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. WSTEP

Sarkoidoza jest wielonarzadowa chorobg ziarniniakowa o nieznanej etiologii. Najczegsciej
zajmuje wezly chtonne $rédpiersia i/lub obwodowe, ptuca, watrobg. Moze przebiegaé bez-
objawowo, albo w sposéb ostry z zajeciem stawdw, powigkszeniem weztéw chtonnych wnegk
1 rumieniem guzowatym (zespot Lofgrena) i/lub przewlekle z samoistng remisja choroby
w poczatkowych stadiach (w ok. 70%). Sarkoidoza moze prowadzi¢ do inwalidztwa, najczg-

sciej z powodu niewydolnosci oddechowej (w ok. 10%) lub zgonu (w ok. 1-5%) [1-5].

Choroba rozpoznawana jest na podstawie objawdéw klinicznych i obecnosci nieserowacie-
jacej ziarniny w narzadach objetych procesem chorobowym, po wykluczeniu innych przy-
czyn. Wymieniane sa tutaj czynniki infekcyjne, organiczne, chemiczne, autoimmunizacyjne

oraz genetyczne [1,6-12].

Ze wzgledu na podobienstwo obrazu klinicznego i histopatologicznego (ryc.1-4) sarko-
idozy (SA) do gruzlicy (TB), rozwazany jest udziat pratka gruzlicy lub jego antygenow

w etiopatogenezie sarkoidozy [7,13].

S e T G
PR E DTSR e IR U 5 S e AL
Ryc. 3. Ziarnina sarkoidalna z martwica Ryc. 4. Ziarnina gruzlicza z martwica

Ryec. 1-4. Preparaty mikroskopowe ziarniny sarkoidalnej i gruzliczej skopiowano za zgoda pisemna
autora [www.granuloma.homestead.com/index.html]
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Pierwsze pozytywne proby identyfikacji Mycobacterium tuberculosis w ziarninie sarko-
idalnej dotyczyly obecnosci L-formy pratka gruzlicy. W innym badaniu stwierdzono charak-

terystyczny dla pratkow kwas tuberkulostearynowy w tkankach chorych na SA [7].

Obecnie, pomimo zastosowania czutych i swoistych metod molekularnych, préby identy-
fikacji 1 hodowli mykobakterii z materiatu pochodzacego od chorych na sarkoidoz¢ sa nadal
niejednoznaczne. Podczas gdy niektore badania ziarniny potwierdzaja obecnos¢ DNA Myco-
bacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M.
microti, M. canetti) u 50-95% chorych na SA, inne ujawniaja material genetyczny pratka
gruzlicy jedynie w niewielkim odsetku badanych. Natomiast wyniki innych prac nie wykazuja
obecnosci M. tuberculosis w ziarninie sarkoidalnej. Niektére z powyzszych analiz ujawniaja
pratkowe biatko szoku termicznego (Mtb-hsp) o masie czasteczkowej 65kDa —hsp65, stabilne

ewolucyjnie, silny immunogen, wystepujacy u wigkszosci mykobakterii [7].

Pomimo réznic w uzyskanych wynikach, ktére moga zaleze¢ od doboru materiatu (bioptat
1/lub preparat histopatologiczny zawierajacy ziarning czy tez jej brak) lub réznej czutosci
i swoistosci stosowanych metod PCR, badania wskazuja na wysokie prawdopodobienstwo

udziatu M. tuberculosis w etiopatogenezie sarkoidozy [7].

Oprocz niejednoznacznych wynikéw badan molekularnych, potwierdzajacych lub wyklu-
czajacych pratek gruzlicy jako czynnik etiopatogenetyczny sarkoidozy, istnieja proby oceny
poziomu przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom tej bakterii w surowicy chorych na
sarkoidoze. W nielicznych pracach wykazano surowicze przeciwciala przeciw wspomniane-
mu wyzej antygenowi hsp65, a takze wzmozona ekspresj¢ hsp70 na powierzchni komérek
jednojadrzastych krwi obwodowej (réwniez wystepujace na powierzchni wigkszosci pratkéw

gruzlicy), p36 M. paratuberculosis i A60 M. bovis [14-16].

Analiza mechanizméw immunoreaktywnos$ci organizmu zakazonego pratkiem gruzlicy,
doprowadzita do identyfikacji antygenéw M. tuberculosis, ktére aktywuja odpowiedz immu-
nologiczng [17]. Niektére z nich naleza do wspomnianych powyzej biatek hsp, ktére petniac
rol¢ biatek opiekunczych wspomagaja wytwarzanie wiasciwych struktur oraz usuwanie biatek
nieprawidtowych [18]. W trakcie nieswoistej odpowiedzi na zakazenie pratkiem gruzlicy,
biatka hsp sa wytwarzane zaréwno przez fagocytowana bakteri¢ (Mtb-hsp), jak i przez zain-
fekowana komoérke gospodarza, w odpowiedzi na podwyzszenie temperatury lub inne bodzce,

takie jak fagocytoza, nadmiar rodnikow hydroksylowych [18-20]. Stosujac kryterium masy
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czasteczkowej, wyrdznia si¢ nastgpujace rodziny biatek szoku termicznego: Hsp100, Hsp90,

Hsp70, Hsp60, Hsp40 oraz rodzing matych sHsp (15-25 kD) [18].

Mechanizmy odpowiedzi immunologicznej indukowanej przez hsp pratka gruzlicy nie zo-
staly jeszcze wyjasnione. Biatka te zlokalizowane gtéwnie wewnatrzkomérkowo, moga
ujawnia¢ swoja ekspresj¢ na powierzchni komérek zaréwno gospodarza, jak i bakterii. Po-
chodzace z nich epitopy sa rozpoznawane przez limfocyty B oraz T, w tym Trl i y8"
[19-27]. Immunogennymi biatkami szoku termicznego sa biatka Mtb-hsp o masie czastecz-
kowej 70kD, 65kD i 16kD, ktére to poprzez stymulacje komoérek odpowiedzi immunologicz-
nej do wydzielania prozapalnych i regulatorowych cytokin, moga wptywaé np. na przebieg
ich aktywacji czy proliferacji [19,21-37]. W zwiazku ze znacznym ewolucyjnie uwarunkowa-
nym konserwatyzmem struktury, Mtb-hsp moga réwniez powodowa¢ wytwarzanie przeciw-
ciat dajacych krzyzowe reakcje z ludzkimi biatkami hsp [19,38-40]. Do chwili obecnej nie
zostalo rozstrzygnigte, czy reakcja immunologiczna na te biatka ma w organizmie gospodarza

charakter defensywny czy destruktywny.

W gruzlicy rézne epitopy immunogendw, takich jak Mtb-hsp65, Mtb-hsp71, Mtb-hsp16
sa rozpoznawane przez receptor dla antygenu na limfocytach T (TCR) af, ale przede wszyst-
kim 3, wywotujac proliferacje tych komérek w odniesieniu do antygenéw uktadu zgodnosci
tkankowej (HLA). Wykazano zwiazek migdzy antygenami HLA a nadmierng proliferacja
limfocytow T w odpowiedzi na rézne epitopy bialek szoku termicznego np. DRS, DR7,
DRw52 na Mtb-hsp71, DR2, DR3, DR4 i allele DRB1*0301, DQA1*0301 oraz DQB1*0302 na
Mtb-hsp65, podczas gdy allele DRB1*0101, DRB1#1501, DRB1*0401 na Mtb-hsp16 [32-36].

W sarkoidozie odsetek oraz liczba bezwzgledna limfocytéw T y8" we krwi obwodowej
byly wyzsze niz w gruzlicy i wzrastaly w miarg przewlekania si¢ procesu chorobowego przy
réwnoczesnym obnizaniu si¢ liczby komérek CD4*, CD8" i B [41]. Pomimo zmniejszonej
zawartosci limfocytéw we krwi obwodowej chorych na sarkoidozeg, obserwowana byla
hipergammaglobulinemia przebiegajaca ze wzrostem st¢zenia krazacych komplekséw immu-
nologicznych [1,42]. Wynika¢ to moze z przewleklej aktywacji komoérek B w zwiazku z cia-
gla stymulacja antygenowa receptorow TCR i podwyzszonego poziomu cytokin wytwarza-
nych przez limfocyty T o i/lub y8" [43,44]. Epitopy C-koncowej czesci Mtb-hsp70, Mtb-
hsp65 oraz epitop p21-40 Mtb-hspl6 o wysokiej homologii z ludzkimi epitopami indukuja
silna odpowiedz humoralng [26,27,45,46]. Pomimo tej aktywacji nie dochodzi do efektywnej

eliminacji antygenu(-6w), co moze by¢ przyczyna utrzymujacej si¢ antygenemii w sarkoidozie
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[28,47-53]. Ma to miejsce zwtaszcza w warunkach obnizonej ekspresji allelu 2 promotora
(GT), genu kodujacego biatko naturalnej odpowiedzi zwiazanej z makrofagami (NRAMPI),
wzmozonej sekrecji interleukiny (IL-10), IL-4 i towarzyszacego zahamowania apoptozy mo-

nocytow/makrofagéw czy subpopulacji limfocytéw T.

Mozliwymi przyczynami antygenemii i w konsekwencji kompleksemii moze by¢ rowniez
obnizenie zdolno$ci bakteriobdjczych makrofagdéw i/lub ostabienie funkcji receptoréw dla
fragmentu Fc immunoglobulin IgG (FcR), czy receptoréw dla sktadowych uktadu dopetnia-
cza (CR) monocytéw/makrofagéw w klirensie immunokomplekséw w obecnosci IL-4, IL-10,
interferonu-gamma (INF-y) [7,47,53-59]. Hsp70 aktywuja uklad dopeitniacza niezaleznie
od przeciwcial, podczas gdy kompleks hsp65 pratka gruzlicy (i hsp60 ludzkie) ze swoistym
przeciwciatem pobudzat uktad dopetniacza droga klasyczna [60,61]. Moze to sugerowac,
ze rézne biatka szoku termicznego w odmienny sposéb indukuja reakcje uktadu odporno-

sciowego.

