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1. Wykaz najwazniejszych skrotow

ALS (advanced life support) zaawansowane zabiegi ratowania zycia

BAL (bronchoalveolar lavage) ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe

CD (cluster of differentiation) kompleks réznicowania, oznaczenie struktur
powierzchniowych komérek, gtownie leukocytéw

DLCO pojemnos¢ dyfuzyjna ptuc dla tlenku wegla

EDTA K2 wersenian dwupotasowy

FEV1 (forced expiratory volume in first second) natezona objeto$¢ wydechowa
pierwszosekundowa

FITC (fluorescein isothiacyanate) rodzaj znacznika fluorescencyjnego

FSC (forward scatter chanel) detecer rozproszenia $wiatta zgodnie z kierunkiem
wigzki laserowej

GKS glikokorykosteroidy

GUMed Gdanski Uniwersytet Medyczny

IL (interleukin) interleukina

MHC (major hisocompatibility complex) gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

PC5 (phycoerythrin-cyanin 5.1) rodzaj znacznika fluorescencyjnego

PE (phycoerythrin) rodzaj znacznika fluorescencyjnego

RPE-Cy5 (phycoerythrin-cyanine 5) rodzaj znacznika fluorescencyjnego

RTG badanie (zdjecie) rentgenowskie

SSC (side scatter chanel) dotektor rozproszenia Swiatta pod katem 90 stopni od osi
optyczne;j

Tc (T cytotoxic cells) limfocyty T cytotoksyczne

TCR (T cell receptor) receptor limfocytow T

Th (T helper cells) limfocyty T pomocnicze

TKWR tomografia komputerowa wysokiej rozdzielczosci

TLBL (transbronchial lung biopsy) przezoskrzelowa biopsja ptuca

TLC (total lung capacity) catkowita pojemnos¢ ptuc

TNF (tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

VC (vital capacity) pojemnos$c¢ zyciowa



2. Wstep

2.1 Sarkoidoza
2.1.1 Epidemiologia

Sarkoidoza jest jedng z najczesciej spotykanych chordb $rédmigzszowych
ptuc. W Polsce zachorowalno$¢ szacuje sie na okoto 10 na 100 000 osoéb (na
$wiecie wedtug réznych danych od 0,56 do 64 na 100 000 oséb) [63,64]. Gtéwnie
wystepuje u mtodych dorostych miedzy 20 a 40 rokiem zycia. W Skandynawii i
Japonii obserwuje sie drugi szczyt zachorowan wsréd kobiet po 50 roku zycia
[29,63].

2.1.2 Rys historyczny

Pierwszego opisu sarkoidozy dokonat J. Hutchinson w 1877 roku (zmiany
skorne pod postacig rumienia guzowatego). W 1915 roku E. Kuznitzky i A. Bittorf
powigzali wystepowanie zmian skérnych w sarkoidozie z widocznym w RTG Klatki
piersiowej powiekszeniem weztdw chtonnych wnek i naciekami w ptucach. Skrot
BBS, uzywany na okres$lenie sarkoidozy, wywodzi sie od nazwisk badaczy M.
Besnier, C. Boeck i J.Schaumann, ktérzy opisywali rézng lokalizacje zmian
sarkoidalnych. Nazwa ,sarkoidoza”, zastosowana w 1899 roku przez C. Boecka,
miata wyrazi¢ podobienstwo histopatologiczne do ,miesaka - sarcoma’
[29,63,81,104].

2.1.3 Zmiany w badaniu histopatologicznym

Proces chorobowy obejmuje $§rodmigzsz ptuc, tj. przestrzeri miedzy btong
podstawng pecherzykdéw ptucnych, a srédbtonkiem naczyn wiosowatych. W ujeciu
klinicznym za »Srodmigzsz” przyjmuje sie zawartosé przegréd
miedzypecherzykowych i Swiatta pecherzykéw ptucnych, jak réwniez sie¢ naczyn
wiosowatych i limfatycznych oraz tkanke tgczng okotonaczyniowg i okotooskrzelowg
[96]. W badaniu histopatologicznym stwierdza sie ziarniniaki sarkoidalne, ktére w
zdecydowanej wiekszosci przypadkéw nie ulegajg serowaceniu (martwicy).
Utworzone sg z komoérek nabtonkowatych i wielojgdrzastych komdérek olbrzymich.
Komorki te powstajg na drodze przeksztalcenia monocytow w makrofagi, a
nastepnie ich fuzji. W sktad ziarniniakbw wchodzg réwniez limfocyty, zlokalizowane

gtébwnie w czesci obwodowej [2,63,64].



2.1.4 Czynnik sarkoidalny

Ziarniniaki sg najpewniej odpowiedzig na niezidentyfikowany dotychczas
czynnik sprawczy, tzw. czynnik sarkoidalny. Prawdopodobnie sg wyrazem reakcji
obronnej organizmu, majgcej na celu odizolowanie antygenu i ograniczenie reakcji
zapalnej. Podkresla sie duzg role predyspozyciji genetycznych, ktére w potgczeniu z
czynnikami srodowiskowymi mogg modyfikowac przebieg choroby [22,29,63]. Toczg
sie dyskusje na temat udziatu pratka gruzlicy w etiopatogenezie sarkoidozy [22,63].
A. Dubaniewicz wskazuje na udziat biatek szoku termicznego Mycobacterium
tuberculosis (Mtb-hsp) [29,30]. Badanie ACCES (A Case Control Etiololgic Study of
Sarcoidosis) stwierdza mozliwo$¢ udziatu roéznych czynnikéw $Srodowiskowych.

Potwierdza ono rowniez negatywny zwigzek sarkoidozy z paleniem tytoniu [22,61].

2.1.5 Rozpoznanie

Rozpoznanie sarkoidozy opiera sie na badaniu histopatologicznym, w
ktérym stwierdza sie obecno$¢ nieserowaciejgcych ziarniniakéw sarkoidalnych w
zajetych narzadach. Konieczne jest wspdtwystepowanie typowego dla sarkoidozy
obrazu Klinicznego i radiologicznego. Wykluczenia wymagajg inne choroby

ziarniniakowe o podobnym przebiegu [29,63,64,86].

2.1.6 Obraz kliniczny

Szacuje sie, ze u okoto 60% chorych sarkoidoze wykrywa sie przypadkowo,
tj. w trakcie rutynowych badan okresowych (badanie radiologiczne klatki piersiowe;j).
Tylko 30% pacjentéw prezentuje objawy ogdlne (ostabienie, gorgczka, utrata masy
ciala). Sarkoidoza moze dotyczy¢ kazdego narzadu. Obraz kliniczny zalezy od
dominujgcej lokalizacji i rozlegtosci zmian, a takze aktywno$ci procesu
chorobowego. NajczesSciej zajete sg pluca (>90%) i wezly chionne wnek i
Srodpiersia (95-98%). Zmiany ostuchowe, gtéwnie pod postacig trzeszczeh nad
polami ptucnymi, stwierdzane sg u mniej niz 20% chorych. U okoto 20%-30% os6b
rasy biatej wystepuje ostry poczatek sarkoidozy, tzw. zespét Léfgrena. Przebiega on
z gorgczkg, obustronnym powiekszeniem wezidw chtonnych wnek ptucnych,
rumieniem guzowatym i bdlem stawow. Ustepuje zwykle samoistnie, a nawroty
choroby sg rzadkie. Sarkoidoza przewlekta wystepuje u ok. 10%-30% chorych
[63,64,86]. Za sarkoidoze przewlekltg uznawane jest utrzymywanie sie zmian

sarkoidalnych powyzej 2 lat [63,98], niektorzy stosujg réwniez kryterium 5 lat [7,52].



2.1.7 Obraz radiologiczny

Zwraca uwage wystepujgca czesto duza dysproporcja miedzy
obserwowanymi zmianami radiologicznymi, a dobrym stanem ogolnym pacjenta
[63,64,86]. Na podstawie klasycznego badania radiologicznego klatki piersiowej

wyroznia sie 5 stadiéw sarkoidozy (tabela 1).

Tabela 1. Stadia sarkoidozy (RTG- badanie radiologiczne).

Stad.lum Zmiany widoczne w badaniu RTG klatki piersiowej
sarkoidozy

0 obraz prawidtowy
(pozaptucna lokalizacja sarkoidozy)

1 poszerzenie wnek ptucnych, tj. powiekszone wezty
chtonne wnek ptucnych i/lub srédpiersia

2 towarzyszgce powiekszonym weztom chtonnym
drobnoguzkowe zmiany rozsiane w migzszu ptuc
tylko zmiany rozsiane srodmigzszowe

3 (bez towarzyszacych powiekszonych weztéw
chtonnych)

4 zaawansowane zmiany witdkniste ptuc

Czesto konieczne jest wykonanie badania tomografii komputerowej wysokiej
rozdzielczosci (TKWR). Stwierdzi¢ w nim mozna m.in. charakterystyczny rozktad
zmian drobnoguzkowych, tj. okotooskrzelowo, okotonaczyniowo, podoptuchowo,
wzdluz  szczelin  miedzyptatowych, jak réwniez  zgrubienie  przegrod
miedzyzrazikowych. Niekiedy widoczne sg zmiany typu ,mlecznej szyby”, ktére
mogg Swiadczy¢ o wypetieniu pecherzykdéw ptucnych przez nacieki komorkowe i
wskazywac¢ na aktywno$¢ choroby, badz zwigzane sg z widknieniem ptuc. Istotna
jest ocena nasilenia zmian widknistych ze wzgledu na zaburzong architekture
migzszu ptucnego, towarzyszgce rozstrzenia oskrzeli i zmiany typu ,plastra miodu”.
Dos¢ charakterystyczne obrazy radiologiczne sg niezwykle pomocne w

réznicowaniu z wieloma innymi §rodmigzszowymi chorobami ptuc [63,64,86].



2.1.8 Badania czynnosciowe ptuc

W badaniach czynno$ciowych ptuc stwierdzi¢ mozna narastajgce zaburzenia
wentylacji, gtdbwnie pod postacig zmian restrykcyjnych. Zmniejsza sie zdolnos¢
dyfuzyjna dla tlenku wegla (DLCO) [29,63,64,86,96].

2.1.9 Rokowanie

Rokowanie u chorych z zespotem Loéfgrena jest dobre. Sarkoidoza
przewlekta ma czesto podstepny poczatek i rzadko ulega samoistnej remisji. W
przypadku, gdy choroba postepuje konieczne moze by¢ wigczenie leczenia. Jednak
nawroty po leczeniu sg czeste, a rokowanie niepewne. Smiertelno$é w sarkoidozie,
szacowana na mniej niz 5%, zwigzana jest z postepujgcg niewydolnoscig

oddechowa, zajeciem serca, bgdz osrodkowego ukfadu nerwowego [63,64,86].

2.1.10 Leczenie

W leczeniu sarkoidozy najczesciej stosuje sie glikokortykosteroidy (GKS)
[6,39,63,64,86,95]. Wskazaniami do rozpoczecia terapii sg zajecie serca,
osrodkowego uktadu nerwowego, narzgdu wzroku lub hiperkalcemia. W sarkoidozie
uktadu oddechowego leczenie wigcza sie w momencie stwierdzenia progresji
choroby. Stad koniecznosS¢ obserwacji i monitorowania chorych. Ocenia sie
progresje w zakresie badan czynnosciowych i radiologicznych ptuc, nasilenie
objawow klinicznych. Leczenie alternatywne polega na zastosowaniu metotreksatu,
azatiopryny, badz cyklofosfamidu. Dotychczas nie ma jednak jednoznacznych
badan $wiadczgcych o przewadze takiego leczenia [6,63,64,86]. Obecnie bada sie
skutecznos¢ inhibitorow TNFa (etanercept, infliximab, golimumab), talidomidu,
przeciwciat monoklonalnych przeciwko IL-12 i IL-23 (ustekinumab) [7,38,57]. W
przypadku niewydolnoéci oddechowej i nadci$nienia ptucnego w przebiegu
zaawansowanej sarkoidozy rozwaza sie wykonanie przeszczepienia ptuc
[29,63,64,86].
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2.2 Bronchofiberoskopia — podstawy teoretyczne i rys historyczny

Bronchoskopia jest badaniem endoskopowym uktadu oddechowego.
Umozliwia obejrzenie drég oddechowych na poziomie krtani, tchawicy, oskrzeli
gtbwnych, ptatowych, ujs¢ oskrzeli segmentalnych i podsegmentalnych. Po raz
pierwszy sztywnego bronchoskopu ze zrédtem Swiatta uzyt w 1904 r. C. Jockson.
Wczesniej klasyczny bronchoskop sztywny byt opisywany przez G. Kiliana (1897r.) i
P. Pienigzka (1901r.). Obecnie rzadko, ale nadal wykorzystuje sie bronchoskopy
sztywne, gtownie przy usuwaniu ciat obcych z drog oddechowych, laseroterapii,
protezowaniu drég oddechowych [63]. W 1967 r. S. lkeda =zastosowat
bronchofiberoskop (bronchoskop gietki). Dzieki ruchomosci aparatu mozliwe jest
dotarcie do tych miejsc drog oddechowych, ktére byty niedostepne bronchoskopom
sztywnym. Nadal jednak istniejg ograniczenia, wynikajgce ze Srednicy samego
aparatu. Stgd wykorzystanie techniki ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL) w
pozyskaniu materialtu pochodzgcego z najbardziej obwodowych czesci drog
oddechowych. Plyn oskrzelowo-pecherzykowym dostarcza informacje o $rodowisku
drobnych oskrzeli, oskrzelikow i pecherzykéw ptucnych, ich sktadzie komorkowym i
cytokinowym [18,63].

Tradycyjnie BAL wykonuje sie po stronie prawej w jednym z oskrzeli ptata
Srodkowego lub po stronie lewej, w odpowiadajgcym im oskrzelach jezyczka [18,63].
Niekiedy wykonuje sie w innym miejscu ze wzgledu na najwieksze nasilenie procesu
$rodmigzszowego, uwidocznionego w badaniu TKWR klatki piersiowej [104]. Ma to
jednak wieksze znaczenie przy wyborze miejsca do TBLB (przezoskrzelowej biopsji
ptuca) [45,95,98]. Po zaklinowaniu koncéwki bronchofiberoskopu w jednym z
oskrzeli podsegmentalnych, podaje sie w porcjach sél fizjologiczng (0,9% NacCl), a
nastepnie odsysa. Pierwsza odessana frakcja stanowi materiat z wiekszych oskrzeli,
kolejne to ptyn, ktéry dotart do drobnych oskrzelikdw i pecherzykéw ptucnych.

Istniejg liczne wskazania do bronchofiberoskopii. Mozna je podzieli¢ na
kliniczne, radiologiczne i zwigzane z leczeniem. W diagnostyce coraz szersze
zastosowanie  znajduje  bronchofiberoskopia  fluorescencyjna i  biopsja
przezoskrzelowa pod kontrolg ultrasonografii. Nalezy pamieta¢ o istniejgcych
wzglednych przeciwwskazaniach i ewentualnych powiktaniach zwigzanych z samym
zabiegiem lub stosowanym znieczuleniem miejscowym, czy premedykacja.
Opisywana $Smiertelno$¢ zwigzana z bronchofiberoskopig wynosi 0,01%-0,04%
[18,63,86].
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2.3 Cytometria przeplywowa - podstawy teoretyczne i rys historyczny

Zastosowanie cytometrii przeptywowej pozwala na przyzyciowe badanie
pojedynczych komérek. Metoda odznacza sie duzg szybkoscig i obiektywizmem.
Uzyskiwane wyniki sg powtarzalne i doktadne, oparte na analizie od kilkuset do kilku
tysiecy komorek na sekunde. Rozwdj techniki umozliwit jednoczesng ocene kilku
parametrow w kazdej badanej komorce [44].

W 1934 roku Maldaven opisat pierwsze urzgdzenie do automatycznego
liczenia krwinek czerwonych z uzyciem detektora fotoelektrycznego potgczonego z
mikroskopem. Znaczgco na rozwdj cytomerii przeptywowej wptyneto zastosowanie
zasady hydrodynamicznego ogniskowania. Wprowadzenie znakowania przeciwciat
za pomocg barwnikéw fluorescencyjnych umozliwito szerokie jej wykorzystanie [44].
Cytometr przeptywowy skfada sie z uktadu hydraulicznego, optycznego, detektorow
i komputera. Laminarny przeptyw badanych komérek zostaje wymuszony przez
konstrukcje ukfadu hydraulicznego, wykorzystujgcego zjawisko hydrodynamicznym
ogniskowaniem. Badane komorki ptyng waskim strumieniem, jedna za drugg w
otoczeniu szybko ptyngcej cieczy ogniskujgcej. Stgd mozliwe jest by na kazdg
komoérke z osobna padio $wiatto lasera. Zrédlem $wiatta w cytometrze
przeptywowym jest najczeSciej laser argonowy, emitujgcy fale o dtugosci 488nm.
Obecnie wykorzystuje sie dwa lub trzy lasery. Jednoczasowo dokonuje sie analiza
optyczna i wzbudzenie fluorescencji. Detektor rejestrujgcy Swiatto rozproszone do
przodu, tj. zgodnie z kierunkiem wigzki laserowej, dostarcza informacji o wielkosci
komorki. Odpowiada to parametrowi FSC (ang. Forward Scatter). Drugi detektor
rejestruje rozproszenie Swiatta pod katem 90 stopni. Parametr nazywa sie SSC
(ang. Side Scatter) i opisuje wewnetrzng strukture komorki, m.in. jej ziarnistosc.
Wzbudzone $wiatto fluorescencji po przejsciu odpowiednich filtréw jest mierzone za
pomocg odrebnego systemu detekcji [4,44,49]. Fluorescencja zalezna jest od
uzytych do badania przeciwciat monoklonalny, ktére sg sprzezone z odpowiednimi
barwnikami fluorescencyjnymi. Przeciwciata te taczg sie z komplementarnymi
antygenami powierzchniowymi na badanych komoérkach. Istotny jest wtasciwy dobor
barwnikéw fluorescencyjnych, w sposéb umozliwiajgcy unikniecie naktadania sie
widm emisyjnych barwnikéw. Czesto pomocna jest tzw. kompensacja, ktoéra polega
na elektronicznym przetworzeniu poziomu fluorescencji. Intensywnos¢ fluorescencji
liniowo koreluje z gestoscig antygenu na powierzchni komérki. NajczeSciej
wykorzystywane barwniki to FITC (ang. fluorescein isothiocyanate izomer 1), PE
(ang. phycoerythrin), PE-Cy5 (ang. phycoerythrin-cyanine 5), PC5 (ang.
phycoerythrin-cyanin 5.1). R6znorodno$¢ dostepnych przeciwciat i barwnikow moze
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wplywaé na uzyskiwane wyniki. Stgd wprowadza sie nieformalne standardy
uzywanych przeciwciat np. w diagnostyce hematologicznej [4,44,49].

Fotopowielacze w cytometrze przeptywowym zamieniajg informacje niesione
przez fotony na impuls elektryczny. Ostatecznie dane w postaci cyfrowej
gromadzone sg w komputerze. Do zobrazowania wynikbw mozna uzy¢ wykreséw
jednowymiarowych (histograméw), wykreséw dwuwymiarowych (cytogramow) lub
trojwymiarowych. Najczesciej stosowany jest wykres kropkowy (dot plot), na ktérym
kazdemu punkowi na wykresie odpowiada jedna badana komorka. Uzywa sie
rowniez wykresoéw gestosci (obszary o jednakowej iloSci komoérek posiadajg
identyczng intensywnos¢ obrazu) lub wykreséw konturowych, gdzie ilos¢ komorek
wyrazona jest poziomicami. Przy uzyciu tzw. bramek mozna oddzieli¢ wybrane
fragmenty obrazu na ekranie komputera, tj. wybrac¢ interesujgcg populacje komérek i
tylko ja poddac¢ dalszej analizie [44].

Termin  ,immunofenotyp  komérkowy” oznacza zestaw  antygendw
charakteryzujgcych dang komorke. Ma on istotne znaczenie we wspodiczesnej
diagnostyce hematologicznej przy rozpoznawaniu wielu jednostek chorobowych. W
1982 roku wprowadzono jednolity system nazewnictwa poszczeg6inych antygenow
na powierzchni komoérki tzw. CD (ang. Cluster Differentation) i cCD (ang.

Cytoplasmic Cluster Differentation) dla antygenéw cytoplazmatycznych [37].

2.4 Podstawy immunologiczne

2.41 Limfocyty TCD4 i CD8

Limfocyty T niegdy$ dzielono na limfocyty T pomocnicze (Th) i limfocyty T
cytotoksyczne (Tc), co miato odpowiada¢ limfocytom T CD4+ (Th) i limfocytom T
CD8+ (Tc). Obecnie wiadomo, ze CD4 i CD8 nie determinuje funkcji pomocnicze;j
czy cytotoksycznej, a jedynie umozliwia rozpoznawanie antygenéw w potgczeniu z
czagsteczkami odpowiednio MHC klasy Il lub klasy | [37]. Sredni stosunek limfocytow
CD4+ do CD8+ we krwi ludzi zdrowych wynosi ok. 1,3 (od 0,5 do 7,0) [37].

