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OZET

Sistemik sklerozda (SS) akciger tutulumu morbidite de artisin ve mortalitenin ana nedenlerinden biridir. Degisik olgu tip-
lerinde farkli akciger tutulum bulgulan saptanmis ve SS’de akciger interstisyumunda stiregiden patojenik aktivitede len-
fositlerin rol oynadigt gosterilmistir.

Amag: Bu arastirmada BAL swistnun flow sitometrik analizi yapilarak SS’de akciger tutulumunda lenfosit altgruplarinin ro-
ltintin belirlenmesi amaglandi.

Metod: Arastirma poplilasyonunu sigara icmeyen 15 SS’li hasta olusturmaktaydi. Olgular klinik, radyolojik bulgulart ve
solunum fonksiyon testlerine gére akciger tutulumu olanlar Grup I (n= 8) ve akciger tutulumu olmayanlar Grup Il (n=7)
olarak iki gruba ayrildilar. BAL swist hiicre sayimi, hiicre dagilimt ve flow-sitometri kullanilarak lenfositlerin fenotipik ana-
lizi yapuld.

Bulgular: 1) Oniki olguda (%80) alveolit saptandi; bu olgularin 7’si Grup I'de, 5’i Grup II'de yer alan olgulardi. 2) Lenfosit-
lerin orant Grup I'de (%35.1 = 8.8), Grup II'den (%26 = 5) yliksekti. Fakat aradaki fark istatistik olarak anlamlt degildi. 3)
Her iki grup arasinda CD3, CD4, CD16, CD19, CD25, CD56 lenfosit altgruplarinin ytizdesi arasinda ve CD4/CD8 oraninda
anlamlt fark yoktu. 4) HLA-DR+ lenfositlerin orant Grup I'de (%29.5 + 6.5), Grup lI'den (%14.1 + 3.2) ytiksekti (p> 0.05). 5)
CD8+ T lenfositlerin orant Grup I'de (%37.2 = 12), Grup II'den (%11.6 + 3.1) anlamli derecede ytiksekti (p< 0.05).

Sonug: BAL'da CD8+ lenfositlerin ytiksek oranda bulunmast nedeniyle akciger tutulumu olan sistemik sklerozlu olgularda
hticresel immiinregulatuar fonksiyonlarda farklilasma oldugu, SS’de akcigerde gelisen patolojide CD8+ lenfositlerin rol oy-
nadigt distintldi. Sistemik sklerozda akciger tutulumunun tant ve izlenmesinde BAL stist lenfosit altgruplart analizinden
yararlanilabilecegi kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: Sistemik skleroz, lenfosit altgruplart.
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SUMMARY

The Evaluation of Lung Involvement in Systemic Sclerosis by Analysis of Bronchoalveolar Lavage
(BAL) Lympocyte Subtypes

Lung involvement accounts for significant morbidity and is a leading cause of mortality in patients with systemic sclerosis
(Ssc). It has been shown that different patterns of pulmonary involvement are seen in different subtypes of patients and
lymphocytes play a major role in the ongoing pathogenic activity in the lung interstitium.

Aim: The purpose of this study was to determine the role of lymphocyte subtypes in the pathogenesis of lung involvement
in Ssc by flowcytometric analysis of lymphocytes in BAL fluid.

Methods: The study population was consisted of 15 nonsmoker patients with Ssc. According to clinical, radiologic and lung
function test findings, patients were divided in two groups; Group I (n= 8) patients with lung involvement, Group Il (n=7)
patients without lung involvement. BAL fluid cell counts and differentials were determined and phenotypic analysis of
lymphocytes were done by using flowcytometry.

Results: 1) Alveolitis was detected in 12 patients (80%) 7 patients in Group [ and 5 patients in Group Il. 2) The proportion
of lymphocytes was higher in Group I (35.1 + 8.8%) compared to Group Il (26 = 5%), but the difference was not statistically
significant (p> 0.05). 3)The percentages of lymphocyte subtypes CD3, CD4, CD16, CD19, CD25, CD56 and CD4/CDS8 ratio
were not different in two groups. 4) The proportion of HLA-DR+ lymphocytes was higher in Group I (29.5 + 6.5%) than in
Group Il (14.1 £ 3.2%) (p> 0.05). 5) The percentage of CD8+T lymphocytes was significantly higher in Group | (37.2 + 12%)
compared to Group Il (11.6 + 3.1%) (p< 0.05).

