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—— REZUMAT —

Introducere. Infectia HIV determina modificari in sistemul imun adaptativ si o inflamatie cronica, modificari
similare cu cele din imunosenescenta. O variatie semnificativa a subseturilor de limfocite din sangele periferic a
fost raportata la indivizii sanatosi din diferite regiuni geografice, ca si in infectia HIV si in imbatranire. Sunt necesare
referinte nationale pentru toate grupele de varstd, care sa includa si subiectii varstnici. Tn acest studiu ne-am
propus sa comparam subseturile de limfocite din sangele periferic si expresia CD28, ca un marker de imbatranire,
la subiecti tineri si varstnici infectati HIV si la subiecti control potriviti ca varsta, pentru prima data ih Romania.
Material si metoda. Am efectuat un studiu transversal, de tip caz-control, in Bucuresti, pe un numar de 38 de
subiecti infectati HIV, tratati cu terapie antiretrovirala si 26 de subiecti control, HIV seronegativi, sanatosi, potriviti
ca varsta. Fiecare subiect a fost evaluat pentru urmatorii parametri: numar total de limfocite, celule T (total, CD4,
CD8), B, NK in valoare absoluta si procent, CD4/CD8 si subseturile CD8/CD28.

Rezultate. Masurarea parametrilor TCD4, TCD8 si raportul CD4/CD8 a condus la diferente semnificative statistic
la subiectii HIV+ comparativ cu subiectii control, datorate infectiei HIV. TCD4 in valoare procentuala si absoluta a
avut valori mai mici in lotul pacientilor HIV+ comparativ cu subiectii control (media 21,3% vs. 46,9%, p < 0,001 si
436 vs. 908 cel/uL, p<0,001, respectiv). TCD8 in valoare procentuala si absoluta a avut valori mai mari la subiectii
HIV+ comparativ cu subiectii control (media 919 vs. 446 cel/uL, p < 0,001 si 45,9% vs. 21,9 %, p < 0,001,
respectiv). Analiza CD8 si exprimarea antigenului CD28 pe limfocite a relevat o valoare semnificativ mai mare a
parametrului CD8 + CD28+ la subiectii HIV+ in valoare procentuala si absoluta (media 18,4% si 363 cel/uL)
comparativ cu subiectii control (10,8% si 273 cel/pL, p<0,001 pentru ambele valori). Aceasta diferenta poate fi cel
putin partial data de infectia HIV, intrucat populatia limfocitara TCD8 se extinde cu progresia bolii. Diferentele
legate de varsta au fost semnificative doar la subiectii control, in special privind CD28. Singurul marker independent
modificat Tntr-un mod similar in infectia HIV si imbatranire a fost procentul de CD28+ din limfocitele CD8+, care a
fost semnificativ mai scazut la subiectii HIV comparativ cu subiectii control (media 41,9% vs. 55,6%, p = 0,0007)
si la subiectii varstnici control comparativ cu tinerii control (46,5% vs. 63,2%, p = 0,0043).

Concluzii. Evaluarea expresiei CD28 la nivelul limfocitelor periferice CD8+ poate fi un marker util de
imunosenescenta, atat la subiectii sanatosi, cat si la subiectii infectati HIV. Limfocitele care exprima CD28+ sunt
gasite mai putin frecvent la pacientii HIV indiferent de varsta si la subiectii varstnici control. Corelatiile clinice ale
acestui biomarker ar trebui studiate in continuare, in vederea validarii parametrului CD28, ca un biomarker util in
evaluarea imunosenescentei.

Cuvinte cheie: HIV, imunosenescenta, limfocite T, B, NK, CD28, intervale de referinta,
imunofenotipare
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ABSTRACT

Introduction. HIV infection determines adaptive immune response alterations and chronic inflammation, a
process very similar to immunosenescence. Significant variation of peripheral blood lymphocyte subsets is
reported for healthy individuals from different geographical regions, as well as during HIV infection and aging.
National references for all age groups, including elderly subjects, are thus required. In this study we aimed to
compare peripheral blood lymphocyte subsets and the expression of CD28, as an aging marker, in Romanian HIV
infected young to elderly adults and age-matched healthy controls.

Material and methods. We have performed a cross-sectional study, case-control, with 38 HIV infected,
antiretroviral treated patients and 26 HIV seronegative, age-matched healthy controls, in Bucharest, Romania.
Each subject has been evaluated for the following parameters: total lymphocyte counts, T (total, CD4, CD8) B, NK,
lymphocyte count and percentage, CD4/CD8 ratio, and CD8/CD28 lymphocyte subsets.

