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W pracy podjeto prébe oceny przydatnosci oznaczania stezenia wybra-
nych sktadnikow macierzy pozakomdrkowej w surowicy jako bioche-
micznych wyktadnikow widknienia, u chorych z przewlektym wirusowym
zapaleniem waqtroby i w rdzZnych stadiach zaawansowania pozapalnej
marskosci wqtroby.

WSTEP

Widknienie watroby jest kluczowym procesem wiodacym do marskos$ci tego narzadu.
Rozwija si¢ u chorych z przewlektymi schorzeniami watroby, a jego patomechanizm
jest taki sam niezaleznie od ich etiologii (1). Chociaz stan wiedzy na temat wtdknienia
watroby dynamicznie si¢ rozwija, nadal nie znamy sposobow skutecznego jego leczenia,
a jedyna uznana metoda oceny widknienia jest badanie histopatologiczne wycinka
watroby uzyskanego droga biopsji. Badanie to nie jest jednak pozbawione pewnych
ograniczen, wynikajacych z inwazyjnej natury zabiegu, zréznicowanej i niejednorodne;j
dystrybucji zmian patologicznych w watrobie, jak réwniez ich subiektywnej interpre-
tacji. Z powodu zaburzen krzepnigcia, w przebiegu niewydolnosci watroby czesto
istnieja, przeciwwskazania do wykonywania biopsji watroby. Dlatego podejmuje si¢
préby ominiecia tych probleméw poprzez ocene widknienia watroby za pomoca
testow nieinwazyjnych, opartych o badanie stezenia niektérych sktadnikéw macierzy
pozakomoérkowej (ang.: extracellular matrix - ECM) lub produktéw ich metabolizmu
w surowicy krwi. Markery te nie sa wprawdzie narzadowo specyficzne, jednak ich
warto$ci w przebiegu chordb pozawatrobowych (widknienie narzadéw, nowotwory,
zaburzenia metaboliczne, stany zapalne) nie sa zazwyczaj tak wysokie, jak w chorobach
watroby. Ponadto inne choroby zwiazane ze wzmozonym metabolizmem ECM mozna
czegsto wykluczy¢é badaniem klinicznym.
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W pracy oznaczano st¢zenie wybranych sktadnikébw ECM w surowicy chorych z
przewlektym wirusowym zapaleniem watroby oraz w réznych stadiach pozapalnej mar-
sko$ci watroby.

Na podstawie pi$miennictwa $wiatowego (2, 3, 4, 5) do badan wybrano trzy sktadniki
ECM, z ktérych kazdy nalezy do innej grupy zwiazkéw: PIIIP - N-koncowy peptyd
prokolagenu typu III, LPI - pepsyno-oporny fragment lamininy, nalezacej do gliko-
protein oraz HA - kwas hialuronowy, bedacy glikozaminoglikanem.

Kazdy z wybranych wyktadnikéw ukazuje proces widknienia i uszkodzenia watroby
w nieco innym aspekcie. Zastosowanie kombinacji kilku biochemicznych wyktadnikéw
metabolizmu ECM zwigksza ich wartod¢ diagnostyczna i prognostyczna w ocenie
witdknienia watroby.

MATERIAL I METODY

W badaniu uczestniczyto 91 chorych - 75 oséb z pozapalna marskoScia watroby
(mw) i 16 z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby (pwzw). Wéréd chorych z mw
41 o0s6b byto zakazonych HBV, a 34 osoby - HCV. W grupie chorych z pwzw u 7 oséb
stwierdzono zakazeniec HBV, a u 9 0s6b - zakazenie HCV. Chorych z mw podzielono
na trzy grupy: A (n=24), B(n=31) i C(n=20) - zgodnie ze stopniem zaawansowania
choroby, wedtug kryteriow Childa-Pugh (6). Chorzy z pwzw stanowili grupe odniesienia
(grupa O).