Czasteczki MHC klasy Il prezentujg antygeny zewnatrzkomoérkowe (np. z
fagocytowanych bakterii), a czasteczki MHC klasy | gtéwnie antygeny syntezowane
wewnatrzkomoérkowo, choé niekiedy, na drodze prezentacji krzyzowej, réwniez
antygeny zewnatrzkomérkowe [37].

Limfocyty Tc niszczg obce komorki. Limfocyty Th uczestniczg w odpowiedzi
typu humoralnego i komodrkowego. Wspomagajg aktywacje, proliferacje i
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réznicowanie limfocytéw B. Wplywajg na prekursory limfocytéw Tc i makrofagi. W
zaleznosci od panelu wytwarzanych cytokin wyrdznia sie limfocyty Th1, Th2 i Th17.
Pierwotnego podziatu na limfocyty Th1 i Th2 u myszy dokonat Mosmann w 1986
roku. Limfocyty Th1 dziatajg pomocniczo w odpowiedzi typu komodrkowego
(zakazenia pierwotniakami, grzybami i niektérymi bakteriami, np. Mycobakterium), a
limfocyty Th2 uczestniczg w odpowiedzi typu humoralnego (zakazenia niektérymi
pasozytami np. tasiemiec i bakteriami np. Borrelia burgdorferi). Profil wytwarzanych
cytokin moze ulec zmianie w zaleznos$ci od aktualnych warunkow. Zalezy to rowniez
od rodzaju zakazenia, komérek prezentujgcych antygen i czgsteczek
kostymulujgcych. Przy dtugotrwale utrzymujgcym sie bodzcu limfocyty Th utrwalajg

okreslony fenotyp i rodzaj wytwarzanych cytokin [37].

2.4.2 Chemokiny i receptory chemokinowe

Dotychczas nie ujednolicono systemu klasyfikujgcego cytokiny. Mozna je
dzieli¢ w zaleznosci od budowy, dziatania, czy wystepowania. Niekiedy te same
cytokiny zaliczane sg do réznych grup. Obecno$é receptora dla cytokiny na danej
komoérce warunkuje mozliwo$¢ jej oddziatywania [36,37,71].

Limfocyty Th1,Th2, Th17 posiadajg rézne receptory chemokinowe na swojej
powierzchni, stad ich rézna odpowiedZ na bodzce chemokinowe [37,46,53,71,72].
Chemokiny sg cytokinami o dziataniu chemotaktycznym i prawdopodobnie
aktywujgcym rozne subpopulacje leukocytow, stymulujgcymi ich proliferacje i
réznicowanie. Cechujg sie podobng budowg i oddziatywaniem na te same
receptory, cho¢ czesto posiadajg swoiste receptory [37,46,53,71,72]. Mechanizm
regulujgcy odpowiedz leukocytdéw na chemokiny polega m.in. na utracie wrazliwosci
receptora na dang chemokine po jej zadziataniu (desentyzacja receptora), co
umozliwia precyzyjng migracje leukocytéw. Chemokiny, stymulujgc dojrzewanie
leukocytéw, powodujg jednoczesnie utrate ich wrazliwosci na swoje dziatanie.
Niektore wirusy (np. HIV) wykorzystujg receptory chemokinowe do zakazenia
komoérek. Blokowanie receptoréw chemokinowych przy uzyciu rekombinowane;j
chemokiny lub przeciwciata przeciw receptorowi datoby mozliwo$é obrony przed
zakazeniem. Mogtoby réwniez zmieni¢ odpowiedz leukocytow w rozumieniu

migracji, aktywaciji, proliferacji, czy ré6znicowania [36,37,46,53,71,72].
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2.4.3 Chemotaksja

We krwi obwodowej znajduje sie zaledwie 2% limfocytow z ogdlnej puli
limfocytéw dorostego cziowieka [37]. Krazg one miedzy réznymi kompartymentami
organizmu. Migracja ta warunkowana jest oddziatywaniem chemokin na receptory
chemokinowe. Dzieki chemokinom na powierzchni srédbtonka naczyn toczgce sie
limfocyty ulegajg aktywacji, co zmienia ich zdolnosci do Scistej adhezji. Zwiekszona
ptynnos¢ btony komoérkowej limfocytow pozwala na zmiane ich ksztattu przez co
mog3a przecisng¢ sie miedzy komorkami srodbtonka i przejs¢ do tkanek (diapedeza)
[37,53,54,71,72]. Jedna z hipotez zaktada ukierunkowang migracje limfocytéw do
miejsca, w ktérym po raz pierwszy zetknety sie z antygenem (ang. lymphocytes
homing). Wedtug niej istniejg na limfocytach czasteczki zwane receptorami
zasiedlenia, ktére oddziatujg z odpowiednimi adresynami na komorkach $rédbtonka
[37,46,54,71,72].

2.4.4 Limfocyty T CD45RA i CD45RO

W zalezno$ci od pierwotnego kontaktu z antygenem wyrédznia sie limfocyty
dziewicze i pamieci. R6znig sie one izoformami fosfatazy tyrozynowej (CD45),
biorgcej udziat w aktywacji limfocytéw. Limfocyty T CD45RA (izoforma o duzej
masie czasteczkowej) stanowig pule limfocytéw dziewiczych, tj. takich, ktoére nie
spotkaty jeszcze antygenu. Limfocyty T CD45RO (izoforma o matej masie
czgsteczkowej) sg limfocytami pamieci, preferujgcymi krgzenie pomiedzy tkankami
nielimfatycznymi. Stad termin ,lymphocytes lung homing” dla okreSlenia powrotu
limfocytéw T pamieci na teren ptuc, gdzie po raz pierwszy zetknely sie z antygenem
(np. substancjg zakazng). Limfocyty T dziewicze krgzg gtdbwnie pomiedzy krwig i
narzgdami limfatycznymi [37].

Pamie¢ immunologiczna pozwala na przy$pieszong i bardziej efektywng
odpowiedz immunologiczng podczas ponownego kontaktu z antygenem. Pierwszy
kontakt z antygenem powoduje wzrost liczby limfocytéw, ktore pod koniec
odpowiedzi pierwotnej ging na skutek apoptozy (ponad 90%). Dzieki mechanizmom
antyapoptotycznym pozostajg limfocyty pamieci, przygotowane na powtorny kontakt
z antygenem. Rozne hipotezy ttumaczag utrzymywanie sie pamieci immunologiczne;.
Opierajg sie one na zatozeniu dtugowiecznosci limfocytéw pamieci, czy nieustannej
stymulacji antygenowej. Antygen wywotujacy pierwotng odpowiedz moze przetrwaé
m.in. dzieki komérkom dendrytycznym. Réwniez na drodze stymulacji krzyzowe;j
mozliwe jest pobudzanie limfocytéw pamieci przez inne antygeny [29,37,53,70,72].
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2.4.5 Limfocyty T TCRaB i TCRyd

Warunkiem wigzania antygenu do limfocytu T jest obecno$¢ swoistego
receptora tj. TCR (T cell receptor). TCR zbudowany jest z dwoch tancuchéw o
czesciach zmiennych i stalych. We krwi obwodowej ok. 65-75% limfocytéow T
posiada receptory utworzone przez tancuchy a i 8, a tylko 1-5% przez fancuchy vy i
0. Limfocyty Tyd charakteryzujg sie wezszym zakresem rozpoznawanych
antygendw i nie wymagajg prezentacji antygenu w potgczeniu z czgsteczkami MHC.
Moga rozpoznawac¢ fosfoantygeny wytwarzane np. przez Mycobacterium
tuberculosis HMP-PP, biatkka szoku cieplnego. Petnig role nadzoru
immunologicznego koniecznego dla utrzymania homeostazy ustroju (procesy
immunomodulacji) i stanowig pule pierwotng w stosunku do limfocytow Tap.
Limfocyty TaB rozpoznajg antygeny peptydowe w potgczeniu z czgsteczkami MHC
w btonie komérek prezentujgcych antygen. Wspétuczestniczg w obronie przeciwko
mikroorganizmom dzieki bezposredniemu efektowi cytotoksycznemu, badz
posrednio wspomagajgc odpowiedz immunologiczng [36,37,72].

TCR fgczy sie w bionie limfocytow T z kompleksem CD3. tancuchy CD3
poéredniczg w przekazywaniu sygnatu aktywujgcego komérke od receptora do
wnetrza komorki. Limfocyty T mozna identyfikowa¢ na podstawie obecnosci CD3
[37].

2.4.6 Aktywacja limfocytow T i kostymulacja

Rozpoznanie swoistego antygenu przy pomocy TCR zapoczatkowuje
aktywacje limfocytow T. Jej konsekwencjg jest proliferacja i r6znicowanie limfocytow
T w komérki efektorowe [36,37]. Przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki
wymaga obecnosci czgsteczek modulujgcych. Do aktywaciji limfocytéw dziewiczych
konieczne sg dwa sygnaty. Pierwszy pochodzi od antygenu rozpoznanego przez
TCR i przekazanego do wnetrza za posrednictwem kompleksu CD3. Drugiego
sygnatu dostarczajg czasteczki kostymulujgce. Je$li brak jest drugiego sygnatu, to
limfocyty dziewicze wchodzg w stan anergii, tj. braku mozliwosci rozpoznania
antygenu w przysztoéci nawet po otrzymaniu odpowiedniej kostymulacji [8,85].
Limfocyty T pomocnicze i cytotoksyczne wymagajg odpowiednio udziatu czgsteczek
CD4 Ilub CD8. Stabilne potgczenie miedzy limfocytem a komoérkg prezentujgca
antygen mozliwe jest dzieki synapsie immunologicznej. W jej tworzeniu

wspétuczestniczg czgsteczki adhezyjne, m.in. receptory dla chemokin [11,37].
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2.4.7 CD28

CD28 jest jedng z czgsteczek kostymulujgcych, tji. warunkujgcych
przekazywanie drugiego sygnatu aktywacji. Wystepuje konstytutywnie na 95-100%
limfocytéw CD4+ i 30-50% limfocytéw CD8+. Dzieki kostymulacji poprzez CD28
dochodzi m.in. do zwiekszenia ekspresji podjednostek a i B receptora dla IL-2, jak

réwniez zwiekszenia ekspresji ligandu dla czgsteczki CD40, tj. CD154 [11,37].

248 CD152

CD152 jest réwniez czgsteczkg kostymulujgcg. Podobnie jak dla CD28
ligandami dla niej sg CD80 i CD86. CD152 odznacza sie jednak 40-100-krotnie
wiekszym powinowactwem. W odroznieniu od CD28 jest ona indukowana na
powierzchni aktywnych limfocytéw T. Przekazuje do wnetrza komorki sygnat

hamujgcy aktywacje limfocytu [11,37].

249 CD25

CD25 jest fancuchem a receptora dla IL-2. Wystepuje na aktywnych
limfocytach T i B [37]. Okresla sie go mianem markera wczesnej aktywacji [19,104].
Limfocytom T CD4+lowCD25+high przypisuje sie role regulatorowa, polegajaca na
hamowaniu rozwoju limfocytow autoreaktywnych i blokowaniu nadmiernie

aktywnych reakcji immunologicznych [11,14,19,37,90,94].

2.4.10 CD154

CD154 (CD40L) jest biatkiem nalezgcym do rodziny TNF. Ligandem dla
niego jest CD40. Szlak CD40-CD40L zaangazowany jest w proces aktywacji
limfocytédw T i B. Wigze sie go ze wspomaganiem wiasciwosci kostymulujgcych
komorek prezentujgcych antygen. CD154 wystepuje gtéwnie na aktywnych
limfocytach CD4+ [11,37].

2.4.11 Receptor CXCR6

CXCREG jest receptorem chemokinowym charakterystycznym dla odpowiedzi
Th1- i Th17-zaleznej [46,47]. Wystepuje na aktywnych limfocytach T. Znany jest
jako koreceptor, umozliwiajacy zakazenie komoérek przez wirus HIV [23,37].
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2.412 CD69
CD69 wystepuje na aktywnych limfocytach T i monocytach. Uczestniczy w
przekazywaniu sygnatu aktywacyjnego, doprowadzajgc m.in. do wydzielania 1L-2,

IFN-y, receptora dla IL-2. Jest markerem bardzo wczesnej aktywacji [37,104].

2.4.13 HLA-DR
HLA-DR jest markerem po6znej aktywacji. Stanowi cze$¢ kompleksu MHC
klasy Il. Wystepuje na aktywnych limfocytach T, a takze na limfocytach B, NK,

monocytach i komorkach prekursorowych [37,104].

25 Immunologia sarkoidozy

Obecnie dominuje hipoteza, w ktérej nieznany antygen, tzw. czynnik
sarkoidalny, jest wchtaniany i przetwarzany przez komoérki prezentujgce antygen
(komorki  dendrytyczne, makrofagi) na terenie ptuc. Najprawdopodobniej ten
nieokreslony antygen dostat sie do ptuc drogg wziewng. Stad wraz z komorkami
prezentujgcymi antygen wedruje do regionalnych weztdbw chtonnych, gdzie jest
prezentowany limfocytom T dziewiczym [3,64]. Uruchomiona zostaje kaskada
odpowiedzi o profilu Th1-zaleznym [3,16,32,33,56,63,101] i Th17-zaleznym
[33,101]. Powstajg oligoklonalne limfocytbw T CDA4+, ktérych receptory TCR
zbudowane sg z fancuchéw a i B. Pod wptywem stymulacji pochodzacej od
makrofagébw i komoérek dendrytycznych (m.in. IL-12, IL-15, IL-18) dochodzi do
aktywacji i proliferacji limfocytéw T, wytwarzajgcych m.in. IFN-y, TNFa, IL-2.
Konsekwencjg jest dalszy naptyw i gromadzenie limfocytéw T, monocytdw i ich
przeksztatcanie w makrofagi, a nastepnie w komoérki nabtonkowate i wielojgdrzaste
komoérki olbrzymie. W zajetych narzgdach tworzg sie nieserowaciejgce ziarniniaki
sarkoidalne [2,63,80,104].

Po ustagpieniu czynnika sprawczego nalezatoby sie spodziewa¢ wygaszania
procesu zapalnego. Nie wiadomo co zainicjowato proces i czy faktycznie ,czynnik
sarkoidalny” zawsze zostaje wyeliminowany. Mozliwe jest, ze niekiedy wcigz
stymuluje reakcje immunologiczne w zajetych narzadach [42,50,52,56].
Doprowadza to do progresji zmian pod postacig nowych ziarniniakow bagdz
widknienia [2]. Moze wtdknienie jest wyrazem gojenia, ktore na skutek defektu

kontroli immunologicznej przybrato charakter destrukcyjny. Badania genetyczne za
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pomocg mikromacierzy u chorych na sarkoidoze wykazaly nadekspresje gendw
odpowiadajgcych za aktywacije i proliferacje [9,38].

W rutynowej diagnostyce sarkoidozy wykorzystywane jest okreSlenie
stosunku limfocytow CD4 do CD8 w poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych
(bronchoalveolar lavage, BAL). Za charakterystyczny dla sarkoidozy uznaje sie
stosunek CD4/CD8 > 3,5 [86] lub >2,5 [63]. Istotny jest rowniez sktad komérkowy
BAL. Sarkoidoze cechuje zwigkszony odsetek limfocytow, tj. >20% [63].

Dotychczas nie znaleziono zadnych swoistych biomarkerow, ktore
pozwolityby prognozowac przebieg choroby. Nie wiadomo, u ktérych pacjentow
dojdzie do wtdknienia ptuc, a ktdrzy nie wymagajg zadnej interwencji medycznej, by
osiggng¢ catkowitg remisje. Wyjatek stanowi, wspomniany wyzej, zespo6t Léfgrena,
cechujgcy sie dobrym rokowaniem [7,55,63,64,86].

Konieczne jest poznanie mechanizméw regulujgcych przebieg reakciji

immunologicznych w sarkoidozie.
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Cel pracy

Ocena ekspresji receptora chemokinowego CXCR6 i antygenu CD154 na
limfocytach T u chorych na sarkoidoze w BAL i krwi obwodowej w zaleznosci

od obrazu klinicznego i radiologicznego.

Ocena subpopulacji limfocytow T (CD4, CD8, TCRafB, TCRyd, CD45RA,
CD45R0O) w BAL i krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze.

Ocena markeréw aktywacji limfocytéw T (CD69, HLA-DR, CD25) i czgsteczki
kostymulujgcej (CD28) w BAL i krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze.
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4. Materialy i metody

4.1 Charakterystyka badanych grup

Niniejsza rozprawa doktorska zostata przygotowana w ramach projektu
badawczego promotorskiego nr rejestracyjny N N402 081234, zgtoszonego w 34
konkursie projektébw badawczych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Rekrutacje chorych na sarkoidoze i grupy kontrolnej prowadzono w Kilinice
Pneumonologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Opracowanie laboratoryjne
materiatu diagnostycznego i badanie cytometryczne wykonano w Katedrze i
Zaktadzie Fizjopatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za zgodg pana prof.
dr hab. J. Witkowskiego.

Zbadano 67 os6b chorych na sarkoidoze ptuc. Grupe kontrolng (23 osoby)
stanowity osoby diagnozowane z powodu przewlektiego kaszlu, u ktérych na
podstawie przeprowadzonych badan wykluczono choroby ptuc, jako przyczyne
zgtaszanych dolegliwosci. U wszystkich wykonano podstawowe badania
laboratoryjne i radiologiczne. Szczegdtowg charakterystyke badanych grup
zawierajg tabela 2 oraz wykresy: 1-6.

Uzyskane wyniki analizowano w odniesieniu do objawow klinicznych, badan
radiologicznych piuc, badan czynnosciowych ptuc, stosowanego leczenia, czasu
trwania choroby. Woyr6zniono grupe chorych z sarkoidoza trwajgcg do 2 lat i
powyzej 2 lat [63,98], wyodrebniono podgrupe z chorobg utrzymujgca sie powyzej 5
lat [7,52]. Za progresje w badaniach czynnosciowych, podobnie jak Ziegenhagen i
wsp. [103] uznawano pogorszenie o 10% w badaniu TLC lub DLCO; zmniejszenie o
15% VC lub FEV1. Progresje radiologiczng oceniano na podstawie obecnosci

nowych zmian lub nasilenia dotychczasowych.
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Tabela 2. Charakterystyka badanych grup.

Gru Liczba WBC* LIMF* WBC* LIMF*
ba da‘;]ye oot | Wiek* | MK | BAL BAL krew krew
: (Gll) (Gll) (G/l) (G/l)
45 1,55 0,9 6,3 1,27
sarkoidoza 67 45/22
(24-68) (0,1-7,6) | (0,15-1,1) | (3,3-11,5) | (0,5-2,9)
59 0,35 0,12 6,24 1,75
kontrolna 23 7/16 0.07
(21-76) (0,02-1,0) (0 p 6)' (3,8-9.6) | (1,1-3,8)

* wartoéci przedstawione zostaty jako mediana, (zakres)

Wykres 1. Odsetek osob palgcych tyton w badanych grupach.
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Wykres 2. Stadia sarkoidozy - rozktad procentowy (n- liczba chorych).
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Wykres 3. Odsetek chorych na sarkoidoze z rozpoznanym zespotem Loéfgrena,
stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc guzkami sarkoidalnymi i widknieniem.
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(w badaniu TKWR ptuc) (w badaniu TKWR ptuc)

Wykres 4. Rozktad procentowy widknienia i jego nasilenie, stwierdzone na
podstawie badania TKWR ptuc u chorych na sarkoidoze (w.- wtdknienie).
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Wykres 5. Czas trwania sarkoidozy w latach w momencie wykonywania badania
(rozktad procentowy).

u22

Wykres 6. Rozktad procentowy chorych na sarkoidoze leczonych w przesztoSci
glikokorykosteroidami.
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4.2 Zgoda na udzial w badaniu

Wszystkie badane osoby wyrazity Swiadomg, pisemng zgode na udziat w
badaniu, zaakceptowang przez Niezalezna Komisje Bioetyczng do Spraw Badan
Naukowych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (NKEBN/432/2006).

4.3 Bronchoskopia i ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe (BAL)

Przed wykonaniem badania bronchofiberoskopowego pacjent musiat by¢ na
czczo przez minimum 4 godziny. Niektérzy badani wymagali podania premedykacji,
ztozonej z diazepamu (5mg doustnie) i kodeiny (20mg doustnie) wieczorem w dniu
poprzedzajgcym bronchofiberoskopie i rano w dniu badania. Miejscowo na tuki
podniebienne, tylng Sciane gardta i nasade jezyka podawano 10% lidokaine w
aerozolu, a nastepnie do znieczulenia krtani i oskrzeli uzywano roztworu 2%
lidokainy (nie przekraczano maksymalnej dawki dla lidokainy wynoszacej 8,2mg/kg).
Sporadycznie w trakcie zabiegu chorzy wymagali zastosowania pochodnej
benzodiazepiny o szybkim i silnym dziataniu uspokajajgcym (midazolam dozylnie).

