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Souhrn

V bronchoalveoldrni lavasl 17 pacientd s plienf sarko-
idézou a v lavaZ 18 pacientd s jinyml onemocnénimi
piicniho intersticla byly pomoci monoklonalnich protila-
ek stanoveny subpopulace T-lymfocytd. V lavail u sar-
koiddzy vyrazné dominovaly pomocné-indukujicf lymfo-
cyty (CD4+), zatimco u jingch intersticidlnich plicnich
onemocnéni byla zjijténa pfevaha tlumivych-cytotexic-
k¢ch lymfocytd [CD8+]. Rozdiiné zastoupeni CD4+ a
CD8+ lymlocytl se projevilo zvlaité vyrazné pfi po-
suzovéni pomoci pomdru CD4/CD8, ktery u sarkoid6-
zy tinil 7,2 = 3,5, zatimco u jingch intersticidlnich one-
mocné&ni plic jen 09 X 06. Prezentované vysledky na-
znatujl mo%nostl praktického vyuZitf stanoveni lymfocy-
:4rnich subpopulaci v bronchoalveoldrni lava#l pro dife-
rencidlnl diagnostiku intersticialnich plicnich onemoc-
nént.

Kiftavéd slova: CD4+ a CDB+ lymiccyty, bron-
choalvenlarn lavai, diferencidini diagnostika Intersti-
ciainich onemoenéni plic.

Summary

Fetfek M., Kolek V.. T-lymphocyte Subpopula-
tions in Bronchoalveolar Lavage in Pulmonary Sar-
coidosis and in Other Diseases of the Pulmonary In-
terstitium

In the bronchoalveolar lavage of 17 patients with pul-’

monary sarcoidosis and in the lavage of 18 patients
with other diseases of the pulmonary interstitium the
zuthors assessed by means of monocional anttbodtes,
T-lymphocyte subpopulations. Inthelavage from sarcoi-
dosts: elper-inducer lymphocytes [CD4+) dominated
markedly, while in other interstitial pulmonary di-
seases a predominance of suppressor-cyiotoxie lympho-
cyies (CD&+) was found. The different ratio of CD4+
and CD8+ lymphocyles was manifes:ed particularly
markedly when for evaluation the cD4/CD8 ratio was
used: in sarcoidosis it was 7.2 = 3.5. while in other in-
terstitial jung diseases only 0.9 = 0.8. The presented
results indicate possible practical use of assessment
of iymphocyte subpopulations in bronchoalveolar jav-
age for the differential dlagnosis ol interstitial lung
diseases.

Key words: CD4+ and CD8+ lymphocytes, bron-
choalveolar lavage, differential diagnosis of interstitial
lung diseases. O.
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Uvod

@dM3en! plicnf sarkoid6ézy od ostatnich onemoc-
néni, postihujicich plicnl Intersticium (napf. exo-
genni alergické alveolitidy, pneumokoni6z, plicnf
fibrozy), je Casto problematické (5, 6). V patoge-
nezt t&chto cnemochéni se uplatfinji imunitni me-
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chanismy. Na naruSené imunitni odpovédi vedouci
a¥ ke vzniku granulom? nebo plicn! fibrozy se do-
leZitou mérou podileji makrofdgy a T-lymfocyty (7,
11, 14, 16). U sarkoidézy jsou plicni alveoly infil-

trovény prevaZnd CD 4 + lymiocyty )(2, 3, 8,10,18],

tdajit o fenotypu lymfocytld v plicich pacientd s ji-
nymi intersticidlnimi procesy je méné {4, 8, 12).

Sledovali jsme proto zastoupen{ T-lymfocytd a je-
jich subpopulaci v bronchoalveoldrni lavaZi pa-
cientd s plicni sarkoid4zou a paclentl s jinymi in-
tersticidlnimi plicnimi onemocnénimi. O ziskanych
vygsledcich a o moZnostech jejich vyuZitl v diferen-
cialn! diagnostice intersticidlnich onemocn&nf plic
informuje toto sdé&lenl.

