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INTRODUCERE

Inflamaia este &spunsul natural al organismului impotriva unor ageatogeni externi sau
factori interni. Rispunsul imun Tngscutsi cel specific, adaptativ sunt procese complexeaie
sunt implicate o serie de celule cu receptori $igeci liganzii, lor prin care se realizeaz
comunicarea integi intracelulad. Totalitatea acestor semnale care iagtara in urma “cross-
talk”-ului Tntre receptorii de pe acegaceluk si diferite celule implicate, determindaa se
declaneaz raspunsul imun, localizarea, tipul, durgiantensitatea aspunsului imun, sau dac
celula améane indifererit fata de antigersi intra Tn anergie (Clark R., 2005). Modelul clasic
explica activarea limfocitelor prin modelul celor dosemnale, dintre care semnalul primar
determird specificitatea f@ de antigen, iar cel de al doilea semnal, semragutostimulare
determird tipul, intensitateasi durata &spunsului imun. Astfel, primul semnal rezulh urma
prezendrii antigenului prin complexul MHC al APCatre sistemul TCR al limfocitului T, sistem
format din TCR, coreceptorii CD4 sau CBBCD3. Cel de al doilea semnal este dat de
interagiunea intre receptorii de costimulare B7.1 (CDg@®7.2 (CD86) exprimate pe APL
receptorul CD28 al limfocitului T cu rol de costitator pozitiv. Paralel cu exprimarea CD28 se
exprimi CTLA-4 (CD152), care este receptorul alternatintpe B7.1 (CD80%i B7.2 (CD86)
cu rol de costimulare negaliv O serie de alte gene considerate imunomodukatoamin in
promotorul lor elemente CD28 inductibile, cum surRRa, IL-2 (Ermann J., Fathmann C.G.,
2003).

In urma descoperirii altor receptori de costimulate exemplu celor din familia receptorilor
factorilor de necraztumorafi TNF (ex. GITR, OX40, 4-1BB) s-a dovedit ceglarea imui este
un proces mult mai complex.

Cercefirile recente arat importana limfocitelor reglatoare Treg CD@D25 si a celor
CD8'CD25 in reglarea fia a mspunsului imun, la care, pe 1angAPC si limfocitele T
convenionale, responder (CD&D25), participi si limfocitele T reglatoare (Beissert S. , 2006
,Stephens G. L., 2004).



Limfocitele participante in acest dialog (APC, Tspender, Treg) necesitun anumit
micromediu dat de prezgn anumitor citokine specifice ( IL-2, TGBF1, IL-6, IL-10 etc.)
(Stephens G. L., 2004).

Prin receptorii de imunomodulare, celulele anintr-un dialog de costimulare, se transmit
semnale in cele déudiregii iar totalitatea acestor semnale decide adamfocitul ia calea
activarii, diferentierii, proliferarii, transformirii in limfocit efector, de memorie sau dacelula
intra Tn anergie sau apoptofRudiger A. ,2006, Bae E.M, 2008 ). In acest f@ sonturat o
ierarhie al combinglor dintre receptorii de costimulageliganzii lor implicate Tn “fine—tuning”,
reglarea fii al raspunsului imun.

In lucrarea de fia@ s-a propus studierea exptirii ARNm al unor gene imunomodulatoare n
sisteme celulare umane ex-vivo pentru gngbprofilul de exprimare in patologia inflamatari
Pentru a otine profilul de exprimare s-a ugmit numarul probelor pozitive pentru genele luate in
studiusi cantitatea relativ de exprimare a genelor. Cadtiie relative exprimate pentru genele
studiate in inflam@i au fost interpretate in compamcu cantiitile relative exprimate la lotul
martor.

Astfel pentru obinerea profilului de exprimare al ARNm s-a realiPER semicantitativ pentru
geneleTGFS1 (Transforming growth factor beta 1) (NM_00066Q16)TR (Glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor) (NM_1489@TRL (Glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor ligand) (NM_005092), CD@8V_006139), CTLA-4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte—associated antigen 4) (NM_005214), 1b-ZBRD25) (Interleukin 2 receptor,
alpha) (NM_000417)de asemenea genele unor citokinelta? (Interleukin 2) (NM_000586),
IL-18 (Interleukin 18, interferon-gamma-inducing cfar)( NM_001562)(NCBI accession

numbers -www.genenames.org).

|. ROLUL COSTIMUL ARIl IN RASPUNSUL IMUN

I.1. GENELE CU ROL DE COSTIMULARE

CD28are rol in costimularea pozitivale limfocitelor T contraCTLA-4care are efect de
costimulare negativ Anti-GITR este sinergic in costimularea cu aniAB (Kanamaru Fsi
colab., 2004)CTLA-4este exprimat in cantit reduse pe limfocitele T naive,este suprareglat

prin activarea limfocitelor TMao H.si colab. au observat supraexprimarea protain@iARNm



CTLA-41n tesutul tumoral mamagi in limfocitele periferice ale pacié@lor cu cancer mamar
(Mao Hsi colab. 2005).

O serie de grupuri au evidéat suprareglare@TLA-41n bolile autoimune (Westerholm-
O.M.ssi colab., 2010).

Prin reglarea expriamii acestor molecule costimulatoare se crédammeostaza bazah
sistemului imun.

Thornton a demonstratidn model murinARNm IL-2mRNAnNu este exprimat de limfocitele
Treg CD4CD25 stimulate sau nestimulate. Limfocitele C4€25 stimulate cu anti-CD3
supraexprira ARNm IL-2 contrar limfocitelor CDACD25 nestimulate. Cu toatei D25 este
exprimat constitutiv pe limfocitele CD&D25" , aceste celule nu prolifergain prezer IL-2
cand sunt stimulate cu anti-CD3 sau anti-CD28. 1k-22D28 sunt markeri de activare al
limfocitelor.

Conform lui Thorntonsi Shevach limfocitele Treg, CD&D25 inhibi limfocitele
CD4'CD25 prin blocarea transcrierii ARN IL-2 al acestorudel(Thorton A.M., 1998).

GITR uman este suprareglat prin activarea limfocitdla€D4'CD25 T (Kwon B.S.si
colab., 1999, Tuyaerts §.colab.,2007). In model muriGGITR este indus de glucocorticoizi sau
prin activarea limfocitelor (Nocentini Gsj colab., 1997) pe cand in model um@irR este
suprareglat doar prin activarea limfocitelor T rexsger.