Results. The measurements of TCD4, TCD8, and CD4/CD8 ratio gave significantly different results in HIV infected
patients compared to controls, due to HIV infection. TCD4 percentages and counts were lower in HIV infected
patients compared to controls (averages of 21.3% vs. 46.9%, p < 0.001 and 436 vs. 908 cell/pL, p < 0.001,
respectively). TCD8 percentages and counts were higher in HIV infected patients compared to controls (averages
of 45.9% vs. 21.9%, p < 0.001 and 919 vs. 446 cell/uL, p < 0.001, respectively). Analysis of CD8 and CD28
expression on lymphocytes revealed a significantly higher CD8 + CD28+ in HIV patients in percent and count
(averages of 18.4% and 363 cells/ yL) compared to controls (averages of 10.8% and 273 cells/ L, p < 0.001 for
both). This difference can be at least partially due to HIV infection, as TCD8 lymphocyte populations expand with
disease progression. Age related differences were significant only in the healthy controls, especially regarding
CD28. The only independent marker modified in similar way by HIV infection and aging was the percentage of
CD28 positive cells among CD8 positive lymphocytes, i.e. it was significantly lower in HIV patients compared to
controls (average of 41.9% vs. 55.6%, p = 0.0007) and in older controls compared to younger controls (46.5 % vs.
63.2%, p = 0.0043).

Conclusions. The assessment of CD28 expression in conjunction with CD8 on peripheral blood lymphocytes can
be a useful immunosenescence marker for healthy and HIV infected patients. CD28 positive lymphocytes were
found less frequently in HIV infected patients irrespective of age, and in older healthy controls. Clinical correlations
of this biomarker should be further studied in order to validate CD28 as a reliable biomarker forimmunosenescence
evaluation.

Key words: HIV, immunosenescence, lymphocytes T, B, NK, CD28 antigen, reference
intervals, immunophenotyping

INTRODUCERE

Deteriorarea sistemului imun care apare odata
cu varsta este descrisa sub termenul de imunosenes-
centd. Imbatranirea globala a sistemului imun este
insotitd de crestere a susceptibilitatii la infectii,
cancere si boli autoimmune, scaderea eficacitatii
vaccinarii si producerea unei afectari tisulare prin
existenta unei disreglari inflamatorii (3). In eva-
luarea mecanismelor de la baza imunosenescentei
s-au utilizat diverse instrumente de studiu (8): 1)
studii transversale care compara subiectii intre
cohorte de varste diferite (tineri-varstnici); 2) studii
longitudinale, care urmaresc o perioada lunga de
timp subiectii varstnici; 3) studii de imbatranire
imund accelerata, oferite de subpopulatiile umane
timectomizate, infectate cronic cu infectii virale
CMV sau HIV, cat si subpopulatii cu boli autoimu-
ne, ca de exemplu poliartrita reumatoida; 4) mo-
dele celulare de imbatranire (senescenta celulard);
5) modele reprezentate de organisme pluricelulare
si modele animale.

Fiecare componenta a imunitatii este afectatd in
intr-un ritm diferit in imbatranire, dar celulele T par
si fie componenta cea mai susceptibila. In imba-
tranire, are loc o schimbare de la celulele T naive

catre celule T cu memorie, Insotita uneori de
cresterea numarului si proportiei de celule TCD8+
si aparitia unei subpopulatii dominante T repre-
zentatd de celule anergice TCD8+CD28-, modificari
atribuite incarcaturii antigenice cronice virale, in
special CMV. Sistemul imun imbatranit are cateva
caracteristici: 1) reducerea numarului si functiei
celulelor stem hematopietice; 2) involutia timica;
3) reducerea celulelor T naive circulante; 4) cres-
terea celulelor final diferentiate T CD28-; 5) cres-
terea nivelului de citokine proinflamatorii circulante
si a nivelului cronic de inflamatie (CRP+). In cadrul
studiilor longitudinale de imunitate OCTO si
NONA (1), a fost prima data definit conceptul de
profil de risc imun: 1) raportul CD4/CD8 <1; 2)
proliferare slaba in vitro a celulelor T (markeri de
senescentd celulard); 3) cresterea in sangele
periferic a numarului celulelor CD8+ si a celulelor
CD8+CD28- in sangele periferic; 4) scaderea in
sangele periferic a numarului limfocitelor B; 5)
prezenta celulelor CD8 specifice CMV (seropo-
zitivitate CMV). Identificarea acestui profil imun
de risc a fost asociatd cu mortalitate crescuta la 2
ani. Nu se cunoaste daca acest profil de risc imun
este valabil si pentru alte populatii din lume, avand
in vedere ca cele doud studii longitudinale au fost
efectuate doar in Suedia, o tard cu particularitati
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socio-economice si geografice semnificativ diferite
de ale multor alte tari din lume, in mod special de
cele din Romania.

