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W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki analizy stezen IFN
alfa, gamma, omega przed i w trakcie leczenia z zastosowaniem PeglFN
alfa w skojarzeniu z rybawirynq u pacjentow z pwzw typu C oraz ich
przydatnos¢ w przewidywaniu efektu leczenia. Stezenia ww. cytokin nie
korelowaly z wynikami terapii. Wykazano brak IFN alfa u 0s6b zdrowych,
natomiast u kazdego z tej grupy wykrywano IFN omega. Stwierdzono
obecnos¢ IFN alfa u 34% i IFN omega u mniej niz 50% chorych z pwzw
C przed leczeniem.
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WSTEP

W leczeniu przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu C (pwzw C), przy zasto-
sowaniu interferonu rekombinowanego i jego postaci pegylowanej (IFN alfa, PegIFN alfa) z
rybawiryna, dokonat si¢ znaczacy postgp w mozliwosci eradykacji HCV, jak i zahamowania
wtoknienia watrobowego. Nadal jednak, okoto 50% chorych, zakazonych genotypem 1 nie
eliminuje HCV, a w pewnym odsetku obserwuje si¢ nawroty replikacji u pierwotnie odpo-
wiadajacych na leczenie (1,13,14). W licznych pracach wieloosrodkowych analizowane sa
czynniki wptywajace na efektywnos¢ terapii. Wsrdd nich wymienic nalezy przede wszystkim
genotyp HCV, wysokos¢ wiremii, pte¢, masg ciata, rase, zaawansowanie wioknienia, wspot-
wystgpowanie sthuszczenia i aktywno$¢ aminotransferaz przed leczeniem (1,2). Ostatnio
podkresla si¢ duze znaczenie wezesnej odpowiedzi wirusologicznej (tj. przede wszystkim w
4112 tygodniu terapii). Znaczne obnizenie wiremii lub zanik replikacji HCV w tym okresie
wskazuje na bardzo wysokie prawdopodobienstwo eradykacji HCV (3). Przeprowadzane
sa rowniez analizy warto$ci oznaczania stezen cytokin (IL-1, IL-10, IL-18, TNF-R, itp.),
kwasow zotciowych, zelaza, ferrytyny i in. (4,5,6,7).
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IFN alfa w monoterapii lub w polaczeniu z rybawiryna sa lekami stosowanymi od
wielu lat w leczeniu pwzw C. Schemat terapii ulegat modyfikacjom. Zmiany dotycza nie
tylko rodzaju stosowanych preparatow, dawkowania i dtugosci ich stosowania, lecz takze
kryteriow podjecia decyzji zaniechania dalszego leczenia przy braku odpowiedzi po 3 mie-
sigcach terapii. Okreslenie jednego, idealnego wskaznika, ktéry jednoznacznie wyodrgbni
osoby z wysoka szansg eliminacji zakazenia, wydaje si¢ mato prawdopodobne ze wzgledu
na wielo$¢ czynnikéw wplywajacych na ksztaltowanie si¢ odpowiedzi na terapig. W licznych
pracach badane sa rozne sktadowe uktadu immunologicznego gospodarza, w tym aktywno$¢,
stezenie i wlasciwosci endogennych cytokin, mogace wptywac na przebieg zakazenia HCV,
jego przetrwanie, dynamike postgpu choroby oraz na skuteczno$¢ leczenia (6,8,9).

Celem prezentowanej pracy jest analiza stezen IFN alfa, gamma i omega przed lecze-
niem i w trakcie standardowej terapii przeciwwirusowej oraz ocena korelacji zmiany st¢zen
wymienionych cytokin z odpowiedzia wirusologiczna na terapig u chorych z pwzw C.

MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono u 54 chorych ( $rednia wieku 49,9£13.8 )w tym 33 mgzczyzn
121 kobiet z pwzw C oraz 30 zdrowych krwiodawcow po pierwszej donacji (16 mezezyzn,
14 kobiet), stanowiacych grupg kontrolng. Dane demograficzne chorych znajduja si¢
w tabeli I.

