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TEKSTE VARTOJAMI LIETUVISKI IR TARPTAUTINIAI SUTRUMPINIMALI

AIDS 1gytas imunodeficito sindromas (angl. acquired immunodeficiency syndrome)

Apaf-1 apoptozes proteazes aktyvinantis veiksnys, proapoptotinis baltymas (angl. apoptotic protease
activating factor)

APL antigena pateikianti lastelé

AT -PGR  atvirkstinés transkriptazés PGR (angl. RT - PCR, reverse transcriptase - PCR)

BAL bronchoalveolinis lavazas

Bcl-2 antiapoptozinis baltymas Bcl-2

BCR B limfocity receptorius (angl. B cell receptor)

CD leukocity diferenciacijos grup¢ (angl. cluster of differentiation)

CTL citotoksinis T limfocitas

DNR deoksiribonukleoriigstis

FAAD adaptacinis baltymas, su Fas susijgs ziities domenas (angl. Fas-associated death domain)
Fas apoptozes inicijavimo receptorius (CD95)

FasL apoptozes inicijavimo receptoriaus Fas ligandas

FITC fluoresceino izotiocianatas

Fc antiktino molekulés dalis (angl. fragment crystallizable)

CSF kolonijas stimuliuojantys faktoriai (angl. colony stimulating factor)

IFN interferonas

Ig imunoglobulinas

IL interleukinas

IL-2R interleukino-2 receptorius

iRNR informaciné ribonukleoriigstis

ISEL imunofermentinis metodas apoptozei nustatyti (angl. In situ end labeling).

kDa kilodaltonas

LAK limfokiny aktyvintas natiiralus kileris (angl. lymphokine actived killer)

LWB lizuoto kraujo technika (angl. lysed whole blood)

MHC pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major histocompatibility complex)
NK natiiralieji kileriai (angl. natural killer)

NNF naviky nekrozés faktorius (angl. tumour necrosis factor, TNF)

NNFR naviky nekrozés faktoriaus receptorius (angl. tumour necrosis factor receptor, TNFR)
PE fikoeritrinas (angl. phycoerythrin)

PGR polimerazés grandininé reakcija (angl. polymerase chain reaction, PCR)

PSS priekiné Sviesos sklaida (angl. forward scatter, FSC)



pS3

RIP

SSS
TCR
TGFp
Th
TRADD

TUNEL

ZLA

53 kDa baltymas, transkripcijos veiksnys, vézi slopinantis baltymas

su receptoriumi saveikaujantis baltymas (angl. receptor interacting protein)

Sonin¢ Sviesos sklaida (angl. side scatter, SSC)

T limfocity receptorius (angl. T cell receptor)

B transformuojantis augimo faktorius (angl. transforming growth factor-p)

T helperiai limfocitai

NNFR adaptacinis baltymas turintis atitinkamus ziities domenus (angl. TNFR-adapter protein
with death domain)

imunofermentinis metodas apoptozei nustatyti (angl. 7dT mediated dUTP-biotin nick end
labeling)

zmogaus leukocity antigenai (angl. human leukocyte antigens, HLA)



IVADAS

Sarkoidoz¢é — tai létiné nezinomos etiologijos granulominé liga, pazeidzianti daugeli
organy. Pries Simta mety sarkoidozé buvo apibiidinama kaip odos liga. Véliau sarkoidozé buvo
aprasoma daZniausiai kaip asimptominé tarpuplaucio limfadenopatija su ar be plauciu infiltraty
[67, 81]. Pastaruosius 20 mety plauciu ligy diagnostikai ir tyrimui prad€jus placiai taikyti
bronchoalveolinj lavaza (BAL), paaiskéjo, kad sarkoidozé yra imuniné liga. Dabar sarkoidozé
apibréziama kaip multiorganiné liga, pasireiSkianti imuniniu atsaku vyraujant lasteliniam
pazeistuose organuose. Ja, kaip dabar manoma, po ekspozicijos su aplinkos veiksniais
(antigenais), suserga geneting predispozicija turintys zmonés [9, 53, 64, 67].

Ligos mety aktyvinti antigeno CD4+ T helperiai (Th) limfocitai veikiami IL-2 (CD25)
proliferuoja ir susikaupia plauciy alveolése, sukeldami T Iastelini alveolita [9, 21, 46, 62, 77].
BAL skystyje didéja limfocity skaicius ir CD4+/CD8+ limfocity potipiy santykis [61, 74]. Kartu
su alveolitu formuojasi granulomos. Granulomos gali susiskaidyti spontaniSkai arba iSnykti tik
po tam tikro gydymo, liga gali progresuoti iSveSant fibroziniam audiniui [34, 74].

Paskutiniy mety moksliniai tyrimai parodé, jog sarkoidozés metu formuojantis
granulomoms ir vykstant uzdegimui reikSminga ne vien aktyvinty lasteliy proliferacija, bet ir jy
,»programuota mirtis*“ arba apoptoze [59, 71]. Apoptozé yra fiziologinis genetiskai reguliuojamas
lasteliy pasalinimo procesas, reikalingas audiniy homeostazei palaikyti. Sio proceso suvokimas
leidzia sukurti naujus pranasesnius diagnostikos ir gydymo metodus. Yra nustatyta, kad plauciy
homeostazei palaikyti biitina pusiausvyra tarp apoptozés ir uzdegiminiy lasteliy i§gyvenamumo
[41, 43, 71]. Atlikta nemazai ivairiy moksliniy tyrimy, nagrin¢janciy apoptozés mechanizma,
taciau iki Siol yra mazai zinoma apie T limfocity likima plauciuose [43].

Naudojamos jvairios apoptozés mechanizmy tyrimo metodikos. Morfologinius apoptozés
pozymius galima nustatyti elektroniniu mikroskopu, taciau tyrimas yra sunkus, nes §is procesas
yra trumpalaikis, tod¢l méginyje biina nedaug lasteliy su aiSkiais programuotos mirties
pozymiais [50, 79]. Dabar apoptozinéms lasteléms nustatyti dazniausiai atlieckamos in situ
fermentinés reakcijos (pvz. TUNEL). Tyrimuy, nagrin¢janciuy apoptoze, atlieckama vis daugiau,
taciau dazniau pasirodo ir straipsniy, vertinanc¢iy metodinius apoptozes nustatymo ypatumus. Jau
yra zinoma, kad, atliekant in situ fermentines reakcijas, gali biiti klaidingy apoptozés reakcijy.
Kad duomenys biity tikslis, biitina standartizuoti Sias reakcijas, o patikimiau buty — jas derinti su
kitais apoptozés nustatymo metodais. Norint gauti patikimus duomenis, neatlickant biopsijos
galima panauduoti tekmés citometrija nustatant Fas ligando ir Fas receptorius ant tiriamy lasteliy
membrany pavirSiaus. Fas antigenas (CD95) yra vienas i§ apoptoz¢ sukelianciy signaly

perdavimo receptoriu [54, 65,].



Siuo metu intensyviai tiriami galimi sarkoidozés aktyvumo kriterijai. Daugumai ligoniy
klinikiniai ir rentgeniniai ligos poZymiai savaime iSnyksta per kelis ménesius ar kelerius metus,
priklausomai nuo ligos formos. Granulomy rezorbcijos ir uzdegimo rezoliucijos be lieckamyjy
reiSkiniy mechanizmas tiksliai nezinomas. Pastaraisiais metais kai kuriy autoriy atlikti darbai
parodé, kad sergantiesiems sarkoidoze yra didesné rizika susirgti véziu. Manoma, kad létinis
uzdegimas skatina lastelés supiktybéti [74].

Kadangi sarkoidozés etiologija yra nezinoma ir iki Siol néra aiski sarkoidoze serganciyjy
tvairia Sios ligos forma prognoze¢, mes tyréme ligoniy, serganciy aktyvia ir neaktyvia plauciy
sarkoidozés forma, T limfocity proliferacinio (CD25) ir apoptozés inicijavimo (CD95) receptoriu
ekspresija BAL skystyje ir periferiniame kraujyje. Naudojome viena i§ informatyviausiy

laboratorinio tyrimo metody — daugiaparametrg t€kmés citometrija.

DARBO TIKSLAS:

Istirti ligoniy, serganciu plauciu sarkoidoze, proliferacinio (CD25) ir apoptozés inicijavimo
(CD95) receptoriy ekspresija T limfocity membranose bronchoalveolinio lavazo skystyje ir

periferiniame kraujyje

DARBO UZDAVINIAI:

1. Nustatyti ligoniy, serganciy sarkoidoze, apoptozés inicijavimo (CD95) receptoriaus
ekspresija T limfocity membranose BAL skystyje ir periferiniame kraujyje.

2. Palyginti ligoniy, serganciy aktyvia ir neaktyvia sarkoidozés formomis, CD95 receptoriaus
ekspresija T limfocity pavirSiuje ir lokaliame ir sisteminiame imuniniame atsake.

3. Nustatyti ligoniy, serganciy sarkoidoze, IL-2R (CD25) ekspresija T limfocity membranose
BAL skystyje ir periferiniame kraujyje.

4. Palyginti ligoniy, serganciy skirtingomis sarkoidozés formomis CD25 receptoriaus ekspresija

T limfocity membranose tiek lokaliame tiek sisteminiame imuniniame atsake.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. SARKOIDOZE

Sarkoidoz¢ - sisteminé neaiskios etiologijos granulominé liga. Sarkoidozé anksc¢iau
buvo apibréziama kaip liga, pirmiausia pazeidzianti oda. Taciau pasirod¢, jog sarkoidozé net
90% atveju pazeidzia plaucius, Siek tiek reciau — akis, bluzni, inkstus ir kt. Sarkoidozé gali
pazeisti bet kurj organa [64, 67, 72, 80, 81].

Ligos metu susiformavusios granulomos gali susiskaidyti spontaniskai arba iSnykti tik
po tam tikro gydymo. Kartais liga gali progresuoti iSvesSant fibroziniam audiniui ir dél to sutrinka
normali organo funkcija [34, 53, 64]. Savaiminé sarkoidozés remisija (per 1-3 metus) ivyksta 70-
80 procenty ligoniy. Sarkoidozés eiga tampa létine 10-20 procentu atvejy. Tik 2-8 procentai
pacienty, kuriems jvyko savaiminé remisija ar ligos stabilizacija, pasireiSkia recidyvy [67, 74].

Tiksliai nustatyti sarkoidozés paplitima sunku, nes daznai ligos eiga biina besimptome,
tik vienam trecdaliui ligoniy pakyla temperatiira, atsiranda greitas nuovargis, kartais svorio
kritimas [56]. ReCiau nustatoma timinés sarkoidozés simptomuy, kurie gali pasireiksti jvairiais
klinikiniais respiraciniais ir nerespiraciniais simptomais, patologiniais pokyciais kriitinés lastos
rentgenogramose ar sutrikusia plauciy funkcija. Jei ligos simptomai islieka ilgiau kaip dvejus
metus, sarkoidoz¢ yra létiné. Létiné plauciu sarkoidozé pasireiSkia nuolatiniais ar
progresuojanciais ligos simptomais, kuriuos lemia progresuojanti pneumofibrozé ir normalios
plauciy struktiiros suardymas [64, 67, 74].

Kaip pazymi A. Pietinalho, 50% atvejy liga aptinkama sveikatos patikrinimo metu [60].
Siuos ligonius tiriant rentgeno aparatu, daZniausia randama abipus¢ plauéiy Sakny
limfadenopatija ar plauciy infiltracija. Plauciy sarkoidozés diagnozé nustatoma, kai yra tam tikri
lavazo (BAL) skysCio pokyciais [64]. BAL skystyje randamas padid¢jgs CD4+ limfocity
skaiCius, CD4+/CD8+ T limfocity santykis, kartais makrofagy-limfocity rozeciy (1 pav.). Taciau
granuloma, nustatoma sarkoidozés atveju, yra neatskiriama nuo kitos kilmeés granulomu [34].
Granulomy centrinéje dalyje yra makrofagy, daugiabranduoliy gigantiSkyjy ir epitelioidiniy
lasteliy, periferinéje zonoje — limfocity, monocity, fibroblasty. Granulomos centre gali biiti
fibrinoidiné nekroz¢ (2 pav.). Granulomos susiformavimas yra T lasteliu suzadinto imuninio
atsako, nukreipto prie§ nezinoma persistojanti antigena, rezultatas. [24, 69]. Per 2-3 ménesius
granulomos gali rezorbuotis be jokiy liekamyju pokyc€iy arba jy vietoje formuojasi fibroze [53,

67,72, 73].



1 pav. BAL skystis. Makrofagy-limfocity rozetés (Satkauskas B., 2004)

Prad¢jus taikyti bronchoskopija ir bronchoalveolinio lavazo skys¢io tyrimus, §i liga
diagnozuojama radus tipiSkus BAL skysc¢io pokycius ir ekskliudavus kitas, panasy rentgenini
vaizda turinCias plauciy ligas. Kaip teigia G. Hunnighake ir kt., BAL skystis gali buti
naudojamas sarkoidozés diagnostikai, net kai bronchoskopiné plauciy audinio biopsija yra
nerezultatyvi. Sarkoidozés atveju CD4+/CD8+ >3,5, Sio rodiklio specifiSkumas yra apie 94%
[13, 20, 28]. Daugelis mokslininky pazymi, kad BAL skystis yra plau¢iy parenchimos
uzdegiminio proceso atspindys [35, 72, 73, 74].

Sarkoidozei budingi ir kai kurie laboratoriniy rodikliy pokyciai: leukopenija, anemija,
galima hiperglobulinemija, kartais hiperkalcemija ir hiperkalciurija, padidéjusi angiotenzing

konvertuojancio fermento koncentracija kraujo serume [56, 64, 81].

2 pav. Nekroze sarkoidozés granuliomoje (Cree [.A et al 1987)



1.1.1. Epidemiologija

Sarkoidoz¢ yra dazniausiai diagnozuojama diseminota plauciy liga [16]. Taciau jos
paplitimas tiksliai nezinomas, nes daugeliui ligoniy, serganciy sarkoidoze, néra jokiy ligos
simptomy. Sergamumas sarkoidoze jvairiuose Salyse sudaro 9 — 64 atvejus 100 000 gyventoju.
Sarkoidoze dazniausiai serga suauge zmonés nuo 20 iki 40 mety, sergamumo pikas — trecia
gyvenimo dekada [19, 56].
zmogaus rasés, tautybés ir gyvenamosios vietos [67, 74]. Duomeny apie sergamuma §ia liga

Lietuvoje neradome.

1.1.2. Etiologija

Sarkoidozés etiologija iki Siol neZzinoma [53, 64, 67, 74]. Prie§ Simta mety sarkoidozé
buvo apibiidinama kaip odos liga. Véliau sarkoidozé buvo aprasoma dazniausiai kaip
asimptominé tarpuplaucio limfadenopatija su ar be plauciy infiltraty [81]. 1905 metais M.
Boeckas apras¢ sarkoidoze¢ kaip ,,baktering infekcing liga“. Nuo to laiko intensyviai ieSkota
sarkoidozés sukéléjo [63].