GITReste exprimat constitutiv pe limfocitele Treg ,CDB25', iar depletarea GITR sau
legarea cu anticorpi duce la aparunor boli autoimune (Shimizu Ji,colab.,2002).

GITRL este exprimat pe celulele prezentatoare de antmgeoelule endoteliale, dar nu se
exprimi pe limfocitele T. Ronchettii colab. au doveditacstimularea GITR are rol cheie pentru
costimularea limfocitelor CDBpentru @ aceste limfocite pot fi stimulate doar cu GITRantiin
abseta CD28 (Ronchetti Si colab., 2007).

TGF p1in funaie de condii poate avea efect imunostimulator sau imunosgurasupra
limfocitelor T (Zhang X., 2002)TGF f1 secretat de limfocitele Th3 poate costimula cédule
CD8" sau poate inhiba exprimaréa-2Ra (CD25), care inhili proliferarea limfocitelor T.
Cresterea cantittii TGF f1 poate fi asociat cu @ile canceroase avansate (Luggki W. si
colab., 2010),( Sato ¥i colab., 2010).

Interleukina 18 I(-18) este o citokid proinflamatoare, care impreurcu alte citokinesi

chemokine contribuie la micromediul specific tunhmrisau a inflamgilor.



Existi date controversate legat de rdlld18 in cancer. Unii autori descriu efectul pro-
neoplazic al IL-18 in diferite cancere. €e¥ea nivelului seric alL-18 la paciei neoplazici
poate fii corelat cu malignitatea tumorii.

Jungsi colab. au demonstrat gterea interleukinelor inflamatoriL-15, IL-17, IL-18 si
a proteinelor de legare pentru elgéautul tumoral (Jung M.¥i.colab., 2009).

Parksi colab. au demonstrat én linia cululas MCF-7 de cancer mamar gte nivelul
IL-18 (Park Ssi colab., 2009).

IIl. MATERIALE SI METODE

Modelul experimental:

Pentru realizarea profilului de exprimare s-a etabo metod bazai pe PCR semicantitativ a
unor probe provenind de la padiecu inflamaie acu#i, cu inflamaie croni@, neoplaziesi
respectiv controale. In acest scop s-au recol@epde sange de la 19 voluntari reprezentand
lotul control, probe dgesut amigdalian de la 42 padigoentru inflam@a croni@. De asemenea,
s-au recoltat probe de sange de la 8 p#cmn poliartrii reumatoid si 4 paciem cu lupus
eritematos sistemic, utilizate pentru modelul diéaimgie croni@ . Similar, in neoplazie s-a
lucrat cu 10 tumori mamarg 2 probe de sange de la pagiezu tumore mamar precumsi
sangele periferic de la 4 paciecu tumoare bronho-pulmoriar

[I.1.Analiza ARNm:

Din sangele periferic integral s-au separat lintfgei totale, iar dinesut s-a folosit infiltratul de
tesut care au fost stocate la -85 grade G pdmomentul extraei ARN. Pentru extrgia ARN
n toate cazurile s-a pornit de la acgemmir de celule, de la 10xi@elule. Extraga ARN
total s-a realizat cu reactivulrizol ® LS Reagentinvitrogen) conform protocolului de lucru
propus de firma prodédtare. Concenttea ARN-ului olginut s-a determinat prin &suiatori de
spectrofotometrie UV/VIS\arianCarry) la 260 nm, iar pentru determinarea pigiitARN-ului
ohtinut s-a calculat raportul AJ/A2s Pentru a confirma prezersi calitatea ARN-ului extras s-
a procedat la electroforeza ARN in gel de agaxezualizat cu bromur de etidiu. S-au folosit
cantiiti egale de ARN pentru transctig invers in ADNc la care s-a utilizé6cript © cDNA
Synthesis Ki{BioRad). ADNc astfel gfinut a fost utilizat pentru PCR specific genelardsate.
La proiectarea amorselor gtaut cont de excluderea posihilii amplificarii ADN-ului genomic
si de evideierea variantelor ARNm. S-a efectuat optimizare&®RRentru fiecare amatsastfel

ca produsul de amplificarea sfie specific si pentru ca rezultateleasfie interpretabile



semicantitativ. In prima etépa optimizrii s-a determinat temperatura opiirde hibridare a
amorselor pentru a ghe ampliconul specific. In a doua ela@ optimizrii PCR s-a recurs la
PCR dependent de dgzcand s-a determinat ndral optim de cicluri la care amplificarea se
afla in faza logaritmig. Aceasta permite analiza semi-cantitativ ampliconilor, compata lor
cu lotul control iar rezultatele ghute sunt valori relative ale intengitor.

S-au utilizat urmitoarele amorse: T@ 5'- GCC CTG GAC ACC AAC TAT TGC T -34i 5'-
AGG CTC CAA ATG TAG GGG CAG G-3% IL-2 5'- GCT ACACT GGA GCA TTT ACT
GCT G -3'5i 5- CTA CAATGG TTG CTG TCT CAT CAG C-3; IL-2R5"- GAT GGA TTC
ATA CCT GCT GAT GTG G -3'si 5- TCC ACT GGC TGC ATT GGA CTT TGC A -3;;
GITR: 5'- TTG GAA CAA GAC CCA CAA CG -3%i 5- GGC ACC TCC AGC AGC AGC T -
3'; GITRL 5'- CTT TAA GCC ATT CAA GAA CTC A -35i 5'- CCC AAC ATG CAA TTC
ATA AGT CC-3'; 5- ATG CTC AGG CTG CTC TTG GCT -8 5'- TCA GGA GCG ATA
GGC TGC GA -3'; CTLA-4: 5'- CTT CTC TTC ATC CCT GTCIC TGC -3%i 5-ATT GCT
TTT CAC ATT CTG GCT CTG-3; IL-18: 5'- GCT TGA ATCAA ATT ATC AGT C -3'si 5'-
GAA GAT TCA AAT TGC ATC TTA -3';Prodyii de amplificare au fost separdn gel de
agaroz de 1,5%si vizualizai Tn UV in prezem bromurii de etidiu. Pentru controlul intern al
PCR s-a folosit gena housekeeping GAPRE_000012.10. Normalizarea s-a realizat in fignc

de exprimarea genei GAPDH.

