermediul microRNA joacd un rol foarte
important in procese celulare precum apoptoza, diferentierea
si ciclul celular. MicroRNA sunt implicate in reglarea
functiilor imunologice, a raspunsului imun innascut
(“innate imunity”) si a rdspunsului imun dobandit (“accuired
imunnity”), in dezvoltarea si diferentierea celulelor imune si
in prevenirea autoimunitatii (2,3).

MicroRNA sunt una din cele mai bine caracterizate
categorii de ARN non-codante (ncRNA), adici ARN care nu
pot fi transformate in proteine. Ele sunt implicate in
dezvoltarea organismelor (plante, insecte, nematode, fungi,
virusuri, inclusiv organismul uman unde moduleazi pani la o
treime din genele ce alcatuiesc genomul uman).

Primul microRNA, microRNA lin-4, a fost descoperit in
1993 de catre Victor Ambros, Rosalind Lee si Rhonda
Feinbaum in timpul unui studiu efectuat pe Caenorhabiditis
elegans. Rolul siu este acela de a controla tranzitia de la
stadiul de larva la stadiul de adult prin inhibitia specifici a
translatiei ARN mesager lin-14 in proteina lin-14, esentiala in
acest proces de dezvoltare (4). Curand dupa acest eveniment, au
fost descoperite mii de microRNA, foarte bine conservate
de-alungul evolutiei speciilor eucariote si care indeplinesc un
rol important in reglarea negativi a expresiei genetice.

Biogeneza si maturarea moleculelor de microRNA

MicroRNA sunt intial transcrise din genom cu ajutorul unei
RNA polimeraze II care se leagdh de promoterul' genei
microRNA. Promoterul se afli in proximitatea secventei de
ADN ce urmeazi a fi de-codati. Transcriptul rezultat contine
sute sau mii de nucleotide si se numeste microRNA primar sau

'Promoter - o regiune de reglare a ADN-ului situatd inaintea unei gene,
oferind un punct de control pentru transcrierea genei

pri-microRNA (Fig. 1).

Maturarea pri-mictoRNA presupune actiunea a dou#
ribonucleaze II1: Drosha si Dicer. Prima ribonucleaza, Drosha
impreund cu partenerul sau, proteina Pasha sau DGCR8
(diGeorge critical syndrome gene-region 8) sunt localizate la
nivelul nucleului. Ele proceseazi microRNA primar intr-un pre-
cursor de aproximativ 70 de nucleotide al microRNA denumit
pre-microRNA. Acest pre-micro-RNA este apoi transportat din
nucleu in citoplasmd cu ajutorul unei proteine membre a
familiei karyopherin, proteina Exportin 5/RanGTP, care
recunoaste specific moleculele de pre-microRNA. Transportul
in citoplasmi mediat de proteina Exportin5 este dependent de
energie si se realizeazd prin legarea unei grupari de GTP. Ajuns
in citoplasm, pre-microRNA este apoi clivat de cétre cea de a
doua endoribonucleaza, Dicer impreund cu partenerul siu,
proteina TRBP (trans-activator RNA binding protein) intr-o
secventa de aproximativ 20 de nucleotide, un dublu helix ce
reprezintd practic forma finald a microRNA. Doar una din
componentele acestui dublu helix, componenta numita “guide
strand” va fi selectionatd pentru a parcurge mai departe
procesul. Celalaltd component poartd denumirea de compo-
nenta pasager si este ulterior degradata (5).

Urmitoarea etapa este reprezentatd de introducerea compo-
nentei “guide strand” in RISC (RNA-induced silencing com-
plex), un complex de multiproteine care ajuti la recunoasterea
secventei de ARN mesager complementari secventei de
microRNA si ulterior degradarea sau represia translatiei.
Recunoasterea si complementaritatea imperfectd dintre cele
doud molecule (ARN-ul mesager si mictoRNA) are loc intre
regiunea 3’UTR (“untraslated region”) a ARN mesager si o
secventd de 7 nucleotide a mictoRNA denumitd regiune
samanta (“seed region”). Un ARN mesager prezinti mai multe
site-uri de legare a microRNA. Studiile dezvoltate pentru
prezicerea secventelor de ARN mesager complementar
microRNA implicate in acest proces de reglare a expresiei
genetice, au relevat faptul ci 20-30% din proteinele codificate
de gene reprezinti targeturi pentru microRNA (5).

