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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rak ptuca nalezy do najgroZniejszych nowotwordw na $wiecie. Mimo postepu w leczeniu
i prowadzeniu licznych badati nowotwér ten pozostaje pierwszg przyczyna zgonéw na nowo-
twory zto$liwe u obu plci, a catkowite wyleczenie nie przekracza 15%. Zalicza sie go do nowo-
twordw litych, w swoim rozwoju uruchamia mechanizmy wymykania sie spod nadzoru immu-
nologicznego. Obserwowane sg np.: ostabiona i zmieniona antygenowo$¢, ostabienie funkcji
komorek prezentujacych antygen, wzmozona apoptoza komérek cytotoksycznych naciekaja-
cych guz, hamowanie odpowiedzi immunologicznej przez komérki regulatorowe. Rozpozna-
nie tych mechanizméw wydaje sie podstawowe w walce z rakiem ptuca. Maly odsetek guzéw
kwalifikujacych sie do resekc;ji sprawia, ze badanie odpowiedzi immunologicznej w $rodowisku
raka pluca jest bardzo ograniczone. Role te moze spetni¢ badanie ptynu oskrzelowo-peche-
rzykowego (BALF) w zakresie sktadu komérkowego, subpopulacji limfocytéw i sktadu cytokin
dzieki swoim wiasciwosciom i mozliwo$ciom pobrania podczas diagnostycznego badania bron-
choskopowego. BALF kwalifikuje sie do badania nowoczesna metodg cytometrii przeptywo-
wej, co umozliwia precyzyjng ocene fenotypu komdérek limfoidalnych i ekspresje czynnikéw
regulatorowych na komérkach w otoczeniu guza. Dotychczasowe wyniki badan wykazaty, ze
sktad ptynu z BAL zmienia sie istotnie u chorych na raka ptuca, ale takze pod wptywem pale-
nia papieroséw, co jest z tym nowotworem nieodlacznie zwigzane. Poza znaczeniem w ocenie
zmian immunologicznych w §rodowisku nowotworu, BAL spetnia kryteria badania diagno-
stycznego w guzach rozsianych i potozonych obwodowo. W artykule oméwiono mozliwosci
wykorzystania tej wystandaryzowanej metody w diagnostyce raka ptuca i ocenie §rodowiska
jego rozwoju przed podjeciem systemowego leczenia.

rak ptuca « BAL - limfocyty - komérki regulatorowe

Summary

Lung cancer is the most serious neoplasm worldwide. Despite significant progress in the tre-
atment regimens and ongoing research development, lung cancer remains the first cause
of cancer death in both sexes, and 5-year survival does not exceed 15%. The failure of host
defense against this solid tumor is well known. The mechanisms of escaping from immune
surveillance include, among others, changing of cancer cells’ antigenicity, impaired function
of antigen-presenting cells, enhancing apoptosis of tumor-infiltrating cytotoxic cells, and
immune response inhibition by regulatory cells. To recognize these mechanisms well is very
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important in anti-cancer therapy. The small number of resectable cases of lung cancer causes
very low availability of tumor environment examination. The cellular pattern and cytokine
concentration in bronchoalveolar fluid (BALF), which can be performed during diagnostic
bronchofiberoscopy, reflects the changes in tumor milieu. The character of BAL fluid qualifies
this material for analysis by flow cytometry with precise evaluation of lymphoid cell pheno-
type and measurement of the surface and cytoplasmic molecules’ regulatory properties. The
results of previous studies have shown that the BAL fluid composition well characterized the
local immune response in patients with lung cancer. However, many of the cases resulted from
the influence of tobacco smoke, which is inextricably connected with cancer. Furthermore,
BAL fulfills the diagnostic criteria in peripheral tumors and in disseminated malignant chan-
ges in the lung. We discuss the usefulness of this well-standardized method in the diagnosis of
lung cancer and in the assessment of the local immune response prior to systemic treatment.
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BAL - ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe (bronchoalveolar lavage); BALF - ptyn z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego (bronchoalveolar lavage fluid); CEA — antygen karcynoembrionalny
(carcino-embryonic antygen); CD — kompleks réznicowania (cluster of differentiation); CTLA-4 —
cytotoksyczny antygen limfocytéw T (cytotoxic T-lymphocyte antygen 4); Fas - receptor Smierci
(death receptor); FasL - ligand dla receptora Fas (Fas ligand); IDO - 2,3-dioksygenaza indoloaminy
(indoleamine 2,3-dioxygenase); IL - interleukina (interleukin); M1, M2 — makrofagi typu M1, M2
(macrophages); MHC - gtéwny ukfad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex);
NK - naturalny zabdjca (natural killer); PB — krew obwodowa (peripheal blood); Tc - T cytotoksycz-
ny limfocyt (T cytotoxic lymphocyte); TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu B (transforming
growth factor); Th - T pomocniczy limfocyt (T helper lymphocyte); Treg — T regulatorowy limfocyt
(T regulatory lymphocyte).

