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Rezumat

Limfocitele T reglatoare CD4*CD25" (high) reprezinti
o subpopulatie de limfocite care au capacitatea de a inhiba
expresia limfocitelor T autoreactive caracteristice
raspunsului autoimun din bolile autoimune, inclusiv
lupusul eritematos.

In studiul nostru am investigat valorile limfocitelor
CD4*CD25* in singele periferic precum si valorile serice
ale IL-10, IL-2, IL-2R la 13 pacienti cu lupus sistemic si 15
pacienti cu lupus cutanat.

Rezultatele au evidentiat o scidere semnificativd a
valorilor limfocitelor CD4*CD25% in toate cazurile de
lupus sistemic si in 13 cazuri de lupus cutanat . Valorile IL-
10 au fost crescute in 10 cazuri de lupus sistemic si in 10
cazuri de lupus cutanat, corelindu-se in mai micd mdsurd
cu valorile limfocitelor CD4*CD25".

Sciderea limfocitelor CD4*CD25" in ambele forme de
lupus sugereazd o carentd in inhibarea rdspunsului
autoimun caracteristicd acestei afectiuni.

Cuvinte cheie: lupus eritematos sistemic si cutanat, T
reg, IL-10, IL-2.

Summary

T regulatory CD4*CD25% lymphocytes are repre-
senting a T subgroup of lymphocytes being able to inhibit T
autoreactive expression characteristic to autoimmune
response in autoimmune diseases including lupus
erithematosus.

In our study we have investigated CD4*CD25*
lymphocytes values from peripheral blood and serological
values of II-10, IL-2 and IL-2R in 13 patients with systemic
lupus erithematosus and 15 patients with cutaneous lupus.

Results have revealed a significant decrease of the
values of CD4+*CD25" lymphocytes in all systemic lupus
cases and in 13 cases of cutaneous lupus. The raised IL-10
values, in 10 cases of systemic lupus erithematosus and in
10 of cutaneous lupus were less correlated with the values
of CD4+*CD25" lymphocytes.

The decrease of CD4*CD25*% lymphocytes in both
lupus forms suggests a lack of autoimmune response
inhibition characteristic to the disease.

Keywords: lupus erithematosus systemic and
cutaneous, Treg, IL-10, IL-2
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Aparitia unui rdspuns imun dirijat impotriva
propriilor antigene (self) poate fi considerata atat
ca un proces patogen care std la baza a numeroase
afectiuni din patologia umand, dar si ca un
simplu proces descoperit intamplator fara
semnificatie  clinicd (teste  pozitive Ila
autoanticorpi) sau ca un proces incadrat la limita
normalului (procesele autoimune din cursul
imbaétranirii) [1].

S-a demonstrat pe modele umane ca exista
trei tipuri majore de modificari la nivelul cailor de
reglare a raspunsului imun care pot conduce la
aparitia unui rdspuns autoimun suficient de
semnificativ pentru a constitui mecanismul
principal al unui larg grup de afectiuni numite
boli autoimune. Prima modificare apare la nivelul
genelor ce codificd cuplul proapoptotic de
receptor-ligand, FAS-FASL. A doua modificare
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este datd de deficienta antigenului 4 asociat
limfocitelor T citotoxice si a treia modificare apare
la nivelul receptorului de mare afinitate pentru
IL-2 (CD25) de la nivelul limfocitelor CD4 [1].

In prezent s-a demonstrat cd la om creste o
subpopulatie de limfocite T helper caracterizate
prin fenotipul CD4*CD25" si care reprezintd
aproximativ 10% din totalul limfocitelor T helper.
Aceasta subpopulatie de limfocite T exprima pe
membrana lantul alfa al receptorului pentru IL-2,
molecula CD25 la un nivel foarte inalt spre
deosebire de limfocitele T helper propriu-zise
(inductoare) care fie nu exprimd molecula CD25
(CD25) sau o exprimd la un nivel scdzut
[2,3,4].

S-a demonstrat ca aceasta subpopulatie de
celule T (CD4*CD25%) denumite si limfocite T
reglatoare (T-reg) nu rdspunde sau cea mai mare
parte dintre ele nu raspund la stimulii obisnuiti ai
limfocitelor T helper si au un rol extrem de
important in aparitia rdspunsului autoimun
indreptat impotriva autoantigenelor celulare
[4,5].

Modul de actiune a limfocitelor T reglatoare
CD4*CD25* este partial cunoscut dar se pare ca
IL-2 (in exces?) poate abroga capacitatea acestor
celule de a supresa limfocitele T. Activitatea
limfocitelor T reglatoare este putin influentata de
stimulii conventionali pentru limfocitele T, dar se
pare ca supresia limfocitelor T autoreactive se
face prin contactul direct cu aceste celule [6,7,8].