U wszystkich chorych oznaczano stezenie badanych markeréw (PIIIP, LPI i HA)
W surowicy, przy uzyciu komercyjnych testéw radioimmunologicznych dla PIIIP i LP1
oraz radiometrycznego dla HA.

U chorych z pwzw wykonywano biopsj¢ watroby i oceniano aktywno$¢ zapalna
(,,grading") oraz widknienie (,staging") metoda potilosciowa.

WYNIKI

Srednie stezenia: LP1 i HA u chorych w grupie O mieécity si¢ w granicach normy.
We wszystkich grupach chorych z mw (grupy: A, B i C) érednie stezenia: PIIIP, LP1
i HA przekraczaty warto$ci prawidtowe.

Srednie wartosci badanych wyktadnikéw w grupach chorych z mw: A, B i C rosty
w miare progresji choroby. Najbardziej istotne roznice dotyczyly wartosci HA (ryc. 1).
Poziomy istotnosci réznic pomiedzy poszczegdlnymi badanymi grupami chorych: O i A,
A'i B, B i C wynosity kolejno: p<0,00002, p<0,02 i p<0,0001. Wsréd chorych z grupy
O tylko u 1 osoby stwierdzono nieprawidtowa warto$¢ stezenia HA, za$ sposrod wszyst-
kich chorych z mw podwyzszone wartosci tego parametru obserwowano u 68 oséb
91%).

Stezenie LPI (ryc. 2) istotnie réznito si¢ pomiedzy grupami: O i B (p< 0,000004),
A i B (p<0,0006) oraz A i C (p< 0,00004) - przy statej tendencji rosnacej w miare
zaawansowania choroby. Réznica stgzen LP1 pomigedzy grupami O i mw(ABC) (grupa
wszystkich chorych z mw) byta znaczna przy p< 0,000004.

Stezenie PIIIP (ryc. 3) bylo istotnie wyzsze w grupie O w poréwnaniu z grupa
A (p<0,006). Réznica rozktadéw warto$ci PIIIP w grupach O i mw(ABC) nie byta
istotna. Srednie stezenie PIIIP rosto w miare zaawansowania mw, ale istotna réznice
zanotowano tylko pomiedzy grupami chorych: A i B (p<0,003).
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Ryc. 1. Wartosci $rednie stezenia HA w surowicy, przedstawione wraz z pasmem zmiennoSci
tego parametru (wartosci minimalne i maksymalne), w poszczegdlnych grupach bada-
nych chorych
Fig. 1. Mean values of serum HA concentration presented with the variability band (minimal
and maximal values) in the groups of studied patients
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Ryc. 2. Wartoéci $rednie stezenia LP1 w surowicy, przedstawione wraz z pasmem zmiennosci
tego parametru (warto$ci minimalne i maksymalne), w poszczegdlnych grupach bada-
nych chorych
Fig. 2. Mean values of serum LPI1 concentration presented with the variability band (minimal
and maximal values) in the groups of studied patients
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Ryc. 3. Wartosci srednie stezenia PIIIP w surowicy, przedstawione wraz z pasmem zmiennoSci
tego parametru (wartosci minimalne i maksymalne), w poszczegdlnych grupach bada-
nych chorych
Fig. 3. Mean values of serum PIIIP concentration presented with the variability band (minimal
and maximal values) in the groups of studied patients

Zaobserwowano duza zmienno$¢ wartosci badanych parametré$w widknienia,
szczegblnie w grupach chorych w bardziej zaawansowanych stadiach mw (grupy B i C).

Stwierdzono istotne korelacje pomiedzy wartosciami PIIIP i HA w grupie O (r=0,6;
p<0,015) i w grupiec A (r=0,52; p<0,009), PIIIP i LP1 w grupie A (r=0,76;
p<0,00004) oraz HA i LP1 w grupie A (r=0,67; p<0,0007).

Istotnie wyzsze wartosci wszystkich badanych wyktadnikéw stwierdzono u chorych
zakazonych HCV w poréwnaniu z chorymi zakazonymi HBV w obrebie grupy
A marskoéci watroby (dla PIIIP p<0,005, dla LP1 p<0,009, a dla HA p<0,006). W
obrebie pozostatych badanych grup (O, B i C) réznic takich nie zaobserwowano.

