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STRESZCZENIE

Zespdt Downa jest najczestszym zaburzeniem chromosomo-
wym, ktéremu towarzyszg czeste, przediuzajgce sie infekcje
spowodowane pierwotnym niedoborem odporno$ci. Dotych-
czasowe badania nad podfozem immunologicznym nie wykazaty
spojnych wynikdw. Cele pracy. Ocena stanu odporno$ci komor-
kowej u dzieci z zespotem Downa poprzez okreslenie odsetka
limfocytéow T CD3+, CD4+ i CD8+ we krwi obwodowej
w poréwnaniu do grupy odniesienia. Materiat i metody. Bada-
niem objeto 28 dzieci (17 chtopcéw i 11 dziewczat) z zespotem
Downa w wieku od 6 do 12 roku zycia. Grupe odniesienia sta-
nowito 26 dzieci (16 chtopcow i 10 dziewczat) w tym samym
przedziale wiekowym. Wszystkie badane dzieci byty bez cech
infekcji i nie przyjmowaty zadnych lekéw. Subpopulacje lim-
focytow T we krwi obwodowej o0znaczono metodg cytometrii
przeptywowej. Wyniki. U dzieci z zespotem Downa stwierdzono
statystycznie wyzszy odsetek limfocytéw T CD3+ i CD8+ we
krwi obwodowej niz w grupie poréwnawczej. Nie wykazano
réznic istotnych statystycznie odsetka limfocytéw T z ekspresjg
receptora CD4+ w grupie dzieci z zespotem Downa w poréw-
naniu do grupy odniesienia. Wykazano istotnie statystycznie
nizszg warto$¢ wskaznika Th/Ts w grupie dzieci z zespotem
Downa niz w grupie poréwnywanej. Wnioski. Wyniki sugeruja,
Ze u dzieci z zespotem Downa wystepujg zaburzenia odpornos$ci
komérkowej, ktére moga zwieksza¢ sktonno$¢ do infekcji.
Stowa kluczowe: Zespdt Downa, odporno$¢ komérkowa, sub-
populacje limfocytéw T, cytometria przeptywowa

ABSTRACT

Down syndrome is the most frequent chromosomal disorder
accompanied by frequent and long lasting infections caused by
the primary immunodeficiency. Up- to-date investigations of
immunological conditions did not show any coherent results.
The aim of the study: The assessment of cell immunity in
children with Down syndrome using the ratio of lymphocyte
T CD3+, CD4+ and CD8+ in peripheral blood in comparison
with the reference group. Material and methods: The study was
carried out on 28 children (i.e. 17 boys and 11 girls) with Down
syndrome within the age range of 6 to 12. Reference group
consisted of 26 children (i.e. 16 boys and 10 girls) in the same
range of age. There were no signs of infections reported in the
investigated groups; children did not take any drugs. Lympho-
cyte T subpopulations were determined by the flow cytometry
method. Results: In the children with Down syndrome there
were statistically higher percentages of T lymphocyte CD3+
and CD8+ in peripheral blood reported in comparison to the
reference group. The ratio of T lymphocyte with CD4+ receptor
expression did not show any statistical discrepancies between
Down syndrome group and the reference group. The value of
Th/Ts ratio in the group of Down syndrome children was sig-
nificantly lower than in the reference group. Conclusion: Based
on the obtained results it can be concluded that cell-mediated
immunity dysfunction in children with Down syndrome might
lead to increased susceptibility to infections.

Keywords: Down syndrome, cellular immunity, lymphocytes T
subpopulations, flow cytometric method

Zespot Downa (ZD), ang. Down syndrome, OMIM  $ci. ZD w ogolnej populacji wystepuje z czestoscig okoto
#190685 jest najczestszym zaburzeniem chromosomo-  1/650 wérdéd zywo urodzonych i charakteryzuje go ponad
wym, ktéremu towarzysza pierwotne niedobory odporno-  sto réznych cech klinicznych i fenotypowych, ktére wyste-
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puja w réznych kombinacjach. Objawy zespolu Downa
wywotane s3 nadekspresja genéw z chromosomu 21.
Najczesciej obserwuje si¢ ZD w formie prostej trisomii
chromosomu 21, rzadziej w formie translokacji chromo-
somowej robertsonowskiej, mozaiki chromosomowej czy
duplikacji regionu krytycznego zespotu Downa (Down
Syndrome Critical Region, DSCR).

