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1.WSTEP

1.1 Epidemiologia zaka@enia wirusem zapalenia wgtroby typu C

Przewlekte wirusowe zapalenigtroby typu C (PWZW C) jest waym problemem
zdrowotnym o stale rogonym znaczeniu ngwiecie nie tylko u dorostych, ale rowuie
u dzieci. Wirus zapalenia awroby typu C - HCV (ang.Hepatitis C Viru} zostat
zidentyfikowany dopiero w 1989 roku, ahanacznie wczaiej podejrzewano istnienie
innego czynnika rzi znane defd wirusy: zapalenia giroby typu A — HAV (angHepatitis A
Virus) i zapalenia wtroby typu B - HBV (ang.Hepatitis B Viruy. Na jego obecrig
wskazywaly obserwacje kliniczne jak i @dadczenia na zwieetach [1]. Stosowano
wowczas powszechnie oktenie zapalenie wiroby nie-A-nie-B (ang.non A non B
hepatiti. HCV ewoluowat w cigu kilku tysecy lat w scistym zwihzku z gatunkiem
ludzkim. Obecnie stwierdza esistaty wzrost cgstasci wystpowania PWZW C oraz
marskdci i pierwotnego raka wiroby jako odlegtych nagpstw zakaen HCV. Dane
epidemiologiczne wskazujze liczba ludzi zakaonych HCV naswiecie wynosi ok. 170 min
(3% populacji). Co roku infekcji tej ulega kolejiyc3-4 min ludzi. Najwicej osbb
zakaonych - powyej 10% stwierdza siw niektérych regionach Afryki, Azji i Ameryki
Potudniowej, w Egipcie stanowi nawet 14,5% populacji kraju [2]. W Stanach
Zjednoczonych liczé zakaonych HCV okréla sk na 1,3% populacji, co odpowiada okoto
3,2 min ludzi. Dane dotygze populacji dzieece] wskazu na wys¢powanie HCV u 0,2%
w grupie 6 do 12 lat i 0,4% w grupie od 12 do 1O0[8. W Polsce liczba nosicieli HCV
szacowana jest na okoto 700 tgsi. W 2010 zarejestrowano 2021 przypadkow zachaiowa
na wirusowe zapalenie givoby typu C — WZW C, w tym 38 (1,9% w skali krajbyto
wywotanych przez zaka&nia mieszane HCV i HBV, zapadaddonynosita 5,29 i pozostata
na poziomie podobnym jak w 2009 r. (5,08) z niekgebndenci wzrostows (0 4%). Nowo
wykrytych zachorow@a w 2010 roku stwierdzono o 17% ¢gej niz w roku poprzednim [4].
W 2009 zapadalr$dé byta o 17,6% risza od notowanej w 2008 roku i o prawie 30%sna
od sredniej za lata 2003-2007. Odsetek wykrywanych zakamieszanych wykazuje
tendena; spadkows, od 1999 do 2010 roku odnotowano ponad 4-krotngdsk tego
wskaznika (z 7,6% w 1999 r. do 1,9% w 2006 r.). Potwkardo odmiensg ewolucg sytuacji
epidemiologicznej wirusowego zapaleniatieby typu B - WZW B i WZW C [5]. W
poszczegolnych regionach Polski zapadanma WZW C ksztaltuje sirdznie. Najwicej



zachorowa w poprzednich latach zanotowano w wojewoédztwaeltetokrzyskim, tédzkim,
wielkopolskim i dolnglaskim. W chgu ostatnich lat w wojewddztwach lubuskim, opolskim
warminsko-mazurskim zanotowano tendenejzrostows. Podobnie jak w latach ubiegtych
zapadaln&¢ na WZW C w Polsce byta ponad dwukrotniezeza w miastach aina wsi
(odpowiednio 6,61 i 3,23) a tai& byta wyisza wrdéd nezczyzn ni kobiet (6,09 i 4,55).
Zaréwno wrod nezczyzn, jak i kobiet najwksza zapadal$é oraz najwgcej zachorowa
odnotowano w grupie wiekowej 50-54 lata. W porownado 2009r. zapadal§é wsrod
dorostych w wieku 35-54 lata wzrosta 19%, przy czymwickszym stopniu dotyczyta
mezczyzn ni kobiet (o odpowiednio 28% i 9%) oraz miesag@w wsi nz miast (0
odpowiednio 44% i 12%). Ze wzglu na pocatkowo bezobjawowy przebieg infekcji
wieksza¢ zakaonych nie jestwiadoma swojej choroby. Podawane dane epidemiaiogic

majg wiec wylgcznie charakter szacunkowy.
1.2 Biologia HCV

HCV jest malym wirusem otoczkowym, zaliczanym nadgtawie molekularnej
organizacji genomu, upaggdkowania genéw oraz homologii RNA do rodziRlaviviridae.
Czgstka wirusa jest okgta struktug o gestosci 1,14-1,16 g/ml. Kapsyd ma budew
ikosahedralg o srednicy okoto 30-35 nm, zbudowany z licznych kdpigo samego biatka
p21. Otoczka wirusa sktada s krotkich wyrostkow zteonych z dwoéch glikoprotein (E1 lub
gp31i E2 lub gp68-72), a tak lipidow pochodzcych z komaorki gospodarza. Genom wirusa
jednoniciowy, dodatnio-spolaryzowany, niepodzielong segmenty RNA, zbudowany z
okoto 9500 nukleotydow. HCV atzy rownie z rodzirg Flaviviridae uderzajce
podobigéstwo profili hydrofobowych [6]. Wiksz jego czs¢ stanowi pojedyncza diuga
ramka odczytu - ORF (angpen reading framekodupca prekursorow poliproteire ztozong
z 3010-3011 aminokwasow, skiaglajch s¢ na okoto 10 biatek. Po obu koach genomu w
koncach 5’ i 3, podobnie jak u innych wiruséw RNA wymtja sekwencje niekodage - UTR
(ang. untraslated regio)) nie podlegajce procesowi translacji. 3Sone niezbdne do
prawidtowej replikaciji i translacji biatek wirusd,B]. Proces replikacji zachodzi catkowicie w
btonowych strukturach komorki i wszystkie biatkaruwsowe powstage z prekursorowej
poliproteiny g zasocjowane bezpednio Ilub pérednio z Dblog retikulum
endoplazamtycznego [9]. Prekursorowa poliproteinegal pofragmentowaniu d&i
proteazom kodowanym przez wirusa i kompiospodarza, twose biatka strukturalne i

niestrukturalne. Do bialek strukturalnych rmate biatko rdzenia (ang.protein corg



stanowjcy gtowny sktadnik nukleokapsydu, glikoproteiny ce&i E1/E2 (ang.envelope
protein oraz biatko p7 o datl niepoznanej funkcji. Biatka niestrukturalne (ang.
nonstructural proteipto: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B [10]. Biatkdzenia jest
fosfoproteiry wigzacag RNA, wptywa na procesy metaboliczne zadaej komorki, wykazano
tez jego wiaciwosci onkogenne. Biatka otoczki E1 i E2, ktOrg glikoproteinami tworz
stabilny heterodimer. Przy N kou biatka E2 znajduje giwysoce zranicowana struktura —
region HVR1, ktéry mee odgrywa role w przewlekaniu si procesu zakaenia HCV. Biatko
NS2 ma wiaciwosci metaloproteazy i proteazy cysteinowej, wptywa ksatattowanie si
miejsca wjzania biatek NS2/NS3. Biatko NS3 ma zn@cowary aktywna¢ enzymatyczax

od N kaca wykazuje aktywni@d proteazy serynowej, przy C-kou NPT-azy/helikazy
niezlednej do tworzenia w trakcie replikacji strukturyudorzdowej HCV. Biatko NS4A
uczestniczy w procesie fosforylacji biatka NS5A.alRb NS4B uczestniczy w procesie
replikacji HCV. NS5A jest wysoce ufosforylowamroteiry, ktora petni funkgj inhibitora
komorkowej kinazy biatkowej, zateej od RNA i stymulowanej przez interferon. W ten
spos6b mge hamowéa mechanizmy obrony przeciwwirusowej, jestavformg obrony HCV
przeciwko mechanizmom immunologicznym gospodarzd.[NS5B jest RNA — zaleg
polimeraz RNA. Jego obecrié zaobserwowano w cytoplazmie otage&j jadro
komorkowe (Rycina 1)[12,13].

glikoproteiny otoczki

: b
otoczka

okoto 60 nm

Rycina 1. Model budowy ludzkiego wirusa zapalenigraby typu C {vg Clarke B. Molecular
virology of hepatitis C virus. J Gen Virol 1997;:2897-2410)
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Obecnie znanych jest 6 podstawowych genotypéw HO@¥Yndczonych cyframi
arabskimi od 1 do 6). Kay z nich mana podziek na wiele podtypdéw, ktérych w sumie jest
juz okoto 80. Genotyp jest ceghvirusa nie ulegapra zmianie w trakcie trwania infekcji. Nie
wiadomo jednak w jakim stopniu e genotypy (lub rtne warianty tego samego genotypu)
mog ze sob rekombinowd w zakaonym organizmie [14]. W Polsce dominuje genotyp 1b,
chat obserwuje si rowniez wystepowanie genotypu 3 oraz 4 [15]. W populacji dzieej
wystepowanie poszczegdlnych genotypdw jest nieco odnaigrinu dorostych: 1la 51,7%, 1b
45%, 3a 3,3% [16]. Wszystkie obecnie znane genotyy¥ wykazup hepatotropizm i$
patogenne. Uwa Sk, ze r&nig Sie one stopniem zakaosci i patogennéci, a w
konsekwencji tempem progresji do mar&ko watroby i ryzykiem rozwoju raka
watrobowokomaorkowego. Gtowncechy HCV jest heterogeniczi§é jego genomu. Jednym z
procesow wyjéniajacych to zjawisko g btedy procesu replikacji. Wirusowa polimeraza RNA
nie posiada zdolgi naprawiania kidow, ktére powstaj podczas syntezy potomnych
czasteczek RNA. Okrédona eksperymentalnie gztas¢ mutacji wynosi 16-1C° zasad na cyk
replikacyjny [17]. Opisano tale przebudow genomu wirusowego w wyniku rekombinacji —
decydugcej o zmiennéci genetycznej. Do wymiany fragmentéw informacjingg/czne;j
dochodzi w obgbie genomu tego samego wirusa, pgiay r&znymi szczepami wirusowymi
oraz pomgdzy wirusem a komoek gospodarza [18]. Procesy te, jak rownidpowied
immunologiczna gospodarza odpowiedzialaeza fakt,ze w zakaonym organizmie jest
réznorodna populacja HCV ziona z quasi —gatunkow czyli spokrewnionych zegsob
wariantow HCV [19]. Uwaa sk, ze obecné& quasi — gatunkdw mge by jednym z
mechanizméw prowadzych do omingcia odpowiedzi immunologicznej, powstania

odporndci na leki oraz niepowodzeniach przy tworzeniu ekmhej szczepionki [20].

1.3 Drogi przenoszenia oraz naturalny przebieg zaka&nia HCV

Zakazenie HCV jest przenoszone dgogparenteralg wertykaly i horyzontaln
(Rycina 2). Najcgsciej HCV przenosi siw zwigzku ekspozyg uszkodzonej skory lub bton
sluzowych na krew i produkty krwiopochodne. Gtowneymniki ryzyka to przetaczanie
zaka&onej krwi i preparatow krwiopochodnych, przeszcaem narzdow od zakaonych
dawcow, uywanie sprztu zanieczyszczonego kmyvichorego, przypadkowe zakiucia
pracownikow ochrony zdrowia igtzanieczyszczan krwig chorego, kontakt seksualny z
zak&onym partnerem [21]. Do zachowayzykownych zwiazanych z maliwoscia zakaenia
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HCV zaliczamy roéwnig tatuowanie, przektuwanie i ciata, stosowanie dginych
srodkow odurzajcych [142]. W populacji dzieetej najweksze znaczenie w transmisji HCV
ma leczenie preparatami krwiopochodnymi, dializapéa, zabiegi operacyjne [143]. Obecnie
podkréla sk duzg role zakaenia odmatczynego jako ¢ty przyczyr zakaen HCV u
dzieci. Na podstawie obserwacji prowadzonych pmédu autorow ryzyko wertykalnego
zakaenia HCV ocenia gina 5-6% [22,23]. Nie stwierdzono jednak wplywu ogpu
wirusa, wiremii matki, sposobu rozyziania cizy czy tez karmienia piergi na ryzyko
przeniesienia zakania HCV z matki na dziecko [24]. Do mniej prawddpbnych drég
zakaenia dziecka naly przeniesienie poziome w rodzinie — gtownie od khatzy
zak&onego rodzestwa. Cestas¢ tych zdarzé znacznie zmniejsza ¢si wraz z
przestrzeganiem podstawowych zasad higieny, zabezgmiem przed kontaktem z zadm
krwig (Rycina 2) [143].

Zal kﬁz&ﬂl&

(wezty kainﬂ)"

Dozylne $rodki
odurzajace

Ta:t uawaﬁie

Ryc. 2 Drogi przenoszenia zakesmia HCV (wg Alter MJ. Prevention of spread of hepatitis C.
Hepatology 2002; 36:93-98)
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Przebieg zakaenia HCV u dorostych jest najgzxiej rézny od obserwowanego u
dzieci i mtodziey — map na niego wptyw liczne czynniki ryzyka wypujagce w okresie
zycia dojrzatego takich jak naédywanie alkoholu, niewkxiwe odrywianie, przyjmowanie
lekdw hepatotoksycznych. Wspétistnienie takich kejejak ludzkim wirusem updedzenia
odporndci HIV (ang. humanimmunodeficiency virQsHBV oraz chorob ogdélnoustrojowych
jak cukrzyca, dyslipidemie, zaburzenia hormonalngwydolng¢ krazenia mog miet
réwniez istotne znaczenie. Istnigpowody na szybgzprogresi wtoknienia u chorych pici
meskiej, nadaywajacych alkoholu i os6b powgj 50 rokuzycia [25]. Zakaenie HCV ma
przebieg najoxciej bezobjawowy. Okres wydjania wynosi 15-150 dngrednio 50 dni.
Zwiastuny u chorych z postaciklinicznie jawry to gtdéwnie objawy dyspeptyczne. U
niewielkiego odsetka zakanych wys¢puje zottaczka — wg rénych autorow jest to 5-20%
[26]. Istniep doniesienia o sporadycznie wystijacej ostrej niewydolnéei watroby (<1%)
[27]. Wyleczeniu samoistnemu ulega 14-46% choryghy pozostatych 54-86% zaidenie
przechodzi w stan przewlekty [28,144]. Kryteriumtpierdzagcym przewlekie zakaenie
jest obecn& materialu genetycznego HCV w surowicy chorego prakres dtiszy niz 6
mieskcy. Okoto 40% zakanych przez 10 — 20 lat @ nie mi€ zadnych objawdw lubas
one stabo zaznaczone. Marskowatroby rozwija s¢ u 15-20% chorych najegciej po
uptywie 20 lat. Pierwotny rak stroby maze wyshpi¢ u czsci zakaonych po 30 latach
(Rycina 3) [29].

1 8 Postac

ﬁ piorunujaca
Ostre

54—-86 % HIV i
WZW C % alkohol

%4_46% PWZW C %15_51% : _

ol 2 7 49—-85 %

Eliminacja [jf Marskosé

wirusa

. watroby _25%
wyzdr_ovvle Postac %
SOUE stabilna 75 %
Rak
Postac watrobowo-
powoli komarkowy
postepujaca

Ryc. 3 Przebieg naturalny zaiemia HCV( Wg Maasoumy B, Wedemeyer H Natural history of
acute and chronic hepatitis C. Best Pract Res@distroenterol 2012; 26:401-12)
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1.4 Odrebnosci zakazenia HCV u dzieci

PWZW C jest istotnym problemem zdrowotnym nie tylkadorostych, ale tae u
dzieci. Doniesienia na temat ewolucji Klinicznej téhoroby u dzieci $ jednak skpe.
Wiadomo,ze postaci ostre WZW C, ktére u dzieci watja bardzo rzadko, maju czsci
chorych charakter samoogranicgaj sk, podczas gdy u pozostatych prowaddo
przewlektej choroby, a w przysZd do rozwoju marskiei, a nawet pierwotnego raka
watroby [30]. Wg wielu autorow do wyzdrowienia i catkitej samoistnej eliminacji wirusa
dochodzi u 14-46%. Istnigdoniesieniaze w populacji dzieecej zdarza sito nieco cesciej
niz u dorostych. J&i jednak zakaenie HCV utrzymuje si kilka lat istnieje due
prawdopodobigstwo, ze kedzie s¢ utrzymywa diugoterminowo [31, 144]. Wiele aspektow
dotyczcych przebiegu zakania nie zostato dad doktadnie wyjénionych. Ze wzgidu na
miody wiek pacjenta w momencie zakaia HCV, przebieg choroby jest diugofalowy,
najczsciej bezobjawowy, a jego skutki odlegte trudne dozewidzenia. Mato
charakterystyczny obraz kliniczny wynika z barda@pych dolegliwdci subiektywnych
dziecka. W przypadku jawnej symptomatologii zekde HCV mae manifestowa si¢ jako
ostre WZW C. Objawy kliniczne w ostrej fazie za&aia jak zadlcenie powtok skérnych i
biatkbwek z odbarwieniem stolca u dzieci stwierdigabardzo rzadko [32]. U €%ci chorych
dzieci przebieg mae by agresywny, prowadz do niewydolnéci watroby jeszcze w
dziechstwie. RGne tempo progresji zmian w przebiegu PWZW C prayjpist wzajemnej
interakcji wirusa i komorek zakanego organizmu. Czynniki wplywge na przebieg
kliniczny choroby u dzieci nie zostaly ddtw petni okrélone. Szybki rozwoj marskoi
dotyczy prawie wycznie dzieci ze wspotistnigjymi ciezkimi  schorzeniami
ogolnoustrojowymi lub dzieci po terapii z powodwmstowych choréb hematologicznych
[33]. U dzieci nieobgizonych zadnymi dodatkowymi schorzeniami, mimo wieloletniego
trwania zakaenia, w badaniu histopatologicznym stwierdza rédewielkie nasilenie zmian

zapalnych i brak lub niewielkiego stopnia zwtokne[84].
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1.5 Mazliwosci terapii PWZW C u dzieci