Ligoniams, turintiems geneting predispozicija sirgti sarkoidoze, pagrindiniu veiksniu
yra laikomas antigenas. Sis su sarkoidoze susijes hipotetinis antigenas gali biti specifinis, arba
alternatyviai — tai gali buti keli antigenai, kurie galéty paaiskinti skirtingas Sios ligos formas.
Antigeny kilmé jvairi: tai gali buti mikobakterinés infekcijos (pvz. M. tuberculosis, fagy
transformuotos mikobakterijos ir t.t.), kiti infekciniai agentai (pvz. virusai, mikoplazmos),

organiniai agentai (pvz. pusy ziedadulkés), neorganinés medziagos (pvz. talkas, berilis) [19, 23].

1.1.3. Sarkoidozés imunopatogenezés etapai

Alveolito fazé. Pirmasis etapas — iniciacija, kuria salygoja kontaktas su vienu
hipotetiniu specifiniu antigenu ar keliais antigenais [73]. Po kontakto su antigenu (antigenais)
dendritinés lastelés skatina ,,naivius‘‘ CD4 (ThO) limfocitus diferencijuotis i CD4 (Th1) lasteles.
Thl lastelés sekretuoja IL-2 ir skatina T limfocity proliferacija ir akumuliacija. Plauciuose ir
kitose organuose kaupiasi i§ kraujo migravg CD4+ limfocitai. Limfocity migracija i plaucius

skatina ir alveoliniy makrofagy sekretuojamos medziagos (3 pav.) [53, 72, 74].



Granulomy susidarimo fazé. Antrasis etapas — plauciuose kaupiasi makrofagai
(monocitai), kuriy dalis transformuojasi i epitelioidines lasteles. Formuojasi epitelioidiniy

gigantiniy lasteliy granulomos (3 pav.) [13, 72, 74].

[ Antigenas (antigenai) patenka  plauius |

Antigeng pateikianti lastelé (dendritiné |
lastelé ir (ar) alveolinis makrofagas)
pateikia antigena T limfocitams

(D4+ T limfocitai ir monocitai :
Rezorbcija J (makrofagai) kaupiasi plauciuose — [ Pneumofibrozé J
alveohtas

Gigantiskyjy ir eplte|I0ldII'IIq |3steliy
granulomos be kazeozines nekrozés

3 pav. Sarkoidozés patogenezé (pagal B.Satkauska, E.Danila., 2004)

Fibroziniy poky¢iy fazé. Treciasis patogenezés etapas — pneumofibrozés atsiradimas
(3 pav.). Plauciuose aktyvinama koaguliacijos kaskada, kuri skatina fibrino depozicija alveolése
ir intersticiniame audinyje. Fibrinas tiesiogiai didina kraujagysliy pralaiduma ir yra kolageno
pagrindas. Plauciy fibrozé¢ susidaro tik nedidelei sarkoidoze serganciy daliai. Granulomy
rezorbcijos ir uzdegimo rezoliucijos be liekamyjy reiSkiniy mechanizmas nezinomas. Specialiis
imuniniai tyrimai parodé, kad sergant sarkoidoze T limfocitai produkuoja daugiau monocity
chemotaksio faktoriaus, kuris pailgina monocity (makrofagy) gyvenimo trukmg ir skatina juos
tapti granulomy epitelioidinémis lastelémis. Apoptozés uzdelsimas skatina uzdegima ir audiniy

pazeidima [13, 47, 72, 74].

1.1.4. Serganciyju sarkoidoze kvépavimo organy imuninis atsakas

Sarkoidozés patogenezéje labai svarbus vaidmuo tenka lasteliy imunologijai.
Limfocitai — pagrindinés specifinio atsako lastelés, nes organizme jos vienintelés gali specifiskai
atpazinti ir atskirti jvairias antigenines determinantes (epitopus). Pastarieji lemia imuninio atsako
tvairove, specifiSkuma, imuning atmintj. Sveiko suaugusio zmogaus plauciuose kaip ir kraujyje
yra mazdaug 65-75% CD3+ limfocity, 40-49% - CD3+CD4+ ir 20-30% - CD3+CD8+ limfocity
[24]. Taciau CD16+/56+ lasteliy yra tik iki 10%, o B limfocitai tesudaro maziau nei 5% visy
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limfocity. Plauciuy T lasteliy repertuaras kinta visa laika atspindédamos supancios aplinkos jtaka
kvépavimo taky lasteléms bei ju funkcijoms [4, 24].

Plaugiy intersticiume priskai¢iuojama 10 x 10° limfocity, skaigius ekvivalentiskas
periferiniame kraujyje cirkuliuojanciy limfocity skaiciui. BAL skystyje limfocitai tesudaro apie
15% visy lasteliy. IS visy BAL skystyje esanc¢iy limfocity dauguma yra T (CD3+) limfocitai [4,
24, 30].

George Macknaness 1960 metais pirmasis apras¢ T lastelinio imuniteto reikSme
kvépavimo taky gynyboje. T limfocity salygotas imunitetas — svarbus gynybos mechanizmas,
apsisaugant nuo jvairiy virusy, vidulasteliniy bakterijy, iskaitant Mycobacterium tuberculosis,
grybeliy, kai kuriy protozoiniy parazity. Po kontakto su antigenu plauciuose atsiranda visa eilé
morfologiniy, biocheminiy ir biologiniy poky¢iu [49].

Intersticiumo ir alveoliniai makrofagai — pirmosios lastelés, su kuriomis susiduria
[vairis antigenai, patek¢ 1 plaucius. Makrofagai atliecka svarbuy vaidmeni uzdegiminiuose
procesuose, iSskirdami laisvuosius deguonies radikalus ir proteolizinius fermentus. Juy
sekretuojami kai kurie citokinai, pvz., augima skatinantys ir slopinantys mediatoriai, veikia tiek
pazeidimo, tiek atsistatymo procesus. Alveoliniai makrofagai atlieka pagrindini vaidmenj jgimto
imuniteto susiformavime prie§ jvairius patogenus. Lipopolisacharidy stimuliuoti alveoliniai
makrofagai sekretuodami didesnius kiekius uZzdegiminio citokino NNFa, pritraukia
polimorfonuklearinius limfocitus kovai su infekcija. Makrofagai, be abejonés, dalyvauja ir igyto
imuniteto reguliavime. Aktyvinti makrofagai iSskiria IL-12, kuris atlieka pagrindini vaidmeni
Th1 imuninio atsako i8sivystyme [7, 29].

Kai kuriy autoriy tvirtinimu sarkoidozés atveju kinta alveoliniy makrofagy antigeno
pateikimo galimybés. Nustatyta kostimuliaciniy molekuliy (CD80, CD86), reikalingy saveikai su
T limfocity CD28 molekulémis, didesné ekspresija makrofagy membranoje sergant sarkoidoze
[69, 77].

Wahlstrom J. ir kt. raSo, kad yra iSkelta hipotezeé, jog CD80 ir CD86 molekulés veikia
ir T helperiy (Thl ir Th2) diferenciacija: CD80 kostimuliacija aktyvina Thl Iasteles, o CD86 —
Th2 lasteles. Serganciyju sakoidoze alveoliniy makrofagy membranuy pavirSiuje daugiau
koekspresuojama CD80, CD40, CD30L molekuliy, kurios yra svarbios T lasteliy aktyvinimui
[63, 77]. Wahlstrom J. ir kt. apras¢ teigiama koreliacija tarp CD80 molekuliy ekspresijos
alveoliniy makrofagy membranose ir BAL skys¢io CD4+/CD8+ limfocity santykio, manoma dél
to, kad Siuo atveju vyrauja Thl tipo uzdegiminis atsakas [77].

Pagrindiné Th1 efektoriy lastelé taikinys yra makrofagai. Thl per adhezijos molekules

prisitvirtina prie makrofago ir ju TCR sureaguoja su makrofago membranoje esanciu peptido
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ZLA 11 klasés molekulés kompleksu, Thl aktyvinami ir pradeda sintetinti efektorines molekules.
Siy poveikis makrofagams jvairus:

» veikiami IFNy ir saveikaujant CD40L-CD40 molekuléms makrofagai aktyvinami: didéja
ju baktericidinis aktyvumas; makrofagy membranose daugéja ZLA 1 ir ZLA II klasés
molekuliy, dél to makrofagai tampa aktyvesnémis antigena pateikian¢iomis lastelémis (APL);

= citokinai sutelkia makrofagus infekcijos zidinyje;

» Fas ligando saveika su Fas molekule makrofagy membranoje ir NNFf gali sunaikinti
infekuotus ir nesugebancius patogeno uzmusti makrofagus, o i§ ju iSsiskyrusias bakterijas
fagocituoja nauji, aktyvinti makrofagai [3].

Tul iSskiriamas IL-2 sukelia antigenui specifiSky T limfocity proliferacija, tuo
didindamas efektoriniy lasteliy skaiciy, taip pat aktyvindamas CDS8+ ir skatindamas ju virtima
CTL. Aktyvinamos ir NK Iastelés — veikiamos IL-2, taip pat ir IFNYy, jos virsta — LAK, o Siuy
citolizinis aktyvumas kur kas didesnis. Veikiant Thl infekcijos Zidinyje kaupiasi uzdegimings
lastelés. NNFf aktyvina dar ir neutrofilus. IL-2 ir IFNy turi jtakos ir B limfocitams: jie skatina
opsonizuojanciy antiktiny sintez¢. Taciau Thl iSskiriamas IFNy slopina Th2 vystymasi bei
aktyvuma [3].

T limfocitai savo membrany pavirSiuje gali turéti IL-2 receptoriaus tris skirtingas
subvienety grandis: o(CD25), B(CDI122) ir y(CD132) [69]. Koktysz M. ir kt. pazymi, kad
serganciy sarkoidoze T limfocitai ekspresuoja didésne I1-2 receptoriaus alfa ir beta grandiniy tiek
BAL skystyje tiek periferiniame kraujyje palyginus su sveikyjy asmeny [47].

IL-2 dar vadinamas T limfocity augimo faktoriumi, nes prisijunges prie specifinio
receptoriaus T limfocity membranoje, sukelia aktyvinimo signala, o §is — lastelés per¢jima i§ G1
fazés 1 S fazg. IL-2 sintetintas T limfocity (autokrininis poveikis) po antigeno atpazinimo,
sukelia ne tik antigenui specifisky limfocity proliferacija, bet ir jy apoptoze Fas biidu [3].

IStyrus sarkoidoze serganciyju BAL skysCio limfocitus, nustatyta, kad dauguma T
limfocity yra atminties, t.y. CD29+ ir CD45RO+ limfocitai, savo membrany pavirSiuje turintys
daugiau ir IL-2 receptoriy [6, 46, 77].

Aktyvinti antigeno CD4+ T helperiai ankstyvosios ligos stadijose susikaupia plauciu
alveolése, sukeldamos T lastelini alveolita [9, 21, 46, 62, 77]. Nustatyta, kad sarkoidoze
serganciy BAL skystyje yra daugiau tirpiy CD4 molekuliy, nei sveikyjy asmeny, o tirpiy CD8 —
daugiau ligoniy serume, serganciy aktyvia plauciy sarkoidoze, palyginus su sveikyjuy kraujo
serumu [46, 77]. Wahlstrom J. ir kt. teigia, kad sarkoidozés atveju padidéja kai kuriy molekuliy
ekspresija T limfocity pavirSiuje, tokiy kaip CD26, CD95(Fas), aktyvacijos molekuliy — CD69 ir
gp240, vélyvos aktyvacijos antigeno — 1 (VLA-1), CD49a, CD49d ir ZLA-DR. BAL skystyje
padidéjgs CD26+ limfocity procentas liudija apie léting T lasteliy stimuliacija plauciuose. Be to,
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kai kurie autoriai teigia, kad CD26 antigenai, ekspresuojami BAL skys¢io T limfocity, nusako,

kad uzdegiminiame sarkoidozes atsake dalyvauja Thl profilio lastelés [7, 77].

1.2. APOPTOZE

Apoptoz¢ arba programuota lasteliy mirtis yra fiziologinis genetiSkai reguliuojamas
lasteliy pasalinimo procesas, kurio metu i$ organizmo paSalinamos pazeistos arba nereikalingos
lastelés, bet nesukeliamas uzdegiminis atsakas. Tai normalus fiziologinis procesas, prasidedantis
jau embrioninio vystimosi metu. ReiSkini 1972 metais apras¢ ir pavadinima pasiiilé A.R. Kiuri
(A.R.Currie) su bendraautoriais. Jis apoptoze apibiidino kaip pavieniy lasteliy ,,mirties* biida,
kurios metu lastel¢ jgija biidingy morfologiniy pozymiy ir iSnyksta be pasekmiuy [54].

Apoptozeé vyksta vystantys organizmui, kai palaikomas tam tikras lasteliu populiaciju
proporcijos dydis audiniuose, vykstant imuninéms reakcijoms, pazeidus lasteles, senstant
organizmui. De¢l jos programuotai suardomos lastelés embriogenezés — implantacijos,
organogenezés ar involiucijos — metu, taip pat vyksta nuo hormony priklausoma involiucija
suaugusiame organizme (pvz.; endometriumo lasteliy Zitis menstruacinio ciklo metu, krity
regresija nutraukus maitinima ir kt.), paSalinamos lastelés i$ proliferuojanciy ju populiacijy, Ziiva
neutrofilai Gimiy uzdegiminiy reakciju metu, T ir B lastelés, ju mikroaplinkoje iSnykus
citokinams, ar sunaikinami autoreaktyviis T limfocitai Ciobrialiaukéje, ziiva lastelés veikiant
citotoksiniams T limfocitams, esant patologinei parenchiminiy organy atrofijai dél ju lataky
uzsikim$imo, pazeidziamos lasteles sergant kai kuriomis virusinémis ligomis, ziiva lastelés dél
daugelio zalojanciy veiksniy, kai veikia nedidelés ju dozés (pvz; radiacija, citotoksinai preparatai
nuo vézio ir t.t.). Didelés Siy veiksniy dozés sukelia lasteliy nekroze — kita ju Zziities forma
(4 pav.) [38].