Proteinele Argonaute sunt elemente cheie ale complexului
RISC si au activitate de endonucleaze indreptate impotriva
complexului format din ARN-ului mesager cuplat cu secventi
de microARN. Rezultd practic o scidere substantiald de
proteine translatate si o scadere a activititii lor (5).

Un alt mecanism prin care mictoRNA pot determina
sciderea calitativa si cantitativd a sintezei unei proteine este
reprezentat de distrugerea rapida a targetului de ARN mesager
prin de-adenilare. Prin promovarea de-adenildrii se intrerupe
interactiunea dintre capetele 5’ -3’ a moleculei de ARN, ceea
ce duce la represia initierii translatiei. De-adenilarea si represia
translatiei sunt doud mecanisme care actioneazi insi
independent si pot functiona ca mecanism alternativ de
sigurantd in conditiile in care unul din ele nu inhibj eficient
translatia (6,7).

Numeroase procedee tehnice s-au dovedit a fi utile in
detectarea microRNA. Cele mai des utilizate sunt Northern
Blotting (care ins poate s nu fie foarte sensibila in detectarea
unor concentratii reduse de microRNA), PCR cantitativ in
timp real si microarray (2).



Figura 1. Etapele biogenezei si maturdrii
moleculelor de microRNA
Pri-microRNA: microRNA primar, rezultatul
transcriptiei microRNA-urilor din genom cu
ajutorul RNApolimerazei II;

Pre-microRNA: precursor al microRNA-ului,
rezultat in urma procesdrii pri-microRNA-
ului de cdtre endonucleaza Drosha;
Drosha/DGCRS:  ribonucleaza Il care
impreund cu proteina Pasha sau DGCRS
(diGeorge critical syndrome gene-region §8)
proceseazd microRNA-ul primar in pre-
microRNA;

Exportin5/RanGTP: proteind din familia
karyopherin ce intervine in transportul pre-
microRNA-ului din nucleu in citoplasmd;
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| Drosha / DGCR8 |

Exportin5/RAN-GTP

Dicer/TRBP: endoribonucleazd care Nucleu
impreund cu partenerul sdu TRBP (trans-
activator RNA binding protein) actioneazd Citoplasma

asupra pre-microRNA-ului, rezultatul
constituie forma finald a microRNA-ului
RiSC (RNA-induced silencing complex): un
complex de multiproteine, ce contine
proteinele Argonaute (AGO1-4) implicate in
recunoasterea  si degradarea secventei de
ARN mesager;

ARNm: ARN-ul mesager supus degraddrii
sau represiei translatiei

Rolurile microRNA

In sistemul imun, microRNA intervin in diferentierea celulelor
limfocitare B si in inductia, functia si mentinerea reglarii liniei
celulare limfocitare T. La nivelul celulelor dendritice si
macrofagelor intervin prin intermediul receptorilor Toll-like si
au rolul de a supresa functia lor efectoare inainte de activarea
lor sau de a urméri functia lor dupa stimulare (1).

Studii recente au dovedit implicarea acestei clase de
RNA non-codant in infectiile virale. Unele microRNA
protejeazd impotriva infectiilor virale sau ajutd sistemul
imun in combaterea acestor infectii (exemplu: mir-32), alte
microRNA sunt utilizate sau sintetizate de cétre virusuri
pentru a contribui la mentinerea latentd a infectiei virale
(virusul Epstein- Barr, citomegalovirusul - HCMV)(2).
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Expresii modificate ale microRNA s-au intalnit in unele
tipuri de proliferare maligna, unde pot avea atat rol de onco-
gene (miR-21, miR-106 si miR-155), cat si de supresoare
tumorale (let-7, miR15a/16, miR-34a si miR-143/145). Prima
dovadi in acest sens a fost reprezentati de doua tipuri de
microRNA, miR15a/miR-16-1 ce regleazi post-transcriptional
factorul anti-apoptotic Bcl2. O expresie crescuti a acestora este
corelatd cu moartea celulari programati intalnita in cadrul
leucemiilor limfocitare cronice.