Celem leczenia PWZW C u dzieci jest uzyskanie teyvatlpowiedzi wirusologicznej
(ang.sustained viral respons&VR) o czymswiadczy ujemny wynik HCV-RNA w surowicy
6 miesecy po zakaczeniu leczenia, a tym samym zmniejszenie Zzad&i oraz ryzyka
marskdci i hepatokarcynogenezy w wieku dorostym. Schenetyenia PWZW C zmieniaty
sie na przestrzeni lat. Pogikowo stosowano interferon alfa (IFN alfa) w momat®i, p&niej
wprowadzono terapiskojarzong tagczac IFN alfa z analogiem guanozynowym — rybawiryn
(RBV). Od 2000 r. wprowadzono interferon pegylowafBegIFN). Palczenie biatek z
glikolem polietylenowym, czyli tzw. pegylacja jeghary metod, wydtuzenia ich okresu
pottrwania w ustroju. W przypadku interferonu pofifeoto na zwkkszenie oddziatywania
biologicznego tej cytokiny poprzez dtugotrwate ytrgywanie s¢zenia leku na jednakowym
poziomie. Poprawia to jego skuteczéaderapeutyczy oraz hamuje dynamgkmutacii [35].
Terapia skojarzona PWZW C PeglFN oraz RBV standwecoie standard leczenia na catym
swiecie, réwnie w Polsce [36]. W przypadku stosowania PeglFN i RB¥zieci z PWZW C
SVR uzyskuje 61-77% chorych, w porownaniu do 474tetzndci w przypadku klasycznej
terapii IFN alfa i RBV [37,149]Sciste stosowanie sido wymogdw terapii stanowi bardzo
wazny czynnik powodujcy wzrost skuteczrgi leczenia. Do terapii powinni By
kwalifikowani chorzy z ostrym i przewleklym WZW QyyrOwnary marskdciag watroby,
reaktywacy zakaenia po przeszczepieniu gtoby, jak rownieé schorzeniami
pozavwgtrobowymi wywotanymi HCV. Celem terapii jest zahamamie oraz cofricie sk
zmian histopatologicznych w atrobie. Standardem leczenia ostrego WZW C jest
monoterapia z zastosowaniem preparatow IFN. Nalernatyvd leczenia osob dorostych z
PWZW C zakaonych genotypem 1 i 4 HCV jest terapia trojlekoviejmujaca PeglFN alfa
2, RBV oraz inhibitory proteazy HCV tj. bocepreWBOC) lub telaprevir (TVR). Dakzenie
do leczenia inhibitoréw replikacji HCV znacznie podi skuteczni@ stosowanej ded
terapii dwulekowej [38,145]. Zakania innymi genotypami HCV u dorostych i wszystkimi
genotypami HCV u dzieci (po ukozeniu 3 rokuzycia) leczymy rutynowo teragpi
dwulekowy. Oznaczenie genotypu HCV oraz wysékowiremii jest niezbdne przed
wyborem schematu leczenia PWZW C. AktyWfidLT pozostaje bez wptywu na decyzj
terapeutyczp Czas terapii uzakmiony jest od genotypu HCV zak@nych pacjentéw,
wartasci wiremii przed leczeniem oraz po 4 i 12 tygodhiderapii i mae wynost 16, 24, 36,
48, 72 tygodni [146].

15



1.6. Cechy uktadu odpornéciowego u cztowieka

W trakcie ewolucji rozwigty sie liczne mechanizmy obronne, ktorych celem jest
identyfikacja i neutralizacja pych patogenow. W uktadzie odposcmwym cztowieka
rozr&niamy bariery fizyczne i chemiczne tj.: skora, htofluzowe, niskie pHzotadka,
enzymy wydzielane przez blonyluzowe uktadu pokarmowego. Ponadto wyramy
wrodzone i nabyte mechanizmy odpaitip ktorych skiadowe znajdaljsie niemal we
wszystkich tkankach i nagdach [39]. Odporn&@ nabyta cechuje sklonalndgcig limfocytow
B i T powstag w wyniku przegrupowania genow receptora limfocytbw TCR (ang.T Cell
Receptoy i genéw immunoglobulinowych [40]. Warunkuje tovpgtanie duej swoistdci i
pameci immunologicznej. Swoistd i pami¢ nabyta w cigu zycia nie jest przekazywana
kolejnym pokoleniom. Do sktadowych odpokco nabytej zaliczamy czynniki zdolne w
SposOb swoisty rozpozéaantygeny rénego rodzaju, wksza¢ wytwarzanych przez
limfocyty B przeciwciat i wgkszas¢ limfocytow T. Antygeny prezentowane Bmfocytom T
przez APC (angAntigen Presenting Ce)lsktére posiadajna swojej powierzchni antygeny
kompleksu zgodnwi tkankowej MHC (angMajor Histocompatibility Complexklasy | i Il.
Molekuty MHC Il znajdugce s¢ nha komorkach warunkajprezentagj antygenu limfocytom
T pomocniczym. Antygeny zewtrzkomorkowe np. pochodzenia bakteryjnegg s
prezentowane przez APC i MHC Il limfocytom T helpltidre udzielag pomocy limfocytom
B w produkcji swoistych przeciwciat (odpowiedswoista humoralna) lub limfocytom T
cytotoksycznym (odpowiegd swoista komorkowa). Antygeny wewtnzkomorkowe np.
wlasne, wirusoweagsprezentowane gtéwnie za pomolHC | przez zakazone komorki, co
prowadzi do powstania swoistych limfocytbw T cyilagcznych. Znany jest réwrie
mechanizm prezentacji krzgwej antygenow wewgtrzkomorkowych. Odbywa sito za
pomog MHC | przez APC, najc&ciej zakaone danym patogenem. Odposéavrodzona,
ktéra realizowana jest gtdwnie za pomaranulocytéw, monocytow, makrofagow icéei
biatek surowicy krwi, jest starewolucyjnie, a zarazem uniwersalformg odporndci
organizmow przeciw patogenom. Badanie ostatnich wWakazaty, ze wiele aspektow
odporndci wrodzonej jest bardzo podobnycheniy odlegtymi ewolucyjnie organizmami
jak owady i ssaki, nawet gudzy ralinami i zwierztami [41]. Gldwnym zadaniem
odporngci wrodzonej w rozumieniu infekcyjnym jest rozrdenie charakterystycznych
struktur zwgzanych z patogenami PAMPs (ari@atogen Associated Molecular Patteyns
Zadanie to jest wykonywane perfekcyjnie ponigwaie poznano dotychczas choroby

autoimmunizacyjnej spowodowanej przez odpéénarodzory [42]. Kolejnym zadaniem
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odporndci wrodzonej jest szybka reakcja na patogen popwazhomienie mechanizmow
efektorowych oraz aktywowanie i orientacja odpdononabytej. Odporn& wrodzona
przekazywana jest kolejnym pokoleniom przez komdirki zarodkowej, a w cigu zycia
cztowieka nie nabiera ona gliszej swoistéci ani pamé¢ci immunologicznej. Rozpoznanie
PAMPs w organizmie ludzkim realizowane jest gtésvipirzez rodzig receptoréw Toll —
podobnych TLRs (angToll-like Receptory ktére odgrywaj zasadnicz role w inicjacji
odpornadci wrodzonej przez wznienie reakcji zapalnej i pobudzenie wybuchu tlenaveg
[43]. Reakcja zapalna jest wynikiem syntezy cytoinzapalnych. Dodatkowo indukowana
jest ekspresja @steczek kostymulggych i antygenéw MHC klasy | i Il na komoérkach
prezentujcych antygen, przyspieszone dojrzewanie komorekdmygycznych, co jest
niezledne do wilaciwe) aktywacji odporngci nabytej [44]. Wspomniane mechanizmy
wspotdziatag na r@nych etapach w odpowiedzi przeciwko danemu patogehud komorce
nowotworowej. Zaburzenia czynfw ktoregokolwiek z nich mae doprowadzd do
nieadekwatnej — niewystarczeg] Ilub nadmiernej odpowiedzi immunologicznej,
prowadacej do zjawisk patologicznych. Ukiad odpofoowy u dzieci wykazuje
upcsledzenie czynnixiowe, jego poszczegoblne skiadoweagal petry dojrzatdé wraz z
wiekiem, co niewtpliwie nie pozostaje bez wplywu na interakcje peoay wirusem a
gospodarzem. Manifestuje¢sto brakiem lub miszy zdolncciag do produkcji niektorych
cytokin, stabszym dzialaniem cytotoksycznym kom@rekiizszym  potencjatem
czynnagciowym ukiadu dopetniacza [45]. Mechanizmy odpdmiavrodzonej ksztattaj sie
wczenie w przebiegu ontogenezy- noworodek maksza¢ jej czynnikow zdolnych do
dziatania. Odporni nabyta tworzy si natomiast pgniej i niektére jej sktadowe, jak np.
stezenie IgA osiga wartdci dorostych dopiero u nastolatkéw.a®tmazna przypuszcza ze

odpornd¢ wrodzona mge mie istotne znaczenie w chorobach infekcyjnych.

1.7 Wptyw HCV na ukfad odpornosciowy

Obecnie mato wiadomo o0 udziale odpawionrodzonej w PWZW C, zwitaszcza u
dzieci. WZW C jest agsty choroly zakang populaciji dziegjcej. Jego przebieg najgriej
ma charakter przewlekty, co mua ttumaczy zaburzeniami odporgoi, takze wrodzonej.
Wydaje s¢, ze odgrywa ona istognrole jako, ze ukfad odporniiowy cziowieka, a
zwtaszcza odporr$é nabyta jest niedojrzaly i pozostaje w staniglggo rozwoju [46]. Sam

wirus posiada rownie wiasciwosci hamujce odpowied immunologiczn. Wykazano,ze
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biatko rdzeniowe HCV odgrywa znaga role w supresji indukcji limfocytéw Thl poprzez
hamowanie syntezy interleukiny 12 (IL-12) i tlen&motu [47,48]. Mechanizm prowagz/
do rozwoju PWZW C budzi wgi wiele pyta. Jeda z mazliwosci jest unikanie przez HCV
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Zmiesgnav obrbie regionu hiperzmiennego
HVR-1 (ang hypervariable region 1 powoduje nieefektywne dziatanie przeciwciat
neutralizugcych swoistych dla HCV [49]. Ponadto uwask, ze mutacje w epitopach dla
cytotoksycznych limfocytow T pozwalapming¢ odpowied komorkows [50,51]. Znaczenie
ma rownie niska antygenowsd HCV, w wyniku ktérej aktywné&¢ cytotoksycznych
limfocytow T swoistych dla HCV jest do nizsza ni komérek swoistych dla HBV [52].
HCV uszkadza réwniewiele sktadnikéw odporrigi wrodzonej — biatka otoczki E1, CE1,
hamup dojrzewanie komorek dendrytycznych [53]. Komorijako komorki prezentgge
antygen mog aktywowa naiwne (przed kontaktem z antygenem) limfocyty kolei biatko
E2 HCV hamuje kinaz bialkowy aktywowan przez dsRNA, co znosi dziatanie
przeciwwirusowe IFN alfa. To samo biatko hamujekitje komérek ,naturalnych zabojcow”
- NK (ang. Natural Killers), jednego z najwaniejszych czynnikdéw przeciwwirusowych
[54,55]. Ponadto biatka rdzenia wirusa i NS3 indgkprodukcg IL-10, znanej z silnego
efektu immunosupresyjnego [56]. Wskazujezm HCV w wyniku selekcji wytworzyt szereg
mechanizméw przeciwko odpored wrodzonej ize odporné¢ ta miata wane znaczenie

protekcyjne wobec niego w przesso

1.8 Odpowied uktadu odpornosciowego na obecnsg HCV

Patogeneza zakania HCV jestscisle zwigzana z odpowiedziimmunologicza na
antygeny wirusa. Peptydy antygenowe wirusa prexene limfocytom T CD4+ przez
komorki prezentujce antygen, powodajstymulacg uktadu immunologicznego, co m®
zarowno sprzyja eliminacji zakaonych hepatocytéw, jak i powodowadegradag)
niezagtego mazszu watroby. Pobudzenie uktadu immunologiczneggddze nasfpstwem
zakaenia wirusowego powoduje zmiany skiadu subpopulagjinek biatych a zwilaszcza
limfocytéw, co znajduje odbicie w sktadzie komorkpw krwi obwodowej [57]. Zakaony
organizm reaguje na pojawienie¢ shntygenow wirusowych produkgcjprzeciwciat oraz
uczulonych limfocytéw T. Obecré wyktadnikow nabytej odporrici humoralnej obserwuje
sie najczsciej po okresie 7-8 tygodni od zalkania HCV. Rola ochronna tych przeciwciat jest
dyskusyjna - ich zdolrsai neutralizugce wobec HCV gniewielkie. Powstajce przeciwciata
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majg gtdwnie znaczenie prognostyczne i diagnostyczrexz Inie odgrywaj roli w
patogenezie choroby [58]. Zatemie HCV indukuje réwnieswoist odpowied komorkows
poprzez produkejuczulonych limfocytéw T. Mimoze ich liczba jest niewielka 1-2% [57]
uwaza Sk, ze odpowiadaj one za gromadzeniegsnaciekoOw zapalnych w zagj watrobie
oraz eliminagj zakaonych hepatocytdow. Uruchomienie mechanizméw odpmino
komorkowej prowadzi wic do powstania tzw. martwicye&owej komaorek wtrobowych
[59]. Uwaza sk rOowniez, ze zaburzenia odporiéa komorkowej prowadg do przewlekania
si¢ zakaenia HCV. Przyczymn maze by pierwotna niewystarczgga odpowied limfocytow

T CD4+ lub ich ,zuycie” [60], upaledzona prezentacja antygenu przez komorki
dendrytyczne, supresja limfocytéw T, komorek Nkonkorek dendrytycznych poprzez biatka
strukturalne i niestrukturalne HCV. B& znaczenie przypisuje esitez upasledzonemu
dojrzewaniu prowadgemu do nieodpowiedniego efektu cytotoksycznego isaie
uczulonych limfocytow T CD8+, supresji efektu cytksycznego poprzez regulatorowe
limfocyty T CD8+ lub ,tolerogennego$rodowiska wtroby kedacego wynikiem dziatania
komérek nabtonkowych zatok givobowych, komdrek Borowicza-Kupffera, komédrek
gwiazdzistych i komorek dendrytycznych [61]. Udowodniomvniez, ze zywa odpowied
subpopulacji Thl limfocytow CD4 produkigiych IFN-gamma zapewnia zanik replikaciji
HCV, nizszz aktywnag¢ aminotransferazy alaninowej, a #ak mniejsze widknienie w
watrobie. Zmniejszenie puli limfocytow CD4+ u zakeych HCV niektérzy autorzy wig z
przyspieszeniem progresji przewlektego zapalenitroly typu C [62]. Istnienie swoistej
odporndci przeciwwirusowej ma ograniczony wplyw na przepieakaenia, ché u
niewielkiego odsetka zakanych HCV dochodzi do eliminacji wirusa. Ugakszaci chorych
poddanych leczeniu przeciwwirusowemu, u ktorychzétoslo serokonwersji serologicznej
mozliwe jest wykrycie materialu genetycznego wirusardnych komoérkach organizmu,
zwtaszcza makrofagach [63]. Wiele badaotwierdzito zwiyzek PWZW C z updedzeniem
odporngci komérkowej oraz mutacjami HCV i uciecgkwirusa spod kontroli
immunologicznej gospodarza. Dotychczasowe strategerapeutyczne PWZW C
uwzgkdniajg leki o uznanym dziataniu immunomodulacyjnym (IFRBV). Ze wzgédu
jednak na nadal niesatysfakcjosus skutecznéc leczenia, zwtaszcza zatanych genotypem
1 HCV, poszukiwanegsnowe rozwgzania terapeutyczne oparte gtdbwnie na oddziatywaaiu
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej. Sugeruje iwniez uwzgkdnienie supres;ji

komorek regulatorowych w strategiach opracowywaaizepionki przeciwko HCV [64].
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1.9 Rola odporndci wrodzonej w zakaeniu HCV

Ostatnie lata przynogszcoraz wecej informacji na temat odporém wrodzonej i jej
zaburzé w PWZW C u dzieci. Odpordé wrodzona obejmuje szerplganme czynnikow
zar6wno humoralnych, jak i komorkowych. Znaczniarsta od odporioi nabytej, ché
pozostaje niezaima od antygenu, pozwala na rozpoznanie ,swoj’- yopd2]. Jej sktadowe
wspomagaj czsto mechanizmy efektorowe odpo¢ob nabytej. W skiad czynnikow
odporndci wrodzonej wchodg zaréwno elementy humoralne - cytokiny, chemokimktad
dopetniacza, cgsteczki adhezyjne, jak i komorkowe - NK, limfocyNKT (ang. Natural
Killers T-celly, limfocyty z receptorem gamma/delta, monocyty/ro&kgi, komorki
dendrytyczne i inne. HCV nie wywoluje beZpedniego efektu cytopatycznego na komorki
watroby. Zmiany patologiczne w tym nadzie ® wynikiem aktywacji uktadu
odporndgciowego. Nabyta odpordé (swoista) mee spowodowa zaréwno eliminagj
wirusa, jak i uszkodzenie hepatocytow prowgddo marskéci watroby wicznie. Istniej
dane wskazyge, ze odporné¢ nieswoista (wrodzona) nme znacznie zredukowaviremic
we wczesnych okresach zaka HCV, gdy brak jeszcze mechanizmow efektorowych
odporndci nabytej. Sugeruje taze odporné¢ wrodzona mge mig istotne znaczenie w

patogenezie zapaleniatroby takze w p&niejszych okresach PWZW C [147].

