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ZUSAMMENFASSUNG

Die bronchoalveoldre Lavage [BAL] ist ein wichtiger diagnostischer
Standard in der Diagnosestellung zahlreicher Lungenerkrankungen.
Einen besonderen Stellenwert hat sie insbesondere bei den ent-
zlindlichen und interstitiellen Lungenparenchymerkrankungen.
Fragestellung Im Rahmen der Diagnosestellung des Lungenkarzi-
noms ist der Zusatznutzen einer Bronchiallavage unklar. Daten zu
einem moglicherweise typischen Verteilungsmuster in der Differen-
zialzytologie und in den Lymphozytenpopulationen in der BAL bei
Lungenkrebspatienten fehlen. Insbesondere vor dem Hintergrund
der mittlerweile beim nicht kleinzelligen Lungenkarzinom fest etab-
lierten immunonkologischen Therapien, konnte es jedoch fir das
Nebenwirkungsmanagement dieser Therapie von Bedeutung sein,
ob Lungenkarzinome aufgrund einer Immunaktivierung ein typi-
sches Verteilungsmuster in der BAL-Differenzialzytologie verursa-
chen.

Methodik Im Rahmen einer Hypothesen-generierenden retrospek-
tiven Analyse untersuchten wir das Verteilungsmuster in der Diffe-
renzialzytologie der BAL von Lungenkrebspatienten im Rahmen der
Erstdiagnose. Dabei wurden die BAL-Befunde von 38 Patienten im
Rahmen der Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms erfasst und aus-
gewertet.

Ergebnis Es konnte eine Tendenz zu erh6hten CD25-Lymphozyten-
anteilen und eine Erhdhung DR-positiver Lymphozyten festgestellt
werden. Beide gelten als Marker der Lymphozytenaktivierung. Ein
typisches Verteilungsmuster konnte weder in der Differenzialzyto-
logie noch in der Verteilung der Lymphozytensubpopulationen fest-
gestellt werden.

Maglicherweise kdnnten Untersuchungen zu microRNA-Mustern in
Zukunft spezifische Verdnderungen bei Lungenkrebspatienten zei-
gen, die dann die Diagnostik in Erstdiagnose und Nachsorge unter-
stlitzen.

ABSTRACT

Bronchoalveolar lavage [BAL] is an important procedure in the diag-
nosis of a variety of lung diseases. While it has enormous value in
the diagnostics of inflammatory parenchymal diseases, its signifi-
cance in lung cancer is unclear.

Keeping in mind that immune therapy (e.g. application of check-
point inhibitors) is gaining importance in the management of lung
carcinoma, it is important to know if there are typical cellular pat-
terns in BAL of lung cancer patients.

Methods In aretrospective proof of principle-study, we analyzed 38
patients who underwent BAL at the initial diagnosis of lung cancer.
Results We observed an elevated level of CD25 lymphocytes as well
as an increased expression of DR antigen, both signaling lympho-
cyte activation. We could not find a typical cytologic pattern of in-
flammatory cells in lung carcinoma patients. Sensitivity of BAL to
malignant cells was rare, thus confirming earlier analysis.
Conclusion We could not demonstrate typical cellular patterns in
BAL of lung cancer patients. Evaluation of specific microRNA pat-
terns might play a supporting role in the initial diagnosis as well as
follow-up of lung cancer patients.
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Einleitung

Die bronchoalveolare Lavage [BAL] ist ein etabliertes Verfahren
und wesentlicher Baustein in der Diagnostik von in erster Linie
entziindlichen Lungenerkrankungen. Als wichtiges Beispiel ist
die Sarkoidose zu nennen, die mit einer typischen und nahezu
pathognomonischen Zellverteilung in der BAL einhergeht (hau-
fig Lymphozytose mit erhohter CD4 /CD8-Ratio) [1].

Auch in der Differenzialdiagnose interstitieller oder eosino-
philer Lungenerkrankungen kann die Differenzialzytologie der
BAL eine wertvolle Hilfe sein.

