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Streszczenie: Przemijajaca nieprawidtowa mielopoeza (TAM) to unikalne zaburzenie komorek he-
matologicznych, ktore wystepuje u 5-10% noworodkow z zespotem Downa (DS). TAM jest uwaza-
na za samoograniczajacg si¢ chorobe, ktéra ujawnia si¢ w ciggu pierwszych kilku miesigcy po
urodzeniu. Blisko 20% pacjentow z TAM umiera w okresie niemowlecym z powodu nowotworow
komorek hematopoetycznych lub niewydolnosci watroby z powodu wtoknienia hepatocytow.
Dzieci z trisomig 21 chromosomu (DS) maja wyraznie zwigkszone ryzyko rozwoju transformacji
nowotworowych komodrek hematopoetycznych zaréwno z linii megakariocytowej (biataczka M7 wg
klasyfikacji FAB — French-American-British) — mieloidalnej (Ostra biataczka szpikowa — AML) jak
i limfoidalnej (ostra biataczki limfoblastyczna typu B — ALL). Unikalne cechy biataczek zwigza-
nych z DS nie tylko wskazuja na kluczowa role komorek, u ktorych wystapita aberracja w postaci
trisomii 21 chromosomu w ich patogenezie, ale moga pozwoli¢ na poznanie catkiem nowych mech-
anizméw indukowania bialaczek na poziomie komoérek embrionalnych. Oznacza to, ze sama triso-
mia 21 zmienia funkcjonowanie komorek macierzystych ptodu, wlacznie z komorka macierzysta
hematopoezy(HSC), powodujac liczne nieprawidtlowosci w mielopoezie i limfopoezie. Ponadto st-
wierdzono, ze ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) i transformujacy czynnik wzrostu (TGF-p1) wy-
kazuja silng ekspresje w megakarioblastach, co moze wyjasnia¢ zwldknienie watroby u pacjentow
z DS, u ktorych stwierdzono TAM. Wykazano réwniez, ze stan watroby moze pogarszac¢ si¢ nawet
po remisji hematologiczne;.
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Celem naszej pracy jest ukazanie zalezno$ci pomiedzy trisomig 21 chromosomu a wystgpowan-
iem zespotu TAM, przedstawienie patomechanizmu niewydolno$ci watroby u 0séb z TAM oraz
omoéwienie markerow wytwarzanych przez komorki, ktéore moga korelowac z jej zaawansowani-
em. Zaprezentujemy takze kilka immunofenotypow komorek blastycznych osob z zespotem TAM
oraz ich podobienstwa i ré6znice wzglgdem ludzi z prawidtowym kariotypem, ktoérzy zachorowali na
nowotwor komorek szpiku kostnego.

Stowa kluczowe: przemijajaca nieprawidtowa mielopoeza (TAM), zespot Downa, trisomia 21, zmi-
any genetyczne i molekularne, cytokiny

Summary: Transient abnormal myelopoiesis (TAM) is a unique haematological disorder that occurs
in 5-10% of newborns with Down Syndrome (DS). TAM is considered a self-limiting disease that
is manifested in the first few months after birth. However, about 20% of patients with TAM die in
infancy from hematopoietic cell tumours or hepatocyte fibrosis, leading to liver failure.

It has long been recognized that children with trisomy 21 chromosome (DS) have a clearly increased
risk of acute leukaemia, both acute megakaryocytic leukemia (M7 FAB — French-American-British)
— myeloid (AML) and type B acute lymphoblastic leukemia (B-ALL). The unique characteristics
of DS-associated leukemia not only indicate the key role of trisomy 21 in the pathogenesis of chro-
mosome, but may allow the study to know completely new mechanisms of inducing leukemia at the
embryonic level. This means that trisomy 21 alters the functioning of fetal stem cells, including the
stem cell of haematopoiesis (HSC), causing numerous abnormalities in myelopoesis and lympho-
poiesis. In addition, platelet-derived growth factor (PDGF) and transforming growth factor (TGF
-B1) were found to be strongly expressed on megakaryoblasts, which may explain liver fibrosis in
patients with DS with TAM, and studies have also shown that the liver deteriorates even after he-
matologic remission.

The aim of our work is to show the relationship between trisomy 21 chromosome and the occurrence
of TAM syndrome, the presentation of pathomechanism of liver failure in people with TAM and the
discussion of markers correlating with its advancement. We will also present several immunopheno-
types of blast cells of people suffering from TAM syndrome and their similarities and differences in
relation to people with normal karyotype who have contracted bone marrow cancer.

Keywords: Transient abnormal myelopoeiasis (TAM), Down syndrome, trisomy 21, genetic and
molecular modifications, cytokines

ZMIANY GENETYCZNE W TRISOMII 21 (ZESPOLE DOWNA)