Pojedyncze prace podkreslaja podtoze genetyczne zaburzen funkcji komoérek uktadu fago-
cytéw jednojadrowych w sarkoidozie. Lawley i wsp. [57] wiaze defekt FcR na powierzchni
sarkoidalnych monocytéw/makrofagdéw z czgstym wystgpowaniem HLA-B8 i DR3. Réwniez
polimorfizm promotora (GT), genu NRAMPI [7] stwierdzony wsréd Afroamerykanéw, zwia-
zany ze wzrostem podatnosci na zachorowanie na gruzlicg, chroni przed rozwojem sarkoido-
zy w populacji badanych pacjentéw. Doniesienie autoréw z Japonii nie wykazato istnienia
polimorfizmu genu NRAMPI u chorych na sarkoidozg [62]. Zgodnie z moja wiedza nie prze-

prowadzono analizy tego genu wsrdd rasy kaukaskiej.

By¢ moze, osobnicy predysponowani genetycznie, narazeni na czynniki srodowiska (np.
pratki gruzlicy lub ich antygeny), reaguja nasilong reakcja ziarniniakowa w chorobowo zaje-
tym narzadzie (przewaga proporcji limfocytéw CD47/CD8%) przy wzglednym niedoborze

liczby i aktywnosci komérek CD4"T we krwi obwodowej, co skutkuje anergia obwodowa [1].

Badania populacyjne HLA chorych na sarkoidozg w réznych etnicznie grupach na Swie-
cie, pomimo réznic, wykazuja cz¢stsze wystgpowanie antygenéw HLA-A1,-B8 i DR3 [1,63].
Rodzinne wystgpowanie SA oraz zachorowania wsrdd blizniat jednojajowych réwniez suge-
ruja uwarunkowanie genetyczne sarkoidozy [1]. Natomiast na gruzlice czesciej chorowali

pacjenci z obecnymi antygenami HLA-B7, -B8, -B15, -B35, -DR2 1 -DQBI1 [64].

Osobnicy, posiadajacy w swoim haplotypie typowe dla preferencji wobec zachorowalno-

$ci na sarkoidoze antygeny Al, B8 i DR3, DQ2, DQS8 sa czg¢sciej predysponowani do rozwoju
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chor6b z autoagresji [65,66]. Moze to wskazywac na autoimmunizacyjne podloze samej sar-
koidozy. Natomiast jak dotychczas nieliczne badania dotycza bezposrednio proceséw

z autoagresji w etiopatogenezie SA.

Sarkoidoza czgsto towarzyszy innym chorobom autoimmunizacyjnym np. zapaleniu tar-
czycy Hashimoto, cukrzycy insulinozaleznej typu 1 czy zespotowi wielogruczotowatosci wie-
lonarzadowej [67,68]. Choroby te wystgpuja czg¢sto rodzinnie, podobnie jak sarkoidoza. Ana-
logicznie do SA dotycza one czg¢sciej mtodych kobiet, co zwigzane jest z hipoteza, ze to es-
trogeny sa odpowiedzialne za nadmierna ekspresj¢ HLA w prezentacji antygenéw [68]. Biat-
ka szoku termicznego pratka gruzlicy podwyzszajac m.in. ekspresj¢ czastek adhezyjnych,
kostymulatorowych czasteczek, np. CD80/CD86 moga réwniez uczestniczy¢ w rozwoju pro-
cesOw z autoagresji [19,31,69-72]. U podtoza choréb autoimmunizacyjnych, jako jedna z wie-
lu przyczyn, wymienia si¢ takze mimikr¢ molekularna miedzy antygenami hsp70, hsp65
1 hsp16 pratka gruzlicy a homologicznymi antygenami na komoérkach gospodarza [19,38-40].
Podwyzszony poziom przeciwciat przeciw Mtb-hsp stwierdzono w w/w chorobach autoim-
munizacyjnych i w przewlektych zakazeniach, np. w gruzlicy ptuc [19,73]. W dostgpnym mi
piSmiennictwie nie przeprowadzono tego typu badan w sarkoidozie. Z opublikowanych da-
nych wynika, ze wzrost podatnosci na zachorowanie na gruzlicg jest zwiazany z obnizona
ekspresja allelu 2 promotora (GT), genu NRAMPI, podczas gdy podwyzszona ekspresja allelu

3 tego genu moze by¢ zwiazana z rozwojem choréb autoimmunizacyjnych [74].

Oprécz udziatu komérek uktadu fagocytéw jednojadrowych w patogenezie zaréwno gruz-
licy jak i choréb z autoagresji, zauwazalny jest takze udziat limfocytéw y8" [75]. Odnotowa-
no, ze komérki T y8" proliferuja w odpowiedzi na stymulacje zar6wno mykobakteryjnymi,
jak 1 ludzkimi hsp, co sugeruje zwigzek migdzy infekcja a rozwojem proceséw autoimmuni-
zacyjnych [76]. Wyniki nielicznych badan dotyczacych udziatu subpopulacji limfocytow
T v8" w sarkoidozie sa rozbiezne [41,77-80]. W gruzlicy, komérki T CD8" reagowaly krzy-
zowo zaréwno na specyficzne epitopy hsp70 i hsp65 pratka gruzlicy oraz ludzi [81,82].
W SA, tak jak w procesach z autoagresji, dochodzi tez czgsto do zaburzen kontroli immuno-

logicznej, zwiazanych z zaburzeniami liczby limfocytéw T CD8" [1].

Zagadnienia dotyczace roli hsp w zakazeniach bakteryjnych, w tym Mycobacterium tu-
berculosis, sa ztozone i nie ma dotychczas jednoznacznych odpowiedzi, czy immunoreaktyw-
nos¢ gospodarza, wywotana przez te biatka, ma charakter ochronny czy niszczacy - prowa-

dzacy do indukcji proceséw autoimmunizacyjnych.
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Chcac odpowiedzie¢ na pytania, dotyczace wyjasnienia udziatu Mycobacterium tubercu-
losis 1/lub jego antygendw - bialek szoku termicznego w etiopatogenezie sarkoidozy, przed-

stawiam obecna dysertacje.
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Il. CEL PODJETYCH BADAN

Zasadniczym celem proponowanych badan byta préba odpowiedzi na pytanie:

Czy biatka szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis (Mtb-hsp) uczestniczg

w etiopatogenezie sarkoidozy?
Aby odpowiedzie¢ na to pytanie podj¢tam si¢ wyjasnienia nastgpujacych zagadnien:

1. Identyfikacja Mycobacterium tuberculosis complex 1 jego antygenéw (bialek szoku
termicznego —Mtb-hsp70, Mtb-hsp65 i Mtb-hsp16) w weztach chtonnych oraz surowicy

chorych na sarkoidoze i chorych na gruzlice (praca nr 1 i nr 2).

2. Udzial bialek szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis w odpowiedzi
immunologicznej (subpopulacje limfocytow T, stgzenie cytokin Th1/Th2, ekspresja
wewnatrzkomorkowa IL-4, apoptoza limfocytéw T i monocytéw przed i po stymulacji
Mtb-hsp komérek jednojadrzastych krwi obwodowej) u chorych na sarkoidozeg a chorych na
gruzlicg (praca nr 3 i nr 4).

3. Uwarunkowanie genetyczne (czestos¢ wystgpowania antygenéw HLA klasy I i II oraz
polimorfizm promotora (GT), genu NRAMPI) wystgpowania sarkoidozy albo gruzlicy

w tej samej grupie etnicznej (praca nr 5, nr 6 i nr 7).

17



lll. MATERIAL | METODY

Materiat

Materiatem do badan byta krew obwodowa oraz wezty chtonne pobrane w czasie rutyno-
wej diagnostyki chorych na sarkoidoze ptuc (SA) i1 na gruzlicg ptuc (TB) przed wiaczeniem
leczenia oraz os6b stanowiacych grupg kontrolna. Do grupy badanej zakwalifikowano 100
chorych na SA, 100 chorych na TB, 5 chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuc, 4 pa-
cjentow z niespecyficzng limfadenoaptia oraz 143 niespokrewnionych, zdrowych dawcéw
krwi. Chorzy o zblizonym obrazie klinicznym i radiologicznym byli diagnozowani w Szpitalu
Specjalistycznym w Wejherowie oraz Katedrze 1 Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej, Zakta-
dzie Patomorfologii AMG. W wywiadzie zar6wno zdrowych jak 1 w grupach chorych nie
stwierdzono SA, TB oraz choréb autoimmunologicznych. U wszystkich przeprowadzono
szczepienia BCG. Badane grupy stanowily homogenna kaukaska grupe¢ etniczna z Gdanska
1 okolic. Wszyscy badani powiadomieni o celowosci przeprowadzanych badan, wyrazili pi-
semna zgodg. Badania przeprowadzono za zgoda Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw

Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku.
Metody

W celu oceny udziatu bialek szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis complex

w etiopatogenezie sarkoidozy przeprowadzitam:

1. Identyfikacje Mycobacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum, M. microti, M. canetti) w we¢ztach chtonnych i surowicy w bada-
nych grupach w oparciu o analizg:

a. molekularna na obecno$¢ DNA pratka gruzlicy (PCR z uzyciem IS6710) z zasto-
sowaniem systemu ProbeTec wyposazony w wewngtrzng Kkontrolg procesu
amplifikacji (praca nr 1) oraz analiz¢ immunohistochemiczna z zastosowaniem
wizualizujacego zestawu APAAP (Alkaline Phosphatase - Antialkaline Phosphatase)
na obecnos¢ bialek szoku termicznego pratka gruzlicy (Mtb-hsp70, Mtb-hsp65 i Mtb-
hsp16) (praca nr 1);

b. poziomu przeciwcial anty-Mtb-hsp70, anty-Mtb-hsp65 i anty-Mtb-hspl6 metoda
ELISA (praca nr 2).
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. Poréwnawcza analiz¢ wptywu Mtb-hsp na parametry odpowiedzi immunologicznej

w badanych grupach w oparciu o badanie cytometryczne:

a.

czesto$ci wystepowania subpopulacji limfocytéw T (CD4"ap*, CD4"yd", CD8 ap",
CD8y8", CD4 CDS"), ekspresji wewnatrzkomérkowej IL-4 w tych subpopulacjach
oraz poziomu cytokin INF-y, 1L-2, TNF-o, IL-4, IL-6, IL-10 w supernatancie
z hodowli limfocytéw i monocytéw z krwi obwodowej (PBMC) przed i po 24 godzinnej
stymulacji fitohemagglutyning (PHA) lub Mtb-hsp (70kDa, 65kDa, 16kDa) (praca nr 3);
apoptozy limfocytéw CD4" i CD8" przed i po 24 godzinnej stymulacji hodowli PBMC
fitohemagglutining lub Mtb-hsp (test ANNEXIN-V-FITC) (praca nr 4);

apoptozy monocytow przed i po 24 godzinnej stymulacji hodowli PBMC
fitohemagglutining lub Mtb-hsp (test ANNEXIN-V-FITC) (praca nr 4).