ZNACZENIE BADANIA PEYNU Z PLUKANIA
OSKRZELOWO-PECHERZYKOWEGO W OCENIE RAKA PLUCA

Rak pluca - zarys problemu

Powszechne wystgpowanie raka pluca (rocznie ponad 1
milion 300 tysigcy zachorowan na §wiecie) oraz zle ro-
kowanie sktania do ciaglego podejmowania badan nad
tym nowotworem. Rak ptuca zajmuje pierwsze miejsce
wsrod przyczyn zgondéw z powodu nowotwordw ztosli-
wych w Polsce i na §wiecie [12], jest najczestszym typem
nowotworu u me¢zczyzn w Polsce 1 przyczyna az 1/3 zgo-
now z powodu nowotworéw ztosliwych. W 2008 r. liczba
zgonow z powodu raka pluca wynosita w Polsce prawie
17 000 mgzezyzn i 5 600 kobiet. Od poczatku lat 90 ub.w.
obserwuje si¢ jednak zahamowanie rosnacego zagroze-
nia tym nowotworem i powolny systematyczny spadek

u mezezyzn [13]. W populacji kobiet w Polsce w 2007 r.
po raz pierwszy cz¢sto$¢ zgonow z powodu nowotworu
ptuca wyprzedzita czgsto$¢ zgondow zwiazanych z rakiem
piersi [14,31]. Podobnie w wiekszosci krajow europejskich
notuje si¢ bardzo szybki wzrost czgstosci raka ptuca u ko-
biet [51]. Zachorowalno$¢ i umieralnos$¢ z powodu raka
pluca jest skorelowana z wiekiem - najwigksze zagrozenie
W grupie pacjentow w najstarszym wieku obu ptci. Udoku-
mentowano istotny zwiazek przyczynowy wystgpowania
raka phuca z paleniem papierosow [15].

Ze wzgledu na roznice w biologii, przebiegu klinicznym
i sposobie leczenia wyodrgbnia si¢ niedrobnokomorko-
wego (NDRP) oraz drobnokomoérkowego (DRP) raka ptu-
ca. W zwiazku z nowymi sposobami leczenia, zwtaszcza
w terapii celowanej znaczenie kliniczne ma precyzyjne
rozpoznanie podtypu NDRP: raka ptaskonablonkowego
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i gruczotowego [32]. W ostatnich latach pojawita si¢ nowa
siodma edycja klasyfikacji TMN oceny zaawansowania
raka ptuca [56]. W raku ptuca nadal duzym problemem
pozostaje zbyt pozne rozpoznanie. W wigkszosci przypad-
kéw nowotwor pluca rozpoznaje si¢ w zaawansowanym
stadium. Catkowite wyleczenie osiaga si¢ ogotem u okoto
15% chorych. Prawie 70% chorych nie kwalifikuje si¢ do
leczenia operacyjnego w chwili rozpoznania. To rowniez
sprawia, ze w duzym odsetku chorych guz niedostgpny jest
do pelnej diagnostyki histopatologicznej, ale takze utrudnia
znacznie badania poznawcze. Rozpoznawanie raka ptuca
opiera si¢ na badaniu wycinka tkankowego lub materiatu
cytologicznego pobranego z guza podczas badania en-
doskopowego-bronchofiberoskopii. W pewnym odsetku
przypadkow guzy potozone sa obwodowo i pozostaja poza
zasiggiem bronchoskopu.