Trisomia 21 (Zespol Downa — DS) jest aberracja chromosomowa polegajaca
na wystepowaniu dodatkowego chromosomu 21 lub jego czgsci. Do tej aneuploidii
moze dojs¢ na kilka réznych sposobow, m.in. na skutek nondysjunkcji chromoso-
moéw w podziale mejotycznym, w wyniku mozaicyzmu, czyli sytuacji, gdy czegsé
komoérek ma prawidtowy kariotyp, a czgs$¢ jest aneuploidalna. Nadmiar materiatu
genetycznego chromosomu 21 w komoérce moze by¢ spowodowany roOwniez tzw.
Translokacja Robertsonowska. W takim przypadku dlugie rami¢ chromosomu 21
zostaje przylaczone do innego chromosomu, czgsto jest to chromosom 14 (zapis
kariotypu wyglada wowczas nastepujaco —45,XX,t(14;21q)) albo pozostaje przyla-
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czony do innego chromosomu 21. Takie potaczenie okresla si¢ mianem izochromo-
somu i oznacza zapisem 45,XX,t(21q;21q). Prawidtowy podziat mejotyczny prowa-
dzacy do powstania gamet obarczony jest wowczas znacznym ryzykiem powstania
aneuploidalnych komorek plciowych. Translokacyjny zespét Downa okresla si¢
czasem jako ,;rodzinny zespot Downa” ijest on przyczyng ok. 2-3% wszystkim
przypadkow tej choroby. Nie stwierdza si¢ zalezno$ci od wieku matki, a transloka-
cja moze by¢ zar6wno matczynego, jak i ojcowskiego pochodzenia [10, 31].

Za rozwinigcie si¢ zespolu TAM u dzieci z DS oprécz nieprawidlowosci wyni-
kajacych z przyczyn nadmiernej ekspresji niektorych gendéw moga odpowiadac tak-
ze wspotwystepujace ze soba dysregulacje na poziomie epigenetycznym. Wystepuja
anomalie w metylacji DNA i w acetylacji histonow [3]. Zaburzone procesy wynikaja
z potrojenia chromosomu 21 i zwickszonej ekspresji genu DYRK 1 A, ktory wptywa
na tzw. kompleks SWI/SNIF odpowiedzialny za odpowiedni uktad chromatyny. Gen
DYRK 1 A powoduje, iz chromatyna przybiera nieco luzniejsza strukture, co zgodnie
z najnowszym stanem wiedzy przemawia za przewaga acetylacji. Jednocze$nie zmia-
na wywolana dziataniem potrojonego genu kompleks SWI/SNIF powoduje wzmoc-
nienie ekspresji genu typu HDMT, czyli takiego, ktory ostabia metylacj¢ na histonie
JARIDID, ale tez aktywizuje metylacje na histonie poprzez metylotransferaze histo-
néw (HMT). Zaburzenia te powoduja dysregulacje w dziataniu organizmu ludzkiego,
dodatkowo zwigkszona ekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych (np. sirtuiny 1 — SIRT
1), ktora skutkuje nieprawidlowymi wzorcami acetylacji histonow, potwierdza istotng
role genu DYRK 1 A w tych procesach [1, 27, 40] (tab. 1).

TABELA 1. Podsumowanie gtownych epigenetycznych zmian w zespolach zwigzanych z niepelno-
sprawnoscig umystowa [13]
TABLE 1. Summary of the main epigenetic changes associated with mental disability [13]

CHOROBA GENY MECHANIZMY SKUTKI
kompleks SWI/ Niezbalansowany . Spowplmone ,
SNF dojrzewanie neuronow
CBP Niezbalansowany N1epraw1d.1'ov&./e ,
wzorce acetylacji histonow
. . Nieprawidlowe
Trisomia 21 DNMT3L Zwigkszona ekspresja wzorce metylacji DNA
Zespot D 3 i
(Zespdt Downa) MeCP2 Zmniejszona regulacja Ugosledzenle
funkcji neuronalnych
SIRTI Niezbalansowany Nlepraw1q¥0\ye ,
wzorce acetylacji histonow

Gen DYRKI reguluje aktywno$¢ biatka NFATc. Zwigkszona ekspresja tego
genu sprawia, ze NFATc lokalizuje si¢ przede wszystkim w cytoplazmie, a nie
w jadrze komoérkowym, gdzie odpowiada za zainicjowanie replikacji materiatu

genetycznego [11] (ryc. 1).
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RYCINA 1. Rola genu DYRK I A w organizmie czlowieka [44]
FIGURE 1. The role of the DYRK I 4 gene in the human body [44]

Wystapienie TAM u dzieci z trisomig 21 moze by¢ spowodowane nieokreslo-
nym genem polimorficznym wystepujacych w proksymalnej czes$ci 21q. W potro-
jonej ilosci gen ten moze powodowac przejsciowa biataczke i by¢ moze jest odpo-
wiedzialny takze za niektore przypadki biataczki wrodzonej u pacjentow bez DS. L.
Iselius et al. analizujagc 215 przypadkoéw biataczki oraz przej$ciowej biataczki w ze-
spole Downa, stwierdzili, ze znacznie czgs$cie] wystepuje ona u pacjentow z DS,
ale ze wspolistniejacym mozaicyzmem chromosomu 21. Nondysjunkcja chromo-
somow podczas mejozy jest raczej rzadka w przypadku przej$ciowej biataczki, co
sugeruje, iz istniejg rdzne etiologie bialaczki oraz przej$ciowej biataczki [7].

