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Markery wioknienia i zapalenia w kondensacie powietrza
wydychanego (EBC) oraz w plynie z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego (BALF) u chorych

na sarkoidoze ptuc — hadanie pilotazowe

Markers of fibrosis and inflammation in exhaled breath condensate (EBC)
and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of patients with pulmonary sarcoidosis
— a pilot study

Abstract
Introduction: Sarcoidosis is a disease of unknown etiology. Little is known of predictive factors of fibrosis. It was suggested
that PAI-1, uPA, TGF-31, VEGF, IL-8, TNF-« influence this process.
Aims: To assess airway inflammatory and fibrosis markers in EBC in sarcoidosis and the effect of fiberoptic bronchoscopy
(FOB), bronchoalveolar lavage fluid (BALF), transbronchial lung biopsy (TBLB) and bronchial mucosa membrane biopsy on
their production in the airways.
Material and methods: The study group consisted of 11 patients (5 women, 6 men; mean age 40 = 9 yrs, mean + SD) with
sarcoidosis stage I-lll. PAI-1 (ng/ml), uPA (ng/ml), TGF-31 (pg/ml), VEGF (pg/ml), IL-8 (pg/ml), TNF-c: (pg/ml) levels were
measured in BALF and EBC collected before and 48 hours after FOB.
Results: No significant changes in EBC levels of VEGF, PAI-1, TGF-31, TNF-« (respectively: 8.02 + 4.97 pg/ml; 1.1 = 1.2 ng/ml;
2909.7 = 206.6 pg/ml; 10.7 = 19.9 pg/ml) after FOB were observed when compared to baseline. In contrast, IL-8
concentration in EBC (pg/ml) decreased after FOB (0.073 + 0.13 v. 0.061 = 0.1, p = 0.006) and was significantly lower
than in BALF (BALF 0.95 + 0.62, p < 0.05). Also, mean level of VEGF was higher in BALF than in EBC both pre- and post-
FOB (BALF 66.38 + 36.95, EBC pre-FOB 6.75 =+ 3.67 and EBC post-FOB 8.02 = 4.97). Significant relationship between TNF-«
in post-FOB EBC and BALF was also shown (8 = 0.63, p = 0.04).
Conclusions: FOB does not significantly affect levels of airway inflammation and fibrosis markers present in EBC before and
after FOB; they were also comparable to the concentrations marked by BALF. The lack of correlation between markers levels
in EBC and BALF indicates that these methods are not equivalent. Due to repeatibility, and less invasive, simple method of
EBC test it seems reasonable to continue the research on the larger number of patients.
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Streszczenie

Wstep: Sarkoidoza to choroba o nieznanej etiologii. Nieznane sa takze czynniki rokownicze widknienia. Uwaza sig, ze PAI-1,
uPA, TGF-81, VEGF, IL-8, TNF-« moga mie¢ zwiazek z tym procesem.

Cel: Gtéwnym celem badania byto okreslenie, czy markery wiéknienia i zapalenia moga by¢ oznaczane w EBC pozyskiwanym
od pacjentdw z sarkoidozg oraz czy na stezenia tych markeréw wptywajg procedury diagnostyczne, takie jak: bronchofiberosko-
pia (FOB), ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe (BAL), biopsja przezoskrzelowa ptuc (TBLB) czy biopsja $luzéwki oskrzeli.
Materiat i metody: Do badania zakwalifikowano 11 pacjentéw (5 kobiet oraz 6 mezczyzn), w Srednim wieku 40 = 9 lat,
$rednia += SD) z sarkoidozg ptuc w stadium I-lll. Pomiaréw PAI-1, uPA, TGF-31, VEGF, IL-8, TNF-a dokonano w BALF oraz
w EBC pozyskiwanym przed i 48 godzin po FOB.

Whyniki: Nie zaobserwowano istotnych zmian w stezeniach VEGF, PAI-1, TGF-31, TNF-a w EBC po FOB (odpowiednio: 8,02
+ 4,97 pg/ml; 1,1 = 1,2 ng/ml; 2909,7 + 206,6 pg/ml; 10,7 = 19,9 pg/ml). W odréznieniu od tego, stezenie IL-8 w EBC (pg/ml)
byfo nieco nizsze po FOB (0,073 = 0,13 v. 0,061 = 0,1, p = 0,006) i znamiennie nizsze niz w BALF (BALF 0,95 = 0,62,
p < 0,05). Stezenie VEGF takze byto wyzsze w BALF niz w EBC zaréwno przed, jak i po FOB (BALF 66,38 + 36,95, EBC przed
FOB 6,75 = 3,67 i EBC po FOB 8,02 =+ 4,97). Zaobserwowano znaczaca korelacje pomigdzy stezeniem TNF-c w EBC po FOB
orazw BALF (8 = 0,63, p = 0,04).