Conclusion: The high percentages of CD8+ lymphocytes in BAL may suggest a derangment of cellular immunoregulatory
function in patients with lung involvement of Ssc, and CD8+ lymphocytes may play a role in development of pulmonary
impairment in the disease. We concluded that BAL fluid lymphocyte subtypes analysis might be useful for the diagnosis
and management of lung involvement in patients with Ssc.

Key Words: Systemic sclerosis, lymphocyte subtypes.

# Bu arastirma Toraks Dernegi Il. Kongresi'nde (6-10 Mayis 1998, Antalya) ve European Respiratory Society Yillik Kong-
resi’nde (19-23 Eylil 1998, Cenevre, isvicre) teblig edilmistir.

Sistemik skleroz (skleroderma) deri, damarlar min effektér ve inflamatuvar hiicrelerin sayisin-
ve i¢c organlarda dejeneratif ve fibrotik degisik- daki artisin da degerlendirilmesini saglar. Once-
liklere neden olan multisistemik bir hastalik ol- ki yillarda yapilan calismalarda sklerodermali
makla birlikte, akciger parankim tutulumu has- olgularda nétrofil ve lenfositlerin arttig: bir alve-
taligin prognozunu etkileyen énemli bir kompli- olit tipinin varligi gosterilmistir (10,12-15).

kasyonudur (1-3). Otopsi ¢alismalarinda sklero-
dermali olgularin %70-100’tinde pulmoner fibro-
zisle uyumlu patolojik bulgular saptanmistir
(4,5). Pulmoner fibrozisin progresyonu ile orta-
ya c¢ikan solunum yetmezligi hastaligin en sik
saptanilan 6lim nedenlerinden biridir (6,7).
Sklerodermada pulmoner fibrozise mikrovaski-
ler yataktaki degisikliklerin, alveoler alan ve in-
terstisyumdaki inflamasyonun onculik ettigi
saptanmustir (8,9).

Sklerodermada BAL sivisinda lenfositlerin orani-
nin yiiksek bulundugu olgularin eozinofillerin ve
noétrofillerin  yiikksek bulundugu olgulara gore
kortikosteroid tedavisine daha iyi yanit verdigi
bilinmektedir (10,12). Bu nedenle hastaligin ak-
ciger tutulumunun ve akcigerde siiregiden infla-
masyonun baslangi¢ evresinde saptanmasi, te-
davinin de erken baslanmasini saglayacaktir. Bu
calismada sklerodermali olgularda klinik ve rad-
yolojik olarak akciger tutulumu bulunan ve bu-

Bronkoalveoler lavaj (BAL) diger kollajen vas- lunmayan olgularda BAL uygulayip, BAL sivi-
kuler hastaliklarinda oldugu gibi sklerodermali sinda saptanan htcrelerin sitolojik dagilimlarini
olgularda da akcigerde siliregiden immiinolojik ve lenfosit alt gruplarini arastirarak BAL'In has-
olaylarin ve inflamasyonun arastirilmasini sagla- taligin akciger tutulumunun erken saptanmasina
yan guvenli bir inceleme yoéntemidir (10,11). katkisini incelemeyi amagcladik.

BAL alveolitin yani alt solunum yollarinda im-
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METOD May Grinwald Giemsa (MGGQG) ile boyandi. Her
preparatta 600 hiicre sayilarak olgularin BAL si-
vilarinin differansiyel sitolojik incelemesi yapildi.
Immiinolojik calisma icin ayrilan diger kismi ya-
rim saat i¢cinde immiinoloji laboratuvarina ulas-
tinldi ve burada monoklonal antikorlarla mu-
amele edilerek CD3, CD4, CD8, CD16, CD19,
CD25, CD56 ve HLA-DR ekspresse eden hiicre-
lerin analizi flow sitometrede degerlendirildi. Ve-
rilerin istatistiksel analizi icin Mann Whitney-U
testi kullanildi.

Arastirmaya tip fakiltesi gogis hastaliklan ve
tiberkiloz anabilim dali, romatoloji ve nefroloji
bilim dallarinda skleroderma tanisi ile izlenen
yas ortalamalari 42 + 8 yil olan, 14 kadin, 1 er-
kek 15 olgu alindi. Biitlin olgularda skleroderma
tanis1 anamnez, fizik muayene bulgulari, radyo-
lojik bulgular ve deri biyopsilerinin histopatolojik
degerlendirilmesi sonucu konmustu ve olgularin
ortalama semptom sireleri 6.4 + 7 yildi. Olgular
anamnezleri, fizik muayene bulgulari, solunum
fonksiyon testleri, arter kan gazlar1 degerleri ve BULGULAR
yiksek rezolisyonlu bilgisayarli tomografi
(YRBT) bulgularina gore akciger tutulumu olan
Grup I (n= 8) ve akciger tutulumu olmayan Grup
II (n= 7) olarak iki gruba ayrild.