Wydaje si¢ zatem, ze zar6wno zaburzenia chromosomalne w DS, jak i tez epi-
genetyczne zmiany wynikajace ze zwickszonej ekspresji biatek wptywajacych na
cykl komorkowy oraz replikacje DNA, majg zwigzek z powstawaniem oraz rozwo-
jem u dzieci przejsciowego zespotu mieloproliferacyjnego. Zaburzenia genetycz-
ne moga zatem wplywac nie tylko na réznego rodzaju dysregulacje w organizmie
cztowieka, ale rowniez decydowac o czasie pojawienia si¢ oraz dtugo$ci trwania
zespolu TAM, wptywac¢ na efekty leczenia oraz przezywalno$¢ pacjentow.
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BIOLOGIA MOLEKULARNA KOMOREK W TAM

AMKL (ostra biataczka megakarioblastyczna) wystepuje u 10% noworodkow
z DS, charakteryzujacym si¢ trisomig konstytucyjng (prosta) 21. chromosomu.
Chociaz w wigkszos$ci przypadkow komorki biataczki znikajg spontanicznie po
pierwszych miesigcach zycia, nieodwracalna ostra biataczka megakarioblastycz-
na (M7 wg klasyfikacji FAB) rozwija sie u 20% tych oséb w ciagu 4 lat. Wyste-
powanie trisomii 21. chromosomu mozna bezposrednio potaczy¢ z nadekspresja
genow somatycznych znajdujacych si¢ na tym chromosomie, ktore pod wptywem
nadmiaru materiatu genetycznego beda produkowaé wigksza ilo$¢ produktu dane-
go genu. Moze to powodowa¢ wystapienie kolejnych innych zaburzen cytogene-
tycznych i/lub molekularnych, spowodowanych np. mutacjami lub powstawanie
genow fuzyjnych (wystepujace rowniez u chorych na biataczke z prawidtowym
kariotypem, np. gen fuzyjny BCR-ABL). Moga one prowadzi¢ do zaburzen czyn-
nikow transkrypcyjnych, odgrywajacych kluczowa role w zatrzymywaniu migra-
cji linii komorek krwiotworczych ze szpiku kostnego, poprzez pozytywng regu-
lacje ekspresji specyficznych gendéw. Do czynnikdéw transkrypcyjnych waznych
w megakariopoezie naleza: GATA1 (ang. GATA binding protein 1) [24], FOGI1
(ang. C2H2-type zinc finger protein; Transcription regulation) [14], NF-E2 (ang.
Transcription factor NF-E2 45 kDa subunit) [9], FLT1(ang. Fms related tyrosine
kinase 1) [23] oraz GFI1b (ang. Growth Factor Independent 1B Transcriptional
Repressor) [5]). Dalsze losy komorek krwi podczas rozwoju, prawdopodobnie,
nie beda prostym wynikiem obecnosci lub braku pojedynczego czynnika tran-
skrypcyjnego, ale moga zaleze¢ od wzglednych poziomow takiego czynnika lub
funkcjonalnego wyniku kombinacji agonistow i antagonistow danego czynnika.

Komorki biataczki sg typowym siedliskiem mutacji somatycznych gendw,
wtym genu GATAI, niezbednego regulatora transkrypcyjnego prawidtowe-
go roznicowania megakariocytarnego oraz waznego regulatora roznicowania
linii erytroidalnej. Biatka GATA sg cztonkami rodziny czynnikéw transkrypcji
(GATA1-6), ktore maja wspolng zdolno$¢ wigzania sie z okre§lonym fragmen-
tem sekwencji DNA, dzigki czemu petnig role regulacyjna podczas hematopoezy
[25]. Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie X, a jego ekspresja zachodzi
w linach erytrocytarnych, megakariocytowych, eozynofilowych oraz w wielopo-
tencjalnej komorce macierzystej. Ekspresja genu GATAI w eozynofilach i masto-
cytach zostata opisana znacznie wczesniej, ale jej role w linii megakariocytowej
oraz w pozostatych komoérkach wykazano niedawno [32] (ryc. 2).

Catkowity brak funkcji genu GATA! in vivo powoduje $mier¢ podczas roz-
woju zarodkow myszy (zwykle okoto 10-12-dnia) z powodu zatrzymania dojrze-
wania erytroblastow na poziomie proerytroblasta, ulegajacych apoptozie. GATA 1
jest wyraznie niezbedna dla normalnego réznicowania megakariocytowego, dla-
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RYCINA 2. Roéznicowanie szlaku megakariocytowego. Wielopotencjalne komoérki macierzyste
(HSC) réznicuja si¢ do komoérek o coraz mniejszym potencjale réoznicowania. W linii megakariocy-
tarnej komorki prekursorowe (megakarioblasty) dojrzewaja stajac si¢ megakariocytem z mozliwos$cia
produkcji ptytek krwi. Caly ten proces wspomagaja czynniki transkrypcyjne megakariopoezy [18]
FIGURE 2. Differentiation of the megakaryocyte pathway. Multipotential stem cells (HSCs) diffe-
rentiate into cells with smaller differentiation potential. In the megakaryocytic line, precursor cells
(megakaryoblasts) mature and become megakaryocytes with the ability of producing platelets. The
whole process is supported by transcription factors of megakaryopoiesis [18]

tego tez mutacje tego genu wystgpuja we wszystkich przypadkach AMKL zwig-
zanej z trisomig 21. chromosomu oraz TAM, gdzie réznicowanie megakariobla-
stow jest nieprawidtowe, ale proliferacja trwa nadal jako proces nowotworowy.
Brak funkcji GATA1 w linii megakariocytowej, powoduje zmniejszenie produkcji
plytek krwi, wzrost proliferacji oraz akumulacje dysmorficznych megakariocytow
w szpiku kostnym i §ledzionie, ktore morfologicznie przypominajg komorki obser-
wowane w zespotach mielodysplastycznych. Postawiono hipoteze, ze mutacje genu
GATAI reprezentujg wezesne — prawdopodobnie prenatalne — zdarzenie podczas
procesu ztosliwej transformacji. Wykazano podobienstwo migdzy rozwojem me-
gakarioblastow w szpiku kostnym u os6b z DS-AMKL, a modelem eksperymental-
nym, w ktoérym aktywno$¢ GATAL jest nieobecna w linii megakariocytarnej [30].
Mutacje genu GATAI wykryte w blastach biataczkowych DS-AMKL sktada-
ja si¢ z r6znych krotkich delecji, insercji i mutacji punktowych w obrebie exonu
2. 1 powoduja przedwczesne odczytanie kodondéw stop (ryc. 3). Mutant 40-kDa
GATAI1 (mutacja N-koncowa), nazywany GATA1s, nie posiada aminowo-termi-
nalnej domeny aktywacji transkrypcji, ale zachowuje zdolno$¢ wigzania DNA
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RYCINA 3. Rozwoj biataczki megakariocytowej u osob z DS poprzez mutacj¢ GATA 1, do nabycia
dodatkowych mutacji w wyniku transformacji nowotworowej [18]

