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Przeprowadzono badania, ktorych celem bylo okreslenie zaleznosci
stezenia czynnikow wzrostowych HGF, PDGF i cytokin prozapalnych
IL-6, TNF-a w odniesieniu do aktywnosci zapalnej oraz stopnia widknie-
nia w waqtrobie u chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem waqtroby

typu C (pwzw C).
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WSTEP

Wirusowe zapalenie watroby typu C jest jedna z najczesciej wystepujacych zakaznych
chorob watroby w Polsce (1). Wigkszo$¢ zakazen HCV przechodzi w postac przewlekla,
wynika to z trudno$ci w rozpoznawaniu i eliminowaniu tych patogenow przez uktad im-
munologiczny. Konsekwencja dlugotrwatej choroby jest postgpujace zmniejszenie liczby
hepatocytdw z rozplemem tkanki tacznej do przebudowy marskiej wiacznie (2). Nasilenie
zmian zapalnych oraz proceséw widknienia w watrobie regulowane jest m.in. przez czynniki
wzrostowe. Uszkodzeniu watroby w nastgpstwie procesow zapalnych i immunologicznych
towarzysza zjawiska regeneracji i apoptozy komorek watrobowych (3). Istotna rolg w rege-
neracji watroby petnig czynniki wzrostowe, wydzielane zaréwno przez komorki watrobowe,
jak tez przez komorki immunologiczne i zapalne (4).

Czynnik wzrostowy hepatocytow (hepatocyte growth factor — HGF) odgrywa istotna
role naprawcza, poprzez pobudzanie wzrostu komorek, w tym hepatocytéw, komorek
nabtonkowych i hematopoetycznych (5). Stezenie HGF znacznie wzrasta w ostrych sta-
nach zapalnych, takich jak posocznica, zapalenie ptuc oraz zakazeniach wirusowych m.in.
zapaleniu watroby (6, 7). HGF stymuluje produkcjg alfa 2-makroglobuliny- biatka ostrej
fazy oraz albumin (8). Duzy wplyw na wydzielanie czynnikow wzrostowych maja cytokiny
prozapalne. Do takich nalezy m.in. IL-6, ktdra reguluje syntezg biatek ostrej fazy, pobudza
napraw¢ uszkodzonych hepatocytow oraz przyspiesza podziaty i réznicowanie komorek
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krwiotworczych szeregu megakariocytowego, limfocytow T i B. Naruszenie integralnosci
hepatocytow jest przyczyna migracji komorek jednojadrzastych, komoérek nieparenchymal-
nych, makrofagéw oraz plytek krwi do miazszu watroby (9). Aktywacji proceséw zapalnych
i immunologicznych w watrobie towarzyszy uwalnianie czynnika martwicy nowotworow
o (tumor necrosis factor a. — TNF-0) oraz ptytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet
derived growth factor - PDGF) (10). TNF-a zwigksza produkcje IL-6, ktora jest istotnym
mediatorem reakcji zapalnej, programowanej $mierci komorki, a takze proliferacji komoérek.
W watrobie TNF-a jest nie tylko mediatorem zapalenia, lecz takze bierze udziat w procesach
naprawy miazszu poprzez aktywacjg proliferacji hepatocytow (11).

Celem przeprowadzonych badan byta ocena st¢zenia HGF, PDGF oraz cytokin proza-
palnych IL-6, TNF-a w surowicy chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby
typu C. Okres$lono zalezno$¢ stezenia czynnikow wzrostowych i cytokin w stosunku do
aktywnosci zapalnej oraz stopnia wtdknienia w watrobie.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono u 75 chorych: 21 kobiet i 54 mgzczyzn w wieku 18-64 lat
($rednio 38 + 14 lat) z pwzw C w roznych stadiach choroby. Do badan wiaczono osoby
kwalifikowane do leczenia przeciwwirusowego. Z badan wytaczono chorych z ostra choroba
infekcyjna, z zakazeniem HBYV, HIV i uprzednio leczone przeciwwirusowo. U wszystkich
chorych rutynowo wykonano oligobiopsj¢ prawego ptata watroby. Tkanke watrobowa pod-
dano typowej obrobcee histopatologicznej z wykorzystaniem barwienia H+E oraz kwasem
pikrynowym na obecnos¢ tkanki tacznej. Ocena histopatologiczna uwzgledniata aktywnosé
zapalng: wrotna/okotowrotng (G1), $rédzrazikowa (G2) (grading) i stopien widknienia
(staging) w skali 0 — 4, zgodna z klasyfikacja wirusowych zapalen watroby wg Scheuera.
W surowicy krwi chorych z pwzw C oznaczono st¢zenia HGF, PDGF, IL-6, TNF-a (R&D
System Oxon, UK) metoda ELISA. Grupg kontrolna stanowito 20 zdrowych oso6b (12 kobiet,
8 mezczyzn w wieku 27 + § lat).