Audiniuose apoptozé pasireiSkia pavienése lastelése, prieSingai negu nekrozé, kuri
paprastai apima visa susijusiy lasteliy grupeg. Ten, kur vyksta apoptozé, nebiina beveik jokiy
uzdegimo pozymiy. Nekroze yra lasteliy zities forma, atsirandanti dél metabolinio lastelés
,kolapso®, kai tokia lastel¢ nebegali toliau palaikyti joninés homeostazés, tuo tarpu apoptozéi
budingi citoplazmos ir branduolio kondensacija ir internukleosominis DNR suskaidymas, kuris
visai nebuidingas nekrozei. Galutinése stadijose apoptozés bidu zivanti lastelé suyra {

apoptozinius kiinelius, greitai paSalinamus fagocitozés budu (4 pav.) [18, 38, 54].
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4 pav. Lastelés sunaikinimo apoptozés (1-6) ir nekrozés (7-8) budu skirtumai.
Normali lastelé (1), apoptozés metu lastelés turinys ir jos branduolys kondensuojasi
(2), lastelé subyra i apoptozinius kinus (3), apoptozinius kiinus fagocituoja
makrofago lastelé (4), fagosomose, kuriose virSkinamos apoptoziniy kiiny liekanos
(5,6); nekrozés metu lastelé brinksta, pazeidziama jos plazminé membrana (7),
lastelés turinys patenka | tarplasteling erdve (8) (pagal J.F.R. Kerr, Neglected
opportunities in apoptosis research, Trends Cell Biol.1995;5:55-57.)

1.2.1. Apoptozés mechanizmai

Apopoz¢ yra galutinis molekuliy pokyciy, kuriems reikia energijos, kaskados
pasireiSkimas. Jos eiga skirstoma i keturias fazes [10, 38]:
1. signalo, inicijuojancio apoptozés procesa, perdavimas;
2. kontrolés ir integracijos fazeé, kurios metu intralastelinés reguliacinés molekulés slopina,
skatina arba ignoruoja apoptozes signalus ir nulemia Sios fazés baigti;
3. bendra vykdomoji fazé, kurios metu realizuojama lastelés Zziities programa ir kurig i§ esmeés
atlieka kaspaziy Seimos proteazés;

4. zuvusiy lasteliy paSalinimas fagocitozes budu.

1.2.1.1. Apoptoze sukeliancio signalo perdavimas

Apoptoze inicijuojantys veiksniai suzadina signalus, kurie arba per citoplazmos
membranoje esancius receptorius perduodami vidulastelinéms reguliacinéms molekuléms, arba

tiesiogiai veikia taikinius, esancius lastelés viduje. Transmembraniniai signalai gali skatinti arba
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slopinti apoptozeg. Pavyzdziui, kai kurie hormonai, augimo faktoriai ir citokinai generuoja
signaly perdavimo kaskadas, kurios slopina egzistuojancia lastelés Ziities programa ir skatina
lastelés iSgyvenima. PrieSingai, kai néra kai kuriy tokiy faktoriy lastelés mikroaplinkoje,
panaikinamas mirties programy slopinimas ir paleidziami apoptozés mechanizmai [10].

Apoptozinio signalo jutikliai gali biti lastelés pavirSiaus receptoriai, kurie, prisijungus
atitinkamam ligandui, agreguoja ir aktyvina artimiausius signalo tarpininkus. Ekstralatelinis
apoptoz¢ skatinantis signalas gali bti antigenas (pvz. neigiama timocity selekcija), hormonas
(pvz. gliukokortikoidy poveikis), citokinas ar jo analogas (pvz. FasL, NNF ir kt.). Apoptozé gali
buti skatinama ir kai néra tam tikry aplinkos signaly — triiksta citokiny (pvz. kamieniniy kraujo
lasteliy zutis triikstant citokiny ar aktyvinty T limfocity Zzitis nesant ju mikroaplinkoje IL-2),
néra antigeno (pvz. B lasteliy zitis germinaciniuose centruose) arba koreceptorinio signalo (pvz.
apoptoze, vykstanti aktyvinant T Iasteles ir nesant signalo 1§ CD28) [38].

Intralasteliniams signalams, skatinantiems apoptoze¢, galima priskirti chromosomu
pazeidimus ir kitus chromatino pokyc¢ius (pvz. radiaciné limfocity zutis interfazéje) [5, 38].

Signalas, patenkantis i T limfocitus per antigeno receptoriy (kompleksas TCR-CD3),
suaktyvina limfocitus ir sukelia ju proliferacija, taCiau kai kada ir ju apoptoze, vadinama
aktyvinimo apoptoze. Signalas gali biiti perduodamas veikiant receptoriy antigenu,
superantigenu, mitogeniniu lektinu, antikiinais, gebanciais kryzmiskai sujungti receptoriaus
molekules. Siais atvejais apoptozé indukuojama, kai yra viena i§ $iu salygu: 1) néra papidomo
signalo (pvz. néra kostimuliacijos per CD28 molekulg); 2) ligandas pakartotinai veikia
aktyvintas lasteles; 3) truksta augimo faktoriy (pirmiausia IL-2). AnalogiSka situacija susidaro
aktyvinant B limfocitus per receptoriy BCR: apoptozés atsiradimo salyga §iuo atveju yra
kostimuliacijos per membranos molekule CD40 nebuvimas. Apoptozés signalas gali biti
perduodamas ir per kitas limfocity membranines struktiiras — CD2, ZLA I klasés molekules, B; ir
[, integrinus ir kt. [5, 38].

Apoptozg gali indukuoti kai kurie citokinai, pirmiausia naviky nekrozés faktorius.
NNFa gamina neutrofilai, makrofagai, NK, endotelio lastelés ir kt. Aktyvinti limfocitai gamina
NNFB. Jie abu priklauso uzdegiminiams citokinams. Mirties signalas perduodamas per viena i$
dvieju jo receptoriy membranoje — NNFR1 ar NNFR2. NNF receptoriai dalyvauja realizuojant
ivairius NNF poveikius [5, 26].

Egzistuoja ir receptorius, kuriam biidinga vienintel¢ funkcija — apoptozeés signalo
perdavimas. Tai yra Fas receptorius (CD95), spontaniSkai ar po suaktyvinimo ekspresuojamas
tvairiy tipy lasteliy membranose. Jis priklauso tai paciai Seimai kaip ir NNF receptoriai. Kaip ir
NNFRI, Fas receptorius turi citoplazmini zities domena. Jo natiiralus ligandas, dél kurio per §i

receptoriy sukeliama apoptozé, yra Fas ligandas (FasL). Jis yra homologinis NNF, CD40L ir kai
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kurioms kitoms molekuléms, kurios atliecka ligandy vaidmenj S$ios Seimos receptoriy
molekuléms. FasL egzistuoja ,,imunologiskai privilegijuoty organy* lastelése, taip pat aktyvinty
limfocity pavirSiuje. FasL esti ir kaip laisva tirpi molekulé [1, 5, 10, 12].

Daugelio lasteliy iSgyvenimas priklauso nuo citokiny ar augimo faktoriy buvimo ju
mikroaplinkoje. PaSalinus augimo faktoriy, proapoptoziniai Bcl-2 baltymo Seimos nariai i
citozolio patenka { iSoring mitochondrijos membrang ir pakeifia proapoptoziniy ir
antiapoptoziniy $ios Seimos baltymy santyki pirmyju naudai. Toks pokytis padidina membranos
pralaiduma, iSeina citochromas c ir aktyvinama proteolizin¢ kaskada. Kai kuriais kraujodaros
lasteliy raidos etapais jos automatiSkai ziiva, kai joms truksta serumo faktoriy ir (arba) tam tikry
citokiny. CSF ir kiti hemopoeziniai citokinai paprastai veikia skatindami kraujodaros lasteliy
iSgyvenima. AnalogiSka situacija susiklosto ir limfocity aktyvinimo metu: T lastelés,
stimuliuotos antigenu ar mitogenu, ziiva, jei joms nepakanka IL-2. Tokiu atveju T lastelés
neziva, jei ju aplinkoje yra bent vienas i§ keturiy interleukiny, kuriy receptoriai turi bendra y
granding — IL-2, IL-4, IL-7 ir IL-15 [38].

Po T limfocity diferencijavimosi i efektorines lasteles — citotoksinius T limfocitus, taip
pat T atminties (CD45R0) lasteles, juose taip pat ekspresuojamos Bcl-2 ir jos kartu igyja
atsparuma apoptozes indukcijai. Taciau efektorinéms lasteléms, turin¢ioms zymeni CD45R0, yra
daug lengviau sukelti apoptozg negu naiviesiems T limfocitams, turintiems Zymeni CD45RA. Be
to, Bcl-2 ekspresija imuninés sistemos B ir T lastelése trunka neilgai. Ekspresijos iSnykimas
neiSvengiamai sukelia lIasteliy ziiti. Atminties lastelése apsauginiy Bcl-2 tipo protoonkogeny
ekspresija trunka daug ilgiau, todél Siy lasteliy i§gyvenimo trukmé gerokai didesné. Ypac stabili
Bcl-2 ekspresija atminties lastelése yra tada, kai jas periodiSkai veikia specifinis antigenas,
esantis germinaciniy centry dendritiniy lasteliy pavirSiuje [33, 58, 64].

Vidinio apoptozés signalo pavyzdys gali biiti nereparuoty DNR pertriikiu
susikaupimas. Lasteliy apSvitinimas ar citotoksiniu chemoterapiniy vaisty vartojimas sukelia
apoptoze, kurios mechanizmas prasideda DNR paZeidimu (genotoksiniu stresu). Siame
mechanizme dalyvauja antionkogenas p53, kurio produktas p53 kaupiasi, kai pazeidziama DNR,
ir sustabdo lastelés cikla G; fazéje, o tai suteikia lastelei papildomo laiko DNR istaisymui. Jei
iStaisymo procesai nepavyksta, p53 sukelia apoptozg. Taigi p53 normaliai skatina apoptoze,
taciau, kai jis yra mutavgs ar jo néra (tai budinga kai kuriy augliy lasteléms), skatinamas lastelés
iSgyvenimas [55]. Taigi p53 atlieka perjungiklio ,.,gyvybé ar mirtis*“ vaidmeni genotoksinio
streso metu. Mechanizmai, kuriais DNR pazeidimas inicijuoja lastelés Zziities etapus — kaspaziy
suaktyvinima, siejasi su transkripcinio reguliavimo funkciju pokyciais [51, 54].

Citotoksiniai T limfocitai (CTL) ekspresuoja membranose FasL ir gali sukelti apoptoze

lasteliy, turin¢iy Fas receptoriy. Manoma, kad Sis buidas svarbus reguliuojant imunini atsaka,
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kontroliuojant pernelyg didel; limfocity aktyvinima nuosavais antigenais [3]. CTL atpazista
svetimus antigenus, esancius infekuotos Seimininko lastelés pavirSiuje. Po atpazinimo jie
iSryskina FasL savo pavirSiuje ir nuzudo lasteles taikinius, prisijungdami prie Fas receptoriy. Be
to, CTL sukelia lasteliy taikiniy apoptoze, sekretuodami baltyma perforina, transmembranines
poras atverianc¢ia molekule, ir ,,suSvirk§dami® savo citoplazmos granuliy turini | atakuojama
lastelg. Serino proteazé granzimas B yra pats citotoksiSkiausias CTL granuliy komponentas.
Granzimas B geba skaidyti baltymus prie aspartato radikaly ir aktyvinti daugeli lastelés
kaspaziy. Taigi CTL Zudo lasteles taikinius, apeidami signaluy perdavima, ir tiesiogiai sukelia

vykdomaja apoptozes fazg [3, 14, 36, 64].

1.2.1.2. Kontrolés ir integracijos fazé

Ja atlieka specifiniai adaptaciniai baltymai, sujungiantys lastelés ziities signalus su ju
realizavimo programa. Sie baltymai jtraukia i veiksma kitus adaptacinius baltymus ar signalo
perdaviklius. Geriausiai iStirti adaptaciniai baltymai, dalyvaujantys apoptozéje, kuria inicijuoja
NNF. Prisijunggs prie signalo jutiklio receptoriaus NNFR1, jis sukelia receptoriaus agregacija.
NNFRI1 turi vidulastelini domena, kuris vadinamas Zzties (mirties) domenu. Po receptoriaus
saveikos su ligandu receptoriaus ziities domenas jau gali saveikauti su viena i§ adaptaciniuy
molekuliy TRADD. Po S$ios saveikos TRADD i ivykiy granding itraukia adapteri FADD, kuris
savo ruoztu jtraukia RIP ir kaspaziy Seimos narius. Jis suaktyvina kaspazg¢ 8, o $i jau paleidzia
apoptozés vykdomaji mechanizma (5 pav.) [10, 54].

Fas receptorius taip pat turi vidulastelini mirties domena, kuris po saveikos gali jtraukti
FADD, sitaip praleisdamas biocheminiy veiksmy granding, panasia i ta, kuria indukavo NNFR1
[10, 54].

Apoptozés eiga kontroliuojantys baltymai labai svarbiis dél to, kad ju poveikis gali
pasireiksti arba ,,mirties nuosprendziu® lastelei, arba potencialiai Zudanciy ja signaly atSaukimu.
Dalyvaujantys tokioje reguliacijoje baltymai gali turéti kliniking reikSmg, lemdami Iasteliy
iSgyvenima ar zut] vykstant svarbiems biologiniams procesams (pvz. imuninéms reakcijoms ar
navikiniam procesui) [33].

Protoonkogeno bcl-2 koduojamas Bcl-2 baltymas turi svarbig reikSme reguliuojant
lasteliy reakcijas 1 apoptozg sukeliancius signalus [31, 57]. Protoonkogenuy grupei jis
priskiriamas tod¢l, kad daugelio tipy lastelése blokuoja apoptozg ir, selektyviai padidindamas kai
kuriy lasteliy iSgyvenima, gali paskatinti kancerogenezg. Kai kurie Sios baltymu Seimos nariai

taip pat veikia slopindami apoptoze (Bcl-X;, Mc-1, Al ir kt.). Kiti Sios Seimos nariai skatina
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lastelés zut; (Bad, Bak, Bax, Bcl-Xg). Manoma, kad Bcl-2 Seimos nariy tarpusavio saveika turi
lemiama reik§me ju funkcijoms [26, 31, 57].

Baltymo Bcl-2 randama mitochondrijy, branduolio, endoplazminio tinklo membranose.
Jis, kaip ir kiti Sios Seimos nariai, dalyvauja reguliuojant mitochondriju transmembranini
potenciala. Apoptoze skatinantys veiksniai gali suzadinti signalus, pazeidzian¢ius mitochondrijas
(jie gali paveikti mitochondrijuy membrany pralaiduma). Susidarius poroms vidinéje
mitochondrijy membranoje, sumazéja mitochondrijos membraninis potencialas ir jos pabrinksta.
Sie signalai taip pat sukelia iSoriniy mitochondrijy membrany pralaidumo padidéjima, Sitaip
padidindami apoptozés skatintojo — citochromo c¢ iSsiskyrima 1§ mitochondriju 1 citozoli.
Citochromas c¢ yra tarp vidinés ir iSorinés mitochondrijos membranos ir yra kvépavimo
grandinés komponentas. Citochromas c iSsiskiria dar prie§ atsirandant morfologiniams apoptozés
pozymiams. Bcl-2 slopina apoptoze bent dviem bidais: tiesiogiai veikdamas mitochondrijas ir
mazindamas jy membrany pralaiduma; ir veikdamas mitochondrijas po saveikos su Kkitais
baltymais [57]. Nustatyta, kad mitochondrijy membrany pralaiduma lemia apoptoze skatinanciy
ir apoptozg slopinanciy Bcl-2 Seimos baltymy kiekiy santykis mitochondrijy membranose. Geno
bcl-2 ekspresija kinta vystantis limfocitams. Bent jau imuningje sistemoje su jo ekspresija siejasi
lasteliy atsparumo apoptozei lygis [31, 42].