In infectia HIV, modificirile imune sunt, pe de o
parte, modificari ale sistemului imun adaptativ si-
milare cu cele din imunosenescenta si, pe de alta
parte, sunt datorate inflamatiei cronice (2,4,5).
Gratie terapiei antiretrovirale (ARV) actuale, pa-
cientii infectati cu HIV trdiesc mai mult si sunt ex-
pusiladezvoltareadeboli cronice tipice imbatranirii,
dar aceasta morbiditate specifica varstei Tnaintate
apare mai precoce $i cu o ratd mai mare decat in
populatia generala (7). Aceste observatii au condus
la lansarea ipotezei cd in infectia HIV existd o
imunosenescenta accelerata, iar studiul imbatranirii
imune accelerate din HIV a devenit una dintre noile
directii 1n cercetarea HIV.

Identificarea deficientelor imune complexe de la
pacientii HIV tratati ARV este importanta, nu doar
pentru managementul cazurilor individuale de
infectie HIV, dar si pentru ca furnizeaza un model
unic de cercetare a cailor din imbatranirea imuna
normald. Desi suprimarea replicarii virale prin tera-
pia ARV permite refacerea numarului de limfocite,
in special a celulelor TCD4, s-a observat ca nu toate
defectele imune asociate infectiei HIV sunt corectate
prin aceasti terapie. In practica curenti, evaluarea
raspunsului terapeutic in infectia HIV este limitata
la masurarea incarcaturii virale si a numarului de
limfocite TCD4, acesta din urma fiind cel mai bun
predictor independent al evolutiei clinice. Nume-
roase studii Insa au ardtat ca, in infectia HIV, functia
limfocitelor TCD4 este redusa intr-un grad care nu
poate fi explicat doar prin scaderea numarului lor.
Un alt factor important este reprezentat de senes-
centa celulelor T, caracterizata prin pierderea ex-
presiei CD28, o molecula de suprafata cu rol co-
stimulator in cadrul sinapsei imune dintre limfocitele
T si celulele prezentatoare de antigen. S-a observat
ca pacientii HIV au un procent mai mare de celule
TCD28- comparativ cu subiectii neinfectati HIV.
Terapia ARV determind reducerea procentului de
celule TCD28-, dar valorile raman ridicate si apro-
piate de cele ale subiectilor varstnici, neinfectati cu
HIV (14). Stimularea antigenica cronica conduce la
acumularea de celule T oligoclonale cu specificitate
pentru un numar restrans de antigene, final diferen-
tiate, cu precadere in compartimentul TCDS8+.
Aceste celule sunt caracterizate prin scurtarea telo-
merilor, pierderea expresiei CD28 si castigarea
expresiei CD57, fiind limfocite CD8+CD28- si
CD8+CD57+ (12). Exista dovezi ca aceste celule T
au un rol important In anumite afectiuni precum
cancerul, bolile autoimune, infectiile cu germeni
intracelulari, ca si in modificarile legate de varsta
ale sistemului imun.

In prezentul studiu ne-am propus si evaluim
subseturile majore de limfocite din sangele periferic,
limfocitele T cu subseturile TCD4 si TCDS, lim-
focitele B si celulele NK (TBNK), precum si ex-
presia la nivel limfocitar a moleculei CD28 in con-
junctie cu CD8, ca un marker de imbatranire a
sistemului imun, la subiecti tineri si varstnici infec-
tati HIV si la subiecti control potriviti ca varsta,
pentru prima data in Romania.

MATERIAL S| METODA

Subiectii studiului

Am efectuat un studiu transversal, de tip caz-
control, cu subiecti infectati HIV si subiecti non-
HIV aparent sanatosi, in Bucuresti. Lotul total a
inclus un numar de 64 de subiecti, din care 38 de
subiecti infectati HIV si tratati ARV (lotul HIV) si
26 subiecti non-HIV, clinic sanatosi (lotul control).
Loturile HIV si control au fost selectionate astfel
incat sa fie potrivite pentru varstd si sex. Varsta
(media + deviatia standard) a fost de 50,1£18,3 ani
in lotul HIV si49,6+19,5 ani in lotul control. Distri-
butia pe sexe (% barbati) a fost de 66% in lotul HIV
si de 44% 1in lotul control.