FIGURE 3. The development of megakaryocytic leukemia in people with DS through the GATA 1
mutation, to acquire additional mutations as a result of neoplastic transformation [18]

i interakcji z FOGI. In vitro, GATA1s jest w stanie tworzy¢ heterodimery 1 wigzac
DNA (podobnie jak biatko dzikiego typu), ale jest znacznie stabszym aktywatorem
transkrypcyjnym (ryc. 4). Jednakze, wyrazona na wysokim poziomie GATAs jest
w stanie zapobiec letalno$ci embrionu, kompensujac w pewnym stopniu niedobor
GATAL. Ponadto GATA1s wykryto rowniez w watrobie plodowej, co wskazuje na
to, ze moze ona odgrywac role we wczesnych stadiach rozwoju komorek krwiotwor-
czych. Mutacje genu GATA I maja charakter somatyczny, w zwigzku z czym nie sg
juz wykrywalne po wejsciu biataczki w stan remisji. Mutacje genu GATA! zostaly
potwierdzone jedynie w blastach AMKL u os6b z DS [18].

Zostata dokonana analiza roli GATA1 w ewolucji AMKL z blastéw pobranych
podczas TAM, wykorzystujac mutacje somatyczne GATA1 jako marker specyficz-
ny dla klonéw [18]. Zidentyfikowano identyczng mutacje w blastach u pacjen-
ta, ktory z fazy TAM przeszedt w AMKL w czasie 3 miesi¢cy. To odkrycie byto
zgodne z koncepcja, w ktorej blasty nabywaja dodatkowe mutacje w wieloetapo-
wym procesie ztosliwej transformacji do DS-AMKL. W nadzorowanej analizie
wykazano zwigkszong ekspresje onkogenu MYCN i obnizone poziomy CDKN2C,
genu efektorowego zatrzymania cyklu komoérkowego za posrednictwem GATAI
[28]. Natomiast wyniki badan TAM transformujacej do AMKL wykazaty, na pod-
stawie ekspresji genow, takich jak apolipoproteina C1, sktadnik MYL4 miozyny
1 spermidyny/sperminy N-acetyltransferazy, ktore komorki sa klonalng ewolucja
TAM i wczedniej nie byly zwigzane z transformacja nowotworowa [18].
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RYCINA 4. Mapa genu GATA [18]
FIGURE 4. Map of the GATAI gene [18]

Badajac ekspresj¢ genu guza Wilmsa (WT1) u niemowlat z TAM wykazano,
ze poziom WTI1 byt wyzszy, podobnie jak w przypadku AML (ostra biataczka
szpikowa). W dtuzszej obserwacji poziom WT1 ulegal normalizacji u wigkszo$ci
pacjentow. Moze to sugerowac, ze brak normalizacji poziomu WT1 moze by¢
predyktorem rozwoju biataczki, a ekspresja WT1 wskaznikiem monitorowania
minimalnej pozostatosci choréb [15].

Etiologii TAM rowniez mozna doszukiwaé si¢ w bezposredniej przyczynie
trisomii ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowego chromosomu, a tym samym wigk-
sza 1lo$¢ materiatu genetycznego. Kilka genow kodowanych na 21. chromosomie,
np. RUNXI, BACHI, ETS2, ERG, DYRKIA i GABPA syntetyzuja biatka o zna-
nych funkcjach w komérkach hematopoetycznych, jednak wykazano zwigkszona
ekspresje tylko 4 gendw: DYRKIa, BACHI, GABPA i SON [33].

RUNXI jest niezbedny dla koncowego zréznicowania progenitorow megaka-
riocytarnych. Zasadniczo uwaza si¢, ze przemiana w ostra biataczk¢ wymaga
co najmniej dwoch wspotpracujacych mutacji — jednej blokujacej roznicowa-
nia i drugiej promujacej proliferacj¢ lub przetrwanie komoérek. Uwidacznia to,
ze mutacje genu GATAI wystepujace w blastach TAM i AMKL w DS zaktocaja
interakcje GATA1 z RUNXI1 in vivo, to w tym modelu aktywnos¢ GATA1, ktéra
jest wymagana dla normalnego zréznicowania megakariocytowego, jest zmniej-
szona w mutantach GATA1s. Jednocze$nie ze wzgledu na obecno$¢ trisomii 21.
i zmniejszone wigzanie przez GATATls, dostgpna jest zwigkszona ilos¢ RUNXI.
To potaczenie obnizonej funkcji GATAT1 i zwigkszonej funkcji RUNX1 moze od-
grywac wazng rol¢ w predyspozycji oséb z DS do rozwoju AMKL [46]. ETS2 jest
pochodna szlaku RAS/RAF/ERK, ktory odgrywa kluczowa role w rozwoju nowo-
tworu ztosliwego. Jednakze kliniczny wptyw ekspresji ETS2 w AML pozostaje
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nieznany [12]. Wykazano korelacje pomiedzy nadekspresja genu ERG z choroba
mieloproliferacyjng u myszy, wzrost produktéw ekspresji ERG moze wigzac si¢
z promowaniem megakariopoezy i indukowaniem biataczki megakaroblastycznej
bez obecnosci trisomii 21. Nie ma jednak dowodow na to, ze gen ERG ulega nad-
miernej ekspresji w ludzkich komoérkach watroby ptodu z trisomig 21. Zaréwno
w profilowaniu ekspresji gendw, jak i w badaniach funkcjonalnych zidentyfiko-
wano DYRKA jako gen promujacy nowotwor megakarioblastyczny w potozeniu
czesciowej trisomii 21. w kooperacji z GATA1 [33].