S-a demonstrat cd transferul celulelor T
reglatoare CD4* CD25" de la un soarece normal la
alt soarece poate proteja soarecele gazda
impotriva fenomenelor de autoimunitate [9,10].

In studiul nostru am ciutat sa investigdm
prezenta acestor limfocite in mai multe forme
clinice ale lupusului eritematos sistemic si strict
cutanat.

Totodatda am cdutat sd corelam investigarea
limfocitelor CD4*CD25* cu valorile serice ale IL-
10, citokind cu proprietati supresoare ale
raspunsului imun si cu valorile serice ale IL-2
citokind produsa de limfocitele T activate si care
au un rol esential in dezvoltarea rdspunsului
imun [1,2].

Pacienti

Au fost investigati 28 de pacienti dintre care
13 pacienti au prezentat lupus eritematos sistemic
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cu nefritd si un numdr de 15 pacienti cu lupus
eritematos cronic (diseminat).

Pacientii cu lupus eritematos sistemic au
prezentat o varstd medie de 46 ani (intre 28 si 70
ani). Repartitia pe sexe a fost de 9 femei si 4
barbati. Debutul bolii la acesti pacienti a fost de
peste 6 ani, cu evolutie ondulanta necesitaind mai
multe cure de ciclofosfamida si prednison. In
afara atingerii renale (functie renald normald dar
proteinurie de 1-5g/24 h, cilindrurie, etc.)
pacientii din acest lot au prezentat atingeri
articulare tipice in toate cazurile, atingeri cardiace
in 2 cazuri, leziuni cutanate in 4 cazuri.

Sindromul biologic a fost tipic pentru lupusul
sistemic: VSH crescut, leucopenie si/sau
trombocitopenie, prezenta anticorpilor anti ADN
dc, ANA, complement total si fractiunea C3
scdzute.

Dintre pacientii cu lupus eritematos cutanat
(discoid diseminat), 15 cazuri au prezentat o
varsta medie de 38 ani (32-64 ani) cu o repartitie
pe sexe de 9 femei si 6 barbati. Debutul bolii a fost
de peste 5 ani, cu evolutie a simptomatologiei
cutanate care a necesitat mai multe cure de
prednison. In afard de simptomatologia cutanat,
2 pacienti au prezentat algii articulare sugestive
pentru lupus si 3 pacienti au prezentat astenie
fizica. Sindromul biologic a evidentiat VSH
crescut in 12 cazuri, limfopenie 1 caz, Ac anti
ADN dc prezenti in 4 cazuri, ANA prezenti In 5
cazuri si complementul seric total si fractiunea C3
scdzute in 5 cazuri.

Toate aceste simptome si investigatii au
constituit criterii pozitive de admitere in studiu.

Investigatii

Au fost efectuate 2 tipuri de investigatii.
Primul cuprinde investigatiile uzuale si in acelasi
timp specifice pentru stabilirea diagnosticului
pozitiv, a formei si fazei clinice a acestei afectiuni.
In aceastd categorie au intrat investigatiile clinice,
biologice, imunologice, histopatologice.

Al doilea grup de investigatii cuprinde
determinarea subpopulatiilor limfocitare T si B, a
celulelor NK si a limfocitelor T reglatoare
CD3+CD4+CD25+. Determinarea subpopulatiilor
limfocitare se face prin intermediul citometriei de
flux. Analiza fluorescentei celulare s-a efectuat
prin metodologie pe 4 culori (anticorpi marcati cu




4 fluorocromi pentru grupe celulare) cu evaluare
prin sistemele multitest si cellquest.

IL-10 se determinad in ser prin metoda ELISA,
valori normale 2-24 pg/ml.

IL-2 si receptorul pentru IL-2 (IL-2R) se
determind in ser tot prin metoda ELISA. Valorile
normale sunt IL-2 15 pg/ml, IL-2R 460-2000
pg/ml.

Toate determinadrile au fost efectuate in puseu
inainte de administrarea terapiei imunosupre-
soare sau a altor tipuri de medicatie.

Rezultate

Pacientii cu lupus eritematos sistemic au
prezentat o scddere a limfocitelor CD4*CD25* in
toate cazurile investigate. Valoarea medie a
limfocitelor T CD47CD25" la pacientii investigati
a fost de 1,22% reprezentdnd 24% din valoarea
limitei inferioare a valorilor normale a acestor
limfocite.

Interleukina 10 a prezentat valori crescute in
9 cazuri. Valoarea serici medie a acestei
interleukine a fost la pacientii investigati de
28pg/ml. Pacientii cu valoare crescuta a IL-10
respectiv 9 cazuri, au prezentat o valoare medie
de 35,5pg/ml reprezentand o valoare de 140%
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fatd de limita superioard a valorilor normale ale
IL-10 in ser.