Tam tikrose lastelése Bcl-2 gali slopinti apoptozg, sujungdamas kai kuriuos citozolio
baltymus mitochondrijos membranoje. Toks baltymy sujungimas turi poveiki paties Bcl-2
funkcijai arba neleidzia tokiems sujungtiems baltymams saveikauti su kitais baltymais. Tarp
tokiy Bcl-2 prijungiamy baltymy gana svarbus yra Apaf-1. Manoma, kad citochromui ¢
i§siskyrus 1§ mitochondrijy (po Zzities signalo perdavimo), jis aktyvina Apaf-1 ir per ji —
iniciatoring kaspaze bei paleidzia proteolizing kaskada, sukeliancia lastelés zuti. Toks Bcl-2
prisijungimas apsaugo lastele nuo ziities, nes sujungiamas Apaf-1 ir blokuojama kataliziné
kaspaziy funkcija, net jei citochromas c ir i$siskiria 1§ mitochondrijy (5 pav.) [42].

Reguliuojant apoptozg dalyvauja ir kiti baltymai, tarp ju baltymas p53. Manoma, kad
normalus p353 yra naviky supresijos genas. Jis jungiasi prie daugelio svarbiy lastelés baltymy ir
dalyvauja reguliuojant genu ekspresija. IStirta, kad, nesant Rb geno, p53 apoptoze skatinanti
funkcija gali kompensuoti §] praradima ir neleisti atsirasti piktybinei transformacijai: tiriant
neturin¢ias Rb geno peles, nustatyta, kad aktyvus genas p53 sukelia lasteliy apoptozg. Tokiy
peliu akys yra pakitusios, ta¢iau joms neatsiranda augliy [55]. Radiacija ar kiti DNR
pazeidziantys veiksniai padidina p53 kieki, veikdami potransliaciniu mechanizmu. VéZinése
lastelése, jprastai turinCiose daug genetiniy pazaidy, mutuotas baltymas p53 apoptozés aktyvinti

nesugeba [25, 31, 37, 54].
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1.2.1.3. Vykdomoji apoptozés fazé

Nors lastelés ziities signaly ivairové yra labai didelé, vienas mechanizmas visada
pasireiskia apoptozés metu. Tai yra baigiamoji apoptozés fazé — proteolizés kaskada. Proteazés,
kurios pradeda ir vykdo Sia apoptozés fazg, yra labai paplitusios ivairiy rusiy lastelése ir
priklauso kaspaziy Seimai. Jos yra apvaliosios kirmelés Caenorhabditis elegans geno ced-3
homologai Zinduoliy organizme. Kaspazés terminas (angl. caspase) parodo dvi Siu fermentu
katalizines savybes: raidé¢ ,,c* reiSkia ,,cisteino proteaz¢™, o ,,aspase” — kad jos yra aspartato
proteazés. Siuo metu nustatyta apie desimt kaspaziy $eimos nariy [26, 54]. Sia $eima salygiskai
galima padalyti | dvi grupes — iniciatorius ir vykdytojus, atsizvelgiant { tai, kokia eilés tvarka jie
yra suaktyvinami iki ziivant lastelei. Apoptoz¢ inicijuojan¢ioms kaspazéms priklauso kaspaze 9,
kuri jungiasi su Apaf-1, taip pat kaspaze 8, kuri yra suaktyvinama susijungus Fas(CD95) su FasL
(5 pav.) [26. 38. 541.
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5 pav. Vidinis apoptozés kelias (pagal MildaZiené V. ir kt., 2004)
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}

Apoptozas subsimtn

Kaip ir daugelis proteaziy, kaspazés egzistuoja neaktyvia (prokaspaziy) forma, o kad
buty pradéta apoptoze, turi ivykti aktyvinantis ju suirimas. Prokaspaziy hidroliz¢ gali pradéti
kitos kaspazés, taCiau juy aktyvinimas gali biiti ir autokatalizinis. Kai suaktyvinama iniciatoriné
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kaspazé, prasideda fermentiné lastelés ziities programa ir toliau jvykiai klostosi labai greitai.
Vykdanciosios kaspazés suardo lasteles skeleta, suskaidydamos lastelés skeleto ir branduolio
matrikso baltymus. Kaspaze¢ 3 yra ta proteaze, kuri aktyvinama ankstyvose apoptozes stadijose.
Aktyvi kaspazé 3, randama lastelése, kuriose vyksta apoptoze. Biidama aktyvi, kaspazé 3 sukelia
kity kaspaziy proteolize¢ ir jas suaktyvina. Su S§iy proteaziy aktyvinimu susijusi masing
citoplazmos baltymy proteolizé apoptozés metu, taciau didZiausia reikSmg turi kaspaziy poveikis
taikiniams lastelés branduolyje. Suaktyvinty kaspaziy taikiniais tampa baltymai, dalyvaujantys
transkripcijoje, DNR replikacijoje, DNR iStaisyme (5 pav.) [26, 38].

Apoptozinése lastelése vyksta daugybé biocheminiu pokyciy, lemianc¢iy jos
struktiirinius  pasikeitimus. Apoptozés metu hidrolizuojami baltymai. Kaspazés skaido
branduolio struktiiras ir lastelés skeleta. Dél ju poveikio taip pat suaktyvéja endonukleazés.
Suaktyvéjus transgliutaminazei vyksta masinis kryZminis baltymu jungimasis, todél citoplazmos
baltymai virsta kovalentiSkai susijungusiomis susirauksl¢jusiomis strukttiromis, galinCiomis
subyréti 1 apoptozinius kiinelius. Apoptozinése lastelése DNR subyra i didelius 50 — 300
kilobaziy fragmentus. Véliau, veikiant nuo Ca*" ir Mg®" priklausomoms endonukleazéms, vyksta
internukleosominis DNR skilimas | oligonukleosomas, sudarytas i 180 — 200 baziu poru [38,
42].

Mitochondrijy membraninis potencialas sumaz¢ja dél staigaus mitochondrijy membrany
pralaidumo padid¢jimo, todél susilygina jony koncentracijos abiejose membranos puseése.
Mitochondrijos visiSkai praranda potenciala tik apoptozés metu ir tai gali biiti apoptozés zymuo.
D¢l padidéjusio mitochondriju membrany pralaidumo 1 citoplazma patenka veiksniai,
sukeliantys chromatino degradacija izoliuotuose branduoliuose. Jei sumazéja transmembraninis

mitochondrijy potencialas, apoptozé tampa neiSvengiama [ 10, 38].

1.2.1.4. Zuvusiy lasteliy pasalinimas

Apoptoziniy Iasteliy membranos iSoriniame sluoksnyje randama fosfatidilserino, cia
patekusio 1§ gilesniy sluoksniy. Kai kuriais apoptozés atvejais apoptoziniy kiineliy pavirSiuje
randama trombospondino, adhezinio glikoproteino. Sie poky¢iai leidzia makrofagams ir aplink
esanCioms lasteléms anksti atpazinti Zuvusias lasteles ir pradéti ju fagocitozg nedalyvaujant
uzdegima skatinantiems lasteliy komponentams. Sitaip Zuvusios lastelés pasalinamos minimaliai
pazeidziant aplinkinius audinius. Sis procesas yra toks efektyvus, kad Zuvusios lastelés i$nyksta

be pédsakuy, neatsirandant uzdegimui biidingy pozymiy [50].
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1.2.2. Patologija, atsirandanti dél apoptozés sutrikimy

Pazymétina, kad iSsireguliavusios apoptozés koncepcija (,,pernelyg daug ar pernelyg
mazai) gali biiti tinkama daugelio ligy patogenezei aiSkinti. D¢l tokio ,,iSsireguliavimo® gali
pasireiksti bent dvieju grupiy ligos:

1) ligos, atsirandancios dél apoptozés nuslopinimo ir pailgéjusio lasteliy iSgyvenimo.
Pernelyg menkas apoptozés pasireiSkimas gali prailginti nenormaliy lasteliy gyvavima. Tokios
lastelés besikaupdamos gali skatinti augliy, ypa¢ karcinomy su pS3 mutacijomis ar nuo hormony
priklausomy ir autoimuniniy ligy atsiradima, kurios gali kilti nesunaikinus autoimuniniy
limfocity po imuninio atsako;

2) ligos, atsirandancios deél pernelyg sustipréjusios apoptozés ir daugelio lasteliy Zities.
Sergant jomis prarandama daugybé normaliy ar apsauginiy lasteliy. Sioms ligoms priklauso
neurodegeneracinés ligos, kai prarandami specifiniai neurony tinklai; ischeminiai pazeidimai, 1§
ju ir miokardo infarktas bei insultai, virusy sukeltas limfocity skaifiaus sumazéjimas,

pavyzdziui, sergant AIDS [10, 38, 75].

1.2.3. Apoptozé sarkoidozés atveju

Kvépavimo takai kiekviena diena pasSalina didziuli kieki svetimkiiniy nesukeldami
uzdegiminés reakcijos. Tyré¢jai dirbe su peliy modeliais nustaté, kad Fas/FasL sistema aktyviai
dalyvauja paSalinant ikvéptus svetimkiinius ir neleidzia atsirasti gyvybei pavojingoms
reakcijoms [41, 71].

Daugelio plauciy ligy atvejais sutrinka apoptozés proceso reguliacija. Plauciy
homeostazei palaikyti biitina pusiausvyra tarp apoptozés ir uzdegiminiu lasteliy i§gyvenamumo.
Pastaraisiais metais apoptozés fenomenas buvo placiai studijuojamas, taciau yra mazai Zinoma
apie T lasteliy likima plauciuose [41, 43, 71].

Zmoniy ir triudiy plaué¢iy audinio analizé parodé, kad kvépavimo taky alveolinis epitelis
ir alveoliniai makrofagai savo membranose turi Fas molekules. Be to pastebéta, kad mazéjant
BAL skystyje esanciy limfocity skai¢iui, mazéja IL-2 citokino kiekis, taiau plauciy
parenchimoje did¢ja uzdegima slopinanciojo citokino IL-10 koncentracija [71]. Taigi, buvo
iSkelta hipoteze, kad fiziologiné homeostazé yra iSlaikoma gleiviniuy pavirSiuje pagal tam tikra
apoptozini mechanizma, kurj kontroliuoja imuninés lastelés [71, 72]. F.Spinozzi ir kt. teigia, kad
tokiuose fiziologiniuose mechanizmuose yra svarbiis daugelis citokiny, ypa¢ IFN-y ir IL-2.
Nustatyta, kad sergant intersticinémis plauciy ligomis, visy pirma pazeidziamos epitelinés
plauciy lastelés. Virusai, autoimuninés reakcijos, toksinai, kai kurios medziagos, kaip

bleomycinas — yra zinomi kaip epiteliniy lasteliy apoptozés iniciatoriai. Nepilnavertés apoptozés
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pasekmé gali biiti sukelta kaupiantis T limfocitams ir mononukleariniams fagocitams plauciuose,
kuomet atsiranda audiniy pazeidimas ir susidaro epitelioidiniy lasteliy granulomos [71].

Sarkoidoz¢ yra létiné nezinomos etiologijos imuniné liga, kurios prognozé néra aiski,
todél yra tikslinga tirti apoptozinius mechanizmus lokaliame ir sisteminiame imuniniame atsake,
tai yra BAL skystyje ir periferiniame kraujyje [23, 53, 72, 78]. Ligoniy bronchoalveolinéje
terpéje pastebéta padidinta limfocity proliferacija ir apoptoze [27, 59]. Nepilnavertés T limfocity
apoptozés pasekme sarkoidozés atveju yra granulomy formavimasis ir létinio uzdegimo
vystymasis [23, 53, 59, 72].

Kai kurie autoriai pazymi, kad ligoniy serganciu plauciy sarkoidoze lokalus ir sisteminis
T limfocity atsakas yra skirtingas [59]. M.J.Garlepp ir kt. teigia, kad sveiky asmeny
periferiniame kraujyje IL-2 koncentracija yra didesné nei BAL skystyje, o serganciy neaktyvia
sarkoidozés forma BAL skystyje padidéja IL-2 koncentracija, ir tai gali turéti lemiama reikSme
ligos prognozéje [21]. Daugelis kity mokslininky pazymi, kad ligoniy, serganciy sarkoidoze,
BAL skystyje padidéja uzdegiminiy citokiny, butent NNFa ir Th1 atsakui budingy citokiny: IL-2
ir IFN-y [53, 78].

[.Herry ir kt. teigia, kad serganciy sarkoidoze in vitro kultiroje T limfocity, turin¢iy
apoptozinius zymenis, procentas BAL skystyje yra didesnis nei kraujyje, lyginant su sveikyjuy
grupe, todél autorius pazymi, kad BAL skysc¢io CD4+ T lastelés néra jautrios apoptozei, nes yra
stipriai aktyvuotos [27].

Nustatyta, kad lasteléje yra baltymy, skatinan¢iy arba slopinanciy apoptoz¢. Daguma ju
koduojama Bcl-2 Seimos genu. C.Mermigkis ir kt. pastebéjo, kad BAL skysCio limfocitai ir
makrofagai pacienty serganciy sarkoidoze pasizymi padidinta antiapoptozinio Bcl-2 baltymo
ekspresija [52].

[.Domagala-Kulawik ir kt. imunocitocheminiu biidu tyré¢ Fas antigeno ekspresija
bronchoalveolinio lavazo skystyje. Fas receptorius buvo rastas epiteliniy lasteliy citoplazmoje,
makrofaguose, neutrofiluose ir limfocituose. Nustatyta didesn¢ Fas molekuliy ekspresija
alveoliniy makrofagy membranose ligoniy, serganciy sarkoidoze, kiek maziau ligoniy, serganciuy
plauciy véziu ir maziausiai sveiky asmeny [17].

R.Kunitake ir kt. tyré Fas/FasL sistema ligoniy serganciy plauciy sarkoidoze TUNEL ir
imunohistocheminiy metodais. Sios molekulés buvo aptiktos epitelioidiniuose histiocituose ir
BAL skysc¢io limfocituose, o taip pat granulomas sudaranciy lasteliy membranose. Apoptozé turi
svarbig reikSme¢ granulomy regresijoje. Sarkoidozés granulomose aptikti apoptoziniai kineliai.
AT-PGR metodu aptikta FasL. iRNR BAL limfocituose, esan¢iuose granulomose ir viduje ir

iSor¢je. Gauti TUNEL metodu, tiriant Fas/FasL sistema, rezultatai stipriai koreliavo su
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H.Dai ir kt. pastebéjo, kad ligoniy, serganciy aktyvia sarkoidozés forma alveoliniai
makrofagai daugiau ekspresuoja apoptozés FasR ir NNFR1 receptoriy savo membranose, negu
periferinio kraujo limfocitai [12]. Alveoliniai T limfocitai yra skirtingo diferencijacijos ir
aktyvumo laipsnio, palyginus su cirkuliuojan¢iomis T lastelémis periferiniame kraujyje [12, 27].