W badaniach poznawczych dotyczacych patomechanizmu
nowotworzenia, ekspansji nowotworu oraz odpowiedzi go-
spodarza na jego rozw0j wykorzystuje si¢ material opera-
cyjny, drobne wycinki lub krew obwodowa. W pierwszym
przypadku dane dotyczace zmian w obrgbie nacieku wo-
kot guza usunigtego operacyjnie ograniczaja zakres wiedzy
do mato zaawansowanych stadiow operacyjnego raka nie-
drobnokomorkowego. Badania prowadzone z wykorzysta-
niem krwi obwodowej nie pozwalaja na wykazanie zmian
miejscowych, krew stuzy jako material do oceny zmian
ogolnoustrojowych. Tymczasem wiadomo, ze Ssrodowisko
ptuc wykazuje pewna odrebnos¢ pod wzgledem charakteru
odpowiedzi immunologicznej zarowno u 0sob zdrowych
jak 1u 0sob z chorobami ptuc. Badaniem, ktore umozliwia
uzyskanie bogatego materialu komorkowego i substancji
pozakomodrkowych ze znacznego obszaru obwodowych
drog oddechowych jest ptukanie oskrzelowo-pgcherzyko-
we (BAL) [6].

BAL — metoda oceny stanu
immunologicznego pluc

Ptyn z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego (BALF) po-
bierany jest w czasie badania bronchofiberoskopowego.
Plukanie oskrzelowo-pgcherzykowe (BAL) jest to bada-
nie umozliwiajace pozyskanie materialu komorkowego
1 niekomoérkowego z przestrzeni oskrzelowo-pgcherzy-

kowej (z powierzchni nabtonka obwodowego drog od-
dechowych) [45]. BAL jest to metoda stosunkowo mato
inwazyjna, opracowano standardy wykonania i oceny
uzyskanego materiatu [6]. W praktyce badanie polega na
wprowadzeniu w porcjach okoto 100-250 ml ptynu (soli
fizjologicznej) ogrzanego do temperatury 37°C i odessa-
niu go, przy czym zwykle odzyskuje si¢ ok. 50-70% pier-
wotnej objgtosci. W wyniku ,,przeptukania” powierzchni
pecherzykow ptucnych solg fizjologiczng otrzymuje sig
kilka milionow komorek o zywotnosci ponad 90%. Sktad
komorkowy od osob zdrowych niepalacych jest staty
i r6zni si¢ od sktadu komorkowego palaczy papierosow
[6,26] (tabela 1).

Poza klasycznym badaniem cytologicznym bardzo cen-
na metoda badania BALF jest cytometria przeptywowa.
BALF zawiera duza liczbg zywych komorek, ktore stano-
wia naturalna zawiesing, przez co moze by¢ wykorzysty-
wany do oceny fenotypu komorek czy cytokin wewnatrz-
komorkowych. Problemem moze by¢ domieszka $luzu,
pytow lub ewentualnie krwi przy ocenie ptynu z wyko-
rzystaniem technik cytometrii przeptywowej. Wykazano
jednak, ze po wyeliminowaniu tego problemu, mozliwe
jest uzyskanie spdjnych i wiarygodnych wynikow, kore-
lujacych z ocena fenotypu komodrek metoda immunocy-
tochemiczna [49].

Aby wyniki badania materiatu z BAL byty wiarygodne

i spdjne konieczne jest opracowanie materiatu uzyskane-

go z BAL, wedlug ogdlnie przyjetych zasad [6]. Probki

powinny spetnia¢ nast¢pujace kryteria:

* nie moga zawiera¢ widocznych domieszek $§luzu ani py-
16w, ktore moga prowadzi¢ do autofluorescenc;i;

* nie moga réwniez zawiera¢ wyraznej domieszki krwi;

¢ odzysk ptynu musi wynosi¢ co najmniej 30%.