Interleukina 2 a prezentat valori serice
crescute in toate cazurile, obtindndu-se o valoare
medie de 41,2 pg/ml respectiv o crestere de 8 ori
comparativ cu valorile normale.

Receptorul pentru Il-2 a prezentat valori
crescute In 9 cazuri. Valorile medii obtinute la toti
pacientii cu lupus sistemic fiind de 2246pg/ml.
Pacientii cu valori crescute la determinarea IL-2R
(9 cazuri) au prezentat o medie de 2733 pg/ml
respectiv 0 medie crescutd la 136% fata de limita
maxima a mediei valorilor normale.

Pacientii cu lupus sistemic au prezentat in
ansamblu valorile limfocitelor T si B la limita
maximd a normalului cu un raport Th/Ts in
limite normale dar cu o scddere masiva a celulelor
NK. Rezultatele detaliate pe fiecare caz investigat
sunt prezentate in tabelul 1.

Pacientii cu lupus eritematos cutanat au
prezentat o scddere a limfocitelor CD4*CD25* in
14 cazuri din 15 investigate. Valoarea medie a
limfocitelor CD4*CD25* la pacientii investigati a
fost de 3,4% reprezentand 42,5% din valoarea
limitei inferioare a valorilor normale ale acestor
limfocite.

Tabelul 1. Rezultate obtinute la pacientii cu lupus sistemic

NI. Nume | Tt(%) | Th(%) | Ts(%) | Th/Ts | B(%) | NK(%) | TReg 1L-10 -2 IL-2R
pg/ml | pg/ml [ pg/ml
1 BM 65 38 28 14 28 7 0,9 30 20 1000
2 cs 88 58 33 1,8 11 2 0,7 30 60 1600
3 RA 63 38 25 15 27 7 0,7 40 60 800
4 GT 64 45 21 2,1 30 7 0,7 40 40 3000
5 AA 83 47 37 13 16 0 07 35 50 800
6 NS 68 50 19 2,6 28 3 39 10 40 2400
7 GV 75 37 37 1,0 17 7 04 10 40 1800
8 GM 81 59 23 2,6 17 1 6,4 40 36 2600
9 TZ 71 31 43 07 11 19 0,15 10 40 2800
10 PA 86 49 38 13 9 5 04 15 40 3100
11 GC 73 39 35 1,1 24 3 04 30 40 2700
12 RS 86 45 39 1,15 8 3 0,25 30 30 2800
13 BL 89 49 36 13 8 1 03 45 40 2800
Valori medii 76 45 318 14 16,3 5 1,22 28 412 2246
Valori normale 67-77 | 3846 | 30-40 1-1,5 10-16 | 10-18 8-10 2-24 <5 | 400-2000
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Interleukina 10 a prezentat valori crescute in
10 cazuri si valori normale in 5 cazuri. Valoarea
sericdi medie a acestei interleukine a fost la
pacientii investigati de 28,3 pg/ml. Pacientii cu
valori crescute ale IL-10 (10 cazuri)au prezentat o
medie de 33,5 pg/ml reprezentand o valoare de
140% fata de limita maxima a valorilor normale .

Receptorul pentru IL-2 a prezentat valori
crescute in 4 cazuri . Valoarea medie obtinutd la
toti pacientii cu lupus sistemic a fost de 1313
pg/ml incadrandu-se in ansamblu in limitele
valorilor normale. Cei patru pacienti cu valori
serice crescute ale II-2R au prezentat o valoare
medie de 2200 pg/ml .

Investigarea limfocitelor T cu subpopulatii si
a limfocitelor B si a celulelor NK a evidentiat in
lupusul sistemic prezenta limfocitelor T la valori
maxime, un raport normal de 1,4 Th/Ts, prezenta
limfocitelor B la limita maximd a valorilor
normale si o scadere a celulelor NK .

In cadrul lupusului cutanat limfocitele T au
prezentat valori situate la nivelul limitei maxime
a normalului, raportul Th/Ts a fost de 1,7,
limfocitele B in limite normale cu scdderea
celulelor NK (tabel 2).

Discutii

Investigarea limfocitelor T reglatoare
(CD4*CD25%) la pacientii cu lupus eritematos a
evidentiat faptul cd la acesti pacientii existd o
scadere semnificativa a valorilor acestor limfocite
care s-a intalnit la 27 din 28 de pacienti
investigati. Valorile limfocitelor CD4CD25 au fost
scdzute chiar cu variatia de + 3% care rezultd din
fenotipare.

Semnificatia scaderii valorilor limfocitelor
CD4*CD25* este interpretatd ca o scddere a
mecanismelor reglatoare care inhiba aparitia sau
dezvoltarea unui raspuns autoimun.