W watrobie wystpuja lub s produkowane liczne czynniki odpoiud wrodzonej
m.in. biatka ostrej fazy, cytokiny tj. IL-6, trarsujacy czynnik wzrostu beta 1 - TGF-beta
1 (ang.transforming growth factor-beta),lczynnik martwicy guza alfa - TNF-alfa (ang.
tumor necrosis factor-aljaoraz skiadowe dopetniacza, makrofagi, komorkidigtyczne,
komoérki NK i NKT. Moze to wynika& z faktu, & watroba jest narmdem naraonym w sposoéb
ciaggty na kontakt z antygenami dociegeymi przez uktadzyty wrotnej. Udowodniono tate,
ze zakaone wirusami hepatocyty produlujczynniki chemotaktyczne powodog
gromadzenie limfocytow T w ytrobie [65]. Wys¢powanie i produkcja czynnikéw
odporndci wrodzonej w wgtrobie pozwalaj s3dzi¢, ze mog one mig€ istotny wptyw na
przebieg procesu chorobowego w tym pdede. Szczegoinrole przypisuje si cytokinom
zwlaszcza IFN gamma, I1L-18, IL-10 i TGF — beta.1Q-wzmaga replikagj wirusow, a
TGF-beta stymuluje fibrogenezv watrobie [66,67]. O roli cytokirkwiadczy rownie fakt,
ze jednym z gtdbwnych czynnikdw stosowanych w terappalé& watroby jest cytokina — IFN

alfa.

20



Chemokiny § odmiary cytokin biogcych udziat w gromadzeniugslimfocytow T w
migzszu watroby, powstawaniu naciekéw komorkowych oraz inigmiu fibrogenezy w
pwzw [68].

W watrobie mamy do czynienia z kilkoma subpopulacjammkrek limfoidalnych —
limfocyty T z receptorem TCR gamma-delta (rozpoznajykonuja reakcje cytotoksyczne
bez udzialu MHC), komorki NK (zabijajkomorki zakaone wirusami, a tale komorki
transformowane w kierunku nowotworzenia, hamowaigie funkcji przyczynia s do
przetrwania wirusa i powstania PWZW [69], komOrkiKN (rozpoznag glikolipidy
znajdupce sé na powierzchni hepatocytow i zdolne zabija te komorki). Wszystkie
populacje komdérek limfoidalnych mgjudziat w cytotoksyczriei skierowanej przeciwko
zak&onym i nie zakaonym wirusami hepatocytom. Ponadto gromasiz one w zakzonej
wirusami hepatotropowymi atrobie. Czynnikiem stymulujacym ten proces jestnobkina
IP-10 [70].

Wazng populaci komoérek biogcych udziat w odporriei wrodzonej § réwniez
komorki prezentujce antygen — gtownie komorki dendrytyczne. FunkeigC mog petnic
aktywowane makrofagi, w tym komorki Browicza-Kuptiew watrobie. Istniej przestanki
wskazugce na nisk jakos¢ prezentacji antygenow wirusowych jako jedm przyczyn
niepomylnego przebiegu wirusowych zapéleatroby u dzieci [71].

Znacznym oOsignigciem w zrozumieniu odporgoi wrodzonej byto odkrycie
receptorow rozpoznagych wzorce molekularne - PRR (amfattern Recognition Receptdrs
Receptory te g zdolne rozpoznawa rézne molekuty takie jak cukry, zione lipidy,
fragmenty kwasOw nukleinowych obecne naznykth drobnoustrojach. Dotychczas
zidentyfikowano trzy rodziny receptorow wykrywaych patogeny: TLR, receptory NOD-
podobne - NLR (angNod-like receptonsoraz receptory RIG-podobne - RLR (aRig-like
receptor3y. TLR 3 biatkami przezbtonowymi, a tak cytoplazmatycznymi, rozpozigaymi
czasteczki patogendéw — bakterii Gram-dodatnich, Grgemuaych, mykobakterii, wirusoéw
DNA i RNA, grzybow i pierwotniakdw, gtdbwnie poprzdrmgmenty bogate w powtdrzenia
leucynowe (ang.leucine-rich repeats— LRR) w ich domenach zewimzkomorkowych.
Indukug one nasipnie ekspresjwielu genow, ktorych produkty wywolyjproces zapalny,
apoptoz [72] lub odpowiedry odpowied immunologiczig konieczr do eliminacji danego
patogenu. TLR wyspuja na komédrkach uktadu krwiotwdrczego, wykryto je #akna

komdérkach nabtonkowych, zaréwno nabtonka pokrywnégalo i gruczotowego. W wirobie
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stwierdzono obecrsé 9 z 11 rodzin TLR, co sugeruje wa role tych receptorow jako
potencjatu obronnego tego nadn. W niektorych chorobachatvoby, jak np. w marski
stwierdzono znaczny wzrost ekspresji TLR2 i TLR4 kwemérkach jednagdrzastych krwi

obwodowej [73].

Wedtug ostatnich doniesieakaenie wirusami hepatotropowymi rie prowadzt do
istotnych zmian immunofenotypu krwi obwodowe] [7ZRburzenia odporioi u dzieci w
WZW C wydaj sie dotyczy gtownie czynnikdw i mechanizméw odpoied wrodzonej.
Ponadto udowodnionoze u dzieci z PWZW C, pomimo braku najéziej objawow
klinicznych, dochodzi do pobudzenia uktadu odpécrmvego, czego wyrazem jest wzrost
komoérek efektorowych o potencjale cytotoksycznynspadek stosunku limfocytow T
CD4:CD8 [65]. Tego rodzaju informacje mpgnie¢ znaczenie w planowanej terapii

przeciwwirusowe;.

1.10 Limfocyty krwi obwodowej i jej subpopulacje

Limfocyty T dojrzeway i przechodz proces ranicowania w grasicy, do ktérej dosiaj
si¢ jako komorki pro-T ze szpiku [75], chgewna cg$¢ limfocytow T ma pochodzenie
pozagrasicze [76]. Limfocyty T stanawpopulacg o niejednorodnym immunofenotypie i
zraznicowanych funkcjach, w ktérej zwykle wyndia st subpopulacje. Wraz z rozwojem
immunologii a take cytometrii przeptywowej jako zasadniczej metodpddwczej
immunofenotypu komorkowego, w ostatnich latach apds kilkka nowych subpopulacji
limfocytow T o charakterystycznym immunofenotypiezwiagzanymi z tym funkcjami w
procesach odpordoi komorkowej organizmu. Najwte] badé dotyczy subpopulacji
limfocytéw T regulatorowych, ktére stanawsubpopulagj pomocniczych limfocytéw T oraz
tzw. limfocytow NKT, ktore wykazuj zarowno cechy limfocytow T, jak i komoérek NK
[77,78].

Komérki T regulatorowe oznaczane CD4+CD25+ (T Redgrywaj znacacg rolg w
powstawaniu i utrzymywaniu tolerancji immunologiegrorganizmu. Ich niedobor sprzyja
powstawaniu  zjawisk autoimmunologicznych, a nadmiawicksza tolerangj
immunologicza co mae sprzyjg& hamowaniu odporrgi przeciwnowotworowej. Stanowi
one 5-10% subpopulacji limfocytéw T CD4+4 slentyfikowane poprzez ekspresgD25+ -
receptora dla interleukiny 2, gsteczki CTLA-4 (angcytotoxic T-lymphocyte antigen;4a
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takze wewntrzkomorkowego czynnika transkrypcyjnego FoxP3 (dagkhead box protein
3) [77]. Brak tego receptora wg niektérych autoréwzm przyczyné sie do powstawania
zjawisk autoimmunologicznych [79]. Limfocyty T R@gwstay w grasicy skd wedruja do
krwi obwodowej, wysipuja tez w weztach limfatycznych oraz krwi gpowinowej,
wytwarzap IL-10 oraz czynnik transformaggy wzrostu TGF-beta [77]. Mechanizm ich
regulacyjnego dziatania jest niecatkowicie poznamye jest ostatecznie ustalone czy Treg
regulup liczebna¢ limfocytbw T pomocniczych CD4+, czy wplywgjtylko na ich
aktywnas¢. Wedtug ostatnich danych supresja limfocytow T @Dgrzez limfocyty Treg
zachodzi poprzez wewtrizkomérkowy szlak sygnalizacyjny z udziatemgdijowych
czynnikéw transkrypcyjnych w limfocytach CD4+ [8Qjiczebna¢ subpopulacji limfocytow
Treg jest regulowana na dwdéch etapach - podczapaderstawania w grasicy, a ngshie
podczas ich uwalniania do krwi obwodowej. Pula Tweggkrwi obwodowej jest kontrolowana
przez limfocyty B [81]. Do najistotniejszych proées w ktorych uczestnigz Treg nalea:
hamowanie aktywni@i autoreaktywnych limfocytow T, tolerancja na ayggy podane
doustnie, tolerancja na tzw. zmienione ligandy pépive, tolerancja na antygeny aeane z
nowotworem, tolerancja transplantacyjna, ochronadyotprzed odrzuceniem przez uktad
odporndgciowy matki, hamowanie nadmiernej reakcji nadiivaosci.

Limfocyty NKT stanowy subpopulagj, ktéra jest zdolna wytwarza niemal
natychmiast po zadziataniu czynnika stymulacyjnegele cytokin w tym IL-4 i IFN
gamma, ale tate IL-13, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii grdacytow i makrofagow
- GM-CSF (anggranulocyte-macrophage colony stimulating fagtarNF, limfotoksyny, a
wigc cytokiny zaréwno typu Thl i Th2. [82]. Chaeola ich nie jest do kixa poznana, to
wydaje s¢, ze wang ich funkcp jest immunoregulacja, a zaburzenia ich czyoneprzyjap
rozwojowi choréb autoimmunizacyjnych. Komérki NK'immunofenotypie CD3+CD56+
uczestnicz w reakcjach odporrci wrodzonej i wykazuy dziatanie przeciwwirusowe,
antybakteryjne, przeciwpasginicze oraz przeciwnowotworowe [83]. SzczegOlnole
odgrywap komérki NKT w procesach odporfm w watrobie, ktora jest wytkowo bogata w

te komorki, szczegolnie w zakeniach pierwotniakowych njp.eishmania donovarjd4].

Limfocyty T pomocnicze wspomagaj odpowied typu humoralnego jak i
komdrkowego zaréwno przez kontakt beapdni, jak i poprzez wydzielane cytokiny.
Utatwiaja one aktywagj, proliferacg i roznicowanie limfocytéw B, prekursorow limfocytow
T cytotoksycznych, a tak pobudza makrofagi. Limfocyty Th maj na swojej powierzchni
czagsteczki CD4 i rozpoznajantygen prezentowany w pokeniu z casteczkami MHC i
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oraz obejmuy subpopulacje rigce s¢ pod wzgétdem czynnéciowym, z ktorych dwie
zasadnicze to limfocyty Thl i Th2. Limfocyty ThITh2 zostaty najpierw opisane u myszy
[85], a w kilka lat péaniej u cztowieka [86]. Limfocyty Thl produkajlL-2 (stymulupca
m.in. cytotoksyczn& limfocytow), IFN gamma (aktywdgy makrofagi), TNF-beta i maj
wybitny udziat we wspomaganiu odpowiedzi typu kokwdvego. Pod wzgbem profilu
wydzielanych cytokin limfocyty Thl przypominrgjlimfocyty T cytotoksyczne CD8+.
Limfocyty Th2 wytwarzaj interleukiny: 4, 5, 10, 13, ¢bagce czynnikami wzrostu i
réznicowania limfocytéw B i wspomagajgtdwnie odpowied humorala, w szczegolngi
syntez IgE, IgA i 1gG4, stymuluyj odpornd¢ na poziomie btorgluzowo-surowiczych. IL 5
pobudzajc raznicowanie i aktywag eozynofildbw sprawia,ze do obrazu odpowiedzi
immunologicznej mediowanej przez Th2 ngléakze eozynofilia [87].

Limfocyty cytotoksyczne TcCD8+ okilane jako CTL (angcytotoxic Tlymphocytep
zabijap komorki rozpoznajc obce (allogeniczne) ggteczki MHC klasy | lub antygeny obce
pofagczone z wilasnymi (autogenicznymi)asteczkami MHC klasy |. Ich gtéwinrola jest
niszczenie komérek zakanych przez wirusy i inne mikroorganizmy, a #akniszczenie
komdrek nowotworowych [88]. Profil wydzielanych pez nie cytokin przypomina profil
cytokin wydzielanych przez limfocyty Thl. Cytotokzye limfocyty T CD4+ rozpozndj
antygeny prezentowane przezasteczki MHC klasy Il. Limfocyty dyspongj dwoma
zasadniczymi drogami zabijania komorek przez infiuke nich apoptozy: zaimg od
uwalniania perforyny, granzyméw i granulizyny z reia cytolitycznych oraz zateej od
interakcji casteczek TNF w btonie komoérki efektorowej oraz TRFw btonie komorki
docelowej. Wszystkie pobudzone limfocyty T may swojej btonie czsteczki Fas (CD95,
Apo-1) oraz FasL. Dlatego limfocyty T mggzabija& ,bratobdjczo” inne pobudzone
limfocyty T i limfocyty B, a nawet zabifasame siebie w nagistwie interakcji cgsteczek
Fas i FasL w blonie tej samej komorki. Wydaje, gk zjawiska te uczestnigzv eliminacji
limfocytow autoreaktywnych, a tak ograniczeniu nadmiernej ekspansji limfocytow
odpowiadajcych na antygeny obce [89].

Komorki NK s to dwe ziarniste limfocyty, ktore pelpifunkcje cytotoksyczne oraz
immunoregulatorowe [90]. Komorki NK mgjzdolngé spontanicznego zabijania komorek
nowotworowych i zakanych wirusem, dzki czemu odgrywaj kluczowy role w
odpowiedzi na nowotwory i infekcje [91].3Sakze uwaane za elementydzace procesy
odporndci wrodzonej i nabytej, w ktérej uczestracmin. poprzez kontakty z komoérkami
dendrytycznymi [92]. Populacja komorek NK stanoi115% wszystkich limfocytéw krwi

obwodowej. Cechwspolrg wszystkich komoérek NK jest brak ekspresji molekGip3 oraz
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ekspresja cgsteczek CD16 | CD 56. W zateosci od stopnia ekspresji tych gsteczek
wyroznia st komorki NK1 i NK2 — rénigce s¢ funkcja. Komorki NK posiadaj 3 grupy
receptorow: z nadrodziny gzteczek lg podobnych, wygtujace u cziowieka; receptory
lektynowe z grupy CD94/NKG2 — charakterystyczne diowieka i gryzoni; receptory
lektynowe typu Ly-49- obecne u gryzoni [93]. Reakkpmorki NK jest wynikiem proporcji
liczby receptorow stymulagych i inhibitorowych na komorce oraz rownowagi pesay
aktywnacig receptoréow o wiasriciach stymulujcych proces cytolizy i hamagych ten
proces [94]. Giéwa role w modulacji aktywnéci NK odgrywa IL-2, ktora z jednej strony
stymuluje proliferagy komorek NK, z drugiej wzmaga aktywstocytotoksyczg. IL-15 jest
czynnikiem stymulujcym rozwéj komorek NK w szpiku i podtrzyngeym ich przeycie w
tkankach i1 nargdach. Bezpg&rednio hamujco na aktywn& NK wptywa prostaglandyna
PGE2.

Limfocyty B uczestnicz we wszystkich fazach odpowiedzi nabytej, @sézz nich,
syntetyzugca autoprzeciwciata naturalne, petni 2nq@ role w odporndci wrodzone;.
Limfocyty B rozpozng antygeny w formie natywnej (nieprzetworzonepywajac w tym
celu immunoglobuliny Ig zwzane z btoa komorki, ktére tworz receptor powierzchniowy
BCR. Limfocyty B syntetyzuj rowniez Ig w formie rozpuszczalnej (przeciwciata), ktorajm
taka samy swoisté¢ jak BCR. Na limfocytach wyspuja takze czsteczki zwane antygenami
réznicowania nalzgcym do tzw. kompleksu #dicowania — CD (ang.cluster of
differentiation: CD19, CD20, CD21, CD22, CD32, CD35, CD40, CDZB80, CD86. Biog
one udziat w regulacji ednych funkcji limfocytow B: ich aktywacji, przekazymiu sygnatow
kostymulupcych oraz jako receptory dla biatek dopetniacza frdgmentu Fc Ig [95].
Limfocyty B wytwarzaj okoto 13* przeciwciat o rénej swoistéci. Jest to mziwe dzieki
szczegolnej organizacji genow immunoglobulinowyi®8]. Limfocyty B syntetyzuj takze
liczne cytokiny, ktore wptywaj na ich aktywné& i dojrzewanie, aktywwj komorki
dendrytytczne, ukierunkowaljodpowied immunologiczg zalezng od limfocytow Thl ( np.
IFN gamma) lub Th2 (IL-4), a tak majy silne dziatanie chemotaktyczne [97]. Poprzez
wydzielane cytokiny (limfotoksyp alfa i beta, TNF alfa) i bezprednie oddziatywania z
limfocytami T i komodrkami dendrytycznymi uczestniczakze w tworzeniu tkanki

limfoidalnej we wtérnych nagdach limfatycznych, np. wledzionie [98].
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2. CEL PRACY

Podstawowym celem pracy byta ocena wybranych elameadpornéci wrodzonej u
dzieci w PWZW C oraz préba oktenia ich roli w patogenezie i ewolucji omawianej
choroby.

Realizacja tego zadania wymagata sformutowaniaxektzegotowych:

e ustalenia cgstasci wyskpowania wybranych subpopulacji komoérek odpéano
wrodzonej u badanych dzieci

* okreslenia zalenosci miedzy wybranymi elementami odporstd wrodzonej a
parametrami klinicznymi, przebiegiem zakaia HCV oraz skuteczlcig terapii

PWZW C w badanej grupie dzieci
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3. PACJENCI, MATERIAL, METODY

Badaniem olyto 80 dzieci w wieku od 1 do 18 lat hospitalizoweh w Klinice
Choréb Zakanych i Neurologii Dzieacicej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego orazdalagcych pod opiek Poradni Hepatologicznej w Szpitalu Klinicznym

im. Karola Jonschera w Poznaniu w latach 2004-2011.

Wyodrebniono 2 grupy pacjentow:

Grupa 1- grupa badana — 50 dzieci z udokumentomwdywzZW C

Grupa 2 — grupa kontrolna — 30 dzieci, u ktéryclklgzono zakaenie HCV
Kryteria kwalifikacji do grup badanych obejmowaty:

Grupa 1

Rozpoznanie PWZW C ustalono na podstawie:

*  Wywiaduswiadczcego o co najmniej potrocznym okresie trwania zekéa HCV

» Utrzymywania s} przeciwciat anty HCV w surowicy krwi przez co najigj pot roku

» Potwierdzenia obecoi HCV-RNA w surowicy metogl RT-PCR z zastosowaniem
testow jakdciowych (czutd¢ testu 50 IU/ml) i ildciowych (czutd@é testu 600 [U/ml).

