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Analiza cytometryczna materiatu
z biopsji transbronchialnej

wezta chtfonnego u chorych

na sarkoidoze ptuc

Cytometric analysis of transbronchial lymph node biopsy
in patients with lung sarcoidosis
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Streszczenie. Sarkoidoza ptuc jest uogdlniong chorobg ziarniniakowg o nieznanej etiologii, ktérej czesto towarzyszy
limfadenopatia $rddpiersia. Jedng z metod pomocnych w diagnostyce réznicowej sarkoidozy jest ocena cytologiczna
materiatu pochodzacego z drég oddechowych oraz oznaczenie w nim stosunku limfocytéw T pomocniczych (CD4)

do limfocytéw T supresorowych/cytotoksycznych (CD8). Celem pracy byta ocena cytometryczna materiatu pochodzacego
z biopsji transbronchialnej wezta chtonnego, pobranego z uzyciem techniki TBNB-EBUS, oraz ocena jej przydatno$ci

w diagnostyce chorych na sarkoidoze ptuc. Rozpoznanie sarkoidozy ustalono u 12 z 23 badanych chorych z limfadenopatia
Srddpiersia. U chorych na ptucna postac sarkoidozy w badanym materiale istotnie cze$ciej stwierdzano zwigkszony
odsetek limfocytéw CD8+ (19,34 +7,98%, mediana 19,8%). Objawy zapalenia stawdw wystepowaty natomiast istotnie
czes$ciej u chorych ze zwigkszonym odsetkiem limfocytéw T CD3+ (64,49 +11,9%; mediana 65,85%). Wykazano,

ze cytometria przeptywowa materiatu cytologicznego z TBNB-EBUS w powigzaniu z danymi klinicznymi jest przydatna

w diagnostyce sarkoidozy ptuc.

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, limfocyty CD4/CD8, ultrasonografia wewnatrzoskrzelowa

Abstract. Lung sarcoidosis is a generalized granulomatous disease with an unknown etiology, often accompanied

by mediastinal lymphadenopathy. One of the methods helpful in differential diagnosis of sarcoidosis is the cytological
evaluation of the material originating from the respiratory tract, and determining the ratio of helper T cells (CD4)

to suppressor/cytotoxic T lymphocytes (CD8). The aim of the study was a cytometric evaluation of the material from
the transhronchial lymph node biopsy, taken using the TBNB-EBUS technique (called transbronchial nodi biopsy), and
assessment of its usefulness in the diagnosis of patients with lung sarcoidosis. The diagnosis of sarcoidosis was made
in 12 of 23 studied patients with mediastinal lymphadenopathy. In patients with pulmonary sarcoidosis an increased
percentage of CD8+ lymphocytes was found significantly more often (19.34% +7.98%, median 19.8%) in the examined
material. However, symptoms of arthritis were significantly more frequent in patients with an increased percentage

of CD3+ T lymphocytes (64.49% +11.9%, median 65.85%). The study showed that flow cytometry of cytological material
with TBNB-EBUS in conjunction with clinical data is useful in the diagnosis of lung sarcoidosis.
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Wstep

Sarkoidoza ptuc jest uogdlniong chorobg ziarniniakowa
o nieznanej etiologii. Charakteryzuje sig powigkszeniem
weztéw chtonnych $rédpiersia oraz rozsianymi zmiana-
mi w ptucach. Moze przebiegaé¢ rowniez z zajeciem in-
nych narzagdéw, np. wzroku, watroby czy skéry.

Choroba dotyczy gtéwnie mtodych chorych w wieku
20-29 lat, a drugi szczyt zachorowan wystepuje przede
wszystkim wérod kobiet po 50. roku zycia.

Rozpoznanie sarkoidozy ustala sie na podstawie ba-
dania klinicznego, badah obrazowych oraz badania hi-
stopatologicznego, w ktérym nalezy wykaza¢ obecnosé
nieserowaciejgcych ziarniniakéw w zajetych tkankach.
Konieczne jest wykluczenie innych choréb ziarniniako-
wych oraz miejscowego odczynu sarkoidalnego [1,2].