Socubor memocngch
a pouZité metody

VydetFili jsme celkem 35 nemocn§ch, z toho 17 paci-
entd s plicni sarkoidézou a 18 nemocnych s jingmi in-
tersticidlnfml plicnfml onemocndnim!, primé&rny vEk
v obou skupindch byl prakticky stejny [45—50 let).
Diagn6za sarkoid6zy u na3ich pacientl byla soub&in2
nebo pozd#ji potvrzena biopticky, popl. Kvelmovym tes-
tem. Do skupiny linfch intersticidlnich onemocnénf jsme
zatadill exogenni alergickou alveolitidu {5 nemocnych],
difazni fibrotizujfc! alveolitidu [5 pacientfi), 3 nemocne
pneumokonidzou {2krat ashestdza, 1krat svarelska pli-
ce] a také 5 pacientd s jinymi diseminovanymi plicnfmi
procesy (alvecldrni protein6za, aspergiléza, bronchiocal-
veoldrnf karcinom, eozinofiln{ granulom a karcinoma-
toznl lymfangoitida}. Zadn¢ z nemocnych nebyl pked
vy3ettentm lé¢en kortikosteroidy.

Bronchoalveoldrni lavdX

Bronchoalveoldrni lavi¥ (dale BAL) byla provedena.
pomoci fibrobronchoskopu (QOlympus BF 1 T 10, event.
Pentax FB i8 X}. Do subsegmentalniho, popi. segmentéal-
nfho bronchu stfedniho plicnfho laloku nebo linguly by-
lo postupnd instilovano 7 X 20 m] sterilnfho fyziologic-
kého roztoku. Z odebraného vzorku BAL bylo k vyletfe-
nf lymfocytarnich subpopulaci poufito cca 50 m! aspiro-
vané tekutiny. Zbgyvajici &4st lavaZe slouZila k cytolo-
gickému vygetteni (stanoveni celkového podtu bunék
hemocytometrem a diferencidlntho rozpoltu barvenim
podle May-Griinwald-Giemsy].

Izolace bronchoalveoidrnich lymfocytd a stanovent
lymfoeytdrnich subpopulact

Filtracf pres gdzu byly z vy3etfovaného vzorku odstra-
ndny epitelie, hlen a dal3f neZddouc! pfimési. Poté byl
vzorek centrifugovdn ({2000 ot/min po dobu 5 min.) a
buné&&ny sediment byl resuspendovén v 8 ml fosf&tové-
ho fyziologického roztoku (PBS). Dal3i postup se neliil
od izolace mononukiearnich bunék z perifernf krve (1):
2 m] bund¥né suspenze bylo cpatrn® navrstveno na 3 ml
Ficoll—Verografinového hustotniho gradienu [speci-
fickd hmotnost 1077 kg/m3) a zkumavky byly centrifu-
govény 30 minut pfi 3000 ot/min. Prstenec emononukle4r-
nich bun&k viditelny proti svdtlu na rozhranf gradientu
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a ostatn{ tekutiny byl Setrn& aspirovdn Pasteurovou pi-
petou. Ziskané bufiky byly po proprénl v PBS adjusto-
vany na koncentraci p¥iblizn& 1,5.105/ml.

Identifikace lymfocytarnich subpopulaci byla provede-
na nepiimou imunofluorescen&n{ technikou formou mi-
Krometody (13). Na priméarnf monoklonalni protilatky
sérle DKT (Ortho Diagnostics, Raritan, N. ].} byly ve
druhém stupnl navazany praseci-proti-mysi jmunoglobu-
liny konjugované s fluoresceinizothlocyandtem [SwAM-
-FITC, USOL Praha). CD4+ iymfocyty byly u 12 pacien-
tG stanoveny i pfimou imunofluorescenci s monoklondl-
ni protildtkou konjugovanou s Phycoerythrinem [Leu
3a-PE, Becton-Dickinson, Heidelberg). Vyhodnocovéni
bylo provedeno pomoci fluorescentnihe mikroskopu
Leitz-Diavert (Leitz-Wetzlar, SRN) pfi celkovém zvétie-
n{ 315krét, podet hodnocenych bun#k iinil 150—200.

Statisticka vyznamnost rozdild v zastoupeni sledova-
nych lymiocytarnich subpopulaci u rarkoidfzy a u ji-
nych intersticldlnich onemocnéni plic byla hodnocena
pomoci{ Wilcoxonova (Mann-Whitneyova] neparametric-
k&ho testu pro dva nezdvislé vybéry.