Tabela I.
Table 1.

Dane demograficzne chorych z pwzw C leczonych peginteferonem alfa -2b i rybawiryna
Demographic data of the patients with chronic hepatitis C treated with pegylated interferon
alpha —2b and ribavirin

Dane demograficzne Chorzy na pwzw. C Grupa kontrolna
Pacjenci wtaczeni do badania (n) 54 30
Kobiety/mgzczyzni 21/33 14/16
Wiek w latach 49,9 £13,8 30,1 £12
Masa ciata w kilogramach 77,6 £14,9 72,3 £14,2
Sredni prawdopodobny czas trwania choroby (lata) |19,1+13,3
Biopsja watroby 35
G1,G2 28 (80%)
G3, G4 7 (20%)
S1,S2 22 (63%)
S3, S4 13 (37%)
Marsko$¢ watroby (S3,S4+ cechy kliniczne) 24/54 (44%)

Pacjenci spetniali wszystkie kryteria rozpoznania przewleklego zapalenia watroby tj.
anty-HCV dodatni ( met. ELISA firmy Abbott Laboratories ), HCV-RNA dodatni (oznaczenie
jakosciowe - Roche Cobas AmpliScreen v. 2,0, czuto$¢ metody - 32,4 TU/ml, oznaczenie
ilosciowe - Amplicor HCV Monitor test, v. 2,0 - Roche Diagnostic, czuto$¢ testu >500 U/
ml), zmiany zapalne i wtoknienie w bioptacie watroby (G,S). U 35 pacjentéw wykonano
biopsje watroby, a u pozostatych 19 chorych rozpoznawano wyréwnang marskos$¢ watroby
w oparciu o kryteria kliniczno - diagnostyczne (USG, endoskopia, trombocytopenia, etc.).
Chorzy byli leczeni PegIFN alfa-2b w dawkach zaleznych od masy ciata (od 80 do 150 pg
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sc.1 x w tygodniu) w skojarzeniu z rybawiryna (od 800 do 1200 mg doustnie dziennie w
dwoch dawkach podzielonych). U wszystkich wykonywano kontrolne badania biochemiczne
(stezenie bilirubiny, mocznika, kreatyniny, aktywnos¢: A1AT, AspAT, GGTP) $rednio co 6
tygodni, hematologiczne (stgzenie hemoglobiny, hematokryt, liczba: erytrocytow, leukocy-
tow, ptytek krwi i rozmaz krwi obwodowej) §rednio co 2 tygodnie. Oceng stezenia IFN alfa,
gamma i omega przeprowadzono przed leczeniem, a nastgpnie w 2, 12 148 tygodniu terapii.
W grupie kontrolnej wykonano jednorazowo badanie stezenia ww. parametréw. Zastoso-
wano plytkowy test immunoenzymatyczny fazy statej — ELISA firmy Biomedica. Badanie
HCV-RNA wykonano przed leczeniem w 12 i 48 tygodniu terapii oraz 24 tygodnie po jej
zakonczeniu. Weryfikacje danych doswiadczalnych przeprowadzono pakietem statystycznym
STATISTICA wersja 7,1. Z uwagi na znaczng rozbiezno$¢ rozktadu danych od rozkladu
normalnego (wyniki uzyskane testem Lilierforce’a) do poréwnan istotno$ci rdznic rozktadow
wykorzystano testy nieparametryczne Manna-Whitney’a oraz Friedmana ANOVA .

WYNIKI

Wecezesng odpowiedz wirusologiczna, tj. ujemny HCV-RNA lub zmniejszenie wiremii
ponad 2 log,, w 12 tygodniu leczenia (EVR- early virological response), stwierdzono
u 44/54 chorych (81%). Pod koniec terapii, tj. w 48 tygodniu leczenia HCV-RNA byt nie-
wykrywalny u 76 % pacjentow. Ujemny wynik HCV-RNA w 24 tygodniu od zakonczenia
leczenia wykazano u 19/54 pacjentow tj. 35%. Statystycznie znamiennie wyzsze warto$ci
stezenia [FN alfa i omega wystepowaly u pacjentow z pwzw. C w czasie”0” w poroéwnaniu z
grupa kontrolna (p<0,01), czego nie stwierdzono odnosnie IFN gamma w poréwnywanych
grupach (tabela II) .