Aparat bronchofiberoskopu (Pentax EPK-100p) wprowadzano do oskrzeli w
pozycji siedzgcej pacjenta, przez jame ustng. W trakcie badania monitorowano
saturacje krwi i akcje serca za pomocag pulsoksymetru, podawano tlen. Gabinet
zabiegowy wyposazony byt w zestaw ALS (ang. advanced life suport),
elektrokardiograf. Po obejrzeniu drég oddechowych wykonywano ptukanie
oskrzelowo-pecherzykowe (BAL). Koncéwke bronchofiberoskopu klinowano po
stronie prawej w jednym z uj$¢ oskrzeli podsegmentarnych ptata srodkowego. W
trzech porcjach podawano 120ml soli fizjologicznej (0,9% NaCl), odpowiednio po
20ml, 50ml i 50ml. Po kazdym podaniu odsysano ptyn. Pierwsza porcja, zawierajgca
wydzieline z duzych oskrzeli, stanowita materiat do badan mikrobiologicznych (flora
swoista, nieswoista, grzyby), kolejne do badan cytologicznych i cytometrycznych. Za
satysfakcjonujgcy uznawano odzysk poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych
powyzej 50% ilosci podanego ptynu, bez domieszki krwi [25].

Catos¢ badania bronchofiberoskopowego z wykonaniem  BAL trwata
kilkanascie minut. Natychmiast po pobraniu BAL poddawano przygotowaniu do
badania cytometrycznego. Oceniano ogolng leukocytoze i sktad komérkowy BAL,

wykluczano infekcje.
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44 Przygotowanie materiatu i analiza cytometryczna

Do analizy cytometrycznej uzyto cytometru przeptywowego FACScan Becton
Dikinson, USA. Do przygotowania badanych zawiesin wykorzystano wiréwke
Eppendorf Centifuge 5810R. Stosowano roztwér lizujgcy (0,83g NH4CL, 0,1g
KHCO; w 100ml wody destylowanej) i PBS (14,24g Na,HPO,x2H,0O, 2,76g
NaH,PO4xH,0, 87,6g NaCl, 2g NaNj, uzupetnione do 1l wodg destylowang). Do
opracowania wynikow uzyto oprogramowania CellQuest BD, USA i WinMDI w.2.9
(J. Trotter, The Scripps Research Institute. USA).

Od kazdej osoby badanej pobrano po 10ml krwi petnej na wersenian
dwupotasowy (EDTA K2) bezposrednio przed wykonaniem badania
bronchofiberoskopowego. Zgodnie z protokotem do kazdej probdwki cytometryczne
dodano po 100pl krwi, a nastepnie po 10yl odpowiednich przeciwciat
monoklonalnych, skierowanych przeciw okreslonym antygenom powierzchniowym
limfocytéw. Po trwajacej 30 minut inkubacji, bez dostepu swiatta, poddano komorki
hipotonicznej lizie erytrocytow (inkubacja 15 minut po dodaniu po 2 ml roztworu
lizujgcego). Po odwirowaniu (2 000 obrotow / minute przez 5 minut) i usunieciu
supernatantu, do komorek dodano po 2 ml PBS i wirowano (2 000 obrotow / minute
przez 5 minut), aby usung¢ nadmiar niezwigzanych przeciwciat. Tak przygotowane
komoérki zawieszano w niewielkiej objetosci PBS (ok. 200ul), uzyskujgc materiat do
analizy cytometrycznej. Oceniano 10 000 limfocytow.

Poptuczyny  oskrzelowo-pecherzykowe  bezposrednio po  pobraniu
przesaczono przez filtr komérkowy 70um, by usungé zanieczyszczenia $Sluzem.
Uzyskany materiat diagnostyczny przygotowywano zgodnie z opisang powyzej
procedurg z pominieciem etapu lizy erytrocytow.

Pierwsze dwie badane probowki stanowity kontrole izotypowag bez swoistosci
antygenowej. Byly to przeciwciala tego samego izotypu co przeciwciata
monoklonalne uzyte do badania, odpowiednio IgM lub 1gG tej samej podklasy.

W badaniu wykorzystano nastepujgce przeciwciata:

) MultiMix  Triple-Colour Control Reagent (Mouse IgG1/FITC, Mouse
IgG2a/RPE, Mouse IgG1/RPE-Cy5) DakoCytomation,

. IgG1-PC5 Isotypic Control BeckmanCoulter,

. Mouse Anti-Human CD3-PC5, klon UCHT1, BeckmanCoulter

. Mouse Anti-Human CD4 RPE-Cy5, klon MT310, DakoCytomation

. Mouse Anti-Human CD8 RPE-Cy5, klon DK25, DakoCytomation

. Mouse Anti-Human TCRap FITC, klon T10B9.1A-31, BD Pharmingen

. Mouse Anti-Human TCRy®d FITC, klon B1, BD Pharmingen
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. Mouse Anti-Human CD45RA FITC, klon HI100, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human CD45R0O FITC, klon UCHL1, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human CXCRG6 PE, klon 56811, R&D Systems
. Mouse Anti-Human CD154 FITC, klon TRAP1,BD Pharmingen
. Mouse Anti-Hyman CD28 PE, klon CD28.2, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human CD152 PE, klon BNI3, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human CD69 FITC, klon FN50, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human HLA-DR FITC, klon L243, BD Pharmingen
. Mouse Anti-Human CD25 PE, klon M-A251, BD Pharmingen

Zbadano ekspresje receptora CXCRG6 i antygenu CD154 na limfocytach T
(CD3+) w rozbiciu na subpopulacje CD4+ i CD8+ u 67 chorych na sarkoidoze i u 23
osbb, stanowigcych grupe kontrolng. Réwniez pozostate antygeny, dla ktérych
oznaczenia uzyto wyzej wymienionych  komplementarnych  przeciwciat
monoklonalnych, byly oceniane w grupie kontrolnej. U wybranych chorych na
sarkoidoze (20 oséb) oznaczono TCRap, TCRyd, CD45RA, CD45R0O, a u 34
chorych antygeny: CD69, HLA-DR, CD25, CD28, CD152.

4.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono 2z wykorzystaniem programu
STATISTICA 9.0 (licencja GUMed). W pierwszym etapie procedury analizy
statystycznej oceniano badane zmienne pod katem typu rozkfadu danych, uzywajac
testu Kotomogorowa-Smirnowa. W celu poréwnania wartosci cech ilosciowych w
dwoch analizowanych populacjach zastosowano test U-Manna Whitneya. W
przypadku poréwnan wartosci zmiennych w wiecej niz dwoch populacjach
zastosowano test analizy wariancji ANOVA Kruskala-Wallisa. Zastosowanie tych
testow bylo uwarunkowane rozktadem nieparametrycznym analizowanych
zmiennych, jak réwniez oceniang stosunkowo matg populacjg. llosciowe dane
parametryczne analizowano z wykorzystaniem analizy wariancji (ANOVA) oraz testu
post-hoc Scheffego. Zaleznosci pomiedzy dwoma zmiennymi jakoSciowymi
oceniono testem Chi’>. W celu sprawdzenia istotnosci statystycznej w danym
rozktadzie czestosci (ilosci oraz odsetku o0s6b) prezentowanym w danych
kategoriach zmiennych zastosowano test réznic pomiedzy dwoma sktadnikami
struktury. Zmienne opisywano na wykresach ramka-wgsy za pomocg mediany wraz
z zakresem gornego i dolnego kwartyla i podaniem minimum i maksimum. W
wybranych przypadkach * oznaczono istotnos¢ statystyczng p. W opisanych

metodach analizy, warto$¢ statystyki p < 0,05 przyjeto za istotnos¢ statystyczna.
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5. Wyniki

5.1 Receptor CXCR6

Stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy odsetek limfocytéw CXCR6+CD4+
w BAL w poréwnaniu do krwi obwodowej zaréwno u chorych na sarkoidoze
(p=0,000001), jak i w grupie kontrolnej (p=0,0005) (wykres 7). Rdéwniez odsetek
limfocytow CXCR6+CD8+ w BAL w poréwnaniu do krwi obwodowej u chorych na
sarkoidoze byt istotnie statystycznie wyzszy (p=0,000001). W grupie kontrolnej
widoczna jest podobna tendencja, ale bez stwierdzanej istotnosci statystycznej
(p=0,10) (wykres 8).

W tabelach 3 i 4 zestawiono parametry statystyczne, opisujgce odsetek
limfocytéw CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ u chorych na sarkoidoze i w grupie
kontrolnej. Nie obserwowano istotnych statystycznie r6znic w odsetku limfocytéw
CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ pomiedzy chorymi na sarkoidoze, a grupg kontrolng,
zarébwno w BAL, jak i krwi obwodowe;j (tabele 3 i 4).

Stwierdzono istotng statystycznie réznice w odsetku limfocytow
CXCR6+CD4+ w BAL pomiedzy stadium 1 i 3 sarkoidozy, ocenianym na
podstawie RTG klatki piersiowej (wykres 9, tabela 5). Nie stwierdzono podobnych
réznic dla CXCR6+CD8+ (wykres 10, tabela 6).

Natomiast we krwi obwodowej odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ rdznit sie
istotnie pomiedzy stadium 3-4 w poréwnaniu do stadium 1 (p=0,005), stadium 2
(p=0,01) i stadium 3 (p=0,05). Takze grupa kontrolna miata nizszy odsetek
limfocytéw CXCR6+CD4+ we krwi w poréwnaniu do stadium 3-4 (p=0,002) (wykres
11, tabela 7). Dla limfocytbw CXCR6+CD8+ we krwi roznice obserwowano jedynie

pomiedzy stadium 2, a stadium 3-4 (p=0,05) (wykres 12, tabela 8).
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Tabela 3. Odsetek limfocytow T CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ w BAL u chorych
na sarkoidoze i w grupie kontrolnej.

BAL CXCR6+CD4+ % CXCR6+CD8+ %
srednia| SD Q25| Me [Q75| p |srednia| SD | Q25| Me |Q75| p
sarkoidoza | 4,41 |5,39|1,21|2,84|5,20 544 16,12|1,65|3,59 6,48
0,37 0,27
kontrola | 5,45 |5,48|1,61|2,88|7,62 4,37 |5,10|0,90|2,45[4,70

Tabela 4. Odsetek limfocytow T CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ we krwi u chorych
na sarkoidoze i w grupie kontrolnej.

KREW CXCR6+CD4+ % CXCR6+CD8+ %
érednie| SD Q25| Me [Q75| p |srednie| SD [Q25| Me Q75| p
sarkoidoza | 1,44 |2,24|0,27|0,62|1,54 5,75 [10,66|0,31|0,96 | 5,11
0,19 0,61
kontrola | 0,71 |0,990,300,33|0,66 5,27 |13,50|0,28|0,57 | 4,50
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Wykres 7. Odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ w BAL i krwi obwodowej u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolne;.
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Wykres 8. Odsetek limfocytow CXCR6+CD8+ w BAL i krwi obwodowej u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 9. Odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ w BAL w zaleznosci od stadium

sarkoidozy.
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Tabela 5. Istotnosci statystycznie pomiedzy réznicami w odsetku limfocytow
CXCR6+CD4+ w BAL w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy

kontrolne;j.

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

2,9% 1,8% 4,1% 2,8% 2,8%

1 - 0,54 0,05 0,27 0,46

2 0,54 - 0,23 0,13 0,18

3 0,05 0,23 - 0,62 0,96

3-4 0,27 0,13 0,62 - 0,56

kontrola 0,46 0,18 0,96 0,56 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 10. Odsetek
sarkoidozy.
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Tabela 6. Istotnosci statystycznie pomiedzy réznicami w odsetku limfocytow
CXCR6+CD8+w BAL w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy

kontrolne;j.

Stad_ium 1 2 3 34 kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

3,8% 2,6% 3,4% 2.7% 2,4%

1 - 0,61 0,72 0,31 0,59

2 0,61 - 0,42 0,17 0,96

3 0,72 0,42 - 0,49 0,41

3-4 0,31 0,17 0,49 - 0,17

kontrola 0,59 0,96 0,41 0,17 -
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Wykres 11. Odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ we krwi w zaleznosci od stadium
sarkoidozy.

*
*
12 %
T *

10¢F
= N
¢
e B}
3 —
+
=T
[a)
Q 6
w
o
O —_
3
2 4

2L

o o
: (=]
ol = 1T Lo
1 2 3 34 kontrola

stadium sarkoidozy / kontrola

Tabela 7. Istotnosci statystycznie pomiedzy réznicami w odsetku limfocytow
CXCR6+CD4+we krwi w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy
kontrolne;j.

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

0,7% 0,4% 1,2% 1,1% 0,3%

1 - 0,66 0,4 0,005 0,64

2 0,66 - 0,62 0,01 0,37

3 0,4 0,62 - 0,05 0,22

34 0,005 0,01 0,05 - 0,002

kontrola 0,64 0,37 0,22 0,002 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 12. Odsetek limfocytow CXCR6+CD8+ we

sarkoidozy
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Tabela 8. Istotnosci statystycznie pomiedzy réznicami w odsetku limfocytow
CXCR6+CD8+ we krwi w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy

kontrolnej .

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy
} Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana
2,2% 0,5% 1,6% 0,7% 0,5%
1 - 0,12 0,55 0,36 0,51
2 0,12 - 0,48 0,05 0,42
3 0,55 0,48 - 0,2 0,98
34 0,36 0,05 0,2 - 0,17
kontrola 0,51 0,42 0,98 0,17 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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5.2 Subpopulacje limfocytow T

5.21 Limfocyty T CD4 i CD8

Stwierdzono zwiekszony odsetek limfocytéw CD4+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,001). W przeciwienstwie do
obserwowanego zmniejszonego odsetka limfocytow CD8+ (p=0,005), czego
konsekwencjg jest zwigkszony stosunek CD4/CD8 w BAL u chorych na sarkoidoze
(p=0,003). W krwi obwodowej nie wykazano istotnych statystycznie réznic w
odsetku limfocytow CD4+. Stwierdzono wyzszy odsetek limfocytow CD8+ (p=0,003)
i nizszy stosunek CD4/CD8 (p=0,049) u chorych na sarkoidoze (wykresy 13 i 14,
tabele 9 10).

Analizujgc grupe chorych na sarkoidoze, wyrdézniono osoby z klinicznym
rozpoznaniem zespotu Léfgrena. Stwierdzono u nich zwiekszony odsetek limfocytow
CD4+ (p=0,024) w BAL, przy jednoczesnym zmniejszonym odsetku limfocytow
CD8+ (p=0,006), czego konsekwencjg jest zwiekszony stosunek CD4/CD8
(p=0,0004). We krwi obwodowej istotnie statystycznie zwiekszony byt jedynie
odsetek limfocytow CD4+ (p=0,0006) (wykresy 15 16, tabele 11 i 12).

W zaleznosci od obserwowanej klinicznie progresji choroby stwierdzono w
BAL spadek odsetka limfocytéw CD4+ (p=0,05), wzrost odsetka limfocytéw CD8+
(p=0,07) i spadek stosunku CD4/CD8 (p=0,07). W rozwazanej sytuacji nie
obserwowano istotnych statystycznie réznic w odsetku analizowanych limfocytow
we krwi obwodowej (wykresy 17 i 18, tabele 13 i 14).

W zaleznosci od obserwowanego nasilenia wtoknienia w badaniu TKWR
ptuc stwierdzono w BAL spadek odsetka limfocytow CD4+ (p=0,05), wzrost odsetka
limfocytéw CD8+ (p=0,05) i spadek stosunku CD4/CD8 (p=0,02). Rowniez we Kkrwi
obwodowej stwierdzono spadek odsetka limfocytéw CD4+ (p=0,02) i wzrost odsetka
limfocytéw CD8+ (p=0,04), spadek stosunku CD4/CD8 (p=0,02) (wykresy 19 i 20,
tabele 15 16).

Rozpatrujgc guzki sarkoidalne, opisywane w badaniu TKWR ptuc,
stwierdzono w BAL spadek odsetka limfocytéw CD4+ (p=0,005), wzrost odsetka
limfocytow CD8+ (p=0,011) i spadek stosunku CD4/CD8 (p=0,006) w obecnosci
guzkéw sarkoidalnych. Rowniez we krwi obwodowej wystepowat spadek odsetka
limfocytow CD4+ (p=0,010), wzrost odsetka limfocytéw CD8+ (p=0,013) i spadek
stosunku CD4/CD8 (p=0,025) (wykresy 21 i 22, tabele 17 i 18).

Réznicujgc chorych na sarkoidoze w zaleznoéci od stadium sarkoidozy,

obserwowano tendencje spadku odsetka limfocytow CD4+ i wzrostu odsetka
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limfocytéw CD8+ zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej. Wyraznie zaznaczony jest
spadek stosunku limfocytow CD4/CD8 w BAL,; istotny statystycznie pomiedzy
stadium 1 (Me=6,1), a stadium 3 (Me=2,5) i stadium 3-4 (Me=1,8), jak réwniez
kontrolg (Me=2,3). Réwniez podobne zaleznosci wstepujg miedzy stadium 2
(Me=4,6), a stadium 3-4 (Me=1,8) i kontrolg (Me=2,3). We krwi obwodowej zwraca
uwage istotnie statystycznie niski odsetek limfocytow CD4+ w stadium 3-4
sarkoidozy w porownaniu do pozostalych stadidw zaawansowania i grupy
kontrolnej. Odsetek limfocytéow CD8+ we krwi obwodowej istotnie wzrasta w stadium
2, stadium 3 i stadium 3-4 w poréwnaniu z grupg kontrolna. Roéwniez pomiedzy
stadium 1 a stadium 3-4 obserwuje sie istotny statystycznie wzrost odsetka

limfocytow CD8+ we krwi obwodowej (wykresy 23-28, tabele 19-24).
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Wykres 13. Odsetek limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej u chorych
na sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 14. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ w BAL i krwi obwodowej u
chorych na sarkoidoze i w grupie kontrolne;j.
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Tabela 9. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej

u chorych na sarkoidoze.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 78,3% 80,4% |37,7% | 97,3% | 69,4% 89,6% 14,0%
CD8+BAL 22,7% 18,5% | 6,1% | 66,3% | 11,0% 30,3% 14,4%
CD4/CD8
BAL 54 4.4 0,4 15,4 2,1 7.9 4,0
CD4+ krew 55,5% 57,0% |15,3% | 83,1% | 46,3% 66,1% 15,6%
CD8+ krew 47,0% 457% | 23,4% | 95,6% | 32,0% 58,4% 17,0%
CDh4/cD8 14 12 | 02 | 31 0,7 2,0 0,7
krew

Tabela 10. Parametry statystyczne limfocytbw CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej w grupie kontrolne;j.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max !
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 64,4% 70,4% | 24,2% | 88,6% | 57,9% 78,3% 19,4%
CD8+BAL 34,8% 29,9% [10,3% | 79,7% | 22,4% 43,3% 18,4%
CD4/CD8
BAL 2,6 2,3 0,3 8,5 1,1 3.4 2,0
CD4+ krew 56,9% 59,4% | 34,0% | 73,6% | 55,1% 63,2% 10,8%
CD8+ krew 34,9% 32,5% | 14,1% | 56,6% | 25,8% 39,6% 14,2%
C?(MCDS 1,9 1,6 0,6 5,0 1,3 2,1 1,0
rew
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Wykres 15. Odsetek limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej u chorych
na sarkoidoze w zaleznosci od stwierdzanego zespotu Léfgrena.
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Wykres 16. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ w BAL i krwi obwodowej u
chorych na sarkoidoze w zaleznosci od stwierdzanego zespotu Léfgrena.
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Tabela 11. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze z rozpoznaniem zespotu Léfgrena.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 90,2% 91,3% |80,3% | 94,2% | 88,5% 93,3% 4,2%
CD8+BAL 11,5% 10,3% | 6,5% | 19,7% | 7,6% 15,7% 4,4%
CD4/CD8
BAL 8,9 8,8 4,5 14,3 5,6 11,9 3,4
CD4+ krew 64,8% 66,1% |39,6% | 74,2% | 64,2% 69,8% 8,7%
CD8+ krew 40,9% 34,6% |25,5% | 92,2% | 30,6% 46,0% 18,9%
cDarchs 18 19 | o6 | 27 | 14 2,2 0,6
rew