Zaburzenia uktadu odpornosciowego u 0soéb z zespo-
tem Downa maja ztozong etiologi¢. Dotychczasowe bada-
nia nad pierwotnym defektem odpornosci nie wykazaty
spojnych wynikow. Obserwowano zaburzenia parametrow
leukocytow, limfocytow, CD4+, CD8+, komorek NK i ste-
zenia IgA, IgM, IgG oraz zaburzenia funkcji monocytow
[1-3]. Sugerowano wystgpowanie wtornych niedoborow
odpornosci zwigzanych ze znacznym wzrostem apoptozy
komorek populacji limfocytow T CD3+ i B CD19+, przy-
spieszonym starzeniem si¢ i niedoborem cynku w suro-
wicy zaleznym od funkcji genu SOD1 [4]. Czynniki te
moga poglebia¢ dysfunkcje uktadu immunologicznego.
Dodatkowo na wzrost ryzyka rozwoju infekcji wptywaja
warunki anatomiczne, obnizone napigcie mig$niowe, wro-
dzone wady serca i refluks zotadkowo-jelitowy [5].

Zaburzona sprawno$¢ odpowiedzi immunologicz-
nej wiaze si¢ z wystgpowaniem zwigkszonej podatnosci
na rozwoj czestych, przedtuzajacych si¢ infekcji, chordb
autoimmunologicznych i nowotworowych [6-8]. Czeste
infekcje u 0sob z zespotem Downa objawiaja si¢: przewle-
ktymi infekcjami gornych i dolnych drog oddechowych,
przewlektym katarem, przerostem migdatkéw podniebien-
nych i infekcjami ucha $rodkowego [2,5,77,9].

Stopien sprawnosci uktadu odpornosciowego warun-
kuje krotkotrwaty i pomyslny lub przedtuzony, nawraca-
jacy iniepomyslny przebieg procesu zapalnego. Odpornosé
komoérkowa, zwigzana z wystepowaniem i aktywnoscig
leukocytow obdarzonych zdolno$cia do pochtaniania
i wewnatrzkomorkowego trawienia lub usuwania ciat
obcych, decyduje o ukierunkowaniu odpowiedzi immu-
nologicznej. Ocena sprawnosci odpornosci komoérkowej
u dzieci z zespotem Downa moze przyczynic si¢ do zrozu-
mienia patogenezy przewlektych i czgstych infekcji.

CEL

Celem pracy byfa ocena stanu odpornosci komorkowej
u dzieci z rozpoznanym zespotem Downa poprzez okresle-
nie odsetka limfocytow T CD3+, CD4+ i CD8+ we krwi
obwodowej w poréwnaniu do grupy dzieci zdrowych.

MATERIAL

Badaniem objgto grupe 28 dzieci (17 chtopcow i 11
dziewczat) z potwierdzonym badaniem cytogenetycznym
zespotem Downa — prosta trisomia chromosomu 21 pary
(47,XY,+21 lub 47,XX,+21) w wieku od 6 do 12 roku zycia
($redni wiek 8 lat i 2 miesigce). Grupe odniesienia stanowito
26 dzieci (16 chtopcow i 10 dziewczat) w wieku od 6 do 12
roku zycia ($redni wiek 9 lat). Wszystkie badane dzieci byty
bez cech infekeji i nie przyjmowaly zadnych lekow, w tym
immunotropowych, od co najmniej 4 tygodni. Materiatem
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do badan byta krew pelna w ilosci 1,5 cm?’, ktérg pobie-
rano w godzinach rannych z zyly odtokciowej do probowki
z EDTA-K3.