Tworzenie ziarniny sarkoidalnej odbywa sie z udzia-
tem wielu mechanizmoéw immunologicznych. Nieznany
antygen fagocytowany jest przez makrofagi lub komor-
ki dendrytyczne, a nastepnie prezentowany za posred-
nictwem uktadu HLA (human leukocyte antygen) recep-
torom limfocytéw T (gtéwnie CD4+). Gromadzenie ko-
morek nastepuje w wyniku ich redystrybucji z krwi oraz
miejscowego namnazania. W procesach tych role od-
grywajg cytokiny, m.in. interleukina-2 (IL-2), interleuki-
na-15 (IL-15) i interleukina-16 (IL-16). Ziarnina sarkoidal-
na zbudowana jest z komoérek nabtonkowatych i wielo-
jadrzastych komorek olbrzymich, ale dominujg limfocyty
CD4+; wystepujg réwniez pojedyncze CD8+ i spora-
dycznie limfocyty B [2,3].

Dotychczas jedng z metod diagnostycznych wyko-
rzystywanych w réznicowaniu limfadenopatii $érodpier-
sia byto ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe (broncho-
alveolar lavage — BAL). BAL jest metodg pozyskiwa-
nia materiatu komorkowego i niekomérkowego z po-
wierzchni nabtonka obwodowych drég oddechowych,
tzw. przestrzeni oskrzelowo-pecherzykowej. W praktyce
zastosowanie znajduje ocena odsetka limfocytéw CD4+
i CD8+ z wyliczeniem stosunku CD4/CD8. W szczegdl-
nych przypadkach podejrzenia rozrostu chtonnego ce-
lowe moze byé rowniez zastosowanie markeréw limfo-
cytéw B (CD19, CD20).

Sktad komérkowy materiatu z BAL nie jest pato-
gnomoniczny dla sarkoidozy. Catkowita liczba komérek
moze by¢ prawidtowa lub nieznacznie zwiekszona [4].

Ze wzgledu na rozwdj nowych metod diagnostycz-
nych mozliwe jest takze uzyskanie materiatu z biopsiji cy-
tologicznej wezta chtonnego $rdodpiersia. Sktad komo-
rek w materiale z TBNB-EBUS (transbronchial needle
aspiration endobronchial ultrasound) wezta chfonnego
oceniano na razie w nielicznych publikacjach [5].

Jednoczes$nie brak jest badan w zakresie oceny po-
zostatych elementéw wezta oraz ich znaczenia w ocenie
zaawansowania objawoéw sarkoidozy.

Analiza cytometryczna materiatu z biopsji transbronchialnej wezta chtonnego u chorych na sarkoidoze ptuc

Cel pracy

Celem pracy byta ocena przydatnosci cytometrii prze-
ptywowej bioptatu wezta w diagnostyce sarkoidozy
ptucne;.

Materiat i metoda

Badaniem objeto 23 chorych (10 kobiet, 13 mezczyzn)
w wieku 42 *15,3 roku z podejrzeniem sarkoidozy I i II°
wysunietym na podstawie badania tomograficznego
klatki piersiowej. W tej grupie u 6 chorych stwierdzo-
no zespot Lofgrena. U chorych wykonano badanie en-
doskopowe drzewa oskrzelowego za pomocga aparatu
OLYMPUS (Olympus UC260FW, Olympus Co Ltd., Tokyo,
Japan). Stosowano miejscowe znieczulenie jamy ustne;j
i gardfa (10% roztwor lidokainy) i drzewa oskrzelowego
(2% roztwor lidokainy) oraz analgosedacje, ktora obej-
mowata dozylne podanie 2,5 mg midazolamu, 0,05 mg
fentanylu i 0,5 mg atropiny.

Stacje weziowg typowano na podstawie analizy ba-
dania tomograficznego. Ostatecznego typowania doko-
nywat operator sposréd weztéw poszczegdlnych grup:
tchawicznych gérnych (grupa 2), tchawicznych dolnych
(grupa 4), podostrogowych (grupa 7) oraz miedzypfta-
towych (grupa 11). Wybrano wezty powyzej 1 cm w osi
krétkiej oraz wezty z nietypowym obrazem sonograficz-
nym (hipoechogenicznosé, zatarta wneka).