Podstawowym zastosowaniem praktycznym badania pty-
nu z BAL jest diagnostyka chordb rozsianych ptuc, w tym
infekc;ji, chorob srodmiazszowych czy zawodowych. Wia-
$ciwos$ci materiatu pozyskanego podczas tego mato inwa-
zyjnego badania warunkuja bardzo szerokie zastosowanie
BAL jako metody poznawczej. Sktad komorkowy i cyto-
kinowy ptynu z BAL odzwierciedla bowiem rzeczywisty
stan uktadu immunologicznego i jego homeostaz¢ w zdro-

Tabela 1. Poréwnanie sktadu komérkowego ptynu z BAL od 0s6b zdrowych niepalacych i oséb palacych tytor [6,26]

Osoby NIEPALACE Osoby PALACE
Catkowita liczba komdrek [x 106] 10 20
Makrofagi (%) >80 >90
Limfocyty (%) <15 <10
Granulocyty obojetnochfonne (%) <3 <3
Granulocyty kwasochtonne (%) <05 <05
Stosunek odsetka limfocytéw (D4+/CD8+ 15-2,5 0,5-1,5
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Za wyborem ptynu z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego jako materiatu do badania

w diagnostyce choréb pluc przemawia:

Vv

uzyskanie bogatego materiatu komoérkowego z obwodowych drég oddechowych

N
uzyskanie substancji pozakomérkowych z obwodowych drég oddechowych

vV

poznanie zmian w do$¢ znacznym obszarze ptuc

vV

zbadanie zmian toczacych sie w Srodowisku rozwoju raka ptuca

vV

uzyskanie spdjnych wynikéw i wdrozenie tej metody do oceny, przed podjeciem terapii

%

pomoc w dalszym prowadzeniu badan nad znaczeniem modulacji odpowiedzi immunologicznej

Ryc. 1. Korzysci ptynace z wykorzystania tego materiatu do badania u chorych z rakiem ptuca

wiu oraz podstawowe mechanizmy naruszenia tego stanu

w procesach chorobowych. Jako naturalna zawiesina ko-

morkowa ptyn z BAL kwalifikuje si¢ do badania z zasto-

sowaniem nowoczesnych technik [3,6]. W oparciu o dane

literaturowe i doswiadczenie wlasne autoroOw, znaczenie

badania BAL w przypadku rozrostow nowotworowych

mozna uja¢ w dwoch aspektach:

1) badanie diagnostyczne guzéw rozsianych i zlokalizo-
wanych obwodowo,

2) badanie stanu miejscowego uktadu immunologicznego
$rodowiska rozwoju nowotworu.

Badanie BALF pozwala na oceng zmian w znacznym ob-
szarze pluc, stanowigcym miejsce rozwoju nowotworu,
u chorych w réznych stadiach zaawansowania guza, takze
nieoperacyjnych. Korzysci wynikajace z wykorzystania
tego materialu do badania u chorych na raka phuca zo-
staly podsumowane na rycinie 1. Jednym z praktycznych
zastosowan BAL moze by¢ zbadanie stanu uktadu odpor-
nosciowego przed wdrozeniem chemioterapii w tym tatwo
dostgpnym materiale, co moze poprawi¢ odpowiedni dobor
srodkow leczniczych i wpisuje si¢ w aktualne zalecenia
terapii personalizowane;j.

BAL- znaczenie w diagnostyce raka pluca

Pierwsze badania z wykorzystaniem ptynu z BAL u cho-
rych na raka ptuca przeprowadzone byty w malych
grupach badanych. Jednak juz w tych badaniach pré-
bowano wyjasnié znaczenie zastosowania tej metody
w diagnostyce guzéw ptuc [39] i postawiono teze, ze

ocena sktadnikéw komérkowych i humoralnych w BALF
moze dostarczyé nowych informacji na temat mecha-
nizméw chorobotwérczych zachodzgcych w raku ptuca
[47]. Oceniano miedzy innymi stezenia markeréw no-
wotworowych, takich jak antygen karcinoembrionalny
(CEA), co jednak nie znalazto zastosowania praktyczne-
go [9]. Badania te wykazaly ze ptukanie oskrzelowo-pe-
cherzykowe i ocena ptynu jest uzytecznym narzedziem
w diagnostyce naciekéw w ptucach. Skuteczno$¢ diagno-
styczna BAL okazata sie poréwnywalna z przezoskrzelo-
wa biopsja aspiracyjna cienkoigtows, a metoda cennym
narzedziem diagnostycznym w rozpoznawaniu obwo-
dowych pierwotnych nowotwordéw ptuc [11,34,42,44].
Publikacje te powstaly w latach 80-90 ubiegtego wieku
i mimo ze plyn z BAL stanowi bardzo cenny materiat,
brakuje aktualnych opracowan dotyczacych uzyteczno-
$ci jego badania w diagnostyce raka ptuca.