Nalezy jednak pamigtac, ze podczas trwania transformacji nowotworowej, ko-
morki nabywajg nowych nieprawidtowosci chromosomowych (ACA), co moze
wplywa¢ na mniej korzystne rokowanie choroby. Opisano ztozony kariotyp pa-
cjenta, ktéry po 3 miesigcach wykazal nowe niezidentyfikowane wcze$niej aberra-
cje chromosomalne [36]. Ponadto istnieje wiele doniesien o wystgpowaniu TAM,
u pacjentow, ktorzy maja mozaikowata trisomie¢ 21 [48]. Stwierdzono, ze u tych
dzieci, wszystkie komorki biataczkowe majg trisomi¢ 21. chromosomu. U tych
pacjentow w biopsji fibroblastow skory lub limfocytow stymulowanych fitohe-
maglutyning (PHA), zwykle ujawnia si¢ niewielki odsetek komorek, w ktorych
jest obecna trisomia 21 chromosomu. Wskazuje to, ze trisomia wystepuje w prze-
wazajacym stopniu w hematopoetycznych komoérkach macierzystych. Wzmoc-
nienie ekspresji genu HMGNI (obecnego na 21.chromosomie), niezbednego dla
fenotypowania limfocytow B, powoduje wzmocnienie acetylacji histonu H3K27,
co sprzyja znacznemu wzrostowi ryzyka wystapienia ostrej biataczki limfoblastycz-
nej [29]. W DS.-ML i TAM, stwierdzono nadekspresj¢ miR-125b w poréwnaniu ze
zwyklymi megakariocytami [33].

IMMUNOFENOTYP KOMOREK
BLASTYCZNYCH W ZESPOLE DOWNA

Ostra biataczka szpikowa (AML) jest najczgstsza postacia nowotworu uktadu
krwiotworczego, ktora pojawia si¢ u dzieci z DS. Szacuje si¢, ze ryzyko jej wy-
stapienia jest okoto 10 do 18 razy wyzsze niz u dzieci z prawidlowym kariotypem
[45]. Komorki bialaczkowe charakteryzuja si¢ czesto zmianami genomowymi
i ekspresja antygenow powierzchniowych charakterystycznych dla danej linii ko-
morkowej. Ciekawym zjawiskiem wystepujgcym u dzieci z DS jest przemijajace
zaburzenie mieloproliferacji (TAM). TAM moze pojawi¢ si¢ jeszcze w zyciu plo-
dowym lub niedtugo po urodzeniu i ustgpi¢ samoistnie bez dodatkowej terapii
[19,42]. Niekiedy jednak moze przeksztatci¢ si¢ w ostrg bialaczke megakariobla-
styczng (AMKL) lub prowadzi¢ do zwtoknienia watroby [4, 19]. Wazna zatem
jest szybka diagnoza i rozpoznanie, czy problem nieprawidlowej mieloprolifera-
cji jest jedynie przejsciowy, czy doszto do rozwoju AMKL. W tym wypadku przy-
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datne wydaje si¢ zastosowanie cytometrii przeptywowej do badania antygenow
ekspresjonowanych na powierzchni komorek krwi i szpiku. Badanie antygeno-
wosci komorki ma rowniez swoje uzasadnienie, kiedy chcemy porowna¢ komorki
zmienione nowotworowo w przypadku ostrej biataczki nie zwigzanej z DS. (non
DS-AMKL) z tg zwigzang z trisomig (DS —AMKL).

Biataczka AMKL wystepuje zwykle u dzieci powyzej 1 roku zycia, a TAM
u noworodkow [17]. Jednak znane sg przypadki wrodzonej ostrej bialaczki szpi-
kowej, co znacznie utrudnia postawienie rozpoznania [26]. Roznice dotycza
parametrow morfologicznych, takich jak hematokryt, czy liczba ptytek krwi.
W przypadku TAM hematokryt jest w granicach normy oraz liczba plytek krwi
jest prawidtowa, podczas, gdy ostra biataczke charakteryzuje cytopenia, zdarzaja
si¢ jednak wyjatki, co moze wptywac na podjecie decyzji terapeutycznej [20].

Wyniki przeprowadzonych badan z zastosowaniem 3-4 [20, 41] lub 6-8 [4]
kolorowych paneli znakowanych przeciwcial przeciw réznym antygenom ko-
morki, wskazuja podobienstwa w garniturze blastow TAM 1 AMKL (Tabela 2).
Wszystkie komorki wykazywaty na swojej powierzchni obecnos¢ CD45, CD38,
CD33. Nie stwierdzono obecnosci markerow dojrzatych komorek mieloidalnych:
CDI15 1 CD16. Wykazano ekspresje CD36, markery monocytowe: CD14 byly
ujemne, a CD64 byt dodatni w tylko jednym przypadku AMKL. Zaobserwowano
ekspresje zarowno CD41 jak i CD61, czyli markerow megakariocytow.