Tabela 12. Parametry statystyczne limfocytbw CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze bez rozpoznania zespotu Léfgrena.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max !
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 75,5% 785% |37,7% | 97,3% | 66,3% 87,6% 14,0%
CD8+BAL 25,2% 228% | 6,1% |66,3% | 13,2% 34,3% 14,7%
CD4/CD8
BAL 4,6 3,3 0,4 15,3 1,8 6,7 3,7
CD4+ krew 53,4% 54,2% | 15,3% | 83,1% | 44,6% 63,6% 16,2%
CD8+ krew 48,3% 48,5% |23,4% | 95,6% | 34,1% 59,1% 16,5%
C?(MCDS 1,3 1,1 0,2 3,1 0,7 1,8 0,7
rew
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Wykres 17. Odsetek limfocytéw CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej w zaleznosci
od stwierdzanej progres;ji klinicznej sarkoidozy.
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Wykres 18. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ w BAL i krwi obwodowej w
zaleznosci od stwierdzanej progres;ji klinicznej sarkoidozy.
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Tabela 13. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze z progresja kliniczng.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 68,6% 67,7% |37,7% | 91,9% | 58,6% 80,4% 16,9%
CD8+BAL 31,5% 32,1% | 10,5% | 66,3% | 19,7% 40,8% 15,6%
CD4/CD8
BAL 3,2 2,2 0,5 8,7 1,3 4,0 2,7
CD4+ krew 51,9% 54,8% |15,4% | 72,3% | 43,3% 64,3% 16,7%
CD8+ krew 55,7% 55,4% | 26,9% | 95,6% | 36,9% 70,7% 19,1%
CDh4/cD8 1,1 10 | 02 | 23 | 06 17 0,6
krew

Tabela 14. Parametry statystyczne limfocytbw CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze bez progres;ji kliniczne;j.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max !
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 78,9% 80,0% |49,9% | 97,3% | 70,6% 88,9% 12,0%
CD8+BAL 22,2% 179% | 6,1% |55,0% | 11,3% 29,2% 13,6%
CD4/CD8
BAL 5,3 4,3 0,4 15,3 2,3 7,8 3,9
CD4+ krew 55,0% 55,4% | 15,3% | 83,1% | 46,5% 64,9% 16,1%
CD8+ krew 44,9% 41,7% | 23,4% | 88,6% | 31,4% 56,3% 14,6%
C?(MCDS 1,3 1,3 0,4 3,1 0,7 1,9 0,7
rew
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Wykres 19. Odsetek limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej u chorych
na sarkoidoze w zaleznosci od stwierdzanego w badaniu TKWR ptuc nasilenia
widknienia.
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Wykres 20. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ w BAL i krwi obwodowej u
chorych na sarkoidoze w zaleznoéci od stwierdzanego w badaniu TKWR ptuc
nasilenia wtdknienia.
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Tabela 15. Parametry statystyczne limfocytbw CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze ze stwierdzonym w badaniu TKWR ptuc
wibknieniem, opisanym jako znacznie nasilone widknienie ptuc.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 68,9% 68,9% |37,7% | 97,3% | 63,8% 78,0% 16,2%
CD8+BAL 30,6% 292% | 6,7% |66,3% | 19,7% 40,8% 15,8%
CD4/CD8
BAL 3,6 2,1 0,4 13,9 1,2 3,5 41
CD4+ krew 47,3% 47,3% | 15,4% | 83,1% | 37,6% 62,5% 17,9%
CD8+ krew 53,5% 55,4% | 26,9% | 95,6% | 41,6% 58,6% 17,0%
charebs 1,0 09 | 02 | 23 | o7 11 0,6
rew

Tabela 16. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i Kkrwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze ze stwierdzonym w badaniu TKWR ptuc
widknieniem, opisanym jako dyskretne zmiany wtokniste ptuc.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 82,7% 87,5% |60,5% | 94,6% | 83,7% 89,2% 11,3%
CD8+BAL 19,0% 13,2% | 6,1% | 52,3% | 11,4% 16,3% 14,7%
CD4/CDs8
BAL 6,6 6,7 1,1 15,3 5,1 7.8 4,1
CD4+ krew 59,6% 57,9% |43,3% | 78,3% | 50,0% 71,0% 12,3%
CD8+ krew 39,1% 32,3% |23,4% | 67,4% | 28,9% 46,7% 14,3%
Ch4/cD3 17 16 | 06 | 27 | 1.1 2,3 0,7
krew
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Wykres 21. Odsetek limfocytow CD4+ i

zaleznosci od stwierdzanych w badaniu TKWR ptuc guzkéw sarkoidalnych.
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Tabela 17. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze ze stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc
guzkami sarkoidalnymi.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 75,6% 785% |37,7% | 97,3% | 65,4% 88,3% 14,3%
CD8+BAL 25,0% 228% | 6,1% |66,3% | 11,6% 34,3% 14,4%
CD4/CD8
BAL 4,6 3,2 0,4 15,3 1,8 7,1 3,7
CD4+ krew 53,0% 52,8% | 15,4% | 83,1% | 43,3% 64,3% 15,9%
CD8+ krew 49,9% 52,5% |23,4% | 95,6% | 34,1% 60,2% 17,0%
Ch4/CD3 1.2 10 | 02 | 31 0,7 18 0,7
krew

Tabela 18. Parametry statystyczne limfocytow CD4+ i CD8+ w BAL i Kkrwi
obwodowej w grupie chorych na sarkoidoze bez stwierdzonych w badaniu TKWR
ptuc guzkéw sarkoidalnych.

. . . . . Kwartyl | Kwartyl | Odchylenie
limfocyty srednia | mediana| min max .
dolny gorny |standardowe
CD4+ BAL 85,7% 89,1% | 58,0% | 96,2% | 80,3% 93,0% 9,9%
CD8+BAL 16,6% 12,4% | 6,5% | 55,0% | 10,0% 17,3% 12,7%
CD4/CD8
BAL 7.4 6,9 1 14,3 4,6 9,3 4
CD4+ krew 62,0% 64,2% |15,3% | 78,8% | 58,4% 69,5% 13,3%
CD8+ krew 39,4% 36,3% |24,9% | 88,6% | 31,3% 45,7% 15,0%
Ch4/cD3 17 17 | o6 | 27 | 1.1 2,2 0,6
krew
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Wykres 23. Odsetek limfocytéw CD4+ w BAL w zaleznosci od stadium sarkoidozy w
poréwnaniu do grupy kontrolne;.
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Tabela 19. Istotnosci statystycznie pomiedzy odsetkami limfocytéw CD4+ w BAL w
zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Stadium 1 2 3 34 | kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

88,9% 80,4% 68,2% 68,3% 70,4%

1 - 0,195 0,003 0,002 0,00001

2 0,195 - 0,070 0,027 0,0009

3 0,003 0,070 - 0,452 0,210

34 0,002 0,027 0,452 - 0,829

kontrola | 0,00001 | 0,0009 0,210 0,829 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 24. Odsetek limfocytéw CD8+ w BAL w zaleznosci od stadium sarkoidozy w
poréwnaniu do grupy kontrolne;.
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Tabela 20. Istotnosci statystycznie pomiedzy odsetkami limfocytéw CD8+ w BAL w
zaleznosci od stadium sarkoidozy w poroéwnaniu do grupy kontrolnej.

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

13,6% 17,5% 17,5% 35,6% 29,9%

1 - 0,401 0,019 0,016 0,0002

2 0,401 - 0,105 0,061 0,003

3 0,019 0,105 - 0,520 0,293

3-4 0,016 0,061 0,520 - 0,903

kontrola 0,0002 0,003 0,293 0,903 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 25. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ w BAL w zaleznosci od stadium
sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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Tabela 21. Istotnosci statystycznie pomiedzy stosunkami limfocytéw CD4+ do CD8+
w BAL w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Stadium 1 2 3 34 | kontrola
sarkoidozy
Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana
6,1 4.6 2,5 1,8 2,3
1 - 0,204 0,024 0,001 0,0001
2 0,204 - 0,251 0,019 0,007
3 0,024 0,251 - 0,168 0,188
3-4 0,001 0,019 0,168 - 0,692
kontrola 0,0001 0,007 0,188 0,692 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 26. Odsetek limfocytow CD4+ we krwi w zaleznosci od stadium sarkoidozy

w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
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Tabela 22. Istotno&ci statystycznie pomiedzy odsetkami limfocytéow CD4+ we krwi w
zaleznosci od stadium sarkoidozy w poroéwnaniu do grupy kontrolnej.

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy

Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana

64,1% 52,9% 53,3% 41,2% 59,4%

1 - 0,204 0,373 0,005 0,471

2 0,204 - 0,842 0,042 0,617

3 0,373 0,842 - 0,043 0,81

3-4 0,005 0,042 0,043 - 0,021

kontrola 0,471 0,617 0,81 0,021 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 27. Odsetek limfocytow CD8+ we krwi w zaleznosci od stadium sarkoidozy

w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
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Tabela 23. Istotnoséci statystycznie pomiedzy odsetkami limfocytéw CD8+ we krwi w
zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Stadium 1 2 3 34 | kontrola
sarkoidozy
} Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana
37.2% 47.,9% 51,5% 54,3% 33,5%
1 - 0,147 0,302 0,017 0,092
2 0,147 - 0,837 0,142 0,002
3 0,302 0,837 - 0,132 0,016
3-4 0,017 0,142 0,132 - 0,0007
kontrola 0,092 0,002 0,016 0,0007 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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Wykres 28. Stosunek limfocytow CD4+ do CD8+ we krwi w zaleznosci od stadium
sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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Tabela 24. Istotnosci statystycznie pomiedzy stosunkami limfocytow CD4+ do CD8+

we krwi w zaleznosci od stadium sarkoidozy w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Stadium 1 2 3 3-4 | kontrola
sarkoidozy
Mediana | Mediana | Mediana | Mediana | Mediana
1,6 1 0,9 0,8 1,6
1 - 0,226 0,334 0,026 0,263
2 0,226 - 0,949 0,143 0,027
3 0,334 0,949 - 0,16 0,061
3-4 0,026 0,143 0,16 - 0,004
kontrola 0,263 0,027 0,061 0,004 -

*na czerwono zaznaczono p istotne statystycznie
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5.2.2 Limfocyty T TCRaf i TCRyd

Stwierdzono w BAL istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytéw
TCRaBCD4+ (p=0,00001), TCRaBCD8+ (p=0,002) przy jednoczesnym obnizeniu
odsetka limfocytéw TCRy&CD4+ (p=0,00005), TCRydCD8+ (p=0,0078) u chorych
na sarkoidoze w stosunku do grupy kontrolnej (wykres 29). Stwierdzony roéwniez
istotny statystycznie wyzszy stosunek limfocytow TCRaBCD4+ do TCRydCD4+
(p=0,00001) i TCRapCD8+ do TCRydCD8+ (p= 0,0008) u chorych na sarkoidoze
(wykres 30).

Rozwazano zmiany w odsetku subpopulacji limfocytéw TCRap i TCRyd w
BAL w zaleznosci od stwierdzanych w badaniu TKWR ptuc powiekszonych weztéw
chtonnych. Obserwowano tendencje wzrostu odsetka limfocytéw TCRapBCD4+
(p=0,09) i TCRaBCD8+ (p=0,09) przy jednoczesnym obnizeniu odsetka limfocytéw
TCRydCD4+ (p=0,13) i TCRydCD8+(p=0,13) w obecnosci weztdw chtonnych
(wykres 31). W analizowanej sytuacji obserwowano rowniez wyzszy stosunek
limfocytbw TCRoBCD4+ do TCRydCD4+ (p=0,08) i stosunek limfocytow
TCRaBCD8+ do TCRydCD8+ (p=0,08) (wykres 32).
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Wykres 29. Odsetek limfocytow TCRafCD4+, TCRydCD4+, TCRaBCD8+,
TCRydCD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze i w grupie kontrolne;.
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Wykres 30. Stosunek limfocytow TCRapCD4+ do TCRydCD4+ i stosunek
limfocytow TCRaBCD8+ do TCRydCD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze i w grupie
kontrolne;j.
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Wykres 31.

Odsetek

limfocytow TCRaBCD4+,

TCRy5CD4+,

TCRaBCD8+,

TCRydCD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze w zaleznosci od stwierdzonych w

badaniu TKWR ptuc powiekszonych weziéw chtonnych.

odsetek limfocytow

Wykres 32. Stosunek limfocytow TCRaBCD4+ do TCRydCD4+ i
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5.2.3 Limfocyty T CD45RA i CD45RO

W BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej
stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytow CD45RO+CD4+
(p=0,01), wzrost odsetka limfocytow CD45RO+CD8+ (p=0,02), wzrosty odsetka
CD45RA+CD8+ (p=0,03). Nie wykazano istotnosci statystycznej dla
CD45RA+CD4+ (p=0,29) (wykres 33). Nie obserwowano istotnych roznic stosunku
CD45RO+CD4+ do CD45RA+CD4+ (p=0,34), ani CD45RO+CD8+do
CD45RA+CD8+ (p=0,98) w analizowanej sytuacji (wykres 34).

Jedyna stwierdzona istotna statystycznie zmiana we krwi u chorych na
sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej dotyczyta wzrost odsetka limfocytow
CD45RA+CD8+ (p=0,01). Nie obserwowano roznic dla CD45RO+ CD8+ (p=0,49)
(wykres 35).

Biorgc pod uwage badanie TKWR ptuc i stwierdzone w nim powiekszenie
weztéw chionnych, obserwowano na granicy istotnosci statystycznej wyzszy
odsetek limfocytéw CD45RA+CD8+ (p=0,05) w BAL u chorych na sarkoidoze
(wykres 36). Analizujgc widknienie ptuc, wykazane w badaniu TKWR, stwierdzono
istotny statystycznie spadek w BAL odsetka limfocytéw CD45RO+CD4+ (p=0,02)
(wykres 37).

Wykres 33. Odsetek limfocytow CD45RO+CD4+, CD45RA+CD4+, CD45RO+CD8+,
CD45RA+CD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze i w grupie kontrolne;.
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Wykres 34. Stosunek Ilimfocytow CD45R0O+CD4+ do CD45RA+CD4+ i
CD45R0O+CD8+ do CD45RA+CD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze i w grupie
kontrolne;.
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Wykres 35. Odsetek limfocytow CD45RO+CD8+ i CD45RA+CD8+ we krwi u
chorych na sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 36. Odsetek limfocytow CD45RA+CD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze w

zaleznoSci od stwierdzanych w badaniu TKWR piuc powiekszonych weztow

chfonnych.
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Wykres 37. Odsetek limfocytow CD45RO+CD4+ w BAL u chorych na sarkoidoze w
zaleznoSci od stwierdzanego w badaniu TKWR ptuc witdknienia.
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5.3 Czasteczka kostymulujgca CD28

W BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej
stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytéw CD28+CD4+ (p=0,01) i
CD28+CD8+ (p=0,04) (wykres 38).

Chorzy z rozpoznaniem zespotu Lofgrena odznaczali sie istotnym
statystycznie wzrostem odsetka limfocytow CD28+CD4+ (p=0,003) i CD28+CD8+
(p=0,001) w BAL u w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Réwniez poréwnujac chorych
na sarkoidoze z zespotem Ldéfgrena i bez jego rozpoznania, obserwowano istotny
statystycznie wzrosty odsetka limfocytow CD28+CD4+ (p=0,02) i CD28+CD8+
(p=0,01). Nie wykazano natomiast roéznic pomiedzy chorymi na sarkoidoze, u
ktorych nie byto rozpoznawanego zespotu Léfgrena, a kontrolg (wykres 39).

We krwi obwodowej u chorych z rozpoznaniem zespotu Léfgrena stwierdzono
istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytéw CD28+CD8+ (p=0,04) w poréwnaniu
do chorych, u ktérych go nie rozpoznawano. Nie wykazano réznicy miedzy chorymi
a kontrolg (odpowiednio p=0,50 i p=0,26). Nie stwierdzono réwniez w rozwazanych
grupach istotnych statystycznie réznic w odsetku limfocytéw CD28+CD4+ (wykres
40).

Biorgc pod uwage badanie TKWR piuc i stwierdzane w nim guzki
sarkoidalne, wykazano istotny statystycznie spadek odsetka limfocytow
CD28+CD4+ (p=0,007) w BAL u chorych na sarkoidoze. Nie obserwowano
istotnych statystycznie réznic dla CD28+CD8+ (p=0,17) (wykres 41). Rowniez
analizujgc witdknienie ptuc, stwierdzono na granicy istotnoSci statystycznej spadek
odsetka limfocytow CD28+CD4+ (p=0,05) w BAL i brak réznic dla CD28+CD8+
(0,33) (wykres 42). Zaznaczyta sie tendencja spadku odsetka limfocytéw
CD28+CD4+ (p=0,13) i CD28+CD8+ (p=0,16) w BAL u chorych na sarkoidoze w
zaleznosci od stopnia nasilenia wtdknienia, tj. opisywanego przez radiologéw jako
dyskretne lub znaczne witdknienie (wykres 43). U chory ze stwierdzanymi
jednoczesnie guzkami sarkoidalnymi i wibknieniem analogicznie stwierdzono istotny
statystycznie spadek odsetka limfocytow CD28+CD4+ (p=0,01) w BAL, jak rowniez
obserwowano podobng tendencje w odsetku limfocytéw CD28+CD8+ (p=0,05)
(wykres 44).
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Wykres 38. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na

sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 39. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zalezno$ci od zespotu Léfgrena w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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Wykres 40. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ we krwi u chorych na
sarkoidoze w zaleznoéci od zespotu Léfgrena w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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Wykres 41. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w =zaleznosci od stwierdzanych w badaniu TKWR ptuc guzkéw

sarkoidalnych.
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Wykres 42. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na

sarkoidoze w zaleznoéci od stwierdzanego w badaniu TKWR ptuc witbknienia.
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Wykres 43. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zaleznosci od nasilenia wtdknienia, stwierdzanego w badaniu TKWR

ptuc.
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Wykres 44. Odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zaleznoéci od stwierdzanych w badaniu TKWR ptuc zmian, tj. guzkéw
sarkoidalnych i wtdknienia.

odsetek limfocytow

100

D

80 |

70t

60 |

50

40

T

tak nie

guzki sarkoidalne i wtdknienie (w badaniu TKWR ptuc)

E] cD4+CD28+ BAL
B cps+CD28+ BAL

63



5.4  Markery aktywacji limfocytow

5.41 CD69

Stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytéw CD69+CD4+
(p=0,00004) i CD69+CD8+ (p=0,00012) w BAL u chorych na sarkoidoze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (wykres 45). Podobnie we krwi obwodowej
stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka zaréwno limfocytéw CD69+CD4+
(p=0,00004), jak i CD69+CD8+ (p=0,013) (wykres 46).

Rozwazajgc grupe chorych z rozpoznaniem zespotu Léfgrena i bez jego
rozpoznania, nie stwierdzono istotnego statystycznie wzrost odsetka limfocytow
CD69+CD4+ (p=0,37), ani CD69+CD8+ (p=0,67) w BAL (wykres 47), jak rowniez
we krwi obwodowej, odpowiednio dla limfocytbw CD69+CD4+ (p=0,77) i
CD69+CD8+ (p=0,28) (wykres 48).

Natomiast biorgc pod uwage czas trwania choroby w momencie badania,
stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytéw CD69+CD4+ w BAL u
chorych na sarkoidoze trwajgca krocej niz 2 lata w poréwnaniu do trwania choroby
powyzej 5 lat (p=0,0009). Obserwowano rowniez istotne statystycznie roznice
pomiedzy 2-5 letnim okresem trwania sarkoidozy, a powyzej 5 lat trwania choroby
(p=0,02). Nie obserwowano roé6znic w odsetku limfocytow CD69+CD8+ w

wyrdznionych podgrupach chorych (wykres 49).
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Wykres 45. Odsetek limfocytow CD69+CD4+ i CD69+CD8+ w BAL u chorych na

sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 47. Odsetek limfocytow CD69+CD4+ i CD69+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zalezno$ci od rozpoznanego zespotu Léfgrena.
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Wykres 48. Odsetek limfocytéw CD69+CD4+ i CD69+CD8+ we krwi u chorych na
sarkoidoze w zaleznoséci od rozpoznanego zespotu Léfgrena.
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Wykres 49. Odsetek limfocytow CD69+CD4+ i CD69+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zalezno$ci od czasu trwania choroby.
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54.2 HLA-DR

Stwierdzono istotny statystycznie wyzszy odsetek limfocytow HLA-DR+CD4+
(p=0,004) i nizszy odsetek limfocytéw HLA-DR+CD8+ (p=0,007) w BAL u chorych
na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wykres 50). Podobnie
stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytow HLA-DR+CD4+
(p=0,001) we krwi u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Jednak nie obserwowano réznic w odsetku limfocytéw HLA-DR+CD8+ (p=0,35)
(wykres 51).

Analogicznie jak poprzednio wyrdézniono grupe chorych z rozpoznaniem
zespotu Lofgrena. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odsetku
limfocytow HLA-DR+CD4+ (p=0,80), ani HLA-DR+CD8+ (p=0,12) w BAL (wykres
52). Roéwniez biorgc pod uwage czas trwania choroby w momencie badania nie
obserwowano w BAL r6znic w odsetku limfocytow HLA-DR+CD4+ , jak i HLA-
DR+CD8+ (wykres 53).
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Wykres 50. Odsetek limfocytéw HLA-DR+CD4+ i HLA-DR+CD8+ w BAL u chorych
na sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 51. Odsetek limfocytow HLA-DR+CD4+ i HLA-DR+CD8+ we krwi u chorych
na sarkoidoze i w grupie kontrolne;j.
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Wykres 52. Odsetek limfocytéw HLA-DR+CD4+ i HLA-DR+CD8+ w BAL u chorych
na sarkoidoze w zaleznosci od rozpoznanego zespotu Léfgrena.
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Wykres 53. Odsetek limfocytéw HLA-DR+CD4+ i HLA-DR+CD8+ w BAL u chorych
na sarkoidoze w zaleznosci od czasu trwania choroby.
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5.4.3 CD25

Stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka limfocytéow CD25+CD4+
(p=0,0028) w BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie
obserwowano réznic w odsetku limfocytow CD25+CD8+ (p=0,36) (wykres 54). Nie
stwierdzono réwniez réznic w odsetku limfocytéw CD25+CD4+ (p=0,33), ani
CD25+CD8+ (p=0,37) we krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (wykres 55).