W kazdym przypadku pisemng zgode na pobranie krwi
wyrazali prawni opiekunowie dziecka. Na przeprowadze-
nie do§wiadczen uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uni-
wersytetu Medycznego w Biatymstoku R-1-002/485/2010.

Oznaczenie subpopulacji limfocytéw metoda cytometrii przeptywowe;
Oznaczenia subpopulacji limfocytow T przeprowadzono
metoda cytometrii przeptywowej na cytometrze Coul-
ter FC500 (Beckman Coulter). Przed zakwalifikowaniem
probek do analizy cytometrycznej oceniono zywotnos¢
komorek poprzez barwienie biekitem tryptanu. Do badan
wybrano probki, w ktérych zywotno§¢ monocytéw wyno-
sita co najmniej 98%. W kazdej probie oceniano 10 tys.
komorek. Probki krwi (po 100 pl) byty inkubowane przez
30 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnos$ci z prze-
ciwciatami monoklonalnymi (10 pl) sprzezonymi z odpo-
wiednimi fluorochromami (anty-CD3, anty-CD4, anty-CDS§
firmy Beckman Coulter). Po inkubacji probki poddano lizie
w automatycznej stacji lizowania (Epics-Q-Prep). Jako kon-
troli izotypowej uzyto przeciwcial mysich IgGl i IgG2a
(Beckman Coulter). Wszystkie pomiary cytometryczne
zostaly wykonane w czasie do 60 minut od zakonczenia
inkubacji.

Analiza statystyczna

Uzyskane dane wprowadzano do programu Microsoft
Excell for Windows 2007, a nast¢pnie po uporzadkowaniu
przeniesiono do programéw Medcalc 7.0, w ktorych prze-
prowadzono ich analizg statystyczna. Poniewaz dane nie
miaty cech rozktadu normalnego, do porownywania uzyska-
nych wynikéw w grupie badanej i porownawczej uzyto testu
nieparametrycznego U-Manna-Whitneya. Wartos¢ p<0,05
uznano za istotng statystycznie.

WYNIKI

W grupie dzieci z zespotem Downa we krwi obwodowej
stwierdzono statystycznie wyzszy odsetek limfocytow T
CD3+ (CD3+ 69,0 vs. 64,85%, p <0,04) (tabela I i rycina 1).
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Tabela I. Subpopulacje limfocytow T CD3+, CD4+, CD8+ oraz wskaznik Th/Ts (CD4+/CD8+) u dzieci z zespotem Downa i w
grupie poréwnawczej T lymphocyte subpopulations CD3+, CD4+, CD8+and Th/Ts ratio in children with Down syndrome and

in the comparison groups

Oceniane grupy dzieci Zespot Downa

Grupa porownawcza

Analiza statystyczna

Liczba dzieci w badanej grupie N=28 N=26

Limfocyty T CD3+ (%) x=SD 69+8,56 64,85+6,16 p<0,04
Limfocyty T CD4+ (%)y=SD 30,21+8,69 33,81+4,43 NS
Limfocyty T CD8+ (%)y=SD 36,29+9,95 26,46+5,17 p<0,01
Wskaznik Th/Ts x+SD 0,92+0,41 1,33+0,35 p<0,001

Ryc. 1. Subpopulacja limfocytow T CD3+ w grupie dzieci

z zespotem Downa i w grupie poréwnawczej Subpopulation
of T lymphocyte CD3+ in children with Down syndrome and
in the comparison groups

Odsetek limfocytow T z ekspresja receptora CD4+
w grupie badanej byl nieznacznie nizszy niz w grupie
odniesienia i wynosit CD4+ 30,21 vs. 33,81%, ale r6znica
nie byta istotna statystycznie (tabela I i rycina 2).