* Analizy parametrow biochemicznych w surowicy (aktypi¢ aminotransferaz) i
histopatologicznych (ocenagiwvoby — materiat pobrany podczas biopsji cienkoigp
narzdu)

Potwierdzenie rozpoznania w badaniu histopatologice nie bylo bezwzghnie
wymaganym kryterium. Dzieci z grupy badanej, ktpreebyly leczenie PeglFN i RVB (44
pacjentow) miaty pobranproblke krwi po zakdiczonej terapii. U wszystkich chorych z grupy
badanej oceniano obeddo autoprzeciwciat (panel atrobowy) oraz analizowano
wystepowanie  chorob przewlektych np. choréb tarczycyoréb reumatoidalnych,

przebytych schorzeonkologicznych.
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Grupa 2

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano dzieci, u ktéty wykluczono na podstawie bada

serologicznych zakenie:

» HCV (przeciwciata anty HCV ujemne)
* HBV (antygen HBs ujemny)
* Wirusem cytomegalii (angCytomegalovirus -€MV) (przeciwciata anty-CMV IgM,
IgG ujemne)
* Wirusem Epsteina — Barr (angpstein-Barr Virus— EBV) (przeciwciata anty-EBV
IgM , 1gG ujemne)
Ponadto u dzieci z grupy kontrolnej nie wykazanbuzaen parametrow biochemicznych
(aktywna¢ aminotransferaz w normie), nie stwierdzono obécnautoprzeciwciat (panel

watrobowy), nie wykazano rownidstotnych zaburzeodporndci.

3.1 Zastosowane metody oceny parametrow Klinicznych

* Badanie podmiotowe

* Badanie przedmiotowe

W analizie danych uwzetiniono nasipujace parametry: wiek i péedzieci, czas trwania
zakaenia HCV, przebieg i efekt dotychczasowego leaewi celu ustalenia czasu trwania
WZW C brano pod uwag przebyte choroby (w tym nowotworowe), obe&hahordb
przewleklych (choréb tarczycy, choréb reumatoideh)y przetoczenia preparatow
krwiopochodnych, zabiegi operacyjne i przyjmowanlekdOw immunosupresyjnych
(chemioterapii, sterydoterapii systemowej). Za mapodobny moment zakenia w
przypadku dzieci z chorgbnowotworows w wywiadzie przyjmowano okres leczenia
onkologicznego. W przypadku stwierdzenia w wywiadmnych procedur inwazyjnych
obarczonych ryzykiem zakenia, za prawdopodobny moment zak@a uznawano czas

wykonywania danej procedury.
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3.2 Zastosowane metody oceny parametrow laboratonyych

Przewlekte zakszenie HCV stwierdzano na podstawie obe&con@rzeciwciat anty-
HCV w surowicy krwi. Badanie wykonywano metpghotilosciows (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay ELISA) w Centralnym Laboratorium Szpitala Klinicge im. K.
Jonschera Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkoego w Poznaniu (Kierownik: mgr

Maria Glema).

U wszystkich dzieci oznaczano rowaiev Centralnym Laboratorium Szpitala Klinicznego

im. K. Jonschera Uniwersytetu Medycznego w Poznaagtpujace parametry laboratoryjne:
- morfologe krwi obwodowej (metoda konduktometrii statggowej)

- aktywna¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) i asparaginowghST), gamma-

glutamylotranspeptydazy (GGTP) w surowicy (metodzyenatyczna, kinetyczna)

- stzenie bilirubiny catkowitej (TBIL) (metoda kolorymgtzna z kwasem sulfanilowym),
biatka catkowitego (metoda biuretowa), albumin, gaarglobulin (metoda elektroforetyczna
nazelu agarozowym), fiborynogenu (metoda koagulologazn

- stzeniezelaza (metoda kolorymetryczna z ferenem S)

Wartcsci referencyjne powsszych parametréw zamieszczono w Tabeli 1.
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Tab. 1 Wartéci referencyjne parametrow laboratoryjnych oznagzhnw Centralnym

Laboratorium Szpitala Klinicznego im. K. Jonscheid w Poznaniu

Wiek dzieci
Parametr _
<1,2 1-3lat| 4-6lat 7-12 13-17 lat
m.z. lat
Leukocyty (WBC) G/ 4,0-20,0|4,5-13,0 4,0-12,0/4,0-10,0

12,0-16,0
10,0- |11,0- [10,9- |12,0- |9

Hemoglobina (HGB)g/dI
130 140 (142 |155 |140.1g80
(CHL)
Plytki (PLT) G/I 150-400
, . <23(D2)
Aminotransferaza alaninowa <57 <39 <29 <39
(ALT) U/l <26(CHL)
: : <25(D2)
Aminotransferaza asparaginowa <82 <48 <36 <47
(AST) U/ <29 (CHL)
<23(D2)
Gammaglutamylotranspeptydaza <57 <39 <29 <39
(GGTP) U/l <26(CHL)
Bilirubina catkowita mg/d| 0,18-1,23
Biatko catkowite (TP) g/dI 4,8-7,6 6,0-8,0
Albuminy (ALB) g/dl 3,5-5,2
Gammaglobuliny (GGB) g/dI (%) 0,66-1,68 (11-21)
Fibrynogen mg/dl 180-350
Zelazo(Fe) ug/dl 36-156 43-184

Legenda: DZ - dzieweza, CHL — chtopcy
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Zakaenie potwierdzano obecfwmg HCV-RNA w surowicy metogl RT-PCR z
zastosowaniem testow jadaowych (czutdé testu 50 IU/ml) i iléciowych (czutdé testu 600
IlU/ml). Badano réwnig genotyp HCV metagd RT-PCR oraz hybrydyzacji kwasow
nukleinowych z zastosowaniem zestawu Versant HCWioBge 2,0 Assay (Lipa). Wiw
badania wykonywano w Zaktadzie Diagnostyki Medygjan Poznaniu (Kierownik: prof. dr

hab. Danuta Januszkiewicz-Lewandowska).

llos¢ kopii wirusa HCV-RNA w ml obliczano wg przeliczrak 1 IU/ml = 2,7 kopii/ml. Za
wysoki poziom wiremii uznano waro przekraczajce 600 000 1U/ml [99,100].

3.3 Badanie histopatologiczne bioptatu wtroby

Cienkoigtowg biopsg watroby metod Menghiniego wykonywano w Klinice Choréb
Zakanych i Neurologii Dziecicej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Uzyskane
bioptaty wgtroby oceniano w Katedrze i Zaktadzie Patomorfalddinicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu (dr hab. med. Aldona zwak). Ocena histopatologiczna
obejmowata aktywn& zapaln (z ang.grading) oraz stopi@ zaawansowania witdknienia (z
ang.staging w oparciu o zmodyfikowanskat numeryczg HAI wg Ishaka (GO-G5; S0-S5)
[101].

3.4 Badania immunologiczne

U wszystkich dzieci oznaczono obeééo autoprzeciwciat tj.: przeciwciata
przeciwpdrowe ANA (anganti-nuclear antibodies przeciwciata przeciw mgniom gtadkim
ASMA (ang. anti-smooth muscle antibodjes przeciwciata przeciwmitochondrialne AMA
(ang.antimitochondrial antibodigs przeciwciata przeciw mikrosomomagwoby i nerek typu
1 anti-LKM 1 (ang.anti-liver-kidney microsomal antibodiesBadanie wykonywano metgd
immunofluorescencji w Katedrze i Zakladzie Immumpilo Klinicznej Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinowskiego w Poznaniu (Kierdkv Prof. UM dr hab. med.

Grzegorz Dworacki).

Wszyscy pacjenci zakani HCV oraz pacjenci z grupy kontrolnej mieli wylane
badania oceniage uktad odpornaeiowy: sktad odsetkowy leukocytéw i niektore wzajem
proporcje limfocytow: CD3+, CD19+, CD4+, CD8+ , CIoD8 oraz komorek NK.
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W/w badania wykonywano w Katedrze i Zaktadzie Imwlogii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego wzRaniu (Kierownik prof. UM dr
hab. med. Grzegorz Dworacki) oraz w Pracowni Cytoingrzy Klinice Onkologii,
Hematologii i Transplanotologii Pediatrycznej Safat Klinicznego im. K. Jonschera w
Poznaniu (Kierownik prof. dr hab. Jacek Wachowiakartaci referencyjne powiszych

parametrow zamieszczono w Tabeli 2.

Tab. 2 Wartéci referencyjne subpopulacji limfocytow oznaczanyetKatedrze i Zaktadzie
Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego iftd. Marcinowskiego w Poznaniu oraz
w Pracowni Cytometrii przy Klinice Onkologii, Henmdbgii i Transplanotologii

Pediatrycznej SK im. K. Jonschera w Poznaniu

Wiek pacjentow

Subpopulacja ) N

2. 3 4 - 8 mies. 12. 23 2-5lat 7-17lat| >18lat

mies. mies.
[LO'/O”]‘focyty 55-78 |  45-79 44-72 38-64 36-43 28-39
CD 3
(imfocyty T) | 55-78 45-79 53-81 62-80 66-76 61-84
[%0]
CD 4 [%] 41-64 36-61 3154 35-51 33-41 32-60
CD 8 [%] 16-35 16-34 16-38 22-38 27-35 13-40
CD 19
(limfocyty B) | 19-31 19-31 19-31 21-28 12-22 10-31
[%]
CD4:CD8 | 13-35| 12-35 10-3d 10-24 11-14 9045
Komorki NK 8.0-15 90-16| 10-19
[%]
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Do wykonywania w/w bada pobierano ok. 2 ml krwizylnej do plastikowej probowki
zawieragce] heparya (10 U/ml, Polfa) i opracowywanogjw ciaggu 4-6 godzin.
Wykonywano ocegn subpopulacji limfocytow komorek krwi obwodowe] stiyc
standardowe techniki dla immunofluorescencyjnegakewania petnej krwi pobranej na

heparyr [102].

100 pg krwi mieszano i inkubowano w temperaturzkopmwvej z odpowiednimi iléciami
zastosowanych przeciwciat monoklonalnych. Erytrgcytsuwano poprzez dodanie do
probéwek ptynu lizujcego (Becton-Dickinson), krétkiej inkubacji i odghania. Nastpnie

prébki utrwalono 1% paraformaldehydem.

Stosowano zestaw IMKplus (Becton-Dickinson), ktgrgzwala na ocen nastpujacych
subpopulacji ludzkich limfocytéw: CD3 (limfocyty TICD19 (limfocyty B), CD4 (limfocyty
T pomocnicze), CD 8 (limfocyty T supresorowe), kokidNK.

Do oceny stosowano cytometr przeptywowy FACScanrgormowym laserem 488 nm
(Becton-Dickinson). Do analizy wynikowzyto programu SimulSet. Celem dokladnego
parametrowania wczytywanych probéwek stosowano youtk leucoGATE, ktéry dzki
kombinacji przeciwciat CD45 i CD14 pozwala na dakia okrélenie miejsca limfocytow w
badanych prébkach. Wyniki batlgpodano jako procent pozytywnych komoérek w badanej

prébce.

3.5 Zastosowane metody statystyczne:

Z uzyskanych danych obliczadmednie (x) i odchylenie standardowe (SD). Istétno
statystyczn oceniano za poma@cnieparametrycznych testéw: U Manna-Whitney'a dla
zmiennych niezalaych oraz Wilcoxona dla préb zatgch. Za granig istotnGci przyjeto
wartas¢ p<0.05.

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy sfistjaznych programow
komputerowych w Katedrze i Zaktadzie Informatykstatystyki Uniwersytetu Medycznego

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (Kierownik prafi hab. Jerzy A. Moczko).
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4. WYNIKI

4.1 Wiek i pte¢ pacjentow

Analiza objeto 80 dzieci: 38 dziewczynek (47,2 %) i 42 chiopc®2,5 %) w wieku
od 1 do 18 latsfednio 12,6 lat). Wyodbniono 2 grupy gtéwne pacjenté— grug badan
obejmupca 50 dzieci (62,5%) z PWZWC oraz gkukontrolrg obejmijaca 30 dzieci (37,5%)
u ktorych wykluczono zakenie HCV. W grupie badanej liczba cwczat i chtopcow byte
jednakowa -25 (50%), w grupie kontrolnej plezenska stanowita 43%, a ¢ska 56,6%
Wiek dzieci w grupie badanej wahaksbd 7 do 18 lat s¢edrio 15,9 lat), a w grupi
kontrolnej od 1 roku do 17 lagrednio 7,1) la

4.2 Dane epidemiologiczne

W grupie badanej (n=5@omnieman czas trwania zakania HCV wahat siod 2 do 16 la
(srednio 8,5lat). Obecné¢ przeciwciat antyHCV oraz HCV RNA w stwowicy Kkrwi
stwierdzono u wszystkich dzie w grupie badanefrednipoziom wiremii wynosit : 232 728
IU/ml (SD 942778 1U/ml) Dominugcym genotypem u chory z grupy badanej byt genot
la (620). Rozklad poszczegdlnych genotypdw w gr badanej przedstawiono nyc.4

Genotyp

2%

mla
mib
mla/lb

m3a

Ryc. 4Rozktad czstasci genotypow w grupie badanej (n=

35



4.3 Badania laboratoryjne

Zarébwno w grupie badanej jak i w kontrolnej oznawzoszereg parametrow

laboratoryjnych wykazygp istotne statystycznie znice medzy obiema grupami. Rozkiad

wartasci poszczegolnych parametréw przedstagviabele 3 i 4.

Tab. 3 Rozkilad wartgi parametrow laboratoryjnych w grupie badanej

Grupa badana ( pacjenci zakazeni HCV) n=50
Badany parametr N waznych | Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
ALT U/L 49 61.10 33.00 9.00 500.00 83.48
AST U/L 49 55.46 39.00 14.00 465.00 67.98
GGTP U/L 50 22.18 19.50 10.00 88.00 13.29
TBIL mg/dI 47 0.83 0.60 0.29 3.45 0.67
ALP U/L 47| 373.78| 405.00| 117.00 602.00| 109.23
biatko g/dI 47 7.15 7.12 6.12 8.10 0.39
albuminy g/l 47 51.91 51.00 44.50 68.50 5.34
gamma-globuliny % 47 21.16 19.70 8.10 101.00 12.53
Fe ug/dl 10 87.43 84.80 22.90 135.00 35.70
Tab. 4 Rozkitad wartgi parametrow laboratoryjnych w grupie kontrolnej
Grupa kontrolna n=30

Badany parametr N waznych | Srednia | Mediana | Minimum | Maksimum SD
ALT U/L 30 18.56 16.00 11.00 33.00 6.79
AST U/L 30 24.03 24.50 16.00 30.00 4.23
GGTP U/L 15 17.53 18.00 8.00 28.00 5.43
TBIL mg/dl 6 1,37 0.48 0.26 4.49 1.69
ALP U/L 5| 160.60| 169.00/ 129.00 183.00 21.55
biatko g/dI 28 6.82 7.07 0.00 8.79 1.63
albuminy g/l 25 62.06 66.20 38.20 75.40 10.66
gamma-globuliny % 26 17.52 13.10 7.60 102.00 18.01
Fe ug/dl 12 54.83 38.00 10.00 194.00 48.53

U 79 dzieci zbadano aktywfid aminotransferazy alaninowej (ALT) i aminotransgra

asparaginowej (AST)Srednia warté¢ ALT w obu grupach wynosita 44,94 |U/ml, AST

43,531U/ml. Rozktad warkei ALT i AST w poszczegdélnych grupach przedstawiyc.5i 6
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Ryc. 5 Rozktad wartwi ALT w grupie badanej i grupie kontrolnej
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40

30}
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20 —— ' 0 Srednia
zakazeni HCV kontrolna [] Srednia+Btad std

grupa 1 Srednia+1.96*Btad std

Ryc. 6 Rozkiad wartwi AST w grupie badanej i grupie kontrolnej

W grupie badanej wykazano istotnie statystyczniesaywartas¢ ALT i AST w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (p=0,000).

Sredni poziom albumin w surowicy krwi w obu grupaeiinosit 55,44 g/l, w tym w grupie
badanej 51,91 g/l, a w grupie kontrolnej 62,06 Bbhzktad wartéci aloumin w obu grupach
przedstawia ryc. 7
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Ryc. 7 Rozktad wartai albumin w obu grupach

W grupie badanej wykazano istotnie statystycznisay poziom albumin w surowicy krwi w

poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,0001).

U 73 dzieci oceniono @tenie gamma-globulin w surowicy krwi sredni poziom w obu
grupach wynosit 19,87 % , w grupie badanej 21,18%, grupie kontrolnej17,52%. Rozktad

wartasci gammaglobulin w surowicy krwi przedstawia Ryc.8

26

24 |

22

20

18

16

gamma-globuliny %

14 |

12

10 —— ' o Srednia
zakazeni HCV kontrolna [] Srednia+Btad std

grupa 1 Sredniat+1.96*Btad std

Ryc. 8 Rozktad wartei gammaglobulin w obu grupach
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W grupie badanej stwierdzono istotnie statystycmngszy wartgs¢ gammaglobulin w

surowicy krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p8001).

U 52 dzieci oceniono stenie ALP w surowicy krwiSrednia warté¢ tego parametru w obu
grupach wyniosta 353,28 U/l, w tym a grupie bad&¥,78 U/, w grupie kontrolnej 160,60
U/l. Rozktad wartéci ALP w surowicy krwi przedstawia Ryc. 9

420
400
380 r
360 r
340
320
300 r
280
260
240
220
200

180 |
==
140 +

120

1
L

ALP U/L

0 Srednia
[] Srednia+Btad std
grupa 1 Srednia+1.96*Btad std

zakazeni HCV kontrolna

Ryc. 9 Rozkiad wartwi ALP w obu grupach

W grupie badanej wykazano istotnie statystycznieszy poziom ALP w surowicy krwi w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,000).

U 22 dzieci oznaczono ggenie zelaza w surowicy krwiSredni poziom tego parametru w
grupie badanej wynosit 87,43 pg/dl, a w grupie koinej 54,83 pg/dl. Rozklad wasci

poziomuzelaza w surowicy krwi w obu grupach przedstawia fiyx

W grupie badanej wykazano istotnie statystyczniesay poziomzelaza w surowicy krwi w

stosunku do grupy kontrolnej (p=0,0320).
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Ryc. 10 Rozktad wartei stzeniazelaza w obu grupach

Nie wykazano istotnych statystyczniezmc w poziomie GGTP, TBIL oraz biatka w

surowicy krwi medzy obiema grupami.