Opracowanie statystyczne: analiza statystyczna parametréw klinicznych i laboratoryj-
nych zostata dokonana przy uzyciu testow U Manna — Whitney’a, korelacji Spearmana oraz
korelacji ANOVA Kruskala — Wallisa.

WYNIKI

Charakterystyke kliniczna grupy badanej przedstawiono w tabeli 1. W ocenie histolo-
gicznej biopsji watroby wg klasyfikacji Scheuera u 14 chorych stwierdzono zmiany zapalne
okreslane jako minimal hepatitis, u 24 tagodne, aktywne, przewlekle zapalenie watroby
(mild chronic active hepatitis), u 32 chorych aktywne, przewlekte zapalenie watroby (mo-
derate chronic active hepatitis), a u 5 badanych stwierdzono cigzkie przewlekte aktywne
zapalenie watroby (severe chronic active hepatitis). Analizujac intensywnos$¢ wtoknienia
tkanki watrobowej u 50 chorych stwierdzono niewielkiego stopnia widknienie okotowrot-
ne (S1), u 14 wtoknienie okotowrotne z mostkami wrotno - wrotnymi (S2), u 5 badanych
stwierdzono mostki wrotno-wrotne i wrotno-centralne (S3), a u 4 chorych stwierdzono
marsko$¢ watroby (S4).
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Tabela 1. Podstawowe dane kliniczne
Table I. Basic clinical data

Wiek ($rednia, min., max.), lata 41 (18 - 64)
Liczba me¢zczyzn / kobiet, n 54 /21
Biopsja watroby - wyniki

G1 ($rednia, min., max.) 250-4)

G2 ($rednia, min., max) 20(0-4)

S ($rednia, min., max) 1.0(0-4)
ALT, U/L 1155+10.3
AST, U/L 68.5+5.8
Bilirubina, mg/dl 1.4+0.3
Wskaznik protrombinowy, % 94.0+2.0
Albumina, g/dl 4.0+0.1
y—globuliny, g/dl 44+15
Liczba ptytek krwi, 1x10%/pl 197.1£6.4

U wszystkich chorych z pwzw C stwierdzono istotny statystycznie wzrost osoczowego
stezenia HGF (762.5+£30.4 vs.594.3 +42.0; p<0.05), PDGF (3043.4 £52.7 vs.; 2639.3 £89.4;
p<0.05) oraz TNF-a (7.86 £0.24 vs. 5.49 +£0.21; p<0,001), (tab. IT) w stosunku do wartosci

Tabela II. Srednie stezenie HGF, PDGF, TNF- a.i IL-6 w surowicy krwi 0sob z pwzw C oraz w grupie
kontrolnej
Table II. Mean serum concentration of HGF, PDGF, TNF-q, IL-6 in HCV infected patients and
control group
HGEF, pg/ml PDGF, pg/ml TNF-a, pg/ml  IL-6, pg/ml
Grupa kontrolna, n =20 594.3 +42.0 2639.3 +89.4 5.49 +0.21 1.31+£0.17
Chorzy z pwzw C, n=75 762.5 £30.4* 3043.4 £52.7%  7.86 £0.24** 1.65+0.15