Expresii crescute ale miR155 s-au gisit in cazul unor
tumori solide precum tumorile de san, de colon, de plimén dar
si in limfoame Hogdkin sau limfoame cu celule B. Un alt
microRNA, let-7 regleazi negativ expresia oncogenei Ras, iar
0 exprimare scizutd a acestui mictoRNA este corelatd cu un
prognostic prost in cazul cancerului de plaman (2).
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Unele microRNA sunt deja utilizate ca biomarkeri in
cancere, iar altele sunt candidate pentru terapia genici a
cancerului (8).

Recent a fost studiatd implicarea microRNA in elaborarea
réspunsului imun innéscut. In uma stimularii cu LPS a celulelor
participante la elaborarea rispunsului imun innascut, a
monocitelor si macrofagelor, s-a inregistrat o crestere a expresiei
unor tipuri de microRNA cum ar fi: miR-146a, miR-155, miR-
125a, miR-9. miR-132 (9).

Toleranta la endotoxind - rolul sau in sepsis

Imunitatea innéscutd joacd un rol important in prima linie de
apdrare a organismului prin identificarea microorganismelor
patogene de citre receptorii de recunoastere specificd de pe
suprafata monocitelor, macrofagelor si celulelor dendritice. O
clasd de receptori implicati in imunitatea inndscutd, bine
caracterizatd si bine conservatd de-alungul evolutiei speciilor
este reprezentatd de Receptorii TOLL-like (TLR). Semnalul
indus de LPS prin intermediul receptorilor TLR4 duce la
activare factorului de transcriptie NF-kB? si la productia de
citokine inflamatorii precum TNF-«, IL-18 si antiiflamatorii
cum ar fi IL-10 (10).

Acest proces necesitd o reglare find pentru a preveni
inflamatia excesivd ce poate conduce la soc endotoxinic,
insuficientd de organ si in final la deces. Un mecanism de
adaptare fiziopatologicd si de aparare impotriva acestor
inflamatii excesive este reprezentatd de toleranta la
endotoxina. Celulele expuse repetat la concentratii scizute de
endotoxind intrd intr-o stare tranzitorie in care nu mai
raspund la urmatoarele stimuldri cu endotoxind, respectiv
devin tolerante la endotoxind. Fenomenul a fost observat in
vitro si in vivo atit la animalele de experientd cat si la
oameni. Prima experientd a fost efectuatd in 1946 de citre
Paul Beeson (11) care a observat ca in urma injectérii repetate
zilnic cu LPS la iepuri s-a produs o scidere progresivd a
raspunsului febril. Rolul principal al TNF-« in acest fenomen
a fost apreciat abia in 1980, cand a fost considerat cel mai bun
marker al tolerantei la endotoxina. Expresia acestui mediator
a scazut drastic la a doua stimulare cu LPS la animale, spre
deosebire de raspunsul la prima stimulare (12).

Astfel, putem considera toleranta la endotoxinid un
fenomen exclusiv experimental care cuprinde trei etape:

1. prima etapa: stimularea cu LPS la care monocitele/
macrofagele raspund prin eliberarea unor mari cantititi
de citokine pro-inflamatorii, spre exemplu TNF-c;

2. a doua etapi: intervalul de timp pani la cea de-a doua
stimulare;

3. a treia etapi: stimularea repetatd, la care raspunsul
monocitelor/macrofagelor este cu o eliberare scizuti
de citokine pro-inflamatorii, respectiv TNF-c.

Aparitia acestui fenomen a fost raportatd in diverse situatii
patologice ca sepsisul, pancreatita acutd, interventiile chirurgi-

’NK-KB: (Nuclear factor kappa-light-chain-enhacer of activated B cells)
este un compex de proteine care controleaza transcriptia AND-ului

cale majore, trauma.

Un exemplu relevant de tolerantd la endotoxind s-a
observat la nivelul leucocitelor pacientilor cu sepsis. Sepsisul
este consecinta unui raspuns inflamator inadecvat al celulelor
cu rol in imunitatea inndscutd in urma unei infectii bacteriene
sistemice. Sepsisul sever apare atunci cand se produce
insuficienta a cel putin unui organ sau sistem iar socul septic
este asociat cu hipoperfuzia tisulard ce are drept consecinte
clince hipotensiunea refractard la resuscitarea volemica si
insuficientd multipla de organ. Fiziopatologia acestei boli nu
este pe deplin inteleass, de aici si imposibilitatea cunoasterii si
utilizarii unui tratament eficace (13).