Tabela II.  Srednie stezenie interferondw alfa, gamma i omega u chorych z pwzw C przed leczeniem
oraz w grupie kontrolnej

Table II. Mean interferon alpha, gamma, omega concentrations in patients with chronic hepatitis C
and in control group

Badane parametry Chorzy z pwzw C Grupa kontrolna
(X+SD) N= 54 N=30 P
IFN alfa (pg/ml) 7,52 + 45,86 0,00 <0,05
IFN gamma (pg/ml) 1,46 + 7,43 2,24 +£ 531 >0,05
IFN omega (pg/ml) 4,23 +£ 14,91 3,48 +£3,19 < 0,05

X+ SD - érednia + odchylenie standardowe

Interferon alfa wykryto u 16/54 (30%) chorych z pzw C przed leczeniem i u Zadnej
osoby z grupy kontrolnej. Jego st¢zenie u wigkszosci badanych bylto niskie i miescito si¢
w przedziale < 1,0 do 16 pg/ml. Tylko u 1 chorego przekraczalo wartos¢ 300pg/ml. Na-
tomiast IFN omega wykrywany byl u kazdej osoby z grupy kontrolnej (warto$ci miescity
si¢ w przedziale od 0,8 do 16 pg/ml) i u mniej niz polowy chorych z pzw C (47%) przed
leczeniem. Wykazano statystycznie znamienna rdéznicg pomigdzy st¢zeniem interferonu alfa
w poszczegolnych terminach badania tj. w czasie ,,07, 2, 12148 tygodniu leczenia (p<0,01),
a takze pomiedzy stezeniami interferonu omega w 12 148 tygodniu terapii (p<0,01) (ryc.1,
ryc. 2, tab. III).
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Ryc. 1. Stezenie IFN alfa w grupie kontrolnej oraz u chorych z pwzw C przed terapiaiw 2, 12,
48 tygodniu leczenia

Fig.1. Mean interferon alpha concentrations in control group and in patients with chronic hepatitis
C before treatment and in 2,12,48 week of the therapy
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Ryc.2.  Stezenie IFN omega w grupie kontrolnej oraz u chorych z pwzw C przed terapiaiw 2, 12,
48 tygodniu leczenia

Fig.2. Mean interferon omega concentrations in control group and in patients with chronic hepatitis
C before treatment and in 2,12,48 week of the therapy

Porownanie st¢zen trzech typow IFN pomigdzy chorymi z wczesna odpowiedzia wi-
rusologiczna (EVR, HCV-RNA ujemny w 12 tygodniu leczenia) a osobami z jej brakiem,
pomigdzy grupa chorych z zanikiem wiremii w 48 tygodniu terapii (ETR —end of treatment
response), HCV-RNA ujemny bezposrednio po zakoniczeniu leczenia) i nicodpowiadajacymi
na leczenie, jak i pomig¢dzy chorymi z trwata odpowiedzia wirusologiczna (SVR, HCV-RNA
ujemny 24 tygodnie po zakonczeniu leczenia) i osobami z wykrywalnym HCV-RNA w 24
tygodniu od zakonczenia leczenia, nie wykazato statystycznie istotnych roznic. Wyzsze
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Tabela II. Srednie stezenie interferonow alfa, gamma i omega u chorych z pwzw C przed leczeniem
oraz w 2, 12, 48 tygodniu terapii

Table III. Mean interferon alpha, gamma, omega concentrations in patients with chronic hepatitis C
before and in 2,12,48 week of the therapy