. Analize predyspozycji genetycznej zachorowania na sarkoidoze albo gruzlicg w oparciu o:

a.

typowanie antygenéw uktadu zgodnosci tkankowej HLA klasy I (metoda
serologiczna- test mikrolimfocytotoksyczny) i HLA klasy II (metoda PCR-SSP ,,low-
and high-resolution” (reakcja fancuchowa polimerazy o niskiej lub wysokiej rozdziel-

czosci z zastosowaniem swoistych primeréw) (praca nr 5 i nr 6);

polimorfizmu promotora (GT), genu NRAMPI metoda PCR a produkty reakcji byly

analizowane z uzyciem automatycznego kapilarnego sekwenatora (praca nr 7).
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IV. OMOWIENIE WYNIKOW ZAGADNIEN ROZPRAWY
HABILITACYJNEJ

1.  Identyfikacja Mycobacterium tuberculosis complex i jego anty-
gendw (biatek szoku termicznego — Mtb-hsp70, Mtb-hsp65
i Mtb-hsp16)

a) Identyfikacja Mycobacterium tuberculosis complex oraz Mtb-hsp
w wezfach chtonnych chorych na sarkoidoze oraz w grupie kontrolnej
(pracanr 1)

Przeprowadzilam analiz¢ molekularna na obecno$s¢ DNA (sekwencj¢ insercyjna -
IS6110, ktéra jest bardziej swoista dla M. tuberculosis niz M. bovis czy M. bovis BCG) My-
cobacterium tuberculosis complex w weztach chlonnych i wykazatam obecnos¢ pratka gruz-
licy tylko u 3 (6%) z 50 badanych chorych na sarkoidoze¢ i wéréd wszystkich chorych na TB.
Trzyletnia obserwacja chorych na SA nie wykazala rozwoju gruzlicy u tych pacjentéw.
Nie wykryto DNA M. tuberculosis complex metoda PCR wsrdéd 5 badanych chorych z nie-

drobnokomérkowym rakiem ptuc i1 4 pacjentdw z niespecyficzna limfadenoaptia.

Poréwnywalne wyniki badan sarkoidalnego materialtu na obecno$¢ pratka gruzlicy
uzyskali inni autorzy (cytowani w pracy nr 1). Pomimo, ze otrzymane dane nie potwierdzaja
etiologii gruzliczej w grupie 47 badanych chorych na SA, to rowniez nie wykluczaja udziatu
pratka gruzlicy w etiopatogenezie SA. Wg autoréw (cytowani w pracy nr 1) negatywne
wyniki badan molekularnych na obecno$¢ M. tuberculosis w SA moga by¢ wywotane mata
ilosScia mykobakterii i/lub kopii [S6/10 pratkach gruzlicy albo dlugim terminem
przechowywania materialu DNA. Inni badacze (cytowani w pracy nr 1) uwazaja, ze tak mata
ilos¢ mykobakterii, ktorych nie wykrywa reakcja PCR z uzyciem sekwencji IS6/10, moze
indukowac¢ tworzenie ziarniny sarkoidalnej. Przedstawione powyzej wyniki badan wiasnych
oraz innych autoréw [7,26,27,31-36,83] moga sugerowac udzial nie calej mykobakterii, ale

poszczegdlnych jej antygendw, w tym immunogennych hsp.

W zwiazku z hipoteza, ze poszczegdlne antygeny pratka gruzlicy moga indukowac rézna
odpowiedz immunologiczna w odniesieniu do odmiennych genotypéw, postanowitam
W nastgpnym etapie pracy oceni¢ czgsto$¢ wystgpowania immunogennych biatek hsp70,
hsp65 1 hspl6 pratka gruzlicy w tych samych badanych weztach i surowicy chorych na SA

1 grupy kontrolnej.
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Analiza immunohistochemiczna wykazata wzmozona ekspresj¢ przeciwcial anty-Mtb-
hsp70, anty-Mtb-hsp65 1 anty-Mtb-hspl6, zaréwno w sarkoidalnym, jak i gruzliczym
materiale. Natomiast nie ujawnilam intensywnej reakcji w zmianach nieswoistych
i nowotworowych. Nadmierna ekspresja przeciwcial anty-Mtb-hsp70 i anty-Mtb-hsp16
w poréwnaniu z anty-Mtb-hsp65 byla obecna we wszystkich badanych obszarach weziow
chlonnych (stan przedziarniniakowy - PSH, =ziarniniaki, powierzchnia limfocytow,
otaczajacych PSH i ziarniniaki), przy czym ekspresja przeciwciat anty-Mtb-hspl16 byla
wyzsza niz przeciwciat anty-Mtb-hsp70 we wczesnych stadiach rozwoju SA (PSH,
powierzchnia limfocytow w obszarach migdzy PSH). Analiza poréwnawcza ekspresji
poszczegblnych przeciwciat anty-Mtb-hsp w fazie I i II sarkoidozy wykazata, ze ekspresja
przeciwciat anty-Mtb-hsp70 byta wyzsza w II niz I stadium SA. Ekspresja wszystkich
badanych biatek szoku termicznego w ziarninie byta bardziej intensywna niz w PSH. Godny
podkreslenia jest fakt, ze w §rédblonku naczynh weztéw chtonnych 6 (24%) chorych na SA
stwierdzono znamiennie wigksza ekspresje przeciwciat anty-Mtb-hsp65 niz anty-Mtb-hsp70

i anty-Mtb-hsp 16.

W zwiazku ze stwierdzeniem obecnos$ci przeciwcial anty-Mtb-hsp w weztach chtonnych
chorych na SA, a szczegdlnie srodblonku naczyn tych weztow, postanowitam w nast¢pnym
etapie pracy oceni¢ poziom i czgsto$S¢ wystgpowania surowiczych przeciwciat anty-Mtb-hsp

w badanych grupach.

b) Analiza czestosci wystepowania przeciwciat anty-Mtb-hsp70, anty-
Mtb-hsp65 i anty-Mtb-hsp16 w surowicy chorych na sarkoidoze
w porownaniu z grupa chorych na gruzlice i populacja zdrowych
ochotnikow (praca nr 2)

Podobnie do analizy immunohistochemicznej wegztéw chtonnych, przeprowadzone
badanie surowicy wykazalo obecnos¢ przeciwciat w/w anty-Mtb-hsp w badanych grupach
pacjentow. Poziom przeciwciala anty-Mtb-hsp70 byt znamiennie podwyzszony wsrdd
chorych na SA 1 TB w poréwnaniu z populacja ludzi zdrowych. Przeciwciata anty-Mtb-hsp65
1 anty-Mtb-hsp16 wystgpowaly czgsciej w TB niz w SA 1 w grupie kontrolnej. Analiza
poréwnawcza wystgpowania przeciwcial anty-Mtb-hsp wykazata swoiscie podwyzszony
poziom i czgstos¢ wystgpowania przeciwciatl anty-Mtb-hsp70 niz przeciwciat anty-Mtb-hsp65
1 anty-Mtb-hspl6 w grupie chorych na sarkoidozg, podczas gdy nie stwierdzono takiej
znamiennosci wsrdd chorych na gruzlicg czy w grupie kontrolnej. Zgodnie z analiza

immunohistochemiczna we¢ztéw chtonnych, stwierdzitam istotnie wigksza czestos¢
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wystgpowania przeciwciat anty-Mtb-hsp70 niz anty-Mtb-hsp65 w surowicy chorych na SA

w fazie II w poréwnaniu z faza I choroby.

Obecnos¢ w sarkoidozie i gruzlicy, zwiazanych w badanych tkankach, przeciwcial anty-
Mtb-hsp moze $wiadczy¢ o obecno$ci antygenéw biatek szoku termicznego pratka gruzlicy
o masie 70kDa, 65kDa 1 16kDa. Otrzymane wyniki wskazuja na przewagg wystgpowania
antygenu M. tuberculosis hsp70 w surowicy zaréwno chorych na SA, jak i chorych na TB.
Jest prawdopodobne, ze stwierdzony obnizony poziom przeciwciata anty-Mtb-hsp65 i anty-
Mtb-hsp16 w sarkoidozie jest wynikiem, podobnie jak to ma miejsce w gruzlicy, wiazania si¢
tych antygenéw w krazace kompleksy immunologiczne [73]. Potwierdzeniem tej hipotezy
moze by¢, stwierdzona u chorych na SA, wzmozona ekspresja przeciwciata anty-Mtb-hsp65
w srodbtonku naczyn we¢ztéw chtonnych i obnizona jego ekspresja w pozostatych obszarach
badanych weztéw. Wskazuje to na mozliwo$s¢ w/w sekwestracji antygenu Mtb-hsp65
w formie zlozonej, np. w immunokompleksy, ktérych podwyzszone stgzenie wykazatam
wczesniej u tych chorych [42]. Uzyskane przeze mnie dane sugeruja réwniez udzial Mtb-
hspl6 w indukcji wczesnej fazy rozwoju sarkoidozy (PSH, faza I choroby, powierzchnia
limfocytéw w obszarach miedzy PSH), podczas gdy Mtb-hsp70 moze petni¢ znaczaca role

w stadium II choroby.