Tyréjai pastebéjo, kad ligoniy, serganciu sarkoidoze BAL skystyje yra ir tirpi Fas ligando
(sFasL) forma. sFasL yra biologiSkai aktyvi molekulé, kuri sukelia kvépavimo taky epiteliniy
lasteliy apoptozeg in vitro. Tirpi sFasL yra neekvivalentiska su membrana susijusiai FasL.
Shikuwa ir kt. aptiko auksta sFasL koncentracija BAL skystyje ir kraujo serume, ligoniu
serganCiy aktyvia sarkoidozés forma. Tyréjai pastebéjo, kad plauciuy epitelinés lastelés yra
jautrios sFasL, o neutrofilai ir alveoliniai makrofagai yra santykinai jautrts sFasL [51, 70].

Paskutiniy mety moksliniai tyrimai parode, kad ligoniy, serganciy sarkoidoze BAL
skysCio aktyvuoti T limfocitai yra atspariis apoptozei, taCiau pasizymi dideliu kaspazés-3
aktyvumu. Aktyvi kaspazé-3, randama lastelése, kuriose vyksta apoptoze [72].

Daugelis mokslininky pazymi, kad Fas antigeno ekspresijos analizé¢ gali biiti naudinga

ivertinant apoptozés vaidmeni plauciy homeostazéje [17, 41, 71].

1.2.4. Dazniausiai naudojami apoptoziniy lasteliy nustatymo metodai

Naudojamos {vairios apoptozés mechanizmy tyrimo metodikos. Morfologinius
apoptozeés pozymius galima nustatyti elektroniniu mikroskopu. Apoptozinés lastelés traukiasi, ju
piknotiSkas chromatinas iSsidésto ties branduolio membrana, véliau branduolys suyra, lastelé
pasidaro netaisyklingos formos, su iSaugomis, kuriose gali buti suskilusio branduolio fragmenty
[50]. Morfologiné apoptozés diagnostika sunki, nes Sis procesas yra trumpalaikis, todél audinyje
biina nedaug lasteliy su aiskiais programuotos mirties pozymiais [79].

Kai vyksta apoptozé, aktyvinta endonukleazé suskaido DNR { fragmentus, turincius
180 — 200 bp, todél sutriikinéjusi DNR yra biidinga apoptozés biidu Ziivan¢ioms lasteléms. Siuo
metu apoptozinéms lasteléms nustatyti dazniausiai atliekamos dvi in situ fermentinés reakcijos.
Ju esme¢ sudaro Zymétyju nukleotidy prijungimas prie sutriikinéjusios DNR galy. Viena 1§ Siy
reakciju yra ISEL. Atliekant Sia reakcija naudojama DNR polimerazé I, kuri pritvirtina
zymétuosius nukleotidus prie DNR laisvyju galy, véliau Sis prisijungimas vizualizuojamas
naudojant  jvairius = metodus [79]. Naudojant  antraji  metoda, terminaliné
deoksinukleotidiltransferazé¢ (TdT) prijungia deoksiuridintrifosfata (dUTP) ir fluoresceinu

7yméto biotino kompleksa prie suskilusios DNR laisvojo 3‘- galo. Si reakcija vadinama TUNEL.
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Pastarojo metodo savybé ta, kad pazymimi tik atviri nutriikusios dvigubos DNR grandinés galai.
O toks DNR dvigubos grandinés suskilimas buidingas apoptozei [32].

Tikslesné apoptozés analize gali biiti atlikus DNR elektroforezg. Naudojant §i metoda,
nustatoma, | kokio dydzio fragmentus yra suskilusi DNR. Jei nustatoma apoptozei biidinga DNR
fragmentacija, lieka neaisku, kokiy lasteliy. Todél DNR elektroforezé rekomenduotina tiriant tik
vienos rasies lasteles (pvz., audiniy kultiira), bet netinka audiniams, sudarytiems i§ ivairiy
lasteliy [32].

Tyrimy, nagrin¢janCiy apoptoze, atlieckama vis daugiau, taciau dazniau pasirodo ir
straipsniy, vertinanc¢iy metodinius apoptozés nustatymo ypatumus. Jau yra zinoma, kad, atliekant
in situ fermentines reakcijas, gali biiti klaidingai teigiamos arba klaidingai neigiamos apoptozes
reakcijos. M. M. Kockx ir kt., vertindami aterosklerozés plokstelés lasteliy apoptoze, nustate,
kad naudojant in situ zZymejimo technika, gali biiti pazymétos ir ne branduolio struktiiros.
Pasirodo, kad aterosklerotinés plokstelés kalcio nuosédos gali nespecifiSkai prisijungti
zymétuosius nukleotidus, naudojamus in sifu fermentinei reakcijai [39].

Kita problema yra ta, kad sutriikin¢jusi DNR grandin¢ yra biidinga ne tik apoptozei.
Naudojant ISEL arba TUNEL metodika, tik parodoma, kad yra DNR grandiniy defektai. Tokie
DNR pazeidimai gali biiti, kai vyksta lasteliy nekroze arba autolizé. Remiantis B.Grasl-Kraupp ir
kt., DNR fragmentacija budinga ivairiems lasteliy mirties biidams, todél jos nustatymas in situ
fermentiniais metodais negali biiti laikomas apoptozés specifiniu zenklu [22]. ApraSyta nemazai
priezasc¢iy, galin¢iy iSkreipti ISEL ar TUNEL reakciju duomenis nustatant apoptozines lasteles.
Kad duomenys biity tikslis, biitina standartizuoti Sias reakcijas, o patikimiau buty — jas derinti su
kitais apoptozés nustatymo metodais. Norint gauti patikimus duomenis, neatliekant biopsijos,
galima panauduoti tekmés citometrija nustatant Fas ligando ir Fas receptorius ekspresija ant
tiriamy lasteliu membrany pavirSiaus [22].

Mes tyréme CD95 ir CD25 receptoriu ekspresija T limfocity membranose serganciuyju
sarkoidoze kraujo ir BAL skyscio lasteliy membranose. Naudojome viena i$ informatyviausiu
laboratorinio tyrimo metody — daugiaparametre tekmés citometrija. Kaip teigia A.Koepke ir kt.
Sis metodas pasizymi tam tikrais pranasumais (palyginus su imunohistocheminiu tyrimu):
tirilamoji medziaga imama mazai invaziniu biidu; tyrimui pakanka nedidelio bandinio kiekio;
galima nustatyti daugelj tos pacios lastelés parametry vienu metu; galima tirti bet kuriuos
audinius, 1§ kuriy ruoSiamos lasteliy suspensijos; rezultatas gaunamas greitai (per kelias
valandas, o ne dienas); tyrimas statistiSkai patikimas (ivertinama tikstanciai lasteliy, o ne
regéjimo laukai); tyrimas objektyvus (duomenis vertina kompiuteris, o ne Zmogus akimi);

paprastesn¢ ir labiau standartizuota bandinio ruosimo technika [40].
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1.3. DAUGIAPARAMETRE TEKMES CITOMETRIJA

Kiekybinés citometrijos era prasid¢jo 1930 metais nuo T.Casperssono darby apie
lasteliy nukleortigS¢iy matavimus [76]. 1953 metais P.Crossland-Tayloras atrado ir pritaiké
laminarinés tékmés arba hidrodinaminio fokusavimo principa, kuriuo suspensijos daleles galima
»iSrikiuoti® vieng paskui kita. Remdamasis Siuo ir kitais laiméjimais, 1965 metais L.Kamentzky
sukuria pirmaji t€kmés citometro prototipa, gebant] vienu metu vertinti daugiau negu viena
lastelés parametra. Minéto prototipo pagrindu daugelis gamintoju iSplétojo savo modelius,
gebanCius vienu metu vertinti iki 10 lastelés parametry, o tai suteikia tyréjams praktiskai

neribotas lasteliy analizés tyrin¢jimo galimybes (6 pav.) [76].

6 pav . Tékmés citometras.

Citometrija pagrista keliais principais:

v" hidrodinaminiu lasteliy, tekan¢iy nesanciojo skyséio srovéje, fokusavimu, dél kurio
lastelés i$sirikiuoja viena paskui kita pries kirsdamos lazerio spinduli. Si principa uztikrina
tekmes citometro slégio ir skysciy sistemos;

v monochrominés lazerio S§viesos sklaida, kuria jvertinamas lastelés dydis (pagal
prieking spindulio sklaida) ir gridétumas (pagal Soning spindulio sklaida); fluorochromy
suzadinimu ir skirtingy bangos ilgiy Sviesos emisija (7 pav.);

v" monochromine lazerio $viesa galima vienu metu suZadinti skirtingus fluorochromus ir

gauti informacija apie kelis lastelés pozymius.
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SONINES SKLAIDOS DETEKTORIUS
Atspindi Igsteles gradetumg

SVIESOS

3 PRIEKINE
SALTINIS ES SKLAIDOS

DETEKTORIUS
Atspindi Igsteles dydj

7 pav. Sviesos sklaida lastelei kertant lazerio spindj.

Keliaudamos per citometro tékmés kamera, lastelés kerta argono jony lazerio Sviesa
ir ja iSsklaido. Fiksuojamas iSsklaidymas 90° ir 180° kampu, o kartu suzadinami ant
lastelés prikibe fluorochromai, kurie iSspinduliuoja skirtingo bangos ilgio Sviesa. Ja
fiksuoja detektoriai ir pavercia signala kompiuteriui suprantamu, kad galéty vykti analizé.
Lazerio spindulio kryptimi i prieki matuojama priekiné $viesos sklaida (PSS) arba mazo
kampo sklaida, o 90° kampu matuojama Sonin¢ §viesos sklaida (SSS). PSS signalas
pirmiausia priklauso nuo daleliy ar lasteliy dydzio, SSS signalas rodo viding struktiira,

citoplazmos griiddétuma, branduolio tanki (7 pav.).

ISspinduliuota fluorescenciné Sviesa optiSkai surenkama 90° kampu ir priklausomai
nuo iSspinduliuotos bangos ilgio Sviesa dikrotiniy veidrodziy suskaidoma { du ar tris
spindulius.

Tékmeés citometrijoje naudojama monochrominé Sviesa patogi tirti fluorochromais
zymétas strukturas. Tyrimo specifiSkumas nustatant mus dominancias struktiiras
pasiekiamas monokloniniais antikiinais (pagamintais taikant hibridomu technika), kuriy Fc
fragmentas sujungtas su fluorochromais. Citometrijai naudojami fluorochromai labai
tvairiis. Dauguma tékmés citometry gali vienu metu nustatyti tris, keturis ir daugiau
fluorochromus. DaZniausiai naudojami: FITC (fluoresceino izotiocianatas), PE
(fikoeritrinas), PerCP (peridinochlorofilo proteinas), tandemini APC-Cy7 ir APC.

Lauzta ar fluorescenciné Sviesa matuojama Sviesos nustatymo prietaisais:
fotodiodais ar fotodaugintuvais, kurie pavercia Sviesa elektriniu signalu. Elektrinio signalo
dydis yra proporcingas nustatytos Sviesos kiekiui, kuris fluorescencinés Sviesos atveju
susijes su Svytin¢iu molekuliy skaic¢iumi. Kiekvienos lastelés ar dalelés signalas,

iSmatuotas skirtingais Sviesos nustatymo {renginiais, yra perdirbamas ir siunciamas
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vadinamyjy sarasiniy duomeny pavidalu i kompiuteri. Tékmés citometrija leidzia greitai
gauti informacija apie didelj lasteliy skaiciy (250-4000 Iasteliy/sek.).

Matavimo metu gaunama daug informacijos, todél duomenims apdoroti ir
analizuoti reikia galingy kompiuteriy, sudétingos programinés jrangos. Paprastai
tvertinama nuo 5000 iki 10 000 lasteliy ir gaunami penki - SeSi skirtingi kiekvienos lastelés
parametrai. Vieno parametro rezultatai gali biiti pateikiami ir analizuojami naudojant
histogramas. Taciau labiau informatyvu nubrézti dviejy skirtingy parametry diagramas
vieng priesais kita, pavyzdziui, bréZinyje pazymint taskus arba kontirus [15].

Lizuoto kraujo lasteliy taskinés diagramos leidzia atskirti limfocitus, monocitus ir
granulocitus. Galima analizuoti visas Iasteles arba tik dominancia populiacija. Pastaruoju atveju
lastelés atrenkamos apibréZiant regiong aplink tiriamas lasteles taskin¢je diagramoje. Taskinése
diagramose lasteliy populiacijos atskiriamos pagal Sviesos sklaidos pobuidi ir naudojamos
lasteléms imunofenotipuoti. Atrinktos { regiona lastelés toliau gali biiti tiriamos siekiant nustatyti
kitus parametrus. Tékmés citometrijos biidu objektyviai apskaiCiuojamas fluorescencijos

intensyvumas [15].

1.3.1. Imunokompetentiniy 1asteliy Zymenys

Imunokompetentinés lastelés savo pavirSiuje ekspresuoja skirtingus antigenus.

1975 metais G.Kohleris ir C.Milsteinas paskelbé darba apie monokloniniy antikiiny
gamyba taikant hibridomy technika [48]. 1982 metais Paryziuje ivyko pirmoji konferencija,
skirta zmogaus leukocity diferencijavimo antigenams. Jos metu monokloniniai antikiinai prie$
tvairias leukocity struktiiras buvo pradéti klasifikuoti pagal CD nomenklatiira [40].

Panaudojus monokloninius antikinus prie§ atitinkamy lasteliy pavirSinius Zymenis
tekmés citometro pagalba nustatinéjome mus dominancias lasteles.

CD45 — glikoproteinas, kuris egzistuoja ivairiose izoformose nuo 180 iki 220 kDa. CD45
epitopas randamas visy zmogaus leukocity pavirSiuje, apimant limfocitus, monocitus,
polimorfonuklearus. CD45 100% randamas timocity, ivairius audinius infiltruojanciy leukocity,
B limfocity, T limfocity ir mieloidinés linijos lasteliu pavirSiuje. Anti — CD45 nereaguoja su
cirkuliuojanciais eritrocitais ar trombocitais [2].

CD3 — 22-28 kDa dydzio antigenas yra susijunggs su TCR aff arba yd grandinémis,
ekspresuojamas visy subrendusiy T limfocity pavirSiuje. CD3 molekulé perduoda aktyvinimo

signalus, kilusius TCR saveikaujant su specifiniu antigenu [3].
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CD4 - 55 kDa transmembraninis glikoproteinas, sudarytas i§ keturiy ekstralasteliniy
imunoglobuliny tipo domeny. CD4 yra ekspresuojamas T helperiy pavirSiuje. CD4 molekulés
dvieju domeny N galai yra ZLA II klasés molekuliy prisijungimo vieta. CD4 stabilizuoja TCR-
peptido-ZLA kompleksa ir dalyvauja perduodant aktyvinimo signala. CD4 molekuliy, nors ir
gerokai maziau negu limfocituose, yra monocity, Langerhanso lasteliy ir eozinofily membranos
pavirsiuje [3].