Podobnie jak wczesSniej rozwazano grupe chorych z aktywng fazg
sarkoidozy, odpowiadajgcg klinicznemu zespotowi Loéfgrena. Stwierdzono u tych
chorych w BAL istotny statystycznie spadek odsetka limfocytow CD25+CD4+ (p=
0,0005). Nie obserwowano réznic w odsetku limfocytow CD25+CD8+ (p=0,36)
(wykres 56). Rozwazajgc czas trwania choroby, nie stwierdzono w BAL rdznic w
odsetku limfocytéw CD25+CD4+, ani CD25+CD8+ (wykres 57).

Natomiast biorgc pod uwage nasilenie witdknienia, stwierdzane w badaniu
TKWR ptuc, wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka limfocytow CD25+CD4+
(p=0,04) w BAL (wykres 58).
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Wykres 54. Odsetek limfocytow CD25+CD4+ i CD25+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 55. Odsetek limfocytow CD25+CD4+ i CD25+CD8+ we krwi u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 56. Odsetek limfocytow CD25+CD4+ i CD25+CD8+ w BAL u chorych na

sarkoidoze w zaleznosci od rozpoznanego zespotu Léfgrena.
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Wykres 57. Odsetek limfocytéw CD25+CD4+ i CD25+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zaleznoéci od czasu trwania choroby.
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Wykres 58. Odsetek limfocytow CD25+CD4+ i CD25+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze w zaleznosci od nasilenia wtdknienia, stwierdzanego w badaniu TKWR
ptuc.
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Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w odsetku limfocytow
CD154+CD4+ i CD154+CD8+ w BAL, poréwnujgc chorych na sarkoidoze i grupe
kontrolng (wykres 59). Stwierdzono istotny statystycznie wyzszy odsetek limfocytéw
CD154+CD4+ (p=0,00002) i CD154+CD8+ (p=0,022) we krwi u chorych na
sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wykres 60). Obserwowano réwniez
tendencje wzrostu odsetka limfocytow CD154+CD4+ (p=0,10) i CD154+CD8+
(p=0,09) we krwi u chorych na sarkoidoze w zaleznosci od nasilenia wtdknienia,
stwierdzanego w badaniu TKWR ptuc (wykres 61).
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Wykres 59. Odsetek limfocytow CD154+CD4+ i CD154+CD8+ w BAL u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 60. Odsetek limfocytéw CD154+CD4+ i CD154+CD8+ we krwi u chorych na
sarkoidoze i w grupie kontrolnej.
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Wykres 61. Odsetek limfocytow CD154+CD4+ i CD154+CD8+ we krwi u chorych

na sarkoidoze w zaleznoéci od nasilenia witdknienia, stwierdzanego w badaniu
TKWR ptuc.
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5.5 Podsumowanie wynikow

Stwierdzony wyzszy odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ w
BAL w poréwnaniu do krwi obwodowej, wskazuje na udziat tego receptora
chemokinowego w procesie migracji limfocytéw T do ptuc, tzw. lymphocytes lung
homing.

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem limfocytow
CXCR6+CD4+ i CXCR6+CD8+ pomiedzy chorymi na sarkoidoze, a grupg kontrolna,
zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej. Nie stanowi on zatem markera r6znicujgcego
obie grupy. Przemawia to raczej za niespecyficznym charakterem tego receptora
chemokinowego.

Wprawdzie niewielka, ale istotna statystycznie réznica w odsetku limfocytow
CXCR6+CD4+ we krwi pomiedzy stadium 3-4 sarkoidozy, a stadiami 1,2,3 i grupa
kontrolng, moze $wiadczyé o potencjalnym zaangazowaniu receptora CXCR6 w
rozwoju  witoknienia ptuc. Z drugiej jednak strony nie stwierdzono podobnych
zaleznosci w odsetku limfocytow CXCR6+CD4+ w BAL, poza stadium 1 i stadium 3
sarkoidozy.

W poroéwnaniu z grupg kontrolng, u chorych na sarkoidoze stwierdzono w
BAL wyzszy odsetek limfocytow CD4+, nizszy odsetek limfocytéw CD8+, czego
konsekwencjg jest wyzszy stosunek limfocytéw CD4/CD8. Analogiczne zestawienie
we krwi obwodowej nie wykazato réznic w odsetku CD4+. Widoczna jest jednak
odwrotna zalezno$¢ w odsetku limfocytow CD8 i stosunku limfocytow CD4 do CD8.
Uzyskane wyniki potwierdzajg gtéwng role limfocytow CD4+ w immunopatologii
sarkoidozy.

Rozpatrujgc chorych na sarkoidoze w kontekécie klinicznej aktywnosci
choroby, wyrézniono grupe chorych z rozpoznaniem zespotu Léfgrena. Stwierdzono
u tych chorych istotnie statystycznie wyzszy odsetek limfocytow CD4+ w BAL i krwi
obwodowej, jak rowniez nizszy odsetek limfocytéw CD8+ i wyzszy stosunek CD4 do
CD8 w BAL. Biorgc pod uwage kliniczng progresje sarkoidozy, stwierdzono w BAL
spadek odsetka limfocytow CD4+, wzrost odsetka limfocytow CD8+ i wynikajacy z
tego spadek stosunku limfocytbw CD4/CD8. Najpewniej ma to zwigzek z
obecno$cia ziarniniakéw sarkoidalnych i zaangazowaniem gtéwnie limfocytéw CD4+
w ich tworzenie. Stad obserwowane zmiany w subpopulacji limfocytow CD4+ i
CD8+ zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej, w zaleznosci od stwierdzonych
guzkéw w badaniu TKWR ptuc. Podobna tendencja widoczna jest u chorych z

rozwijajagcym sie widknieniem pluc, ocenianym na podstawie nasilenia zmian
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widknistych  w badaniu TKWR pluc. Spodziewanym odzwierciedleniem
stwierdzanych zaleznosci sg wykazane zmiany w odsetku limfocytow CD4+ i CD8+ i
ich stosunku w zaleznosci od stadium sarkoidozy. Wprawdzie podziatu dokonuje sie
na podstawie oceny RTG klatki piersiowej, a nie TKWR pluc, niemniej jednak
czuto$¢ metody wydaje sie by¢ zadowalajgca.

U chorych na sarkoidoze w BAL stwierdzono wyzszy odsetek limfocytow
TCRaBCD4+ i TCRaBCD8+ w poréwnaniu z grupg kontrolng. Najpewniej T cell
receptor (TCR), zbudowany z fancuchéw a i B, zaangazowany jest w rozpoznawanie
potencjalnego czynnika sarkoidalnego. Byé moze ma to réwniez zwigzek z
prezentacjg antygenu w weztach chtonnych.

Rowniez odsetek limfocytow CD45RO+CD4+ i CD45R0O+CD8+ jest wyzszy
u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ma to z pewnoscig
zwigzek z pamiecig immunologiczng i byé moze ciggtg stymulacjg antygenowa. Z
drugiej strony interesujgcy jest obserwowany wzrost odsetka limfocytow
CD45RA+CD8+ w BAL i krwi u chorych na sarkoidoze, co moze sugerowac ich
zaangazowanie w zwalczanie potencjalnego czynnika sarkoidalnego.

Kostymulacja poprzez czgsteczke CD28 wydaje sie mie¢ istotne znaczenie
w aktywnej fazie sarkoidozy, odpowiadajgcej klinicznemu obrazowi zespotu
Léfgrena. Stwierdzono u tych chorych w BAL istotny statystycznie wyzszy odsetek
limfocytéw CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w poréwnaniu do chorych na sarkoidoze bez
rozpoznania zespotu Lofgrena, jak réwniez w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Zauwazy¢ nalezy, Zze nie bylo istotnych réznic pomiedzy kontrolg, a chorymi bez
rozpoznania zespotu Léfgrena. Rowniez ilosciowo odsetek omawianych limfocytow
w tych grupach badanych, byt rézny od spodziewanego. Analogiczna analiza krwi
obwodowej wykazata istotne statystycznie réznice jedynie w odsetku limfocytow
CD28+CD8+. Stwierdzono ich wyzszy odsetek u chorych z rozpoznaniem zespotu
Léfgrena w porédwnaniu do pozostatych chorych, bez réznic w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Rozpatrujgc uzyskane wyniki w kontekScie zmian uwidocznionych w
badaniu TKWR ptuc, obserwowano tendencje spadku odsetka limfocytow
CD28+CD4+ w BAL, w zaleznosci od obecnosci guzkéw sarkoidalnych, widknienia
ptuc (réwniez w zaleznosci od stopnia nasilenia witdknienia).

Oceniano nastepujgce markery aktywacji limfocytow T: CD69, HLA-DR,
CD25 i CD154. Stwierdzono wyzszy odsetek limfocytow CD69+CD4+ i
CD69+CD8+, zarébwno w BAL, jak i krwi obwodowej, u chorych na sarkoidoze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazano réznic w zaleznoéci od aktywnosci

klinicznej sarkoidozy (zesp6t Loéfgrena). Analizujgc czas trwania choroby w
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momencie wykonywania badania, zaobserwowano tendencje spadkowg w odsetku
limfocytéw CD69+CD4+ w BAL i utrzymywanie sie wysokiego odsetka limfocytéw
CD69+CD8+ w BAL. Odmiennie w zaleznosci od czasu trwania choroby zachowuja
sie limfocyty HLA-DR+CDA4+, tj. utrzymuje sie ich podwyzszony odsetek. W
poréwnaniu z grupg kontrolng, u chorych na sarkoidoze w BAL stwierdzono wyzszy
odsetek limfocytow HLA-DR+CD4+ i nizszy HLA-DR+CD8+. We krwi obwodowej
wyzszy byt jedynie odsetek limfocytbw HLA-DR+CD4+. Prawdopodobnie
obserwowane zmiany nalezy rozwazaC w Swietle hipotezy ciggtej stymulaciji
antygenowej przez potencjalny czynnik sarkoidalny.

Odsetek limfocytow CD25+CD4+ w BAL u chorych na sarkoidoze byt istotnie
statystycznie nizszy niz w grupie kontrolnej. Nie stwierdzono réznic w odsetku
limfocytéw CD25+CD8+ zaréwno w BAL, jak i krwi, jak rowniez dla CD25+CD4+ we
krwi. Przypuszczalnie na subpopulacje limfocytéw CD25+CD4+ nalezy patrze¢ w
kontekscie ich funkcji regulatorowych, a nie aktywacji limfocytow. Zastanawia ich
rola w zespole Loéfgrena, jak réwniez w rozwijajgcym sie widknieniu ptuc. W
niniejszej pracy doktorskiej stwierdzono istotnie statystycznie niski odsetek
limfocytow CD25+CD4+ w BAL u chorych z zespotem Léfgrena w porownaniu do
pozostatych chorych. Natomiast w poréwnaniu nasilonego witdknienia ptuc do zmian
dyskretnych, opisywanych w badaniu TKWR pluc, stwierdzono w BAL ich
zwiekszony odsetek.

Ze wzgledu na niskie odsetki limfocytow CD154+CD4+ i CD154+CD8+ w
BAL i krwi obwodowej, zaréwno u chorych na sarkoidoze, jak i w grupie kontrolnej,
obserwowane rdéznice wydajg sie nie mie¢ istotnego znaczenia klinicznego.
Stwierdzono wzrost ich odsetka we krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak réwniez tendencje wzrostu w zaleznoéci od

nasilenia widknienia.
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6. Dyskusja

Poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BAL) od ponad 35 lat stanowig
uzyteczng metode diagnostyczng, wykorzystywang szeroko w pneumonologii.
Pierwsza konferencja poswiecona BAL odbyta sie we Francji w 1976 roku. Przez
kolejne lata prébowano kwestionowaé¢ wiarygodnos¢ BAL, szukac i zastepowac go
lepszymi technikami. Miedzy innymi plwocina indukowana, jako metoda prostsza i
mniej inwazyjna wydawata sie spetniac te oczekiwania [65]. Jednak nalezy pamietac
o odmiennym pochodzeniu komorek, ktére pozyskujemy tymi réznymi technikami.
BAL dostarcza informacji z obwodowych drég oddechowych i posrednio Swiadczy o
stanie Srodmigzszu ptuc. Znaczenie BAL wydaje sie niepodwazalne i niezwykle
pomocne jako uzupetnienie diagnostyki, szczegodlnie w $rodmigzszowych chorobach
ptuc [18,24,25,26,57,68,95,103,104].

Podstawowe zatozenia techniki wykonywania BAL nie ulegty zasadniczym
zmianom. Brak jest jednak zasad standaryzaciji, co utrudnia poréwnywanie wynikow
[18,63]. Rozni autorzy wykorzystujg do badan rézne objetosci soli fizjologicznej, {j.
100ml  [20,21,98], 120ml  [5,65,98,104], 150ml  [32,33,45], 200ml
[24,26,32,33,41,42,91], 240ml [45], 250ml [93], 300ml [103]. W niniejszej pracy
doktorskiej zastosowano, obowigzujagcg w Klinice Penumonologii GUMed,
procedure z uzyciem 120 ml soli fizjologicznej. Zatem spojrzenie od strony samej
techniki wykonywania BAL moze wplyngé na osgad porownywanych wynikéw
réznych badaczy.

W wielu pracach zwraca uwage trudnosci w rekrutacji idealnej grupy
kontrolnej. Czasami badania na duzej grupie chorych na sarkoidoze prezentowane
sg bez odniesienia do grupy kontrolnej [20,45]. Niekiedy sg to bardzo mate grupy
zdrowych ochotnikéw [27,56] lub niezgodne pod wzgledem wieku i pici [42].
Nierzadko grupe kontrolng stanowig osoby, u ktorych nie stwierdzono Zadnych
choréb ptuc, a bronchofiberoskopia byta elementem diagnostyki [103]. Giéwnie sg to
chorzy diagnozowani z powodu przewlektego kaszlu [3,32,33]. Czesto grupe
kontrolng stanowig chorzy z innymi chorobami ptuc [98], w tym réwniez z innymi
8rodmigzszowymi chorobami ptuc [91]. W niniejszej pracy doktorskiej grupe
kontrolng stanowity osoby diagnozowane z powodu przewlektego kaszlu, u ktorych
nie stwierdzono choroby ptuc [58].

Kolejny punkt sporny stanowi rézne podejscie do oceny aktywnosci choroby
[7]. Jedynie chorzy z zespotem Léfgrena nie budzg watpliwosci i zgodnie przez
wszystkich badaczy klasyfikowani sg jako aktywna faza sarkoidozy

[20,21,29,42,103]. Charakterystyczny obraz zespotu Léfgrena pozwala, zgodnie z
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wytycznymi, na odstgpienie od potwierdzenia rozpoznania sarkoidozy badaniem
histopatologicznym [95]. Bezwzglednie jednak obowigzuje wykluczenie innych
znanych przyczyn wystepowania zespotu Loéfgrena [63,86,95,96]. Trudna jest
rowniez ocena progresji choroby [7]. Konieczna jest obserwacja chorych i
monitorowanie zaréwno nasilenia objawdw klinicznych, radiologicznych i zaburzen
w badaniach czynnosciowych ptuc. Informacje z wszystkich tych obszaréw
pozwalajg na ustosunkowanie sie do postepu choroby, czego konsekwencjg jest
decyzja o wigczeniu lub zmianie stosowanego leczenia. Niekiedy stwierdza sie
jedynie progresje w badaniach radiologicznych, badz czynnosciowych pfuc.
Nierzadko zgtaszane przez chorego objawy kliniczne majg zwigzek z innymi
wspotistniejgcymi chorobami [7,63,86,95,96].

Réwniez ocena stadium sarkoidozy moze podlega¢ dyskusji. Problem wigze
sie z zastosowaniem badania tomografii komputerowej wysokiej rozdzielczosci
(TKWR), w ktérej wida¢ znacznie wiecej zmian niz w klasycznym zdjeciu RTG klatki
piersiowej [28]. Brytyjskie wytyczne chordb srédmigzszowych ptuc wskazujg na
RTG przegladowe klatki piersiowej jako badanie podstawowe. Badanie TKWR ptuc
nalezy rozwazyé dopiero jako kolejny krok postepowania diagnostycznego [95].
Rodzi sie pytanie o zasadno$¢ ewentualnej zmiany klasyfikacji stadium sarkoidozy
w oparciu o badanie TKWR ptuc. Wielokrotnie praktyka kliniczna wymaga tego
badania dla petnej oceny stanu chorych i podjecia decyzji odnos$nie dalszego
postepowania diagnostyczno-terapeutycznego, m.in. oceny progresji radiologicznej
choroby. Niemniej jednak dla rutynowej diagnostyki i monitorowania chorych RTG
klatki piersiowej pozostaje badaniem podstawowym [63,64,86,95,96]. Wazny jest tu
réwniez aspekt finansowy, dostepnos¢ badan i dawka promieniowania jonizujgcego.
Zaznaczy¢ nalezy, ze w niniejszej pracy doktorskiej nie byto chorych w stadium 4
sarkoidozy. Wigze sie ono ze znacznie zaawansowanymi zmianami w ptucach pod
postacig nasilonego widknienia. W analizie wyrézniono grupe chorych w stadium 3-
4, tj. ze zmianami bardziej zaawansowanymi niz stadium 3, ale bez dokonanych
catkowitych zmian destrukcyjnych w ptucach. Niektorzy mogg te grupe traktowacé
jako stadium 3 sarkoidozy inni jako stadium 4. Podobnego podziatu dokonali autorzy
innych prac [16,20].

Gtéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena ekspresji CXCR6 na
limfocytach T CD4+ i CD8+ w BAL i krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. CXCRG6 jest receptorem chemokinowym tgczacym
sie ze swoistym ligandem CXCL16, obecnym na makrofagach i komoérkach

dendrytycznych [3,32,82]. Potwierdzono ekspresje CXCL16 na komérkach jgder
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ziarniniakéw sarkoidalnych i naciek limfocytow T CXCR6+ w ich otoczeniu [3].
Stwierdzono obecnos¢ CXCL16 na makrofagach pecherzykéw ptucnych, jak
rébwniez forme rozpuszczalng w supernatancie z poptuczyn oskrzelowo-
pechrzykowych [56]. CXCL16 odpowiada za migracje i aktywacje limfocytow T.
Bierze udziat w zwalczaniu mikroorganizméw, m.in. bakterii Gram ujemnych i Gram
dodatnich. Wykazano doswiadczalnie zahamowanie fagocytozy bakterii przez
komoérki prezentujgce antygen (komorki dendrytyczne) poprzez blokowanie CXCL16
[82].

Jedna z hipotez na temat czynnika etiologicznego w sarkoidozie zaktada
obecnos¢ nieznanego antygenu, tzw. czynnika sarkoidalnego, ktory drogg wziewna
dostaje sie do ptuc i poprzez komorki prezentujgce antygen inicjuje kaskade
odpowiedzi immunologicznej [40,50,52]. Chemotaksja, warunkujgca naptyw
limfocytéw do ptuc, zalezna jest od obecnosci na nich receptoréw chemokinowych.
Wykazano zwiekszony odsetek limfocytéw T CXCR6+CD3+ w BAL w poréwnaniu z
krwig obwodowg u chorych na sarkoidoze [56]. W pracy tej poréwnywano ekspresje
14 receptoréw chemokinowych u chorych z sarkoidozg (n=15), astmg (n=7),
réznymi innymi niz sarkoidoza chorobami srédmigzszowymi ptuc (n=8) i zdrowymi
ochotnikami (n=8) [56].