Z dotychczasowych badan [19,22,25,28,29,31-37,45,47,69,76,81] wynika, ze bialka
hsp70, hsp65 i hspl6 pratka gruzlicy stymuluja limfocyty TCR af*i y8* do proliferacii,
wytwarzania prozapalnych cytokin TNF-o, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, czynnikéw
antyapoptotycznych IL-10, TGF-p oraz produktéw przemian tlenku azotu (NO). Wg autoréw
[29] biatko hsp65 M. tuberculosis aktywuje nie tylko limfocyty Thl, ale i monocyty/
makrofagi do wytwarzania IL-1p i TNF-a. Réwniez w innych badaniach [28]
przeprowadzonych in vitro wykazano, ze stymulacja limfocytow T Mitb-hsp, zwlaszcza

hsp70, wywotuje zwigkszone wytwarzanie IL-10, ktéra hamuje wytwarzanie INF-y, IL-2.

W zwiazku z obecno$cia bialek szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis
w weztach chtonnych oraz surowicy chorych na SA (praca nr 1 1 nr 2) 1 podkreslanym
powyzej wptywie hsp pratka gruzlicy na parametry odpowiedzi immunologicznej, w pracach
nr 3 i nr 4 podjelam prébg oceny wpltywu Mtb-hsp na subpopulacj¢ limfocytéw T, poziom
cytokin Th1/Th2 oraz na proces apoptozy komorek jednojadrzastych krwi obwodowej

chorych na sarkoidozg lub gruzlicg.
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2. Udzial biatek szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis
w zmienionej reaktywnosci immunologicznej chorych na
sarkoidoze i chorych na gruzlice

a) Wplyw Mtb-hsp na subpopulacje limfocytow T(CD4*af’, CD4'yd",
CD8 off, CD8'yd*, CD4CD8) oraz poziom cytokin Th1/Th2
w supernatancie hodowli PBMC chorych na sarkoidoze w porownaniu
z grupa chorych na gruzlice i zdrowymi ochotnikami (praca nr 3)

Wykazatam w tej pracy, ze w niestymulowanej populacji komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej u 0séb chorych na sarkoidozg wystgpowat istotnie wyzszy odsetek limfocytéw
CD8"of" oraz podwyzszony poziom IL-6 i obnizony IL-4, podczas gdy u chorych na gruzlice
stwierdzilam jedynie istotnie obnizony poziom cytokin INF-y, IL-2, IL-4 i IL-10
w poréwnaniu z grupa zdrowych ochotnikéw. Skutkiem stymulacji Mtb-hsp PBMC chorych
na gruzlice, byla zwigkszona czesto$¢ wystepowania komérek CD4™y8" i pod-wyzszony
poziom TNF-o0, IL-6, podczas gdy w sarkoidozie wykazalam zmniejszona obecnos¢
limfocytow CD8"y3'IL-4" oraz istotnie obnizong zawartos¢ INF-y, IL-2, 1L-4,
ale podwyzszony poziom cytokin TNF-a, IL-6 i IL-10, w zestawieniu z warto$ciami

uzyskanymi dla badanej populacji 0séb zdrowych.

W przeciwienstwie do gruzlicy, w sarkoidozie stwierdzono znaczaca koncentracj¢ IL-10
oraz istotnie niski poziom IL-4. Badanie wewnatrzkomérkowej ekspresji IL-4 w sub-
populacjach limfocytéw T wykazato, ze to wiasnie komérki CD8™YS'IL-4" odpowiadaja
za obnizone stgzenie tej cytokiny w supernatantach z hodowli PBMC stymulowanych Mtb-hsp
uchorych na sarkoidoz¢g i w ten sposob moga indukowaé rozwdj procesOw

autoimmunizacyjnych.

Pojedyncze badania krwi chorych na sarkoidozg wykazaly zwigkszony odsetek
limfocytéw CD4'IL-4" oraz CDS8'IL-4", podczas gdy w gruzlicy wykryto zwigkszona
ekspresje wewnatrzkomérkowej IL-4 w komérkach CD8" i y8" w poréwnaniu z grupa
kontrolna [84,85]. Inni autorzy [86,87] nie potwierdzaja réznic w czgstosci subpopulacji
limfocytéw T z wewnatrzkomérkowa ekspresja IL-4" miedzy grupa chorych na sarkoidoze

a kontrola.

Wigkszo$¢ badan [41,77-79] potwierdza wzrost subpopulacji limfocytéw T y8" we wczesnej
fazie SA 1 TB, chociaz sa autorzy [80], ktorzy nie wykazali ré6znic w liczbie tych komorek.
Natomiast wyniki pracy [41] wskazuja na obnizony poziom komérek T y8" w gruzlicy w po-

réwnaniu z chorymi na sarkoidozg i ze zdrowymi osobnikami.
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Dotychczas nie przebadano udziatlu subpopulacji limfocytéw CD4*yd" i CD8"y8"
w immunoreaktywnosci chorych na gruzlicg czy sarkoidozg, pomimo istniejacych danych dla
zdrowych populacji [89]. Zgodnie z moja wiedza, przedstawiony tutaj wynik jest pierwszym
doniesieniem na temat obecno$ci populacji limfocytéw CD4"y8" oraz CD8"y8" podczas
stymulacji biatkami szoku termicznego M. tuberculosis zaré6wno u chorych na gruzlicg, jak

i u chorych na sarkoidozg.

Przewaga limfocytéw CD8%aB* w sarkoidozie a CD4"yd" w gruzlicy moze wynikaé
z odmiennej odpowiedzi (proliferacja, wytwarzanie cytokin) komoérek T na te same antygeny
pratka gruzlicy w odniesieniu do stwierdzonych w pracach nr 5 i nr 6 r6znych haplotypéw
HLA ws$réd chorych na sarkoidoze albo gruzlice. Zgodnie z wynikami innych badan,
przyczyna tej dysproporcji w zawartosci subpopulacji limfocytéow T w grupie chorych na SA
moze by¢ odmienna wrazliwo$¢ tych komoérek na mitogeny swoiste np. PPD albo nieswoiste

np. PHA [89].

Réwniez udowodniony bezposredni wptyw hsp70 i hsp65 pratka gruzlicy na aktywacje
limfocytéw CD4" lub CD8" moze wptywaé na dysproporcje limfocytéw i wytwarzanych
przez nie cytokin, stwierdzona w obecnej pracy [25,28,29,81]. Zgodnie z wynikami naszych
badan (praca nr 3), obserwacje poczynione przez innych autoréw [25,28,29,90] ujawnity, ze
Mtb-hsp70, Mtb-hsp65, czy Mtb-hspl6 stymuluja komérki TCR of* i y8° do wytwarzania
cytokin TNF-a, IL-6, IL-10, mniejszych ilosci INF-y ilIL-2 ale nie IL-4. Podwyzszony,
w skutek stymulacji Mtb-hsp, poziom IL-10 u naszych chorych na SA moze hamowac
wytwarzanie zarOwno INF-y jak 1 I[L-2 z obserwowanym obnizeniem proliferacji limfocytow
CD4" i przewaga limfocytéw CD8' u tych pacjentéw [90,91]. Tego efektem moze byé
zmieniony stosunek subpopulacji komérek T stwierdzony we krwi obwodowej naszych
chorych. Inne badania [92,93] ttumacza obniZzona zawarto$¢ limfocytéw CD4" i tym samym
obnizony stosunek CD4"/CD8" we krwi obwodowej, krazacymi rozpuszczalnymi receptorami
dla IL-2 (CD25) zaré6wno w sarkoidozie 1 w gruzlicy. ROwniez ostatnie doniesienia [94,95]
wskazuja na obecno$¢ komoérek regulatorowych Treg (CD4*CD25™T i CD4"CD25 Foxp3™T)
we krwi chorych na sarkoidozg, ktére moga hamowaé proliferacj¢ limfocytow T
i wytwarzanie cytokin INF-y, IL-2 ale nie hamuja catkowicie wytwarzania TNF-a.
Wiadomym jest, ze TNF-a jest kluczowa cytokina odpowiadajaca za tworzenie sarkoidalnej
ziarniny [1]. Takze u naszych chorych na SA stwierdziliSmy podwyzszong zawarto$¢ TNF-a
i [IL-6 po stymulacji Mtb-hsp. Wzrost poziomu tych cytokin jest charakterystyczny m.in. dla

przewleklego zapalenia, jakim jest zaréwno ziarnina sarkoidalna jak i gruzlicza [96]. Roéwniez
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podwyzszona zawarto$¢ tych cytokin moze ttumaczy¢ wzrost wytwarzania IL-10, ktéra
hamuje przewlekte zapalenie w drodze ujemnego sprzg¢zenia zwrotnego [21,96]. Interleukina
10 jest wytwarzana m.in. przez monocyty/makrofagi, ale w wigkszym stopniu przez komoérki
Trl regulatorowe, ktére wytwarzaja duze ilosci tej interleukiny, ale nie produkuja IL-4, a taka
konfiguracj¢ cytokin obserwowano w obecnej pracy. Ponadto badania [90] wykazaty, ze
hsp70 1 hsp65 pratka gruzlicy stymuluja m.in. t§¢ subpopulacj¢ regulatorowych limfocytéw T.
Dotychczas nie opisano tych komérek w SA. Wyniki przedstawione w pracy nr 3 w sposéb
posredni moga sugerowa¢ obecno$¢ limfocytéw Trl we krwi obwodowej chorych na
sarkoidozg 1 tym samym tlumaczy¢ anergi¢ obwodowa obserwowana w tej chorobie. Wg
cytowanych powyzej autoréw, wysoki poziom IL-10 i niski IL-4 jest charakterystyczny dla
komérek Trl, ktére proliferuja w odpowiedzi na stata stymulacje Mtb-hsp lub ludzkimi

homologami w wyniku reakcji krzyzowej [90].