[1.2. Prelucrarea gelurilor i analiza statistica a datelor

Cuantificarea prodgior de amplificare s-a realizat prin metoda arelizolumetrice, utilizand
programulQuantity One(BioRad.), iar la prelucrarea datelor s-au folgsibgramele Excegi
Matlab.

Utilizand acest program s-a extras “backgroundpemtru fiecare gel in parte s-a determinat
intensitatea relati/pentru fiecare bardohktiinuta. Dupa aceasta, s-a realizat normalizarea datelor
n funaie de exprimarea genei GAPDH. Prezentarea dgrafia realizat cu ajutorul programului
Matlab, metoda notched box plot. Fiecare caiod® date are o valoare miripmediaf si 0
valoare maxira.

Pentru controlul compatiai s-a utilizat testul Student. Difenee au fost considerate statistic
semnificative pentru P<0,05.



[ll. CONTRIBU TII PERSONALE, REZULTATE SI DISCUTII

lI.1. Profilul de exprimare al genelor costimulai@ la lotul control, in patologii inflamatorii

n neoplazii

[11.1.1. Profilul de exprimare al genelor la lotul  control

La lotul control peste 60% din cazuri exp#iMGF B1 &aa cum se poate obseryain Fig 1.
GITR este exprimat in pune cazuri (3 din 19), TAscantitatea relatiévexprimasi este importarat
(Fig 2).Ligandul GITRapare doar la un singur caz (n=19). ApassITRsi a GITRLIN cantititi
relativ importante la control se poate explica gaptul G controlul ales, dg era @natos clinic
n momentul preleirii sdngelui, nu am avut infornialegate de antecedentele sale imunologice.
in cazul lotului control genele imunostimulato&B25, IL-2, IL-18, CD28 se exprind in puine
cazuri (5 cazuri pentr€D25 3 cazuri pentrdL-2, 3 cazuri pentrtCD28 si 8 cazuri pentru
IL-18, dintr-un nundr total de 19 subigccontrol) prezentate in Fig 2. La fel esiein cazul
variantelor 1si 2 CTLA-4 (3 cazuri).

Deci, pentru lotul control, profilul de exprimarste dat in primul rand de exprimaré&FB1,
CD25si IL-18 si exprimarea redusa GITR, GITRL, IL-2, CD28 CTLA-4 varlsi CTLA-4 var2

percent

Fig 1. Exprimarea genelor imunomodulatoare 1in linfiocitele periferice la lotul control (procentul

cazurilor pozitive)
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Fig 2. Cantitatea relativa exprimata a genelor imunomodulatoare in limfocitele perifeice la lotul control (1.
TGF 1, 2.GITR, 3.GITRL, 4.CD25, 5.1L-2, 6.CD28 varl, 7.CTLA-4 varL 8 CTLA-4 var2 9.IL-18).

Astfel, se poate observa exprimarea rédaiggenelor costimulatoare caracteristice atat pentr
Treg GITR GITRL CTLA-4 varlsi CTLA-4 varl, catsi pentru limfocitele activatell(-2,
CD28).

Profilul de exprimare al genelor costimulatoare lanfocitele periferice ale lotului control ne
arat linia de ba#, modelul conform @ruia se realized@izhomeostazia in condie neexisterei

unei inflamaii.

[11.1.2. Profilul de exprimare al genelor in amigda lita acut a

Analiza gelurilor de electroforépentru genele studiate Th amigdalita aguta lotul control

arat o supraexprimare a genelor in inflgraaacus, dugi cum este prezentat in Fig 3.

In modelul nostru de inflanii@ acug, In amigdalita acétam observat & genele studiate se
exprimi In majoritatea cazurilor (peste 80% din cazuriig (B), mai ptin GITRL, care se
exprima in 47% dintre cazuri.

Cantititile relative exprimate sunt insemnatga @um se poate observa in Fig 4. Din punct de
vedere al exprifrii genice relative, exprimaredGF B1 in amigdalita acdteste ridicat in
compardge cu lotul controlGITR se exprimd Th majoritatea cazurilor (95%D25 CD28 IL-2,
IL-18 si GITRL se supraexprincomparativ cu lotul martor (P<0,059aacum se poate vedea in
imaginile gelurilor olgnute (Fig 3). De asemeneariantele 1si 2 CTLA-4arat exprimare mai
pronunat (peste 90% din cazuri, n=19, P<0,05) comparatilottl martor.
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Fig 3. Analiza PCR al exprimirii ARNm la lotul control si la pacientii cu amigdalita acuti. Produsii PCR au

fost separai prin electroforeza in gel de agaroi de 1,5%
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Fig 4. Cantitatea relativi exprimata a genelor din infiltratul de tesut in amigdali& acuta control
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Relative guantities of expressed genes in acute tonsillitis
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Fig 5. Cantitatea relativa exprimatia a genelor din infiltratul de tesut in amigdaliti acuti control (1. TGF g1,
2.GITR, 3.GITRL, 4.CD25, 5.1L-2, 6.CD28 varl 7.CTLA-4 varl 8CTLA-4 var2 9.IL-18).

In comparge cu inflamaiile cronice, genel¢l-2 si CD28 sunt supraexprimat&€ D25, TGF 41,
GITRsi IL-18 sunt subexprimate, i&TLA-4si GITRLsunt exprimate similar.

GenelelL-2 si CD28 sunt gene caracteristice limfocitelor T activade,supraexprimarea acestor
gene Tn amigdakt acut arati prezema limfocitelor activate intesutul amigdalian inflamat.
Exprimarea pronuati a geneloiCD25 GITRsi CTLA-4arat prezeia unor limfocite Treg in
tesutul amigdalian inflamat, dar in cantitate mdus fata de inflamaiile cronice.

