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pu krwinek bialych krwi obwodowej u dzieci z przewleklym wirusowym
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WSTEP

Przewlekle wirusowe zapalenie typu C jest istotnym problemem zdrowotnym nie tylko
u dorostych ale takze u dzieci. Poczatkowy przebieg kliniczny choroby w tej grupie wieku
jest zwykle bezobjawowy. O rozpoznaniu decyduje wykrycie przeciwcial przeciwko bial-
kom wirusa C i wiremia (HCV RNA) we krwi. Wspdlczesne standardy leczenia przeciw-
wirusowego obejmujace stosowanie interferonu alfa z analogami nukleozydowymi takimi
jak rybawiryna pozwalaja na wyleczenie tylko czeéci pacjentow, oceniane na podstawie
eliminacji z krwioobiegu wirusowego RNA. Wirus charakteryzuje si¢ bardzo duzg zmien-
noscia, powstawaniem. tzw. pseudogatunkow (quasispecies) opornych na stosowana tera-
pi¢. Ocenia sig, ze jedynie ok. 30-40% chorych eliminuje wirusa po zakonczeniu leczenia
(1).W populacji dziecigcej odsetek ten jest zwykle wyzszy i ponadto u niektdych dzieci
dochodzi do eliminacji wirusa nawet bez leczenia (2). Przyczyny réznic w odpowiedzi na
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leczenie u poszczegodlnych chorych sa niejasne. Przypuszcza si¢, ze moze to by¢ spowodo-
wane réoznym stanem odpornosci chorego. Patogeneza zakazenia wirusem zapalenia wa-
troby typu C jest bowiem $cisle zwiazana z odpowiedzia immunologiczna na antygeny
wirusa. Peptydy antygenowe wirusa prezentowane limfocytom T CD4" przez komorki pre-
zentujace antygen, powoduja stymulacje ukladu immunologicznego, co moze zardwno
sprzyja¢ eliminacji zakazonych hepatocytéw, jak i powodowac degradacj¢ niezajetego migz-
szu watroby. Pobudzenie ukladu immunologicznego bgdace nastgpstwem zakazenia wiru-
sowego powoduje zmiany skladu subpopulacji krwinek bialych a zwlaszcza limfocytow,
co znajduje odbicie w skladzie komérkowym krwi obwodowej (3).

Celem tej pracy byla proba odpowiedzi na pytanie, czy istnicjq réznice w obrgbic
réznych subpopulacji kwinek bialych krwi obwodowej u dzieci zakazonych wirusem C
W porownaniu z grupa dzieci niezakazonych. Wyjasnienie tego mogloby pomdc w znale-
zieniu czynnikow predykcyjnych, okreslajacych charakter odpowiedzi na leczenie prze-
ciwwirusowe w populacji dziecigce;j.

MATERIAL I METODY

Dzieci: Materiat kliniczny obejmowal 52 dzieci, w tym 27 chlopcéw i 25 dziewczy-
nek w wieku od 10 do 17 lat, srednia wieku 13,7 roku. Rozpoznanie przewleklego zapale-
nia watroby zostalo potwierdzone w oparciu o przyjete kryteria serologiczne, okreslenie
wiremii a takze na podstawie wyniku patomorfologicznego biopsji watroby. Wszyscy cho-
rzy zakwalifikowano do terapii przeciwwirusowej interferonem alfa i rybawiryna.

Grupe kontrolng stanowilo 21 dzieci aktualnie hospitalizowanych w tutejszej Klinice
z powodu innej patologii jak: padaczka, zapalenie pluc, zakazenia dréog moczowych i inne.
W grupie tej wykluczono zakazenie wirusem zapalenia watroby typu C oraz nadkazenie
innymi wirusami hepatotropowymi.