Badanie cytologiczne BAL znajduje zastosowanie w dia-
gnostyce roznicowej zmian w plucach o charakterze roz-
sianym. Taka posta¢ morfologiczna moga mie¢ rozrosty
limfoproliferacyjne, ktére wymagaja réznicowania z infek-
cjami i chorobami §rodmiazszowymi. Mozliwa jest zarow-
no identyfikacja komorek chtoniaka w badaniu cytologicz-
nym popartym badaniem immunocytochemicznym [7,43],
jak 1 ocena fenotypu komorek limfoidalnych w cytometrii
przeptywowej. W przypadku ptynu ze znaczna przewaga
limfocytéw rozpoznanie fenotypu limfocytow B (CD19
lub CD20+) moze wskazywa¢ na rozrost limfoproliferacyj-
ny (limfocyty B stanowia nieliczna populacj¢ w warunkach
zdrowia) i ukierunkowac dalsza diagnostyke. Mozliwosé
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rozpoznania procesu rozrostowego w BAL i réznicowa-
nie z czynnikami infekcyjnymi uzasadnia wykorzystanie
badania w transplantologii [36,43].

Rak gruczotowy jest tym typem histologicznym pierwotne-
go raka ptuca, ktory moze by¢ rozpoznawany z najwigksza
czutoscig z wykorzystaniem ptukania oskrzelowo-peche-
rzykowego [43]. W poprzedniej klasyfikacji histologicz-
nej znajdowat sig typ oskrzelikowo-pgcherzykowy, kto-
ry objawiat si¢ drobnoguzkowymi zmianami rozsianymi.
Typ ten zostal wykres§lony z obecnej klasyfikacji raka gru-
czotowego [32]. Biorac pod uwage charakter rozrostow
gruczotowych wymienionych w nowej klasyfikacji wy-
daje si¢, ze BAL moze znajdowac¢ najwigksze znaczenie
w diagnostyce w typie z tapetowaniem przegrod lub zmian
o charakterze przednowotworowego rozrostu gruczotowe-
go. W zwiazku z potencjalng mozliwo$cia rozpoznania
procesu nowotworowego zaleca si¢ kazdorazowe wyko-
nywanie preparatow utrwalonych w alkoholu i barwio-
nych hematoksyling-eozyna, jak w badaniach histopato-
logicznych oraz konsultowanie preparatow z obecnoscia
komorek atypowych przez patomorfologa [6]. Niekiedy
zmiany odczynowe komorek nabtonka pecherzykowego
(AEC 1), jak rowniez nietypowe obrazy komorek uktadu
immunologicznego, takie jak makrofagi, moga stwarzac¢
trudnosci diagnostyczne i budzi¢ podejrzenie procesu zto-
$liwego [19].

ZABURZENIA MECHANIZMOW IMMUNOLOGICZNYCH W RAKU PLUCA

W $rodowisku toczacego si¢ nowotworu dochodzi do
znacznych zmian i zaburzen immunologicznych. Kli-
niczne ujawnienie si¢ nowotworu litego, jakim jest rak
ptuca wiaze si¢ z wymknigciem spod nadzoru immuno-
logicznego, w ktorym udzial biora liczne mechanizmy,
przedstawione schematycznie na rycinie 2. Gtoéwnymi
komoérkami zdolnymi do efektu cytotoksycznego, ktory
jest hamowany w przebiegu nowotworu, sg limfocyty
T cytotoksyczne (Tc, CD8+), ktore ,,rozpoznaja” obca
tkanke guza m.in. za pomoca komoérek prezentujacych
antygen (APC-antigen presenting cells) [52]. Do pelnej
aktywacji limfocytow cytotoksycznych niezbgdne jest
przekazanie sygnatu kostymulujacego m.in. poprzez cza-
steczki B7 na powierzchni komorki prezentujacej anty-
gen i ich receptoréw (CD28) na powierzchni limfocytu.
Wykazano, ze jedna z przyczyn uposledzenia rozpozna-
wania komorek nowotworowych sa zaburzenia lub brak
czasteczek kostymulujacych na komodrkach guza oraz
na komorkach prezentujacych antygen w srodowisku
nowotworu. Czasteczki B7 moga rowniez przekazywac
sygnat supresyjny przez oddziatywanie z czasteczkami
CTLA-4, ktére hamuja przekaz sygnatu przez receptor
TCR limfocytéw T [1, 20]. Badania innych autoréw wy-
kazuja, ze wraz ze wzrostem liczby komorek T-regula-
torowych wzrasta ekspresja czynnika CTLA4, i ma to
réwniez zwiazek z zaawansowaniem choroby i gorszym
rokowaniem [22]. Dlatego istotne wydaje sig - podczas
analizowania zaburzen mechanizméw immunologicznych
- uwzglednienie ekspresji czasteczek CTLA-4 na komor-
kach limfoidalnych w $rodowisku raka ptuca. Wykazano