[11.1.3. Profilul de exprimare al genelor in artrit  a reumatoid a

In poliartrita reumatoial genele studiate de noi se exptiin majoritatea cazurilor luate n
studiu. Excepe suntGITRL, care se exprithla 50% din cazuri (4 din n=8) IL-2, care nu se
exprimi la nici un caz (Fig 6). S-a observat geneleTGFB1, GITRL CD25, CD28 varl
CTLA-4 var 1si CTLA-4 var i IL-18 se exprind in cantititi relativ ridicate ga cum se aratsi

in Fig 7. In compatge cu lotul control, genel&ITR, GITRL CD25 CD28 varl CTLA-4 var 1
si 2 si IL-18 se supraexpri(P<0,05). Comparativ cu inflama acui, diferena semnificativ

este dat delL-2, care nu se exprifrin inflamaia cronic dar se exprifin inflamaia acus.

11
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Fig 6. Procentul probelor pozitive pentru genele immnomodulatoare n artrita reumatoida
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Fig 7. Cantitatea relativa exprimata a genelor din limfocitele sanguine periferice n ’rit 4 reumatoida (1.
TGF g1, 2.GITR, 3.GITRL, 4.CD25, 5.1L-2, 6.CD28 varl 7.CTLA-4 varl, 8CTLA-4 var2 9.1L-18).

[11.1.4. Profilul de exprimare al genelor in lupus  eritematos sistemic

Profilul de exprimare ainut pentru lupusul eritematos sistemic este asétor cu cel gsit in
poliartrita reumatoial

In mod aserinator celor observate in amigdalita acgt in poliartrita reumatoi#l majoritatea
genelor studiate de noi se expiiin toate cazurile,sa cum este prezentat in Fig 8. Exeepste
GITRLcarese exprimi doar la jumitate din cazuri (2 din 4)L-2 se exprini doar la ptine
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cazuri (1 din 4 cazuri). #adar, lupusul eritematos sistemgicpoliartrita reumatoid difera de
inflamajia acudi prin exprimarea joasa IL-2, iar faa de lotul control prin supraexprimarea
tuturor genelor.
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Fig 8. Procentul cazurilor pozitive ale unor genemunomodulatoare din limfocitele sanguine periferi@ in

lupus eritematos sistemic

Relative quantities of expressed genes in systemic lupus erythematosus
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Fig 9. Procentul cazurilor pozitive ale unor genemunomodulatoare din limfocitele sanguine periferi@ in
lupus eritematos sistemic (1TGF g1, 2. GITR, 3. GITRL, 4. CD25, 5.1L-2, 6. CD28 varl 7. CTLA-4 varl,
8.CTLA-4 var2 9.1L-18).
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In ceea ce priwte cantifitile relative exprimate ale genelor este de remalipat IL-2, si
supraexprimaredGF £1, GITR GITRL CD25 CTLA varlsi var2si IL-18 Fig 9.

Poliartrita reumatoidl este o boal inflamatorie autoimuih sistemi@, cauzat de controlul
ineficient al celulelor T autoreactive CD4+CD28+T{Th1) sau al limfocitelor B proditoare
de anticorpi, de are limfocitele T reglatoare CD4+CD25+ (Tgi) de limfocitele T supresoare
CD8+CD28- (Ts) (Xue Hsi colab,2010) Unii autori au identificat in sangeke in lichidul
sinovial al pacietilior cu AR limfocite T reglatoare cu fune schimbat .

Lupusul eritematos este o bdadutoimuld sistemi@ cauzai de produga de autoanticorpi
Tmpotriva antigenilor nucleari, ca urmare a unarfticite B hiperactive. De asemenea, in LES
limfocitele T efectoare pot avea fenotip hipera¢finry EC si colab.2010).

Am demonstrat suprareglarea ARNGITR, GITRL, CD25, TF@1, CTLA-4in limfocitele
periferice ale paciaitor cu artrii reumatoid si lupus eritematos sistemic. Genele CBPRB.-2
sunt subexprimate la agepacieni.

Toate genele supraexprimate sunt cele caracterigtiéocitelor Treg, ins dat fiind faptul & IL-

2 necesar activarii limfocitelor este subexprimat poate indica faptulaclimfocitele Treg nu
sunt fungionale, sunt anergice, ceea ce eXplimnicizarea inflamgei.

De asemenea, am demonstratpcofilurile de exprimare ale genelor costimulagatudiate n
artrita reumatoid si lupusul eritematos sistemic sunt similare (p>0.00fre elesi caracteristice
inflamgiei cronice, difek de profilurile obinute n inflam@a acud sau in cancer, ceea ce ajut

la diferenierea intre diferitele tipuri de inflama

[11.1.5. Profilul de exprimare al genelor in cancer  ul mamar

In neoplazie, Tn tumora mamiafGF B1, GITRsi CD25se exprind Th majoritatea cazurilor, pe
cand genel&ITRL1N 2 din 10 cazurilL-2 in 1 din 10 cazuriCD 28 varlin 3 din 10 cazurisi
variantele 1si 2 CTLA-4se exprin in puine cazuri (1 din 10 cazuri) (Fig 10).

in ceea ce privge cantiitile relative exprimate (Fig 11), cantitatea relatay TGF B1 este
aseninatoare cu lotul martor, dar mai redusata de cea din amigdaditacut, artriti reumatoid

si lupus eritematos sistemic. Pentru a exclude enaele erori date de faptuk da tumora
mama#é am lucrat cu probe dgesut, iar la lotul control cu sange periferic, amogedat la

colectarea de sange periferic de la pagieau tumoi mama# si am comparat exprimarea
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genelor studiate ditesut, respectiv sange de lagicpacieni. Diferertele disite intre cele dau

tipuri de probe biologice nu sunt semnificative.
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Fig 10. Procentul cazurilor pozitive pentru genemunomodulatoare din infiltratul de tumor &8 mamara
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Fig 11. Cantitatile relative exprimate ale unor gene imunomodulatare din infiltratul de tumor & mamara (1.
TGF g1, 2.GITR, 3.GITRL, 4.CD25 5.1L-2, 6.CD28 varl, 7.CTLA-4 varl, 8. CTLA-4 var2 9. IL-18).

[11.1.6. Profilul de exprimare al genelor in cancer  ul bronhopulmonar
Tn tumorile pulmonar&ITRL, IL-2 si variantele CTLA-4se exprind Tn puine cazuri cum este
prezentat pe figura 12. Caitite relative exprimate sunt mici pentru majoritagenelor (Fig

13), sunt ptin mai mari pentruGITRL, CD25 IL-2 si IL-18. Cantititile relative ale genelor
studiate sunt mai mici fade lotul controki fata de restul patologiilor.
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Fig 13. Intensititile relative ale unor gene imunomodulatoare n tumle bronhopulmonare (1. TGF g1, 2.