Ryc. 2. Subpopulacja limfocytéw T CD4+ w grupie dzieci

z zespotem Downa i w grupie poréwnawczej Subpopulation
of T lymphocyte CD4+ in children with Down syndrome and
in the comparison groups
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U dzieci z zespotem Downa odsetek limfocytow CD8+
byt statystycznie znamiennie wyzszy niz w grupie porow-
nawczej (CD8+ 36,29, vs. 26,46%, p<0,01) (tabela I i
rycina 3).

Ryc. 3. Subpopulacja limfocytéw T CD8+ w grupie dzieci

z zespotem Downa i w grupie poréwnawczej Subpopulation
of T lymphacyte CD8+ in children with Down syndrome and
in the comparison groups

Stwierdzono istotnie statystycznie nizsza wartos$¢
wskaznika Th/Ts w grupie dzieci z zespotem Downa niz
w grupie odniesienia, odpowiednio: Th/Ts 0,92 vs. 1,33,
p<0,001 (tabela Iirycina 4).

Ryc. 4. Wskaznik Th/Ts w grupie dzieci z zespotem Downa
i w grupie poréwnujgcej. Th/Ts ratio in children with Down
syndrome and in the comparison groups.
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DYSKUSJA

Limfocyty T krwi obwodowej petnia wazna role regulacyjng
i efektorowa w uktadzie immunologicznym. Funkcje regu-
lacyjne dotycza praktycznie wszystkich etapow odpowie-
dzi swoistej i wywierane sa poprzez nasilanie (limfocyty T
z ekspresja receptora CD4+) lub hamowanie (limfocyty T
z czasteczka CD8+) odpowiedzi immunologicznej. Nato-
miast funkcje efektorowe polegaja na dziataniu cytotoksycz-
nym. Dojrzate limfocyty T cechuje obecnos¢ na powierzchni
swoistego receptora TCR (T Cell Receptor) dla antygenow
potaczonego z czasteczka CD3. W pracy oceniano odsetek
limfocytow T z ekspresja receptorow CD3+, CD4+ i CD8+
we krwi obwodowej oraz wskaznik Th/Ts u dzieci z zespo-
fem Downa. Wyniki poréwnano z grupa dzieci zdrowych
w tym samym przedziale wiekowym od 6 do 12 roku zycia.

W przeprowadzonych badaniach wtasnych wykazano
statystycznie wyzszy odsetek limfocytow T z ekspre-
sja receptora CD3+ w grupie dzieci z zespotem Downa
w wieku od 6 do 12 roku zycia w pordwnaniu z grupg
odniesienia. Natomiast z badan Elsayed 1 wsp. przeprowa-
dzonych u dzieci z ZD w grupie wiekowej od 4 miesiagca
zycia do 14 roku zycia wynika, ze odsetek limfocytow T
z ekspresja receptora CD3+ nie r6znit si¢ od wartosci uzy-
skanych w grupie dzieci zdrowych [4].

W  przeprowadzonych badaniach obserwowaliSmy
nizsze warto$ci odsetka limfocytow T CD4+ u dzieci
z zespotem Downa w porownaniu z grupa odniesienia,
chociaz roznica nie byfa istotna statystycznie. Cocchi
i wsp. badajac dzieci z zespotem Downa w przedziale wie-
kowym od 1 do 5 roku zycia rowniez obserwowali ten-
dencje spadkowa tej subpopulacji limfocytow [1]. Inni
autorzy [3,10,11] wykazali nizsze wartosci limfocytow T
CD4+ w starszych grupach wiekowych 0sob z zespotem
Downa. Natomiast Cetiner i wsp. odnotowali wyzsze war-
tosci odsetka limfocytow T CD4+ w grupie 32 dzieci z ZD
w wieku od 1 do 7 roku zycia w odniesieniu do grupy kon-
trolnej, jednakze réznice nie byly statystycznie znamienne
[12].