U czeéci badanych chorych z mw (13 os6b) wykonano dwukrotnie oznaczenia war-
tosci PIIIP, LP1 i HA w odstepie 2 lat. Stwierdzono tendencje do wzrostu poziomu
HA z biegiem czasu, silniejsza u chorych z szybsza progresja choroby. Mata liczba
przypadkéw uniemozliwia ich analize statystyczna.

DYSKUSJA

PIIIP jest najpowszechniej stosowanym spos$rod badanych wyktadnikow wtdknienia.
Poczatkowo PIIIP uwazany byt wylacznie za wyktadnik fibrogenezy (7), co ma uza-
sadnienie teoretyczne, poniewaz peptydy prokolagenu uwalniane sa przy udziale
specyficznych propeptydaz w procesie syntezy widkien kolagenowych w przestrzeni
pozakomorkowej. Badania wielu autoréw wykazaly dobra korelacje pomiedzy stgze-
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niem PIIIP a rozlegtoscia widknienia watroby oceniana badaniem histopatologicznym
(8,9, 10).

W badaniach witasnych nie stwierdzono wyraznej korelacji pomi¢dzy wynikami ozna-
czania stezenia PIIIP, a zaawansowaniem choroby watroby. Na podstawie badania
PIIIP nie mozemy odrézni¢ chorych z marsko$cia watroby od tych z przewleklym
zapaleniem watroby, bez cech marsko$ci. Inni autorzy réwniez opisuja jedynie staba
korelacj¢ PIIIP z witdknieniem i marskoscia watroby (11,12,13). Poziom PIIIP koreluje
raczej z aktywnos$cia choroby niz rozlegto$cia procesu wtdknienia (12, 14). Stan zapalny
watroby i proces wtdknienia sa prawdopodobnie niezaleznymi czynnikami wptywajacymi
na poziom PIIIP w surowicy. W przebiegu wigkszo$ci choréb watroby patologiczne
procesy martwicy, zapalenia i widknienia zwykle wystepuja jednocze$nie i trudno na
podstawie oznaczania st¢zenia PIIIP wnioskowa¢ o kazdym z nich oddzielnie. Wyniki
witasnych badan sa zgodne z danymi z piSmiennictwa, ktore wskazuja, ze proces
wldknienia i stopieft zaawansowania choroby nie sa jedynymi czynnikami wptywajacymi
na poziom PIIIP w surowicy. Tak wigc warto$§¢ oznaczania st¢zenia PIIIP w surowicy
chorych w réznych okresach marskos$ci watroby, jako markera wtdknienia tego narzadu,
jest dyskusyjna.

Laminina, jako gtéwny glikoproteinowy sktadnik bton podstawnych, moze by¢ uwa-
zana za wyktadnik ich metabolizmu. Wielu autoréw opisuje korelacje poziomu LP1
z nasileniem wldknienia watroby badanym metoda histopatologiczna (9,10,15). Wyka-
zano takze zwiazek podwyzszonego poziomu LP1 w surowicy z zaawansowaniem pro-
cesu chorobowego watroby i jej niewydolno$cia (15, 16). Stezenie LP1 moze byé
czynnikiem odrdzniajacym chorych z widknieniem watroby bez marskoséci od tych z
marskoscia watroby (15, 16). Wyniki badan przeprowadzonych w niniejszej pracy sa
podobne do cytowanych powyzej. Srednia warto$¢ LP1 u chorych z pwzw miescita si¢
w granicach normy, a réznica stezenn LP1 w grupach chorych z pwzw i mw byta zna-
czaca (p<0,000004). Potwierdza to cytowane powyzej spostrzezenia innych autoréw,
ze LP1 moze by¢ czynnikiem wyrdzniajacym dla chorych z mw, w poréwnaniu z cho-
rymi z wtdknieniem watroby bez cech marskosci.