W przypadku markera CD41 ekspresja wszystkich przeanalizowanych przy-
padkow (22 pacjentow z DS — AMKL lub TAM) wynosita ponad 90%. Nie wszy-
scy pacjenci mieli wykonang analizg z przeciwciatem anty-CD41, jednak wyniki
uzyskane z pozostatych analiz wskazuja, ze wykorzystanie przeciwciat przeciw
antygenom megakariocytéw moze da¢ klinicznie istotne wyniki. U wszystkich
badanych stwierdzono obecno$§¢ CD71+. Nie przeanalizowano w wigkszosci
przypadkow innych markerow erytroidalnych, wigc nie mozna wykluczy¢ ery-
troidalnego roéznicowania blastow. Wyniki badan z uzyciem przeciwciat anty-C-
D235a nie wykazaty réznicowania erytroidalnego — brak antygenu CD235a na po-
wierzchni blastow. Na powierzchni blastow nie stwierdzono obecnosci markeréw
T i B komorkowych, poza wysoka ekspresja CD7 (91,6%). Antygen ten moze by¢
istotnym, w klasyfikacji dzieci z podejrzeniem DS.-AMKL. W$rod réznic migdzy
immunofenotypem komorek blastycznych DS — AMKL i TAM mozna wymie-
ni¢ odmienng ekspresje antygenow powierzchniowych CD11b 1 CD13 [4,20,41].
CD13 jest antygenem linii mieloidalnej obecny juz na wezesnym etapie prawidlo-
wo rozwijajacego sie blasta w wigkszosci przypadkow AML [8, 37, 39]. CD11b
jest wzglednym markerem dojrzewania na etapie promielocyta/mielocyta. W ana-
lizowanych przypadkach stwierdzono wysoka czestos¢ ekspresji tych markerow
w przypadku DS-AMKL (okoto 89%), natomiast znacznie rzadsze pojawianie si¢
tego markera na komérkach TAM (21-22%). Odwrotna sytuacja jest widoczna
w przypadku HLA-DR. Ten marker komoérkowy znacznie czesciej pojawia si¢
w przypadku komorek TAM niz AMKL. Wyniki badan Nitin J. Karandikar i wsp.
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wykazaly, ze 7/9 przypadkéw blastow TAM wykazuje ekspresje tego antygenu
powierzchniowego (78%), a u 3/9 przypadkéw AMKL stwierdzono jego obecnos¢
na komorkach badanych (33%) [20]. Inni autorzy nie potwierdzili wysokiej eks-
presj HLA-DR (20%) [41, 4]. Poréwnujac grupy pacjentow DS-AMKL i non-DS-
-AMKL wykazano, ze ekspresja HLA-DR na powierzchni komoérki w przypadku
dzieci z trisomig 21 chromosomu wynosi 0k.30% [41]. Trudno zakwalifikowac
HLA-DR jako marker charakterystyczny dla TAM, ktory pozwolitby odrézni¢ to
zaburzenie od ostrej biataczki megakarioblastycznej, jednak w polaczeniu z inny-
mi oznaczanymi antygenami moze pomoc w okresleniu, czy doszlo do transfor-
macji nowotworowe;j.

TABELA 2. Antygeny powierzchniowe komorek blastycznych [4, 20, 41]
TABLE 2. Surface antigens of blast cells [4, 20, 41]

DS-AMKL»#! % TAM*20 % Non-DS-AMKL?! %
CD45 22/22 100,0 9/9 100,0 8/9 88,9
CD38 22/22 100,0 9/9 100,0 7/9 77.8
CD33 22/22 100,0 14/14 100,0 5/9 55,6
CD34 16/22 72,7 14/14 100,0 4/9 444
CDI15 2/22 9,0 2/9 22,2 2/9 22,2
CD16 1/9 11,1 0/9 0,0 ND ND
CD36 21/21 100,0 9/9 100,0 3/8 37,5
CD14 0/8 0,0 0/11 0,0 ND ND
CD64 1/9 11,1 0/9 0,0 ND ND
CD41 13/14 92,9 7/9 77.8 6/6 100,0
CD6l1 7/20 35,0 7/12 583 8/8 100,0
CD71 10/10 100,0 212 100,0 33 100,0
CcD7 21721 100,0 11/14 78,6 1/8 12,5
CD56 15/21 71,4 9/14 64,3 5/8 62,5
CDI11b 20/22 90,9 2/9 222 0/8 0,0
CDI13 21/22 95,5 3/14 21,4 5/9 55,6
CD117 212 100,0 4/5 80,0 212 100,0
HLA-DR 7/22 31,8 8/14 31,8 3/8 37,5
MPO 2/5 40,0 0/5 0,0 2/6 333
CD235a 0/2 0,0 0/2 0,0 0/2 0,0