Complexitatea acestei boli constd in natura sa bifazici,
caracterizatd initial de inflamatie exageratd, urmatd apoi de o
faza de “imunosupresie”, in care celulele se afli intr-o stare
refractar, aseménitoarea celei prezente in cadrul fenomenului
de toleranti la endotoxind. Mai mult, monocitele izolate de la
pacientii cu sepsis prezintd aceleasi caracteristici intalnite in
cadrul fenomenului de tolerantd la endotoxina: scaderea
expresiei genelor citokinelor inflamatorii (TNFe, IL-6, IL-2,
IL-18), cresterea expresiei genelor citokinelor anti-inflamatorii
(IL-10, TGEp), reducerea capacitatii de a prezenta antigenul
datoritd scaderii expresiei unor molecule MHC de clasa II,
scaderea expresiei HLA-DR la monocite, cuplatd cu o
proliferare deficitara a liniei celulare limfocitare T precum si o
scidere a productiei de IFNy (14).

Starea de toleranti la endotoxind in cadrul sepsisului se
considera a fi un mecanism de protectie impotriva socului
endotoxinic si ischemiei. Aparitia sa este asociati cu un risc
crescut de a dezvolta infectii secundare. Mortalitatea in sep-
sis datoraté acestor infectii secundare este strans corelata cu
starea de imunosupresie dezvoltatd in timpul tolerantei la
endotoxini (14).

In ciuda evolutiei tehnicilor de diagnostic si tratament,
incidenta si mortalitatea prin sepsis au rimas crescute in
ultimii 20 de ani. Diagnosticul si interventia tardivi in aceasta
patologie sunt asociate cu un prognostic prost, cu insuficienti
de organ si deces. Au fost efectuate multe studii pentru a
identifica si a evalua biomarkerii ce apar in faze intiale ale
sepsisului. S-au studiat: proteinele de fazi acutd cum ar fi
proteina C reactiva, citokine (IL-1, IL-6, IL-10 si TNF-),
chemokine (IL-8, MCP si G-CSF), procalcitonina.
Determinarea lor nu s-a dovedi insa a fi specifici. Ele nu pot
face diferenta intre sepsis si un alt rispuns inflamator sistemic
cauzat de o patologie non-infectioasa (13).

Implicatia microRNA in sepsis

Este demonstratd implicarea mictoRNA in sepsis. In urma
stimularii cu LPS a monocitelor, macrofagelor si celulelor
dendritice s-au identificat urmétoarele tipuri de microRNA cu
expresia modificati: miR-132, miR-146a, miR-223, miR-155,
miR-150. S-au efectuat studii clinice ce au comparat expresia
acestor microRNA la pacientii cu sepsis cu expresia lor la
pacientii cu SIRS (raspuns inflamator sistemic la diverse
agresiuni clinice severe), sau cu expresia lor la subiecti
sénatosi (13).



Prin utilizarea tehnicii de PCR cantitativa in timp real s-au
inregistrat niveluri semnificativ scizute de miR-146a si miR-223
la pacientii cu sepsis comparativ cu celelate doud categorii.
Nivelul miR-146a este mult mai scizut in sepsis comparativ cu
nivelul normal al miR-146a la lotul de control. Dimpotriva
nivelul miR-223 este scazut la pacientii cu sepsis dar nu la cei
cu SIRS. MiR-223 poate deci distinge intre sepsis si SIRS (13).

Expresia miR-146a este NF-kB dependentd si regleazi
productia de citokine implicate in rispunsul imun inniscut
precum IL-18 si TNF-a. Receptorul asociat kinazei IL-1
(IRAK 1) si Receptorul TNF asociat factorului-6 (TRAF6),
elemente cheie implicate in calea de semnalizare TLR4 , au fost
identificate ca target-uri ale miR-146a (9).