W pracy Kornera i wsp. stwierdzono, ze warto$¢ stezenia LP1 (takze HA) w suro-
wicy moze by¢ stosowana jako marker prognostyczny w uzupetnieniu kryteriow Childa-
Pugh w przebiegu mw (16). Adler i wsp. réwniez wykazali, ze oznaczanie LP1 w su-
rowicy ma istotna warto$¢ prognostyczna dla oceny 1-rocznego przezycia chorych z mw
(17). Wtasne obserwacje potwierdzaja warto$¢ oznaczania LP1 u chorych w réznych
stadiach zaawansowania marskosci watroby. Stwierdzono, ze $rednie st¢zenie tego
parametru w grupach marsko$ci A, B i C wzrastato proporcjonalnie do progresji cho-
roby, jednakze zmienno$¢ wynikow LP1 w obrebie grupy narastata wraz z przechodze-
niem do kolejnych grup zaawansowania marskosci. Obserwacja ta potwierdza ztozono$é
proces6w odpowiedzialnych za ostateczny wynik oznaczenia tego biochemicznego mar-
kera wtéknienia.

Kwas hialuronowy wychwytywany jest z krwioobiegu przez watrobowe komorki
§rédbtonka naczyn zatokowych. Wzrost jego stezenia we krwi moze odzwierciedlaé
zatem zarOwWno wzmozona syntezg towarzyszaca procesowi widknienia, jak i ostabiona
degradacje, ktora moze by¢ efektem obnizonej perfuzji zatok oraz uszkodzenia
srodbtonka w procesie kapilaryzacji naczyn zatokowych (18). Wiele prac potwierdza
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korelacje poziomu HA z nasileniem widknienia (mierzonym metoda potilosciowa -
»staging") u chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby (11, 19).

W przebiegu przewleklego zapalenia watroby stwierdza sig istotny wzrost stgzenia
HA u chorych z marskos$cia watroby, w poréwnaniu do tych, u ktérych nie doszto do
marskos$ci (11, 14). We wczesnych etapach widknienia nie obserwuje si¢ wzrostu
poziomu HA w surowicy (20), natomiast w podzniejszych fazach rozwoju pwzw ozna-
czanie HA daje na drodze badania nieinwazyjnego istotna dodatkowa informacje
o zaawansowaniu wtdoknienia watroby. Oberti i wsp. wykazali, ze stezenie HA jest
dobrym czynnikiem prognostycznym rozwoju mw, przydatnym w rozpoznaniu marskosci
u 91-94% chorych z wyréwnana przewlekta choroba watroby (21).

Z przedstawionych badan wlasnych wynika, ze st¢zenie HA ro$nie wraz ze wzrostem
zaawansowania marsko$ci watroby. Roéznice stezen HA pomigdzy grupami marskosci
Ai B oraz B i C sa istotne statystycznie, a u chorych z pwzw wartosci tego parametru
s istotnie nizsze niz u chorych z marsko$cia watroby, nawet w stosunku do grupy A.
Mimo duzej zmiennosci wynikéw u chorych z grup B i C, HA jest parametrem, ktéry
W niniejszej pracy najlepiej korelowat ze stopniem zaawansowania choroby watroby.
Podobnie, korelacje poziomu HA ze stopniem niewydolno$ci watroby, stwierdzaja takze
inni autorzy (16, 22).

Murawaki i wsp., badajac chorych z przewleklym wirusowym zapaleniem watroby
typu B i typu C, nie stwierdzili zaleznoéci wynikdw oznaczania biochemicznych wykta-
dnikéw wtdknienia w surowicy od rodzaju wirusa wywotujacego chorobe (23).