ND-nie wykonano
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Komorki blastyczne wsrdd pacjentdow z DS-AMKL i non-DS-AMKL rdznia
si¢ nie tylko pod wzgledem réznych anomalii genetycznych i mutacji, ale takze
pod wzgledem immunofenotypu komorek [41]. Cytometria przeptywowa z wyko-
rzystaniem panelu przeciwciat 3-4 kolorowych pozwala na poréwnanie obu popu-
lacji i1 dostrzezenia istotnych klinicznie r6znic, co moze mie¢ wptyw na pozniej-
szg decyzje terapeutyczng. Wszystkie analizowane przypadki byty pozytywne dla
markeréw komorkowych: CD45, CD38, CD33, CD71, CD7 1 CDI117 [41]. Wigk-
szo$¢ wykazywata rowniez ekspresj¢ CD36, CD41, CD11b, CD13 (powyzej 90%)
oraz CD61 (okoto 80%). W poréwnaniu z komodrkami blastycznymi DS.-AMKL,
noworodki bez zdiagnozowanego Zespotu Downa, ale z ostra biataczka megaka-
rioblastyczng wykazywaly znacznie mniejszg ekspresj¢ niektoérych markerow,
szczegolnie CD7 1 CD11b. Stwierdzono obecnos¢ tych antygendw na komorkach
jedynie w 12,5% badanych przypadkow. Zauwazalna jest rowniez mniejsza liczba
pacjentow z ekspresja antygenow CD34 i CD36 na powierzchni komoérek. AMKL
nalezy do rzadkiej heterogennej, podgrupy ostrej biataczki szpikowej [41, 43].
W przypadku DS-AMKL i non—DS-AMKL, réznice stwierdza si¢ w odpowiedzi
na chemioterapi¢ i prognozie remisji choroby [41]. Ponadto stwierdza si¢ istotne
roznice w immunofenotypie komorek blastycznych populacji DS-AMKL i non-
-DS-AMKL (tab. 2).

Wyniki badan wykazuja podobienstwa i réznice, pomiedzy pacjentami z ze-
spotem Downa i AMKL, pacjentami bez trisomii i z AMKL oraz pacjentami
z TAM. Ocena antygenow komorki przy pomocy cytometrii przeptywowej moze
by¢ przydatna w wykazaniu biologicznych réznic w przypadkach trudnych
diagnostycznie.

WPLYW CYTOKIN I CHEMOKIN NA PROCES
WLOKNIENIA WATROBY DZIECI Z TAM

Przemijajgce zaburzenie mieloproliferacyjne u dzieci z zespotem Downa zwy-
kle nie kojarzy si¢ z powaznymi zaburzeniami watroby. Charakteryzuje si¢ wzro-
stem komorek megakarioblastycznych we krwi obwodowej ijej spontaniczng
regresjag w wieku 2 lub 3 miesi¢cy. Wyniki przeprowadzonych badan wykazuja nie-
jednokrotnie wspotistnienie zaburzen zagrazajacych zyciu. U niektorych pacjentow
z TAM, nieprawidtowa proliferacja blastow utrzymuje si¢ i czasami moze powo-
dowa¢ $miertelne zwtoknienie kilku narzadow, zwlaszcza watroby, co objawia si¢
postepujaca zottaczka obturacyjng z wzrastajacym stezeniem bilirubiny bezposred-
niej, prowadzacym do skrajnej niewydolnosci watroby [2, 4, 6, 22, 34, 47, 48].

Wydaje si¢, ze w procesie tym role odgrywaja niektore cytokiny, w tym ptyt-
kowy czynnik wzrostu (PDGF) oraz silna ekspresja transformujacego czynnika
wzrostu Bl (TGF-B1) [16, 38]. Komdérkowy mechanizm zwldknienia watroby
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i jego modulacja przez czynniki wzrostu (np. ptytkopochodny czynnik wzrostu
— PDGF), wydaje si¢ powigzana patogenetycznie z TAM i rozwojem zwldknienia
watroby u noworodkéw z zespotem Downa. Zwiazek tej triady nie wydaje si¢ juz
przypadkowy [34].

Ostre zwtoknienie szpiku czesto wigze si¢ z ostrg biataczka megakariobla-
styczng (AMKL). Pewne czynniki humoralne z komoérek megakarioblastycznych,
prekursorow plytek krwi, mogg by¢ zaangazowane w zwigkszenie syntezy kola-
genu. Przeprowadzono zatem szereg badan mozliwej patogennej roli transformu-
jacego czynnika wzrostu beta (TGF-f), o ktorym wiadomo, Ze jest bardzo silnym
czynnikiem stymulujagcym kolagen obecnym w ptytkach krwi w mielofibrozie
AMKUL. Kilka z nich przedstawiono ponizej [38].

Uzyskane wyniki byly nastepujace:

1. Kondycjonowane pozywki z megakarioblastow obwodowych pobranych
od pacjenta AMKL i z ustalonych linii komérkowych megakarioblastow
(MEG-01) mialy znacznie wigkszy wptyw stymulujacy na synteze kola-
genu w fibroblastach szpiku kostnego niz pozywki kondycjonowane z in-
nych typow komorek biataczkowych.

2. Na podstawie oceny tworzenia kolonii na agarze migkkim stwierdzono
wicksza aktywno$¢ TGF-beta w pozywkach, ktore byty kondycjono-
wane z megakarioblastow niz w pozywkach zinnych typéw komorek
biataczkowych.

3. W porownaniu z innymi typami komorek biataczkowych, megakariobla-
sty wykazaty znacznie wigksza ekspresj¢ mRNA TGF-beta.

4. Dodanie przeciwciata anty-TGF-beta hamowato stymulujace dziatanie
pozywki kondycjonowanej megakarioblastem na synteze kolagenu w fi-
broblastach szpiku kostnego [33, 34, 38].