4.4 Analiza wybranych elementow immunofenotypu lekocytow krwi obwodowej

Wszyscy pacjenci z grupy badanej oraz grupy kom#jolmieli wykonane badania
oceniajce ukiad odporri@iowy. Aby okréli¢ zaleznos¢ miedzy poszczegolnymi elementami
immunofenotypu leukocytéw krwi obwodowej a paramagtr klinicznymi, przebiegiem
zakaenia HCV oraz efektem terapii PWZW C dzieci z grupgdanej podzielono na
nastpujace podgrupy:

» Uwzgledniajgc pted:
dziewczynki
chtopcy

* Uwzgledniagc czas trwania zakania
pacjenci zakaeni HCV >10 lat
pacjenci zakzeni HCV <10 lat
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* Uwzgledniajg poziom wiremii
pacjenci z wiremj wysoky (> 600 000 IU/ml)
pacjenci z wiremj nisky
* Uwzgledniajgc aktywna¢ aminotransferaz
pacjenci z aktywniciag aminotransferaz w zakresie waxtoreferencyjnych
pacjenci z aktywnieiag aminotransferaz powgj wartagci referencyjnych
* Uwzgledniagc przebyte leczenie przeciwwirusowe
pacjenci leczeni PeglFN i RBV
pacjenci nieleczeni
* Uwzgledniajgc efekt terapii
pacjenci ktorzy uzyskali SVR
pacjenci ktérzy nie uzyskali SVR
» Uwzgledniajgc obecné¢ innych chorob przewlektych
pacjenci z obecrigig innych choréb przewlektych
pacjenci bez obecia innych chordb przewlektych
* Uwzgledniajgc obecné¢ autoprzeciwciat
pacjenci z obecrigig autoprzeciwciat
pacjenci bez autoprzeciwciat

Wyniki immunofenotypu leukocytéw krwi obwodowej govnano mgdzy poszczegdlnymi
podgrupami i grugp kontrolm (Rycina 11).
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badanej A.Z. i z grupy kontrolnej A.W.
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4.4.1 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem pici
pacjentéw w obu grupach

W Tab. 5, 6 poréwnanosrednie wartéci odsetkowe poszczegolnych elementow

immunofenotypu leukocytoéw krwi obwodowej z uwedphieniem podziatu na ple

Tab. 5 Rozklad wartgi odsetkowych (%) elementow immunofenotypu leukoay krwi
obwodowej u dziewczynek z grupy badanej oraz kdmdjo

Dziewczynki
Dziewczynki grupa kontrolna
grupa badana n=25 n=14

Zmienna Srednia SD Srednia SD

limfocyty % 30.73 9.50 49.88 16.82
monocyty % 5.65 1.75 7.34 3.47
neutrofile % 45.28 11.05 35.92 11.52
kwasochtonne % 0.74 0.55 2.12 2.19
bazofile % 0.83 0.67 0.41 0.30
CD4% 31.74 7.12 36.71 5.84
CD8% 34.19 8.53 25.15 5.98
CD4.CD8 1.00 0.36 1.64 0.58
NK% 11.61 6.15 10.42 5.83
CD19% 14.24 7.76 19.61 5.00

Tab. 6 Rozktad wartei odsetkowych (%) elementéw immunofenotypu leukéay krwi
obwodowej u chtopcoéw z grupy badanej i kontrolnej

Chiopcy

Chiopcy grupa kontrolna
grupa badana n=25 n=16

Zmienna Srednia SD $rednia SD

limfocyty % 29.80 10.03 43.49 19.83
monocyty % 6.07 2.35 7.84 3.21
neutrofile % 40.43 10.01 41.45 23.24
kwasochtonne % 1.00 0.97 3.23 2.70
bazofile % 1.12 1.00 0.30 0.24
CD4 % 31.06 8.21 33.65 8.21
CD8 % 33.46 8.11 25.03 7.73
CD4:CD8 0.96 0.45 1.49 0.78
NK % 14.10 5.83 11.45 6.20
CD19 % 12.25 4.57 19.86 10.48
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Wykazano, = sredni odsetek limfocytow (Ryc.12) u dziewczynek mpmy badanej byt
istotnie statystycznie mézy w porownaniu do dziewczynek z grupy kontrol(es0,001).
Sredni odsetek monocytéw niezrdt si¢ istotnie médzy obiema grupami. W grupie badanej
stwierdzono rownie istotnie statystycznie wgzy odsetek granulocytow (Ryc.13) w

stosunku do dziewczynek z grupy kontrolnej (p=0)014
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Ryc. 12 Rozktad odsetkowy limfocytow u dziewtw grupie badanej i kontrolnej
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Ryc. 13 Rozkiad odsetkowy granulocytéw aftnpchtonnych u dziewagt w grupie badanej i
grupie
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Wykazano réwnig istotne statystycznie #aice w wartéciach odsetkowych bazofilow i
komérek kwasochtonnych gdzy obiema grupamiSredni odsetek bazofili (Ryc.14) u
dziewczynek zakanych HCV byt znamiennie wgzy w stosunku do dziewczynek z grupy
kontrolnej (p=0,02), sredni odsetek komorek kwasochtonnych (Ryc.15) bstotnie
statystycznie wiszy w grupie kontrolnej (p=0,001).
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Ryc. 14 Rozktad wartei odsetkowych bazofili u dziewczynek w grupie bagja kontrolnej
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Ryc.15 Rozktad wartmi odsetkowych komérek kwasochtonnych u dziewczymegrupy
badanej i kontrolnej

45



Wykazano istotne statystycznieznice w wartdciach odsetkowych limfocytow CD4, CD8
oraz w stosunku CD4:CD8 u dziewczynek edzdy obiema grupamiSredni odsetek

limfocytbw CD4 (Ryc.16) i stosunek CD4:CD8 (Ryc) ¥yt znamiennie wisze w grupie

kontrolnej (p=0,020, p=0,000). W grupie dziewczynekkaonych HCV sredni odsetek

limfocytow CD8 (Ryc.18) byt istotnie statystycznmyzszy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0,002).
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Ryc.16 Rozktad wartei odsetkowych limfocytow CD4 u dziewczynek w gregadanej i
kontrolnej
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Ryc.17 Rozktad wartei odsetkowych limfocytow CD8 u dziewczynek w gregadanej i
kontrolnej
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Ryc. 18 Rozktad wartei stosunku CD4:CD8 w dziewczynek w grupie badakeptrolnej

Nie wykazano istotnych #dic w wartgciach odsetkowych limfocytow NK u dziewczynek w
obu grupachSredni odsetek limfocytow CD19 (Ryc.19) byt znamienwyzszy w grupie
kontrolnej (p=0,003).

47



24

22

20

18

CD 19 %

16

14 + o

12

10

0 Srednia
[] Srednia+Btad std
grupa 1 Srednia+0.95 Przedz. ufn.

zakazeni HCV kontrolna

Ryc.19 Rozkiad wartei odsetkowych limfocytow CD 19 u dziewczynek w gjeibadanej i
grupie kontrolnej

W grupie chtopcow zakanych HCV oraz w grupie kontrolnej rozktad waxoodsetkowych
elementdow immunofenotypu leukocytéw krwi obwodovkstattowat s podobnie jak w
grupie dziewczynek. Wykazange sredni odsetek limfocytéw (Ryc.20) u chtopcoéw w geup
kontrolnej byt znamiennie wgzy (p=0,01).Srednia warté¢ odsetkowa monocytow i

granulocytow nie rénita sk istotnie statystycznie u chtopcéw w obu grupach.
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Ryc. 20 Rozktad wartei odsetkowych limfocytéw u chtopcéw w grupie badpnw grupie
kontrolne
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W grupie chtopcéw zakanych HCV odsetek komorek kwasochtonnych (Ryc.34)dtotnie
statystycznie riiszy (p=0,000) w poréwnaniu do grupy kontrolnej,omaitastsrednia warté¢
odsetkowa bazofilbw (Ryc.22) byta znamienniezsaa w stosunku do chtopcéw zdrowych
(p=0,000).
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Ryc. 21 Rozklad wartei odsetkowych komérek kwasochtonnych u chiopcowgmipie
badanej i w grupie kontrolnej
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Ryc. 22 Rozkitad wartei odsetkowych bazofilow u chtopcow w grupie badans grupie
kontrolnej
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Nie wykazano istotnych statystycznieznic w sredniej wartéci odsetkowej limfocytow CD4

i komorek NK u chtopcow w grupach.

Odsetek limfocytow CD8 (Ryc.23) u chiopcéw w grupiedanej byt znamiennie wgzy w
stosunku do grupy kontrolnej (p=0,003), natomiassienek CD4:CD8 (Ryc.24) byt istotnie
statystycznie wiszy w grupie kontrolnej (p=0,02).
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Ryc. 23 Rozkitad wartzi odsetkowych limfocytéw CD8 u chtopcéw w grupiadanej i w
grupie kontrolnej
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Ryc. 24 Rozktad wartmi stosunku CD4:CD8 u chiopcow w grupie badanej igmpie
kontrolnej
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Odsetek limfocytow CD19 (Ryc.25) w grupie chiopcaakaonych HCV byt znamiennie

nizszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,007).
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zakazeni HCV kontrolna

Ryc. 25 Rozktad wartei odsetkowych limfocytow CD19 u chtopcéw w grufnadanej i w
grupie kontrolnej

Analiza srednich wartéci odsetkowych elementow immunofenotypu leukocyt&wwvi
obwodowej nie wykazata istotnycharic miedzy ptciami zaréwno w grupie badanej jak i w
kontrolnej.
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4.4.2 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem czasu
trwania zakazenia HCV pacjentow grupie badanej

W Tab. 7 porownano érednie wartéci odsetkowe poszczegoélnych elementow
immunofenotypu leukocytéw krwi obwodowej z uwadshieniem czasu trwania zaiemnia

HCV pacjentéw z grupy badane.

Tab. 7 Rozkiad wartgi odsetkowych elementow immunofenotypu leukocytdwwvi
obwodowej z uwzgidnieniem czasu trwania zatemia HCV pacjentéw

zakazeni HCV >10 lat | zakazeni HCV<10lat

n=13 n=37 grupa kontrolna n=30
Zmienna srednia SD srednia SD srednia SD
limfocyty % 33.06 6.91 29.29 10.39 46.47 18.46
monocyty % 5.22 1.83 6.08 2.11 7.61 3.29
neutrofile % 42.84 11.01 42.86 10.77 38.87 18.62
kwasochtonne % 0.78 0.60 0.90 0.85 2.71 2.50
bazofile % 1.17 1.20 0.90 0.71 0.35 0.27
CD4 % 30.43 6.85 31.74 7.92 35.08 7.25
CD8 % 28.79 6.96 35.65 7.98 25.09 6.85
CD4:CD8 1.08 0.30 0.94 0.43 1.56 0.69
NK % 12.00 6.03 13.15 6.13 10.97 5.95
CD19 % 14.61 9.56 12.77 491 19.74 8.25

Sredni odsetek limfocytéw (Ryc.26) byt znamiennie 2egy u dzieci z grupy kontrolne;

(p=0,000), nie rénit si¢ istotnie w obu podgrupach z grupy badanej.
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Ryc. 26 Rozktadrednich wartéci odsetkowych limfocytéw z uwzglinieniem czasu trwania
zakaenia HCV w grupie badanej

Srednia warté¢ odsetkowa monocytéw (Ryc.27) byta napsya w grupie kontrolnej, a

Znamiennie najasza w grupie dzieci z zakeniem HCV trwagcym >10 lat (p=0,03).
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Ryc. 27 Rozktadrednich wartéci odsetkowych monocytéw z uwzgihieniem czasu trwania
zakaenia HCV w grupie badanej

Nie wykazano istotnej statystycznieznicy migdzy srednp wartcscig odsetkowy neutrofilow

u dzieci zakaonych HCV >10 lat<10 lat oraz w grupie kontrolne;.

53



W grupie kontrolnej sredni odsetek komorek kwasochtonnych (Ryc.28) bstiothie
statystycznie najwaszy (p=0,001), nie wykazano zngcych r&nic miedzy obiema
podgrupami w grupie badanej.
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Ryc. 28 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komérek kwasochtonnych z
uwzgkdnieniem czasu trwania zaiania HCV w grupie badanej

Odsetek bazofilbw (Ryc. 29) nie adit sie istotnie médzy obiema podgrupami z grupy
badanej, byt znamiennie naiszy w grupie kontrolnej (p=0,001).
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Ryc. 29 Rozkladrednich wartéci odsetkowych bazofilow z uwzglnieniem czasu trwania
zakaenia HCV w grupie badanej
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Analiza érednich wartéci odsetkowych limfocytow CD4 i NK zardbwno w grupgzieci
zakaonych HCV >10 lat<10 lat jak i grupie kontrolnej nie wykazata istothystatystycznie
réznic. Wartagci odsetka limfocytow CD8 bylty najwgze u pacjentéw, u ktérych czas

trwania zakaenia HCV<10 lat, najntsze w grupie kontrolnej (p=0,000)(Ryc.30)
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Ryc. 30 Rozkiadrednich wartéci odsetkowych limfocytow CD8 z uwzginieniem czasu
trwania zakaenia HCV w grupie badanej

Srednia warté¢ stosunku CD4:CD8 (Ryc.31) byta poréwnywalna w @magrupach grupy

badanej, znamiennie najwgza w grupie kontrolnej (p=0,0002).
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Ryc.31 Rozktadsrednich wartéci stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem czasu trwania
zakaenia HCV w grupie badanej
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Wykazanogze sredni odsetek limfocytow CD19 (Ryc.32) byt znamiennajwyzszy w grupie
kontrolnej, obntat sk wraz z czasem trwania zaiesmia HCV (p=0,0003).
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Ryc.32 Rozktadrednich wartéci odsetkowych limfocytéw CD19 z uwzglnieniem czasu
trwania zakaenia HCV w grupie badanej

4.4.3 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem
wysokasci wiremii HCV u pacjentéw z grupy badanej

Wsrdéd dzieci z grupy badanej wyathniono dwie podgrupy uwzediniagc wysokaé
wiremii HCV:

e pacjenci z wireny wysoky
* pacjenci z wireny nisky

Za wysokie wartéci wiremii uznano wartci przekraczajce 600 000 1U/ml.

Rozktad srednich wartéci odsetkowych poszczegdlnych elementéw immonofgnot
leukocytow krwi obwodowej z uwzglnieniem wysokéci wiremii w grupie badanej

przedstawia Tab. 8
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Tab. 8 Rozkladkrednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu leukocytow
krwi obwodowej z uwzgldnieniem wysok&ci wiremii w grupie badanej

pacjenci z wiremig pacjenci z wiremig

wysokag n=18 niskg n=32 grupa kontrolna n=30
Zmienna srednia SD Srednia SD Srednia SD
limfocyty % 27.95 11.59 33.01 9.24 46.47 18.46
monocyty % 6.15 1.97 5.32 1.71 7.61 3.29
neutrofile % 42.46 14.79 40.10 9.76 38.87 18.62
kwasochtonne % 1.11 0.82 0.77 0.70 2.71 2.50
bazofile % 0.73 0.53 1.03 0.96 0.35 0.27
CD4 % 29.71 6.87 32.50 6.93 35.08 7.25
CD8 % 34.98 7.82 33.55 8.87 25.09 6.85
CD4.CD8 0.90 0.26 1.02 0.45 1.56 0.69
NK % 14.25 6.64 12.83 6.39 10.97 5.95
CD19 % 12.93 6.18 12.87 4.98 19.74 8.25

Wykazano,ze $rednia warté¢ odsetkowa limfocytéw (Ryc.33) byla istotnie staygznie
najwyzsza w grupie kontrolnej (p=0,000), odsetek monawyt(Ryc.34) korelowat z
wysokdicia wiremii, lecz w grupie kontrolnej byt zamienniejwgizszy (p=0,000).Sredni

odsetek granulocytow nieadit si¢ istotnie statystycznie wadnej z grup.
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Ryc. 33 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych limfocytéw z uwzeglinieniem wysokgci
wiremii w grupie badanej
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Ryc.34 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych monocytow z uwzghieniem wysokgci
wiremii w grupie badanej

Srednia warté¢ odsetkowa komérek kwasochtonnych (Ryc.35) bytaigsya w podgrupie z
niska wiremig, znamiennie najwssza w grupie kontrolnej (p=0,0001). Wadoodsetka
bazofilow (Ryc.36) byta istotnie statystycznie nghaza w podgrupie z wireminiska,
najnizsza w grupie kontrolnej (p=0,0001).
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Ryc.35 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komorek kwasochtonnych z uwdgieniem
wysokasci wiremii w grupie badanej
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Ryc. 36 Rozkiadsrednich wartéci odsetkowych bazofilbw z uwzginieniem wysokgci
wiremii w grupie badanej

Analiza srednich wartéci odsetkowych limfocytow CD4 i NK nie wykazata astych
statystycznie rénic miedzy podgrupami niezateie od wysokéci wiremii oraz grup
kontrolmg. Odsetek limfocytow CD8 (Ryc.37) byt znamiennignngszy w grupie kontrolnej,
nie r&nit si¢ istotnie miedzy obiema podgrupami grupy badanejO{p002). Stosunek
CD4:CD8 (Ryc.38) byt istotnie statystycznie napsgy w grupie kontrolnej, nie #ait sie
niezaleenie od wysokéci wiremii (p=0,0007).
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Ryc.37 Rozkladrednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzglnieniem wysok&ci wiremii
w grupie badanej
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Ryc.38 Rozkiad wartei stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem wysokg&ci wiremii w grupie
badanej

Srednia wartéé¢ odsetkowa limfocytow CD19 (Ryc.39) byta istotniatgstycznie najwisza
w grupie kontrolnej (p=0,0005), nie wykazano znamieh ré&nic migdzy obiema

podgrupami grupy badanej.
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Ryc.39 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych CD19 z uwzglnieniem wysokgci wiremii
w grupie badanej
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4.4.4 Analiza immunofenotypu leukocytéw krwi obwodwej z uwzgkdnieniem wartosci
aminotransferaz u pacjentéw w grupie badanej

Wsrdd pacjentow z grupy badanej wyebiniono dwie podgrupy uwzgdiniajgc wartgé

aminotransferaz:

* pacjenci z podwiszory wartcscig ALT lub AST lub ALT i AST

* pacjenci z wartéciag aminotransferaz w zakresie norm
W tab. 9 przedstawiono rozktdcednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu
leukocytow krwi obwodowej z uwzglinieniem podziatu grupy badanej na podgrupy w

zaleznosci od wartdci aminotransferaz.