Olgularin BAL bulgular1 degerlendirildiginde
Grup I'deki 7 olguda, Grup II'deki 5 olguda alve-
olit saptandi (Tablo 1). BAL differansiyel sitolo-
jik incelemesinde lenfositlerin, noétrofillerin ve

Olgularda 12 saat 6nce baslayan premedikas- eozinofillerin oran1 Grup I'deki olgularda, Grup
yonu ve %2’lik lidokain ile yapilan lokal aneste- ['deki olgulardan yiiksek olarak saptanmakla
ziyi takiben transoral veya transnazal yol kulla- birlikte her iki grupta incelenen hiicrelerin oran-
nilarak fiberoptik bronkoskopi (FOB) ve BAL lar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
uygulandi. BAL islemi sag akciger orta lob seg- gozlenmedi (p> 0.05). Her iki grupta lenfosit alt
mentlerinde, sol akcigerde lingulada veya rad- gruplar degerlendirildiginde Grup [ ve Il arasin-
yolojik olarak hastaliga katildig: diistintilen akci- da CD3, CD4, CD16, CD19, CD25, CD56 eksp-
ger lobunun bronsunun segmentlerinde FOB ka- resse eden hicrelerin yuzdeleri arasinda ve
ma (wedge) pozisyonunda yerlestirilerek ger- CD4/CD8 oranlarinda istatistiksel olarak anlam-
ceklestirildi. Segment veya subsegment icine Ii bir fark saptanmadi (Tablo 2)(p> 0.05). HLA
yerlestirilen bronkoskop icinden gecirilen kata- DR+ lenfositlerin orani Grup I'de Grup II'den
terden steril serum fizyolojik 20 mL’lik 5 porsi- yiksek olmakla birlikte aradaki fark istatistiksel
yon halinde (toplam 100 mL) enjektorle verile- olarak anlamli degildi (p> 0.05).

rek manuel olarak aspire edildi. Geri dénen (as-
pire edilen) BAL sivisi gazli bezden suziilerek
mukusundan ayrilmas! saglandiktan sonra sant-
rifij edildi. Santriflj sonrasi BAL supernatanti
ilerki calismalar icin derin dondurucuda saklan- TARTISMA
di. Hiicre ¢okeltisi dengelenmis tuzlu su solisyo-
nu ile yikandi ve sivinin bir kisminda BAL’daki
hiicrelerin total sayisi hemositometrede (Neuba-
uer kamerada) sayildi, Trypan mavisi ile isleme
sokularak vitaliteleri saptandi. BAL sivisi ikinci
kez santrifijj edildikten sonra hiicre sedimentinin
bir miktarindan yayma preparatlar hazirlanarak

CD8+ T lenfositlerin oran1 Grup I’de Grup II’'den
istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bu-
lundu (p< 0.05).

Bu calismanin amaci sistemik sklerozlu olgular-
da BAL differansiyel sitolojik degerlendirmesinin
ve BAL'da saptanan lenfositlerin fenotiplerinin
analizinin hastaligin akciger tutulumunun erken
tanisina katkisini arastirmakti. Biitlin olgular de-
ri biyopsilerinin histopatolojik incelemesi sonu-

Tablo 1. Olgularin BAL differansiyel sitolojik degerlendirilmesi.

Geri doniis %  Total hiicre sayisi x 106 Makrofaj %  Lenfosit % Notrofil %  Eozinofil %
Grup | 67.3 3.4 23.4+3.6 59.3 +£9.3 35.1+£8.8 39x09 28+1.4
Grup Il 75+ 3.8 178 £1.8 70.6 + 4.9 26 +5.0 305 1.5+0.5
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Tablo 2. Olgularin BAL’da lenfosit alt gruplarinin dagilimu.