Stwierdzony w obecnej pracy odmienny poziom IL-10, IL-4 po stymulacji Mtb-hsp
w sarkoidozie 1 w gruzlicy, moze wptywac¢ nie tylko na dominacj¢ odpowiedzi typu Th2
i postulowana obecno$¢ komorek Treg we krwi obwodowej chorych na SA, ale i na przebieg

apoptozy poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw T w tych dwéch chorobach [97].

Ze wzgledu na mozliwos¢ istnienia zaburzen apoptozy jako przyczyny wykazanych
powyzej dysproporcji w SA i TB, postanowitam oceni¢ proces zaprogramowanej Smierci
komérek T oraz wplyw biatek szoku termicznego pratka gruzlicy na jej przebieg w/w grupach

badanych.

b)  Analiza porownawcza apoptozy limfocytow CD4* i CD8" przed i po
stymulacji PHA oraz Mtb-hsp hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej chorych na sarkoidoze, chorych na gruzlice
i zdrowych ochotnikéw (praca nr 4)

Efektem pracy nr 4 bylo wykazanie réznic w spontanicznej oraz indukowanej Mtb-hsp
apoptozie przede wszystkim limfocytéw CD4" we krwi obwodowej chorych na sarkoidoze
i pacjentéw z gruzlica. Spontaniczna apoptoza komérek T CD4" byta nizsza u chorych na TB
w poréwnaniu z grupa pacjentow z SA 1 grupa kontrolna, podczas gdy odsetek
apoptotycznych komérek CD8* byt poréwnywalny we wszystkich badanych populacjach.
Stymulacja hodowli komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej Mtb-hsp wywotata obnizony
odsetek komorek apoptotycznych T CD4™ u chorych na gruzlice w poréwnaniu z pozostatymi

badanymi grupami, podczas gdy apoptoza limfocytéw CD8* byla obnizona zaréwno
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u chorych na SA jak i na TB w poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla zdrowych
ochotnikéw. Stymulacja PBMC nieswoistym mitogenem nie miala wplywu na proporcje
limfocytéw CD4" tylko w sarkoidozie, podczas gdy Mtb-hsp spowodowaty wzrost odsetka
apoptotycznych komérek T CD4" we krwi chorych na SA w przeciwienstwie do pacjentéw
z gruzlica 1 zdrowych ochotnikéw. Nie bylo istotnych réznic mi¢dzygrupowych w odsetku
komérek CD8" ulegajacych apoptozie po stymulacji PHA. We wszystkich grupach biatka
szoku termicznego pratka gruzlicy i PHA powodowato podobny, istotny statystycznie wzrost

odsetka apoptotycznych komérek CDS.

Wyniki obecnej pracy wskazuja, ze to zwigkszona apoptoza komérek T CD4" u chorych
na SA i wzrost odsetka apoptotycznych limfocytéw CD4" u chorych na TB przy zmniejszonej
apoptozie komérek CD8" po stymulacji Mtb-hsp w obu chorobach moze byé przyczyna
zmian w proporcji subpopulacji limfocytow T i odmiennej warto$ci stosunku limfocytéw

CD4"/CD8" we krwi obwodowej, obserwowanego u chorych na SA i TB.

Podsumowujac dotychczasowe wyniki badan wilasnych wykazatam, Ze stymulacja
limfocytow T hsp pratka gruzlicy wywotuje zwigkszona apoptoze i przez to mniejsza
zawarto$¢ komoérek CD4" we krwi obwodowej chorych na SA oraz zmniejszona apoptoze
i przewage subpopulacji CD8" w obecnoéci podwyzszonej koncentracji TNF-a, IL-10
1 obnizonego poziomu IL-2, IL-4, INF-y. Wydaje sig, ze uzyskane dane moga sugerowac
obecnos¢ limfocytéw regulatorowych Trl i odzwierciedla¢ przyczyny anergii obwodowej

spotykanej w przebiegu SA.

Zaburzenia apoptozy limfocytow T 1 monocytow/makrofagéw z wewnatrzkomorkowa
obecnoscia w ich wnetrzu przetrwatych antygenéw, np. Mtb-hsp, moze prowadzi¢ do rozwoju
procesu zapalnego w stalej obecno$ci prozapalnych cytokin [47,48,97-100]. Jednym
z mozliwych mechanizméw prozapalnego dziatania tychze cytokin moze by¢ regulacja
wytwarzania NO. Wykazano w badaniach innych autoréw, ze INF-y, TNF-a podwyzszaja
ekspresje syntazy tlenku azotu. Wg tych autoréw wiaze si¢ to z inicjacja apoptozy, podczas
gdy cytokiny IL-4 i IL-10 hamujac wytwarzanie NO, moga wptywac na obnizenie procesu

zaprogramowanej $mierci komorki [47,52,97].

Poniewaz monocyty/makrofagi sa kluczowymi komérkami w zakazeniu Mycobacterium
tuberculosis a zaburzenie ich funkcji moze by¢ zrédlem utrzymujacej si¢ antygenemii,
postanowitam przeprowadzi¢ badania apoptozy monocytéw i wptywu Mtb-hsp na jej przebieg

w w/w badanych grupach.
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¢) Analiza porownawcza apoptozy monocytow w hodowli PBMC przed
i po stymulacji Mtb-hsp u chorych na sarkoidoze, chorych na gruzlice
i wsrod zdrowych ochotnikow (praca nr 4)

W obecnym badaniu wykazatam, ze zar6wno spontaniczna jak i indukowana Mtb-hsp
oraz PHA apoptoza monocytéw bylta nizsza u chorych na gruzlicg w poréwnaniu do wartosci
otrzymanych wsrdd pacjentéw z sarkoidoza i zdrowej populacji. Godnym uwagi jest fakt, ze
stymulacja Mtb-hsp i PHA nie indukowala wzrostu odsetka monocytéw ulegajacych
apoptozie jedynie u oséb chorych na sarkoidozeg, co mogloby by¢ przyczyna przetrwatej

antygenemii i dlugotrwatej ich prezentacji limfocytom T w tej grupie badane;j.

Zgodnie z moja wiedza jest to jedyne doniesienie, dotyczace apoptozy monocytow krwi
obwodowej w sarkoidozie. Pozostate, nieliczne i rozbiezne wyniki badan apoptozy dotyczyty
makrofagéw pecherzykowych w materiale z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego (BAL)
uchorych na sarkoidoz¢ [97,101]. Natomiast zgodnie z wynikami badan procesu
zaprogramowanej smierci komoérki w TB [102], wykazano mniejszy odsetek apoptotycznych

monocytéw krwi obwodowe;.

Wyttumaczeniem réznic, otrzymanych u naszych chorych, moga by¢ wyniki badania
genetycznego procesu apoptozy monocytéw krwi obwodowej u chorych na sarkoidozg, ktére
wykazaty odmienna ekspresj¢ gendw kodujacych czynniki wzrostu 1 Bcl-2 z nastgpowym
zmniejszeniem apoptozy oraz ekspresji genéw sygnatowania przez TNF-a z podwyzszonym
odsetkiem komorek apoptotycznych [103]. Ponadto, wyniki badan przeprowadzonych in vitro
wykazaty obnizona apoptozg¢ fagocytow jednojadrowych zakazonych M. tuberculosis,
wskutek podwyzszonej ekspresji antyapoptotycznego genu Bcl-2 i zmniejszonej ekspresji
genu NRAMPI [47,104]. W warunkach niskiej ekspresji genu NRAMPI dochodzi do
przewagi wytwarzania antyapoptotycznej IL-10 nad TNF-a i NO [47].

Takze obecnos¢ cytokin w supernatancie z hodowli PBMC po stymulacji Mtb-hsp pratka
gruzlicy, zwtaszcza IL-10, moze ttumaczy¢ oporno$¢ monocytdw na apoptoz¢ i rdznice
miedzy procesem apoptozy w SA a w TB. Zgodne z wynikami obecnej pracy, badania in vitro
przeprowadzone przez innych autoréw, wykazuja znaczaca rol¢ hsp70 pratka gruzlicy
w indukcji zwigkszonego wytwarzania IL-10 [25,28,90]. Dotychczasowe dane z pisSmien-
nictwa [49,104] sugeruja antyapoptotyczny wptyw hsp70, hsp65 i hspl6 na jednojadrowe
fagocyty poprzez zabezpieczenie integralnosci mitochondrium i/lub taczenie si¢ hsp
z biatkami Apaf-1 aktywujacym kaspazy (apoptosis protease activating factor-1), Bcl-2, czy

z kinaza fosforyzujaca N-terminalny fragment c-Jun. Inne badania sugeruja, ze wysoka
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ekspresja bialek szoku termicznego wytwarzanych przez komoérke zakazona mato zjadliwym
drobnoustrojem hamuje jej apoptozg, prawdopodobnie w wyniku przys$pieszonego
dojrzewania biatek Bcl-2 i/lub obnizenia aktywacji kaspaz mediowanej przez cytochrom
c/dATP [47-49,98-100]. M. tuberculosis o wysokiej wirulencji indukuje fagocyty do
wytwarzania mniejszych ilosci cytokin INF-y, TNF-a 1 IL-6, IL-12 niz pratki gruzlicy
o niskiej wirulencji [47,98-100]. Moze to by¢ przyczyna uzyskanych w obecnej pracy roznic

w wytwarzaniu cytokin i przebiegu apoptozy w SA i TB.