Scaderea limfocitelor CD4*CD25* a fost
intdlnitd in ambele forme de lupus eritematos,
sistemic si cutanat, determinarea facandu-se in
ambele cazuri in puseu chiar dacd pacientii cu
lupus eritematos sistemic au prezentat in toate
cazurile anticorpi anti ADN dublu catenar
prezenti, iar in cazul pacientilor cu lupus cutanat
acestia au fost prezenti in numai 4 cazuri.

La pacientii investigati s-au intalnit o serie de
dezechilibre ale subpopulatiilor limfocitare dar

Tabelul 1. Rezultate obtinute la pacientii cu lupus cutanat

Nr. Nume | Tt(%) | Th(%) | Ts(%) | Th/Ts | B(%) | NK(%) | TReg 1-10 -2 IL-2R
pg/ml [ pg/ml [ pg/ml
1 BZ 80 48 32 15 13 6 0,7 30 12 2200
2 PP 74 44 30 14 20 4 17 30+ 10 800
3 cs 76 51 25 2 16 3 5,6 40 6 1100
4 RM 86 59 28 2,1 12 1 02 40 6 800
5 IA 77 51 35 14 19 3 04 30 6 800
6 MV 74 45 29 15 18 8 07 20 10 1700
7 CR 64 48 16 3 23 8 45 30 8 2400
8 BG 78 49 30 1,6 1 9 2,2 40 4 2100
9 CcA 69 42 28 15 21 6 36 30 8 600
10 SM 74 44 30 1,9 9 6 10,3 20 12 1300
11 AR 78 50 28 1,8 14 6 1,9 20 4 1600
12 RM 77 44 33 1,3 16 4 2,8 35 4 2100
13 BG 75 49 26 1,8 15 7 3 20 10 800
14 cs 73 45 28 15 15 9 3 15 12 800
15 AV 80 52 27 1,9 1 5 34 15 10 600
Valori medii 75,6 48 28 17 15,5 56 34 283 8,13 1313
Valori normale 67-77 | 3846 30-40 11,5 10-16 10-18 8-10 2-24 <5 | 400-2000
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pe ansamblu nu au existat modificdri majore.
Pacientii din ambele loturi cu valori mai mari ale
raportului Th/Ts peste 1,5, 11 cazuri, nu au
prezentat valori deosebite ale limfocitelor T
reglatoare. In aceastd grup s-a incadrat pacientul
nr. 10 (SM) cu raport Th/Ts 1,9 dar cu valori
normale ale limfocitelor CD4*CD25*. Media
valorilor determinarilor CD4*CD25" la acesti 12
pacienti a fost de 3,5% sugerand faptul ca valorile
scazute ale acestor limfocite sunt in mai mica
masura influentate de dezechilibrul subpopu-
latiilor Th si Ts.

Determinarea valorilor serice ale IL-2R a
evidentiat valori crescute in 10 cazuri (medie
24900 pg/ml) de lupus sistemic si In 4 cazuri de
lupus cutanat (2200 pg/ml). Evolutia valorilor IL-
2R pare sa fie legatd de forma clinicd a IL-2 si de
amploarea raspunsului imun (autoimun). Nu s-a
putut stabili o corelatie intre valorile limfocitelor
CD4*CD25* si valorile serice ale IL-2R.

Concluzii

Investigarea valorilor limfocitelor CD4*CD25*
la pacientii cu lupus aratd valori semnificativ
scazute ale acestor limfocite in 27 din 28 de
cazuri investigate. Tindnd cont de rolul de
supresor al autoimunitatii al acestor limfocite,
valorile scizute ale CD4*CD25* sugereaza o
carentd a protectiei impotriva initierii si/sau
dezvoltarii unui raspuns autoimun.

Valorile scazute ale limfocitelor CD4*CD25*
s-au intalnit in conditiile unui dezechilibru
relativ minor al subpopulatiilor limfocitare Th si
Ts in care raportul Th/Ts nu este major
modificat. Acest fapt sugereaza, fard insd a putea
fi demonstrat, o reconvertire a limfocitelor Th
catre limfocitele CD4*CD25* fard ca valoarea
totalda a limfocitelor Th sda se modifice
semnificativ.

Valorile scazute ale limfocitelor CD4*CD25*
s-au intalnit in ambele forme clinice de lupus
eritematos, mai accentuate in forma sistemica a
acestei afectiuni sugerand ca scdderea acestor
limfocite este un factor general de initiere
/dezvoltare a autoimunitatii.
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In acest studiu nu s-au putut evidentia
argumente pentru a demonstra existenta unor
corelatii pozitive sau negative intre valorile
scadzute ale limfocitelor CD4*CD25* si valorile IL-
10, IL-2, si IL-2R.

Intrat in redactie: 15 septembrie 2007
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