rowniez, ze antygeny krazace, ktore zostaly uwolnione
z komorki nowotworowej lub tez fragmenty komorki no-
wotworowej moga dziata¢ jak czynniki blokujace i po-
wodowac blokowanie limfocytow efektorowych. Innym
mechanizmem powodujacym ,,wymknigcie” si¢ komorki
nowotworowej spod nadzoru uktadu immunologicznego
jest maskowanie antygenow na powierzchni komorki
nowotworowej przez przeciwciata, co blokuj¢ dostep
wia$ciwych komorek efektorowych. Ponadto komorki
nowotworowe maja bardzo czgsto obnizona ekspresje
lub brak czasteczek MHC, a antygeny nowotworowe sa
heterogenne [1].

Komorki nowotworowe niszczone sa m.in. w procesie
apoptozy. Jednym z najbardziej aktywnych uktadow w me-
chanizmie apoptozy jest uktad Fas/FasL (ligand). Apopto-
zie ulegaja komorki, ktére maja na powierzchni receptor
Fas, po potaczeniu z FasL [30]. Obrona nowotworu przed
niszczeniem jest znaczacy ubytek Fas na powierzchni ko-
morek raka, a takze wplyw na ubytek limfocytéw cyto-
toksycznych w jego otoczeniu. Zaobserwowano wzrost
ekspresji liganda dla biatka Fas na komérce nowotworo-
wej, co doprowadza do niszczenia limfocytow cytotok-
sycznych naciekajacych guz [33]. Dodatkowo obserwuje
si¢ zwigkszong ekspresj¢ receptora Fas na limfocytach
w Srodowisku raka.

Komorki nowotworowe zdolne sa do wydzielania substan-
cji dziatajacych hamujaco na uktad odpornosciowy. Jed-
nym z najlepiej poznanych czynnikéw o takim dziataniu
jest identyfikowany w zwigkszonych st¢zeniach w guzach
i w hodowlach komorek nowotworowych, transformujacy
czynnik wzrostu TGF-$3 [4,23]. Podobne dzialanie przypi-
suje si¢ IL-10, IL-2 oraz 2,3-dioksygenazg indoloaminy,
indukujacej ekspresj¢ CTLA-4.

Najnowsze wyniki badan nad odpowiedzig immunolo-
giczng w nowotworach wskazuja na udziat w tym proce-
sie komoérek regulatorowych. Stwierdzono, ze limfocyty
T-regulatorowe (Treg) sa zdolne do hamowania aktywnos$ci
limfocytow T (CD4+, CD8+), komoérek dendrytycznych
oraz komoérek NK (natural killers). Odgrywaja istotna rolg
w mechanizmach nadzoru i tolerancji immunologiczne;j.
Komorki Treg stanowia nieliczng grupg limfocytow CD4+,
a identyfikowane sa m.in. poprzez ekspresj¢ na ich po-
wierzchni odpowiednich antygenow [46]. Do petnej funk-
cji limfocyty Treg potrzebuja czynnika transkrypcyjne-
go Foxp3. Dotychczasowe badania wykazalty zwigkszone
stezenie tego biatka w nowotworach, niezaleznie od typu
guza [27]. Ponadto stwierdzono, ze Foxp3+ Treg sa ztym
czynnikiem rokowniczym [41].