Badane parametry | Przed leczeniem 2 tydzien 12 tydzien 48 tydzien
X+ SD
IFN alfa (pg/ml) 7,52+ 45,86*% | 212,12+ 221,34* | 52,91+ 108,13* | 133,89+ 200,41*
IFN gamma (pg/ml) 1,46 +7,43 1,79 + 8,91 1,95+ 7,66 2,21 +8,93
IFN omega (pg/ml) 423+ 1491 3,68+ 11,29 2,78 +4,34* 5,11 £27,22%*

X+ SD - érednia + odchylenie standardowe
* - statystycznie znamienna réznica (p<0,01)

warto$ci IFN alfa przed leczeniem stwierdzono u chorych z bardziej zaawansowanym
wioknieniem watrobowym S3 i S4 w porownaniu z S1 i S2 (p<0,05). Stgzenia IFN gamma
w 48 tygodniu oraz omega w ,,0” 1 2 tygodniu leczenia r6znito si¢ znamiennie u pacjentow
z G1 1 G2 1 byto nizsze w poréwnaniu z grupa o nasilonym procesie zapalnym w watrobie
- G3 (p<0,05).

Nie wykazano réznic w stezeniu IFN alfa, gamma, omega pomig¢dzy grupami chorych
z krécej 1 dhuzej niz 10 lat trwajacym zakazeniem HCV (p>0,05).

DYSKUSJA

Podstawowym celem leczenia przeciwwirusowego jest eliminacja zakazenia HCV.

W dwoch wieloosrodkowych pracach (13,14), oceniajacych skutecznos$¢ terapii, kolejno
PeglFN alfa-2a i alfa —2b z rybawiryna dla populacji polskiej, odsetki trwalej odpowiedzi
na leczenie wynosily, odpowiednio 55,7% i 59%. Nizszy odsetek SVR (35%) w badanej
przez nas grupie thumaczy charakterystyka pacjentow. Bardzo zaawansowane widknienie
odpowiadajace marskosci watroby wg kryteriow morfologicznych (S3, S4) i klinicznych
stwierdzono u 24/54 (44%) chorych, podczas gdy w wymienionych wyzej pracach (13,14)
odsetek ten wynosit 23,3% (PegIFN alfa-2a) i 12,3% (PegIFN alfa-2b). Dodatkowym,
ujemnym czynnikiem predykcyjnym byly czgste redukcje dawek lekow zwiazane z neutro-
penia, trombocytopenia i anemia, ktdre dotyczyty potowy chorych. Zwlaszcza redukcja lub
odstawianie pojedynczych dawek PegIFN w pierwszych 12-24 tygodniach terapii zmniejsza
jej skuteczno$é (15).

Efektywno$¢ leczenia przeciwwirusowego jest wypadkowa oddziatywania réznych
czynnikow, zaleznych zarowno od gospodarza, jak i od wlasnosci wirusa (8). Analizowano
wplyw genotypu HCV oraz wysokos¢ wiremii jak i st¢zenie szeregu cytokin (przed i w trakcie
leczenia) na ostateczny wynik terapii (8,9). Skojarzone leczenie IFN alfa z rybawiryna indu-
kuje statystycznie znamiennie istotne obnizenie st¢zenia interleukiny 18 (IL-18) niezaleznie
od wynikéw terapii (6). Jednocze$nie, nie obserwuje si¢ roznic w stezeniu interleukiny 10
(IL-10) pod wptywem ww. leczenia; u chorych nieosiagajacych eliminacji HCV odnotowano
jednak znacznie wyzsze st¢zenia IL-10 przed terapia (6).