Tab. 9 Rozktadkrednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu leukocytéw
krwi obwodowej z uwzgidnieniem podziatlu grupy badanej na podgrupy wzrekei od
wartasci aminotransferaz

pacjenci z
pacjenci z prawidtowag
podwyzszong wartoscig
wartoscig aminotransferaz
aminotransferaz n=37 n=13 grupa kontrolna n=30

Zmienna Srednia SD Srednia SD Srednia SD
limfocyty % 29.77 9.63 31.68 10.09 46.47 18.46
monocyty % 5.62 2.00 6.52 2.16 7.61 3.29
neutrofile % 42.43 10.68 44.07 11.16 38.87 18.62
kwasochtonne % 0.91 0.84 0.75 0.64 2.71 2.50
bazofile % 0.97 0.95 0.96 0.55 0.35 0.27
CD4 % 31.74 7.78 30.43 7.34 35.08 7.25
CD8 % 34.14 7.69 32.98 9.93 25.09 6.85
CD4.CD8 0.97 0.43 0.98 0.35 1.56 0.69
NK % 12.82 5.64 12.95 7.41 10.97 5.95
CD19 % 12.81 5.39 14.47 8.79 19.74 8.25

Analiza statystyczna wykazatae srednia warté¢ odsetkowa limfocytow (Ryc.40) byta
znamiennie najwiysza w grupie kontrolnej (p=0,000), nie stwierdzoistotnej ré&nicy
miedzy obiema podgrupami grupy badanej. Odsetek madacyRyc.41) byt najriszy w
podgrupie z podwiszory wartacia aminotransferaz, najvwigzy w grupie kontrolnej
(p=0,000). Nie wykazano znagz/ch r&nic w sredniej wartdéci odsetkowej granulocytow w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.
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Ryc.40 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych limfocytéw z uwzglinieniem wartéci
aminotransferaz w grupie badanej
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Ryc.41 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych monocytow z uwzglnieniem wartéci
aminotransferaz w grupie badanej

Odsetek komérek kwasochtonnych (Ryc. 42) nigniiGsi¢ istotnie w podgrupach niezalge
od wartéci aminotransferaz, byt znamiennie napsyy w grupie kontrolnej (p=0,0001).
Rozktadsérednich wartéci odsetkowych bazofiléw (Ryc.43) podobnie ksztatb si w obu
podgrupach grupy badanej, w grupie kontrolnej btgdtnie statystycznie najszy (p=0,000).
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Ryc.42 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komérek kwasochtonnych z uwdgieniem
wartasci aminotransferaz w grupie badanej
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Ryc.43 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych bazofilow z uwzglnieniem wartéci
aminotransferaz w grupie badanej

Wykazano,ze sredni odsetek limfocytow CD4 i NK nie it si¢ istotnie statystycznie w
podgrupach grupy badanej i grupie kontrolrSepdnia warté¢ odsetkowa limfocytow CD8
(Ryc.44) byta znamiennie najpsiza w grupie kontrolnej (p=0,000), nie wykazanotisgch
roznic niezalenie od wartéci aminotransferaz w podgrupach grupy badanej.
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Ryc.44 Rozkiad srednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzglnieniem wartéci
aminotransferaz w grupie badanej

Analiza statystyczna wykazalae wart@¢ stosunku CD4:CD8 (Ryc.45) nie zriita sk
istotnie miedzy obiema podgrupami grupy badaneja ljpamiennie najwagsza w grupie
kontrolnej (p=0,0004)Sredni odsetek limfocytéw CD19 (Ryc.46) byt nagiy w podgrupie

z podwyzszory wartascig aminotransferaz, najvigzy w grupie kontrolnej (p=0,0003).

2.0
1.8} T
16 o
R 141 l
O]
g
O 1.2+ —|—
T
10t [m] [m]
L
08} 1
0.6 : - 0 Srednia
tak nie ar kontrolna O Sredn|a+B+ad std
Podwyzszony ALAT lub ASPAT T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Ryc.45 Rozkiad wartmi stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem wartéci aminotransferaz w
grupie badanej
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Ryc.46 Rozkiad srednich wartéci odsetkowych CD19 z uwzglnieniem wartéci
aminotransferaz w grupie badanej

4.45 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem
przebytego leczenia przeciwwirusowego pacjentow zupy badanej

Wsréd pacjentéw z grupy badanej wyebiniono dwie podgrupy uwzglniajgc leczenie
przeciwwirusowe:

* pacjenci dotychczas nieleczeni
* pacjenci, ktorzy przebyli terapPeglFN i RBV

W Tab. 10 przedstawiono rozkladsrednich wartéci odsetkowych elementow
immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej z uwedshieniem podziatu grupy badanej na

podgrupy w zalenosci od przebytego leczenia przeciwwirusowego.
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Tab. 10 Rozktadkrednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu leukocytow
krwi obwodowej z uwzgldnieniem podziatlu grupy badanej na podgrupy wzrekei od
przebytego leczenia przeciwwirusowego

pacjenci nieleczeni

pacjenci leczeni n=44 n=6 grupa kontrolna n=30
Zmienna Srednia SD Srednia SD $rednia SD
limfocyty % 30.61 9.67 27.78 10.27 46.47 18.46
monocyty % 5.74 2.00 6.71 2.50 7.61 3.29
neutrofile % 42.21 10.92 47.56 8.35 38.87 18.62
kwasochtonne % 0.81 0.73 1.31 1.12 2.71 2.50
bazofile % 0.97 0.89 0.98 0.61 0.35 0.27
CD4 % 31.86 6.78 28.01 12.55 35.08 7.25
CD8 % 33.40 8.29 36.90 7.90 25.09 6.85
CD4.CD8 1.00 0.39 0.81 0.48 1.56 0.69
NK % 12.43 6.21 15.93 4.02 10.97 5.95
CD19 % 13.46 6.67 11.66 3.70 19.74 8.25

Srednia warté¢ odsetkowa limfocytéw (Ryc.47) byta istotnie staygznie najwysza w
grupie kontrolnej (p=0,000), nie wykazano zngyzh r&nic miedzy podgrupami grupy
badanej. Odsetek monocytow (Ryc.48) byt najmy w podgrupie dzieci leczonych,
najwyzszy w grupie kontrolnej (p=0,000). Nie wykazano miennych ranic w sredniej

wartasci odsetka granulocytow gdzy obiema podgrupami grupy badanej i grigpntroln.
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Ryc.47 Rozktadrednich wartéci odsetkowych limfocytow z uwzeglinieniem przebytego
leczenia przeciwwirusowego pacjentéw grupy badanej
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Ryc.48 Rozkladsrednich wartéci odsetkowych monocytdow z uwzghieniem przebytego
leczenia przeciwwirusowego pacjentéw grupy badanej

Srednia warté¢ odsetkowa komorek kwasochtonnych (Ryc.49) bytatise statystycznie
najnizsza w podgrupie pacjentow leczonych, nasaa w grupie kontrolnej (p=0,0001). Nie
wykazano znacgych r@&nic w srednim odsetku bazofildw (Ryc.50) ¢dizy podgrupami

grupy badanej, znamiennie naskartas¢ stwierdzono w grupie kontrolnej (p=0,0001).
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Ryc.49 Rozkiadrednich wartéci odsetkowych komérek kwasochtonnych z
uwzgkdnieniem przebytego leczenia przeciwwirusowegograbw grupy badanej
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Ryc. 50 Rozkladkrednich wartéci odsetkowych bazofilow z uwzglnieniem przebytego
leczenia przeciwwirusowego pacjentéw grupy badanej

Srednia warté¢ odsetkowa limfocytow CD4 i NK nie #éita sk istotnie statystycznie
miedzy podgrupami grupy badanej i gaukontrolrg. Odsetek limfocytéw CD8 (Ryc.51) byt
najnizszy w grupie kontrolnej (p=0,000), poréwnywalny wdgrupie dzieci leczonych i

nieleczonych.
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Ryc.51 Rozkiadrednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzgldnieniem przebytego leczenia
przeciwwirusowego dzieci grupy badanej
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Wykazano,ze stosunek limfocytbw CD4:CD8 (Ryc.52) byt znamiennajwyzszy w grupie
kontrolnej, porownywalny w obu podgrupach grupy dag (p=0,000). Podobrealeznosé
stwierdzono analizgg sredni odsetek limfocytow CD 19 (p=0,0003) (Ryc.53).
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Ryc.52 Rozklad wartmi stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem przebytego leczenia
przeciwwirusowego pacjentéw grupy badanej
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Ryc. 53 Rozkiladsrednich wartéci odsetkowych CD19 z uwzglnieniem przebytego
leczenia przeciwwirusowego pacjentéw grupy badanej
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4.4.6 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem efektéw
leczenia przeciwwirusowego pacjentéw z grupy badane

Wsroéd dzieci z grupy badanej wyaethniono dwie podgrupy uwzgliniagc efekt leczenia

przeciwwirusowego:

* pacjenci ktérzy uzyskali SVR
* pacjenci ktorzy nie uzyskali SVR

W Tab. 11 przedstawiono rozkladsrednich wartéci odsetkowych elementow
immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej z uwedshieniem podziatu grupy badanej na

podgrupy w zalenosci od efektow terapii przeciwwirusowe;.

Tab. 11 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych elementow immunofenotypu leukocytéw
krwi obwodowej z uwzgidnieniem podziatlu grupy badanej na podgrupy wzrekei od
efektdéw terapii przeciwwirusowej

pacjenci ktorzy pacjenci ktérzy nie

uzyskali SVR n=30 | uzyskali SVR n=14 | grupa kontrolna n=30
Zmienna Srednia SD Srednia SD Srednia SD
limfocyty % 31.50 10.39 28.70 7.91 46.47 18.46
monocyty % 5.43 1.87 6.40 2.17 7.61 3.29
neutrofile % 41.11 11.35 44.59 9.92 38.87 18.62
kwasochtonne % 0.86 0.84 0.71 0.41 2.71 2.50
bazofile % 0.93 0.97 1.07 0.71 0.35 0.27
CD4 % 32.29 6.09 30.96 8.23 35.08 7.25
CD8 % 34.36 7.61 31.42 9.54 25.09 6.85
CD4.CD8 0.98 0.39 1.05 0.40 1.56 0.69
NK % 12.66 6.55 11.95 5.62 10.97 5.96
CD19 % 13.91 7.25 12.50 5.31 19.74 8.25

Sredni odsetek limfocytow (Ryc.54) nie ardit sie istotnie statystycznie milzy obiema
podgrupami grupy badanej, byt najigyy w grupie kontrolnej (p=0,000)Srednia warté¢
odsetkowa monocytow (Ryc.55) byta napia w podgrupie dzieci, ktére uzyskaly SVR,
najwyzsza w grupie kontrolnej (p=0,000). Nie wykazanootisych statystycznie #dic

migdzy odsetkiem neutrofiléw reilzy obiema podgrupami grupy badanej i grigpntrolrg.
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Ryc.54 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych limfocytow z uwzedinieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zaiesci od efektéw terapii przeciwwirusowej
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monocyty %

Ryc.55 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych monocytéw z uwzglnieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zaiesci od efektéw terapii przeciwwirusowej

Analiza srednich wartéci odsetkowych komorek kwasochtonnych (ryc.56) wigkazata
istotnych ré@nic miedzy obiema podgrupami grupy badanej, stwierdzonayszy wartasé
w grupie kontrolnej (p=0,0001). Odsetek bazofilowt majnizszy w grupie kontrolnej,
poréwnywalny w obu podgrupach grupy badanej (ryg. §=0,0001).
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Ryc. 56 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komérek kwasochtonnych z

uwzgkdnieniem podziatu grupy badanej na podgrupy wzraiei od efektow terapii
przeciwwirusowe;j
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Ryc.57 Rozktadrednich wartéci odsetkowych bazofilébw z uwzginieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od efektow terapii przeciwwirusowe;j

Nie wykazano znamiennych mdic w sredniej wartéci odsetkowej limfocytow CD4 i NK
migdzy obiema podgrupami grupy badanej oraz grkgntrolrs. Najwyzszy sredni odsetek
CD 8 stwierdzono w podgrupie pacjentow ktorzy uzysiSVR, najniszy — w grupie
kontrolnej (p=0,0001)(Ryc.58)
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Ryc.58 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od efektow terapii przeciwwirusowe;j

Sredni stosunek CD4:CD8 (Ryc.59) byt nagiy w podgrupie pacjentow, ktérzy uzyskali
SVR, nieco wyszy w podgrupie pacjentow, ktérzy nie uzyskali S\¥Rotnie statystycznie
najwyzszy w grupie kontrolnej (p=0,0009). Odsetek limfidsy CD19 (Ryc.60) byt
najwyzszy w grupie kontrolnej, poréwnywalny w obu podgrap grupy badanej (p=0,0005).
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08

Ryc.59 Rozktadsrednich wartéci stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od efektow terapii przeciwwirusowe;j
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Ryc.60 Rozkiadsrednich wartéci odsetkowych CD19 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od efektow terapii przeciwwirusowe;j

4.4.7 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zalénosci od obecndci innych choréb dodatkowych

Wsréd pacjentow z grupy badanej wyekiniono dwie podgrupy uwzegldniajgc obecnéé

innych choréb przewlektych:

* pacjenci z innymi chorobami przewlektymi (chorolvgumatoidalne, choroby
tarczycy, schorzenia onkologiczne)
* pacjenci bez innych chorob przewlektych

W Tab. 12 przedstawiono rozkltadsrednich wartéci odsetkowych elementow
immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej z uwadshieniem podziatu grupy badanej na

podgrupy w zalenosci od obecnéci innych chordb przewlektych.
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Tab. 12 Rozktadkrednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu leukocytow
krwi obwodowej z uwzgldnieniem podziatlu grupy badanej na podgrupy wzrekei od
obecndci innych choréb przewlektych

pacjenci z chorobami | pacjenci bez choréb

przewleklymi n=36 przewlektych n=14 | grupa kontrolna n=30
Zmienna srednia SD Srednia SD Srednia SD
limfocyty % 29.28 10.36 31.39 7.97 46.47 18.46
monocyty % 5.89 1.94 5.67 2.56 7.61 3.29
neutrofile % 43.27 11.26 42.65 10.59 38.87 18.62
kwasochtonne % 0.86 0.68 1.05 1.05 2.71 2.50
bazofile % 0.84 0.67 1.23 1.21 0.35 0.27
CD4 % 30.85 7.54 33.06 8.52 35.08 7.25
CD8 % 35.51 8.19 30.19 7.15 25.09 6.85
CD4.CD8 0.91 0.42 1.13 0.38 1.56 0.69
NK % 12.27 5.55 13.60 6.52 10.97 5.95
CD19 % 13.35 7.15 12.86 5.01 19.74 8.25

Sredni odsetek limfocytow (Ryc.61) nie it si¢ istotnie statystycznie milzy obiema
podgrupami grupy badanej, byt napregy w grupie kontrolnej (p=0,000). Wadéoodsetka
monocytow (Ryc.62) byta nieco wsza w grupie kontrolnej w poréwnaniu do obu podgrup
grupy badanej (p=0,045). Nie wykazano istotnychystgcznie ranic w sredniej wartéci

odsetkowej neutrofildw mdzy obiema podgrupami grupy badanej i grigpntroln.
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Ryc.61 Rozkfadsrednich wartéci odsetkowych limfocytow z uwzegdinieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zaiesci od obecnéci choréb dodatkowych
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Ryc. 62 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych monocytéw z uwzghieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zaiesci od obecnéci choréb dodatkowych

Srednia warté¢ odsetkowa komérek kwasochtonnych (Ryc.63) bytaigsra w podgrupie z
obecndcia chorob dodatkowych, najuzgza w grupie kontrolnej (p=0,000%redni odsetek
bazofilow (Ryc.64) byt istotnie statystycznie napry w grupie kontrolnej, najwgzy w
podgrupie pacjentéw bez choréb dodatkowych (p=QR00
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Ryc.63 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komoérek kwasochtonnych z uwdgieniem
podziatu grupy badanej na podgrupy w zat#ci od obecnéci choréb dodatkowych
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Ryc.64 Rozkladrednich wartéci odsetkowych bazofilow z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od obecnéci choréb dodatkowych

Nie wykazano znamiennych adic w éredniej wartéci odsetkowej limfocytow CD4 i NK
miedzy obiema podgrupami grupy badanej oraz grkgntrolrg. Najwyzszy sredni odsetek
CD8 (Ryc.65) stwierdzono w podgrupie pacjentow arobami dodatkowymi, najaszy w

grupie kontrolnej (p=0,000).
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Ryc.65 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zatesci od obecnéci choréb dodatkowych
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Sredni stosunek CD4:CD8 (Ryc.66) byt nasiy w podgrupie pacjentdw z obeéoia
chordb dodatkowych, najwgzy w grupie kontrolnej (p=0,0002). Odsetek limfidey CD19
(Ryc.67) byt najwyszy w grupie kontrolnej, porownywalny w obu podgaap grupy badanej
(p=0,0003).
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Ryc.66 Rozkiadsrednich wartéci odsetkowych stosunku CD4:CD8 z uwgjlieniem
podziatu grupy badanej na podgrupy w zat#ci od obecnéci choréb dodatkowych
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Ryc.67 Rozktadkrednich wartéci odsetkowych stosunku CD19 z uwathieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zaiesci od obecnéci choréb dodatkowych
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4.4.8 Analiza immunofenotypu leukocytow krwi obwodwej z uwzgkdnieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zalé&nosci od obecndci autoprzeciwciat

Wsréd pacjentow z grupy badanej wyekiniono dwie podgrupy uwzgldniajgc obecnéé

autoprzeciwciat:

* pacjenci z dodatnimi autoprzeciwciatami
* pacjenci bez obecko autoprzeciwciat

W Tab. 13 przedstawiono rozkladsrednich wartéci odsetkowych elementow
immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej z uwedshieniem podziatu grupy badanej na

podgrupy w zalenosci od obecnéci autoprzeciwciat.