W niniejszej pracy podjeto réwniez probe ustalenia, czy zakres zmian wynikow
badan markeréw wtoknienia ma zwiazek z okreSlonym czynnikiem etiologicznym -
HBV i HCV - odpowiedzialnym za marsko$¢ pozapalna watroby. Warto$ci wszystkich
badanych wyktadnikéw widknienia u chorych zakazonych HBV réznity si¢ istotnie od
wartosci tych wyktadnikéw u chorych zakazonych HCV tylko w obrgbie grupy chorych
z mw w klasie A (wg Childa-Pugh). Stezenia: PIIIP, LP1 i HA byly wyzsze u chorych
zakazonych HCV. W obrebie pozostatych badanych grup (O, B i C) nie stwierdzono
wplywu rodzaju wirusa na warto$ci PIIIP, LP1 ani HA.

Poczynione spostrzezenia sa zacheta do dalszych badan nad ztozonymi procesami
progresji wtdknienia watroby z uwzglednieniem réznych wirusowych czynnikéw etiolo-
gicznych.

WNIOSKI

1. Stezenia biochemicznych wyktadnikéw wtdknienia: peptydu prokolagenu typu 111,
lamininy i kwasu hialuronowego w surowicy chorych z marskos$cia pozapalna
watroby ulegaja stopniowemu wzrostowi w miare progresji choroby - co wskazuje
na udziat tych czynnikow w ztozonym procesie wtdknienia watroby.

2. Oznaczanie st¢zenia kwasu hialuronowego i lamininy w surowicy moze by¢ po-
mocne w klinicznej ocenie zaawansowania marskosci watroby. Moze réwniez
stanowi¢ cenne uzupetnienie kryteriow Childa-Pugh.

3. Stezenie kwasu hialuronowego w surowicy jest istotnie wyzsze u chorych z marsko$-
cia pozapalna watroby niz u chorych z przewlektym wirusowym zapaleniem watro-
by. Oznaczanie warto$ci tego wyktadnika moze by¢é pomocne w odrdéznianiu
marskosci watroby od przewlektego zapalenia watroby.
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4. U chorych we wczesnym stadium marsko$ci pozapalnej watroby (klasa A wg
Childa-Pugh) warto$ci oznaczanych markeréw witdknienia sa wyzsze u 0s6b
zakazonych HCV w poréwnaniu z zakazonymi HBV. Spostrzezenie to moze by¢
zachgta do dalszych badan nad ztozonymi procesami wtdéknienia w watrobie
w odniesieniu do réznych wirusowych czynnikéw etiologicznych.

J Koztowska, T Loch, JJabtoriska, J Cianciara

BIOCHEMICAL MARKERS OF FIBROSIS IN CHRONIC HEPATITIS AND LIVER
CIRRHOSIS OF VIRAL ORIGIN

SUMMARY

Objective: Usefulness of three selected extracellular matrix components as markers of hepatic
fibrosis in patients with chronic viral hepatitis and postinflammatory liver cirrhosis. Methods:
91 patients with chronic HBV or HCV infection were divided into four groups; chronic hepatitis
- group O; cirrhosis classes A, B and C (Child-Pugh classification) - groups A, B and C,
respectively. The serum levels of: N-terminal peptide of type III procollagen (PIIIP), laminin
(LP1) and hyaluronic acid (HA) in these patients were measured using commercial radioimmu-
nological and radiometric tests. Results: The mean values of the investigated markers increased
in patients with cirrhosis according to the stage of the disease (thus group A showed the least
level while the highest was exhibited in group C). Between all the groups: O, A, B and C, HA
was the marker showing the greatest difference. The only marker with a greater mean level in
group O than group A, was PIIIP. Substantially higher levels of the investigated markers were
found in the patients with HCV than in those with HBV, but only within group A. Conclusions:
1) The values of the studied markers inereased in various degree with the cirrhosis progress. 2)
LP1 and HA measurements have particular value in the clinical estimation of cirrhotic advan-
cement. 3) HA measurement may be helpful in differentiating between cirrhosis and chronic
hepatitis. 4) The course of hepatic fibrosis may be influenced by the etiological factor as the
values of the studied markers are higher in patients with HCV than in patients with HBV, in
the early stage of cirrhosis.
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