Zum Stellenwert der BAL in der Diagnostik maligner Lungen-
erkrankungen gibt es vergleichsweise wenig empirische Evi-
denz. Im Fokus friiherer Untersuchungen stand insbesondere
die Erfassung der Sensitivitat der Lavagezytologie fiir maligne
Zellen oder diagnostische Tumormarker [2]. Zur Frage, ob
beim Lungenkarzinom madglicherweise eine typische Differen-
zialzytologie, insbesondere eine spezifische Verschiebung der
Lymphozytenpopulationen auftritt, existieren nur wenige aktu-
elle Arbeiten. Auch vor dem Hintergrund sich derzeit zuneh-
mend etablierenden immunonkologischen Therapien beim
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom koénnte dieser Frage wei-
tere Bedeutung zukommen. Da diese Therapien zu uner-
wiinschten Wirkungen im Sinne inflammatorischer interstitiel-
ler Lungenerkrankungen fihren kénnen [3], ist es wesentlich
zu wissen, ob Lungenkarzinompatienten typische Verteilungs-
muster in der BAL-Differenzialzytologie, besonders hinsichtlich
der Lymphozytenpopulationen, aufweisen.

Da die BAL als Teil der endoskopischen Lungentumordiag-
nostik nicht fest etabliert ist, haben wir uns dieser Fragestel-
lung zur Generierung einer Hypothese zundchst mit einer retro-
spektiven Analyse genahert. Wir werteten die BAL-Befunde von
Patienten aus, die die Lavage aufgrund unterschiedlicher diffe-
renzialdiagnostischer Fragestellungen im Rahmen einer Lun-
genkarzinomerstdiagnose erhalten hatten.

Methoden

Retrospektiv wurden die Bronchoskopien von erstdiagnostizier-
ten Lungenkarzinompatienten im Zeitraum 01/2013 bis 05/
2014 ausgewertet und, falls zytopathologisch untersucht, die
zytologischen Bronchiallavageergebnisse erfasst. Die Daten-
erhebung erfolgte dabei tber die Fallsuche in der elektroni-
schen Patientenakte ORBIS des Universitdtsklinikums Frankfurt.

» Tab.1 Tumorentitdt-Verteilung, Anzahl absolut (%); SCLC=small
cell lung cancer.

Tumorentitat Anzahl (%)

SCLC 4(10,53%)

Adenokarzinom 24 (63,16 %)

Plattenepithelkarzinom 8(21,05%)

unklar 2(5,26%)

Zusammengefasst wurden dabei sowohl die Lavageergeb-
nisse aus einem mutmaRlich Tumor-infiltrierten Segment als
auch Lavagen wahrscheinlich nicht betroffener Lungenseg-
mente.

Die BAL-Diagnostik erfolgte im abteilungseigenen Zytolo-
gielabor. Die FACS-Analytik wurde mit dem Flow-Zytometer
»FACSCalibur® von Becton Dickinson-Biosciences durchgefiihrt.

Die gewonnenen Daten wurden zundchst tiber eine Excel-Ta-
belle erfasst. Die statistische Auswertung erfolgte in Zusam-
menarbeit mit dem Institut fir Biometrie und statistische Mo-
dellierung. Als Statistiksoftware wurde das Programm BiAS ver-
wendet. Es wurde eine Errechnung des Medians und der Me-
dian-95 %-Konfidenzintervalle durchgefihrt.

Ergebnisse

Insgesamt konnten Bronchiallavagen von 38 Patienten mit erst-
malig diagnostiziertem Lungenkarzinom ausgewertet werden.
» Tab.1 zeigt die Verteilung der verschiedenen Tumorentita-
ten. Dabei wurde bei 38 Patienten eine komplette Differenzial-
zytologie durchgefiihrt (» Tab. 2).

Eine Differenzierung der Lymphozytenpopulation wurde
aufgrund zu geringer Zellzahl in der Spiilfliissigkeit oder fehlen-
der Anforderung nur bei einem Teil der Patienten durchgefiihrt
(» Tab.3).

Die zytopathologische Untersuchung der Bronchiallavage
zeigte bei 11 Proben (29 %) einen Nachweis von malignen Zel-
len. Negativ hinsichtlich Tumorzellen fiel die BAL bei 10 Proben
aus (26%). Nicht zytologisch untersucht wurden 17 Proben
(45%).