Dotychczas otrzymane przeze mnie wyniki dowodza obecnosci Mtb-hsp i ich przewlekte;j
stymulacji antygenowej, co w Swietle zaburzonej apoptozy monocytéw krwi obwodowej
chorych na SA, moze prowadzi¢ do tworzenia krazacych immunokomplekséw. Podwyzszony
poziom krazacych komplekséw immunologicznych, charakterystyczny dla proceséow
z autoagresji, wykazatam réwniez w surowicy tych chorych [42]. Zgodnie z wynikami innych
badan [oméwiono w 42], immunokompleksy wystgpowaly znamiennie czgsciej we
wszystkich stadiach SA oraz u pacjentow z calkowita remisja choroby niz w grupie
kontrolnej. Wykazana (praca nr 1 i nr 2) u tych chorych obecno$¢ Mtb-hsp oraz stwierdzona
przez innych autoréw, obecno$¢ immunoglobulin czy sktadnikéw dopetniacza w ziarninie
weztow chlonnych czy w Scianie naczyn krwionosnych moze przemawia¢ za udziatem
immunokomplekséw w etiopatogenezie sarkoidozy [105,106]. Wyniki pracy nr 4 oraz
doniesienia innych autoréw wskazuja, ze kompleksemia moze sugerowa¢ zaburzenia funkcji
komérek uktadu fagocytdw jednojadrowych np. obnizenie apoptozy czy podwyzszonej
ekspresji receptorow dla fragmentu Fc immunoglobulin (FcR) i1 obnizonej ekspresji
receptorow dla sktadowych ukladu dopelniacza (CR) w nieobecnosci IL-4 i INF-y
a przewadze IL-10 [12,28,47,50,53-60,107,108].

Za posrednictwem receptorow dla fragmentu C3 dopetniacza (CR1-CD35, CR3-
CD18/11b, CR4-CD18/11c), w mniejszym stopniu dzigki FcR (FcyRI-CD64, FcyRII-CD32,
FcyRIII-CD16), zachodzi proces fagocytozy immunologicznej przez monocyty, m.in.
komplekséw immunologicznych, aktywacja limfocytéw T 1 B czy synteza i transport IgG,
prezentacja antygenéw [55-59,107,108]. Populacja monocytéw (CD14") krwi obwodowej jest
heterogenna i dzieli sie na subpopulacje CD14"CD16 i mniejsza - prozapalna CD14"CD16".
Subpopulacja CD14"CD16" wydziela wigksza ilo$¢ TNF-o, ale mniejsza ilo$¢ rodnikéw
hydroksylowych, posiada mniejsze zdolnosci fagocytarne i bakteriobdjcze niz monocyty

CD14"CD16 [109,110].
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Nieopublikowane wyniki badan wlasnych potwierdzaja powyzsze doniesienia
1 dodatkowo sugeruja niedobor receptorow dla C3 sktadowej dopelniacza na monocytach
chorych na sarkoidoz¢ w poréwnaniu z chorymi na gruzlice i populacja zdrowych
ochotnikéw. Ponadto, stwierdzona w tych badaniach, obecno$¢ wigkszego odsetka komodrek
CD14'CD16" u chorych na sarkoidoze, moze tlumaczyé réznice w procesie fagocytozy
migdzy tymi samymi grupami pacjentdow 1 obecno$¢ kompleksemii, wynikajacej z obnizonej

fagocytozy u chorych na SA.

Istnieja nieliczne prace podkreslajace podtoze genetyczne zaburzen funkcji komorek
ukfadu fagocytéw jednojadrzastych w sarkoidozie. Praca Lawley 1 wsp. [57] wiaze defekt
FcR na powierzchni sarkoidalnych monocytéw/makrofagéw z czgstym wystgpowaniem,

charakterystycznym dla SA, HLA-B8 i -DR3.

W zwiazku z odmiennym wptywem bialek szoku termicznego pratka gruzlicy na
parametry odpowiedzi immunologicznej] w SA 1 TB oraz mozliwoscia zréznicowanej
prezentacji tych samych antygenéw - Mitb-hsp w odniesieniu do réznych haplotypow,
ocenilam czestos¢ wystgpowania antygenéw HLA klasy I i II w dwoch jednostkach

chorobowych.

3. Uwarunkowanie genetyczne wystepowania sarkoidozy albo
gruzlicy w tej samej grupie etnicznej

a) Analiza porownawcza czestosci wystepowania antygenow/alleli
HLA klasy I i Il w grupach chorych na sarkoidoze, na gruzlice
i wsrod zdrowych ochotnikow (praca nr 5 i nr 6)

Wspoétczesne dane z pisSmiennictwa wskazuja, ze antygeny HLA klasy I i II kontroluja
przebieg odpowiedzi immunologicznej organizmu na zakazenie Mycobacterium tuberculosis.
Stwierdzono, ze gléwne etapy tej odpowiedzi, takie jak prezentacja antygendw pratka przez
makrofagi limfocytom T, fagocytoza M. tuberculosis oraz sprawno$¢ mechanizméw
bakteriobdjczych, zaleza od swoistosci loci HLA [64]. Istnienie licznych odmian allelicznych
genow DRBI1, DQAI1, DQBI1 powoduje zréznicowanie odpowiedzi uktadu immuno-
logicznego na te same antygeny. Ponadto wykazano, ze nie tylko ré6zne antygeny, ale rozne
epitopy tego samego antygenu np. bialek szoku termicznego Mycobacterium tuberculosis
(Mtb-hsp) o masie czasteczkowej 70kDa, 65kDa, czy 16kDa moga rozpoznawac receptory
TCR, wywotujac proliferacje¢ limfocytow T czy B oraz wytwarzanie cytokin w odniesieniu do

réznych antygenéw HLA [26,27,32-36,45,46]. Wydaje si¢, ze te same mykobakteryjne
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epitopy/antygeny wraz HLA klasy I lub II moga indukowa¢ odmienna odpowiedz
immunologiczng a tym samym ksztalttowa¢ wrazliwos¢ na zachorowanie na sarkoidozg albo

gruzlicg.

W zwiazku z powyzszym, postanowitam odpowiedzie¢ na pytanie: czy wystgpuja réznice
w czgstosci wystgpowania poszczegllnych antygenéw HLA klasy 11 II wsréd chorych na
sarkoidozg lub gruzlicg ptuc (praca nr 5 i nr 6)? W piSmiennictwie brak jest danych
dotyczacych zaréwno zwiazku antygenéw HLA z gruzlica w populacjach europejskich, jak
i analizy porownawczej haplotypéw wystepujacych w SA i TB w tej samej homogenne;j

grupie etnicznej.

Konsekwencja moich badan (praca nr 5) byto wykazanie znamiennych réznic w czgstosci
wystgpowania antygenéw HLA klasy I wsréd chorych na SA i chorych na TB. Stwierdzitam,
ze wystepowanie antygenéw HLA-BS, -B8 zwigkszato ryzyko zachorowania na SA, podczas
gdy obecnos¢ antygenéw HLA-B13, -B35, -Cw4 byla zwiazana z ochronnym dziataniem.
Natomiast w TB dominowatly antygeny HLA-B15, -Cw5 a mniejsza czgstos¢ zaobserwowano
dla antygenow HLA-A2 w stosunku do populacji zdrowych ochotnikéw. Analiza
poréwnawcza obecnosci HLA klasy I w dwéch grupach pacjentéw wykazata, ze w SA
antygeny HLA-BS, -B8 wystgpuja istotnie czgsciej a HLA-B13, -B15, -Cw4 znamiennie

rzadziej niz wsrdd chorych na gruzlicg (praca nr 5).

Analiza czgstosci wystgpowania antygenow HLA klasy II, przedstawiona w pracy nr 6
(tabela 2 1 3), wykazala, ze czgstos¢ wystgpowania alleli DRB1, DQB1 i DQAT jest r6zna dla
obydwu badanych populacji chorych.

Uzyskane w naszych badaniach u chorych na sarkoidoz¢ wyniki ujawnilty zwigzek
czestego wystgpowania alleli DRB1*03, DRB1*11, DQB1*02 i DQAI1*0501 ze
zwigkszonym ryzykiem pojawienia si¢ zespotu Lofgrena (faza I), podczas gdy czesciej
wystepujace allele DRB1*15, DQA1*0102, DQA1*0103 byly zwiazane ze stadium II
sarkoidozy. Mniejsza czgsto$¢ alleli DRB1*16, DRB1*04, DRB1*08, DQB1*02, DQB1*03,
DQBI1#05 1 DQA1*0102, DQA1*0301 stwierdzono w zespole Lofgrena a DQB1*03,
DQB1*05, DQB1*06 i DQA1*0301 w fazie II choroby w stosunku do populacji zdrowych
ochotnikéw. Po zastosowaniu poprawki Bonferroniego okazaly si¢ istotnie rézne tylko czgstosci
DRB1*04, DQB1*02, DQB1*03, DQBI1*05, DQB1*06 i DQA1*0102, DQA1*0301,
DQA1*0501. Wsréd naszych chorych na gruzlice wykazano zwiazek alleli DRB1*16,
DRB1*14, DQB1*05 oraz DQA1*0303 ze zwigkszona zachorowalnoscia na TB i protekcyjne
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dziatanie alleli DRB1*11, DQB1*02, DQA1*0201 i DQA1*0505 w poréwnaniu z kontrola,
lecz r6znice byly istotne po zastosowaniu poprawki Bonferroniego tylko w czgstosci alleli
DRB1*16, DQB1*02, DQB1*05 oraz DQA1*0303, DQA1*0505. Analiza poréwnawcza
alleli HLA klasy II w badanych populacjach pacjentow wykazata, ze allele DRB1*11,
DQB1#02 1 DQA1*0201, DQAT1*0501, DQA1*0505 w zespole Lofgrena oraz allele
DRB1*15, DRB1*11, DQA1*0102 w fazie II sarkoidozy wystgpowaly istotnie czgscie] w SA
niz w TB, podczas gdy allele DRB1*16, DRB1*04, DRB1*14, DQB1*03, DQB1*05,
DQB1*06 i DQA1*0301, DQA1*0302, DQA1*0303 wystgpowaty istotnie rzadziej zaréwno
w fazie I z zespotem Lofgrena, jak 1 w fazie II choroby w SA niz w TB, nawet po korekcie

statystyczne;j.