* P<0,05, ** P<0,001 w stosunku do grupy kontrolnej (test U Manna-Whitney’a)

w grupie kontrolnej. W grupie chorych wykazano dodatnia zalezno$¢ migdzy stgzeniem
HGF a IL-6 (r 0.30, p<0.01) oraz TNF-a a IL-6 (r 0.256, p<0.05). Stwierdzono zaleznos¢
pomigdzy stgzeniami czynnikow wzrostu w osoczu chorych z pwzw C a biochemicznymi
cechami uszkodzenia watroby, jak rowniez nasileniem zmian histologicznych (ryc. 1-3).
Stezenie HGF w surowicy wykazato dodatnia korelacjg ze stopniem zaawansowania zmian
zapalnych i1 wtoknienia w tkance watrobowe;j (test ANOVA Kruskala- Wallisa), (tab. IV).
Najwyzsze stezenie HGF stwierdzono u chorych z najwigkszym nasileniem zapalenia
okotowrotnego (G4: 907.5 +88.9 pg/mL) oraz wtdknienia (S4: 1495,3 £179,2 pg/ml), (tab.
IIT). Ocena zaleznosci stgzenia HGF w osoczu w stosunku do biochemicznych wskaznikow
wydolnos$ci watroby wykazala wyrazna, dodatnia korelacje z aktywnoscia aminotransferazy
alaninowej (r 0.28, p<0.05) i asparaginianowej (r 0.34, p<0,01), GGTP (r 0.28, p<0.05)
oraz ujemna korelacj¢ ze wskaznikiem protrombinowym (r -0.34, p<0.01), albuming (r
-0.42, p<0.05), y-globulinami (r -0.42, p<0.05) i liczba ptytek krwi (r -0.24, p<0.05), (tab.
V). Nie stwierdzono istotnego statystycznie zwiazku stgzenia tej cytokiny ze st¢zeniem
bilirubiny czy tez zawartoscia biatka catkowitego (tab. IV). Wykazano korelacjg st¢zenia
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Ryc. 1. Zalezno$¢ stezenia HGF od nasilenia wtoknienia u chorych z pwzw C

Fig. 1. Correlation of HGF concentration and fibrosis in HCV infected patients
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Ryc.2.  Zalezno$¢ stezenia HGF od nasilenia zapalenia okotowrotnego (G1) u chorych z pwzw C

Fig. 2. Correlation of serum HGF concetration and inflammatory activity in HCV infected pa-
tients

TNF-0w osoczu badanych pacjentow do aktywnosci aminotransferaz: alaninowej (r=0.34,
p<0.01) i asparaginianowej (r 0.2, p=0.014). Ponadto zaobserwowano ujemna korelacje
pomigdzy stezeniem PDGF a stgzeniem y-globulin (r-0.63 p<0.01) oraz dodatnia z ptytkami
krwi (r 0.48, p<0.01).
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Ryc. 3. Zalezno$¢ stezenia HGF od aktywno$ci ALT w surowicy krwi chorych z pwzw C
Fig. 3. Correlation of serum HGF and ALT concentration in HCV infected patients

Tabela III. Stezenia HGF, PDGF, TNF- a1 IL- 6 w surowicy krwi w grupach chorych z uwzglgdnieniem
nasilenia zmian zapalnych oraz widknienia, test U Mann- Whitney’a

Table III. Serum concentration of HGF, PDGF, TNF=a, IL-6 in patients’ groups in consideration with
inflammatory intensity and fibrosis, U Mann-Whitney test

akf}t/(\)za}n?s}ci HGF, pg/ml PDGF, pg/ml TNF-a, pg/ml 1L-6, pg/ml
Aktywno$¢ zapalna wrotna/okolowrotna (G1)
1 598,4 £23.9% 3122,0 +86,10 7,34 +0,47 1,18 £0,23
2 725,2 +£30,3%F 3130,8 +105,6 7,5 +0,3 2,0 +£0,4*
3 752,4 £38,7*F 2990,5 £78,9 8,4 +0,4 1,4 0.2
4 907,5 +88,9%* 2814,0 +96,1 8,3 +0,6 1,8 +£0,3*
Aktywnos$¢ zapalna Srédzrazikowa (G2)
1 630,6 29,9 3180,7 £95,8 7,5 40,4 1,5+0,2
2 709,6 +£22,8*#1 2955,7 £70,4 8,3+0,4 1,4 +0,4*
3 870,3 £109,5* 3079,5 +173,5 8,1 £0,6 2,2 +0,5¢
4 1113,2 £0,1* 2927,0 £582,0 7,6 £0,0 4,2 £0,7*1
Wioknienie (S)
1 672,7 17,7 3057,0 +61,6 7,6 £0,3 1,6 £0,2
2 770,9 +£55,1% 3127,2 +117,8 8,7 £0,4%* 1,4 +0,3
3 1312,7 +153,4* 2781,5+195,8 8,3+0,9 2,0+0,3
4 1495,3 £179,2* 2787,7+363,8 7.4+1,3 2,8 +0,8