Die Histogramme mit Darstellung der absoluten Haufigkei-
ten sprachen gegen eine Normalverteilung, sodass wir uns in
der Deskription fiir eine Median-Bestimmung entschieden ha-

» Tab.2 Mediandarstellung der Differenzialzytologie der verschiedenen Tumorentitdten, letzte Spalte 95 %-Konfidenzintervall; SCLC=small cell
lung cancer; Adeno-CA=Adenokarzinom, Squamous cell-CA = Plattenepithelkarzinom; Kl = Konfidenzintervall.

Zelltyp Normbereich [%] SCLC [%] Adeno-CA
(nach [4]) [%]
Makrophagen >80 88 86
Lymphozyten bis 15 3 3
Neutrophile bis 3 3 4,5
Eosinophile bis 0,5 0 1

Griinewaldt A et al. Evaluation zum mdglichen... Pneumologie 2017;71: 106-110

Squamouscell- Unklare Histologie Gesamt [%] Gesamt
CA[%] [%] 95 %-KI1 [%]
74 53 83 70-93

1,5 5,5 3 1-6

9 39 4 2-12

1 5 1 0-7
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> Tab.3 Lymphozytenpopulation in der BAL, Spalte 1 Zelltyp [Anzahl der durchgefiihrten bzw. durchfiihrbaren Bestimmungen], Mediandarstellung
bei den verschiedenen Tumorentitaten, Gesamt-Median; letzte Spalte 95 %-Konfidenzintervall; SCLC=small cell lung cancer; Adeno-CA=Adeno-
karzinom, Squamous cell-CA = Plattenepithelkarzinom; KI = Konfidenzintervall.

Zelltyp [n] Normbereich [%] SCLC [%] Adeno-CA
(nach [4]) [%]
T-Zellen (CD3) 63-83 76,3 88,5
[31]
CD4[32] 40-70 18,89 40,91
CD8[31] 20-40 35,7 33,93
CD4/CD8[32] 1,1-3,5 0,31 1,02
NK-Zellen 2-14 11,1 11,95
(CD57)[10]
112-Rezeptor+ <6 10,02 8,63
(CD25) [6]
DR[15] <5 22,95 9,62
CD3DR[15] 20,83 6,57
CD19[5] 4,71 3,79
0,18
0,16
0,14
0,12
=
L 0,10
2
% 0,08
Hav)
T 0,06
<
5 0,04
o
2 0,02
0,00

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
CD25-Zellen in Prozent

» Abb.1 Histogramm mit Verteilung der relativen Haufigkeiten
bezogen auf den Anteil (in Prozent) der CD25-pos. Lymphozyten
in der BAL bei Patienten mit Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms.

ben und die Median-95 %-Konfidenzintervalle errechnet wur-
den.

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich, dass in der Diffe-
renzialzytologie sowohl bei Auswertung der einzelnen Tumor-
entitdten und damit auch in der Gesamtdarstellung im Wesent-
lichen keine Abweichungen von den Referenzwerten auffielen.
Bei Betrachtung des 95 %-Konfidenzintervalls fiir den Eosino-
philenanteil konnte eine Ausdehnung tiber den Normbereich
beobachtet werden (95 %-Konfidenzintervall fir den Median
0-7% bei Normbereich bis 0,5%).

Die Auswertung der Lymphozytensubpopulationen zeigte
bei Bestimmung der CD4-CD8-Zellen im Median sowie im Kon-
fidenzintervall eine leichte Verschiebung zu erniedrigten CD4-
Werten, jedoch auch dies noch im Normalwertbereich.
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Squamouscell- Unklare Histologie Gesamt [%] Gesamt
CA[%] [%] 95 %-KI [%]
89,0 88,37 88,19 79,8-94,8
42,6 50,95 40,91 22,6-58,4
32,2 33,95 33,39 25,6-38,1
2,11 1,5 1,45 0,9-2,4
17,9 12,91 6,7-17,9
3,19 7,32 3,2-25,0
12,39 11,92 8,8-25,2
9,5 8,15 5,1-10,8
2,03 2,16
0,40
0,35
0,30
£ 0,25
~
20,20
=
T 0,15
¢
= 0,10
S
2 0,05

0,00
0 5 10 15 20 25 30 35

DR-pos. Zellen in Prozent

» Abb.2 Histogramm mit Verteilung der relativen Haufigkeiten
der DR positiven Lymphozyten (in Prozent) in der BAL bei Patien-
ten mit Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms.