Whioski: Nie wykazano istotnego wptywu FOB i innych analizowanych procedur diagnostycznych na stezenie markeréw
widknienia i zapalenia oznaczane w EBC przed i po FOB, byly one réwniez poréwnywalne ze stgezeniami oznaczanymi w
BALF. Brak korelacji pomigdzy parametrami analizowanymi w EBC i BALF wskazuje, ze metody te nie moga by¢ uwazane za
réwnowazne, jednak ze wzgledu na powtarzalno$¢, nieinwazyjno$¢ i prostg metodyke wykonania badania EBC wydaje sig
celowym kontynuowanie badan wsrdd wigkszej liczby pacjentéw.

Stowa kluczowe: sarkoidoza, kondensat powietrza wydychanego, bronchofiberoskopia, PAI-1, uPA, TGF-31, VEGF, IL-8, TNF-

Wstep

Sarkoidoza to wielonarzadowa choroba o nie-
znanej etiologii, przebiegajaca z wytworzeniem
charakterystycznych ziarniniakéw zapalnych
z limfocytéw, komérek nabtonkowatych i olbrzy-
mich. NajczeSciej zajete w jej przebiegu sa ptuca
i/lub wezly chlonne $rédpiersia i wnek [1].

W okoto 75% przypadkéw choroba ulega sa-
moograniczeniu i spontanicznej lub indukowanej
lekami regresji, w pozostatych przypadkach prze-
chodzi w forme przewlekla. Niekorzystny przebieg
choroby w postaci postepujacego widknienia ptuc
prowadzacego do niewydolnosci oddychania
i znacznego pogorszenia jako$ci zycia pacjentéow
obserwuje sie u okoto 5-10%.

Nieznane sa niestety czynniki rokownicze ta-
kiego procesu. Ostatnie, wieloosrodkowe badania
nad patomechanizmem wiéknienia wskazujg na
istotng role w tym procesie niektérych cytokin
i czynnikéw wzrostu, jak: transformujacy czynnik
wzrostu 1 (TGF-41, transforming growth factor 1),
naczyniowo-§r6dbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF, vascular endothelial growth factor), inter-
leukina 8 (IL-8, interleukin 8), czynnik martwicy
nowotworéw ¢ (TNF-a, tumor necrosis factor «),
a takze czynnikéw ukladu krzepniecia (fibrynoli-
tycznych i antyfibrynolitycznych): inhibitor akty-
watora plazminogenu typu 1 (PAI-1, plasminogen
activator inhibitor-1) i aktywator plazminogenu
typu urokinazy (uPA, urokinase-plasminogen ac-
tivator) [2-4].
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Do oceny zaawansowania i monitorowania
przebiegu sarkoidozy, précz badania klinicznego,
wykorzystuje sie metody radiologiczne (przeglado-
we badanie radiologiczne klatki piersiowej [RTG],
tomografie komputerowa wysokiej rozdzielczosci
[HRCT, high resolution computed tomographyl),
badania czynnos$ciowe (spirometria, mechanika
oddychania, 6-minutowy test chodu [6 MWT,
6 minute walk test]) oraz ocene profilu immunolo-
gicznego komoérek uzyskanych z ptynu z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego (BALF, bronchoalve-
olar lavage fluid) podczas bronchofiberoskopii
(FOB, fiberoptic bronchoscopy) [5].

Gl6wnym celem pracy bylo okreslenie, czy
mozliwe jest oznaczenie wybranych potencjalnych
markerow zapalenia i wi6knienia w materiale po-
branym za pomoca metody nieinwazyjnej —
w kondensacie powietrza wydychanego (EBC, exha-
led breath condensate). Oceniono réwniez, w jakim
stopniu inwazyjne procedury diagnostyczne wy-
konywane w drogach oddechowych — bronchofi-
beroskopia, BALF, instrumentacje zwigzane z po-
bieraniem materiatu diagnostycznego, to jest biop-
sja przezoskrzelowa ptuc (TBLB, transbronchial
lung biopsy), biopsja sluzéwki oskrzeli — wplywaja
na stezenie tych markeré6w w EBC.