CD8 — 32-34 kDa dimerinis glikoproteinas, sudarytas i§ o ir B grandiniy. Jis
ekspresuojamas citotoksiniy T limfocity arba kaip homodimeras, susidedantis i§ dvieju o
grandiniy arba kaip heterodimeras, susidedantis i a ir f grandinés. Si molekulé prisijungia prie
ZLA 1 klasés molekuliy. CDS taip pat ekspresuojamas NK lasteliy, daugumos timocity, kur jis
dazniausiai ekspresuojamas kartu su CD4 [3].

CD14 — 53-55 kDa vienos grandinés membraninis glikoproteinas, kuris ekspresuojamas
mielomonocitinés linijos lasteliy, iskaitant monocitus, makrofagus ir dali granulocity. Jis silpnai
ekspresuojamas neutrofily, B limfocity, bet jo neturi T limfocitai, NK lastelés, eritrocitai ir
trombocitai. CD14 randamas Langerhanso lasteliy, dendritiniy lasteliy ir histiocity pavirSiuje.
Todél CD14 laikomas monocity / makrofagy zymeniu. CD14 yra lipopolisacharidy receptorius.
Lipopolisacharidas isSaukia aktyvuoty makrofagy ir monocity gaminamy mediatoriy ir citokiny
sekrecija [2].

CD25 — 55kDa IL-2 receptoriaus o grandiné. Ji ekspresuoja aktyvinti T limfocitai.
Sintetintas T limfocity po antigeno atpazinimo, sukelia antigenui specifiSky limfocity
proliferacija; sukelia NK lasteliu bei B limfocity proliferacija ir suaktyvina antikiiny sintezg;
sukelia antigeno aktyvinty T limfocity apoptoze Fas biidu [3].

CD95 — 48 kDa antigenas. Apoptozés Apo-1/Fas zymuo. Tai yra antigenas
ekspresuojamas T ir B limfocity, NK lasteliy, monocity, dazniausiai CD45RO atminties

limfocity. FasR aktyvinimas FasL lastel¢je sukelia apoptoze [3].

2. TIRIAMOJI MEDZIAGA IR METODAI

2.1. TIRTAMIEJI

Nuo 2004 m. spalio ménesio iki 2006 m. balandzio ménesio VSI Vilniaus Universiteto
ligoningje ,,SantariSkiuy klinikos* Laboratorinés diagnostikos centro Klinikinés imunologijos
laboratorijoje istirti 42 ligoniai, sergantys sarkoidoze (19 motery ir 23 vyrai) nuo 23 iki 77 mety
(amziaus vidurkis — 38,8 + 10,5 mety). Tiriamieji buvo suskirstyti { dvi grupes: sergantys aktyvia
(n = 20) ir neaktyvia (n = 22) plauciy sarkoidozés forma. Demografiniai tiriamyju duomenys
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pateikti 1 lentel¢je. Tyrime dalyvavo ir 5 sveiki savanoriai. Visiems tiriamiesiems atliktas

bronchoalveolinis lavazas, BAL skysc¢io ir periferinio kraujo imunologinis tyrimas. Sarkoidozés

ligos forma) ar klinikiniy simptomy nebuvimu (neaktyvi forma), kriitinés lastos rentgeniniais

pozymiais (padidinti tarpuplaucio limfmazgiai).

1 lentelé. Demografiniai tiriamyjy duomenys

Aktyvi forma Neaktyvi forma

Lytis — — Viso (n) | Amzius
amziaus amziaus

n vidurkis n vidurkis
Vyrai 7 33,7+£8,1 16 39,6+12,1 23 40,1+9,7
Moterys 13 40,7+10,9 6 37,346,7 19 37,7£11,2
Viso: 20 22 42 | 38,8+10,5

2.2. DARBO EIGA

2.2.1. Tiriamosios medZiagos surinkimas

Periferinio kraujo pavyzdziai. Periferinis kraujas buvo imamas i sterilius vakuuminius
mégintuvélius Zaliu kamsSteliu (su li¢io heparinu) ta pacia diena, kada buvo imamas ir
bronchoalveolinio lavazo skystis.

Bronchoalveolinio lavazo skys¢io pavyzdziai. Fibrobronchoskopija atlikta
videobronchoskopu Pentax EB-1530T2 po lidokaino vietinés nejautros. 100 ml (5 porcijos po 20
ml) instiliuoto izotoninio natrio chlorido tirpalo i§ karto Svirks§tu buvo aspiruojama per silikoninj
kateterj ir supilama { silikoninius indelius. Tirta ,,alveoliy® porcija — skystis, aspiruotas i§
distaliniy kvépavimo taky ir alveoliy. Aspiruojama 30-60% instiliuoto tirpalo kiekio (kita tirpalo
dalis rezorbuojasi). Minimalus bitinas kiekis — 25 ml. BAL lokalizacija pasirenkama pagal
rentgeninius pokycius plauciuose. BAL skystis pristatomas | laboratorija 1 — 2 val. bégyje
silikonizuotame indelyje.

BAL skystis filtruotas naudojant vienkartini filtra (poros skersmuo 0,7mm).
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2.2.2. Lasteliy gyvybingumo vertinimo metodika

Gauti rezultatai nebus tiksliis, jei méginyje bus didelé Zuvusiy lasteliu priemaia. Si
priemaisa gali atsirasti imant bandini ir (arba) ruoSiant mégini. Todél svarbu patikrinti lasteliy
gyvybinguma. Techninése rekomendacijose nurodoma, kad Zuvusiy lasteliy turi biiti ne daugiau
nei 5% [8]. Mes naudojome supravitalinio dazZymo tripano meélio tirpalu (Sigma, JAV) metodika.
Misy tirtuose bandiniuose lasteliy gyvybingumas svyravo nuo 95% iki 100%. Tripano méli
absorbuoja negyvos lastelés. Sio daziklio nepriima gyvos lastelés, todél §i tyrimo technika

vadinama ,,lasteliy gyvybingumo nustatymu pagal daziklio atmetima®.

Reikalingi reagentai ir priemonés:

1. Tripano mélio tirpalas (0,4%) (Sigma).
Falcon 12x75 mm mégintuvéliai.
Pipeciy antgaliai arba Pastero pipetés.
Objektiniai stikleliai.

Dengiamieji stikleliai.

Goriajevo kamera.

S A o

Sviesinis mikroskopas.

Méginio ruoSimas:

1. I meégintuvelj vienam lasui lasteliy suspensijos ilasinamas vienas lasas 0,4% Tripano mélio
tirpalo. SumaiSoma.

2. Si suspensija uzlaginama ant objektinio stiklelio ir uzdengiama dengiamuoju stikleliu. Po
keliy minuciy lastelés prikimba ir absorbuoja daza.

3. Tiriama Sviesiniu mikroskopu x 40 objektyvu ir suskai¢iuojama 100 lasteliy.
» Gyvybingumas apskai¢iuojamas pagal formule:

Gyvybingumo % = (gyvuy lasteliy skaicius / visy lasteliy skaicius) x 100 [44].

2.2.3. Méginiy ruosimo tékmés citometriniam tyrimui metodika

Periferinio kraujo méginiy eritrocity lizé buvo atlieckama pagal LWB metodika Lysing
reagentu (Becton Dickinson, JAV), laikantis gamintojo instrukcijy [15, 65]. BAL skyscio

meéginiai buvo lizuoti, tik esant eritrocity priemaisai. Sios procediiros metu patentuotu
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hipotoniniu lizavimo tirpalu i§ kraujo ir BAL skys¢io bandinio eliminuojami eritrocitai, taciau

i§saugomos lastelés su branduoliu.

Reikalingi reagentai ir priemonés:

1. Vienkartiniai polipropileno Falcon 12 x 75 mm citometrijos mégintuvéliai.
Stkuriné purtyklé Vortex.

Mikropipete su vienkartiniais antgaliais.

Dejonizuotas vanduo.

Laboratoriniy skysciy talpos.

Centrifuga, minimalus greitis 200 x g.

Lizuojantis tirpalas (FACS Lysing solution).

Plaunantis buferis (PBS).

2o v kWD

Parafolmaldehido tirpalas (lasteliy membrany fiksavimui).
10. Monokloniniai antikiinai, Zymeéti dviem skirtingais fluorochromais: FITC ir PE (Becton

Dickinson, JAV) (2 lentelé).

2 lentelé. Monokloniniy antiktiny charakteristika

Monokloniniai
Konjuguotas
antikiinai pagal SpecifiSkumas
fluorochromas
CD Klasifikacija
CD3 FITC T limfocity zymuo
CD4 PE T helperiy Zymuo, silpniau ekspresuojamas ir
monocity/ makrofagy
CDg8 PE Citotoksiniy T limfocity Zymuo, silpniau
ekspresuojamas ir dalies natiiraliy kileriy
CD25 PE IL-2 receptoriaus o grandj ekspresuojantys limfocitai
CD95 PE Fas receptorius, ekspresuojamas T ir B limfocity, NK
lasteliy, monocity .
CDh14 PE Monocity / makrofagy Zymuo
CD45 FITC Bendras leukocity Zymuo
v1 (IgGy) FITC Specifinis peliy lasteliy Zymuo, kurio neturi Zmogaus
lastelés
Y22 (IgG2a) PE Specifinis peliy lasteliy Zymuo, kurio neturi zmogaus
lastelés
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Limfocity analizés regionui nustatyti ruoSiamas méginys su Simultest LeucoGATE
(CD45/CD14). Fluorescensijos ribai tarp teigiamai ir neigiamai nusidaziusiy lasteliy nustatyti ir

galimam nespecifiniam S$vyté¢jimui jvertinti ruoSiamas meginys su Simultest Control

71(18G1)/v2a(18G2a).

Méginio ruoSimas:

1. 100 pl kraujo ar BAL skys€io méginiai paZymétuose (Falcon 12 x 75 mm)
meégintuvéliuose inkubuojamos su 20 upl pasirinktu monokloniniu antikiinu kambario
temperatiiroje (20 - 25°C), tamsoje iki 15 - 30 min.

2. Po inkubavimo { mégintuvélius pridedama paruosto FACS lizavimo tirpalo.

3. Meéginiai sumaiSomi purtykle Vortex apie 3 s.

4. Kraujo méginys inkubuojamas iki 12 minuciy kambario temperatiroje (20 - 25°C)
tamsoje, o esant reikalui inkubuojamas ir BAL skys¢io méginys iki 5 minuciy (ilgiau
inkubuoti negalima, nes gali biiti pazeista leukocity membrana).

5. Po inkubacijos mégintuvélis centrifuguojamas (300 x g 5 min). Supernatantas nupilamas.
Nuosédos sukratomos, kad biity i§vengta lasteliy sukibimo.

6. [ méginj jpilama 2ml PBS, sumaiSoma (Vortex) ir centrifuguojama (200 x g 5 min).

7. Supernatantas nupilamas paliekant apie 50 pl nuosédu dugne. Nuosédos sukratomos, kad
biity iSvengta lasteliy sukibimo.

8. Uzpilama 500ul 1% paraformadehido tirpalo.

9. Meéginys paruostas citometrinei analizei.

10. Fiksuotos lastelés stabilios 24 valandas. Iki vertinimo uzdengti mégintuvéliai laikomi
2 - 8 °C temperatiiroje tamsoje.

11. Pries tiriant bandini i$ naujo purtoma purtykle Vortex 3 s.

2.2.4. Duomeny analizé

Duomenims rinkti ir analizuoti naudojome FACSCalibur (BD, JAV) tékmés citometra,
turinti kalibravimo, duomeny rinkimo ir analizés programas. Detektoriy jautrumas nustatomas ir
fluorescencijos spektry persidengimo kompensacija vykdoma naudojant programing iranga
FACSComp bei CaliBrite spalvotus fluorescuojancius rutuliukus.

Duomenis analizavome CellQuest arba Simul SET programine jranga dvispalvei
analizei. Analizuota po 10 000 Iasteliy kiekviename méginyje, po keturis lastelés parametrus

(Iasteles dydis, gridétumas, dvi Zymétos monokloniniais antikiinais pavirSiaus struktiiros).
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Pries tiriant bandini visada buvo atlickama neigiama nespecifinés fluorescencijos
kontrolé izotipiniais reagentais prie§ Zmogaus organizme nesancias struktiiras. Naudodami
izotopinés neigiamos kontrolés reagenta patikrinome, ar néra nespecifinio ir (arba) citofilinio
antikiny jungimosi prie tiriamyju lasteliu populiacijos. Jei nespecifinis Svytéjimas didelis
(daugiau kaip 5% tiriamos populiacijos), bandinys ruoSiamas tyrimui i§ naujo.

8 paveiksle pateikta duomeny analizé taskinése diagramose, kur: Q1 — FITC (-) PE (+);
Q2 - FITC (+) PE (+); Q3 — FITC (-) PE (-);Q4 — FITC (+) PE (-).

Analysis Dot Plot

Q4 Q2

100 150 200 250

Q3 Q4

50
o

0

LS ILANL I B AN LANLESN (L AN AL I e LN AN B A |

0 50 100 1560 200 250

8 pav. Taskiniy diagramy duomeny analizés schema

2.2.5. Statistiné duomeny analizé

Tyrimy rezultatai statistikai apdoroti asmeniniu kompiuteriu, naudojant programy
paketus Statistica for Windows ir Microsoft Excel. Tikrinant hipotezes apie parametry
pasiskirstymo normaluma, naudotas Shapiro - Wilk testas. StatistiSkai lyginant hipotezes apie
im¢iy vidurkiy lygybes, nepriklausomiems kintamiesiems taikytas neparametrinis Mann -
Whitney U testas. ReikSmingais skirtumai buvo laikomi, kai p < 0,05. Siekiant nustatyti tiesinés
priklausomybés tarp kintamyjy laipsni, buvo apskaiCiuotas koreliacijos koeficientas .
Koreliacinis rySys buvo vertinamas kaip silpnas, jei r buvo nuo 0,3 iki 0,5 (nuo —-0,3 iki —0,5);
vidutinis jei r nuo 0,5 iki 0,7 (nuo —0,5 iki —0,7); stiprus, jei nuo 0,7 iki 0,99 (nuo —0,7 iki —0,99)
[11, 66, 68]
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3. REZULTATAI

Misuy tyrimo tikslas buvo iStirti serganciyju plauciu sarkoidoze proliferacinio ir
apoptozes inicijavimo receptoriy ekspresija T limfocity membranose lokaliame ir sisteminiame
imuniniame atsake. Kad nustatyti mus dominancia lasteliy populiacija taskingje diagramoje
naudojome CD45/CD14 monokloninius antikiinius. Analizavome limfocity populiacija,
apibrézdami regiona aplink tiriamas lasteles (9 pav.).