Wyniki niniejszej pracy doktorskiej réwniez potwierdzajg wyzszy odsetek
limfocytow T CXCR6+ w BAL w poréwnaniu do krwi obwodowej. U chorych na
sarkoidoze zaréwno odsetek limfocytow CXCR6+CD4+, jak i CXCR6+CD8+ byt
istotnie statystycznie wyzszy w BAL w stosunku do krwi. Podobne zaleznosci
obserwowano w grupie kontrolnej. Nie wykazano jednak istotnych statystycznie
réznic w odsetku limfocytow T CXCR6+ pomiedzy chorymi na sarkoidoze, a grupa
kontrolng. W przeciwienstwie do autoréow wspomnianej pracy, ktérzy stwierdzili
réznice pomiedzy odsetkiem limfocytow CXCR6+CD3+ w BAL u chorych na
sarkoidoze i astme, jak réwniez w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami. Nie
wykazano natomiast r6znic w poréwnaniu do grupy innych choréb §rédmigzszowych
[56]. Tlumaczy¢ to mozna m.in. udziatem w badaniu zdrowych ochotnikéw. W
niniejszej pracy doktorskiej grupe kontrolng rekrutowano z os6b diagnozowanych z
powodu przewleklego kaszlu. Natomiast odmienno$¢ astmy wynika
prawdopodobnie z innego profilu odpowiedzi immunologicznej (Th2 zaleznej) [69].
Warto zaznaczyé, ze okre$lone receptory chemokinowe wigze sie wiasnie z
konkretnym profilem odpowiedzi immunologicznej [17,40]. Dla odpowiedzi Th1
charakterystyczne sg receptory CCR5 i CXCR3, podczas gdy Th2 wigze sie z
CCR3, CCR4, CCRS8, a Th17 z CCR6, cho¢ stwierdza sie réwniez inne receptory
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chemokinowe, m.in. CXCR6 [17,40,46,47]. Autorzy wspomnianej pracy rowniez
stwierdzili zwiekszony odsetek limfocytow T z innymi receptorami chemokinowymi
(CCR5, CCR6, CXCR3) w BAL w porownaniu z krwig obwodowg u chorych na
sarkoidoze, cho¢ szczegdlnie podkreslili znaczenie CXCRG6 [56].

Sarkoidoza  okre$Slana jest mianem odpowiedzi Th1 zaleznej
[16,32,40,63,64,86,96,101,104] i Th17 zaleznej [16,33]. Wykazano naciek
limfocytow T (IL-17)+/CD4+ w otoczeniu jader ziarniniakbw sarkoidalnych [33].
Autorzy przypisujg im znaczenie dla nawrotéw sarkoidozy i progresji choroby.
Wskazujg na udziat receptora CCR6 i jego ligandu CCL20 w rekrutacji limfocytéw T
do ptuc [33]. Potwierdzono naciek limfocytow CCR6+ wokot jgder ziarniniakow
sarkoidalnych i obecno$¢ jego ligandu CCL20 na komérkach prezentujgcych
antygen [32].

Podkresla sie znaczenie koekspresji receptorow chemokinowych
CCR6,CXCR3 i CXCR6 na limfocytach T w BAL u chorych na sarkoidoze
[3,32,40,56]. Stad wydaje sie, ze proces chemotaksji limfocytéw T do ptuc jest
ztozony i zalezy od kilku chemokin i réznych receptoréw chemokinowych
[2,16,1732,33,40,82]. Pytanie, ktéry ma najistotniejsze znaczenie pozostaje otwarte.
Odpowiedz na nie databy mozliwos¢ dziatania terapeutycznego, poprzez
blokowanie konkretnego szlaku [104].

Poszukiwane jest potencjalne miejsce uderzenia terapii celowanej w
sarkoidozie. Receptory chemokinowe wydajg sie¢ mie¢ szczegdlne znaczenie,
zwlaszcza w kontekscie obecnego zaangazowania przemystu farmaceutycznego.
Trwajg prace nad nowymi lekami do zwalczania zakazenia wirusem HIV, czy
prewencji odrzucania przeszczepédw narzgdowych. Dotychczasowe leki ingerowaty
gtéwnie w strukture wirusa. Nowe podejscie przenosi ciezar na komorki infekowane.
Blokujgc koreceptory, umozliwiajgce wniknigecie wirusa, zapobiega sie mozliwosci
jego dziatania [35,48].

CXCRG6 zostat odkryty jako koreceptor, umozliwiajgcy zakazenie komorek
przez wirus HIV [23]. Jednak gtbwne znaczenie przypisuje sie receptorowi CCRS5,
ktérego mutacje genetyczne, warunkujgce budowe receptora, a co za tym idzie
brak jego ekspresji na powierzchni komoérek, skutkujg opornoscig limfocytéw T
CD4+ na zakazenie wirusem HIV [12,35]. Receptor chemokinowy CCR5 réwniez
stanowit przedmiot zainteresowania badaczy u chorych na sarkoidoze [16].

Stwierdzono spadek odsetka limfocytéw T CCR5+ w BAL u pacjentéw od 1
do 3 stadium sarkoidozy, przy zatozeniu, Zze stadium 3 obejmowato rowniez

pacjentow w stadium 4 [16]. Przedstawia sie to odmiennie w stosunku do wynikéw
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niniejszej pracy doktorskiej. Przeprowadzone badania nie wykazaty istotnych
statystycznie réznic w odsetku limfocytow CXCR6+CD4+ w BAL, poza
porownaniem stadium 1 i 3 sarkoidozy. Natomiast we krwi obwodowej stwierdzono
wprawdzie niewielkie, ale istotne réznice w odsetku CXCR6+CD4+ pomiedzy
stadium 3-4, a stadiami 1,2,3 i grupa kontrolng. Obserwowana jest dyskretna
tendencja wzrostowa. By¢é moze rdznice w ekspresji receptoréw chemokinowych
(CXCRG6 i CCRS5) w zaleznosci od stadium sarkoidozy wigzg sie z ich réznym
znaczeniem immunologicznym, ktérego dotychczas nie poznaliSmy; przewagag
odpowiedzi Th1 lub Th17 zaleznej.

Autorzy przytaczanej pracy sugerujg, ze zmniejszajgcy sie odsetek
limfocytow T CCR5+ w BAL moze mie¢ zwigzek z progresjg choroby i postepujgcym
widknieniem ptuc [16]. Popieraja hipoteze zmiany profilu odpowiedzi
immunologicznej z Th1 na Th2, ktéra jest charakterystyczna m.in. dla samoistnego
wibknienia ptuc [2,16,64,91].

W sprzecznosci z tg teorig pozostajg ostatnie wyniki badan genetycznych za
pomocg mikromacierzy w grupie chorych z progresjg sarkoidozy i wibknieniem ptuc
w poréwnaniu do grupy ze stabilizacjg i remisjg choroby (bez widknienia ptuc)
[52,68]. Znaleziono 334 geny odpowiedzialne za aktywacje i proliferacje, roznigce
sie ekspresjg pomiedzy badanymi grupami. Interesujgcym jest fakt, ze wzér gendw
przypominat raczej chorych z widknieniem w przebiegu alergicznego zapalenia
pecherzykow ptucnych niz chorych z samoistnym witdknieniem ptuc. Alergiczne
zapalenie pecherzykéw plucnych charakteryzuje sie, podobnie jak sarkoidoza,
wysoka limfocytozg w BAL, ale niskim stosunkiem CD4/CD8. Rodzi sie pytanie, czy
zawsze w sarkoidozie mamy wysokg limfocytoze i wysoki stosunek CD4/CD8.
Nalezy sie rowniez zastanowi¢ nad stanem aktywac;ji limfocytéw T.

Podkreslenia wymaga takze fakt, Ze obserwowane zmiany genetyczne o
profilu przypominajgcym alergiczne zapalenie pecherzykéw ptucnych byty
wykrywane jedynie u pacjentdbw z progresjg sarkoidozy i wtdknieniem ptuc [52].
Wedtug autoréw stanowi to silny argument na poparcie hipotezy o przewlekiej
stymulacji tych pacjentéw potencjalnym czynnikiem sarkoidalnym. Wigza to rowniez
z przetrwatg odpowiedzig limfocytéw T i ich aktywacjg, a nie z charakterystycznym
dla samoistnego wtdknienia ptuc potencjatem fibrotycznym [52]. W tym kontek$cie
rozwazania na temat mechanizméw utrzymujgcych limfocyty w miejscu
wytworzonych ziarniniakow sarkoidalnych sg jak najbardziej zasadne. Rola
receptorébw chemokinowych i omawianego tu CXCRG, jako jednego z czynnikow

chemotaktycznych i aktywujgcych limfocyty wymaga dalszych badan.
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Spojrzenie na widknienie pluc w sarkoidozie poprzez pryzmat alergicznego
zapalenia pecherzykoéw ptucnych, mogtoby stworzy¢ szanse na zapobieganie jego
rozwojowi, a nie jak w samoistnym widknieniu ptuc skazywaé na niepowodzenie
terapeutyczne [66]. Stad tak wazne jest znalezienie markera, ktéry wskazywatby
chorych zagrozonych wtoknieniem ptuc i odréznit od pacjentdw osiggajgcych
samoistng remisje.

Roéwniez ocena poprzez praktyke kliniczng skfania ku omawianej teorii.
Glikokortykosteroidy sg podstawg leczenia chorych na sarkoidoze juz od lat
sze$cdziesigtych ubiegtego wieku. Ich duze dawki dziatajg immunosupresyjnie, a
mniejsze przeciwzapalnie [6,7,57,95]. Po zaprzestaniu glikokortykoterapii do
nawrotu sarkoidozy dochodzi¢ moze nawet u ok. 50%-70% chorych [95].

W niniejszej pracy doktorskiej nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
w ekspresji CXCR6 w zaleznosci od obserwowanych zmian w TKWR pluc, badan
czynnosciowych ptuc, aktywnosci choroby, czasu trwania choroby. By¢ moze
nalezatoby to ttumaczy¢ faktem, ze szlak CXCL16-CXCR®6 nie jest specyficzny dla
sarkoidozy [56]. Jest tylko jednym z wielu elementéw odpowiedzi Th1 i Th17
zaleznej [3,32,33,56]. Podobne badania prowadzone sg w innych chorobach np.
reumatoidalnym zapaleniu stawdw [60], wirusowych zapaleniach watroby [10].

Wytyczne podkreslajg duzg role BAL dla rozpoznania sarkoidozy.
Wielokrotnie, cho¢ nie zawsze, obserwuje sie zwigkszong limfocytoze w BAL i
zwigkszony stosunek CD4/CD8 [57,95]. Jak juz wspomniano, podwyzszony odsetek
limfocytéw stwierdza sie rowniez w alergicznym zapaleniu pecherzykéw ptucnych,
ale tu stosunek CD4/CD8 jest niski [63,86,95]. W $wietle omawianej teorii
wibknienia ptuc w sarkoidozie i jej analogii z alergicznym zapaleniem pecherzykow
ptucnych [562] warto sie zastanowi¢, czy w progresji sarkoidozy i widknieniu nie
dochodzi do zmian w obrebie subpopulacje limfocytow CD4+ i CD8+.

Badania, poréwnujgce 221 chorych na sarkoidoze w stadium od 1 do 3,
Swiadczg o spadku odsetka limfocytbw CD4+ w BAL i wzroscie CD8+, czego
konsekwencjg jest zmniejszenie sie stosunku CD4/CD8 [20]. W analizowanej
grupie nie byto chorych w 4 stadium sarkoidozy, nie byto réwniez grupy kontrolnej, z
ktérg porébwnano by uzyskane wyniki [20]. Inni badacze na mniejszej grupie chorych
(n=30) z grupa kontrolng (n=18) réwniez opisujg omawiane zaleznosci [16]. W obu
przytoczonych badaniach nie wykonywano jednak réwnolegtej analizy we krwi
obwodowej. W niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzono trend obserwowanych
zaleznosci. Nie stwierdzono w BAL réznic miedzy stadium 3 a 3-4, jak i 3 a grupg

kontrolng, 3-4 a grupg kontrolng. Podobnie jak wczes$niej przy omawianiu réznic w
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ekspresji CXCR6, nalezatoby to tumaczyc¢ umowng granicg pomiedzy
rozroznianymi stadiami 3 i 3-4. Réwniez autorzy przytoczonej pracy nie stwierdzili
réznic w odsetku limfocytow CD4+, ani stosunku CD4/CD8 w BAL w poréwnaniu
stadium 3 do grupy kontrolnej [16]. By¢ moze ze wzgledu na matg grupe badanych,
kwalifikowali oni do stadium 3 réwniez chorych, opisanych na podstawie TKWR
ptuc jako 3-4 [16]. Podkreslic nalezy, ze w niniejszej pracy doktorskiej podobne
zaleznoSci jak w BAL, choé z udziatem mniejszego odsetka limfocytow CD4+, a
wiekszego odsetka limfocytéw CD8+ obserwowano rowniez we krwi obwodowe;j.

Stwierdzono takze, ze u chorych z progresjg kliniczng, w poréwnaniu do oséb
bez progresiji klinicznej, jest zauwazalny w BAL spadek odsetka limfocytow CD4+,
wzrost odsetka limfocytéw CD8+, a co za tym idzie spadek stosunku CD4/CD8.
Definicja progres;ji klinicznej moze budzi¢ watpliwosci [7]. Mniej zastrzezen wigze sie
z badaniem TKWR ptuc, w ktérym stwierdza sie charakterystyczne zmiany dla
sarkoidozy [63,64,86]. Wytyczne podkreslajg ogromne znaczenie doswiadczenia
radiologow [95]. Préby obiektywizacji badania wypadajg korzystnie [28].

Biorgc pod uwage rozwoj wtdknienia ptuc jako ewidentny wyktadnik progres;i
sarkoidozy, stwierdzono na granicy istotnoéci statystycznej w BAL spadek odsetka
limfocytéw CD4+, wzrost odsetka limfocytow CD8+ i istotny statystycznie spadek
stosunku limfocytéw CD4/CD8. Analiza subpopulacji limfocytéw CD4+ i CD8+ we
krwi w porownaniu witbknienia dyskretnego i znacznego ujawnita analogiczne do
BAL zaleznosci istotne statystycznie. Podejmujgc  prébe  wyjasnienia
obserwowanych zmian, warto przytoczy¢ powyzej wspomniang juz hipoteze, w
ktérej tzw. czynnik sarkoidalny na drodze wziewnej dostaje sie do ptuc i jest
przetwarzany przez komorki prezentujgce antygen w jadrach ziarniniakdw
sarkoidalnych [50,52]. Powoduje to inicjacje odpowiedzi immunologiczne;j.
Naptywajg limfocyty T, dochodzi do ich aktywac;ji i proliferacji. Przetrwata by¢ moze
stymulacja antygenowa, nie pozwala na ,wygaszenie” miejscowej reakcji zapalne;.
Konsekwencjg jest utrzymywanie sie zmian sarkoidalnych, co odpowiada
ziarniniakom sarkoidalnym. Kolejny krok w zaburzonej regulacji immunologicznej to
rozwéj widknienia. Zada¢ mozna pytanie, czy witdknienie jest procesem ,gojenia”,
czy raczej wyrazem destrukcji. Dla tak sformutowanej hipotezy wazna jest ocena,
czy obserwowane zmiany w odsetku subpopulacji limfocytow CD4+ i CD8+
widoczne sg réwniez w poréwnaniu chorych w zaleznosci od obecnoéci guzkéw
sarkoidalnych. Odpowiadajg one ziarniniakom sarkoidalnym, tj. hipotetycznemu

miejscu prezentacji czynnika sarkoidalnego uktadowi immunologicznemu.
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Wyniki niniejszej pracy doktorskiej potwierdzajg istotny statystycznie spadek
odsetka limfocytow CD4+, wzrost odsetka limfocytéw CD8+ i spadek stosunku
CD4/CD8 zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej u chorych ze stwierdzonymi
guzkami sarkoidalnymi w badaniu TKWR ptuc, w poréwnaniu do chorych bez
guzkow. W mysl wspomnianej hipotezy limfocyty CD4+ gromadzg sie w
ziarniniakach sarkoidalnych [3,50,52,56], stad ich spadek w BAL i krwi obwodowej.
Przy czym we krwi obwodowej jest ich porownywalnie mniej, bo ,zgromadzity” sie w
ptucach (BAL i ziarniniaki sarkoidalne) [104]. Naturalnym nastepstwem jest
odsetkowo widoczny wzrost limfocytow CD8+ i zmiana stosunku CD4/CDS8.

Zaktadajgc prawidtowos$c¢ tak sformutowanego toku rozumowania, nalezatoby
sie spodziewac u chorych bez zmian guzkowych, tj. na samym poczatku choroby,
wysokiego odsetka limfocytéw CD4+ w BAL, niskiego CD8+ i wysokiego stosunku
CD4/CD8. Z klinicznego punktu widzenia najwcze$niejszg obserwowang fazg
sarkoidozy, ktdéra zarazem zgodnie przez wszystkich badaczy traktowana jest jako
aktywna sarkoidoza, jest zespot Lofgrena [20,21,42,103]. Wyniki innych badan
wskazujg, ze istotnie w zespole Léfgrena jest wysoki stosunek CD4/CD8 w BAL na
skutek zwiekszonego odsetka limfocytow CD4+ [95]. Badania w niniejszej pracy
doktorskiej pozostajg zgodne.

Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic w subpopulacjach
limfocytow T CD4+ i CD8+ w zaleznosci od stwierdzonych powiekszonych weztow
chtonny. Tlumaczy¢ to mozna faktem, ze powiekszone wezty chtonne nie sg
charakterystyczne tylko dla zespotu Léfgrena, ale mogg by¢ rowniez obserwowane
w stadium 2, a badanie TKWR ptuc pozwala wykazac ich nieznaczne powiekszenie
nawet u chorych z bardzo zaawansowang chorobg. By¢ moze ma to zwigzek z
widknieniem i przebudowg weztdw. Roéwniez nie obserwowano istotnych
statystycznie zaleznoéci, biorgc pod uwage ,matowg szybe”, stwierdzang w badaniu
TKWR ptuc i traktowang jako wyraz aktywnosci choroby. Nierzadko niewielkie
obszary matowej szyby sg wykrywane w badaniu TKWR ptuc i mogg mieé zwigzek z
widknieniem [66].

Podsumowujgc zagadnienie limfocytow CD4+ i CD8+ nalezy za wytycznymi
podkresli¢ znaczenie stosunku CD4/CD8 w BAL dla rozpoznania sarkoidozy [95]. W
niniejszej pracy doktorskiej wykazano jego istotne statystycznie roznice w
zaleznoSci od stadium zaawansowania sarkoidozy podobnie jak inni autorzy [16,20].
Préby ustalenia charakterystycznego dla sarkoidozy stosunku CD4/CD8
[2,63,86,98] sg niekiedy kwestionowane [45]. Niektérzy badacze uzalezniajg go od
objawow i stosowanego leczenia [21,68]. Konieczne wydaje sie branie pod uwage
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zmian zachodzgcych w zaleznosci od stadium choroby. Przektada sie to na
obserwowane cechy kliniczne i radiologiczne, m.in. zesp6t Léfgrena, zmiany w
TKWR ptuc. Subpopulacje limfocytow CD4+ i CD8+ odgrywajg niewatpliwie
olbrzymig role w immunopatologii sarkoidozy, co odzwierciedlajg istotne
statystycznie réznice w ich odsetku w BAL miedzy chorymi, a grupg kontrolna.

Punkt wyjscia dla rozwazania znaczenia subpopulacji limfocytéw TCRaf i
TCRy® u chorych na sarkoidoze moze stanowi¢ praca na temat roli limfocytow T
CD4+ w sarkoidozie, w ktérej autorzy omawiajg m.in. swoje dotychczasowe badania
na temat TCR [38]. Réwniez sg zwolennikami hipotezy, w ktérej nieznany czynnik
sarkoidalny jest rozpoznawany przez limfocyty T, co inicjuje ich aktywacje i
proliferacie. Odbywa sie to za posrednictwem receptora TCRaf, ktdrego
oligoklonalno$¢ wykazali u chorych na sarkoidoze [38]. Zagadnienie omawiajg
réwniez inni badacze [2,40,50].

W prezentowanej rozprawie doktorskiej stwierdzono istotny statystycznie
wzrost odsetka limfocytéw TCRaB, zaréwno CD4+, jak i CD8+, przy jednoczesnym
spadku limfocytow TCRyd w BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Nie obserwowano takich zaleznosci we krwi obwodowej. Smiata
hipoteza, wigzgca zwiekszony odsetek limfocytow TCRaBCD4+ i TCRapCD8+ ze
stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc powiekszonymi weztami chtonnymi, nie ma
jednoznacznego poparcia w parametrach statystycznych. Niemniej jednak pozwala
na budowanie podstaw teoretycznych. Limfocyty po rozpoznaniu antygenu, ulegajg
aktywaciji i proliferacji. Pobudzony zostaje uktad chtonny, czego wykfadnikiem sag
powiekszone wezty chtonne. Istotne znaczenie odgrywajg tu limfocyty dziewicze,
preferujace krgzenie pomiedzy narzgdami limfatycznymi i limfocyty pamieci, krazace
gtébwnie pomiedzy narzgdami nielimfatycznymi [37].W Swietle badan nad komdrkami
dendrytycznymi, ktore przenoszg i prezentujg antygen (potencjalny czynnik
sarkoidalny) do okolicznych weztow chtonnych, gdzie stymulujg limfocyty T
dziewicze [87], kierunek rozwazahn wydaje sie stuszny. W niniejszej pracy
doktorskiej zaobserwowano tendencje do wzrostu odsetka limfocytéw TCRapCD8+
i CD45RA+CD8+ w BAL u chorych ze stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc
powiekszonymi weztami chtonnymi. Obserwacja ta jest zgodna z prezentowanag
teorig o réznicowaniu limfocytow CD8+ w komorki efektorowe, ktére z weztdw
chtonnych przedostajg sie do tkanek zainfekowanych, by walczy¢ z patogenem [15],
w tym wypadku potencjalnym czynnikiem sarkoidalnym. By¢ moze ma to réwniez
zwigzek z komdrkami dendrytycznymi, ktére prezentujg antygen poprzez MHC klasy
| [87].
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Limfocyty Ty® wydajg sie nie odgrywa¢ znaczacej roli w sarkoidozie
[34,88,99,104]. D. Ziora nie stwierdzit réznic w ich odsetku, badajgc poptuczyny
oskrzelowo-pecherzykowe (BAL) u chorych na sarkoidoze z dwéch réznych
segmentéw ptuc, tj. o najwiekszym i najmniejszym nasileniu zmian w badaniu
TKWR ptuc. Oznaczajgc rézne cytokiny i markery aktywacji limfocytow T badat
homogenno$¢ fazy zapalnej w sarkoidozie. Uzyskane wyniki pozwolity na
postawienie wniosku o zréznicowaniu procesu chorobowego na terenie ptuc i duzym
znaczeniu badania TKWR dla jego oceny [104]. Réwniez na podstawie niniejszej
pracy doktorskiej wydaje sie, ze limfocyty Tyd nie odgrywajg szczegdlnej roli w
sarkoidozie.