Interferony, nalezace do duzej grupy immunomodulatoréw, nie tylko odgrywaja bardzo
istotna rol¢ w kaskadzie reakcji bedacych odpowiedzia na infekcje wirusowe, lecz takze
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w patogenezie i kontroli zakazen innymi patogenami, jak bakterie czy pierwotniaki (10).
Stezenie endogennego IFN alfa przed oraz w trakcie leczenia przeciwwirusowego oceniano
w przewlektym zapaleniu watroby typu B, C jak i u chorych zakazonych HIV (11,12,18).
W badaniach przeprowadzonych u dzieci zakazonych HBV - u 95% nie wykazano obecnosci
IFN alfa w surowicy krwi przed leczeniem, natomiast w trakcie monoterapii IFN alfa-2a
wykrywany byt u 50% chorych i u zadnego leczonego IFN alfa-2b. Skuteczno$¢ pierwszego
preparatu, mierzona odsetkiem serokonwersji w anty-HBe, byla prawie dwukrotnie wyzsza
(11). W pwzw C endogenny IFN alfa byl wykrywany u 70% chorych. Tylko u jednego spo$réd
22 pacjentow z trwata odpowiedzia wirusologiczna (4,5%) oraz u 15/48 (31,2%) nieodpo-
wiadajacych na leczenie; wyjSciowe wartosci IFN alfa przekraczaty 125 pg/ml. Powyzsze
spostrzezenia sugerowatyby, iz wysokie stezenie IFN alfa przed terapia nie predysponuje
do eliminacji zakazenia HCV pod wptywem zastosowanego leczenia przeciwwirusowego
(12). Stezenie IFN alfa u pacjentow zakazonych wirusem HIV bytlo statystycznie znamien-
nie wyzsze przed leczeniem; jego pomiary w trakcie terapii antyretrowirusowej wykazaty
wyzsze wartosci u pacjentdéw nieodpowiadajacych na leczenie, a obnizenie st¢zenia [FN
alfa korelowalo ze wzrostem liczby komdrek CD4 (18).

W naszym badaniu IFN alfa przed leczeniem u wigkszo$ci chorych nie byt wykrywalny,
au21/61 (34,4%) chorych wartosci jego stezenia miescily si¢ w przedziale od 0,15 do 29,8
pg/ml; tylko u 1 chorego przekroczyty 336 pg/ml. Brak detekcji interferonu alfa stwierdzo-
no w grupie kontrolnej — zdrowych krwiodawcow, ktorych $redni wiek réznit sig istotnie
od wieku grupy badanej, co moglto mie¢ wptyw na uzyskane wyniki. Najwyzsze warto$ci
stezenia IFN alfa odnotowano w 2 tygodniu, a nastgpnie pod koniec leczenia. Tego typu
zmiany w stezeniu IFN alfa sa trudne do wytlumaczenia. Szczegdlnie zastanawiajace jest
zmniejszenie $rednich stezen w 12 tygodniu terapii, po okresie znamiennego statystycznie
wzrostu juz po 2 tygodniach leczenia. Migdzy pomiarami w 12 i w 48 tygodniu dochodzi
do ponownego zwigkszenia stezenia IFN alfa. Przeprowadzone przez nas badania nie daja
odpowiedzi, jaki miato wplyw na stezenie IFN alfa ciagle leczenie pegylowana postacia
tej cytokiny. Regularne stosowanie leku o czasie péitrwania $rednio 40 godzin (od 22 do
60) sugeruje, ze w zastosowanym tescie nie oznaczono wylacznie IFN alfa pochodzenia
endogennego. To z kolei, rowniez nie ttumaczy mniejszych $rednich stgzen w 12 tygodniu
leczenia w poréwnaniu z 2 i 48 tygodniem.

Nie zaobserwowano korelacji pomigdzy stezeniem IFN alfa a skutecznoscia stosowane;j
terapii.

W przeprowadzonym przez nas badaniu wszystkie osoby z grupy kontrolnej (zdrowe)
wykazywaly obecnos¢ interferonu omega, natomiast u chorych z pwzw C tylko mniej niz
potowa miata dodatnie wartosci. Nie wykazano jednak zalezno$ci migdzy odpowiedzia na
leczenie przeciwwirusowe a stezeniem IFN omega.