W badaniach wtasnych dzieci z zespotem Downa
stwierdzono istotnie statystycznie wyzszy odsetek limfo-
cytow CD8+ niz w grupie poréwnawczej. Badacze Cocchi
i wsp. stwierdzili nieznacznie wyzszy odsetek limfocy-
tow T CDS8+ u dzieci z zespolem Downa w wieku od 1
do 5 roku zycia [1]. Odmienne obserwacje opisali Corsi
i wsp., ktorzy w grupie dzieci z zespotem Downa obser-
wowali odsetek limfocytow T CD8+ podobny do warto$ci
stwierdzanych u dzieci zdrowych i znacznie nizszy odse-
tek komorek CD4+ [11].

W odniesieniu do uzyskanych wynikéw nasuwa sie
wniosek, iz subpopulacja limfocytow T CD4+ u dzieci
z zespotem Downa jest porownywalna do grupy odniesie-
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nia i nie ulega iloSciowym zmianom. Natomiast znaczgco
wyzsze sa odsetki limfocytow T z ekspresja receptorow
CD3+ i CD8+ u dzieci z zespotem Downa. Wyzsze war-
tosci limfocytow T z ekspresja receptora CD8+ moga
by¢ wynikiem cze¢stych infekeji. Kusters i wsp. wykazali
zblizone odsetkowe wartosci limfocytow T u osob z ZD
w roznych grupach wiekowych w odniesieniu do grup
porownywanych 1 nie stwierdzili wyraznego wzrostu
limfocytow w pierwszym roku zycia, co moze sugero-
wac¢ nieskuteczng reakcje na stymulacje antygenem [2].
Watpliwe rowniez pozostaje, czy limfocyty T prezentuja
prawidtowy fenotyp i funkcje. Badacze sugeruja, iz za
ostabienie sprawnosci uktadu immunologicznego odpo-
wiedzialna jest nieprawidtowa funkcja limfocytow T, a nie
ich liczba. Elsayed i wsp. podkreslaja fakt, iz dysfunkcja
uktadu immunologicznego w wigkszym stopniu dotyczy
odpornosci komorkowej niz humoralnej [4]. Opisywane
odmiennosci budowy anatomicznej i mniejszy rozmiar
grasicy u noworodkow z zespotem Downa oraz wzrost
ekspresji wydzielanych cytokin TNF-o (Tumor Necrosis
Factor) i interferonu-y moga odpowiada¢ za zmieniona
funkcje limfocytow T [2,8].

Oceniona proporcja komoérek limfocytow CD4+ do
CD8+ jest okreslana mianem wskaznika odpornosci Th/
Ts. Wtasne badania w grupie dzieci z zespotem Downa
wykazaty istotnie statystycznie nizsza warto$¢ wskaz-
nika w stosunku do grupy porownywanej. Na obnizenie
warto$ci wskaznika ma wplyw znaczny wzrost odsetka
komoérek z ekspresja receptora CD8+ i towarzyszacy
spadek warto$ci subpopulacji komérek CD4+ [8]. Cocchi
i wsp. wykazali, iz warto§¢ wskaznika Th/Ts drastycznie
spada u dzieci z ZD w wieku od 3 do 6 miesigca zycia.
Wskaznik ten w kolejnych latach, az do 5 roku zycia byt
stabilny, jednakze utrzymywat si¢ ponizej wartosci prawi-
dtowe;j. [1]. W grupie dzieci z ZD w wieku od 1 do 7 roku
zycia badanych przez Cetiner i wsp. wartos¢ wskaznika
odpornosci byta nieznacznie wyzsza, jednakze nieistotna
statystycznie [12]. Wskaznik Th/Ts jest posrednig miara
sprawnosci czynno$ciowej uktadu immunologicznego.
Nawracajace zakazenia u 0sob z zespotem Downa moga
by¢ czynnikiem obnizajacym warto$¢ wskaznika Th/Ts, co
moze $wiadczy¢ o nieprawidlowej regulacji ogdélnoustro-
jowych proceséw immunomodulacyjnych.

WNI0SKI

Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze u dzieci z zespo-
tem Downa wystepuje zaburzenie odpornosci komorkowe;.
Podjety problem jest kontynuowany, a wyniki dotyczace
odpornosci humoralnej beda tematem odrgbnej publikacji.
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