Materiat i metody
Do badania zakwalifikowano chorych na sar-

koidoze pluc — mezczyzn i kobiety w r6znym stop-
niu zaawansowania choroby, hospitalizowanych
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w II Klinice Choréb Pluc Instytutu Gruzlicy i Cho-
r6b Pluc w Warszawie. Kryteriami wlaczenia do ba-
dania byly potwierdzenie sarkoidozy na podstawie
badania histopatologicznego oraz brak leczenia far-
makologicznego choroby (glikokortykosteroidy, leki
immunosupresyjne) czy przyjmowania niesteroido-
wych lekéw przeciwzapalnych w ciagu ostatnich
3 miesiecy. Zaden z wlaczonych do badania chorych
nie palit papieroséw aktualnie ani w wywiadzie.

U wszystkich badanych sarkoidoze potwier-
dzono na podstawie badania histopatologicznego
materialu pobranego z: biopsji §luzéwki oskrzeli
(1 osoba), biopsji przezoskrzelowej ptuca (7 oséb),
wezléw chlonnych érédpiersia pobranych w trak-
cie mediastinoskopii (3 osoby).

Kondensat powietrza wydychanego pobierano
w trakcie 10-15 minut spokojnego oddychania przy
uzyciu aparatu EcoScreen (Jaeger, Germany), we-
dtug standardowego protokotu z uzyciem klipsa
nosowego [6]. Otrzymany material transportowa-
no do laboratorium analitycznego w szczelnie zam-
knietych, schtodzonych pojemnikach, a nastepnie
przechowywano w temperaturze —70°C do czasu
wykonania oznaczen.

Zgodnie z protokotem badania, EBC byl groma-
dzony w godzinach rannych w dniu wykonania oraz
48 godzin po bronchofiberoskopii. Plukanie oskrze-
lowo-pecherzykowe wykonywano rutynowo w ra-
mach diagnostyki szpitalnej lub z powod6w leczni-
czych przed wykonaniem innych procedur diagno-
stycznych. Ptyn z ptukania oskrzelowo-pecherzyko-
wego transportowano do laboratorium w temperatu-
rze +4°C w szczelnie zamknietych pojemnikach.
Otrzymany materiat filtrowano przez gaze mlyriska,
a nastepnie wirowano (+4°C, 400 g, 10 min). Nad-
sacz zamrazano w —70°C do dalszych oznaczen.

Pomiary stezen PAI-1, uPA, TGF-1, VEGF, IL-8,
TNF-a w BALF oraz w EBC wykonano metodg immu-
noenzymatycznag ELISA, stosujac gotowe zestawy
(American Diagnostica, USA: PAI-1i uPA, BIOSOUR-
CE, USA: TGF-41, VEGF, IL-8, TNF-«). Pomiaru gesto-
$ci optycznej dokonywano przy uzyciu spektrofotome-
tru Infinite M200 (Tecan, Australia). Stezenie badanych
markeréw wyrazone bylo w pg/ml (PAI-1, uPA) oraz
ng/ml (TGF-81, VEGF, IL-8, TNF-a:).

Wszyscy pacjenci wyrazili pisemna zgode na
udzial w badaniu, ktére zostato zaakceptowane
przez lokalng Komisje Bioetyczna.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych danych prze-
prowadzono na podstawie programu Statistica,
wersja 6.0. Do poréwnania zmian PAI-1, uPA, TGF-
A1, VEGF, IL-8, TNF-a w BALF i EBC wykorzysta-
no nieparametryczne testy dla zmiennych powig-

zanych (test kolejnosci par Wilcoxona) i niepowig-
zanych (test U Manna-Whitneya). Za znamienna
przyjeto wartos¢ p < 0,05.

Wyniki

Do badania zakwalifikowano 11 chorych na
sarkoidoze ptuc: 5 kobiet (45,45%) oraz 6 mezczyzn
(54,54%). Srednia wieku badanych pacjentéw
wynosita 40 = 9 lat, za$ Sredni czas trwania cho-
roby 37 + 6 miesiecy. Srednie stezenie enzymu
konwerujacego angiotensyne (ACE, angiotensin-co-
nverting enzyme) w surowicy w badanej grupie wy-
nosilo 84,5 = 49,1 jm./ml, stosunek limfocytéw
CD4/CD8 w BALF — 3,34 = 1,89.

Na podstawie przegladowego badania RTG klat-
ki piersiowej zakwalifikowano badane osoby do po-
szczegblnych stadiéw choroby: stadium I (1 pacjent),
stadium II (9 pacjentéw), stadium III (1 pacjent).

W tabeli 1 przedstawiono uzyskane wyniki po-
miar6w wskaznikéw zapalenia i wiéknienia w EBC
przed i po FOB z BALF oraz w BALF, w tabeli 2 uzy-
skane korelacje statystyczne, za$ na rycinach 1-5
graficznie wyniki dla poszczegélnych markeréw.