Eine leichte Auffilligkeit zeigte sich bei Betrachtung der
DR-Oberflachenantigene und der CD25-Zellen. Hier konnten
fir Median und 95 %-Konfidenzintervalle von der Norm abwei-
chende erhohte Messwerte festgestellt werden. » Abb.1 und
» Abb. 2 stellen die Verteilung der absoluten Haufigkeiten die-
ser Oberflachenantigene dar. » Tab.1 und » Tab. 2 zeigen die
Mediane und Konfidenzintervalle der Differenzialzytologie und
der Lymphozytenpopulationsbestimmung.

Trotz niedriger Fallzahl wurden auch Patienten in der Nach-
sorge und mit Rezidiv eines Lungenkarzinoms getrennt in die
Auswertung einbezogen. » Tab.4 zeigt die Differenzialzytolo-
gie bei Patienten mit Rezidiv eines Lungenkarzinoms. Die Fall-
zahlen der Bronchiallavagebefunde mit Bestimmung der Lym-
phozytenpopulation waren kleiner fiinf und werden daher hier
nicht aufgefihrt.
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» Tab. 4 Differenzialzytologie in der Nachsorge bei Patienten mit
Rezidiv eines Lungenkarzinoms; n=5.

Zelltyp Normbereich [%] Gesamt [%]

Makrophagen >80 93

Lymphozyten bis 15 5,0

Neutrophile bis 3 2,0

Eosinophile bis 0,5 2
Diskussion

In der Arbeit wurden die Differenzialzytologien und insbeson-
dere die Lymphozytenpopulationen in der Bronchiallavage von
Patienten mit Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms retrospek-
tiv ausgewertet, um Hypothesen fiir weitere prospektive Analy-
sen generieren zu kénnen.

Hinsichtlich der Sensitivitdt zum Nachweis maligner Zellen
decken sich unsere Ergebnisse mit anderen aktuellen Analysen.
Mlika et al. zeigten eine Sensitivitat der BAL-Zytologie von 56 %
[4]. Bezel et al. zeigten in einer aktuellen retrospektiven Ana-
lyse eine Sensitivitdt der BAL-Zytologie fiir maligne Zellen von
29% (deckungsgleich mit unseren Ergebnissen). Lediglich in ei-
nem Prozent wurde ein sonst nicht diagnostiziertes Lungenkar-
zinom durch die BAL erkannt [5]. Eine Ausnahme mit hoherer
Sensitivitdt der Zytologie stellen moglicherweise die bronchia-
len Adenokarzinome vom mukoviszinésen Typ dar [2].

In der Differenzialzytologie unserer Auswertung konnte
letztlich eine statistisch aufféllige Erh6hung der DR-positiven
und der CD25-positiven Lymphozytenpopulationen festgestellt
werden.

Der Oberflachenmarker DR wird bei Lymphozytenaktivie-
rung vermehrt ausgebildet [6].

CD 25 ist Oberflachenmarker der regulatorischen T-Zellen,
die ebenfalls als Aktivierungsmarker gelten [7].

Eine vermehrte Zellaktivierung scheint uns in Anbetracht der
komplexen immunologischen Prozesse bei Lungenkarzinomen
nicht Gberraschend. Belloq et al. konnten zeigen, dass bei Pa-
tienten mit bronchoalveolarem Karzinom (nach neuer Klassifi-
kation Adenokarzinom vom mukoviszinsen Typ) eine von Tu-
morzellen verursachte lokale Interleukin 8-Erhéhung zu einer
Neutrophilie und einem schlechteren Outcome fiihrte [8]. In
neueren Untersuchungen konnten Eruslanov et al. bei Lungen-
karzinompatienten nachweisen, dass fir diese Interleukin 8-Er-
héhung mit konsekutiver Neutrophilie sogenannte Tumor-
associated neutrophils (,TAN’s“) verantwortlich sind, die zu-
dem zu einer T-Zellantwort fiihren [9].