+ Lenfosit % Grup | Grup Il
CD 3 (olgun T hiicresi) 55.0 = 14.2 34.6 £8.7
CD 4 (yardimci / induktor T) 121 2.7 13.4 4.1
CD 8 (sitotoksik / stipresor T) 37.2 £ 12.0% 11.6 £ 3.1%
CD 4/CD 8 0.6 £0.2 1.5+0.7
CD 19 (B hiicre) 29+13 1.2£0.2
CD 16 (NK hiicresi) 2.7 +05 52+1.5
CD 25 (aktif T, B hticre) 5+1 8.2+22
CD56 (NK hiicresi, bazi T hiicreleri) 239 +5.3 13.8 5.3
HLA-DR ( B hiicreler, aktive T hiicreler) 29.5+6.5 14.1 £ 3.2

*p< 0.05

cunda skleroderma tanisi almisti. Anamnez, fizik
muayene, laboratuvar tetkikleri, SFT degerleri
ve YRBT bulgularina gére hastaligin akciger tu-
tulumunun hentiz gelismedigini distindigimiz
Grup II'deki 7 olgunun 5’inde, BAL’da total hiic-
re sayllarinin arttigi saptandi. Bu durum bize, di-
ger kollajen vaskiiler hastaliklarda da oldugu gi-
bi sklerodermali bu grup olguda da siliregiden
subklinik alveolitin varligini distindirda (10).
Klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgular ile in-
terstisyel akciger fibrozisi dustintulen (Grup I) ol-
gular ile distinilmeyen (Grup II) olgularin BAL
differansiyel sitolojik degerlendirmelerinde sap-
tanan hucrelerin oranlar arasinda istatistiksel
anlaml farklilik yoktu. Bu nedenle BAL differan-
siyel sitolojik incelemesi ile akciger tutulumu
bulgulari olan ve olmayan grubu ayirmak miim-
kiin degildi. liging olan bir nokta ise her iki grup-
ta lenfositlerin oranindaki artisin ¢ok belirgin ol-
masi, ayni olayin nétrofil ve eozinofillerde goz-
lenmemesiydi. Bu bulgular 6énceki calismalarda
da sklerodermali olgularin BAL'Inda saptanan
ylksek lenfosit oranlari ile uyumluluk gosterir-
ken, noétrofillerde artis saptanan ¢alismalarin so-
nuclarini desteklemiyordu (10,12-19). Olgular-
da saptanan lenfositik alveolitle birlikte noétrofil
ve eozinofillerin ayni oranda artmamis olmasi,
kortikosteroid tedavisinden yarar gorebilecekle-
rini distindurmekteydi (10,20).

Her iki grupta yer alan sklerodermali olgularin
BAL sivisi makrofaj oranlari sigara icmeyen sag-
likli bireyler icin bildirilen referans oranlardan
diisiik olmakla birlikte total sayilar artmisti, an-

cak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark yoktu (21). Makrofajlarin sitoplazma ve
nukleuslart MGG boyanmasi ile degerlendirildi-
ginde, makrofajlarin normaldeki goériiniimiinden
farkhlik saptanmadi (21). Sklerodermal olgular-
da interstisyel pulmoner fibrozisin gelisiminde
makrofajlarin roliiniin saptanmasi icin makrofaj
fenotiplerinin arastinldigi daha ileri immiinolojik
calismalara gerek oldugu dustnulda.

Calismada her iki grupta lenfosit alt gruplar fl-
oresan boyalarla konjuge monoklonal antikorlar
kullanilarak flow-sitometride analiz edildi. B-len-
fositlerin taninmasi icin CD19 antijenini taniyan
monoklonal antikor kullanildi. Sklerodermali ol-
gularda akciger dokusunda yapilan histopatolo-
jik calismalarda fokal peribronsiyal lenfoid hi-
perplazi saptanmis ve bronsiyolle iligkili lenfoid
dokuda (Bronchial Associated Lymphoid Tis-
sue, BALT) yer alan follikiiler B lenfositlerin al-
veoler limene go¢ ettigi 6ne strdlmustir
(12,22). B lenfositlerin stimiilasyonunun sklero-
dermanin patogenezinde énemli rol oynadigini
ileri stiren goérusler de vardir (23). Ancak calis-
mamizda akciger tutulumu olan ve olmayan
grupta saptanan CD19+ lenfositlerin (B lenfosit-
lerin) oranlari arasinda istatistiksel olarak an-
laml farklilik bulunmadi ve akciger tutulumunda
B lenfositlerin roliinii 6ne siiren gorusler destek-
lenemedi.