Studiul s-a derulat in cadrul Spitalului Clinic de
Boli Infectioase si Tropicale Dr. Victor Babes
(SVB) si al Centrului de Diagnostic si Tratament
Dr. Victor Babes (CDTVB), in perioada martie-
august 2012, conform unui protocol definit si
finantat prin contractul 124 EU-2010 (Program
Plan National II: Capacitati, Modul III). Protocolul
a fost aprobat de Comitetul de Etica al SVB 1nainte
de inceperea studiului, iar subiectii investigati au
semnat un consimtdmant informat privind partici-
parea. Din lotul control au fost exclusi subiectii
care la data recrutérii erau diagnosticati cu urma-
toarele afectiuni: cancere, boli autoimune, infectii
active, infectii cronice cu HBV, HCV si HIV. Su-
biectii lotului HIV au fost selectati dintre pacientii
dispensarizati si tratati in cadrul sectiilor de Boli
Infectioase HIV/SIDA ale SVB. Subiectii control
au fost selectati in CDTVB, din baza de date creata
in proiectele de cercetare anterioare, incluzand
varstnici si tineri, fara patologie acuta in momentul
examinarii.

Analiza hematologica

Pentru fiecare subiect a fost recoltat singe venos
periferic anticoagulat cu EDTA K3, pentru hemo-
grama clasica si pentru imunofenotipare, cu respec-
tarea conditiilor preanalitice standard. Numarul to-
tal de limfocite determinat 1n analiza hematologica
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pe o platforma automata a stat la baza valorilor ab-
solute din evaluarile de flow-citometrie ale sub-
populatiilor limfocitare.

DETERMINAREA SUBSETULUI DE LIMFOCITE

Pentru imunofenotiparea limfocitelor din san-
gele periferic s-a folosit analiza flowcitometrica.
Instrumentul utilizat a fost FACSCalibur, Becton
Dickinson cu doua lasere: 488 nm si 635 nm. Pentru
determinarea subseturilor limfocitare TBNK s-a
utilizat kitul de diagnostic in vitro (IVD) BD
MultiTest IMK, Becton Dickinson. Acest kit reco-
manda o marcare fara spalare (de tip lyse no wash)
si utilizeaza gating-ul CD45/SSC pentru definirea
populatiei limfocitare. Marcarea cu 4 culori implica
utilizarea a doua tuburi achizitionate si analizate cu
softul BD MultiSET:

—Tubul 1: CD3/CD8/CD45/CD4, cu urmatoarea
compozitie de anticorpi monoclonali: CD3 clona
SK7, marcat FITC; CD8 clona SK1, marcat PE;
CD45 clona 2D1 (HLe-1), marcat PerCP; CD4
clona SK3, marcat APC.

— Tubul 2: CD3/CD16+CD56/CD45/CD19, cu
urmatoarea compozitie de anticorpi monoclonali:
CD3 clona SK7, marcat FITC; CD16 clona B73.1
si CD56 clona NCAM 16.2, ambii marcati PE;
CD45 clona 2D1 (HLe-1), marcat PerCP; CD19
clona SJ25C1, marcat APC.

Analiza exprimarii markerului CD28 pe celulele
CD8+ s-a facut intr-un esantion de sange periferic
din aceeasi proba ca in cazul analizei TBNK, utili-
zand kitul pentru uz exclusiv in cercetare (RUO)
SimulTest CD8/CD28, Becton Dickinson. Pentru
achizitie si analiza s-a folosit softul BD CellQuest
cu gating FSC/SSC al populatiei limfocitare. In
acest kit tehnica de marcare include spalarea celu-
lelor dupa liza hematiilor (tehnica de tip lyse wash).
Reactivul kitului contine anticorpi monoclonali
fatd de CD8 (clona SK1) marcati cu FITC si fata de
CD28 (clona L293) marcati cu PE.

Datele rezultate din analiza flow-citometrica au
fost exprimate in valori procentuale din totalul lim-
focitelor, cu exceptia exprimarii CD28 in cadrul
limfocitelor CD8+, iar valorile absolute ale sub-
seturilor limfocitare au fost calculate din numarul
absolut al limfocitelor determinat prin evaluarea pe
platforma hematologica.