Analiza opublikowanych dotychczas haplotypéw w réznych etnicznie populacjach
chorych na SA albo TB na $wiecie wykazata, ze antygeny HLA-BS, -B27, -B35 i DRS,
DRB1*15, DRB1*1501, DRB1*14 oraz allele DQB1*0502, DQB1*0503, DQB1*0601,
DQA1*0101 wystgpowaly znamiennie czgSciej a HLA-B12 rzadziej, zar6wno w S.A., jak
i w TB w poréwnaniu ze zdrowymi osobnikami (tabela 1 w pracy nr 5 i 6). Antygeny HLA-
Al, -B7, -B13, -Cw7, DRB1*¥0301, DRB1*12, DRw52 i DQBI1*02, DQA1*0104,
DQA1*0501 obserwowane byly czgsciej a DRB1*01, DRB1*#07, DQB1*05 1 DQA1*0301
rzadziej tylko wsrdd chorych na SA, podczas gdy w TB z wigksza czgstoscia wystgpowatly
antygeny HLA-BS, -15, DRB1*1506, DRB1#1601, DQB1*0501, DQA1*0103 w zestawieniu
z kontrola (tabela 1 w pracy nr 5 i nr 6). Natomiast korelacja miedzy HLA-A2, DR6,
DRB1*04, DRB1*11, DRB1*08 i DQB1*03, DQB1*04 a zachorowalnoscia byta pozytywna
dla wzrostu zachorowan na sarkoidozg, ale negatywna w TB w poréwnaniu ze zdrowymi,
w réznych grupach etnicznych (tabela 1 w pracy nr 5 i nr 6). Obecno$¢ allelu DQB1*0201
zwiazana ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na SA w populacji pacjentéw z terenu
Szwecji, byta zwiazana z dzialaniem ochronnym tego allelu ws$réd Azjatéw i1 Afro-
amerykanow oraz wsrdd naszych chorych na gruzlicg. Inni autorzy nie wykazali zadnego
zwiazku migdzy zachorowalnoscia na SA lub TB a wystgpowaniem poszczegdlnych alleli

DRB1, DQA1 i DQBI.

Podsumowujac, typowanie przeprowadzone w zakresie HLA klasy I i II wéréd badanych
grup wykazato znamienne réznice migdzy subpopulacjami chorych na sarkoidoz¢ a chorymi
na gruzlicg w homogennej etnicznie grupie z terenu pétnocnej Polski. Godnym odnotowania
jest fakt, ze czegstos¢ alleli DRB1#16, DRB1*11 i DQB1*02, DQB1*05 w fazie I i II

sarkoidozy byta przeciwstawna do obecnosci tych alleli w TB w poréwnaniu ze zdrowa
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populacja badanych. Obecne dane sugeruja, ze allele DRB1*16 i DQB1*05 zwiazane
z wysokim ryzykiem rozwoju TB, moga mie¢ protekcyjne znaczenie dla rozwoju SA
i odwrotnie, allele DRB1*11 i DQB1*02 zwiazane z niskim ryzykiem rozwoju TB, moze by¢
zwiazane ze zwigkszona podatnoscia na rozwdj SA. Réwniez w zakresie polimorfizmu genu
NRAMPI ws$réd Afroamerykanéw chorych na sarkoidozeg lub gruzlice zaobserwowano taka
sama relacje [7]. Takze wigkszos¢ badan epidemiologicznych sarkoidozy i gruzlicy na
Swiecie potwierdza wyniki badan genetycznych i wskazuje, ze w krajach o wysokim
wspotczynniku zachorowalnosci na SA, odnotowano niska zachorowalno$¢ na gruzlice,
podczas gdy w krajach o zwigkszonej zachorowalnosci na TB, sarkoidoza wystgpuje rzadko
[111,112]. Takim przyktadem moze by¢ réwniez Polska, ktéra nalezy do krajéw europejskich
z wysokim wspodiczynnikiem zachorowalnosci na TB (27/100 000), ale mata zachorowal-

noscia na sarkoidoze (6/100 000) [2-5,113].

By¢ moze brak albo wspoétistnienie TB i/lub szczepien BCG (antygeny pratka gruzlicy,
np. Mtb-hsp) na danym terenie wptywa na rozwdj autoimmunizacji, zwlaszcza u os6b
z haplotypem A1/B8/DR3/DQ2/DQ8 [65,66,114]. Zgodnie z wynikami badan haplotypéw
w réznych grupach etnicznych, wyniki naszej analizy antygenéw HLA klasy I i II wskazuja

na czg¢sta obecnos¢ B8, DRB1*03, DQB1*02, DQA1*0501 ws$rdéd chorych na SA.

W Swietle stwierdzonej roli genu NRAMPI w indukcji przez czynnik infekcyjny procesu
z autoagresji a wykazana przeze mnie obecnos¢ Mtb-hsp oraz ich zréznicowany wptyw na
parametry odpowiedzi immunologicznej w grupach pacjentéw o odmiennych haplotypach,
postanowitam przeprowadzi¢ analiz¢ polimorfizmu promotora (GT), NRAMPI1 w/w grupach

badanych.

b) Ocena zwiazku polimorfizmu promotora (GT)n genu NRAMP1 ze
zwiekszona zachorowalnoscia na sarkoidoze albo gruzlice (praca
nr7)

W badaniach wiasnych (praca nr 7) wykazatam réznice w polimorfizmie allelu 3, sposrod
czterech alleli promotora (GT), NRAMPI w sarkoidozie. Nie stwierdzitam polimorfizmu
allelu 2 tego genu w populacji naszych chorych na gruzlicg, pomimo ze wykazano zwiazek
obnizonej ekspresji allelu 2 NRAMPI ze zwigkszona podatno$cia na zachorowanie na TB
w réznych grupach etnicznych na $wiecie [7,74,115]. W analizie poréwnawczej czgstosci
wystgpowania czterech alleli promotora (GT), NRAMP1 wsréd badanych grup, wykazatam,

ze allel 3 byt stwierdzony istotnie cze¢sciej w SA, natomiast w TB ujawnitam zwiazek
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zwigkszonego wystgpowania allelu 2 [116]. Wyzej wspomniana mutacja w NRAMPI,
stwierdzona ws$rdd Afroamerykandow, zwigzana ze wzrostem ryzyka zachorowania na

sarkoidoze, chroni przed rozwojem gruzlicy w badanej populacji [7].

Dotychczas opublikowane wyniki analizy polimorfizmu NRAMPI w réznych grupach
etnicznych na Swiecie wskazuja, ze przewlekta aktywacja monocytéw/makrofagéw zalezna
od wzmozonej ekspresji allelu 3 NRAMPI moze by¢ funkcjonalnie zwigzana ze wzrostem
podatnosci na rozwdj choréb autoimmunizacyjnych, podczas gdy obnizona ekspresja allelu 2
tego genu prowadzi do zwigkszonej podatnos$ci na zachorowanie na choroby infekcyjne
[74,115-117]. Wykazano, ze NRAMP1 wptywa na aktywacj¢ i r6znicowanie si¢ makrofagéw
poprzez wzrost ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych a takze antygendéw uktadu HLA klasy
I, cytokin TNF-a, IL-10 oraz syntazy tlenku azotu (iNOS). Wywotuje to przewage
odpowiedzi Thl, charakterystycznej np. dla reumatoidalnego zapalenia stawdéw, cukrzycy
typu 1, gruzlicy i takze dla sarkoidozy [115,117]. Biatko NRAMPI poprzez regulacje
gospodarki kationéw Fe®* uczestniczy réwniez w wytwarzaniu rodnikéw hydroksylowych,

ktore czgsto ujawniaja kryptogenne epitopy autoantygendéw indukujac autoagresj¢ [117].

Zgodnie z moja wiedza, obecna praca, jest pierwsza proba oceny polimorfizmu(éw) genu
NRAMPIwsréd chorych na SA i TB przeprowadzonej w obrgbie rasy kaukaskiej 1 przemawia
nie tylko za odmiennoscia podtoza genetycznego tych dwdch choréb o zblizonym obrazie
klinicznym, histopatologicznym, ale przede wszystkim sugeruje mozliwo$¢ udziatu Mtb-hsp
w indukcji procesu autodestrukcji w etiopatogenezie sarkoidozy. Rowniez inne badania [118]
sugeruja, ze obecnos¢ specyficznych antygenéw HLA klasy II na powierzchni limfocytéw B
zwigksza, mediowana przez odpowiedz komdérkowa, autoreaktywno$¢ organizmu zakazonego
czynnikiem infekcyjnym i prowadzi do rozwoju proceséw autoimmunizacyjnych. Ponadto
z danych literaturowych wynika, ze osobnicy posiadajacy w swoim haplotypie typowe dla
preferencji wobec zachorowalno$ci na sarkoidoze¢ antygeny HLA-A1, -B8 i -DR3, -DQ?2,
-DQ8 moga by¢ czgsciej predysponowani do rozwoju procesOw z autoagresji [65,66].
Sarkoidoza czg¢sto towarzyszy innym chorobom autoimmunizacyjnym [19,67,68]. Rowniez
analogicznie do SA, procesy zwiazane z autoagresja, dotycza mtodych ludzi, zwlaszcza
kobiet, u ktérych poziom estrogenéw nasilal ekspresje antygenéw HLA 1 przewage
odpowiedzi komoérkowej [1-3,5,68]. Za wudzialem komponenty autoimmunizacyjnej
w patogenezie SA przemawia takze stwierdzona obecnos¢ przeciwcial anty-Mtb-hsp
w surowicy i weztach chionnych chorych na SA, ktére sa wykrywane zaré6wno w chorobach