V¢sledky

T-lymfocyty (CD3+) predstavuji u sarkoidbzy
{ u ostatnich sledovanych plicnich ocncmocn#n! asi
t¥l &tvrtiny bronchoalveoldrnich lymfocytd (tab. 1
a graf 1 a 2). Ob& skupiny onemocn&ni se viak vy-
razn® li3{ zastoupenim CD 4+ - [pomocnych-induku-
jicich) a CD &8+ (tlumiv§ch-cytotoxickych} lymio-
cytli. V BAL u sarkoiddzy znadné pfevaZujf CD 4 +
lymfocyty nad CD 8+ lymfocyty (P <0,01}. Napro-
ti tomu u jingch intersticidlnich onemocnéal plic
jsou CD 4+ lymfocyty v menSing a v lavaZi prevla-
dajf CD 8+ lymfocyty (P < 0,05]. Rozdily v zastou-
peni subpopulact bronchoalveclarnich T-lymfocytd

se projevi zvla§td vyrazn& pil posuzovdn! pomoci’

pomé&ru CD 4/CD 8: neobvykle vysokd hodnota toho-
to ukazatele u pacientd se sarkoidbzou konftrastuie
s jeho nizkou hodnotou u paclentd s jinymi inter-
sticidlnimi plicniml procesy.
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Graf 1. Promérné hodnoty (v %) zastoupein subpopu-
laci T-lymfocytd {A) a primérné hodnoty poméru CD 4
ch & [B) v bronchoalveoldrni lavdil u sarkidézy [prvai
sloupec ve skuping) a v lavé#l u jinych interstictalnich
plicnich onemoenéni {druh¢ sioupec], CD 3 celkové T-
lymfocyty. CD 4: pomoacné-indukujici T-lymfocyty, CD&:
tjumivé-cytotoxické T-lymfocyly

Zastoupeni CD4+ a CD8+ lymfocytd je u viech
onemocnén! zafazenych do této heterogennf skupi-
ny pitibliZn& stejné, pouze U pneumokonléz jsme
zaznamenali relativnd nejniZst poet CD 4+ lym-
focyth (tab. 3).

U viech nasich paclentd jsme provedl! také cyto-
logické vy3etfen! bronchoalveoldrn{ lavaZe (tab. 4).
Mezi sarkoidézou a jinymi intersticialnfmi procesy

Tab. 1. Zastoupeni T-lymfoeytl a jejich subpopulaci v BAL (v %) u sarkoidozy a u jinych onemoendni plicn.liho 'u_lt.erst.ici.s

| : !
'1 n l cps | CD4 | CDB ] CD 4/CD 8
, ! L | s
| \ |
Sarkoidoza 17 7247 . 647 | 1143 1,2+3,5
1
Jiné onemocndni 18 75410 ;82112 | 44x16 1| 0,006
1 “ : b
'. !
Statist. vyznamnost l \ NS . ** l b " b
| i

n {potet pacientd), ** {p< 0,01), NS (nevyznamny rozdfl}

U 16 ze 17 vy3etfenych pactentd se sarkoid6zou
je pomé&r CD 4/CD 8 vy3sf neZ 3,2 (graf 2], coZ od-
povid& 90 % snecificit® sprdvné diagnézy sarkoido-
zy podle Costabela (4]. Prim&rnéd hodnota poméru
CD 4/CD 8 zaznamenané v nasem souboru pak dosa-
huje 98% specificity spravné diagnoézy. Vyhodno-
ceni zastoupeni bronchoalveolarnich lymfocytar-
mich subpopulaci u nadich pacientlt s rdznymi rtg-
-stadil sarkoildézy ukéazalo, Ze plevaha CD 4 +
lymfocytl je nejvyrazn&fsi ull rtg-stadia [tab. 2).

U vétsiny (72 %) pacientd s jingmi intersticial-
nimi procesy nepfesahuje pomér CD 4/CD & hodno-
tu 1,0, pouze u 1 pacienta je vy53! ne¥ 2,0 (graf 2).
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nebyl nalezen podstainy rozdil v celkovém poltu
bungk, ant v relativnim zastoupen! lymfocytdi, ma-

Tab. 2. CD 4+ a OD 8+ lymfoeyty v BAL (v %) w1, IL
a I1I. rentgenclogického atadia sarkoidozy

{ | 1
. on l CD4 ' CDB | CD4/CDS8
B ! | |
l ' !
1 \ 8 61+7 | 1245 I LR
i | \
1I |5 i 06 | 9=5 | 933
I % 4 ! 8147 l 1142 56214
1
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100 Diskuse