GITR, 3.GITRL, 4.CD25, 5.IL-2, 6.CD28 var] 7.CTLA-4 varl, 8. CTLA-4 var2, 9.IL-18).

Prin metoda DNA microarray, Zhang ¥.colab, (Zhang Xsi colab., 2002) au observai tn
limfocitele murine T, activate, tumor specifice swxprimate peste 100 de gene, pe cand
limfocitele T naive exprira 37 de gene. Printre cele suprareglate in limfleitaurine T,
activate se nuama si TGF g, CD25 4-1BB GITR, CD28 CTLA-4 OX40.

Markerii fenotipici pentru Treg sunftD25 CTLA-4si GITR, care se exprith constitutiv pe
aceste celule.

Datele noastre aratsubexprimarea tuturor genelor costimulatoare atedfad de inflamaii,

atat faa de inflamia acu, catsi fata de cea cronic
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In comparége cu lotul control, se poate obsendlt-2 si CTLA-4nu se exprirh (asemdnitor
lotului control), intensitile relative pentruTGF g1 si IL-18 sunt similare, ialCD25 CD28
GITRsi GITRLsunt supraexprimate.

Supraexprimare&€D25 CD28 GITR arat prezeta limfocitelor Treg Tntesutul tumoral intr-un
numir mai mare fei de control. Aceste celule Treg contribuie la ssjarémuri antitumorai. In

mod aserinator GITRLsi TGF 41 contribuie la tolerata imuri a celulelor tumorale.

[Il.2.Exprimarea genelor costimulatoare la lotul co  ntrol, in patologii inflamatorii i

n neoplazii

[11.2.1. Exprimarea ARNm CD25
Analiza intensititilor relative arat supraexprimare&D25 in inflamgia croni@ si acug, in
contrast cu probele de neoplagiéotul martor, ga cum sunt prezentagein Fig 14.

Relative guantities for CO25 gene expression in pathologies

e
H —I—
naf o
JIL
0 —
|

T
04f : .
|

intfrmrn2

|
| x 3
02 F | 4
| o
== | o
le B A Bl
1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 B
pathologies

Fig 14. Intensititile relative de exprimare aleARNm CD25(1.cancer mamar, 2.cancer bronhopulmonar, 3.
amigdalita acuta, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6.control)

Cele mai ridicate valori pentru exprimarABNm CD25u fost olinute in inflam@a cronia.
Intensittile relative pentru exprimareg2D251n cancerul mamag bronhopulmonar au fost mici,
si din punct de vedere statistic sunt similare Tieies precunsi cu lotul martor (P < 0.05)Mai
mult, in alte probe dgesut tumoral, cum sunt cele rectgileele renale, exprimargeRNm CD25

a fost la fel de szuta si aseninatoare cu controlul.
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CD25 este marker fenotipic pentru limfocitele Treg.

[11.2.2. Exprimarea ARNm [L-2

Rezultatele noastre de screeningzvaiori ridicate ale intenditilor relative pentru exprimarea
ARNmM IL-2in inflamgia acué cum sunt prezentatein Fig 14.ARNm IL-2 nu este exprimat la
pacienii control si nici la cei cu inflamge cronic sau cancer mamar.

In alte tipuri de tumori, cum sunt tumorile rectg®din nunirul total de 2 cazuri), tumorile
renale (2 din nudrul total de 2 cazuri)si 1 proki de limfocite periferice din cancerul

bronhopulmonar, apaRNm IL-2.

Relative quantities for IL-2 gene expression in pathologies
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Fig 15. Intensititile relative pentru exprimarea ARNm IL-2 n neoplazie, inflamaii si lotul control (1.cancer
mamar, 2.cancer bronhopulmonar, 3. amigdali acuti, 4. artriti reumatoida, 5. lupus eritematos

sistemic, 6.control)

[11.2.3. Exprimarea ARNm CD28

In urma screeningului pentru exprimar@BNm CD28 am identificat toate cele opt variante
alternative ale ARNm, care au fost descrise in limfocitele din sangaafgric de Manisha
Deshpandesi colab.,2002. Aceste variante alternative &BNm se pot identifica atat in
limfocitele periferice c&$i in infiltratul detesut, @a cum sunt prezentate in Fig 16.

La prelucrarea datelar analiza statistit s-a luat in considerare doar varianta 1 (cea umaj)
NM_006139.
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Fig 16. PCR a geneCD28
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Fig 17. Exprimarea ARNm CD28 Tn cancersi inflamatii (1. cancer mamar, 2. cancer bronhopulmonar, .3
amigdalita acuta, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6.control)

Analizele noastre arasupraexprimarea semnificativa ARNm CD281n amigdalita acdt(P <
0.05) faa de lotul control.Intensitatea relatdy a CD28 este mai mig n inflamaiile cronice
decat in cele acute, dugum este prezentape figura Fig 17. Paci¢ihcu cancer mamasi

bronhopulmonar aratexprimare redusde CD28§ la fel casi in cazul tumorilor renalgi a celor
rectale.

Limfocitele periferice ale lotului control nu expri CD28.

[11.2.4. Exprimarea ARNm TGF g1

Determiriirile noastre arédt suprareglarea semnificaliva exprinarii ARNm TGF g1 in

inflamatiile cronice - in artrit reumatoid si lupusul eritematos sistemic - in compagau lotul
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martor, da cum se poate observa in Fig.18. De asemdr®hg,f1 este supraexprimai n
comparg@e cu amigdalita acat Limfocitele totale ale limfocitelor martagi cele dintesutul
tumoral prezint exprimare moderata ARNMTGF f1, care din punct de vedere statistic, sunt
similare (P < 0.05).

Relative quantities for TGF B1 gene expression in pathologies
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Fig 18. Intensititile relative pentru exprimarea ARNm TGF g1 (1. cancer mamar, 2. cancer
bronhopulmonar, 3. amigdaliti acuta, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6.control)
TGF 1 este implicat in efectul de supresie al celulelor Treg, atandel murin casi la cel
uman.