Tiriant méginius, taskinése diagramuose lastélems isidés¢ius pagal dydi (PSS) ir
branduolio griidétuma (SSS), nustatéme, kad periferiniame kraujyje ir BAL skystyje lasteliy
sudétis skiriasi (9 pav.). Periferiniame kraujyje vyrauja granulocitai (9 pav. A (mélyna spalva)),

BAL skystyje — limfocitai (sarkoidoze sergantiems) (9 pav. B (zalia spalva)).

SSC-H
SSC-H

FSC-H FSC-H

9 pav. Lasteliy i$sidéstymas taskinése diagramose pagal Soning ir prieking Sviesos sklaida:
A — serganciyjy sarkoidoze periferiniame kraujyje,
B — serganciyju sarkoidoze bronchoalveolinio lavazo skystyje.
Limfocitai pazyméti zalia spalva, monocitai — raudona, granuliocitai — mélyna.

10 paveiksle pateiktos serganciyjy sarkoidoze taskinés diagramos, kuriose matyti
skirtingas CD3+CD4+ T limfocity vaizdas.

Serganciyju aktyvia ir neaktyvia plauciy sarkoidozés formomis, periferinio kraujo bei
BAL skyscio limfocity populiacijy, tirty tekmés citometrijos metodu, charakteristika pateikiama

3 lenteléje.
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CD4
CD4

10 pav. Serganciyjy sarkoidoze T limfocitai (CD3+CD4+):
A — periferinio kraujo méginiuose (Q2 kvadrate CD3+CD4+ (40%));
B — BAL skysc¢io méginiuose (Q2 kvadrate CD3+CD4+ (80%)).

3 lentelé. Ligoniy, serganciy aktyvia ir neaktyvia sarkoidozés forma, limfocity potipiu pasiskirstymas

Aktyvi forma (n=20) Neaktyvi forma (n=22)
Rodiklis
(o)
BAL Periferinis p BAL Periferinis p
kraujas kraujas

CD3+ 94,7+4,0 |739+7,1 |p<0,05 |93,4+38 |724+88 |p<0,05

CD4+ 82,5+10,3 | 422+5,9 |p<0,05 |745+13,8 |39,7+6,2 |p<0,05

CD8+ 123+7,1 |31,7+8,7 | p<0,05 |169+9,7 |32,5+10,9 | p<0,05
CD4+/CD8+| 9,1 £5,5 1,4+0,3 p<0,05 | 6,8£5,9 1,3+0,5 p <0,05

Tyrimo rezultatai rodo, kad misy tirtose ligoniy grupése rastas reikSmingai didesnis
CD3+CD4+ T limfocity procentas BAL skystyje, negu sveikyju asmeny BAL meéginiuose.
Sarkoidoze serganCiyju CD3+CD4+ limfocity kiekis BAL skystyje buvo daug didesnis nei

periferiniame kraujyje (11 pav.).
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B PERIFERINIS KRAUJAS
(neaktyvi forma)

B PERIFERINIS KRAUJAS

(aktyvi forma)
i O PERIFERINIS KRAUJAS
8 (kontrolé)
& B BAL (neaktyvi forma)
8 74,5
—
82.5 O BAL (aktyvi forma)
T
39,6 O BAL (kontrole)
—
0 20 40 60 80 100

%

11 pav. Ligoniy serganéiy sarkoidoze ir sveiky asmeny CD3+ CD4+ limfocity palyginimas
BAL skystyje ir periferiniame kraujyje

Nustatéme, kad ligoniy serganciy plauciy sarkoidoze, CD4+/CD8+ limfocity santykis
BAL skystyje buvo statistiSkai patikimai didesnis nei periferiniame kraujyje (12 pav.). Sveiky
asmeny CD4+/CD8+ santykis BAL skystyje yra nuo 1 iki 2,5%, kraujyje nuo 1 iki 2%.

m PERIFERINIS KRAUJAS
(aktyvi forma)

m PERIFERINIS KRAUJAS
(neaktyvi forma)

m BAL (aktyvi forma)

CD4/CD8

O BAL (neaktyv.forma)

16,87

0,1 1 10 100
%

12 pav. Plauciy sarkoidoze serganciy ligoniy CD4+/CD8+ santykio palyginimas
BAL skystyje ir kraujyje
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3.1. SERGANCIUJU SARKOIDOZE IL-2R (CD25) EKSPRESUOJANCIU
LIMFOCITU ANALIZE BAL SKYSTYJE IR PERIFERINIAME KRAUJYJE

Siekiant jvertinti serganciyjy sarkoidoze IL-2R ekspresija T limfocity pavirSiuje lokaliame
ir sisteminiame imuniniame atsake, atlikome BAL skysc¢io ir periferinio kraujo limfocity analizg
tekmés citometrijos metodu, nustatant procentiSkai kuri dalis dominancios populiacijos turi CD25
zymeni.

Ligoniy, serganciy sarkoidoze, IL-2R a grandi ekspresuojanciy limfocity vaizdas
taskinése diagramose pateiktas 13 paveiksle. Pateiktose diagramose matome skirtinga limfocity,

savo pavirsiuje turin¢iy CD25 molekules, vaizda.

A B

CD25
CD25

CD3

13 pav. Sarkoidoze serganciyjy IL-2R o grandi ekspresuojantys limfocitai (CD3+CD25+)
(Q2 kvadrate): A — periferinio kraujo méginiuose; B — BAL skys¢io méginiuose.

Sarkoidoze serganciyjy ir kontrolinés grupés CD3+CD25+ limfocity histogramy vaizdas
BAL skystyje ir periferiniame kraujyje pateiktas 14 paveiksle. Matome, kad miisy tirtose

grupése lokalus ir sisteminis imuninis atsakas yra skirtingas.
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14 pav. Serganciyjy skirtingomis sarkoidozés formomis ir kontrolinés grupés CD3+CD25+ limfocity

histogramy vaizdas: A — periferiniame kraujyje; B — BAL skystyje.

Serganciyjy sarkoidoze ir kontrolinés grupés sveikyjy asmeny IL-2R ekspresuojantéiy

limfocity statistiné duomenu charakteristika BAL skystyje ir periferiniame kraujyje pateikta

4 lentel¢je. CD3+CD25+ limfocity vidurkiy pasikliautinieji intervalai pateikti 15 paveiksle.

4 lentelé. Serganciyjy sarkoidoze ir kontrolinés grupés CD3+CD25+ limfocity charakteristika

CD3+CD25+(%)
Tiriamieji Periferinis
BAL kraujas p r
Aktyvi forma (n = 20) 21+7,7 29,9+49 p<005 |r=0,47
Neaktyvi forma (n = 22) 1682 23,4+6,8 p<0,05 |r=-0,54
Kontrolé (n = 5) 10,5+ 6,2 222+4,7 p<0,05 |r=035

Tirty ligoniy, serganiy aktyvia sarkoidozés forma, grupéje nustatéme statistiSkai

patikima vidutinio stiprumo teigiama koreliacija tarp CD3+CD25+ limfocity BAL skystyje ir

kraujyje (r = 0,47), bei neigiama koreliacija serganciyjy neaktyvia ligos forma grupéje (r = -0,54;

p <0,05) (4 lentel¢).
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15 pav. CD3+CD25+ lasteliy vidurkiy pasikliautinieji intervalai: m vidurkis

I pasikliautinyjy intervaly ribos (standartine paklaida)

Gauti rezultatai rodo, kad abieju ligoniy grupése BAL skystyje CD25 receptoriy
ekspresuojanciy limfocity buvo patikimai maziau palyginti su periferinio kraujo CD3+CD25+

limfocitais (15, 16, 17 pav.).
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16 pav. Ligoniy serganéiy aktyvia sarkoidozés forma CD3+CD25+ limfocity
palyginimas BAL skystyje ir periferiniame kraujyje
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17 pav. Ligoniy serganciy neaktyvia sarkoidozés forma CD3+CD25+ limfocity
palyginimas BAL skystyje ir periferiniame kraujyje

Misy tyrimo duomenimis ligoniy serganciy aktyvia ligos forma BAL skystyje limfocity,
membrany pavirSiuje ekspresuojanciy IL-2R, buvo daugiau nei ligoniy, serganciy neaktyvia
ligos forma (18 pav). Tirty ligoniy grupése nustatéme vidutinio stiprumo neigiama koreliacija
tarp aktyvios ir neaktyvios sarkoidozés formuy CD3+CD25+ lasteliu procento BAL skystyje
(r=-0,65), taCiau rezultatas buvo statistiSkai nepatikimas (p > 0,05).

CD3+CD25+ limfocity procentai BAL skystyje abiejuose ligoniy grupése lyginant su

sveikyju asmeny duomenimis buvo patikimai didesni (p < 0,05) (18 pav.).
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18 pav. Ligoniy serganciy skirtingomis sarkoidozés formomis ir sveiky asmeny
CD3+CD25+ limfocity procento palyginimas BAL skystyje
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Nustatyta statistiSkai patikima vidutinio stiprumo neigiama koreliacija tarp serganciyju
aktyvia ligos forma ir sveiky asmeny CD3+CD25+ limfocity procento kraujyje (r = -0,47;
p < 0,05). Taip pat buvo nustatytas panasus rySys tarp serganciyjy neaktyvia sarkoidozés forma
ir sveiky zmoniy CD3+CD25+ limfocity kraujyje (r = -0,49), taciau rezultatas buvo statistiSkai
nepatikimas (r = -0,49; p > 0,05).

Palyginus periferinio kraujo tyrimo rezultatus paaiskéjo, jog aktyvios ligos formos
pacientai turéjo reikSmingai didesni CD3+CD25+ lasteliy procenta nei pacientai, sergantys

neaktyvia sarkoidozés forma (19 pav.).
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19 pav. Ligoniy serganciy sarkoidoze ir sveiky asmeny CD3+CD25+
limfocity procento palyginimas periferiniame kraujyje.

3.2. SERGANCIUJU SARKOIDOZE APOPTOZES INICIJAVIMO RECEPTORIU
(CDY5) EKSPRESUOJANCIU LIMFOCITU ANALIZE BAL SKYSTYJE IR
PERIFERINIAME KRAUJYJE

Siekiant {vertinti serganciyjy sarkoidoze apoptozés inicijavimo receptoriaus ekspresija T
limfocity membranose lokaliame ir sisteminiame imuniniame atsake, atlikome BAL skyscio ir
periferinio kraujo limfocity analizg, nustatant procentiskai kuri dalis dominancios populiacijos turi

CD95 Zymeni.
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20 paveiksle pateiktas ligoniy, serganciy plauciy sarkoidoze, apoptozés inicijavimo

receptoriaus vaizdas taskinése diagramose. Pateiktose diagramose matome, kad CD3+CD95+

limfocity skaiius kraujyje ir BAL skystyje skiriasi.

Histogramuy vaizdas pateiktas 21 paveiksle, kuriame matyti, kad miisu tirtose grupése

CD3+CD95+ limfocity procentas BAL skystyje ir kraujyje yra skirtingas.
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20 pav. Sarkoidoze serganciyjy, CD3+CD95+ limfocity vaizdai taskinése diagramose
(Q2 kvadrate): A — periferinio kraujo méginiuose; B — BAL skys¢io méginiuose.
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21 pav. Serganciyjy skirtingomis sarkoidozés formomis ir kontrolinés grupés CD3+CD95+ limfocity

histogramy vaizdas: A — periferiniame kraujyje; B — BAL skystyje.
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Serganciyju sarkoidoze ir kontrolinés grupés sveikyju asmeny limfocity, ekspresuojanciy
apoptozés inicijavimo receptoriy statistiné analizé BAL skystyje ir periferiniame kraujyje

pateikta 5 lentel¢je. CD3+CD95+ limfocity vidurkiy pasikliautinieji intervalai pateikti 22

paveiksle.
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22 pav. CD95+3+ limfocity vidurkiy pasikliautinieji intervalai: m vidurkis

L pasikliautinyjy intervaly ribos (standartine paklaida)

5 lentelé. Serganciyjy sarkoidoze ir kontrolinés grupés CD3+CD95+ (%) charakteristika

CD3+CD95+(%)
Tiriamieji Periferinis
BAL kraujas p r
Aktyvi forma (n = 20) 84,8+ 7,2 489 + 14,8 p <0,05 r=0,51

Neaktyvi forma (n=22) | 854 +8.38 46,1 +13.6 p <0,05 r=0,53

Kontrolé (n =5) 46,3 +12,2 443 +44 p>0,05 r=0,44
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Nagrin¢jant apoptozés receptoriu ekspresuojanciy limfocity nuoSimti pasirod¢, kad
ligoniy, serganciu tiek aktyvia tiek neaktyvia plauciy sarkoidozés forma buvo reikSmingai
didesnis CD3+CD95+ lasteliy procentas BAL skystyje nei periferiniame kraujyje lyginant su
sveikyju meéginiais. Negavome didelio skirtumo, lyginant tarpusavyje sveiky asmeny BAL
skyscio ir kraujo lasteliu nuoSimcius, savo membranose turincius CD95 receptoriy (22, 23 pav.)

(5 lentele).
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(neaktyvi forma)

+
)
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23 pav. Ligoniy serganciy sarkoidoze ir sveiky asmeny CD3+ CD95+ limfocity palyginimas
BAL skystyje ir periferiniame kraujyje

Misy tirty ligoniy, serganciy aktyvia sarkoidozés forma, grupéje nustatéme statistiskai
patikima vidutinio stiprumo teigiama koreliacija tarp CD3+CD95+ limfocity BAL skystyje ir
kraujyje (r = 0,51). Nustatytas panaSus rysSys ir sergan¢iyjy neaktyvia ligos forma, grupéje
(r=10,53; p <0,05) (5 lentelé).

Gauti rezultatai rodo, kad abiejose ligoniy grupése BAL skys¢io CD3+CD95+ limfocity
buvo reikSmingai daugiau nei sveiky asmeny méginiuose (p < 0,05), taCiau periferinio kraujo
duomenys (serganciyju ir sveiky) reikSmingai nesiskyre (p > 0,05) (23 pav.).

Palyginome, serganciyjy aktyvia bei neaktyvia sarkoidozés forma, BAL skyscio ir
periferinio kraujo T limfocitus savo pavirSiuje ekspresuojancius CD95 molekules. Nustatéme,

kad statistikai patikimai $ios ligoniy grupés nesiskiré (24 pav.) (25 pav.).
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24 pav. Ligoniy, serganciy skirtingomis sarkoidozés formomis, CD3+CD95+ limfocity
palyginimas BAL skystyje
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25 pav. Ligoniy, serganciy skirtingomis sarkoidozés formomis, CD3+CD95+ limfocity
palyginimas periferiniame kraujyje
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4. REZULTATU APTARIMAS

Yra zinoma, jog sarkoidozé¢ yra daugiasisteminé imuniné liga, pasizyminti T limfocity
susikaupimu plauciuose ir kituose organuose, audiniy pakenkimu ir granulomy susidarymu.
Taciau iki Siol yra sunku paaiskinti kodeél liga kartais pasireiskia timiai, kartais pereina { 1éting
forma, o kartais progresuoja iSveSant fibroziniam audiniui dél ko sutrinka organo funkcija.
Taciau dazniausiai ligos eiga btina besimptom¢ ir praeina be liekamyju reiskiniy.