ANALIZA DATELOR

Datele au fost prelucrate cu softul SPSS ver-
siunea 16.0. A fost efectuatd o analizd statistica
descriptiva pentru fiecare subpopulatie limfocitara

de interes, in fiecare din cele doua loturi, exprimand
valorile ca medie, deviatie standard si/sau interval
de confidenta 95%. Am utilizat metoda statistica
t-test independent in vederea compararii mediilor
intre lotul HIV si lotul control. Corelatiile intre
varsta si variabilele imune de interes din cele doua
loturi au fost exprimate prin coeficientul Pearson
(7). Valorile p < 0,05 au fost considerate semnificati-
ve statistic.

REZULTATE

Compararea parametrilor de imunitate celulara intre
lotul HIV si lotul control

Determinarea subpopulatiilor limfocitare majore
T, B, NK 1in lotul control si lotul HIV au condus la
datele exprimate in Tabelul 1. Determinarea subse-
turilor obtinute din imunofenotiparea CD8/CD28
in lotul HIV si lotul control a condus la datele expri-
mate Tn Tabelul 2.

In subpopulatiile limfocitare majore T, B, NK
am obtinut diferente semnificative statistic pentru
urmatoarele variabile, intre lotul control si lotul
HIV: T CD4+ (46,9 vs. 21,3%, p < 0,001; 908 vs.
436 celule/pL, p <0,001); T CD8+ (21,9 vs. 45,9%,
p<0,001; 446 vs. 919 celule/pL, p < 0,001), CD4/
CD8 (2,26 vs. 0,57, p < 0,001). in subseturile CD8/
CD28 am obtinut diferente statistice Tn urmatoarele
cazuri: CD8+ total (24,2 vs. 45,4%, p < 0,001; 499
vs. 908 celule/uL, p<0,001), CD8+CD28+ (13,3
vs. 18,4%, p = 0,001; 273 vs. 363 celule/uL,
p=0,05), CD8+CD28- (10,7 vs. 27,0, p < 0,001;
226 vs. 544 celule/ulL, p<0,001) si parametrul
CD28 + din limfocitele CD8 + (55,6 vs. 41,9%,
p < 0,001, 480 vs. 381 celule/uL, p < 0,001).

Aceste observatii sustin idea ca parametrii ma-
jori de caracterizare pentru imunitatea celularda in
lotul HIV difera semnificativ statistic fata de lotul
control, inclusiv pentru subseturilee CD8/CD28:
CD8+CD28+ si CD8+CD28-. Diferentele intre
celulele T (CD3+), celulele B (CD3-CD19+) si
celulele NK (CD3-CD16+/CD56+) intre cele doua
loturi nu sunt semnificative.

Evaluarea compartimentului de celule T este o
componenta cheie in evaluarea atat a imunosenes-
centei, cat i in monitorizarea infectiei HIV. Singurul
marker independent modificat intr-un mod similar
in infectia HIV si Tmbatranire a fost procentul de
CD28+ din limfocitele CD8+, care a fost semni-
ficativ mai scazut la subiectii HIV comparativ cu
subiectii control (media 41,9% vs. 55,6%, p =
0,001) si la subiectii varstnici control comparativ
cu tinerii control (46,5% vs. 63,2%, p = 0,004).
Aceste date sunt reprezentate in Tabelele 3 si 4.
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TABELUL 1. Subpopulatiile limfocitare T (total, CD4, CD8), B si NK in lotul control gi lotul HIV

Lot control (n = 26)

Lot HIV (n = 38)

Proportia din total

Valoare absoluta

Proportia din total

Valoare absoluta

Tip celular limfocite (%) (celule/pL) limfocite (%) (celule/pL)
(95% interval de (95% interval de (95% interval de (95% interval de
confidentd) confidentd) confidentd) confidentd)
Limfocite (total) |100 2.042 (1.856-2.228) 100 2.030 (1.843-2.218)

Limfocite T

70,9 (69,1-72,8)

1.438 (1.294-1.581)

71,9 (68,6-75,1)

1.452 (1.310-1.595)

Limfocite T CD4+

46,9 (44,3-49,4)

908 (787-1.029)

21,3 (17,6-25,1)

436 (353-519)

Limfocite T CD8+

21,9 (20,2-23,7)

446 (389-503)

45,9 (41,2-50,7)

919 (803-1.035)

Raport CD4/CD8 |2,26(1,97-2,55) 0,57 (0,42-0,72)
Limfocite B 12,0 (8,7-14,2) 239 (202-277) 11,2 (9,3-13,2) 236 (185-287)
Celule NK 12,6 (9,6-16,1) 252 (212-291) 12,1 (10,0-14,2) 243 (193-293)