Ocena immunofenotypu krwinek bialych: Probki krwi w objetosci 2 ml, uzyskane przy
okazji pobran do rutynowych badan hematologicznych i biochemicznych, mieszano z roz-
tworem EDTA i niezwlocznie transportowano do Katedry Immunologii Klinicznej AM.
Nastepnie krew mieszano z ptynem lizujacym dla eliminacji krwinek czerwonych. Uzyska-
ne po dokladnym plukaniu zywe krwinki biale inkubowano z zestawem przeciwcial mono-
klonalnych przeciwko réznym antygenom réznicowania, znakowanych fluorochromami o
roznych kolorach fluorescencji. Obejmowaly one nastgpujace swoistosci w roznych kom-
binacjach: CD14/ CD45, CD3, CD2, CD4, CD8, CD28, CD16, CD56, CD19, HLA-DR.
Po reakcji komorki ptukano i poddawano akwizycji (10~ komorek) w cytometrze przeply-
wowym FACScan (Becton Dickinson), jak opisano uprzednio (4).

Ocena reakcji: Ocena, przy pomocy programu Cellquest, obejmowala wzajemne sto-
sunki procentowe, a takze bezwzglgdne wartosci ilosciowe subpopulacji komorek obliczo-
ne w oparciu o calkowita liczb¢ leukocytow (WBC). Ponadto dla niektorych subpopulacji
okreslano tzw. Srednia Intensywno$¢ Fluorescencji (MFI). Wszystkie dane liczbowe pod-
dano analizie statystycznej, stosujac nieparametryczny test Manna-Whitneya, a takze test
dla wspolczynnika korelacji rang Spearmana (r)) dla znalezienia wzajemnych zaleznoci
pomigdzy subpopulacjami komorek, przyjmujac graniczny poziom istotnosci p=0,05.
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WYNIKI

Zestawienie badanych subpopulacji komoérek, w ktorych stwierdzono réznice migdzy
obu grupami dzieci w warto$ciach wzglednych (odsetkowych) przedstawiono w tabeli 1.
Z ogdlnej liczby 16 ocenianych subpopulacji co najmniej cztery : limfocyty T CD8+, lim-
focyty NKT, limfocyty T CD8"CD28" (cytotoksyczne) i komorki CD8 CD28* (aktywowa-
ne) wykazywaly istotnie wyzsze wartosci odsetkowe w grupie dzieci zakazonych wirusem
C w poréwnaniu z grupa kontrolng. Natomiast trzy inne — monocyty, komérki NK i limfo-
cyty T CD4+ byly réwniez podwyzszone w grupic HCV+ ale na granicy istotnosci (p=0,05).
W bezwzglednych wartosciach liczbowych jedynie limfocyty T CD8"CD28" byly staty-
stycznie liczniejsze w grupie dzieci zakazonych HCV w poréwnaniu z grupa kontrolna
(p<0,05). Natomiast populacja limfocytow TCD8 CD28" (aktywowane), a takze stosunek
limfocytéw T CD4":CD8" byly istotnie obnizone w grupie dzieci zakazonych wirusem C
w pordéwnaniu z grupa kontrolng (tabela II). Rycina 1 ilustruje reprezentatywny przyklad

Tabela I. Istotne roznice immunofenotypu komorek pomiedzy grupa dzieci HCV'1 HCV-
w wartosciach wzglednych (odsetkowych)

Table I. Significant differences in immunophenotype between HCV* and HCV- children in
relative values

Subpopulacja HCV+ HCV- Poziom
komérkowa $rednia SD n $rednia SD n | istotnosei

Monocyty 7.0 2.4 52 8.4 32 21 p=0,05
Limfocyty T CD4" 325 6.8 51 37,0 7.8 21 | p=0,05
Limfocyty T CD8"* 33,5 7.9 51 28,1 8,0 21 | p<0,01
Komoérki NK 13.5 7.9 31 8.8 5.0 19 | p=0,05
Limfocyty NKT* 3,6 33 28 2,0 14 18 | p<0,04
Limf. T CD8/CD28" 324 7,7 29 43,1 7,6 21 | p<0,001
Limf.T CD8"/CD28’ 11,6 6.6 29 6,8 43 21 | p<0,004