Sklerodermali olgularda yapilan histopatolojik
calismalarda pulmoner fibrozis éncesi dénemde
alveolitin varligi gosterilmistir (17,24). Alveolit-
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lerin patogenezinde CD8+ T lenfositlerin (stip-
resor/sitotoksik lenfositlerin) rolii daha 6nceki
ylllarda yapilan immiinolojik calismalarda ta-
nimlanmistir (25-28). Arastirmamizda CD8+ T
lenfositlerin orani akciger tutulumu saptanan
grupta saptanmayan gruba gore istatistiksel ola-
rak anlamli derecede yiksekti. Bu bulgumuz
sklerodermali olgularda akcigerde CD8+ T len-
fositlerde artis saptanan gecmis yillarda yapil-
mis diger calismalarin sonuglarina benzerlik
gostermekteydi (14,29-31). Bazi arastiricilar
sklerodermali olgularda periferik kanda CD8+ T
lenfositlerin azaldigini saptamislar ve periferik
kandaki CD8+ T lenfositlerde saptanan bu azal-
manin nedeninin, CD8+ T lenfositlerin immiino-
lojik reaksiyonun yer aldigi, deriye damara ve i¢
organlara; 6rnegin akcigere dogru yer degistir-
mesi olabilecegini 6ne surmuslerdir (32-36).
Arastirmamizda akciger tutulumu olan olgularda
BAL sivisinda CD8+ T lenfositlerin artisinin do-
lasimdan gelen CD8+ T lenfositlerle aciklanabi-
lecegi dusunuldu.

Arastirmamizda saptanan bir diger bulgu da
HLA-DR + lenfositlerin oraninin akciger tutulu-
mu olan grupta istatistiksel olarak anlamli olma-
makla birlikte daha ytiksek bulunmasiydi. Bu
durum akciger tutulumu olan olgularda siiregi-
den inflamasyonda aktive lenfositlerin rol oyna-
digini distindirdi. Akciger tutulumu olan olgu-
larda CD8+ T lenfositlerin oranindaki artisa bag-
l1 olarak CD4/CD8 orani akciger tutulumu olma-
yan olgularda saptanan orandan daha disiiktd,
fakat bu duisus istatistiksel olarak anlamli bulun-
madi. Arastirmamizda akciger tutulumu olan ve
olmayan grupta saptanan CD16, CD25 ve CD56
ekspresse eden hiicrelerin oranlar! arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmadi.
CD16 ekspresse eden NK hiicreler akciger tutu-
lumu saptanan grupta daha diistik oranda sap-
tanirken, CD56 ekspresse eden NK hiicreler bu
grupta daha yiksek oranda saptandi. Literatir-
de sklerodermali olgularda BAL sivisinda bu tip
CD56 NK hiicreler tzerine bir arastirmaya rast-
lamadik. Ancak sklerodermali olgularda perife-
rik kanda hastaligin ge¢ déneminde baslangic
doénemine gore CD56 NK hicrelerin azaldigi,
CD45+ T lenfositlerin arttigi bildirilmigtir (34).
Bir diger calismada ise sklerodermali olgularda
CD16+ NK hiicrelerin oraninin BAL sivisinda,

periferik kandaki oranindan daha yiksek oldu-
gu, ancak bu durumun olgularin spirometrik de-
gerleri ve radyografik bulgulan ile korelasyon
gostermedigi bildirilmistir (36). Sklerodermali
olgularda akcigerde gelisen imminolojik olay-
larda NK hiicrelerin rola ile ilgili arastirmalara
ihtiya¢ oldugunu diisinmekteyiz.

Arastirmamiza anamnez, fizik muayene, solu-
num fonksiyon testleri, arter kan gazi degerleri,
ylksek rezolisyonlu bilgisayarli tomografi bul-
gularina goére akciger tutulumu disiinilmeyen
ancak %71’inde BAL differansiyel sitolojik ince-
lemesinde subklinik alveolit saptadigimiz siste-
mik sklerozlu Il. gruptaki olgularda hastaligin
akciger tutulum bulgularinin izlenmesi ile devam
edilmektedir.

Arastirmamiz sonucunda akciger tutulumu olan
sklerodermali olgularda alveolitle birlikte CD8+
T lenfositlerin aktif rol oynadigi, BAL differansi-
yel sitolojik degerlendirmesinin sistemik skleroz-
da akciger tutulumunun arastiriimasinda yeterli
olmadigi, CD4+ T lenfositlerin, NK hicrelerin, B
lenfositlerin ve makrofajlarin hastaligin akciger-
de olusturdugu immiinolojik olaylardaki roliiniin
saptanmasi icin daha ileri ¢calismalara gerek ol-
dugu kanisina varildi.
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