Tematyka limfocytow CD45RA+ i CD45RO+ stanowi kolejny punkt
rozwazan. W tym miejscu zasadne wydaje sie odniesienie do teorii ,lymphocytes
homing”. Zaktada ona ukierunkowang migracje limfocytéw do miejsca, w ktérym po
raz pierwszy zetknety sie z antygenem [15]. Mechanizm ten ma charakter
ogolnoustrojowy, stad moéwi sie o nim w kontekscie migracji limfocytow m.in. do
skory, jelit, czy ptuc [15]. Wielu autoréw podkresla znaczenie redystrybucji
limfocytbw do ptuc [77,78,104].Wyraznie akcentowane jest w nim znaczenie
receptorébw chemokinowych [15]. Omawiany wczesniej receptor CXCRG6, wydaje sie
odgrywac istotng role w procesie migracji limfocytéw T do ptuc (ang. lymphocytes
lung homing).

Pamie¢ immunologiczna, ktorej przejawem jest obecnos¢ limfocytow
CD45RO+CD4+ i CD45RO+CD8+, odgrywa nieoceniong role na terenie ptuc.
Umozliwia bardziej efektywng walke z obcymi antygenami, m.in. czynnikami
zakaznymi i potencjalnie réwniez nieznanym czynnikiem sarkoidalnym. Limfocyty
pamieci stanowig gtbwng subpopulacje na terenie ptuc [40,73,75,104].Stad
spodziewane s3g uzyskane wyniki, w ktérych stwierdzono istotny statystycznie
wyzszy odsetek limfocytow pamieci w BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Takze grupa kontrolna cechuje sie wysokim odsetkiem
limfocytbw CD45RO+CD4+. Zaréwno w sarkoidozie, jak i w grupie kontrolnej
stwierdzono niski odsetek limfocytow CD45RA+CD4+.

Wracajgc do rozwazan na temat progresji sarkoidozy i witdknienia ptuc w
niniejszej rozprawie doktorskiej stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka
limfocytéw CD45RO+CD4+ w BAL u chorych z widknieniem w poréwnaniu do braku
cech widknienia w badaniu TKWR ptuc. Prawdopodobnie zwigzane jest to z
~wyciszaniem” odpowiedzi immunologicznej. Niezaleznie, czy widknienie uznaé¢ za
przejaw gojenia, czy destrukcji, dochodzi w ostatecznosci do nieodwracalnych i
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koncowych zmian, skutkujgcych niewydolnoscig danego narzgdu. W tym wypadku
sg to ptuca. Niezmiernie wazne jest poznanie mechanizméw prowadzacych i
wptywajgcych na obserwowane procesy.

Kontynuujgc temat odpowiedzi immunologicznej na potencjalny czynnik
sarkoidalny, ktéry dostat sie na teren ptuc, warto przyjrze¢ sie komoérkom
prezentujgcym antygen. Stanowig one przedmiot dociekan wielu badaczy
[1,2,62,83,87,93,101]. Stwierdzono zaburzenia w ekspresji CD80 i CD86 na
makrofagach ptucnych, czego konsekwencjg moze by¢ zaburzona regulacja
aktywaciji i proliferacji limfocytéw T [62]. Wymienione antygeny sg ligandami dla
CD28. Roéwniez zmiany w obrebie komérek dendrytycznych mogg mie¢ znaczacy
wplyw na przebieg sarkoidozy [87,101].

W niniejszej rozprawie doktorskiej skupiono sie na komorkach
,2odpowiadajgcych” na ,prezentacje”, tj. limfocytach T. Zastanawia mechanizm
warunkujagcy ich migracje do pluc, stan ich aktywacji i mozliwosci regulaciji
odpowiedzi immunologicznej. Podjeto probe odpowiedzi na pytanie o role receptora
CXCRG6 w procesie chemotaksji u chorych na sarkoidoze. Rozwazano zmiany w
obrebie poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw T, co wigzato sie z budowg TCR i
pamiecig immunologiczna.

Rozpoznanie antygenu (np. czynnika sarkoidalnego) odbywa sie w
okre$lonych warunkach. Niezwykle wazna jest tu rola wspomnianych komorek
prezentujgcych antygen, jak réwniez mozliwosci limfocytow T rozpoznania danego
antygenu dzieki TCR. Niezbedne jest potgczenie z odpowiedniej klasy czgsteczkami
MHC, cho¢ np. limfocyty TCRyd nie wymagajg takiej prezentacji [36,37]. Miedzy
komérkg prezentujacg antygen, a limfocytem tworzy sie tzw. synapsa
immunologiczna, w ktérej formowaniu wspoétuczestniczg czasteczki adhezyjne, m.in.
receptory chemokionowe. Po rozpoznaniu antygenu, dzieki kompleksowi CD3,
sygnat aktywacji przekazywany jest do wnetrza limfocytu (tzw. pierwszy sygnat
aktywacji). W konsekwencji dochodzi do proliferaciji i réznicowania sie limfocytow w
komoérki efektorowe [37,101]. Dla limfocytédw dziewiczych (CD45RA) istotny dla
aktywacji jest takze tzw. drugi sygnat aktywacji, tj. pochodzacy od czasteczek
kostymulujgcych. Upraszczajgc procedure, mozna przyja¢, ze dzieki m.in.
kostymulacji poprzez wigzanie antygenow CD80/CD86 na komorkach
prezentujgcych antygen z CD28 obecnym na limfocytach T, obniza sie ,prog
aktywacji” limfocytéw [11,37]. Limfocyty pamieci (CD45RO) niejednokrotnie
traktowane sg jak limfocyty w tzw. ,czeSciowym stanie aktywacji”. Nalezy to

rozumie¢, jako ich zwiekszony potencjat do szybszej i bardziej efektywnej
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odpowiedzi przy ponownym kontakcie z antygenem. Przektada sie to na fakt, braku
koniecznosci otrzymania przez nie drugiego sygnatu aktywac;ji [37,104].

W mys| przedstawionego wywodu rozwazania na temat odsetka limfocytéw
CD28+ u chorych na sarkoidoze wydajg sie niezwykle ciekawe. Nalezatoby sie
spodziewac konstytutywnie obecnosci ok. 95%-100% limfocytéw CD28+ CD4+ i ok.
30%-50% limfocytéw CD28+CD8+ [37]. W niniejszej rozprawie doktorskiej
rzeczywiscie sytuacja taka wystepuje we krwi obwodowej zarébwno u chorych na
sarkoidoze, jak i grupie kontrolnej. Zastanawia jednak fakt stwierdzonego obnizenia
odsetka limfocytow CD28+CD4+ w BAL u chorych na sarkoidoze i grupie kontrolne;j.
Przy czym w grupie kontrolnej, ktéra z zatozenia powinna by¢ zdrowa, ten odsetek
jest istotnie statystycznie nizszy niz u chorych na sarkoidoze. Uprzednio omawiano
kwestie problemu z doborem odpowiedniej grupy kontrolnej, co moze wptywaé na
stwierdzane zmiany. Niemniej jednak rodzi sie pytanie, czy obserwowane
zaleznosci nie majg szczegoélnego znaczenia immunologicznego. Siegajgc do Kliniki
sarkoidozy i rozpatrujgc rézne fazy choroby, poszukiwano konkretnej sytuacji, w
ktorej odsetek limfocytow CD28+CD4+ =zachowywatby sie zgodnie =z
przewidywaniem. Wyodrebnienie grupy chorych z zespotem Loéfgrena spetnia te
oczekiwania. W ujeciu klinicznym grupa jest jednorodna pod wzgledem
prezentowanych objawdw, przebiegu choroby i rokowania. Odsetek limfocytow
CD28+CD4+ w BAL w zespole Léfgrena jest istotnie statystycznie wyzszy, niz u
chorych bez zespotu Loéfgrena, jak rowniez w stosunku do grupy kontrolne;.
Natomiast nie stwierdza sie rdznic pomiedzy chorymi na sarkoidoze bez
rozpoznanego zespotu Loéfgrena i grupg kontrolng. Zwraca uwage istotny
statystycznie wzrost odsetka limfocytéow CD28+CD8+ w BAL w zespole Lofgrena w
analogicznych poréwnaniach. Dziwi ich catosciowy zwiekszony odsetek w BAL, tak
rézny od spodziewanego. Trend wzrostu limfocytow CD28+CD8+ widoczny jest
réwniez we krwi, choc¢ tu catosciowe odsetki nie zaskakujg. By¢ moze nalezatoby to
ttumaczy¢ koniecznoécig otrzymania konstymulacji poprzez antygen CD28 w
poczatkowej fazie sarkoidozy, tj. w momencie rozpoznawania i prezentacji czynnika
sarkoidalnego. W analizowanym materiale nie stwierdzono jednak istotnego
statystycznie wzrostu odsetka limfocytow dziewiczych w BAL w zespole Loéfgrena,
dla ktorych kostymulacja jest konieczna. W BAL dominujg limfocyty pamieci,
zaréwno u chorych na sarkoidoze, jak i w grupie kontrolnej. Dla nich kostymulacja
za posérednictwem CD28 (tzw. drugi sygnat aktywacji) nie jest niezbedna [37]. By¢
moze w ten sposob nalezatoby ttumaczy¢ fakt zmniejszonego odsetka limfocytow

CD28+ w BAL.
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Przenoszac sie na drugi biegun choroby, tj. sarkoidoza z witdknieniem ptuc,
takze zauwazyé mozna interesujgce zmiany. Stwierdza sie obnizony odsetek
limfocytéw CD28+CD4+ w BAL, a w miare nasilenia wtdknienia obserwowaé mozna
tendencje spadkowg. Rozwazajgc posrednie sytuacje kliniczne, tj. chorych ze
stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc guzkami sarkoidalnymi, jak réwniez chorych z
guzkami i widknieniem ptuc, takze wykazano istotny statystycznie spadek odsetka
limfocytbw CD28+CD4+ w BAL. Cze$¢ odpowiedzi, probujgcej wyjasnic
obserwowane zalezno$ci, przytoczono uprzednio, omawiajgc sytuacje subpopulaciji
limfocytbw T CD4+. Teoria zaktadajgca ich migracje do guzkéw sarkoidalnych,
gdzie odbywa sie prezentacja czynnika sarkoidalnego, a gdzie kostymulacja od
CD28 wydawataby sie jak najbardziej uzasadniona. Cho¢ na wstepie rozwazan
zaznaczono, ze ekspresja ligandéw dla CD28 na komoérkach prezentujgcych
antygen moze by¢ w sarkoidozie zaburzona [62]. Takze w mysl teorii o przewleklej
stymulacji w sarkoidozie [42,50,52,93] obecnos¢ CD28 nie jest obowigzkowa [37].
W odréznieniu od pierwszej fazy choroby, tj. zespolu Lo&fgrena, w ktorej
prawdopodobnie dochodzi do pierwotnego kontaktu z czynnikiem sarkoidalnym.
Spojny z powyzszg hipotezg wydaje sie wykazany w niniejszej pacy doktorskiej
istotny statystycznie wysoki odsetek limfocytow CD28+CD4+ i CD28+CD8+ w BAL
w zespole Léfgrena i jego obnizenie na innych etapach choroby. Takze inni badacze
stwierdzili obnizony odsetek limfocytow CD28+CD4+ w BAL [42,93]. Brak jest
jednak poroéwnania do grupy kontrolnej [93] lub grupa kontrolna rekrutuje sie z oséb
miodych ($rednia wieku 30 lat), co réwniez moze wptywaé na obserwowane
zaleznosci [42]. Stwierdzony odsetek limfocytow CD28+CD4+ w BAL jest wprawdzie
wyzszy niz w niniejszej pracy doktorskiej, mozna to jednak wigzac¢ z przewagg w
przytaczanej pracy chorych z sarkoidozg w stadium 1 i zespotem Léfgrena w
porownaniu do innych stadibw zaawansowania choroby [42]. Wazne wydaje sie
podkre$lenie faktu, ze w pracy tej stwierdzono réwniez obnizenia odsetka
limfocytéw CD28+CD4+ w BAL u chorych na alergiczne zapalenie pecherzykéw
ptucnych, co autorzy rowniez wigzg z teorig tzw. ciggtej stymulacji antygenowej [42].
W kontekscie wspominanych wczeséniej badan genetycznych moze to mieé istotne
znaczenie [52].

Dla porzadku w tym miejscu warto wspomnie¢ o innej czasteczce
kostymulujgcej, tj. CD152. Jest ona indukowana na powierzchni aktywnych
limfocytbw T i przekazuje do wnetrza limfocytu sygnat hamujgcy [11,37]. W

niniejszej pracy doktorskiej nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odsetku

91



limfocytéw CD152+CD4+ i CD152+CD8+ u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, jak réwniez w zaleznosci od obecnosci zespotu Léfgrena.

Sygnalizowano juz kwestie aktywac;ji limfocytow T, powotujgc sie na badanie
genodw aktywacji i proliferacji u chorych na sarkoidoze w kontekécie wiéknienia ptuc
[52], omawiajgc rozpoznawanie antygenu przez receptor TCR [2,38,50],
kostymulajce poprzez CD28 [37,42,93], chemotaksje zalezng od receptoréw
chmokinowych i ich ligandéw [16,32,33,37]. Wszystkie te elementy wptywajg na stan
aktywaciji limfocytow. Dla okreslenia pojecia sarkoidoza aktywna, czesto uzywa sie
kryterium zwiekszonej limfocytozy w BAL i zwiekszonego stosunku limfocytow
CD4/CD8, cho¢ podawane sg rdézne zakresy liczbowe [2,3,32,33]. Konieczna jest
ocena Kkliniczna i radiologiczna [32,33,52]. Niekiedy pomocne sg badania
radioizotopowe z uzyciem galu 67 [3,29]. Nie ma jednak jednoznacznych kryteridow.
Jak juz wielokrotnie wspomniano jedynie zesp6t Léfgrena nie budzi zastrzezen
[20,21,29,42,103]. Zaréwno w ujeciu klinicznym, jak i immunologicznym traktowany
jest jako aktywna faza sarkoidozy.

W niniejszej pracy doktorskiej stwierdzono istotnie statystycznie zwiekszony
odsetek limfocytow CD69+CD4+ i CD69+CD8+ zaréwno w BAL, jak i krwi
obwodowej u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Przy czym
w BAL odsetek byt zdecydowanie wyzszy. Zwracajg uwage limfocyty CD69+CD8+,
ktore przewazajg nad limfocytami CD69+CD4+ zaréwno w BAL, jak i krwi. Podobne
wynik przedstawili inni badacze [42,93]. Klinika w Swietle opisywanych zaleznoSci,
stawia pytanie o zespot Léfgrena. Nie wykazano jednak spodziewanego wzrostu
odsetka limfocytéw T CD69+ u tych chorych. Moze jednak w tym wypadku warto
siegnac¢ do hipotezy o tzw. ciggtej stymulacji [42,50,52,93]. Zaktada ona przetrwanie
czynnika sarkoidalnego np. w komoérkach prezentujgcych antygen. Stad nieustanna
prezentacja antygendw, by¢ moze rowniez na drodze krzyzowej i utrzymywanie w
stanie aktywacji limfocytow T. Na poparcie tych twierdzen warto przytoczy¢ wyniki
niniejszej pracy doktorskiej, ktére wskazujg na utrzymywanie sie wysokiego odsetka
CD69+CD8+ w BAL u chorych z dlugim czasem trwania sarkoidozy. Nawet
przyjmujac kryterium powyzej 5 lat [7], a nie tylko powyzej 2 lat [63], wida¢ wyraznie
utrzymujacy sie zwiekszony odsetek limfocytow CD69+CD8+ w BAL. Odnoszgc sie
do obserwowanego jednoczesSnie istotnego statystycznie spadku odsetka
CD69+CD4+ nalezy wroci¢ do poczatkow tej dyskusji, gdzie omawiano zmiany
subpopulacje CD4+ w zaleznosci od stadium zaawansowania choroby i
rozwijajgcego sie widknienia. Widoczna natomiast réznica w odsetku limfocytow

CD69+CD8+ wynika¢ moze z petnionych przez nie funkcji komorek efektorowych
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(cytotoksycznych). Byé moze organizm podtrzymuje ich gotowos¢ do ,walki” z
czynnikiem sarkoidalnym. Poprzez antygen CD69+ odbywa sie przekazywanie
sygnatu do produkcji m.in. IL-2, INF-y [37].

W niniejszej pracy doktorskiej badano réwniez inny marker aktywacji
limfocytéw T, tj. HLA-DR. Réwniez nie wykazano réznic w jego ekspresji, biorgc pod
uwage zespot Lofgrena jako wyktadnik aktywnosci choroby. Zwraca uwage jego
odmienna ekspresja w stosunku do CD69 na subpopulacjach limfocytow T CD4+ i
CD8+. Stwierdzono istotnie statystycznie zwiekszony odsetek limfocytéw HLA-
DR+CD4+ zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Przy czym odsetek ten byt zdecydowanie wyzszy w
BAL. Nie obserwowano zwigkszonego odsetka HLA-DR+CD8+ w BAL, a nawet
stwierdzono istotny statystycznie spadek w poréwnaniu z grupg kontrolng. Rowniez
inni badacze stwierdzili zwiekszony odsetek limfocytéw HLA-DR+CD4+ w BAL, cho¢
odsetek limfocytow HLA-DR+CD8+ w BAL byt rowniez zwiekszony [42]. W
omawianym przypadku nie byto poréwnania do grupy kontrolnej [42]. Inni autorzy
rébwniez opisujg podwyzszony odsetek limfocytow T HLA-DR w BAL [76,85,104].
Niektérzy sugerujg jego niekorzystne znaczenie prognostyczne [85].  Stad
analogicznie do uprzednich rozwazan nalezy zapytacC o czas trwania sarkoidozy. W
niniejszej pracy doktorskiej stwierdzono utrzymujacy sie wysoki odsetek limfocytéw
HLA-DR+CD4+ w dtugo trwajgcej sarkoidozie. Podstawe teoretyczng dla
wyjasnienia obserwowanych zaleznosci moze stanowi¢ rola antygenu HLA-DR. Jest
on czescig kompleksu MHC klasy Il. Jego ekspresja moze by¢ indukowana na
aktywnych limfocytach T. Wiadomo, ze rolg MHC jest prezentacja antygenow
[37,83]. Zasadna zatem wydaje sie obecnos¢ zwiekszonego odsetka limfocytéw
CD4+, rozpoznajgcych antygen w kontekscie MHC klasy Il. Utrzymywanie sie ich w
dtugo trwajgcej sarkoidozie mozna wigzac¢ z hipotezg ciggtej stymulacji antygenowe;j
[42,50,52,93] i potrzebg ,pomocy” komérkom prezentujgcym antygen [2,101].