Mai mult, craeterea cantittii TGF p1 poate fi asociatcu strile canceroase avansafepoate
avea rol de prognostic (Luazski W. si colab., 2010),( Sato Ysi colab., 2010),( Zhao X.Ri
colab., 2010),( Domschke €l.colab.,2004), (Chod Ji colab.,2008).

[11.2.5.Exprimarea ARNm CTLA-4

Perechea de amarfolositi pentru amplificarea ARN@TLA-4permite evidetierea din
limfocite perifericesi din tesut a ambelor variante ale ARNBTLA-4 si anume: ARNnvarianta
1 (NM_005214%i ARNm varianta 2 (NM_001037631).

Profilele de exprimare oimute pentru cele dawariante sunt destul de asemitoare, aa cum
sunt prezentate in Fig 19
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Fig 19. Exprimarea ARNm CTLA-4 varlsi CTLA-4 var2 in cancersi inflamatii (1.cancer mamar, 2.cancer
bronhopulmonar, 3. amigdalita acuta, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6.control)
Rezultatele noastre afiasupraexprimarea ARNIG@TLA-41n cele doa tipuri de inflamaii, in
comparde cu lotul controlsi cu tesutul tumoral. Intengitile relative olinute sunt similare
statistic (P< 0.05) pentru inflania acud, artrita reumatoidlsi lupusul eritematos sistemic. Pe de
alta parte, variantel€TLA-4 nu sunt exprimate nici la lotul contrel nici in tesutul tumoral
mamar, In& o0 exprimare szuti s-a putut observa pentru ambele variante in liitdlec
periferice sanguine al pacidor cu cancer mamai in tumorile renale solide.

Zhang a observatacare loc suprareglaredGF 1, IL-2R (CD25), GITR, CD28 si CTLA-4
(CD152) in urma actirii limfocitelor T tumor specifice in compara cu limfocitele T naive
(zhang X.,si colab.,2002).
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[11.2.6. Exprimarea ARNm GITRL

Relative guantities for GITRL gene expression in pathologies
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Fig 20. Intensititile relative ale exprimarii GITRL Tn cancer si inflamatii (1. cancer mamar, 2. cancer
bronhopulmonar, 3. amigdalita acuti, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6. control)
ARNmM GITRLnu s-a putut identifica Tn cazul lotului contrdr 2 din n=10 piese de tumori
mamaresi 1 din n=4 probe de limfocite periferice ale patier cu neoplazie bronhopulmoriar
exprima GITRL Asendnator, GITRLeste exprimagi in alte probe dessut tumoral: 2 din totalul
de 2 tumori rectale, 2 din totalul de 2 tumori flersa2 din total de 2 probe de limfocite

periferice ale pacigitor cu cancer mamar.

GITRL a fost suprareglat semnificativ (P< 0.05) in apr@tiv jumitate din cazurile cu

inflamatie acus sau cu inflamge cronic, asa cum este prezentat in Fig.20.

Conform datelor lui Baltz (Baltz K.M.si colab.,2007),GITRL este exprimat constitutiv de
celulele tumorale umang moduleaz imunogenitatea lor, se¢i@ de citokinesi interagiunea
celulelor transformate cu celulele NK, acestea uwima exprimandGITR StimulareaGITRL
reduce drastic exprimarea altor molecule imunodatoare, cum sunt CD4§l CD45 (Baltz
K.M. si colab., 2007). De asemenea, semnalizarea@IfifkL modifica exprimarea moleculelor
reglatoarssi stimuleaz produgia citokinei inhibitoareT GF g de citre celulele tumorale.

Tuyaerts (2007), nu a putut identifica expriman€@TRLIn celulele mononucleare ale séngelui,

dar exprimare&ITRL a fost evidetiata in linii de limfocite B, transformate cu EBV, cusant
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888-EBV, 1087-EBV, 1088-EBYV sau linia de celule HE¥, EA.Hy926 ( Tuyaerts Si colab.,
2007 ).

[11.2.7. Exprimarea ARNm GITR

GITR nu este exprimat in limfocitele periferice &eului control. Tn inflaméa cronid si acu
s-a afitat suprareglarea semnificatia GITR (P< 0.05) in compara cu lotul control. Toate
probele de inflamge cronic arat canti@ti ridicate aleGITR, pe cand valorile almute pentru
inflamaia acu# au fost mai stzute ga cum se preziatin Fig.21.

In tumorile mamarai bronhopulmonar&ITR este exprimat, dar este subreglat semnificativ in
compargie cu lotul cu inflamai. in alte probe degesut tumoral, cum sunt tumorile renale, de
colonsi la limfocitele periferice ale pacientelor cu cananamar,GITR apare in majoritatea
cazurilor Tn cantiti relativ reduse.

La soareci, limfocitele Treg expriinconstitutiv cantiiti mai ridicate de GITR decét limfocitele

T convenionale, indiferent de starea lor de activare salodaizare (Coe Dsi colab. 2010).

In modelul desoarece, utilizarea concomiténa anticorpilor anti-CTLA-4/anti-GITR mAb se
finalizeaz prin activitate antitumoralmai eficien decat in cazul utiliarii separate a acestor
anticorpi

Utilizarea anticorpilor anti-CTLA-4 duce la gterea nurarului de limfocite T CD8+ irtesutul
tumoral. Folosirea anticorpilor anti-GITR are gg&@onsecin cresterea rezistgei limfocitelor T
CD8+ tumor specifice la Treg, supraexprimaf@a?5 si secreia mirita de citokine, care se

concretizeaz in efect antitumoral anit.
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Relative quantities for GITR gene expression in pathologies
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Fig 21. Intensititile relative pentru exprimarea ARNm GITR ARNm (1. cancer mamar, 2. cancer

bronhopulmonar, 3. amigdalita acuti, 4. artrita reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, 6.control)

Cohensi colah au demonstrat ac utilizarea anticorpilor anti-GITR este eficiénin
raspunsul antitumoral, la modelul de melanom, prigsoriarea nurirului Treg antitumoraki
prin stimularea limfocitelor T responder (Cohen AsDcolab., 2010). Pontg colah au propus
utilizarea anticorpilor anti-GITR cgl adjuvant de vaccinuri in terapia tumorilor henhadgice,
tumorilor solide si Tn infeqiile virale (Ponte J.Fsi colab., 2010). Mai mult, acest anticorp a fost
utilizat intr-un model de vaccin de limfocite T,realimira definitiv si complet tumorile de col
uterin cauzate de virusul papiloma la modelul muAgest efect nu a fost gbut cu ati

adjuvani cum sunt anti-CD4 sau interferentHoffmann Csi colab., 2010).
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[11.2.8.Exprimarea ARNm IL-18