W EBC przed i po FOB stezenie uPA byl nie-
oznaczalny. Srednie stezenie uPA w BALF wyno-
sito 0,23 = 0,1 ng/ml, mediana 0,209 (0,148-0,354).
Stezenie IL-8 w EBC przed FOB bylo wyzsze niz
po FOB (0,073 + 0,13 oraz 0,061 = 0,1, p = 0,006)
i znamiennie wyzsze w BALF niz w EBC (BALF
0,95 = 0,62, p < 0,05) (ryc. 4). Stezenie VEGF bylo
znamiennie nizsze w EBC niz w BALF (przed FOB
6,75 = 3,67, po FOB 8,02 + 4,97 wobec BALF 66,38 =
+ 36,95, p < 0,05) (ryc. 5).

Wykazano korelacje pomiedzy stezeniem
TNF-a w EBC po bronchofiberoskopii oraz mierzo-
nym w BALF (R = 0,832, p = 0,004) (ryc. 6). Nie
zaobserwowano korelacji pomiedzy innymi bada-
nymi markerami w BALF oraz w EBC.

Dyskusja

Wiadomo, ze sama bronchofiberoskopia oraz
procedury diagnostyczne z nig zwigzane moga
przyczyniac sie do powstawania odczynu zapalne-
go w drogach oddechowych. W literaturze opisywa-
ne sa, niezwiazane ze znieczuleniem czy premedy-
kacja, powiklania FOB w postaci uszkodzenia bto-
ny $luzowej drég oddechowych w trakcie pobiera-
nia bioptatu, a takze goraczki — u 1,2% chorych,
u ktérych wykonywano samg FOB, oraz 10-30%,
u ktérych wykonywano FOB i BALF [7, 8].

W niniejszym badaniu FOB i wykonywane
w jej trakcie procedury diagnostyczne (BALF, biop-
sja przezoskrzelowa ptuc [TBLB, transbronchial lung
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Tabela 1. Wptyw inwazyjnych procedur diagnestycznych na stezenie wybranych markeréw stanu zapalnego w EBC oraz BALF

Table 1. The influence of invasive diagnostic procedures on inflammatory and fibrosis markers concentration in EBC and BALF

Zmienna EBC przed FOB EBC po FOB BALF
Variable EBC hefore FOB EBC after FOB BALF
IL8 [pg/ml] Srednia 0,073 = 0,13 0,061 = 0,1 0,95 + 0,62*
Mediana 0,03 (0,022-0,05) 0,032 (0,008-0,038) 0,726 (0,577-1,432)
VEGF [pg/ml] Srednia 6,75 = 3,67 8,02 = 4,97 66,38 = 36,95*
Mediana 6,824 (3,643-9,544) 7,654 (4,288-12,772) 57,316 (42,704-97,38)
PAI-1 [ng/ml] Srednia 09+0,6 1.1+12 1,5+37
Mediana 0,857 (0,411-1,259) 0,772 (0,357-1,087) 0 (0-0,788)
TGF-81 [pg/ml] Srednia 2871 = 217,7 2909,7 + 206,6 2820,1 + 282
Mediana 2960,48 (2628,24-3051,68)  2938,72 (2795,04-3016,56) 2875,08 (2608,56—2989,28)
TNF-a [pg/ml] Srednia 3,74 + 5,39 5,07 = 6,45 10,5 = 14,01
Mediana 2,144 (0-6,092) 2,595 (0-10,041) 6,487 (1,918-13,488)
uPA [ng/ml] Srednia Nieoznaczalny Nieoznaczalny 0,23 = 0,1
Mediana Not detected Not detected 0,209 (0,148-0,354)

*p < 0,05 (BALF v. EBC)

Tabela 2. Zaleznosci pomigdzy parametrami analizowanymi w przebadanych materiatach

Table 2. Relationship between parameters analysed in all examined materials

Zmienna EBC przed FOB z BALF EBC po FOB z BALF EBC przed FOB z EBC po FOB

Variable EBC before FOB and BALF EBC after FOB and BALF EBC before FOB and EBC after FOB
R* p R* p R* p

IL-8 [pg/ml] -0,042 0,907 0,321 0,365 0,763 0,006

VEGF [pg/ml] 0,272 0,445 0,018 0,960 0,163 0,630

PAI-1 [ng/ml] 0,007 0,983 0,037 0,918 -0,218 0,519

TGF-41 [pg/ml] 0,406 0,244 0,272 0,445 0,318 0,340

TNF-c [pg/ml] 0,093 0,810 0,832 0,004 0,242 0,529

*Spearman

biopsy] czy biopsja §luzéwki oskrzeli) byly niepo-
wiklane, a przedstawione wstepne wyniki badania
wydaja sie wskazywaé, ze majg one niewielki
wplyw na stezenia badanych w BALF markerdéw.

