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М.Р. Абдуллаев

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы исследования. Хронический гепатит С (ХГС) регистрируется у 0,5-2% населения земного шара [Шерлок Ш. и др., 1999; Alter M.J., 1995]. В США и странах Европы вирус гепатита С (ВГС) обусловливает развитие у 20% больных острого гепатита, 70% - хронического гепатита, 65% - гепатоцеллюлярной карциномы, 40% - цирроза печени в терминальной стадии и в 30% случаев является причиной трансплантации печени [Ивашкин В.Т., 2001; Никитин И.Г., 2002; Consensus EASL., 1999].

Персистенция ВГС растягивается на многие годы, а сопутствующее ему поражение печени варьирует от минимального до среднетяжёлой формы гепатита или цирроза печени [Хазанов А.И. и др., 1995; Ивашкин В.Т. и др., 2000; Шахгильдян И.В., 2001; Игнатова Т.М., 2002].  

Известно, что перегрузка организма железом утяжеляет прогноз и отрицательно сказывается на течении и лечении ХГС [Olynyk J.K. et al., 1995; Van Thiel. et al., 2000; Adams P.C. et al., 2001].

Кроме того, особенности персистирования хронической инфекции ВГС обусловлены состоянием иммунной системы макроорганизма, от которого также зависит течение и исход заболевания [Маянский Д.Н. и др., 1998; Гейвандова Н.И., 2001; Маммаев С.Н. и др., 2002].

Синдром перегрузки железом чаще встречается при ХГС, чем при других хронических заболеваниях печени, за исключением генетического гемохроматоза [Павлов Ч.С., 2001; Boucher E. et al., 1997; Burt M.J. et al., 1998]. Однако причина избыточного накопления железа в организме при инфекции ВГС окончательно не установлена. Избыток железа стимулирует свободно-радикальное перекисное окисление липидов, способствует воспалительно-деструктивному повреждению печени и прогрессированию до стадии цирроза [Лукина Е.А., 1998; Павлов Ч.С., 2000; Bacon B.R. et al., 1997].

Характер иммунного ответа на вирусную инфекцию зависит от доминирующего участия клонов Т-лимфоцитов-хелперов (Th) субклассов 1 и 2 (Th1 и Th2), которые различаются по спектру продуцируемых ими цитокинов. Цитокины – это гормоноподобные белки, которые продуцируются преимущественно активированными клетками иммунной системы и являются медиаторами межклеточных коммуникаций при иммунном ответе, гемопоэзе, воспалении, а также межсистемных взаимодействиях [Кетлинский С.А. и др., 1995; Грачева Л.А., 1996; Возианов А.Ф. и др., 1998]. Активация Th1, продуцирующих интерферон-гамма (ИНФ-γ), интерлейкин-2, фактор некроза опухоли-альфа и -бета (ФНО-α и -β), ведёт к стимуляции функций Т-лимфоцитов и макрофагов и развитию иммунного ответа по клеточному типу, который играет решающую роль в защите от внутриклеточных микроорганизмов, включая вирусы [Ярилин А.А., 1999].

Th2 секретируют ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-9, ИЛ-10 и ИЛ-13, стимулирующие преимущественно гуморальное звено иммунитета. Нарушение в балансе продукции цитокинов – соотношение количества Th1/Th2-клеток – имеет важное значение в иммунопатогенезе хронизации и прогрессировании ВГС-инфекции [Bertoletti A. et al., 1997; Cramp M.E. et al., 1997; 1999].

Влияние на продукцию межклеточных медиаторов рассматривается как один из возможных путей позитивного терапевтического эффекта ИНФ-α при лечении ХГС. 

Перспективность комбинированного использования препаратов для лечения больных ХГС в настоящее время интенсивно изучается, однако уже можно с уверенностью говорить об эффективности ИНФ-α в сочетании с рибавирином [Блохина Н.П. и др., 2002; Маевская М.В., 2005; Fried M. et al., 2002; Ferensi P. et al., 2007].

С появлением пегилированных препаратов ИНФ-α (ПегИНФ-α-2а) продолжается изучение механизмов противовирусного действия их на ВГС, что позволит найти новые пути повышения эффективности препарата.

С учетом неоднозначности трактовки признаков перегрузки железом и цитокинового профиля у больных ХГС по литературным данным, мы решили посвятить свою работу изучению данной проблемы.

Работа выполнена по плану НИР ГОУ ВПО «Дагестанская государственная медицинская академия МЗ СР РФ». Номер госрегистрации темы диссертации 01. 2.007 03 767. Код ВНТИЦ – 02. 03042220378.