Literattiroje nurodoma, kad sergant sarkoidoze, pasireiSkia sisteminio ir lokalaus
imuninio atsako sutrikimas. Daugelis autoriy tvirtina, kad BAL skys¢io imunokompetentiniy
lasteliy kiekybiniai ir funkciniai rodikliai, esant jvairioms sarkoidozés formoms gali skirtis [13,
72, 74]. Todél musy tiriamieji buvo suskirstyti | dvi grupes: sergantys aktyvia ir neakyvia ligos
formomis.

Musuy tirty ligoniy BAL skyscio limfocity fenotipas buvo T (CD3+) limfocitai, biitent
helperiai / induktoriai (CD3+CD4+), kuriy procentas abiejose serganciyju grupeése buvo zenkliai
didesnis nei sveikyju. Todél CD4+/CD8+ santykis zenkliai padidéjo palyginus su sveiky asmenuy
santykiu. Gauti duomenys patvirtino sarkoidozés metu sukelta T limfocity helperiy alveolita.

T limfocitai bei monocitai yra pagrindinés imunings sistemos lastelés, kuriy i§skiriamos
biologiskai aktyvios medZiagos, ypa¢ citokinai, veikia daugelj imuninés sistemos grandziy. Siuo
atveju pagrindini reguliuojanti vaidmenj atlieka T limfocitai heleriai / induktoriai (CD3+CD4+),
kurie pagal iSskiriamus citokinus skirstomi { Thl ir Th2 [3]. Yra nustatyta, jog sergant
sarkoidoze, ypac reikSminga darniai funkcionuojanti lasteliné imuninés sistemos grandis yra Thl
limfocitai [77]. Antigeny aktyvinti Thl iSskiria IFNy, IL2, NNFp, kuriy svarba lasteliniam
imuniniam atsakui yra apraSyta 1.1.4. skyriuje.

Sio tyrimo metu serganéiyju BAL skystyje rastas padidéjes T limfocity (CD3+CD4+)
skaicius galéty reiksti ir ju funkcijos sutrikima visose grandyse. Gauti duomenys patvirtino
daugelio autoriy akcentuojama T limfocity vaidmeni Sios ligos patogenezéje [9, 21, 45, 62, 77].

Nuodugniam plauciy T limfocity, ypa¢ Thl funkcijai {vertinti biitina atkreipti démesi ne tik
1 limfocity populiaciju kiekybines charakteristikas, bet ir i kitus S$iu lasteliy veiklos
mechanizmus, pavyzdziui, i iSskiriamus citokinus. Teigiama, kad fiziologiniuose homeostazés
mechanizmuose yra svarbiis daugelis citokiny, ypa¢ IL2 ir IFNy [71].

Yra nustatyta, kad sarkoidoze serganciyjuy plaucivose dauguma T limfocity yra atminties
(CD45R0O+) limfocitai, savo membrany pavirsiuje turintys ir IL-2R [6, 46, 77].

Aktyvinti antigeno plauciy Thl limfocitai gausiai produkuoja citoking IL-2, kurio déka
plauciuose padidéja tam tikro klono T limfocity populiacija. Teigiama, kad T limfocitai savo

membrany pavirSiuje gali turéti IL-2 receptoriaus tris skirtingas subvienety grandis: a(CD25),

46



B(CD122) ir y(CD132) [69]. Kai kurie autoriai pasteb&jo, kad serganciy sarkoidoze T limfocitai
ekspresuoja didesni procenta IL-2 receptoriaus alfa ir beta grandiniy tiek BAL skystyje tiek
periferiniame kraujyje palyginus su sveikyjy asmeny limfocitais [47]. Taciau kita mokslininky
grupé pazymi, kad ligoniy serganciu plauciy sarkoidoze lokalus ir sisteminis T limfocity atsakas
yra skirtingas [59]. Buvo nustatyta, kad sveiky asmeny periferiniame kraujyje IL-2 koncentracija
yra didesné nei BAL skystyje, o serganciy neaktyvia sarkoidozés forma BAL skystyje padidé¢ja
IL-2 koncentracija ir, kaip daugelis autoriy teigia, tai gali turéti lemiama reikSme¢ ligos
prognozeéje [21].

Analizuodami skirtingomis sarkoidozés formomis serganciu ligoniy CD25 receptoriaus
ekspresija T limfocity membranose tiek lokaliame tiek sisteminiame imuniniame atsake,
nustatéme, kad misy tirty ligoniy IL-2R a grandj (CD25) ekspresuojanciy limfocity procentas
BAL skystyje buvo patikimai didesnis nei sveiky asmenuy. Pateikti rezultatai sutapo su kity
mokslininky duomenimis, patvirtinanciais, kad IL-2 veikia kaip lokalus T lasteliy, infiltruojanciy
plauciy audinius, augimo faktorius. Taciau vertindami rezultatus pastebéjome, kad serganciuyju
aktyvia sarkoidozes forma periferiniame kraujyje CD3+CD25+ limfocity taip pat buvo patikimai
daugiau nei sveiky Zmoniy kraujyje, nors neaktyvia forma serganciyju Siy limfocity nuoSimtis
statistiSkai reikSmingai nuo sveikyjy nesiskyreé.

Lygindami tarpusavyje aktyvia ir neaktyvia ligos formos, nustat¢éme, kad ligoniy
serganciy aktyvia forma ir BAL skystyje ir periferiniame kraujyje CD3+CD25+ limfocity buvo
daugiau nei ligoniy, serganciy neaktyvia forma.

Paskutiniy mety moksliniai tyrimai parodé¢, kad sarkoidozés metu formuojantis
granulomoms ir vykstant uzdegimui reikSminga ne vien aktyvinty lasteliy proliferacija, bet ir ju
programuota mirtis [59, 71]. Yra nustatyta, kad plau¢iy homeostazei palaikyti biitina pusiausvyra
tarp apoptozés ir uzdegiminiy lasteliy iSgyvenamumo [43]. Atlikta nemazai jvairiy moksliniy
tyrimy nagrin¢janciy apoptozés mechanizma, taciau iki Siol yra mazai zZinoma apie T limfocity
likima plaucivose[41, 43, 71]. Kai kurie autoriai pasteb&jo, kad ligoniu serganciy sarkoidoze
bronchoalveolingje terp¢je aktyvesné limfocity proliferacija ir apoptozeé [27, 59]. Manoma, kad
nepilnavertés T limfocity apoptozés pasekmé plauciy sarkoidozés atveju yra granulomy
formavimasis ir létinio uzdegimo vystymasis [71]. Kai kurie mokslininkai pazymi, kad
serganciyjy sarkoidoze in vitro kultiroje T limfocity, turin€iy apoptozinius Zymenis, procentas
BAL skystyje yra didesnis nei kraujyje, lyginant su sveikyju grupe [27].

Nagrinédami apoptozés inicijavimo receptoriaus ekspresija T limfocity pavirSiuje
lokaliame ir sisteminiame imuniniame atsake nustatéme, kad ligoniy serganciy tiek aktyvia tiek
neaktyvia plau¢iy sarkoidozés forma BAL skys€io CD3+CD95+ limfocity procentas BAL

skystyje buvo patikimai didesnis nei periferiniame kraujyje. Abiejuose ligoniy grupése rastas
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reikSmingai didesnis CD95 receptoriy ekspresuojanc¢iy limfocity procentas BAL skystyje nei
sveiky asmeny méginiuose.

Lygindami serganiyju grupes tarpusavyje nustatéme, kad nei BAL skystyje nei
periferiniame kraujyje statistikai reikSmingai ligoniy grupés nesiskiria. Todél limfocity,
ekspresuojanciy apoptozés receptoriy, tyrimas BAL skystyje ir kraujyje neleidzia diferencijuoti
aktyvios ir neaktyvios sarkoidozés formuy.

Nors darbo rezultatai rodo, kad serganciyjuy plauciy sarkoidoze BAL skyscio T limfocitai
pasizymi padidinta apoptozés receptoriaus ekspresija, taCiau dar néra aiSku ar tai yra
pakankamas signalas, kad biity paleistas pilnavertis apoptozés mechanizmas. Galima manyti, kad
egzistoja ir slopinantys apoptoz¢ veiksniai, kurie ir pailgina T limfocity iSgyvenamuma
plauciuose.

Signalas, patenkantis 1 T limfocitus per receptoriy, suaktyvina limfocitus ir sukelia ju
proliferacija, tatiau kai kada ir jy apoptoze. Sis signalas gali biti perduodamas veikiant
receptoriy antigenu, superantigenu, mitogeniniu lektinu ir t.t. Tokiais atvejais T limfocity
apoptoze indukuojama, kai tritksta kai kuriy augimo faktoriy — pirmiausiai IL-2 [5, 38]. Tyrimo
metu atkreipéme démesj 1 tai, kad serganciyju sarkoidoze BAL skysc¢io T limfocitai pasizymi
padidinta IL-2R ekspresija, vadinasi serganciyju sarkoidoze plauciuose néra §io citokino
trikumo, kad vykty apoptozé.

Nustatyta, kad lasteléje yra baltymy, skatinanciy arba slopinanciy apoptoz¢. Daguma ju
koduojama Bcl-2 Seimos geny (1.2.1.2. skyrius). Imuningje sistemoje su geno bcl-2 ekspresija
siejamas lasteliy atsparumo apoptozei lygis [31, 42]. Atminties lastelése (CD45RO+) Bcl-2
baltymo ekspresija trunka daug ilgiau nei naiviyju T limfocity, todél Siy lasteliy iSgyvenimo
trukme gali buti ilgesné. Ypac stabili Bcl-2 ekspresija atminties lastelése yra tada, kai jas
periodiskai veikia specifinis antigenas [33, 58].

Naujausi tyrimai parodé, kad BAL skysCio limfocitai ir makrofagai pacienty serganciy
sarkoidoze pasizymi padidinta antiapoptozinio Bcl-2 baltymo ekspresija [52]. Todél galima
manyti, jog serganciyjy sarkoidoze plauciy T limfocitai gali buti atspariis apoptozei, ir tai gali
turéti jtakos uzdegiminiy lasteliy kaupimuisi plauciuose bei granulomy susidarymui [52].

Taigi programuota lasteliuy mirtis yra sudétingas, ijvairialypis ir svarbus sarkoidozés
patogenezéje veiksnys, kurio reikSmé ir mechanizmai vis dar tyrinéjami. Misy darbo gauti

rezultatai taip pat skatina tgsti tyrimus.
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ISVADOS

1. Ligoniy, sergan¢iy plauciy sarkoidoze, apoptozés inicijavimo receptoriaus (CD95)
ekspresija T limfocity membranose reikSmingai didesné BAL skystyje nei periferiniame
kraujyje.

2. Ligoniy, sergan¢iy tiek aktyvia tiek neaktyvia sarkoidozés forma, BAL skyscio
CD3+CD95+ limfocity procentas patikimai didesnis nei sveiky savanoriy BAL skystyje.
Taciau CD95 receptoriaus ekspresija lyginant serganciyju grupes tarpusavyje nei BAL
skystyje nei periferiniame kraujyje statistikai nesiskiria. Todél limfocity, ekspresuojanciy
apoptozeés receptoriy, tyrimas BAL skystyje ir kraujyje neleidzia diferencijuoti aktyvios ir
neaktyvios sarkoidozés formy.

3. Sarkoidoze sergan¢iy IL-2R (CD25) ekspresuojanéiy limfocity procentas BAL skystyje

patikimai maZesnis nei periferiniame kraujyje.

4. SerganCiyjy grupése CD25 ekspresuojanéiy limfocity procentas sisteminiame ir
lokaliame imuniniame atsake yra patikimai didesnis nei sveiky asmeny. Aktyvia
sarkoidozés forma serganciy pacientu tieck BAL skystyje tiek periferiniame kraujyje

CD3+CD25+ limfocity procentas yra didesnis nei sergan¢iyjy neaktyvia ligos forma.
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SUMMARY

The investigation of T-lymphocytes proliferation receptors and apoptosis initiative
receptors in bronchoalveolar lavage fluid and peripheral blood of patients with lung

sarcoidosis

Sarcoidosis is a chronic granulomatous lung disease of unknown origin. The
accumulation of activated CD4+ T cells at sites of inflammation represents an early stage in
granuloma formation. Antigenic presentation stimulates T cells to proliferate via the production
of interleukin IL-2. In the last few years evidence has arisen for dysregulation of apoptosis in a
number of different pulmonary diseases. Mechanisms governing the normal resolution of
inflammatory processes are poorly understood. CD95, also known as Fas antigen, has the ability
to activate the cellular death program ,apoptosis®, which can be critical for limiting an
inflammatory response.

This study aimed to investigate the apoptotic and proliferating markers of lung and
peripheral blood T-lymphocytes.

MATERIAL. The invesigation material was gathered in Vilnius University hospital
wSantariskiy klinikos in the Immunological laboratory. 45 patients with sarcoidosis (the average
age was 38,8+10,5 years) were investigated. The patients were divided into two groups: the ones
having an active form of sarcoidosis (n=20) and the others non-active form of sarcoidosis
(n=22). In addition, 5 healthy volunteers participated in the invesigation. Lymphocyte analysis
was performed using flow cytometric method.

RESULTS. The percentage of lymphocytes expressing IL-2 receptor a chain (CD25) in
patients with sarcoidosis (active form (21.0+7,7%) and non-active form (16,04+8,2%)) in BAL
fluid is higher (p<0,05) comparend with healthy controls (10,5+6,2%). The percentage of
CD3+CD25+ lymphocytes in blood of patients with sarcoidosis of active form was significantly
higher than in the blood of healthy controls (29,9+4,9% versus 22,2+4,7%). During the
invesigation of the expression of apoptosis initiative receptor (CD95) on the T-lymphocytes we
observed that the percentage of CD3+CD95+ lymphocytes in BAL fluid was significantly higher
than in peripheral blood (p<0,05) when comparing sarcoidic patients with active and non-active
forms and healthy controls. In both patients’ groups (active form 84,84+7,2%; non-active form
85,4+8,8%) there were more BAL fluid CD3+CD95+ lymphocytes (p<0,05) than in BAL fluid
samples of healthy controls (46,3+12,2%).

CONCLUSIONS. Our results shows that BAL fluid lymphocytes seem to be resistant
to apoptosis and it might contribute to the accumulation of inflammatory cells in the lungs,

persistenie of inflammation, and the development and maintenance of granuloma.
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