W dotychczas opublikowanych pracach na-
ukowych badano w kondensacie powietrza wydy-
chanego u pacjentéw z sarkoidoza zawarto$é: IL-
16, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, PDGF-
AA, EGF, eikozanoidéw, leukotrienéw, tlenku
azotu (NO), H,0,, TGF-81, TNF-«, PAI, Ca**, Mg**
[9-12]. Nie znaleziono doniesiefi o prébach oce-
ny uPA w EBC. Jedyna praca analizujaca wplyw
bronchofiberoskopii i procedur diagnostycznych
wykonywanych w jej trakcie na obecno$¢ czastek
aktywnych biologicznie w EBC dotyczy wplywu
FOB na stezenie NO w powietrzu wydychanym.
Podobnie jak w niniejszym badaniu, autorzy nie
obserwowali w niej istotnego wpltywu FOB i wy-
konanych w jej trakcie instrumentacji na steze-
nie NO w EBC [13].

Trudnos$ci w oznaczaniu stezenia uPA w EBC,
ktére odnotowano w niniejszej pracy, moga wy-
nika¢ ze specyfiki pozyskiwania kondensatu. Wia-
domo, ze do frakcji gazowej — powietrza wydy-
chanego przedostaja sie jedynie czasteczki o ma-
sie molekularnej nie wiekszej niz 100 kDa [14].
Tymczasem urokinazowy aktywator plazminoge-
nu wystepuje w postaci nieaktywnej, jako prouro-
kinazowy aktywator plazminogenu (pro-uPA)
o masie 120 kDa, lub tez w postaci kompleksow,
miedzy innymi z receptorem bialkowym (uPAR)
czy PAI-1. Masa molekularna monomeru uPA
wynosi okoto 52-55 kDa. Stosunkowo nieduzy
monomer uPA tatwo taczy sie wiec z innymi cza-
steczkami, tworzac kompleksy zbyt duze, aby
dyfundowa¢ do frakcji gazowej [15].

Przeprowadzone przez autorki pilotazowe ba-
danie stezen PAI-1, uPA, TGF-31, VEGF, IL-8,
TNF-¢ w materiatach uzyskanych z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego i kondensowania
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Rycina 1. Stezenie TGF-8 (pg/ml) w przebadanych materiatach
Figure 1. TGF-8 (pg/ml) concentration in all examined materials
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Rycina 2. Stezenie TNF-« (pg/ml) w przebadanych materiatach
Figure 2. TNF- (pg/ml) concentration in all examined materials

powietrza wydychanego nie uzasadnia mozliwosci
zastgpienia analizy aktywnosci czynnikéw witéknie-
nia i zapalenia w BALF ocena tych markeréow
w EBC. Jednakze liczebno$¢ badanej pilotazowo gru-
py pacjentéw (11 os6b) jest zbyt mata, by sformuto-
wacé ostateczne wnioski. Warto natomiast podkre-
sli¢, ze ze wzgledu na potwierdzenie obecnosci
markeréw wildéknienia i zapalenia (poza uPA)
w powietrzu wydychanym oraz powtarzalno$é,
malg inwazyjno$é, prosta metodyke i mniejsze kosz-
ty wykonania badania EBC, kontynuacja badan
w wiekszej grupie chorych jest w pelni uzasadniona.

Rycina 3. Stezenie PAI (ng/ml) w przebadanych materiatach

Figure 3. PAI (ng/ml) concentration in all examined materials
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Rycina 4. Stezenie IL-8 (pg/ml) w przebadanych materiatach;
*p < 0,05 (BALF v. EBC)
Figure 4. Concentration IL-8 (pg/ml) in all examined materials;
*p < 0.05 (BALF v. EBC)

Whioski

1. Mozliwe jest oznaczanie PAI-1, TGF-81,VEGF,
IL-8, TNF-a w kondensacie powietrza wydy-
chanego, uPA za$ nie dyfundowat do frakcji
gazowej.

2. Stezenia markeréw widknienia i zapalenia
oznaczane w EBC przed i po FOB z BALF byly
poréwnywalne.
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Rycina 5. Stezenie VEGF (pg/ml) w przebadanych materiatach;

*p < 0,05 (BALF v. EBC)

Figure 5. VEGF (pg/ml) concentration in all examined materials;

*p < 0.05 (BALF v. EBC)

Nie obserwowano wplywu FOB oraz zwigza-
nych z nig procedur diagnostycznych na ste-
zenia markeréw wiéknienia i zapalenia w ba-
danych materiatach.
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