Цель исследования: оценить клиническую значимость показателей метаболизма железа, цитокиновой системы и изучить динамику их изменений при проведении комбинированной терапии ПегИНФ-α-2а и рибавирином у больных ХГС.

Задачи  исследования:
1. Изучить сывороточные показатели метаболизма железа (уровень железа, ферритина, ОЖСС) у больных ХГС.

2. Определить содержание про- и противовоспалительных цитокинов в сыворотке крови у больных ХГС.

3. Анализировать связь показателей метаболизма железа и системы цитокинов с основными клиническими, биохимическими и морфологическими характеристиками больных ХГС.

4. Изучить динамику показателей метаболизма железа и системы цитокинов у больных ХГС на фоне комбинированного противовирусного лечения ПегИНФ-α-2а и рибавирином.

5. На основе полученных результатов оценить клиническое значение показателей метаболизма железа и системы цитокинов сыворотки крови у больных ХГС и дать рекомендации по их практическому использованию.

Научная новизна исследования. На большом клиническом материале (145 исследованных: 120 больных и 25 здоровых добровольцев) проведено комплексное изучение параметров метаболизма железа и цитокиновой системы в сыворотке крови. 

Показано, что повышенные сывороточные значения метаболизма железа и разнонаправленные изменения цитокиновой системы имеют достоверную связь с основными клиническими (выраженность астении), лабораторными (повышение активности АлАТ/АсАТ) показателями и морфологическими изменениями печени у больных ХГС. 

Установлены два типа нарушения в метаболизме железа у больных ХГС: синдром перегрузки железом – сочетанное повышение содер-жания сывороточного железа и ферритина; и гиперферритинемия при нормальных значениях железа в сыворотке крови. 

Показано нарушение баланса в системе цитокинов, заключающееся в увеличении уровня ФНО-α, ИЛ-4 и снижении ИНФ-γ в сыворотке крови больных ХГС.

Комбинированная терапия ПегИНФ-α-2а и рибавирином больных ХГС сопровождается снижением синдрома перегрузки железом, что свидетельствует о причинно-следственной связи изменений метаболизма железа и ВГС.

Установлено, что эффективное противовирусное лечение больных ХГС способствовало снижению уровня ФНО-α, ИЛ-4 и значительному повышению содержания ИНФ-γ, что отражает повышение функциональной активности Th1-клеток при элиминации ВГС.

Практическая значимость работы. Выявленные нарушения в метаболизме железа и системе цитокинов в сыворотке крови у больных ХГС могут послужить основой для разработки дополнительных диагностических критериев определения активности и стадии заболевания.

Установлено наличие достоверной прямой связи между повышенными значениями ферритина, ФНО-α и выраженностью астенического синдрома; уровнем ферритина, железа, ФНО-α, ИЛ-4 и повышением активности цитолитических ферментов печени, что может служить дополнительным критерием клинико-биохимической активности ХГС.
Выявленное наличие достоверной прямой связи повышенных значений ферритина, железа, ФНО-α в сыворотке крови и индекса гистологической активности (ИГА), также достоверной обратной связи уровня ИЛ-4 и ИГА; достоверной прямой связи между увеличением концентрации железа в сыворотке крови и индекса фиброза (ИФ) можно использовать как показатели активности и стадий болезни ХГС.

Динамика сывороточных показателей ферритина, железа, ФНО-α, ИНФ-γ, ИЛ-4 служит информативным тестом, позволяющим контролировать эффективность комбинированного лечения больных ХГС Пег-ИНФ-α-2а и рибавирином.

Личное участие автора в получении результатов исследования. Обследование больных, разработка медицинской документации, ведение индивидуальных карт обследования пациентов, участие в проведении основных лабораторно-инструментальных исследований, статистическая обработка полученных данных проведены лично автором.

Внедрение результатов работы в клиническую практику и учебный процесс. Итоговые материалы диссертационного исследования используются в работе гастроэнтерологического, гепатохирургического и инфекционного отделений Республиканской клинической больницы (РКБ), Республиканской центральной инфекционной больницы МЗ РД (г.Махачкала), в учебном процессе при чтении лекций и проведении практических занятий по гастроэнтерологии со студентами лечебного факультета, клиническими ординаторами на кафедрах госпитальной терапии №1 и инфекционных болезней ГОУ ВПО «Дагестанская государственная медицинская академия МЗ СР РФ», о чём имеются акты внедрения за № 08-179 и № 08-180 от 20 октября 2008 года.

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Показатели метаболизма железа и системы цитокинов в сыворотке крови у пациентов ХГС представляют ценную информацию для уточнения иммунопатогенеза заболевания.