Aby ustali¢, czy czynnik wzrostu pochodzacy od ptytek (PDGF) i transfor-
mujacy czynnik wzrostu Bl (TGF-B1) sa zaangazowane w zwloknienie narzgdow
u pacjentow z przemijajacym zaburzeniem mieloproliferacyjnym (TAM) w ze-
spole Downa, oraz ekspresje mRNA PDGF i TGF-B1 w komorkach blastycznych
TAM uzyto ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja
w czasie rzeczywistym. Blasty i tkanka watroby od pacjentow z TAM ze zwtok-
nieniem watroby wykazywaly znaczaco podwyzszong ekspresje genu PDGF.
Ekspresja genu TGF-f#1 réwniez byta wyraznie wyzsza niz w grupie kontrolne;j.
PDGF uznano za najsilniejszy induktor zwidknienia watroby [16].

Wyniki badan potwierdzajg hipotezg, ze blasty megakariocytowe TAM moga
atakowa¢ tkanke watroby i indukowac¢ zwloknienie poprzez nadekspresje PDGF
w obecnosci TGF-B [16]. Wykazano istotnie wyzsze stezenie IL-103, TNF-a, IFN-
-y u noworodkow DS z TAM w poréwnaniu do noworodkéw bez TAM w badaniu
przy uzyciu wysoce czulego systemu fluorescencyjnych mikrosfer [35]. Wydaje
si¢ zatem, ze rowniez wysokie stezenia krazacych chemokin CXCL8, CXCL9,
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CXCL10, CCL2 i CCLS5 stwierdzane u pacjentow z TAM moga prognozowac
o postepujacej niewydolnosci watroby u dzieci z DS [21].

Chemokina CXCLS, inaczej IL-8, czynnik aktywujacy neutrofile w stanach
zapalnych, przyciaga je gtownie poprzez receptory CXCR1 1 CXCR2, ktore uwal-
niajg reaktywne formy tlenu, a takze proteazy, wywolujgc tym samym martwice
hepatocytow. Zwigkszona ekspresja CXCL8 w komorkach watroby, miejscowych
makrofagach watrobowych ikomorkach T, wraz z krazacymi CXCLS, moze
przyczynia¢ si¢ do nasilania proceséw zwtoknienia oraz odgrywaé wazng role
w zapaleniu i1 zwldknieniu watroby u pacjentow z atrezjg zotciowa, najczestsza
przyczyna cholestazy noworodkow [21].

CCL2 (monocytowe biatko chemotaktyczne 1, MCP-1) jedna z kluczowych
chemokin w procesie wtoknienia watroby. W stanie przewlektego zapalenia wa-
troby CCL2 jest wydzielany przez hepatocyty, komorki nabtonkowe drog zétcio-
wych, komorki Kuppera i watrobowe komorki gwiazdziste (HSC) [21].

Poziomy CXCLS8 i CCL2 w surowicy w momencie rozpoznania byly znaczaco
podwyzszone u pacjentéw z DS, u ktérych rozwineto si¢ TAM i postepujaca choro-
ba watroby. Stwierdzono, ze poziomy CCL2 sa niezaleznie zwigzane z rozwojem
niewydolno$ci watroby, a wysoki poziom CXCLS jest dodatkowo niezaleznie zwig-
zany z przedwczesng $Smiercig pacjentow z TAM. Wyniki te facznie z zwigkszonym
poziomem bilirubiny ujawniajg potrzebe opracowania odpowiedniej strategii tera-
peutycznej do kontrolowania choréb watroby zwigzanej z TAM [21].

U pacjentéw z TAM, PDGF i TGF-B byty produkowane przez komorki bla-
styczne 1 przyczyniaty si¢ do przyspieszania cholestazy. Poziom TGF-B1 w su-
rowicy byt dodatnio skorelowane z poziomami CCL2 w momencie rozpoznania.
Naciek megakarioblastow byt histologicznie widoczny w zwldknieniu watroby
u pacjentow z TAM [16, 21, 38].

Podsumowujac, wykazano, ze cytokiny/chemokiny wydzielane przez me-
gakarioblasty mogg rekrutowa¢ HSC i watrobowe makrofagi, ktore podtrzymuja
trwale zapalenie i uszkodzenie tkanki, co prowadzi do zwldknienia watroby.

PODSUMOWANIE

Wyniki badan wykazaty, jak wiele zmian na poziomie komoérki zachodzi na
etapie roznicowania w przypadku oso6b z trisomia 21 (Zespolem Downa). Niekto-
re zmiany genetyczne 1 molekularne, jak mutacja genu GATAI moze spowodo-
waé, ze wystapi transformacja nowotworowa komorki hematopoetycznej, odpo-
wiedzialnej za roznicowanie megakariocytow. Mutacja wykrywana w przypadku
TAM i DS-AMKL sugeruje, ze jeszcze w zyciu ptodowym zostaje zaburzone pra-
widtowe krwiotworzenie, a nabywane dodatkowe mutacje somatyczne moga do-
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prowadzi¢ do transformacji biataczkowej. Zmutowane komorki hematopoetyczne
w trisomii 21, charakteryzuje takze odmienny immunofenotyp oraz-dodatkowo
nadprodukcja cytokin wywolujacych widknienie watroby.

Przedstawione zagadnienia wykazaly, ze dzieci z trisomig 21 w przypadku
nieprawidlowej mielopoezy lub TAM wykazuja zwykle inny przebieg choroby,
ktoremu towarzyszy¢ moga dodatkowe schorzenia m.in. ostra biataczka megaka-
rioblastyczna i widknienie narzadow. Wymaga to od zespotu terapeutycznego
bardzo wnikliwego monitorowania.
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