W czasie rzeczywistym wykonano biopsje trans-
bronchialng TBNB EBUS weztow $rdodpiersia za pomo-
cg igty G 21-22 Olympus. Materiat do badania histo-
patologicznego byt utrwalany w 96% alkoholu (cytolo-
gia) lub 10% formalinie (cytoblok). Materiat do analizy
cytometrycznej zabezpieczano w 3 ml 0,9% roztworu
NaCl. Do probéwek cytometrycznych typu Falcon doda-
no 100 ul badanej zawiesiny komoérkowej oraz odpowied-
nig objetos¢ przeciwciat monoklonalnych w ilosci zale-
canej przez producenta. Tak przygotowane prébki pod-
dano akwizycji i analizie za pomocg cytometru przepty-
wowego FACS Canto Il oraz oprogramowania DIVA 8.0
i programu do analizy danych INFINICYT. Do znakowa-
nia komorek stosowano antyludzkie przeciwciata mysie:
CD4 FITC, CD5 PE, CD3 PerCP-Cy5-5, CD19 PE-Cy7, CD8
APC, CD16, APC-H7, HLA-DR, V450,CD45, V500, CD79b
PerCP-Cy5-5, CD10 APC, CD38 APC-H7, CD20 V450 (Bec-
ton Dickinson), a do oceny klonalnosci tancuchéw lek-
kich immunoglobulin limfocytéw B przeciwciata lamb-
da FITC i kappa PE (Dako).

W badanym materiale oznaczono procentowy odse-
tek leukocytéw i poszczegdlnych subpopulacji limfocy-
tow, immunofenotyp limfocytéw B oraz rozktad procen-
towy tancuchoéw lekkich immunoglobulin wéréd limfo-
cytéw B (CD4, CD8, CD19, NK, monocyty, granulocyty,
tancuchy lekkie).
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Tabela 1. Rozktad komérek w cytometrii (Srednie +SD)
Table 1. Cell distribution in cytometry (mean +SD)

Ip. oznaczany parametr rozktad procentowy (%)

+SD

1 limfocyty 84,72 +17,351
2 CD4+ 43,122 +12,99
3 CD8+(%) 13,95 =5,65
4 CD4/CD8 3,57 1,88

5 limfocyty B CD19+ 25,01 £14,64
6 limfocyty NK CD3-CD16+ 2,49 +1,59

7 monocyty (%) 2,76 +3,71

8 granulocyty (%) 12,33 15,73
9 tancuchy kappa(%) 53,34 £13,55
10  tancuchy lambda(%) 40,37 =10,77
1mn ki 1,29 0,42

Analiza statystyczna wynikéw badan

W analizie stosowano podstawowe statystyki opisowe,
wyznaczajac $rednie, mediany i odchylenia standardo-
we dla poszczegdélnych komérek uzyskanych z biopsji
wezta chtonnego.

Test U Manna-Whitneya zastosowano w celu wyka-
zania réznic w badaniu komérkowosci wezta w zalezno-
$ci od lokalizacji narzagdowej sarkoidozy.

Wyniki badan

Sarkoidoze potwierdzono u 12 z 23 badanych chorych.
Rozktad badanych komadrek z cytometrii przedstawiono
w tabeli 1.

Wyniki badania cytometrycznego powigzano z obra-
zem klinicznym chorych. Wykazano czestsze wystepo-
wanie wiekszej liczby limfocytéw CD8+ (19,34 +7,98%;
mediana 19,8%) w przypadku zajecia migzszu ptuca
(CTklp+). Réznica byta istotna statystycznie (p <0,05)
(ryc. 1.).

Wiegksza liczba limfocytow T CD3+ (64,49 =11,9%;
mediana 65,85%) wystepowata natomiast czes$ciej
u chorych z objawami zapalenia stawéw (ST+). Rdzni-
ca byfa zblizona do istotnosci statystycznej (p =0,0545)
(ryc. 2.).

Dyskusja

Rozpoznanie réznicowe sarkoidozy opiera sie na ob-
razie klinicznym, obrazie radiologicznym klatki piersio-
wej oraz wykazaniu obecnosci ziarniniakéw z komoérek
nabtonkowatych bez martwicy [2]. Zalecong metodg
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Rycina 1. Odsetek limfocytéwCD8+ w zalezno$ci od zmian ptucnych,
p <0,05

Figure 1. Percentage of CD8+ lymphocytes depending on pulmonary
lesions, p <0.05
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Rycina 2. Odsetek limfocytow T CD3+ w zalezno$ci od obrazu klinicz-
nego zapalenia stawdw, p = 0,0545

Figure 2. Percentage of CD3+ T lymphocytes depending on clinical
manifestation of arthritis, p = 0.0545
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diagnostyczng jest biopsja weztéw chtfonnych pod kon-
trolg ultrasonografii wewnatrzoskrzelowej (TBNB EBUS).
Jest to wysoce skuteczna metoda diagnostyczna, charak-
teryzujaca sie czutoscig w granicach 88-95%, za$ war-
tos$¢ predykceji wynikéw ujemnych wynosi 86-95% [1].