Tabela II. Istotne réznice immunofenotypu limfocytoéw pomiedzy grupa dzieci HCV*1i HCV-
w wartosciach bezwzglednych

Table II.  Significant differences in immunophenotype between HCV* and HCV- children in
total values

Subpopulacja HCV Kontrole Poziom
komérkowa $rednia SD n $rednia SD n | istotnosei
CD8 711.8 312.1 | 51 602.8 3257 | 21 | p<0.01
CD8/CD28" 629.0 3578 | 29 902.1 3618 | 21 | p<0.005
CD8'/CD28° 2271 153.0 | 29 147.1 1228 | 21 | p<0,04
CD4/CD8 1.03 035 | 51 1.44 054 | 21 | p<0,005
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Ryc. 1. Reprezentatywne roznice w immunofenotypie pomi¢dzy chorym z przewleklym zapale-
niem watroby typu C a dzieckiem HCV ujemnym
Fig. 1. Representative differences in immunophenotype between patient with chronic hepatitis C

and HC V-negative child
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réznic w immunofenotypie u chorego dziecka zakazonego HCV w poréwnaniu z chorym
HCV RNA - w tej samej grupie wickowe;.

Ponadto wykryto kilka korelacji pomigdzy poszczegdlnymi subpopulacjami w grupie
dzieci zakazonych, przy pomocy wspolczynnika korelacji rang Spearmana (r ).

W wartos$ciach bezwzglednych wszystkie glowne subpopulacje komoérek jak limfocy-
ty B CD19", komorki NK (CD567, komorki CD4*, CD8" korelowaly z liczba limfocytow T
(CD3%). Liczba komorek NK korelowala z liczba aktywowanych limfocytow T (CD28")
ale takze z liczba komdrek T cytotoksycznych (CD287). W wartosciach wzglednych (odset-
kowych) limfocyty (catkowite) wykazywaly odwrotna korelacj¢ z limfocytami NKT (-0,51).
Natomiast $rednia intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) monocytéw (CD16%) wykazywala
wysoka korelacje z odsetkiem limfocytow T CD3* (0,9).

DYSKUSJA

Wirusowe zapalenia watroby typu C sa czgsta chorobg zakazna w populacji dziecig-
cej. Ich przebieg nagminnie przechodzi w stan przewlekly, co prawdopodobnie mozna
tlumaczy¢ zaburzeniami odpornosci komorkowej, zaréwno naturalnej jak i nabytej (5).
Wskazuje to na koniecznos¢ szczegolowej oceny subpopulacji komorek opartej na ewalu-
acji ekspresji antygenow roznicowania. Metoda z wyboru jest tu cytofluorymetria przeply-
wowa (4).

Okazalo sig, ze obie grupy dzieci tzn. zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C
(HCV+) jak i niezakazonych (HCV-) r6znig sig¢ istotnie pod wzgledem co najmniej trzech
do pigciu parametréw i to zarowno w wartosciach odsetkowych jak i catkowitych. W gru-
pie dzieci HCV+ wzrastal odsetek limfocytéw efektorowych, potencjalnie cytotoksycz-
nych. Obejmowat on cytotoksyczne komorki CD8", a zwlaszcza CD8*CD28", komérki NK
(CD56%) i limfocyty NKT (CD3"CD56%). Sugeruje to, ze infekcja wirusowa, cho¢ zwykle
niema klinicznie, zostaje jednak rozpoznana przez uklad odpornosciowy dziecka i induku-
je efektorowa odpowiedz komorkowa. Wzrost subpopulacji limfocytow CD8* u dzieci
HCV+ znalazl ponadto odbicie w obnizeniu stosunku limfocytow T (CD4:CD8) w porow-
naniu do grupy kontrolnej. Znaczenic tego parametru w hepatitis C jest nieznane ale
w wirusowym zapaleniu watroby typu B opisano jego znaczenie predykcyjne sugerujace
pomyslny wynik leczenia przeciwwirusowego u dzieci (6).