Tab. 13 Rozktadrednich wartéci odsetkowych elementéw immunofenotypu leukocytow
krwi obwodowej z uwzgldnieniem podziatu grupy badanej na podgrupy wzrekei od
obecndci autoprzeciwciat

pacjenci z dodatnimi | pacjenci z ujemnymi
autoprzeciwciatami | autoprzeciwciatami
n=7 n=43 grupa kontrolna n=30
Zmienna Srednia SD Srednia SD Srednia SD
limfocyty % 23.07 7.08 31.44 9.60 46.47 18.46
monocyty % 4.80 0.85 6.03 2.15 7.61 3.29
neutrofile % 51.61 4.64 41.43 10.77 38.87 18.62
kwasochtonne % 1.10 1.03 0.83 0.75 2.71 2.50
bazofile % 0.52 0.27 1.04 0.90 0.35 0.27
CD4 % 30.44 4.99 31.56 7.99 35.08 7.25
CD8 % 38.47 8.36 33.06 8.07 25.09 6.85
CD4.CD8 0.82 0.30 1.00 0.42 1.56 0.69
NK % 10.84 4.39 13.18 6.28 10.97 5.95
CD19 % 13.07 6.78 13.27 6.40 19.74 8.25

Srednia warté¢ odsetkowa limfocytow (Ryc.68) byta najsza w podgrupie pacjentow z
obecndcig autoprzeciwciat, nieco wgza w podgrupie z ujemnymi autoprzeciwciatami,
znamiennie najwssza w grupie kontrolnej (p=0,000redni odsetek monocytéw (Ryc.69)

byt najwyzszy w grupie kontrolnej, najszy w grupie pacjentbw z obecwon
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autoprzeciwciat (p=0,000). Nie stwierdzono istotsigtystycznie rinicy w sredniej wartéci

odsetkowej neutrofiléw mdzy obiema podgrupami grupy badanej i grigpntroln.
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Ryc. 68 Rozkfadsrednich wartéci odsetkowych limfocytow z uwzetinieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zalesci od obecnéci autoprzeciwciat
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Ryc. 69 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych monocytéw z uwzghieniem podziatu
grupy badanej na podgrupy w zalesci od obecnéci autoprzeciwciat
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Srednia warté¢ odsetkowa komorek kwasochtonnych (Ryc.70) bytaninara w podgrupie
pacjentow bez autoprzeciwciat, najgyga w grupie kontrolnej (p=0,001). Odsetek bazfild
(Ryc.71) byt najwyszy w podgrupie pacjentdw bez autoprzeciwcial, iragy w grupie
kontrolnej (p=0,000).
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Ryc. 70 Rozktadrednich wartéci odsetkowych komoérek kwasochtonnych z

uwzgkdnieniem podziatu grupy badanej na podgrupy wzrakei od obecnéci
autoprzeciwciat
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Ryc.71 Rozkfadrednich wartéci odsetkowych bazofilébw z uwzginieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zaftesci od obecnéci autoprzeciwciat
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Nie wykazano znamiennychadic w sredniej wartdéci odsetkowej limfocytow CD4 i NK
migdzy obiema podgrupami grupy badanej oraz grkgntrolrs. Najwyzszy sredni odsetek
limfocytow CD8 (Ryc.72) stwierdzono w podgrupie jeatoéw 2z dodatnimi

autoprzeciwciatami, najaszy w grupie kontrolnej (p=0,000).
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Ryc.72 Rozktadsrednich wartéci odsetkowych CD8 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zateoici od obecnéci autoprzeciwciat

Sredni stosunek CD4:CD8 (Ryc.73) byt nagiy w podgrupie pacjentéw z dodatnimi
autoprzeciwciatami, najwgzy w grupie kontrolnej (p=0,0002). Odsetek limfigvy CD19
(Ryc.74) byt najwyszy w grupie kontrolnej, porownywalny w obu podgaalp grupy badanej
(p=0,0003).
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Ryc.73 Rozkiadsrednich wartéci stosunku CD4:CD8 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zaftesci od obecnéci autoprzeciwciat
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Ryc.74 Rozkiadsrednich wartéci odsetkowych CD19 z uwzglnieniem podziatu grupy
badanej na podgrupy w zateoici od obecnéci autoprzeciwciat
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5. DYSKUSJA

Pomimo licznych badanad PWZW C u dzieci, wiele aspektoéw dotyamzch udziatu
uktadu odpornéciowego w patogenezie oraz przebiegu choroby paposiadal niejasnych.
W ostatnich latach z uwagi na popkawarunkow opieki zdrowotnej malejegstas¢ zakaen
HCV u dzieci drog parenteralp Jednak ze wzgtlu na wysgpowanie infekcji u okoto 2%
populacji ludzi dorostych oraz brak skutecznej pastyki czynnej i okotoporodowej rodz
si¢ dzieci, ktore nabyly HCV draegwertykalry. Sgd zakaenie HCV w grupie pediatrycznej
jest obserwowane d6 czsto. Przebieg zakania HCV ma na ogot charakter przewlekty, co
moze wynika& zarébwno z cech biologicznych wirusa (m.in. jegtyakosci replikacyjnej) jak
i wrodzonych lub nabytych zaburfzedporndci chorego. U dzieci te ostatnie myogdgrywa
szczegolnie istotprole. Uklad odpornéciowy cztowieka pozostaje bowiem w staniggbego
rozwoju [46]. Patogeneza zalemia HCV jest §cisle zwigzana z odpowiedZi
immunologicza na antygeny wirusa. Jego peptydy antygenoweeptewane limfocytom T
CD4+ przez komorki prezentige antygen, powodaijstymulacg uktadu immunologicznego,
CO mae sprzyjé zarowno eliminacji zakenych hepatocytow, jak i powodowadegradagj
niezagtego procesem zapalnym gmszu wgtroby. Pobudzenie ukladu immunologicznego
bedgce nasipstwem zakzenia wirusowego powoduje zmiany skiadu subpopulagjinek
biatych a zwlaszcza limfocytébw, co znajduje odbicie sktadzie komdrkowym Kkrwi
obwodowej [57]. Zakzony organizm reaguje na pojawienie sintygendéw wirusowych
produkcp przeciwciat oraz uczulonych limfocytow T. Obegééowykiadnikéw nabytej
odpornadci humoralnej obserwuje ghajczsciej po okresie 7-8 tygodni od zaikaia HCV.
Rola ochronna tych przeciwciat jest dyskusyjnach- zdolngci neutralizugce wobec HCV
s3 niewielkie. Powstace przeciwciata maj gitdbwnie znaczenie prognostyczne i

diagnostyczne, lecz nie odgrywapli w patogenezie choroby [58].

Celem pracy byta préba znalezienia odpdwmiie na pytanie czy istnigjréznice w
sktadzie ranych subpopulacji krwinek biatych, a zwtaszcza boytéw krwi obwodowej u
dzieci z PZWZ C, w poréwnaniu z grugpacjentow niezakeanych HCV. Poszukiwano
rowniez zwigzku miedzy ptch chorych dzieci, czasem trwania zadaia, wysokécia
wiremii, aktywndgcia aminotransferaz, przebiegiem dotychczasowego mégzeoraz
obecndcig chorob wspotistnigcych w konfrontacji ze zmianami w immunofenotypie
leukocytow krwi obwodowej. Dogpne dane dotygre powyszych aspektéw zwiltaszcza w

grupie pediatrycznej gsograniczone, gt podgcie i opracowanie tego tematu wydaje Si
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uzasadnione. W pracy zaprezentowano wyniki skiladisetkowego leukocytéw Kkrwi
obwodowej z uwzgldnieniem wszystkich elementéw tj. limfocytow, mowgtioy,
granulocytéw obajtnochtonnych, komorek kwasochtonnych, bazofilow. Wvagi na
najwigckszy udziat limfocytow w mechanizmach odpaitiowych w dyskusji wykorzystano

wyniki dotyczce tej subpopulaciji.

W ostatnich latach coraz ggej jest doniesie na temat povazan zaburzé budowy
lub/i funkcji poszczegodlinych sktadowych odposciowrodzonej z przebiegiem wirusowych
zapalé watroby i nasileniem procesu jej widknienlirus zapalenia wiroby typu C nie
wywotuje bezpéredniego efektu cytopatycznego wobec komorelgtraby. Zmiany
patologiczne w tym nagdzie @ wynikiem aktywacji ukiadu odporgoiowego.
Udowodniono, ze efekt cytotoksyczny limfocytow TCD8+ odpowiedmil jest za
uszkodzenie hepatocytéw do ich martwicyaednie [59]. Widknienie jest zazwyczaj
procesem powolnym i trudnym do przewidzenia. Terapovan zachodgych w wgtrobie
czesto ulega przyspieszeniu lub zwolnieniu z niedéyjanych przyczyn. Progresja zmian
widknistych w wgtrobie nasila s wraz z czasem trwania zademia, prowadzc do
najgrazniejszych powikta PWZW C jakimi g przebudowa marska i rozwdj niewydoéoo
watroby [113]. Poznanie wzajemnych interakcji ukladalporngciowego mae mie&

zastosowanie w monitorowaniu pgsti widknienia vgtroby.

W pracy wykazanoze obie grupy pacjentow tj. dzieci z PWZW C oraz pgru
kontrolna rGnig sie istotnie pod wzgldem sktadu subpopulacji leukocytéw krwi
obwodowej. W grupie dzieci zakanych HCV wzrastat odsetek limfocytéw efektorowych,
potencjalnie cytotoksycznych TCD8+. Wzrost subpapjillimfocytow TCD8+ wplywat na
obnizenie stosunku limfocytow T (CD4:CD8). Podobne obs&je mana znale¢ w wielu
opracowaniach [103,104,105,106]. W materiale nidestizono korelacji midzy zmianami
wartasci limfocytow TCD8+ oraz stosunku CD4:CD8 a plgiacjentow, wysokiia wiremii
oraz aktywnécig aminotransferaz. Warké odsetka TCD8+ byta wigza w grupie dzieci, u
ktérych czas trwania zakania HCV byt krotszy i 10 lat w porownaniu do grupy chorych,
u ktérych czas trwania infekcji HCV od momentu wytia byt dhuzszy i wynosit ponad 10
lat. Wielu autoréw podkéta, iz duze znaczenie w rozwoju przewlekiego zad@ia HCV ma
zmniejszenie liczby oraz pogorszenie funkcjon&tnélCV—-swoistych limfocytéw TCD8+, a
takze wzrost liczby komoérek regulatorowych TCD4+CD2344, 115]. Wykazany w pracy
niski odsetek limfocytow TCD8+ u dzieci z dkj trwagcym zakaeniem mae swiadczye,

ze z czasem trwania choroby zmniejszasziansa na eliminacHCV. W pracy stwierdzono
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rowniez, ze srednia warté¢ odsetkowa TCD8+ byta poréwnywalna w podgrupie ghbr
leczonych i nieleczonych, natomiast istotnie stgtyanie wysza w grupie pacjentéw, ktorzy
uzyskali SVR po uk@czeniu terapii przeciwwirusowej. Wyniki te zdagic potwierdza
istotrg rolg limfocytow TCD8+ nie tylko w korzystnym przebieguaturalnym choroby, ale
takze w skutecznai terapii. Inne badania wskazujjednak, ze warté¢ odsetkowa
limfocytow TCD8+ jest zmienna i zalg od fazy terapii PWZW C — znagz maleje w
trakcie leczenia i zdecydowaniesnie po jego zak@czeniu [109,110,111]. W pracy
wykazano ponadto wgzy odsetek subpopulacji limfocytow TCD8+ w grumborych,
ktérzy przebyli choroby nowotworowe. Podobne spms@nia obserwowano tag& u
pacjentow z potwierdz@nobecndéciag autoprzeciwciat. Natomiast inni autorzy w grupie
dzieci zakaonych HCV z obecniaia chordb onkologicznych obserwowali spadek liczby
limfocytow T, zarowno TCD4+, TCD8+ jak i limfocytowaiwnych oraz komorek NK [107].
Obnizenie liczby limfocytow o profilu Thl i ekspansjmiocytéw Th2 stwierdzano réwnie
w grupie pacjentow zakanych HCV w trakcie leczenia immunosupresyjnegd]18ovacs

i wsp. donosz, ze podwyszona aktywn& limfocytéw TCD8+ u chorych z PWZW C oraz
koinfekcjpg HIV moze mi& znaczenie w przyspieszonym rozwoju petnoobjawowasgpotu
nabytego niedoboru odport AIDS (ang. Acquired Immunodeficiency Syndrgmeo
wymusza konieczrig szybszego wprowadzenia leczenia zakea HCV [112].

Poghdy co do roli limfocytow TCD4+ w immunopatogeneB&/ZW C g rozbiene.
W pracy wykazano istotny statystycznie spadetdniej wartéci odsetkowej limfocytow
TCD4+ w grupie dzieweg z PWZW C w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie
obserwowano natomiast takiej zmiany w profilu sylgacji limfocytéw krwi obwodowej w
grupie zakaonych chtopcow. Spadek waéth odsetkowej komorek TCD4+ u dzieci z
PWZW C jest opisywany w fmiennictwie [116, 117]. Wykazane w prezentowanejcgr
réznice wartdci odsetkowej TCD4+ mgidzy dziewcztami a chiopcami nie znajdyj
potwierdzenia w innych opracowaniach. Niektorzy oazy wigza zmniejszenie puli
limfocytow TCD4+ u zakzonych HCV z przyspieszeniem progresji PWZW C [122]1
Inni udowodnili, ze zywa odpowied subpopulacji limfocytbw TCD4 o profilu Thl
produkupcych IFN-gamma skutecznie zapewnia zanik replikésiVV, wpltywa na nisz
aktywna¢ ALT, a co z tym idzie w konsekwencji zmniejsza kienie watroby i op&nia
postp choroby [62, 121]. Istnigjréwniez doniesienia sugerage, iz przyczyn przewlekania
sie zakaenia HCV mae by pierwotna niewystarczaga odpowied limfocytéw TCD4+ lub
ich ,zuzycie”, upadledzona prezentacja antygenu przez komorki denciryly, supresja
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limfocytow T, komorek NK i komorek dendrytycznyclogrzez ich interakcje z biatkami

strukturalnymi i niestrukturalnymi HCV [60].

W niniejszej pracy stwierdzono réwniewyzszy srednp wartags¢ odsetkow
limfocytbw TCD4+ (r@nica nieistotna statystycznie) w podgrupie pagernt zakaeniem
trwajacym <10 lat oraz u dzieci, ktore nie byly obarczone oloécia choréb dodatkowych.
Podobne obserwacje poczyniono u pacjentdw Zszpi wiremig, chorych leczonych
przeciwwirusowo oraz u dzieci, ktére uzyskaty SWRyniki te g zgodne z doniesieniami w
pismiennictwie, gdzie opisywana jest odwrotna koreaogdzy wysokdciag wiremii a liczly
TCD4+ oraz wzrost puli limfocytow TCD4+ u pacjemtdeczonych, ktorzy uzyskali SVR
[118,119,120]. W innych opublikowanych badaniachtydecych dzieci z wertykalnym
zakaeniem HCV autorzy donogzze nie obserwuje siistotnego zwizku miedzy liczly
limfocytow TCD4+ a poziomem wiremii oraz aktywdoiy aminotransferaz [123, 124].

W ostatnich latach podnosiesiowniez role komorek NK w immunopatogenezie
PWZW C i procesu widknienia agtroby. Komoérki NK g gtéwrg sktadows odpowiedzi
przeciwwirusowej poprzez rozpoznanie i elimigadjomoérek zakzonych wirusem. W
badanym materiale nie stwierdzono istotnej statgstye ra@nicy w s$redniej wartdci
odsetkowej komérek NK radlizy grup pacjentéw z PWZW C a kontragin Nie wykazano
takze r@nic w wartgciach odsetkowych komoérek NK waoizy podgrupami pacjentow w
zaleznosci od pici, czasu trwania zakenia, aktywnéci aminotransferaz, obeciw chordb
dodatkowych w wywiadzie a grgpkontrolg. Obserwowano natomiast wszy sredni
wartas¢ odsetkovys komorek NK, ché bez istotnéci statystycznej w podgrupie pacjentéw,
ktorzy uzyskali SVR po leczeniu przeciwwirusowymanr z wysok wiremiag HCV w
przebiegu choroby. Istnigjdoniesienia w gmiennictwie,ze komorki NK moduluj swop
aktywna¢ poprzez kombinagjreceptoréow aktywuagych i hamuicych, ktére wiza sic z
MHC Kklasy | jdz z czsteczkami podobnymi w budowie. §# receptorow naley do
nadrodziny immunoglobulin (aniller cell immunoglobulin-like receptors KIR) [125]. W
obecndci HCV na powierzchni komorek NK obserwuje giwvickszory ekspresj receptorow
aktywujgcych aKIR (angactivatoryKiller cell immunoglobulin-like receptors aKIR) oraz
redukcg liczby komorek NK z ekspregjeceptorow hamagych iKIR (ang.inhibitory Killer
cell immunoglobulin-like receptors iKIR). Skutkiem tego jest znacznie #%za funkcja
cytotoksyczna komorek NK u osob zakaych HCV w porownaniu do zdrowych. Dlatego
uwaza Sk, ze stata stymulacja komérek NK przez HCV zaami€ udziat w przewleklym

stanie zapalnym sgtroby [126, 128, 129]. W badaniach Paladino i wspkazano zwizek
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pomiedzy zwkkszony cytotoksycznécia komorek NK, wzrostem ekspresji receptorow aKIR
i brakiem eliminacji wirusa HCV oraz gorszym przagiem choroby [127]. Wielu autorow
wykazuje zwizek pomedzy zwickszory iloscig komorek NK a skuteczioig zastosowanego
leczenia przeciwwirusowego rekombinowanym IFN &falub PeglFN z RBV [129, 130,
131]. Z bada Gonzaleza i wsp. wynikaze podwyszony poziom komoérek NK
pozbawionych markera CD56 koreluje z brakiem odpoi na leczenie przeciwwirusowe.
Wskazuje rownig na maliwos¢ wykorzystania tej subpopulacji limfocytéw do okenia
stopnia prawdopodohistwa skuteczrai planowanej terapii PWZW C [132]. Uzyskany w
prezentowanej pracy vigzy odsetkowy udziat komoérek NK w puli wszystkiamfocytow u
pacjentow, ktorzy uzyskali elimingcj HCV RNA 2z surowicy krwi po terapii
przeciwwirusowej zdaje sipotwierdz& t¢ sugest. W wielu opracowaniach zauw@no
korelacg miedzy zr&nicowary ekspresj receptorow TLR na powierzchni hepatocytow i
komoérek gwiadzistych, a zmienpaktywnacig komérek NK [133]. Na modelu zwiegzym
wykazano wgksze nasilenie widknienia watvobach myszy pozbawionych komorek NK.
Stwierdzono réwnig stymulowanie apoptozy ludzkich komorek gidaistych HSC (ang.
hepatic stellate cel)s przez komérki NK w hodowli komérkowej [134]. Pcame
wzajemnych interakcji HSC, limfocytow TCD8+ orazrkorek NK mae przyczyné sie do

wyjasnienia patogenezy witdknieniagtwoby w przebiegu PWZW C u dzieci.