Tak duza swoisto$¢ i czuto$é dotyczy zaréwno dia-
gnostyki oraz réznicowania choréb nowotworowych
(przerzuty raka ptuca do weztéw), jak i diagnostyki cho-
rob srédmigzszowych. Zabieg cechuje takze mate ryzy-
ko powiktan. Metoda ta przewyzsza skutecznos$cig wy-
nik $lepej biopsji weztéw $rddpiersia, ktéra wykonywana
jest po analizie obrazu tomograficznego klatki piersiowe;.
Skutecznos$¢ diagnostyczna $lepej biopsji wynosi 73,1%,
a skutecznosé TBNA EBUS 95,8% [6,7].

U chorych, u ktérych nie udato sig uzyskac¢ potwier-
dzenia histopatologicznego, pozostaje obserwacja kli-
niczna objawéw. Dopuszcza sie rozpoznanie sarkoidozy
na podstawie objawéw w przypadku sarkoidozy ostrej
przebiegajacej pod postacig zespotfu Léfgrena, charakte-
ryzujgcego sie podwyzszong cieptotg ciafa, zapaleniem
stawdéw, rumieniem guzowatym oraz limfadenopatig
srodpiersia w badaniu obrazowym klatki piersiowej.

Technika TBNA EBUS pozwala na zréznicowanie sar-
koidozy i procesu nowotworowego, ktérych prezenta-
cja kliniczna i radiologiczna moze by¢ podobna, i ktére
moga wystepowacé jednoczasowo. Dlatego dobiera sie
takie metody diagnostyczne, ktére w przypadku nega-
tywnego wyniku badania histopatologicznego pozwolg
doprecyzowaé rozpoznanie, a choremu oszczedzg dia-
gnostycznego zabiegu operacyjnego, jakim jest biopsja
chirurgiczna ptuca [8].

Ptukanie oskrzelowo-pecherzykowe i analiza komor-
kowosci w aspiracie majg ugruntowang pozycje w dia-
gnostyce choréb sréodmigzszowych ptuc. Wykazanie
w aspiracie oskrzelowym stosunku komoérek CD4/CD8
>3,5 w powigzaniu z danymi klinicznymi pozwala na roz-
poznanie sarkoidozy. Dane literaturowe podajg, ze sku-
tecznos$é tej metody miesci sie w granicach 40-60%
(czutos$é 52%, swoisto$é 94%). Istnieje jednak grupa
chorych z sarkoidozg potwierdzong za pomoca chirur-
gicznej biopsji ptuca, u ktérych stosunek CD4/CD8 wy-
nosit okoto 1 [9].

Istniejg takze doniesienia, ze duzy stosunek CD4/
CD8 stwierdzony w aspiracie oskrzelowym jest zwigza-
ny z nasilonym wystepowaniem klinicznych oraz radio-
logicznych cech sarkoidozy [8].

Ciekawa alternatywa dla BAL jest badanie cytometrii
przeptywowej materiatu komoérkowgo z biopsiji cienko-
igtowej. Metoda ta moze stanowi¢ jeden z najwczes$niej-
szych elementéw diagnostyki réznicowej nowotworow
chtonnych lub zmian przerzutowych w weztach srédpier-
sia [10,11].

Cytometria przeptywowa umozliwia analize kilku pa-
rametrow morfologiczno-immunofenotypowych jed-
noczes$nie. Jest metoda szybka, w ktérej analizuje sie

immunofenotyp z uzyciem liczniejszych przeciwciat mo-
noklonalnych (MoAg) niz w badaniach immunohistoche-
micznych, umozliwiajgcych réwnoczesng oceng co naj-
mniej 4 antygenéw w jednej probie oraz oceng porow-
nawczg wzglednej gestosci antygenéw na komérkach
nowotworowych i limfocytach T lub B w zawiesinie
[12,13]. Metoda ta ma réwniez ogromne znaczenie u cho-
rych z obcigzeniami klinicznymi, z przeciwwskazaniami,
a takze w przypadku trudno dostepnych dla niej miejsc
do biopsji chirurgicznej, takich jak przestrzen zaotrzew-
nowa czy $rddpiersie przednie. Cytometria przeptywo-
wa materiatu z biopsji aspiracyjnej umozliwia réwniez
szybkie jednoznaczne wykluczenie rozpoznania chtonia-
ka nieziarniczego (non-Hodgkin lymphoma — NHL) w no-
wotworach drobnokomorkowych (miesaki, raki drobno-
komoérkowe) [14].