Wielu badaczy podkresla istotna rolg, jaka pelni w funkcji
komorek Treg czasteczka kostymulujaca CTLA4, ktorej
dziataniem jest negatywna regulacja odpowiedzi immu-
nologicznej [2,38]. Pojawity sig rowniez publikacje na te-
mat regulacji odpowiedzi immunologicznej w raku ptuca
[54,55]. Potwierdzono zwigkszenie odsetka komorek T-
-regulatorowych. Opisane dotychczas badania dotyczyty
jednak glownie zmian we krwi obwodowe;j.
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Ryc. 2. Ucieczka komérki nowotworowej spod nadzoru uktadu immunologicznego

Przvpatno$¢ BAL w OCENIE STANU IMMUNOLOGICZNEGO PLUC
U CHORYCH NA RAKA PLUCA

Wymienione wyzej zaburzenia w odporno$ci przeciwno-
wotworowej znajduja odzwierciedlenie w sktadzie komor-
kowym i cytokinowym ptynu z BAL. U chorych na raka
pluca znamiennie zwigksza si¢ liczba komorek w BAL,
przy czym za zwigkszenie cytozy odpowiadaja gtownie
makrofagi. Ich liczba jest wigksza, ale wykazano uposle-
dzona funkcje tych komorek [10,25].

Badania wiasne dotyczace oceny subpopulacji limfocytow
w BALF u chorych na raka pluca potwierdzity udziat limfocy-
tow w obronie przeciwnowotworowej i réznice w pordwna-
niu z osobami zdrowymi. Zaobserwowano zwigkszony odse-
tek limfocytéw T oraz zmniejszony limfocytow B i komorek
NK w BALF od chorych. Dodatkowo stosunek limfocytow T
CD4+/CD8+ byt znaczaco nizszy w BALF w poréwnaniu do
0s6b zdrowych. Potwierdzono, ze zachodza istotne zmiany
w lokalnej odpowiedzi uktadu odpornosciowego w przebiegu
rozwoju nowotworu ptuca. Wszystkie badane osoby byly pa-
laczami [17]. W badaniu zaburzen immunologicznych w raku
ptuca udowodniono szkodliwy wptyw palenia papierosow na
zmiany immunologiczne [16,24]. Okazalo sig, ze zachodza
istotne réznice w fenotypie limfocytow w BALF migdzy
chorymi na raka pluca i osobami zdrowymi, jak i mi¢dzy
palaczami i osobami niepalacymi. Catkowita liczba komorek

w BALF u palaczy tytoniu byta istotnie zwigkszona. Zaobser-
wowano niski odsetek komorek T-pomocniczych (Th) oraz
zwigkszony - komorek T-supresorowych/cytotoksycznych
(Ts/c) w BALF u palaczy z rakiem ptuca. Stosunki limfo-
cytow Th do Ts/c i Th do T byly znaczaco nizsze w BALF
u zdrowych palaczy w poréwnaniu do niepalacych. Udziat
limfocytow T-aktywowanych byt zmniejszony w grupie cho-
rych palaczy na raka ptuca w poréwnaniu do 0s6b zdrowych
palacych. Wyniki wskazuja na konieczno$¢ doktadnej oceny
historii palenia podczas analizy ptynu z BAL [24] (tabela 2).
Wplyw dymu tytoniowego na zmiany fenotypu limfocytow
w BALF zostat zaobserwowany przez innych badaczy, ktorzy
podkreslaja zwigkszony udziat limfocytow T 1 limfocytow T-
-cytotoksycznych CD8+, zmniejszony stosunek limfocytow
CD4+/CD8+ (Ts/Tc) [8,21,35,53]. Ponadto stwierdzono ha-
mujacy wplyw dymu papierosowego na liczbg oraz funkcjg
komorek NK [48,50].

Analizujac sktad cytokinowy BALF stwierdzono istotne
zwigkszenie st¢zenia TGF-f u chorych na raka ptuca w po-
rownaniu do zdrowych, ktore dodatkowo korelowalo ze
stopniem zaawansowania nowotworu [18].