Relative guantities for IL-18 gene expression in pathologies
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Fig 22. Exprimarea ARNm IL-18 Tn cancersi inflamatii (1. cancer mamar, 2. cancer bronhopulmonar, 3.

amigdaliti acuti, 4. artriti reumatoida, 5. lupus eritematos sistemic, &ontrol)

Rezultatele noastre afiaexprimarea szuta a IL-18 Tntesutul tumoral mamar,sa cum este
prezentat pe Fig 22. Un ndmde 5 din totalul de 10 pacigrexprima IL-18, procent care este
similar cu cel obnut la lotul control (8 dintr-un total de 19 cagur

In alte tesuturi tumorale decat cele mamadte]8 este supraexprimatdugi cum urmeaz in
tumorile ovariene (2 din n=2), tumorile rectaled{® n=2), tumorile renale (2 din n=2), tumorile
de colon (2 din n=2}i cel de col uterin in stare avansgl din n=1). In cazurile de tumori
ovariene, tumori rectale, tumori renae de colonIL-18 este suprareglatcomparativ cu
tesuturile tumorale mamasefata de lotul control (P < 0.05).

De asemenea, exprimardal8 a fost determinatsi din limfocitele periferice ale paciéfor cu
tumori mamare (n=2), tumdrovariari (n=1), tumoi rectak (n=1) si tumorile bronho-
pulmonare (n=4). Cantitile relative alelL-18 din limfocitele periferice au fost similare cu eel
gasite in limfocitele din infiltratul tumoral, cu egpia tumorilor mamare (P < 0.05), unde

cantititile au fost mai ridicate in limfocitele periferice.

Pentru exprimaredl-18 cele mai mari valori au fost ghute in inflamaa cronic, urmat de

inflamaia acud asa cum este prezenidn Fig 22.
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ARNmM IL-18 este suprareglat semnificativ in limfocitele peide ale paciegiior cu artriéa
reumatoid si cu lupus eritematos sistemic in compe&racu ale celor cu inflani@ acus,

pacienii neoplazicisi subiegi martor.

IV. CONCLUZII

In aceast lucrare ne-am propus studierea exprimARNm al unor gene implicate in
modularea imuiavand rol costimulator.

Subiectul este destul de complex, nu numai din &dagtului & reglarea imui este un
fenomen cu multe variabile, gi datorita faptului G aceesi gera cu rol costimulator poate avea
rol imunostimulator sau imunosupresor n fuaae condiile fiziologice, de micromediul dat
de citokine, in funge de diferite popul@ celulare implicate, sau in futie de intensitatea
semnalului de stimulare. De asemenea, diteterpot fi determinatei de modelul experimental
ales, model uman sau glearece, model in vitro, ex-vivo sau in vivo.

Pentru a avea o imagine cat mai aprapas realitatea fiziologicam lucrat cuesuturi
umane ex-vivo, bazandu-ne pe datele preliminatieatie pe modele experimentale goarecisi
pe modele de culturi celulare.

Pentru a evidara diferenele de exprimare a genelor costimulatoare n t&ferondiii
am lucrat cu probe provenind de la padien inflamaie acud, croni@, pacieni cu neoplazisi
cu voluntari 8natosi.

Pentru a otine date legate de exprimarea genelor imunomodakatam ales diferite
tipuri de inflamaii: dintre care artrita reumatoidsl lupusul eritematos sistemic, care sunt
considerate cele mai frecvente boli autoimumeamigdalita acut, care este o inflania
frecvent, dar foarte ptin studia# la nivel molecular.

Am lucrat cu limfocitele totale sanguine sau imfite dintesuturi, iar valorile ofinute
pentru exprimarea genelor reprezistima exprirarilor pe diferite populai de limfocite dintre
care limfocitele T respondeai cele reglatoare au importandeosebit. Un pas urritor ar fi
separarea limfocitelosi studierea exprifrii genelor costimulatoare pe diferite poptilale
limfocite si urmarirea eficienei tratamentului antiinflamator la acest nivel.

Metoda aleaseste semicantitativsi presupune optimizarea exigera readilor, analiza

datelor, iar valorile ofinute sunt valori relative de exprimare.
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Ca urmare, am oimut procentul probelor pozitivesi cantititile relative pentru
exprimarea fiefrei gene, care a permis construirea unor profilexggimare in diferite patologii
inflamatorii si neoplazii. Pe baza acestor profile s-a realizaliza comparativ a genelor
exprimate in diferitele tipuri de inflamg n neoplazii respectiv la lotul control.

Metoda de prezentare graficutilizata, realizai cu programul Matlab, aturi de
indicatorii statistici valoarea miniim maximi, medianasi distributia prezind si semnificaia
statistié a datelor.

In concluzie am observati in diferite condii ARNm pentru o serie de gene imunomodulatoare
sunt suprareglate, pe cand altele nu se exprim

1). Profilul de exprimare a genelor costimulatol@rdotul control este caracterizat prin
exprimarea moderata ARNm TGFB1, CD25si IL-18 si lipsa GITR GITRL IL-2, CD28§
CTLA-4 varlsi CTLA4 var2

2). Infiltratul detesut Tn amigdalita acutdin punct de vedere al exp&im genelor,
poate fi caracterizatprin supraexprimarea tuturor genelor studiaté fie lotul control. Tn
compargde cu inflamaiile cronice ARNmIL-2 si CD28 sunt supraexprimaté; D25 TGF 41,
GITR si IL-18 sunt subexprimate ia€TLA-4 si GITRL sunt similare. Aceasta afiabumirul
ridicat, sau mai posibil activitate prortati atat a limfocitelor T responder CB@D25, catsi a
Treg ca urmare a inflartiai acute.

3). Profilul de exprimare al ARNm g@hut din limfocitele sanguine ale pacigor cu
artriti reumatoid si lupus eritematos sistemic sunt similare din pudet vedere statistic
(p<0.05).