Stosunek CD4/CD8 oznaczony metodg cytometrii
przeptywowej z materiatu uzyskanego z biopsji wezta
chtonnego srdédpiersia jest wiekszy (u 52% badanych) niz
oznaczony w materiale z BAL (u 45% badanych) u cho-
rych na sarokoidoze. Wskazuje to na wiekszg czutos$é tej
metody wykonywanej na bioptacie weztowym. Jedno-
cze$nie wskaznik CD4/CD8 rézni sig i jest zdecydowanie
wiekszy w zaleznosci od stadium radiologicznego sar-
koidozy [5].

W grupie badanej wykazano wiekszg liczbe limfocy-
tow u chorych z nasileniem objawéw klinicznych (zapa-
lenie stawdw) i radiologicznych (zajecie migzszu ptuc-
nego). Wydaje sie, ze cytometria bioptatu moze mie¢
znaczenie w ocenie patomechanizmu zmian sarkoidal-
nych oraz obrazu klinicznego choroby. Wnioski nalezy
wycigga¢ bardzo ostroznie, gdyz w literaturze prezen-
towano zréznicowane opinie, np. Ruiz i wsp., analizujgc
materiat z BAL oraz bioptatu weztowego, stwierdzili, ze
wskaznik CD4/CD8 nie umozliwia wiarygodnej diagno-
styki réznicowej [15]. Taka rozbiezno$¢é moze wynikaé
z metody laboratoryjnej, ale zdaniem autoréw przede
wszystkim z nieodpowiedniego doboru bioptowanego
wezta. Wezet chtonny z ziarning sarkoidalng jest powigk-
szony, a jego obraz ultrasonograficzny charakteryzuje
sig zatartg wnekg i hipoechogeniczng strukturg. Nalezy
mie¢ na wzgledzie, ze w trakcie badania chorych z limfa-
denopatig srédpiersia podejrzanych o sarkoidoze mozli-
we jest wystepowanie weztow zmienionych sonograficz-
nie (o opisanym powyzej obrazie) oraz innych, powigk-
szonych, ale o prawidtowej strukturze.

Opracowano cechy sonograficzne wezta chtonnego
wysoce podejrzanego o charakter przerzutowy zmian
nowotworowych; sg to: heterogeniczny wzér, okragty
ksztatt, wyrazny margines i brak centralnej struktury
wneki [7]. W ocenie struktury wezta chtonnego podczas
EBUS mozna takze skorzystaé z wzorcéw naczyniowych
obrazu, stosujgc metode Dopplera. Ich podziat uwzgled-
nia nasilenie przeptywu od matego do duzego. Badanie

Analiza cytometryczna materiatu z biopsji transbronchialnej wezta chtonnego u chorych na sarkoidoze ptuc 121
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to charakteryzuje sie duzg czuto$cig, wskazujgc na zmia-
ny chorobowe (nowotworowe) [16].

Dotychczas nie opracowano wzorca sonograficzne-
go wezta chtonnego wystepujgcego w chorobach $réd-
migzszowych ptuc. Autorzy wspomnianego powyzej ba-
dania wykorzystujg niektére wymienione powyzej nie-
prawidtowe cechy (m.in. brak struktur wneki) wezta
chtonnego do wskazania lokalizacji pietra weztowego
poddawanego biopsiji.

Nie potwierdzono przydatnosci innych sktadnikow
wezta, ktore oznaczano w cytometrii w diagnostyce sar-
koidozy, ale ich znaczenie jest duze w diagnostyce cho-
réob nowotworowych, zwtaszcza chtoniakéw [17].

Whnioski

Rozwdj ultrasonografii wewatrzoskrzelowej otworzyt
nowy rozdziat w pulmonologii interwencyjnej. Umozli-
wit przeprowadzenie celowanej biopsji weztéw chton-
nych érédpiersia z zachowaniem wysokiego profilu bez-
pieczenstwa. Jednoczes$nie uzyskany bioptat weztowy
staf sie nie tylko materiatem do oceny histopatologicz-
nej. Z powodzeniem wykorzystuje sie go do cytome-
trii przeptywowej. Metoda ta pozwala z duzg czutoscig
okresli¢ typ limfocytow wezta chtonnego. Nadaje sie tak-
ze do diagnostyki réznicowej limfadenopatii $rodpier-
sia, m.in. u chorych z podejrzeniem sarkoidozy, zwtasz-
cza z nietypowym obrazem klinicznym. Postep w opra-
cowaniu markeréw komoérkowych limfocytéow wezta
chtonnego utatwi i przyspieszy sprawng diagnostyke
limfadenopatii oraz guzéw srédpiersia.
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