MiR-146a regleaza negativ expresia TRAF6 si IRAK-1 si
contribuie la controlul productiei de TNF-«. Pentru a
observa productia de TNF-« in vitro, A Nahid a stimulat cu
LPS o linie celulard monocitara THP-1 si a urmarit kinetica
productiei de TNF-a (9). Stimularea s-a facut cu doze progre-
siv mai mari de LPS (0, 10, 100, 1000ng/ml), inregistrarea
productiei de TNF-¢t s-a realizat cu ajutorul tehnicii ELISA iar
determinarea cantitativi a expresiei miR-146a s-a realizat cu
ajutorul tehnicii PCR cantitativ in timp real. TNF-« a
inceput si creascd la 2 ore dupi injectare, a atins un nivel
maxim la 4 ore dupi stimulare, iar la 8 ore nivelul siu a
inceput si scadd gradual. Autorii au comparat modificarea
cantitativa a expresiei miR-146a inregistrata la celulele stimu-
late cu LPS cu cea a celulelor nestimulate. Expresia miR-146a
in celulele stimulate cu LPS incepe si creasca dupa 4 ore si
creste de aproximativ 7 ori in 8 ore, iar expresia sa continua
s& creasca de pana la 35 de ori in 24 de ore, respectiv de 45
de ori in 48 de ore. Dimpotrivi, expresia TNF-¢ scade dupa 4
ore, realizind astfel o corelatie negativdi cu miR-146a.
Expresia miR-155 si miR-132 au crescut doar de 4, respectiv
de 10 ori in 12 ore de la stimularea cu LPS si dup 24 de ore
nu s-a mai inregistrat nici o altd crestere. De asemenea, s-a
analizat cantitativ expresia target-urilor miR-146, a mole-
culelor IRAK-1 si TRAF6 si s-a inregistrat o crestere a expre-
siei lor in primele 2-4 ore, urmati de o scédere importanti la
8 ore, sincronizandu-se astfel cu expresia crescutd a miR-146
la 8 ore. Aceste date au confirmat ideea ci IRAK-1 si TRAF6
sunt reglate negativ de miR-146 in rispunsul inflamator la
stimularea cu LPS (9).

Pentru a intelege rolul microRNA in cadrul fenomenului de
toleranti la endotoxind, s-a realizat analiza microRNA-urilor la
celulele THP-1’ normale si la celulele THP-1 tolerizate, pre-
stimulate cu LPS. Dupd cum se astepta, in celulele tolerizate
nivelul miR-146a a crescut semnficativ, in timp ce expresia
miR-155, miR-132 si mi-R16 a crescut putin sau deloc. Nahid
si colaboratorii au comunicat (9) ci celulele tolerizate isi pierd
din tolerantd dupi 12 ore si raspund la stimularea cu LPS dupa
22 de ore. Aceste date au coincis cu analiza cantitativd a
microRNA care a inregistrat o scidere a expresiei sale dupa 12
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ore, in timp ce dupd 22 de ore nivelurile de miR-146a si
TNF-« erau identice cu cele inregistrate dinaintea stimularii in
vederea obtinerii stérii de toleranta la endotoxina.

Expresia miR-146a este crescutd in celulele tolerizate si
actioneazd ca un mecanism de prevenire a inflamatatie.
Modularea nivelului de miR-146a ar putea fi folositd in
interventia terapeutici si protectia in sepsis (9).

Un alt microRNA implicat in raspunsul imun la stimulare
cu LPS si in modelele de soc endotoxinic este reprezentat de
miR-155. Expresia sa poate fi indusi de stimuli bacterieni,
virali, de un numir de liganzi TLR, de IFN- si [FN-y prin
sistemul de semnalizare TNF-« autocrin/paracrin. Deoarece
atdt TNF-a cat si IFN-f sunt cunoscuti ca mediatori implicati
in socul endotoxinic, cresterea expresiei miR-155 poate fi
intalnitd in fenomenul de tolerantd la endotoxina sau sepsis.
MiR-155 atenueaza semnalizarea prin receptorii TLR4, avand
ca target IKKe*. La nivel transcriptional insi, miR-155
promoveaza translatia TNF-a. Un alt microRNA, miR-125b are
ca target regiunea 3’ netraslatati a transcriptului de TNF-« si
produce astfel degradarea sa. Putem observa astfel un compor-
tament diferit al acestor microRNA-uri in reglarea expresiei
TNF-« in urma stimularii cu LPS: expresia miR-155 este
crescutd in urma stimuldrii, in timp ce expresia miR-125b este
scazuta (15).