Ostatnio wielu autorow koncentruje si¢ na oznaczaniu mRNA dla genow stymulowanych
przez IFN. W jednej z prac wykonano badania mRNA dla: MxA, PKR, 2°5’OAS, ISG15,
IL-8 w watrobie (16). Poziom wewnatrzwatrobowy mRNA dla wszystkich wymienionych
bialek efektorowych, poza IL-8, byt statystycznie znamiennie wyzszy w pordwnaniu z grupa
kontrolna. Genotyp HCV nie mial wplywu na badane warto$ci. Nie obserwowano rowniez
korelacji uzyskanych wynikéw z odpowiedzia na leczenie przeciwwirusowe. W innej pracy
zmierzono aktywno$¢ 2’5 syntetazy oligoadenylowej w czasie ,,0” a nastgpnie w 2, 8 1 12
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tygodniu terapii z zastosowaniem PegIFN i rybawiryny. Statystycznie znamiennie wyzsza
aktywnos¢ 2’5’ ASO wykazano u pacjentow odpowiadajacych na leczenie (17).

W oparciu o cytowane piSmiennictwo oraz wyniki wtasne wydaje sig, ze sposrod czyn-
nikow wptywajacych na ostateczny efekt leczenia chorych na pwzw C, badanie st¢zenia
interferondw wydaje si¢ mie¢ mniejsze znaczenie niz pomiar aktywnosci biatek efektorowych
(np. 2°5’0OSA), czy nabierajaca coraz wigkszego znaczenia ocena genetycznej predyspozycji
do trwatej odpowiedzi na terapig (19).

PODSUMOWANIE

Interferon alfa byt niewykrywalny w surowicy osob zdrowych, natomiast stwierdzono
jego obecnos¢ u 34% chorych z przewleklym zapaleniem watroby typu C. Interferon omega
stwierdzono u wszystkich 0s6b zdrowych i u mniej niz polowy chorych zakazonych HCV
przed wdrozeniem leczenia. Powyzsze spostrzezenia sugerowalyby, iz IFN omega jest fizjo-
logicznie obecny u zdrowych 0séb jak réwniez, ze niektorzy chorzy z pwzw C moga mied
niedobor tej cytokiny. Stezenie IFN gamma przed leczeniem byto poréwnywalne u chorych
z pwzw C iu zdrowych os6b. Rola tej cytokiny ma prawdopodobnie marginalne znaczenie
w procesie zapalnym u chorych z pwzw C Nie wykazano korelacji pomigdzy st¢zeniami
interferonow alfa, gamma oraz omega przed i w trakcie leczenia przeciwwirusowego a jego
skutecznos$cia przy zastosowaniu PegIFN alfa z rybawiryna.

B Bolewska, A Czajka, J Moczko, J Juszczyk

INTERFERON ALPHA, GAMMA, OMEGA BEFORE AND DURING TREATMENT OF
CHRONIC HEPATITIS C WITH PEGYLATED INTERFERON ALPHA AND RIBAVIRIN

SUMMARY

Aim of the study: assessment of interferon alpha, gamma, omega concentrations in patients
with chronic hepatitis C before and during antiviral treatment and comparison of these parameters
between chronically infected HCV and healthy individuals (control group). Methods: IFN alpha,
gamma, omega concentrations were measured before and in 2, 12, 48 week during antiviral therapy
in patients with chronic HCV infection treated with PegIFN plus ribavirin and in 30 cases of healthy
individuals of control group. Results: Statistically significant differences in IFN alpha concentrations
at different times of investigation in patients with chronic hepatitis C and in IFN alpha and omega
concentrations in comparison to results obtained in control group and in patients before treatment
were found. Concentrations of [IFN gamma in 48 week and omega in “0” and 2 week of the treatment
were higher in patients with G1,G2 than with G3. There were no statistically significant differences
in IFN alpha, gamma, omega concentrations between patients with good or bad response to antiviral
treatment at EVR, ETR, SVR and between patients with shorter or longer than 10 years of HCV
infection. Conclusion: 1. IFN alpha was no detected in healthy individuals but was detected in 34%
of patients with chronic hepatitis C. 2. IFN omega was present in each case from control group but
only in less than 50 % of chronically infected with HCV. 3. There was no correlation in IFN alpha,
gamma and omega concentrations with efficacy of antiviral treatment.
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