Inna stwierdzana zmiana, jednak bez znamiennosci statystycznej, byly zaburzenia od-
pornosci humoralnej, manifestujace si¢ spadkiem ilosciowym limfocytow B (CD19+, CD2-
DR+) u chorych dzieci. Obserwacja ta rézni si¢ od wynikéw wykazanych u doroslych
pacjentow HCV+, u ktérych wystepuje czgsciej wzrost limfocytow B ,.naiwnych” i bez
cech aktywacji (7). Przyczyna tych réznic moze by¢ brak pomocy ze strony limfocytow T
CD4" koniecznej dla wzrostu i roznicowania limfocytow B. U badanych dzieci HCV+
mozna bylo bowiem zauwazy¢ spadek liczby limfocytow T CD4* a takze populacji CD8"
CD28" odpowiadajacej komérkom aktywowanym. Wydaje si¢ wigc, ze aktywacja limfocy-
tow pomocniczych T CD4" jest zjawiskiem przejsciowym w HCV, przynajmniej u dzieci,
wystarczajacym jednak do indukcji komérek efektorowych o potencjale cytotoksycznym,
ale p6zniej zanikajacym, by¢ moze w wyniku supresyjnego dzialania wirusa. Wykazano
bowiem, ze niestrukturalne bialko NS3 wirusa C indukuje uwalnianie rodnikow tlenowych
z fagocytow, co prowadzi do zaburzen czynno$ciowych a nawet apoptozy limfocytow (8).
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Pewne interesujace spostrzezenia w grupie dzieci HCV+ poczyniono oceniajac zalez-
no$ci migdzy badanymi parametrami przy pomocy wspolczynnika korelacji rang Spear-
mana (). I tak np. wzrost wszystkich subpopulacji limfocytow, wlacznie z limfocytami B
i komorkami NK kojarzyl si¢ ze wzrostem limfocytéw T CD3*. Jest to oczywiste dla sub-
populacji CD4" i CD8", ale w odniesieniu do pozostatych sugeruje wspolny bodziec sty-
mulujacy produkcje lub wyrzut z miejsc powstawania komorek. Stwierdzana korelacja
pomigdzy limfocytami CD2"DR* a CD8"CD28 moze sugerowac, ze limfocyty potencjal-
nie cytotoksyczne sa aktywowane. Ekspresja antygenéw HLA DR jest bowiem markerem
aktywacji limfocytow T .

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przedstawione dane wskazuja, ze uklad odpornosci komorkowej dziecka zakazonego
wirusem C reaguje na istnienie zakazenia. Zmiany skladu subpopulacji limfocytéw krwi
obwodowej u chorych dzieci sa mozliwe do wykrycia. Do istotnych nalezy wzrost efekto-
rowych komorek o potencjale cytotoksycznym i spadek stosunku limfocytéw T CD4:CD8.
Pozostaje sprawa otwarta, ktore z opisanych zaburzen maja znaczenie predykcyjne.
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ALTERATIONS WITHIN WHITE BLOOD CELL SUBSETS IN CHILDREN
WITH CHRONIC VIRAL HEPATITIS C BEFORE TREATMENT WITH PEGYLATED
INTERFERON AND RIBAVIRINE

SUMMARY

Objective: Detection of differences in white blood cell subsets I children with chronic viral
hepatitis type C before antiviral treatment.

Methods: A cohort of children (n=52) with proven HCV infection were subjected to flow
cytometric analysis of their white blood cells and compared to non-infected control group.

Main observations: It has been found that the hepatitis group has higher number of cells with
cytotoxic potential, decreased CD4/CDS8 ratio than the other one.

Results: Significant rise of CD8+, CD28- cells, NK cells and NKT lymphocytes was demon-
strated in hepatitis group. Several correlations were noticed between various cell subsets studied in
virus C infected children.

Conclusions: This data show that HCV infection affects child immunity at systemic level.
Cellular alterations are detectable by means of flow cytometry. Evaluation of its parameters might
have predictive value in antiviral treatment.
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