* roznice istotne statystycznie wzgledem wartosci z grupy 1; # grupy 3; + grupy 4
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Tabela IV. Zalezno$¢ pomigdzy nasileniem zmian zapalnych (G1, G2) oraz widknieniem (S) a stgze-
niem HGF, PDGF, TNF-a i IL-6 oraz wybranymi parametrami biochemicznymi u chorych
z pwzw C, test ANOVA Kruskala-Wallisa

TableIV.  Correlation of inflammatory activity (G1, G2), fibrosis (S), serum HGF, PDGF, TNF-o, IL-6 con-
centration and chosen biochemical results in HCV infected patients, Kruskal-Wallis Anova test

Gl G2 S
HGF H=21.7, p <0.001 H=19.2, p<0.001 H=23.5, p<0.001
PDGF ns ns ns
TNF-a ns ns H=8.5, p<0.05
IL-6 H=9.1, p<0.05 H=8.6, p<0.05 ns
ALT H=13.4, p<0.05 H=7.7, p<0.05 H=9.5, p<0.05
Wskaznik protrombinowy ns ns H=9.6, p<0.05
Y-globuliny H=9.1, p<0.05 ns H=8.3, p<0.05
Plytki krwi ns ns H=9.5, p<0.05

ns — brak istotnosci statystycznej

Tabela V. Korelacje pomigdzy st¢zeniem HGF, PDGF, TNF-a i IL-6 a parametrami biochemicznymi
u chorych z pwzw C (test korelacji Spearmana).

Table V. Correlation of HGF, PDGF, TNF- a, IL-6 concentration and biochemical results in HCV
positive patients (Spearman’s Rank Correlation Test).

HGF (pg/ml) PDGF (pg/ml) TNF-o (pg/ml)
ALT 10.28, p<0.05 ns r0.34, p<0.01
AST r0.34, p<0.01 ns r0.2, p<0.014
GGTP r0.28, p<0.05 ns ns
Bilirubina ns ns ns
Wskaznik protrombinowy 1-0.34, p<0.01 ns ns
Albuminy 1-0.42, p<0.05 ns ns
Y-globuliny r0.51, p<0.05 r-0.63, p<0.01 ns
Plytki krwi 1-0.24, p<0.05 10.48, p<0.01 ns

ns- rdéznice nieistotne statystycznie
DYSKUSJA

Na przebieg procesow zapalnych i widknienia w watrobie ma wptyw wiele czynnikow
zapalnych i immunologicznych. Poznanie zjawisk warunkujacych te procesy ma istotne
znaczenie, pozwoli bowiem zrozumie¢ patogenez¢ pwzw C. Proces regeneracji hepatocytow
obok procesu apoptozy, czyli programowanej $mierci komorki, odgrywa kluczowa rolg
w patogenezie pwzw C. Regeneracja uszkodzonych, w wyniku zakazenia wirusami hepato-
tropowymi, komorek jest regulowana m.in. przez czynniki wzrostowe, jak czynnik wzrostu
hepatocytow, ptytkopochodny czynnik wzrostu, ktére moga w istotny sposob interferowac
z biatkami wptywajacymi na proces apoptozy.