TABELUL 2. Subseturile CD8/CD28 in lotul control si lotul HIV

Lot control (n = 26)

Lot HIV (n = 38)

Proportia din total | Valoare absoluta Proportia din total Valoare absoluta
Tip celular limfocite (%) (celule/uL) limfocite (%) (celule/uL)

(95% interval de (95% interval de (95% interval de (95% interval de

confidentd) confidenta) confidentd) confidentd)
Limfocite CD8 + total 24,2 (22,1-26,2) 499 (427-571) 45,4 (41,0-49,7) 908 (801-1.014)
Limfocite CD8+CD28+ 13,3 (11,7-15,0) 273 (230-317) 18,4 (15,9-20,8) 363 (317-409)
Limfocite CD8 +C D28- 10,7(8,9-12,6) 226 (175-276) 27,0(22,6-31,2) 544 (452-636)
CD28+/CDS8 + total 55,6 (49,3-61,8) 381 (344-432) 41,9 (36,8-47,0) 466 (428-547)

TABELUL 3. Semnificatia statistica a diferentei dintre
subpopulatiile limfocitare T (total, CD4, CD8), B si NK

lotului HIV si control

Variabils Compara;ia. valorilor | Comparatia valorilor
relative absolute

Limfocite (total) - 0,927

Limfocite T 0,615 0,883

Limfocite T CD4+ <0,001 <0,001

Limfocite T CD8+ <0,001 <0,001

Raport CD4/CD8 <0,001

Limfocite B 0,558 0,923

Celule NK 0,743 0,778

TABELUL 4. Semnificatia statistica a diferentei intre
subseturile CD8/CD28 in lotul control si lotul HIV

I Comparatia Comparatia
Variabila . . .
valorilor relative | valorilor absolute
Limfocite CD8 + total < 0,001 <0,001
Limfocite CD8 + CD28+ 0,003 0,005
Limfocite CD8 + CD28- <0,001 <0,001
CD28+/CD8 + total <0,001 0,027

Influenta varstei asupra subpopulatiilor limfocitare

in lotul control si in lotul HIV

Testarea corelatiei liniare in cele doud loturi,

intre variabila ,,varsta” si variabila imuna studiata,
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a condus la datele din Tabelele 5 si 6.

In Tabelul 5 sunt reprezentate corelatiile sub-
populatiilor limfocitare majore TBNK cu varsta in

lotul control si lotul HIV.

Pentru lotul control s-a observat o corelatie
liniara negativa a varstei cu valorile procentuale ale
urmatorilor parametri: limfocite, T, TCD8+ si B,
ceea ce inseamnad ca odatd cu inaintarea in varsta
acesti parametri descresc. Pentru valorile absolute
ale subpopulatiilor limfocitare s-au observat acelasi
corelatii negative ca pentru valorile procentuale, cu
exceptia TCD4+, unde directia corelatiei s-a in-
versat. O corelatie liniard pozitiva s-a observat intre
varsta si celulele NK in valoare absoluta si pro-
centuald si Intre varstd si CD4/CDS8. Corelatia
varsta-parametri imuni a fost slaba (r < 0,4) pentru
majoritatea parametrilor studiati, iar o corelatie
medie (0,4 <7 <0,8) am obtinut doar pentru TCD3
in valoare absoluta (» = 0,408) si NK 1n valoare
procentuala (r = 0,468). In ceea ce priveste semni-
ficatia statistica a acestor diferente, am putut con-
stata o diferentd semnificativa (p < 0,05), doar
pentru TCD8+ in valoare absoluta (p = 0,038).

in lotul HIV am obtinut corelatii pozitive intre
varsta si parametrii imuni in valoare procentuald
pentru parametrii TBNK, cu exceptia limfocitelor
T si TCDS. In ceea ce priveste valorile absolute,
corelatia cu varsta a fost pozitiva, cu exceptia ra-
portului CD4/CD8, care a fost negativ. Forta acestor
corelatii a fost slaba pentru toti parametrii studiati
(r<0.,4, p>0,05). Nu s-a inregistrat nici o diferenta
semnificativd prin inaintarea in varsta, in lotul
nostru HIV.
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TABELUL 5. Corelatia intre véarsta si subpopulatiile limfocitare majore (exprimate procentual si in valoare absoluta) in