MiR-155 este implicat in reglarea raspunsului imun atat
impotriva agentilor bacterieni cat si a celor virali iar targeturile
sale specifice sunt reprezentate de urmétorele gene: FADD,
Ikke, Ripk. MiR-155 are un rol important in réspunsul imun
innascut. El intervine insd si in functionarea normala si
raspunsul adecvat al limfocitelor B, al limfocitelor T si al
celulelor dendritice (14).

Pe langd miR-146 si miR-155 a fost identificat un nou set de
microRNA-uri ca raspuns al monocitelor la solicitarea cu LPS:
miR9, miR-187, miR-125a, miR-99b, let-7 e. Dintre aceste
microRNA-uri, miR9 are ca target transcriptul’ NFKB1/p105/
p50 si este implicat in reglarea negativa a procesului inflamator.
MiR9 este exprimat atit la nivelul monocitelor cat si la nivelul
neutrofilelor, iar expresia sa este indusi de citokine pro-
inflamatorii cum ar fi IL-18, TNF-«.. Gena ntkbl codifica doua
tipuri de proteine (p50 si p150) ce au actiuni diferite in urma
stimulérii cu LPS. P50 poate forma impreun cu alte subunitéti
de NEkb heterodimeri, care pot functiona ca activatori ai
transcriptiei, sau homodimeri cu rol anti-inflamator prin
atenuarea transcriptiei unor citokine pro-inflamatorii sau
activarea expresiei IL-10, o citokina anti-inflamatorie. Expresii
modificate ale p50 au fost intalnite in cadrul fenomenului de
tolerantd la endotoxing, in diverse conditii patologice, in boli
inflamatorii cronice si cancer. Analizand nivelul endogen al
targetului miR9, s-a remarcat faptul ca nivelul NFkB mRNA a
crescut rapid si tranzitoriu in primele ore de la stimularea cu
LPS, in timp ce cantitatea de proteinid NFkB1/105 a rimas
constantd pand la 24 de ore. O supra-exprimare a miR9 la

‘THP-1 - (Human acute monocytic leukemia cell line), o linie celulard promonocitard nediferentiati utilizatd pentru depistarea leucemiei.

‘Ikke - kinaza IkB epislon este un activator an activator al NFKB

“Transcript - rezultatul procesului de creeare a unei copii echivalente de ARN dupa o secventd de ADN
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nivelul monocitelor s-a asociat cu scadere importanti a
nivelului de NFkB1/p105. Pe baza acestor observatii putem
presupune ci NFkB1 si miR9 sunt responsabili de o reglare find
a fluctuatiilor in expresia genelor, controleazi sinteza factorilor
transcriptionali cheie si permite desfisurarea corectd a fazei
proinflamatorii la stimularea cu LPS (16).

MicroRNA intervin in procesul de control al fenomenului
de toleranta la endotoxina in faza tarzie a inflamatiei. Expresii
crescute ale miR155, miR146a si miR9 actioneazi ca o bucla
negativi in faza tardivd a inflamatiei, inhiba calea de
semnalizare TLR4 si promoveazd toleranta la endotoxini.
Aceste mictoRNA-uri pot si actioneze asupra moleculelor de
semnalizare TLR, regland negativ actiunea unor citokine
proinflamatorii sau pot influenta pozitiv actiunea altor
reglatori negativi (14).

Concluzii si perspective

Toleranta la endotoxina este un fenomen dinamic, determinat
de o continui modificare a nivelului de mediatori circulanti
(1.

Concentratia plasmatica scizutd a TNF«a la pacientii
septici este probabil consecinta unui fenomen similar
tolerantei la endotoxing, fenomen in care microRNA-urile
pot juca un rol central. Fiziopatologia sepsisului constituie
inca o tema de discutie. Incompleta intelegere a fenomenelor
fiziopatologice au drept consecintd o mortalitate inc ridicatd
in sepsis. Daci s-ar putea identifica unii markeri de diagnos-
tic specifici ai patogenezei acestuia ar fi posibile noi abordari
terapeutice. Se efectueazd in continuare studii pentru a
demonstra rolul acestor fragmente mici de ARN non-codant,
microRNA, in diferentierea pacientilor cu sepsis de pacientii
sandtosi si pentru a determina daci nivelurile plasmatice de
microRNA sunt corelate cu severitatea bolii.
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