Kolejny badany w niniejszej pracy doktorskiej marker aktywaciji limfocytéw T
stanowi antygen CD25. Stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka
limfocytéw CD25+CD4+ w BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Nie wykazano takiej zaleznosci we krwi obwodowej. Nie stwierdzono
réznic w odsetku limfocytow CD25+CD8+ zaréwno w BAL, jak i krwi. Réwniez inni
badacze nie stwierdzili zwiekszonego odsetka limfocytow T CD25+ u chorych na
sarkoidoze [59,74,100,102,104]. Cho¢ niektorzy obserwowali niewielkg grupe
chorych ze zwiekszony odsetkiem limfocytow CD25+ [59]. Podkresla sie znaczenie

limfocytbw CD25+CD4+ w procesie regulacji odpowiedzi immunologicznej
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[11,14,37,84,89]. Stad, w odroznieniu od omawianych CD69 i HLA-DR, na CD25
nalezatoby raczej spojrze¢ w kontekscie regulacji. Wtasnie zaburzenia regulacji
immunologicznej wydajg sie by¢ istotnym, o ile nie najwazniejszym czynnikiem
wptywajgcym na przebieg sarkoidozy [2,51]. W niniejszej pracy doktorskiej
stwierdzono istotny statystycznie spadek CD25+CD4+ u chorych na sarkoidoze z
zespotem Loéfgrena w poréwnaniu do pozostatych chorych. Prawdopodobnie nalezy
to wigza¢ z brakiem konieczno$ci hamowania odpowiedzi aktywnych limfocytow. W
tym wypadku zalezy przeciez na ich petnej ,mobilizacji” do walki z potencjalnym
czynnikiem sarkoidalnym. Z kolei w sytuacji rozwijajgcego sie witdknienia pluc,
interpretowanego jako wyraz destrukcji, spodziewa¢ mozna sie ich wzrostu. Bytby to
wyraz ,obrony” organizmu poprzez wyciszanie odpowiedzi immunologicznej, fj.
zahamowanie nadmiernie i by¢ moze przewlekle stymulowanego ukfadu
immunologicznego. Spojna wydaje sie zatem obserwacja, istotnego statystycznie
wzrostu odsetka limfocytéw CD25+CD4+ u chorych na sarkoidoze ze znacznie
nasilonymi zamianami witoknistymi, stwierdzonymi w badaniu TKWR ptuc, w
porownaniu do zmian dyskretnych. Cho¢ z drugiej strony nie wykazano
zwiekszonego ich odsetka analizujgc czas trwania choroby. W my$l zatozenia
progresji choroby w czasie i rozwoju wtdknienia, mozna bytoby sie spodziewac¢ ich
wzrostu. Moze warto zauwazyé, Zze osoby z dilugim czasem trwania choroby
najczesciej podawane sg kolejnym cyklom leczenia (gtownie GKS). Celem terapii
jest zahamowanie postepu choroby i rozwoju widknienia. Nie ma zgodnosci
odnosnie wplywu GKS na naturalny przebieg choroby [6,7,63,95]. Takie
naswietlenie zagadnienia mogtoby ttumaczy¢ brak wzrostu odsetka limfocytow
CD25+CD4+ w zaleznosci od czasu trwania choroby. Pytanie, czy faktycznie warto
hamowac rozwdj limfocytéw CD25+CD4+ nalezy pozostawic¢ otwarte. Nie znane jest
ich faktyczne znaczenie dla rozwoju widknienia ptuc u chorych na sarkoidoze. Czy
jest ono pozadane, czy wrecz szkodliwe moze stanowi¢ kolejny punkt dociekan
badaczy. By¢ moze obserwowane zaleznosci majg zwigzek z wiekiem pacjentow
[90,94]. Réwniez samo wyodrebnienie subpopulacji limfocytow CD25+CD4+ nie
odpowiada ich funkcjom regulatorowym. Nalezatoby okresli¢ rowniez inne markery,
ti. Foxp3+ [11,67], CD27 [31,70], badz rozbi¢ na podgrupy w zaleznosci od
ekspresji CD25 i CD4 [8,14,19,90].

Temat limfocytéw T o wtasciwosciach regulatorowych w sarkoidozie stanowi
przedmiot zainteresowania badaczy [40,51]. Stwierdzono znaczng redukcje, a
nawet brak limfocytéw CD1d NKT u chorych na sarkoidoze [51]. Autorzy zadajg

pytania o przyczyne formowania ziarniniakdbw sarkoidalnych, mechanizm rekrutacji
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limfocytéw do ptuc, ale przede wszystkim o czynnik warunkujagcy ,wytgczenie” ich
aktywacji [51]. Podobnie jak inni badacze stojg na stanowisku popierajgcym teorie
.przewlektej stymulacji antygenowej” przez potencjalny czynnik sarkoidalny
[2,40,42,50,51,52,93]. Upatrujg przyczyne przewlekania sie procesu sarkoidalnego
w zaburzeniach uktadu immunoregulacyjnego. Wprawdzie znaczenie limfocytéw
CD1d NKT u ludzi nie jest do konca wyjasnione [46,94], jednak w badaniach na
myszach wykazano ich znaczgcg role w ograniczaniu choréb Th1 zaleznych [92,79].
Roéwniez inni badacze zajmujg sie rolg limfocytdw regulatorowych m.in. w
ograniczaniu choréb autoimmunologicznych [13,14,19]. Stanowig one potencjalne
miejsce dziatania nowych lekbw w celu zahamowania progresji chorob z
wykorzystaniem ukfadu immunologicznego [97]. W tym miejscu warto wskaza¢ na
toczace sie dyskusje na temat relacji sarkoidozy z  chorobami
autoimmunologicznymi [80]. Wspdlne sg niektére kierunki badan, m.in. nad
znaczeniem receptora chemokinowego CXCRG6 i antygenu CD154 [60].

Ostatni punkt poruszany w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowi antygen
CD154. Wigzany jest on z aktywacjg limfocytdw CD4+, jak réwniez z wzajemng
relacjg limfocytow T i B, wspomaganiem wiasciwosci kostymulujgcych komorek
prezentujgcych antygen [37]. Nieliczni badacze zajmujg sie jego rolg w sarkoidozie
[50,87]. Szlak CD40-CD154 badano u chorych na sarkoidoze z zajeciem miesni.
Stwierdzono obecno$¢ limfocytéw CD154+ w badaniu immunohistopatologicznym
na obwodzie ziarniniakéw sarkoidalnych u 3 z 5 pacjentow [87]. Podejmowano
prébe wyjasnienia roli komorek prezentujgcych antygen (makrofagéw ptucnych) i
koekspresji CD40, CD86, CD80 [62]. W badaniach tych wykazano zwiekszong
ekspresje CD40, {j. ligandu dla CD154, na makrofagach ptucnych [62].

Ekspresje CD154 na limfocytach T u chorych na sarkoidoze oceniano jedynie we
krwi obwodowej w kontekscie m.in. anergii [50]. Autoréw zajmuje znaczenie CD154
na limfocytach T i jego zwigzek z limfocytami B poprzez CD40. Zaktadajg
koniecznos¢ prawidtowej odpowiedzi ze strony limfocytdw B dla eliminacji
potencjalnego czynnika sarkoidalnego. Wedtug nich defekt tej regulacji, objawiajacy
sie m.in. obnizeniem odsetka limfocytow CD154+CD4+ prowadzi do utrzymywania
sie ziarniniakbw sarkoidalnych i przewlekiego zapalenia. W niniejszej pracy
doktorskiej nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odsetku limfocytow
CD154+CD4+ i CD154+CD8+ w BAL u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Jedynie we krwi obwodowej wykazano istotny statystycznie, ale
bardzo niewielki wzrost CD154+CD4+ i CD154+CD8+, poréwnujgc chorych na
sarkoidoze z grupag kontrolng. Stoi to niejako w sprzecznosci z proponowang
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powyzej teorig. Sugerowana progresja sarkoidozy w kontekscie CD154 we krwi
obwodowej w niniejszej rozprawie doktorskiej ma raczej zwigzek ze wzrostem
odsetka limfocytow CD154+. Obserwowano takg tendencje poréwnujgc nasilenie
wibknienia w badaniu TKWR ptuc.

Warto podsumowac¢ zebrane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan
dotyczace limfocytéw CD8+ we kwi u chorych na sarkoidoze. W poréwnaniu do
grupy kontrolnej stwierdzono statystycznie istotny wzrost odsetka limfocytéow T
CD8+, CD45RA+CD8+, CD69+CD8+, CD154+CD8+. Rowniez w zaleznosci od
stadium sarkoidozy obserwowano wzrost odsetka limfocytow CD8+. Wydaje sie, ze
najbardziej prawdopodobna teoria wyjasniajgca obserwowane zmiany opiera sie na
hipotezie ciggtej stymulacji antygenowej w sarkoidozie [40,42,50,51,52,93].
Sugerowane podtrzymywanie gotowosci do ,walki” z potencjalnym czynnikiem
sarkoidalnym, dzieki obecnosci komoérek cytotoksycznych, by¢ moze odgrywa
wiodgcg role w patogenezie sarkoidozy. Podobne podejscie do tematu prezentuje
teoria indukowania réznicowania limfocytow T CD8+ dziewiczych w limfocyty T
cytotoksyczne poprzez ligand dla CD154, tj. CD40 obecny na komoérkach
dendrytycznych [87]. Znaczenie moga réwniez mie¢ efektorowe limfocyty T pomieci
[43,70]. Otwarty pozostaje réwniez problem wptywu limfocytow T regulatorowych na
zachodzgce procesy [94]. Moze jednak zasadniczy wptyw na obserwowane zmiany
ma migracja limfocytéw CD4+ do ptuc [77,78] i mechanizm kompensowania poprzez

wzrost odsetka limfocytéw CD8+ we krwi obwodowe;j.
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Whioski

Receptor chemokinowy CXCR6 najpewniej odgrywa role w procesie migraciji
limfocytow T do ptuc u chorych na sarkoidoze (ang. lymphocytes lung
homing). Potwierdza to wyzszy odsetek limfocytow CXCR6+CD4+ i
CXCR6+CD8+ w BAL w porownaniu z krwig obwodowg. CXCRG6 nie jest
jednak markerem réznicujgcym chorych na sarkoidoze od grupy kontrolnej.
Potencjalnie mogtby stanowi¢ pomoc w ocenie stadium sarkoidozy, z uwagi
na wykazang niewielkg, ale istotng réznice w odsetku limfocytow
CXCR6+CD4+ we krwi.

Stwierdzony niski odsetek limfocytow T CD154+ w BAL i krwi obwodowe;j

wydaje sie mie¢ marginalne znaczenie w patogenezie sarkoidozy.

Limfocyty T CD4+ sg gtéwnag subpopulacjg limfocytow T zaangazowang w
patoimmunologie sarkoidozy. Stwierdzony w BAL ich zwiekszony odsetek i
podwyzszony stosunek CD4/CD8 odpowiada aktywnej fazie choroby (zespoét
Lofgrena). Obserwowana tendencja spadkowa moze mie¢ zwigzek z
progresjg kliniczng i radiologiczng sarkoidozy. Zasadnicze znaczenie w
odpowiedzi immunologicznej u chorych na sarkoidoze majg rowniez limfocyty
TCRap i CD45RO, ktorych istotnie wyzszy odsetek stwierdzono w BAL w
porbwnaniu do grupy kontrolnej. Zwigekszony odsetek limfocytow
CD45RA+CD8+ w BAL i krwi obwodowej, moze sugerowac¢ znaczenie tej
subpopulacji limfocytbw w walce z potencjalnym czynnikiem sarkoidalnym.
Stwierdzony niski odsetek limfocytow TCRyd wydajg sie nie odgrywac

znaczgcej roli.

Zwiekszony odsetek limfocytow T CD69+CD4+ i CD69+CD8+ zaréwno w
BAL, jak i krwi obwodowej u chorych na sarkoidoze moze $wiadczy¢ o
aktywacji limfocytow i gotowosci uktadu immunologicznego do zwalczania
czynnika sarkoidalnego. Moze roéwniez przemawia¢é za hipotezg ciggtej
stymulacji antygenowej w sarkoidozie, podobnie jak zwiekszony odsetek
limfocytow T HLA-DR+CD4+. Zmiany w odsetku limfocytow T CD25+ CD4+
nalezy prawdopodobnie rozpatrywaé¢ w kontekécie zaburzen mechanizmow
regulacji odpowiedzi immunologicznej. Kostymulacja poprzez czagsteczke
CD28 wydaje sie mie¢ istotne znaczenie w aktywnej fazie sarkoidozy,

odpowiadajgcej klinicznemu obrazowi zespotu Léfgrena.
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8. Streszczenie

Sarkoidoza jest jedng z chordb $rodmigzszowych ptuc o nieznanym czynniku
etiologicznym. Najczesciej chorujg ludzie miodzi. Gtéwng lokalizacjg zmian
sarkoidalnych jest uktad oddechowy. Choroba charakteryzuje sie ogdlnie dobrym
rokowaniem, cho¢ u czesci chorych postepuje, doprowadzajgc do niewydolnosci
zajetego narzagdu. Mimo licznych badah nie udato sie znalezé czynnika
rokowniczego, ktory wskazatby chorych np. zagrozonych wtoknieniem ptuc.
Podejmowane sg préby wyjasnienia przyczyn formowania sie ziarniniakow
sarkoidalnych, stwierdzanych w badaniu histopatologicznym. Obecnie dominuje
hipoteza, zaktadajgca odpowiedz immunologiczng na nieznany czynnik sarkoidalny,
ktéry dostat sie do ptuc drogg wziewng. Reakcja immunologiczna ma najpewniej na
celu wyeliminowanie, badz przynajmniej ograniczenie miejscowej reakcji zapalne;.
Istotne w tym procesie sg komérki prezentujgce antygen, ktére stanowig pierwszy
punkt linii obrany organizmu. Dzieki wytwarzanym przez nie cytokinom nastepuje
rekrutacja komoérek zapalnych i ich aktywacja. W niniejszej pracy doktorskiej badano
limfocyty T.

Celem pracy byta préba odpowiedzi na pytanie o role receptora
chemokinowego CXCR6 w procesie migracji limfocytow T do ptuc  (ang.
lymphocytes lung homing). Oceniano ekspresje CXRC6 i antygenu CD154 na
limfocytach T w rozbiciu na subpopulacje limfocytow CD4+ i CD8+, w zaleznosci od
obrazu klinicznego i radiologicznego.

Zbadano 67 chorych na sarkoidoze. Grupe kontrolng stanowity 23 osoby
diagnozowane z powodu przewlektego kaszlu, u ktérych wykluczono choroby ptuc,
jako przyczyne zgtaszanych dolegliwosci. Za pomocg cystometrii przeptywowej
badano limfocytach T w poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) i krwi
obwodowej. Na wybranej grupie os6b oceniano réwniez inne subpopulacje
limfocytéw T (TCRaB, TCRyd, CD45RA, CD45R0) i stan ich aktywacji. Brano pod
uwage ekspresje antygendw powierzchniowych limfocytéw T: CD69, HLA-DR,
CD25, jak rowniez czgsteczki kostymulujgcej CD28. Uzyskane wyniki powigzano z
obrazem klinicznym i radiologicznym chorych na sarkoidoze.

Potwierdzono znaczenie receptora chemokinowego CXCRG6 dla migraciji
limfocytbw T do ptuc u chorych na sarkoidoze. CXCRG6 nie jest jednak markerem
réznicujgcym chorych na sarkoidoze od grupy kontrolnej. Potencjalnie mogiby
stanowi¢ pomoc w ocenie stadium sarkoidozy z uwagi na wykazang niewielka, ale

istothg réznice w odsetku limfocytow CXCR6+CD4+ we krwi. Stwierdzony
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nieznaczny odsetek limfocytéw T CD154+, zarbwno w BAL, jak i krwi obwodowej,
wydaje sie nie mie¢ istotnego znaczenia w sarkoidozie. Limfocyty T CD4+ sg
gtébwng subpopulacjg limfocytébw T zaangazowang w patoimmunologie sarkoidozy.
Stwierdzony w BAL ich zwiekszony odsetek i podwyzszony stosunek CD4 do CD8
odpowiada aktywnej fazie choroby (zespét Lofgrena). Obserwowana tendencja
spadkowa moze mie¢ zwigzek z progresjg kliniczng i radiologiczng sarkoidozy.
Zasadnicze znaczenie w odpowiedzi immunologicznej u chorych na sarkoidoze
majg réwniez limfocyty TCRaB i CD45RO, ktorych istotnie wyzszy odsetek
stwierdzono w BAL w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zwiekszony odsetek
limfocytow CD45RA+CD8+ w BAL i krwi obwodowej, moze sugerowaé¢ znaczenie tej
subpopulacji w walce z potencjalnym czynnikiem sarkoidalnym. Stwierdzony niski
odsetek limfocytow TCRy® wydaje sie nie odgrywacé znaczgcej roli w sarkoidozie.

Markery aktywacji (CD69, HLA-DR, CD25) i czgsteczka kostymulujgca CD28
mogg byé pomocne w ocenie chorych na sarkoidoze. Zwiekszony odsetek
limfocytéw T CD69+CD4+ i CD69+CD8+, zaréwno w BAL, jak i krwi obwodowej u
chorych na sarkoidoze, moze Swiadczy¢ o aktywacji limfocytéw i gotowosci uktadu
immunologicznego do zwalczania czynnika sarkoidalnego. Moze rowniez
przemawiac za teorig ciggtej stymulacji antygenowej w sarkoidozie, podobnie jak
zwiekszony odsetek limfocytow T HLA-DR+CD4+. Zmiany w odsetku limfocytow T
CD25+CD4+ nalezy prawdopodobnie rozpatrywaé w kontekScie zaburzen
mechanizmoéw regulacji odpowiedzi immunologicznej. Kostymulacja poprzez
czgsteczke CD28 wydaje sie mie¢ istotne znaczenie w aktywnej fazie sarkoidozy,
odpowiadajgcej klinicznemu obrazowi zespotu Léfgrena.

Niewatpliwie kierunek badan, oceniajgcych wptyw potencjalnego czynnika
sarkoidalnego na uktad immunologiczny i znaczenie byé moze przetrwatej
stymulacji, moze sie okazac¢ istotny z punku widzenia badan poznawczych, jak

réwniez praktyki kliniczne;j.
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8.1 Summary

Sarcoidosis is one of the interstitial lung diseases of unknown etiology. It
develops mostly in younger patients and affects mainly the organs of respiratory
system. Although sarcoidosis generally has a good prognosis, in some proportion of
patients the progressive course of the disease may lead to failure of affected organ.
Despite many already conducted studies, there was no one prognostic factor found
that would help identify patients with, for example, high risk of pulmonary fibrosis.
The causes of sarcoid granulomas, found in pathology examination, formation are
still being investigated. It has been hypothesized that the immunological response to
unknown pathogenic stimulus transferred to the lung by airways is responsible. The
probable purpose of the immunological response is to eliminate or at least contain a
localized inflammatory reaction. The key role in this process, as the first line of
defense, is played by antigen presenting cells. Through secretion of cytotokines they
affect recruitment and activation of inflammatory cells. T lymphocytes were
researched in this doctoral thesis.

The aim of the study was to assess the role of chemokine receptor CXCRG in
the T lymphocytes lung homing. The expression of CXCR6 and CD154 antigen were
assessed on T lymphocytes subpopulations CD4+ and CD8+, depending on clinical
and radiological data.

67 patients with sarcoidosis were evaluated. The control group was 23
patients that complained of cough but with lung diseases already excluded as the
reason for ailment. T cells obtained from bronchoalveolar lavage (BAL) and
peripheral blood were examined with flow cytometry. In specified subgroup of
patients other T cells subpopulations (TCRaf, TCRyd, CD45RA, CD45R0) and their
activation status were assessed. Following T cells surface antigens were examined:
CD69, HLA-DR, CD25 together with costimulatory molecule CD28. The results
were analyzed in association with clinical and radiological data of patients.

The role of chemokine receptor CXCR6 in T cells lung homing in patients
with sarcoidosis was confirmed. Nonetheless, CXCRG6 is not a marker that allows to
differentiate sarcoidosis patient from the control group. It may be potentially helpful
in staging of sarcoidosis as a small, but significant, difference in proportion of
CXCR6+CD4+ cells in peripheral blood in various stages was noted. Small
percentage of CD154+ T cells was also found both in BAL and peripheral blood

samples, but this phenomenon seems not to be of great significance in sarcoidosis.
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The main subpopulation of T Ilymphocytes involved in immunopathology of
sarcoidosis are CD4+ T cells. The increased percentage of CD4+ subset and thus
high CD4:CD8 ratio measured in BAL corresponds to active phase of the disease -
Léfgren syndrome. The observed decreasing trend may be associated with clinical
and radiological progression of sarcoidosis. TCRaf and CD45RO T cells also play
essential role in immune response in patient with sarcoidosis, as a significantly
higher percentage of this subset, compared to control group, was found in BAL
specimens. Increased proportion of CD45RA+CD8+ T cells both in BAL and in
peripheral blood may suggest that this subpopulation may be of significance in
response to hypothesized stimulus causing sarcoidosis. Low percentage of TCRyd
cells seems not to be of significance in sarcoidosis.

Activation markers (CD69, HLA-DR, CD25) and costimulatory molecule
CD28 may be of assistance in the assessment of patients with sarcoidosis.
Increased proportion of CD69+CD4+ and CD69+CD8+ T cells in BAL and peripheral
blood of patients with sarcoidosis may indicate lymphocyte activation and readiness
of the immunologic system to fight the causative factor of sarcoidosis. Together with
increase percentage of HLA-DR+CD4+T cells subset it may support the continuous
antigen stimulation theory. Changes in percentage of CD25+CD4+ T cells should be
probably considered in the context of deregulation of immune response
mechanisms. It is possible that co-stimulation by CD28 molecule may be important
in the active phase of the disease, which corresponds to clinical presentation of
Loéfgren syndrome.

Undoubtedly the area of research concentrating on potential influence of
sarcoidosis causative factor on immune system and significance of potentially

persisting stimulation, might be important both scientifically and clinically.
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