Die in unserer Auswertung gefundene diskrete T-Zellaktivie-
rung kdnnte dadurch erklért sein. Die Differenzialzytologie wies
allerdings weder eine vermehrte Lymphozytose noch eine Erh6-
hung von Makrophagen oder Neutrophilen nach, wie dies még-
licherweise als immunologische Antwort auf den Tumor oder
durch tumoraktivierte immunkompetente Zellen zu erwarten
wdre.
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Natiirlich kann die Frage nach einer typischen Differenzial-
zytologie in der Bronchiallavage bei Lungenkarzinompatienten
mit unserer retrospektiven Analyse nicht abschlieBend beant-
wortet werden. Sie liefert uns jedoch Hinweise darauf, dass die
Entziindungsaktivierung im Bronchialsystem interessanterwei-
se geringer ausfallt, als dies vermutet werden konnte.

Der generelle Stellenwert der Bronchiallavage bei Lungen-
karzinompatienten bleibt unklar.

Arbeiten, die sich mit Tumormarkerprofilen bei Lungenkarzi-
nompatienten beschaftigt haben, fielen in der Sensitivitdt der
Diagnostik eher unbefriedigend aus. Zhang et al. konnten in
einer aktuellen Arbeit zwar nachweisen, dass die Sensitivitét
und Sensibilitdt von Tumormarkern bei Diagnostik peripherer
Lungenherde durch Bronchiallavage deutlich hoher als bei Be-
stimmung der Serumspiegel der entsprechenden Marker liegt.
Fiir den klinischen Alltag sind die erhobenen Sensitivitdtswerte
von maximal 84 % (erreicht tiber eine Bestimmung von HSP 90 o
in der BAL) jedoch nicht ausreichend [10].

Eine interessante Perspektive bietet die Erfassung von
microRNA-Mustern. Flr einige pulmonale Erkrankungen wie
zystische Fibrose, Bronchialasthma oder idiopathische pulmo-
nale Fibrose konnten bereits typische Muster identifiziert wer-
den [11].

Es gibt Hinweise darauf, dass Lungenkrebspatienten auffal-
lende microRNA-Muster in Sputum und BAL aufweisen, sodass
deren Bestimmung moglicherweise in der Tumornachsorge
eine Bedeutung bekommen kénnte [12]. Dafiir sind jedoch wei-
tere prospektive Studien, insbesondere in der Tumornachsorge,
sinnvoll.

Unbestritten bleibt der Stellenwert der BAL als diagnosti-
sches Hilfsmittel bei der Differenzialdiagnostik entzlindlicher,
auch medikamenteninduzierter Lungenerkrankungen. Gupta
et al. untersuchten an einem Kollektiv von 29 Patienten die
BAL bei Verdacht auf eine durch Antikérpertherapie induzierte
Lungenerkrankung. Die Differenzialzytologie zeigte in erster Li-
nie eine vermehrte Lymphozytenexpression [13]. Die alveoldre
Lymphozytose ist allerdings letztlich unspezifisch. Interessant
ware daher, ob spezifische RNA-Muster auch bei einer Chemo-
therapie-assoziierten lymphozytdren Alveolitis, wie sie bei-
spielsweise durch Checkpoint-Inhibitoren ausgelést werden
kann, nachgewiesen und so fiir die Friherkennung dieser uner-
wiinschten Wirkung herangezogen werden kénnen.

Die Komplikationsrate der bronchoalveoldren Lavage ist
niedrig. Dennoch muss insbesondere bei kritischer respiratori-
scher Situation eine weitere Verschlechterung nach bronchialer
Spilung immer mit in die Risikoabwdgung einbezogen werden
[14]. Als Alternative, insbesondere fiir zukiinftige prospektive
Studien, bietet sich die Gewinnung und Auswertung von provo-
ziertem Sputum an.
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