W niedawnych badaniach, w ktérych wykorzystano ptyn
z BAL do oceny wskaznikow oksydacji i markerow za-
palnych u chorych na raka ptuca zaobserwowano dodatnia
korelacje migdzy stgzeniami przeciwutleniaczy i cytokin
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Tabela 2. Poréwnanie zmian w subpopulagji limfocytéw u oséb palacych i niepalacych, zdrowych i z rakiem ptuca [24]

PALACY NIEPALACY
Rak ptuca Zdrowi Rak ptuca Zdrowi
Catkowita liczba komdrek 193 1109 6.2 2.2
T cells (CD3+) 90.9 90.4 92.0 88.8
T helper cells -Th 35.8 45.6 157.0 160.6
T cytotoxice cells- Tc 18.6 137 3.9 6.7
T supressor/T cytotoxic — Ts/Tc 1435 40.0 28.6 321
NK cells 8.6 9.1 48 10.1
Tabela 3. Przykfady przeciwciat stuzacych do oceny fenotypu subpopulacji w ptynie z BAL
Podtypy limfocytw, receptor Przeciwciato
T 3
T pomocnicze (Th) (D4
T cytotoksyczne (Tc) (D8
B 19
NK (D3/(D16/CD56
T aktywowane HLA-DR/CD3
T regulatorowe (D4/CD25/Foxp3/CD127-
Receptor Fas D95

prozapalnych w §rodowisku lokalnym, czego nie zaob-
serwowano w badaniu probki surowicy krwi obwodowej
[29]. W naj$wiezszych badaniach ponownie wykazano,
ze ptukanie oskrzelowo-pgcherzykowe poprawia doktad-
no$¢ diagnostyczna u pacjentow z rozsianymi chorobami
ptuc. W badaniu uwzgledniono nieliczng grupg chorych
na raka ptuca. Udowodniono przydatno$¢ oceny fenotypu
limfocytow w diagnostyce réznicowej [5]. Inne badanie
ukierunkowane zostato na zastosowanie nowej techniki
- proteomiki w poszukiwaniu biatkowych biomarkeréw
[40]. Jak wykazano w wielu badaniach w rozwoju nowo-
tworow zlosliwych gltowna role odgrywaja komorki ma-
cierzyste raka [28,37].

Dzigki poznaniu fenotypu tych komorek ich identyfikacja
w BALF jest mozliwa i z pewnoS$cia znajdzie zastosowa-
nie praktyczne [wyniki wlasne, w druku]. Przedstawione
wyniki badan zachgcaja do kontynuowania i rozwinigcia
zagadnienia dotyczacego przydatnosci ptynu z BAL do
oceny stanu immunologicznego u chorych z rakiem ptuca.

PobsumowaNIE

Wykonujac badanie BAL zgodnie z przyjgtymi zasadami
1 rozszerzajac je o technikg cytometrii przeptywowej, ktora
jest coraz bardziej dost¢pna i uznana jako metoda diagno-

styczna, mozna uzyskaé obraz stanu uktadu odpornoscio-
wego w srodowisku pluc chorych we wszystkich stadiach
zaawansowania raka phuca. Badanie bronchofiberoskopowe
wykonywane jest prawie w kazdym przypadku przed podjg-
ciem leczenia, a rozszerzenie procedury o ptukanie i wiacze-
nie oceny BALF w toku rutynowej diagnostyki guza phica
jest mozliwe. Zastosowanie klasycznego, powszechnie do-
stepnego panelu przeciwciat identyfikujacych subpopulacje
limfocytow, jak przedstawiono w tabeli 3, pozwala na dos¢
doktadna oceng stanu Srodowiska ptuc przed podjgciem le-
czenia. W analizie wynikoéw badania ptynu z BAL nalezy bra¢
pod uwagg wplyw palenia papierosow, ktory w powaznym
stopniu zaburza rownowage immunologiczna ptuc. Niemniej
i w tym zakresie obserwuje si¢ zmiany, bowiem wzrasta licz-
ba chorych na raka ptuca, ktorzy nigdy nie palili papierosow.

Nieocenione jest znaczenie poznawcze badania ptynu
z BAL, ktore pozwala na szczegétowa oceng licznych me-
chanizméw ucieczki komorki nowotworowej spod nadzoru
uktadu immunologicznego. Wyniki kolejnych badan do-
kumentuja mozliwosci rozpoznania nowych szlakow ko-
morkowych i cytokinowych bioracych udziat w procesie
patologicznym oraz czynnikdw o znaczeniu regulatoro-
wym. Wykorzystanie tej metody u chorych na raka ptuca
moze wplynaé na ugruntowanie jej znaczenia w ocenie
biologii tego groznego nowotworu.
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