Badania wtasne wykazaly, ze u chorych z pwzw C istotnie wzrasta w surowicy krwi
stezenie HGF wraz ze stopniem nasilenia zmian zapalnych i stopnia wtoknienia w watrobie.
Stwierdzono réwniez, ze wzrost HGF towarzyszyt biochemicznym cechom uszkodzenia
watroby, czego odzwierciedleniem byta dodatnia korelacja z aktywno$cia aminotransferazy
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alaninowej. HGF to najsilniejszy stymulator proliferacji hepatocytéw dziatajacy mitogennie
i mutagennie (12). W licznych pracach wykazano, iz pwzw C towarzyszy wzrost st¢zenia
HGF, ktore zmniejsza si¢ w wyniku leczenia interferonem z rybawiryna. Yamagami i wsp.
(13) w swoich badaniach porownywali st¢zenie HGF w ostrych i przewleklych zapaleniach
watroby oraz w marskosci watroby. Najwyzsze stgzenia zanotowano w ostrych zapaleniach
watroby oraz w marsko$ci. W przewlektych zapaleniach st¢zenie HGF utrzymywalo si¢
powyzej granicy normy oraz byto znacznie wyzsze w przypadku nasilonego widknienia.
Zylberg iwsp. (14) wykazali, iz TNF-a moze by¢ dobrym wyktadnikiem nasilenia wtdknienia
watroby w pwzw C. W badaniach wtasnych podwyzszone warto$ci tej cytokiny w surowi-
cy krwi obserwowano szczegdlnie u pacjentdw z zaawansowanymi zmianami zapalnymi
w watrobie i z marsko$cia. TNF-a stymuluje powstawanie fibroblastow, nasila procesy
wioknienia, moze indukowac¢ apoptoze lub hamowa¢ proliferacjg zmienionych komorek.

Plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF) bedacy sktadnikiem alfa ziarnistosci jest
wydzielany w nastgpstwie aktywacji plytek. Przewleklym chorobom watroby czesto towa-
rzysza zaburzenia czynnosciowo- morfologiczne plytek krwi. Hamujacy wptyw na megaka-
riocytopoeze wykazuje PDGF oraz TNF-a, ktorych stezenie wzrasta zwlaszcza w marskosci
watroby. PDGF wykazuje dziatanie mitogenne na komorki satelitarne w watrobie, ktore
odgrywaja istotng rolg we wtoknieniu watroby. W procesie gojenia si¢ ran PDGF pobudza
syntezg kolagenu I i III oraz glikozaminoglikanow. PDGF pobudza produkcje wolnych
rodnikéw tlenowych, bierze udziat w regulacji wzrostu i réznicowania si¢ wielu komorek
oraz jest waznym czynnikiem bioracym udzial w angiogenezie, procesie niezbgdnym dla
regeneracji uszkodzenia watroby (14). Przeprowadzone badania wykazaty wzrost stgzenia
PDGF wraz z nasileniem aktywnosci zapalnej, co moze wyjasnia¢ zwigkszone procesy
fibroplazji i fibrogenezy w watrobie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje si¢, ze HGF odgrywa istotna rolg
w przebiegu pwzw C. Stgzenie HGF moze by¢ zwiazane z histologicznymi cechami zapa-
lenia oraz wtoknienia, a takze biochemicznymi cechami aktywnos$ci choroby. Poznanie roli
czynnikow wzrostowych w pwzw C pozwoli na lepsze zrozumienie etiopatogenezy HCV,
a takze moze mie¢ znaczace implikacje terapeutyczne.

A Panasiuk, J Pogorzelska, D Prokopowicz
GROWTH FACTORS IN CHRONIC HEPATITIS C
SUMMARY

Growth factors: HGF, PDGF, TNF-a, IL-6 have important role in liver regeneration. The aim of our
study was the evaluation of serum growth factors concentration in chronic hepatitis C. Studied growth
factors and cytokines levels were analyzed in relation to inflammatory and fibrotic changes in liver.

Material and methods: Seventy-five chronic hepatitis C patients were enrolled in this study. All
patients had liver biopsy performed and the microscopic examination of liver tissues were analized
according to Scheuer’s classification. Serum concentrations of growth factors in patients’ serum were
assessed by use of ELISA method. The control group consisted of 20 healthy individuals.

Results and Conclusions: Serum HGF, PDGF, TNF-a level showed significant elevation in the
chronic hepatitis C compared to healthy controls. There was a statistically significant correlation
between serum HGF and inflammatory activity and fibrosis stage. HGF seems to play an important
function during chronic HCV infection.
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