. e Soufasné nazory na etiopatogenezi sarkolddzy
5| vychazejl z predstavy, Ze aktivované makrofagy
predkléddaji CD 4+ lymfocytdm zatim LliZe neurle-
]l ny antigen, a tim je zahdjen sled imunitnich reak-
ci vedoucich k tvorbd granulom, fibroze, event. aZ
1 k systémovému postiZen{ {11, 16). Pfevahu CDh4+
yymfocytd typickou pro alveolitidu u sarkoldozy
popsal Hunninghake (10]}. Daldi autoil pak analy-
zovall fenotyp CD 4+ lymfocyttd (2, 8}, korelovali
zastoupeni CD 4+ lymiocytd s aktivitou onemoc-
néni (31a raozebirali vyznam zviSeni bronchoalveo-
larnich CD 4+ lymfocytdl pro prognézu onemocng-
o 4 ni (17]. yitiinové zastoupent cD 4+ lymfocytd,
. zjisténé v BAL viech naSich pacientq, uvedené lite-
[A 4 rarni adaje potvrzuje a dopliiuje e o predb&iny za-
vér (maly podet pacientll), Ze CD 4+ lymiocyty
dominuji zejména v BAL pacientd s IL rtz-stadiem
] onemocnént.
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Imunitni mechanismy se uplatfiujf{ nejen v pato-
genezl sarkoidozy, ale i pfi vzniku a rozvoji Fady
] jin¥ch onemocn#ni postihujicich plicn! intersticium
{15). Na rozdfl od sarkoldézy, ddaje 0 zasioupeni
| bronchoalveolarnich T-lymfocytd u jingch intersti-
cidlnich onemocnéni plic jsou skromn&jsi. Napt.
4  Ginns (9) popsal mirnou dominaci CD 8+ lymio-
cytl v lavaZl u idiopatickych plicnich fibréz, po-
dobné nalezy byly zaznamenény i u nékterych
gt alergickych alveolitid (12). NaZe v¥sledky jsou
0l tod e £04,008 s témito pozorovdnimi ve shod&. Vitiinové zastou-
peni CD 8+ lymfocytd jsme nalezli nejen u obou

neui 4] ¥A

s 1, o spmiet S e cloh S A e

noru 17 pacientd se sarkoidozou (prazdné krouzky] a

ve skuping 18 pacientd s jinym: opemocn&nimi plicniho (napf. u alveglarn{ protein6zy, U aspergilozy

intersticla (piné krou2kyj. Ostatni v legend® u grafu 1 apod.}. 2 hlediska bliZSfho urfenf povahy imuno-

logick§ch zmén provéizelicich intersticialni plicni

P onemocnani je zajimavé nale- pozorovdnt velmi

krofagh a neutrofild. Nebyl takeé pozorovan Zadny nizkého pottu CD 4 + lymfocytd v BAL u pneu-

vztah mezi cytologickymi parametry a zastoupenim mokoni6z. Tento predb&Zny nalez je vSak tfeba
subpopulaci T-lymfocytl v BAL. provéfit na rozsahlej$im souboru nemocnych.
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Graf 2. Distribuce subpopulact bronchoalveolarnich

Tab. 3. CD 4+ a CD 8- jymiceyty v BAL {v 04 u onemocnéni zafazenych do skupiny intersticialnich plienich procesi

—

|
| n ll (835 l oD 8 ] CD 4/CD 8
_“_____4——,_______.___,__',__.‘———'—- - I l
1 r
Exogenni alergické alveolitida | 5 \ 35411 42416 ‘ 1,0+0,6
Difzni fibrotizajict alveolitida b 36 49 4414 0,940,2
I
Prnewnockoniozy : 3 ‘ 30412 46+ 6 0,74£0,3
' |
Jiné diseminované plicni procesy l 5 \ 36113 3749 1,0+0,8

Tab. 4. Procentualni zastoupeni lymfoeytd (L), mekrofagh (M) & nentrofiltl {N) u sarkoidozy @ jinych intersticialnich plicnich
o onemocnénl (C — celkovy podet bundk v lavai)

—_—_— e

% n ~ L M ‘ N ‘ c

. |
Sarkoidéza 1w 21l 78£11 141 (7,74:8,0) . 1041
Jind onemocndni 4 1 14x13 77416 548 (1,2+8,1) . 10°/1

e
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V¢sledky prezentované v této priaci jednoznaéng
ukazuii, ¥e sarkoidoza a jiné Intersticialni onemoc-
nén{ plic se vyrazn& 131 zastoupenim CD 4+ a
CD 8+ lymfocytd v bronchoalveoldrni lava#i. Této
skutefnost! lze prakticky wvyuZft k diferencidiné
dlagnostickému odli3en! plicni sarkoidézy od ji-
nych onemocn&ni plicnfho intersticla.

Autofl dekuft D. Tomanové a A. 3pidlové za pomoc
pfi fzolact a znaden! lymiocytil.
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