4). In inflamaia cronic cantitatea relativexprimati aTGF B1 este mai ridicatdecat in
inflamaia acut, la felsi GITR, CD25 si IL-18. Cantittile relative aleGITRL, IL-2, CTLA varl
2 sunt asernatoare (P<0,05), idiL-2 si CD28sunt subexprimate.

GITR, GITRL CTLA-4 varlsi CTLA-4 var2sunt exprimate Tn caniii relative mari in ambele
tipuri de inflamaii. Tn inflamatia cronié GITR, GITRL si CTLA Tsi au originea n limfocitele
Treg. CTLA-4 de pe limfocitele T inhib activarea limfocitelor, astfel regleazolerana
periferica.

5). In infiltratul detesut tumoral am evidéat intensisiti relative niirite fata de controale
pentru ARNmMCD25 CD28, GITR GITRL TGF 1. Nu am putut identifica ARNML-2 si
CTLA-4 in tesutul tumoral. Intengitile ridicate pentruCD25 GITR GITRL TGF B1 se
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datoreai prezerei unor limfocite Treg. Aceste date sunt in coneotd cu teoria actud)
conform dreia celulele tumorale evitsistemul imunitar al organismului gazau ajutorul
limfocitelor Treg, care protejeazumora de limfocitele responder.

6). GITR este exprimat de macrofagi activel de celule mononucleare, este suprareglat
prin activare in limfocitele T responder CI¥D25. GITR este utilizat cai marker fenotipic
pentru limfocitele supresoare CIZD25 . In modelul murin GITR are rol de iigre al
raspunsului efector in subpoptlaCD4 si CD8, iar prin stimularea GITR limfocitele T
responder devin mai gin sensibile la efectul supresor al Treg. In modetaurin s-a dovedit
efectul sinergic al GITRi CD28.

GITRL este exprimat constitutiv pe o serie de celulegmtatoare de antigen (macrofagi, celule
dendritice, limfocite B)i celule endoteliale. De asemenea, Tuyaers nu @t mentificaGITRL
pe limfocitele periferice sanguine, dar a demonsx@rimareahGITRL1n linii de limfocite B
transformate cu virusul EBV.

Studii recente au evidgat supraexprimare&ITR si  GITRL din macrofagele din lichidul
sinovial si din limfocitele din sangele periferic ale padgitr cu artrii reumatoid. Mai mult,
stimularea GITR din macrofagele sinoviale cu ampcanti-GITR induce citokine inflamatorii.

In concordafi cu cele de mai sus, rezultatele noastreiaaGITRsi GITRLnu se exprir la
lotul control, dar am evideiat supraexprimarea ARNGITR si GITRL in toate tipurile de
inflamaii. Astfel presupunem asistemul GITR-GITRL are efect proinflamator inlamaia
acut si in cea cronig. S-a dovedit chiar,acdin modelul murin sistemul GITRL- GITR este mai
important Tn reglarea limfocitel@D8 decéat alCD28.

7). IL-18 este o citokia proinflamatoare. In modelul murin utilizarea aotjgilor de
neutralizare al IL-18 reduce severitatea inflgiioa.

In concordari cu acestea sust datele noastre de screening pentru ARNRiS, care
arati suprareglarea semnificadiML-18 in limfocitele periferice ale paciglor cu inflamaie
cronic si suprareglarea mai modexah cazul inflamgéei acute.

8).IL-2 si CD28sunt markeri de activare al limfocitelor.

Astfel, rezultatele noastre aieguprareglarea semnificaiival IL-2 si CD281n amigdalita
acuf, ceea ce este dedtes pentru £intr-o inflamaie acut predomiri procesele inflamatoare.
IL-2 nu se exprird Tn artrita reumatoi lupus eritematos sistemic, in neoplazila martori.

Conform obseruglor lui Thornton si colab. IL-2 este secretatde limfocitele T responder
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activatesi este necesarpentru proliferarea limfocitelor T responder CB®H25 in prezem
Treg CD4CD25'. In mod similar,IL-2 secretat de limfocitele T responder CD@D25 este
implicati Tn reglarea funiei supresoare al Treg CB@D25" (Thorntonsi colab., 1998).

9). Cu toate £in artrita reumatoidsi lupusul eritematos sistemic nu se exgrin-2 am
demonstrat supraexprimarea receptorului de mangaté pentru IL-2si anume CD25. La fel
estesi Tn neoplazii.

10). Tn concordagi cu cele observate de Mottonesh colab. am demonstrat
supraexprimarea ARNNCTLA-4 ARNm var Ii var 2 in inflamaia cronic. In artrita
reumatoid si lupusul eritematos sistemic exprimarea ARNID28 este mai ridicat decat la
lotul control. CD28 are rol proinflamator, pe cA@¥ LA-4 are rol antiinflamator.

11). Am demonstratacT GF 51 este suprareglat in limfocitele periferice aleigador cu
artrita reumatoid si lupus eritematos sistemic in comp#acu lotul controki inflamatia acui.
Citokina TGFp1 este secretatde macrofagi proinflamatori, are rol in inhibaieflamatiei si
regeneraregesuturilor. O serie de celule expimeceptori pentru TGB1, iar proteina poate
regla pozitiv sau negativ factorii de giere.

Cercelrile arati ca TGF p1 este supraexprimat la paciénneoplazici avand rol
proinflamator. Baltz a determinat caatitmai ridicate de TGF51 in supernatantul limfocitelor
Treg.

Conform rezultatelor noastre exprimarea TgHRn neoplazii, amigdaktacut si la lotul
control este aseinatoare.

Rezultatele noastre reprezinprima etap in evaluarea exprimi ARNm al genelor
costimulatoare in organismul uman, pune bazele pentru cergetulterioare mai aprofundate
ale acestor aspecte.

Desi, exist diferente funcionale intre mecanismele costirul Tn culturi celulare, Tn
modelul murinsi uman, rezultatele eimute sunt proméitoare pentru aplig¢a practice in terapia
imuna a bolilor autoimune sau a cancerului.

In concluzie, rezultatele noastre contribuie l@kegerea mecanismelor fiziologice de reglare a
limfocitelor in inflamaii si boli neoplazice.

Cunoaterea exprirarii genelor imuno-modulatoare face posibilliferertierea in profile de
inflamatie acu#i, croni@ si neoplaziesi de asemenea contribuie la elaborarea uridorde

intervenie tintite.
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