o podtozu autoimmunizacyjnym jak i w przewlektych zakazeniach, w tym gruzlicy
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[19,73,119]. U podtoza proceséw z autoagresji jako jedna z innych przyczyn wymienia si¢
mimikr¢ molekularnag migdzy biatkami szoku termicznego pratka gruzlicy a hsp komoérek
ludzkich, ze wzgledu na ich wysoki procent homologii np. hsp70 (46%), hsp65 (60%) i hsp16
(18%) [19,21,38-40,72,75,76,82]. Roéwniez stwierdzono znaczny udzial mykobakteryjnych
hsp70, hsp65 w indukcji proces6w =z autoagresji poprzez ich wplyw na ekspresje
kostymulatorowych czasteczek (np. CD80/86) czy aktywacj¢ komodrek regulatorowych,
w tym sugerowanych przez nas w pracy nr 3, limfocytéw Trl [19,21,31,72]. Potwierdzeniem
hipotezy udzialu dysregulacji ekspresji CD80/CD86, charakterystycznej dla choréb
autoimmunizacyjnych, w etiopatogenezie sarkoidozy jest ostatnie doniesienie autoréw [120],
ktorzy ujawnili wsréd chorych na SA obecno$¢ mutacji genu BTLN2 (butyrophilin-like2)
wykazujacego homologi¢ funkcjonalna i strukturalng do CD80/CD86. Stwierdzona w ba-
daniach wlasnych (praca nr 3), obnizona czesto$¢ limfocytéw CD8 Y8 IL-4" z réwnoczesnym
niskim poziomem IL-4 a wysokim IL-10 w supernatancie z hodowli PBMC stymulowanych
hsp pratka gruzlicy, moze indukowa¢ rozwdj proceséw z autoagresji [21,47,75,76,82,121].
Réwniez zaburzona apoptoza fagocytow jednojadrzastych z nastgpowa zwigkszonag
zawartoscia immunokomplekséw, czgsto stwierdzana w chorobach autoimmunizacyjnych,
moze sugerowac obecno$¢ procesu z autoagresji w sarkoidozie. Ponadto, w tej samej grupie
chorych na SA, stwierdzitam istotnie podwyzszona zawarto$¢ przeciwcial narzadowo-

swoistych, ktérych obecnos¢ jest charakterystyczna dla choréb z autoagresji [122].

Potwierdzeniem hipotezy udzialu komponenty autoimmunizacyjnej w etiopatogenezie
sarkoidozy moga by¢ opublikowane badania [1,67,68,123,124], ktérych wyniki sa zgodne
z obecnie przyjetymi kryteriami rozpoznania jednostki chorobowej jako choroby z autoagresji
[125]: mozliwo$¢ przenoszenia SA wraz z przeszczepianym narzadem [123], rozwd) SA
u zwierzat, ktérym podano dotchawiczo poptuczyny z BAL-u chorego na SA [124], rozwdj
naciekéw limfocytarnych w narzadach dotknigtych procesem chorobowym [1], czeste
wspotistnienie z innymi chorobami o podtozu autoimmunizacyjnym [67,68], zwigkszone
ryzyko zachorowania na SA zwiazane z obecnoscia poszczegélnych antygenéw HLA

[1,65,66] oraz poprawa po zastosowaniu terapii immunosupresyjnej [1].

Wyniki moich badan wskazuja na mozliwo$¢ zréznicowanej prezentacji tych samych
antygenéw (Mtb-hsp) w odniesieniu do réznych genotypéw (HLA, NRAMPI) i w Kkon-
sekwencji rézna immunoreaktywno$s¢ wobec tych antygendéw, prowadzac do rozwoju
sarkoidozy albo gruzlicy. Ponadto, obserwacje poczynione w moich pracach moga sugerowac

istotna rolg¢ Mtb-hsp w indukcji proceséw autoimmunizacyjnych.
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V. SYNTETYCZNE OMOWIENIE WYNIKOW

Podstawowym pytaniem tej

rozprawy bylo: Czy biatka szoku termicznego

Mycobacterium tuberculosis (Mtb-hsp) uczestnicza w etiopatogenezie sarkoidozy?

Szukajac odpowiedzi na to pytanie uzyskatam nastgpujace wyniki:

Analiza molekularna we¢ziéw chionnych, pobranych od chorych na sarkoidozg nie

wykazata obecnosci pratka gruzlicy u wigkszosci badanych. W tej grupie, jak i u chorych na

gruzlicg, stwierdzilam wzmozona ekspresj¢ w weztach chtonnych i wysoki poziom

w surowicy wszystkich badanych przeciwcial anty-Mtb-hsp (praca nr 1 i nr 2).
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Ekspresja przeciwcial anty-Mtb-hsp16 w weztach chtonnych byta wyzsza niz przeciwcial
anty-Mtb-hsp70 we wczesnych fazach rozwoju SA (stan przedziarniniakowy i stadium I).
Natomiast faze II charakteryzowata podwyzszona ekspresja i wysoki poziom przeciwciat
anty-Mtb-hsp70 w badanych tkankach. Ponadto, w $rédbtonku naczyn we¢ztéw chionnych
chorych na sarkoidoz¢ byla obecna znamiennie wigksza ekspresja przeciwcial anty-Mtb-

hsp65 niz anty-Mtb-hsp70 1 anty-Mtb-hsp16.

Odmienny byl udzial bialek szoku termicznego M. tuberculosis w reaktywnosci
immunologicznej chorych na SA albo TB. Chorych na sarkoidoze charakteryzowata istotnie
obnizona zawarto$¢ limfocytéw CD4"y8"T i niski poziom IL-4, ale statystycznie znamienny
wzrost IL-10 po stymulacji Mtb-hsp w poréwnaniu z chorymi na TB (praca nr 3). Indukcja
hodowli PBMC przez hsp pratka gruzlicy wywolala obnizenie zawartosci komoérek
CD8"y3'IL-4™T u chorych na sarkoidoze w poréwnaniu z grupa kontrolna. W sarkoidozie
w poréwnaniu z TB, monocyty byly istotnie oporne na stymulacj¢ apoptozy, podczas gdy

komérki CD4"T wykazaly znamiennie odmienng odpowiedz na stymulacj¢ Mtb-hsp (praca nr 4).

Stwierdzitam réwniez znamienne réznice w czestosci wystgpowania antygendw/alleli
HLA klasy I'i II wéréd chorych na sarkoidoze i chorych na gruzlicg pluc (praca nr 5 i nr 6).
Godnym odnotowania jest fakt, ze allele DRB1*11 1 DQB1*02 zwigzane z wysokim
ryzykiem rozwoju SA, moga mie¢ protekcyjne znaczenie dla rozwoju TB, podczas gdy
DRB1*16 i DQB1*05 allele zwiazane z niskim ryzykiem rozwoju SA, wykazuja zwiazek ze
zwigkszona podatno$cia na rozwéj TB. W zakresie polimorfizmu genu NRAMP1 byla takze
obecna przeciwstawna czgstos¢ wystgpowania alleli 2 1 3 w dwdéch populacjach pacjentow.
Wsréd chorych na SA wykazatam istotny zwiazek polimorfizmu allelu 3 promotora (GT),
genu NRAMPI (praca nr 7) ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju sarkoidozy, co przemawia nie
tylko za odmienno$cia podtoza genetycznego tych dwoch choréb ale przede wszystkim

sugeruje mozliwos$¢ udzialu Mtb-hsp w indukcji procesu z autoagresji w etiopatogenezie SA.

Obecnos¢ przeciwcial anty-Mtb-hsp w surowicy 1 weztach chtonnych naszych chorych na
SA, wykrywanych zaré6wno w chorobach autoimmunizacyjnych jak 1 w przewleklych
zakazeniach, przemawia za udzialem procesu z autoagresji w patogenezie sarkoidozy.
U podtoza proceséw autoimmunizacyjnych jako jedna z innych przyczyn wymienia si¢ takze
mimikr¢ molekularnag migdzy biatkami szoku termicznego pratka gruzlicy a hsp komoérek
ludzkich ze wzgledu na wysoki procent ich podobienstwa antygenowego. Stwierdzono
rowniez znaczny udzial Mtb-hsp w indukcji proceséw autoimmunizacyjnych poprzez ich

wplyw na aktywacje komorek regulatorowych, w tym sugerowanych przez nas limfocytéw
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Trl. Wykazana w pracy nr 3, obnizona czesto$¢ limfocytéw CD8"y8*IL-4" z réwnoczesnym
niskim poziomem IL-4 a wysokim IL-10 w supernatancie z hodowli PBMC stymulowanych
Mtb-hsp, moze indukowa¢ rozwdj reakcji autoimmunizacyjnych. Réwniez zaburzona
apoptoza fagocytéw jednojadrowych z nastgpowa immunokompleksemia, opisang przez mnie
wczesniej, czgsto stwierdzana w chorobach z autoagresji, wskazuje na obecno$¢ komponenty

autoimmunizacyjnej w SA.

Powyzsze obserwacje sugeruja udziat biatek szoku termicznego Mycobacterium

tuberculosis w etiopatogenezie sarkoidozy.
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VI.

WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw, zawartych w pracach bedacych przedmiotem

rozprawy habilitacyjnej, przedstawiam ponizsze wnioski:

1.

Odmienna reaktywno$¢ monocytéw oraz subpopulacji limfocytéw CD4* i CDS8*
wobec antygenéw bialek szoku termicznego Mycobacterium  tuberculosis
w sarkoidozie 1 gruzlicy wskazuje na udziatl hsp pratka gruzlicy w etiopatogenezie

tych choréb.

Odmienna immunoreaktywno$¢ wobec biatek szoku termicznego Mycobacterium
tuberculosis moze wynika¢ z ich zré6znicowanej prezentacji w odniesieniu do ré6znych

genotypow (HLA, NRAMP1I) chorych na sarkoidozg 1 gruzlicg.

Udziat biatek szoku termicznego pratka gruzlicy w indukcji proceséw auto-
immunizacyjnych w etiopatogenezie sarkoidozy wydaje si¢ by¢ wysoce

prawdopodobny.

Powyzsze obserwacje sugeruja udzial bialek szoku termicznego Mycobacterium

tuberculosis w etiopatogenezie sarkoidozy.
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