W pracy badano tak elementy odporsoi humoralnej i wykazano mz sredng
wartas¢ odsetkowy limfocytbw B w grupie dzieci z PWZW C w poréwnani grup
kontrolm. Wynik ten jest odmienny od uzyskiwanych w badehigprowadzonych w
populacji dorostych z PWZW C, gdzie najéziej obserwuje si wzrost limfocytéow B
naiwnych i to zwykle bez cech aktywacji [135]. Rtzym tych r&nic maze by upcledzona
aktywna¢ limfocytbw TCD4+ co ostabia wzrost i #oicowanie s w limfocytow B w
komorki plazmatyczne. W pracy nie stwierdzono gzku midzy srednb wartcsciag
odsetkowy CD19+ a ptai pacjentow z PWZW C, wysokoig wiremii, obecnécig choréb
przewlektych oraz zastosowanym leczeniem. Zamwa natomiast korelagmiedzy srednim
odsetkiem limfocytow B a czasem trwania zak@a — najniszy odsetek obserwowano w
podgrupie, w ktorej czas trwania zakaia byt<10 lat, wyszy w podgrupie pacjentéw
zaka&onych HCV >10 lat, najwiyszy w grupie kontrolnej. Wyniki te potwierdzaj
powszechnie akceptowany pedgl o dominugcej roli limfocytow T w odpowiedzi
immunologicznej w infekcjach wirusowych. Podaliendenag wykazano mgdzy odsetkiem
CD19+ a aktywngcia aminotransferaz — najisiza wartas¢ stwierdzono w podgrupie dzieci
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zaka&onych HCV z podwyszory aktywndcia, wyzszy w podgrupie z prawidioy
aktywndcia, najwyzsza w grupie kontrolnej. W gmiennictwie mana znale¢ doniesienia
mowiagce o spadku odsetka limfocytéw B w trakcie terdipl alfa2a oraz terapii skojarzonej
PeglFN alfa2a z RBV [148]. Ponadto autorzy wykazywaswoich pracach wiszy sredni
wartas¢ odsetkow limfocytow B CD19+ przed zastosowanym leczenienpavdwnaniu do
wartasci po zakaczonej terapii oraz wygzy ekspresj molekuty CD81 na limfocytach B CD
19+ u pacjentow ktorzy nie odpowiedzieli na leéeew porownaniu do pacjentow ktorzy
uzyskali utrwalop odpowied wirusologiczm - SVR [136]. Powysze wyniki mog
sugerowa, ze poszczegolne subpopulacje komorek immunokompeteimtulegaj fluktuacii

w trakcie terapii przeciwwirusowej. Moa zatem glzi¢ ze oznaczenie ekspresji CD81 na
limfocytach B CD19+ mge by czynnikiem prognostycznym dla przewidywania
skutecznéci zastosowanego leczenia przeciwwirusowego [1Bd]ejne badania wskazyj
ze limfocyty B nie tylko petny funkcje rezerwuaru HCV, ale odgrywajole w przewlekaniu
si¢ zakaenia oraz wioknieniu wiroby [138, 139, 140]. Mizuochi i wsp. udowadniaje
poszczegdlne antygeny HCV i ich nieprawidiowe iakeje z elementami komdorkowymi
odporndci humoralnej jak limfocyty B mag powodow& wyrazng dysregulag tej
subpopulacji. Wyktadniki kliniczne tych zabufzéo pozawtrobowa manifestacja choréb o
charakterze autoimmunologicznym czy wegysiwanie B-komoérkowych rozrostow
limfoproliferacyjnych [141].

Podsumowujc, wyniki pracy w konfrontacji z danymi z §miennictwa wskazuj ze
uktad odpornéciowy dzieci z PWZW C reaguje na istnie¢ zakaenie poprzez zmiany
skladu subpopulacji limfocytow krwi obwodowe|. Wyedask, ze niektére z opisywanych
powyzej zmian maj charakter predykcyjny w zakresie przewlekania zkaenia HCV,
procesu widknienia wiroby czy teé zastosowanego leczenia. Nadal wiele aspektow
dotyczcych patogenezy tego procesu chorobowego nie ngsis#cze do kica poznanych i

wymaga dalszych bafa
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6. WNIOSKI

1. Uktad odpornéciowy dziecka reaguje na zalemie HCV poprzez zmign skiadu
subpopulacji limfocytow krwi obwodowej. Do istottyzmian naley wzrost efektorowych
komoérek o potencjale cytotoksycznym limfocytéw T &Di spadek stosunku limfocytéw T
CD4:CD8

2. Spadek odsetka limfocytow T CD8+ u dzieci zaakiem HCV trwajcym ponad 10 lat

sugerujeze z czasem trwania choroby zmniejszasgiansa eliminacji wirusa.

3. Wyzsza srednia warté¢ limfocytow T CD4+ wykazuje zwazek z niszy wiremia,
krotszym czasem trwania zaiemia oraz uzyskaniem utrwalonej odpowiedzi wirugmonej
(SVR)

4. U chorych dzieci z PWZW C zszy sredni odsetek limfocytow CD19+ sugeruje spadek

odpowiedzi humoralnej

5. Ocena immunofenotypu limfocytow krwi obwodowegizieci z PWZW C przed planaw

terapi przeciwwirusovy moze miet wartas¢ prognostycza co do efektow leczenia
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10. STRESZCZENIE

Wstep: Przewlekie wirusowe zapalenigtroby typu C (PWZW C) jest istotnym problemem
zdrowotnym o stale rognym znaczeniu ngwiecie nie tylko u dorostych, ale rowuie
u dzieci. Wiele aspektow dotygzych przebiegu PWZW C u dzieci nie zostato adot
doktadnie wyjanionych. Mato wiadomo rownie o udziale odporn@i wrodzonej w
przewleklym wirusowym zapaleniugivoby typu C, zwlaszcza u dzieci. Przebieg zaka
HCV ma najczsciej charakter przewlekly, co moa ttumaczy zaburzeniami odporidoi,
takze wrodzonej. Wydaje sj ze odgrywa ona istofnrole jako, ze ukiad odpornaiowy
cztlowieka, a zwilaszcza odpo&tonabyta jest niedojrzaly i pozostaje w staniggi&go

rozwoju

Cel: Podstawowym celem pracy byta ocena wybranych elémendpornéci wrodzonej w
PWZW C u dzieci oraz proba oktenia ich roli w immunopatogenezie i ewolucji omane]
choroby. Realizacja tego zadania wymagata sformataavceléw szczegotowych: ustalenia
liczby i funkcji komoérkowych parametréw odpokod wrodzonej u badanych dzieci oraz
okreslenia zaleénosci miedzy wybranymi elementami odporlud wrodzonej a parametrami
klinicznymi, przebiegiem zakania HCV oraz skuteczicg leczenia PWZW C w badanej

grupie.

Metody: Badaniem olgto 80 dzieci w wieku od 1 do 18 lat hospitalizoweh w Klinice
Choréb Zakanych i Neurologii Dziecicej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego oraz Poradni Hepatologicznej w &#piKlinicznym im. Karola Jonschera
w Poznaniu w latach 2004-2011. Wyekiniono 2 grupy pacjentéw: graadan -50 dzieci

z PWZW C potwierdzonym na podstawie standardowygtekow oraz grup kontrolrg — 30
dzieci, u ktorych wykluczono zakenie HCV. W analizie danych uwzgihiono nasfpujace
parametry: wiek i pie dzieci, czas trwania zakenia HCV , przebieg i efekt
dotychczasowego leczenia. Oceniano biochemiczndagglki funkcji watroby, ilosciowe i
jakosciowe oznaczenia HCV-RNA z genotypem wirusa, wylngdania histopatologicznego
biopsji watroby. Wszystkie dzieci zakane HCV oraz z grupy kontrolnej miaty wykonane
badania oceniage ukfad odporniiowy: sklad odsetkowy i niektdre wzajemne properci
limfocytow: TCD3+, BCD19+, TCD 4+, TCD 8+, CD4:C8az komodrek NK. Aby ok ¢
zaleznosé miedzy poszczegolnymi elementami immunofenotypu leyie krwi obwodowe;j

a parametrami klinicznymi, przebiegiem zaémia HCV oraz efektem terapii PWZW C
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pacjentow z grupy badanej podzielono na podgrupyglagniagc pted, czas trwania
zakaenia HCV, poziom wiremii, aktywr$¢ aminotransferaz, przebyte leczenie
przeciwwirusowe i jego skuteczft obecné¢ choréb wspotistniecych oraz wysfpowanie

autoprzeciwciat.

Wyniki: W grupie badanej domniemany czas trwania zek@& HCV wahat siod 2 do 16
lat ($rednio 8,5 lat). Obecré przeciwciat anty-HCV oraz HCV RNA w surowicy krwi
stwierdzono u wszystkich pacjentow w grupie badaSegdni poziom wiremii wynosit
2232728 IU/ml (SD 942778 IU/ml). Domirggym genotypem u pacjentéw z grupy badanej
byt genotyp 1 (61,25%). W grupie badanej wykazetatnie statystycznie wgz wartasé¢
ALT, AST, gammaglobulin, ALP, Fe w porownaniu dougy kontrolnej. Nie wykazano
istotnych statystycznie #dic w aktywndci GGTP, wartéci TBIL oraz biatka w surowicy
krwi mi¢dzy obiema grupami. W pracy wykazana obie grupy pacjentéw tj. dzieci z
PWZW C oraz grupa kontrolna dig si¢ istotnie pod wzgidem skiadu subpopulacji
leukocytow krwi obwodowej. W grupie dzieci zakaych HCV wzrastat odsetek limfocytow
efektorowych, potencjalnie cytotoksycznych TCD8+.zrdét subpopulacji  limfocytow
TCD8+ wptywat na obriienie stosunku limfocytow T (CD4:CD8). W badanym eni@e nie
stwierdzono korelacji mdzy zmianami wartei limfocytow TCD8+ oraz stosunku
CD4:CD8 a ptai pacjentéw, wysokdeia wiremii oraz aktywnécig aminotransferaz. Waré
odsetka limfocytow T CD8+ byta wgza w grupie dzieci, u ktérych czas trwania zakia
HCV byt krétszy nk 10 lat, u dzieci, ktére przebyly choroby nowotweeooraz u tych, u
ktérych wykazano obec®é autoprzeciwciat. W pracy stwierdzono istotny ss&ygznie
spadeksredniej wartéci odsetkowej limfocytow T CD4+ w grupie dziewtz PWZW C, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obserwowano rownig/zszy srednp wartas¢ odsetkovy
limfocytow T CD4+ w podgrupie pacjentéw z zakaiem trwagcym <10 lat oraz u dzieci,
ktére nie przebyty chordb dodatkowych. Podobne nbsee poczyniono u pacjentéw z
nizsza wiremia, chorych leczonych przeciwwirusowo oraz u dzigtdre uzyskaty SVR. Nie
stwierdzono istotnej statystycznieznicy w sredniej wartéci odsetkowej komorek NK
migdzy grup pacjentdéw z PWZW C a kontran Wykazano réwnig nizsz sredni wartas¢
odsetkowy subpopulacji limfocytéw B w grupie dzieci z PWZW W poréwnaniu z grup
kontrolrg.

Whioski: W podsumowaniu, wyniki pracy w konfrontacji z danymi pismiennictwa
wskazuj, ze uktad odporniiowy dzieci z PWZW C reaguje na istrieg zakaenie poprzez

zmiany skiadu subpopulacji limfocytow krwi obwodgwBo istotnych zmian naky wzrost
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efektorowych komorek o potencjale cytotoksycznymfdicytow T CD8+ i spadek stosunku
limfocytbw T CD4:CD8. Wydaje gj ze spadek odsetka limfocytbw T CD8+ u dzieci z
zakaeniem trwagcym ponad 10 lat sugeruje mnigjsgzansg eliminacji wirusa wraz z
czasem trwania choroby Z kolei wsza srednia warté¢ limfocytow T CD4+ wykazuje
zZwigzek z nkszg wiremig, krotszym czasem trwania zaksia oraz uzyskaniem utrwalonej
odpowiedzi wirusologicznej (SVR). U chorych dzieciPWZW C niszy $redni odsetek
limfocytbw CD19+ sugeruje spadek odpowiedzi humuepl Wydaje si rOwniez, ze ocena
immunofenotypu limfocytow krwi obwodowej u dzieciPPWWZW C przed planowanerapi
przeciwwirusovy moze mie wartas¢ prognostycze co do efektdw leczenia. Nadal wiele
aspektéw dotycrych immunopatogenezy PWZW C nie zostalo jeszczeodoa poznanych

i wymaga dalszych bada
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11. SUMMARY

Background: Chronic hepatitis C (CHC) is a major health problef growing importance in
the world, seen not only in adults but also indf@h. Many aspects of the course of CHC in
children has not yet been thoroughly explainedld.is known about the involvement of the
innate immunity in chronic hepatitis C, especiailty children. Hepatitis C is a common
infectious disease in thpediatric population. Its course is usually a clea@ondition, which
can be explained by impaired immunity, includinghate one. It seems that it plays an
important role in the human immune systeespecially since human immune system, and in

particular acquired immunity is immature and rersama state of constant growth.

Objective: The primary objective of this study was to evaduaélected elements of innate
immunity in CHC in children and attempt to defineeit role in the pathogenesis and
evolution of the diseasa question. This task required the formulatiorspécific objectives:

to determine the number and function of cellulavaite immunity parameters of the children,
and determine the relationships between selectdegits of innate immunity and the clinical

parameters, the course of HCV infection and thece®f CHC therapy in the study group.

Methods: The study included 80 children aged 1 to 18 hafipéd at the Clinic of Infectious
Diseases and Pediatric Neurology at Karol Marcinkawniversity of Medical Sciences and
at the Outpatient Liver Clinic at the Charles JtresdHospital in Poznan in the years 2004-
2011. Patients were divided into 2 groups: a gra@iupO children with CHC confirmed on the
basis of standard criteria and a control group @fcBildren in whom HCV infection was
excluded. The data analysis included the followparameters: age and gender of the
children, duration of HCV infection, and the effexdtthe current course of treatment. The
assessed were: biochemical markers of liver functipiantitative and qualitative HCV-RNA
viral genotype, and liver biopsy. All children icted with HCV, and the control group had
taken tests assessing the immune system: the cdopax interest and some of the relative
proportions of lymphocytes: T CD3 +,B CD19 +, T @D+, T CD 8 +, as well as NK cells.
To determine the relationship between the varidements of the peripheral blood leukocyte
immunophenotype and clinical parameters, the coafseCV infection and the effect of
treatment of CHC, the patients from the study grawepe divided into subgroups taking into
account their sex, the duration of HCV infectiomalload, the activity of aminotransferases,
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history of the antiviral treatment and the effettrerapy, the presence of additional diseases

and the presence of auto-antibodies.

Results:In the study group the duration of HCV infecticanged from 2 to 16 years (an
average of 8.5 years). The presence of anti HCbaaies and HCV RNA in serum was
found in all patients in the study group. The ager&vel of viral load was 2232728 1U/ml
(SD 942778 1U/ml). The predominant genotype inqras was genotype 1 (61.25%). In the
study group a significantly higher value of ALT, ASgamma globulin, ALP, Fe were
demonstrated, comparing to the control one. Then@wo statistically significant differences
in the level of GGT, TBIL and protein in serum beem two groups. It was shown, that both
groups of patients, namely the children with CH@ #re control group differ significantly in
the content of leukocyte subpopulations in periphblood. In the group of children infected
with HCV the percentage of effector lymphocytesréased, potentially T CD8 + cytotoxic.
The increase in T CD8 + lymphocyte subpopulatiofisénced the reduction of the ratio of T
lymphocytes (CD4: CD8). There was no correlatiomnfib between the changes of T CD8 +
lymphocytes and the ratio of CD4: CD8 and the depatients, the amount of viral load and
the activity of aminotransferases. The value ofgbecentage of T CD8 + cells was higher in
the group of children in whom the duration of HCMeiction was less than 10 years, in
children with a history of cancer, and those whk presence of auto-antibodies. The study
demonstrated a statistically significant decreasemean T CD4+ value of lymphocytes
among girls with CHC compared to the control grolipere was also a higher average
percent T CD4 + lymphocytes in a subset of patientis infection lasting<10 years and in
children who have not gone through additional dissa Similar observations were made in
patients with a lower viral load, antiviral-treatpdtients and in patients who achieved SVR.
There was no statistically significant differencetihhe average interest of NK cells between
the group of patients with CHC and the control grolhere was also demonstrated a lower
average value of B lymphocytes in children with Cet@inpared with the control group.

Conclusions:In conclusion, the results of work in the confadian with data from the
literature suggest that the immune system of obildwith CHC responds to an existing
infection by changinghe composition of peripheral blood lymphocyte sibsThe most
important changes are the increase of percentageffettor lymphocytes, potentially
cytotoxic T CD8 + and reduction of the ratio ofyiphocytes (CD4: CD8). The decrease of
the percentage of T CD8 + cells in the group oldchih in whom the duration of HCV
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infection was longer than 10 years suggests tteaidhger the disease lasts, the chance to
eliminate the virus is smaller. A higher averagecpet T CD4 + lymphocytes correlates with
a lower viral load, shorter lasting infection arthi@ving SVR. A lower average value of B
lymphocytes in children with CHC suggests the deseeof humoral immunity. The analysis
of the peripheral blood leukocyte immunophenotypehildren with CHC can be predictive
in terms of antiviral treatment. Still many aspexftshe pathogenesis of CHC are not yet fully
known and require further study.
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