cele doua loturi

Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Variabils Analiza valorilor relative | Analiza valorilor absolute | Analiza valorilor relative | Analiza valorilor absolute
Cs::rcsf:t Valoare P C;)::rcsls:t Valoare P Cs::r?s:t Valoare P Cs::;l::t Valoare P
Limfocite (total) - - -0,344 0,085 - - 0,161 0,333
Limfocite T -0,144 0,484 -0,367 0,065 -0,287 0,080 0,029 0,864
Limfocite T CD4+ 0,171 0,403 -0,052 0,800 <0,001 0,999 0,068 0,685
Limfocite T CD8+ -0,198 0,331 -0,408 0,038 -0,143 0,393 0,022 0,894
Raport CD4/CD8 - - 0,228 0,262 -0,011 0,950
Limfocite B -0,205 0,316 -0,375 0,059 0,225 0,175 0,243 0,141
Celule NK 0,468 0,056 0,140 0,495 0,219 0,187 0,241 0,145

In Tabelul 6 sunt reprezentate corelatiile sub-
seturilor CD8/CD28 cu varsta in lotul control si
lotul HIV.

Pentru lotul control s-a observat o corelatie ne-
gativa intre varsta si valorile procentuale si absolute
ale CD8+total, CD8+CD28+, CD8+CD28-,
CD28+/CD8+, cu exceptia valorii procentuale
CD8+CD28-. Corelatia negativa semnifica faptul
cd, odata cu inaintarea in varstd, acesti parametri
imuni descresc in lotul nostru control. Am obtinut
corelatii medii (0,4 < r < 0,8) pentru valorile pro-
centuale ale parametrilor CD8+CD28+ (» = 0,493)
si CD28+/CD8+ (r = 0,401) si pentru valorile ab-
solute ale parametrilor: CD8 + total (» = 0,417) si
CD8 + CD28+ (= 0,623). In ceea ce priveste sem-
nificatia statisticd a acestor diferente, am putut
constata existenta unei diferente semnificative doar
in cazul CD8+CD28+ in valoare procentuala
(p=0,010). In lotul nostru control, odati cu inainta-
rea In varsta, am observat o descrestere a sub-
populatiei CD8+CD28+.

in lotul HIV corelatii negative cu vérsta au fost
obtinute pentru toti parametrii imuni in valoare
procentuald, iar corelatii pozitive au fost obtinute
pentru valorile absolute CD8+total si CD8+CD28§-.
Forta acestor corelatii a fost slaba pentru toti
parametrii studiati (» < 0,4) si nu s-au inregistrat
diferente semnificative pentru acest subset imun, In
lotul nostru HIV.

In Fig. 1 sunt reprezentate corelatiile varsta-
parametri imuni, care au fost identificate ca fiind
statistic semnificative, in lotul control.

DISCUTII

Rezultatele obtinute in studiul nostru sunt un
prim efort de a stabili referinte nationale pentru
imunofenotiparea limfocitard la adultii sanatosi cu
varste inclusiv mai mari de 65 de ani, corespunzand
unui important segment de populatie in Romania.
In diferite tari au fost efectuate studii pentru
stabilirea intervalelor de referinta nationale pentru
subseturile limfocitare, tot mai frecvent fiind extinse
si la populatii varstnice. Reichert si altii au publicat
in 1991, din partea companiei Becton Dickinson
(9), intervale de referintda pentru subpopulatiile
limfocitare majore, valabile pentru indivizii de
origine caucaziand. Aceste referinte sunt cele
incluse in software-ul flow-citometrelor produse de
compania Becton Dickinson, inclusiv al celui
utilizat In prezentul studiu. Exista totusi o reco-
mandare din partea companiei Becton Dickinson ca
fiecare utilizator sa isi constituie propriile intervale
de referintd, deoare exista variatii geografice sem-
nificative. In plus, in cei 30 de ani de la publicarea
acelor rezultate, pe plan international au fost pu-
blicate si alte rezultate care sustin variabilitatea
geograficd, inclusiv in Romania, in 1995 (10). Dupa

TABELUL 6. Corelatia intre varsta si subseturile CD8/CD28 (exprimate procentual si in valoare absoluta) in cele doua

loturi
Lot control (n = 26) Lot HIV (n = 38)
Variabils Analiza valorilor relative | Analiza valorilor absolute | Analiza valorilor relative | Analiza valorilor absolute
C;)::rc;::t Valoare P Csz:gs:t Valoare P Cs::rcsf:t Valoare P Csee::sf:t Valoare P
Limfocite CD8+ total -0,297 0,141 -0,417 0,034 -0,177 0,288 0,005 0,978
Limfocite CD8+CD28+ -0,493 0,010 -0,623 0,001 -0,131 0,431 -0,054 0,749
Limfocite CD8+CD28- 0,113 0,581 -0,058 0,780 -0,102 0,541 0,032 0,849
CD28+/ CD8+total -0,401 0,042 -0,526 0,012 -0,126 0,452 -0,042 0,902
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FIGURA 1. Corelatia varsta-parametri imuni cu semnificatie statistica, in lotul control

acest studiu din 1995, nu existd alte publicatii
pentru regiunea noastrd geograficd. Rezultatele
imunofenotiparii limfocitare in cohorta noastra sunt
minimal diferite fatd de rezultatele publicate de
Roman si altii in 1995 (10), dar sunt asemanatoare
cu cele publicate de Reichter si altii (9). Acuratetea
datelor de flow-citometrie este mult imbunatatita
cand se stabilesc intervale de referintd nationale,
cunoscutda fiind variatia largd a limfocitelor
determinata de varsta, sex, rasa.

In lotul nostru control, in ceea ce priveste feno-
tipul celular T, am constatat ca, odata cu inaintarea
in varstd, subpopulatia CD8+CD28+ exprimata
procentual siin valoare absoluta descreste. Scaderea
cu varsta a valorilor absolute pentru TCDS8+
(p = 0,038) si CD8&+ total din lotul nostru ar fi in
concordantd cu unele studii anterioare, care au
aratat o scadere generalizatd a numarului celulelor
T (CD3+, CD4+, CD8+) in valoare absoluta, fiind
considerata o caracteristicd a imbatranirii sistemului
imun (11,15). Alte studii au aratat o scadere a
valorilor procentuale si absolute pentru subpo-
pulatiile CD3+, CD4+ si CD8+ (16) sau lipsa unor
modificari semnificatiei cu varsta (13), discrepanta
care reflectd mai probabil diferentele din strategia
de recrutare a donorilor. Evaluarea expresiei CD28
la nivelul limfocitelor periferice CD8+ poate fi un
marker util de imunosenescenta, atat la subiectii sa-
natosi, cat si la subiectii infectati HI'V. Limfocitele
care exprima CD28+ sunt gasite mai putin frecvent

la pacientii HIV indiferent de varsta si la subiectii
varstnici control.

In ceea ce priveste limfocitele B, in studiul
nostru nu am inregistrat o modificare semnificativa
legata de varsta nici in valoare procentuala si nici
absoluta. Aceasta lipsd de schimbare legatd de
varstd este in concordanta cu observatii anterioare
(9,13) dar in contradictie cu raportari care incor-
poreaza centenari (2,6). In ceea ce priveste celulele
NK, in studiul nostru am inregistrat o crestere cu
varsta, marginal semnifciativa, doar in cazul va-
lorilor procentuale, nu si in cazul valorilor absolute,
in concordantd cu unele studii (13), dar nu si cu
altele (11,6), diferentele putand fi explicate pe baza
unor caracteristici fenotipice si/sau clone de anti-
corpi monoclonali folosite pentru definirea celulelor
NK.

Diferentele observate intre valoarea procentuala
si absoluta a variabilelor studiate indica faptul ca,
in interpretarea datelor, valorile procentuale ar
trebui sa fie interpretate prioritar fata de cele abso-
lute, avand in vedere multitudinea de factori ce pot
determina cresterea si scaderea semnificativa, in li-
mitele normalului sau 1n afara acestuia, a numarului
absolut de limfocite, numar care constituie baza de
calcul pentru valorile absolute ale subpopulatiilor
limfocitare. Subpopulatia CD8-CD28+, care in-
clude limfocitele TCD4+CD8+ semnificativ diferite
la pacientii HIV fata de non-HIV (14), a fost unicul
fenotip CD8CD28 pentru care nu am gasit o
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diferenta cu semnificatie statistica intre lotul HIV si
lotul control. Acest fenomen poate fi explicat prin
heterogenitatea clinicd a lotului HIV din studiul
nostru, In ceea ce priveste factorii care afecteaza
imunitatea independent de varsta: nadirul numarului
de limfocite TCD4, durata in ani de infectie HIV si
de tratament ARV, precum si gradul succesului tera-
peutic pana la si respectiv la momentul evaluarii.
In concluzie, in lotul nostru de referinti s-au
inregistrat diferente legate de véarsta in sensul unei
corelatii inverse pentru TCD8+ (valoare absolutd)
si CD8+CD28+ (procent si valoare absolutd), dar
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