2. Повышенные сывороточные значения параметров метаболизма железа и разнонаправленные изменения цитокинового профиля имеют достоверную связь с основными клиническими, лабораторными показателями и морфологическими изменениями печени у больных ХГС, что позволяет использовать их для определения активности и стадии заболевания.

3. Динамика сывороточных показателей метаболизма железа и системы цитокинов позволяет контролировать эффективность комбинированной противовирусной терапии ПегИНФ-α-2а и рибавирином больных ХГС.

Апробация работы. Основные результаты диссертационной работы были доложены на 12-й Российской конференции «Гепатология сегодня» (М., - 2007); 13-й Российской конференции «Гепатология сегодня» (М., - 2008); 58-й научной конференции молодых ученых и студентов ДГМА» (Махачкала, 2007).
Апробация работы проведена на межкафедральной научной конференции ГОУ ВПО «ДГМА МЗ СР РФ» 27 сентября 2008 г., (протокол № 3).
Публикации: По теме диссертации опубликовано 6 научных работ, в том числе одна статья напечатана в журнале, рекомендованном ВАК МОН РФ: «Клинические перспективы гастроэнтерологии, гепатологии». - 2008. - № 2. - С. 28-32.
Объём и структура диссертации. Диссертация изложена на 140 страницах, состоит из введения, литературного обзора, описания материала и методов исследования, клинической характеристики больных ХГС, трёх глав результатов собственных исследований и их обсуждения, заключения, выводов, практических рекомендаций и списка литературы, включающего 255 источников, из них 71 отечественных и 184 зарубежных. Диссертация иллюстрирована 19 таблицами, 23 диаграммами и 4 рисунками.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Материал и методы исследования. В исследование включено 120 больных ХГС, находившихся на обследовании и лечении в отделении   гастроэнтерологии РКБ МЗ РД, (г.Махачкала), в Медицинском центре «ГЕПАР» (РД, г.Махачкала), в отделении гепатологии Московской медицинской академии им. И.М.Сеченова в период с 2005 по 2007 год. 

Больные обследованы по единому плану, который в соответствии с задачами настоящего исследования предусматривал проведение общеврачебного и лабораторных исследований, пункционной биопсии печени.

Диагноз ХГС устанавливали на основании комплексного анализа данных физикального обследования, результатов лабораторных и инструментальных исследований, в том числе биопсии печени.

В пользу вирусной этиологии хронического гепатита свидетельствовало:
а) анамнестические данные (указания на трансфузии компонентов крови, оперативные вмешательства, парентеральное введение наркоти-ков);

б) данные, полученные при клинико-лабораторном исследовании пациента (отсутствие стигм алкогольной болезни печени, аутоиммунных проявлений, наследственных метаболических расстройств);

в) результаты вирусологического обследования (выявление в сыворотке крови маркеров ВГС-инфекции: HCV-Ab Ig G и HCV-RNA);

г) результаты морфологического исследования печени (мононуклеарная инфильтрация печени с тенденцией к аггрегации лимфоидных элементов, жировая и гидропическая дистрофия гепатоцитов).
Критерии включения больных в исследование: подписание пациентом карты добровольного информированного согласия и высокая готовность следовать предписаниям врача; возраст от 15 до 60 лет; наличие достоверного диагноза ХГС, выставленного на основании комплексного анализа данных физикального обследования, результатов лабораторных и инструментальных исследований, наличия в сыворотке крови антител класса IgG к ВГС (anti-HCV IgG +).
Критерии исключения больных из исследования: невозможность или нежелание больного дать добровольное информированное согласие на участие в исследовании; депрес​сия и другие серьезные психические заболевания; судорожный синдром в анамнезе; аутоиммунные заболева​ния; беременность или корм​ление грудью; возраст младше 15 и старше 60 лет; злоупотребление алкоголем; любые острые и хронические заболевания печени инфекционного, токсического, аутоиммунного или метаболического генеза, кроме ВГС; онкологические заболевания; индивидуальная непереносимость намеченных для терапии препаратов; участие в любом другом исследовании.
Критерии выхода больных из исследования: возникновение серьезных нежелательных явлений, которые могут быть расценены как связанные с приёмом намеченных в исследовании терапевтических препаратов (выбыл 1 пациент); решение больного прекратить свое участие в исследовании; несоблюдение больным режима приёма лечебных препаратов (выбыл 1 пациент); появление в процессе исследования критериев исключения из исследования; отсутствие вирусологического ответа у больных 3 и 2 генотипами на 12-й неделе и 1 генотипом на 24-й неделе при проведении противовирусной терапии (выбыл 1 пациент).

Возраст больных варьировал от 15 до 51 лет (средний возраст 34,7(5,6 лет), из них 84 (70%) мужчин и 36 (30%) женщин. Биохимическое исследование крови выполнялось на автоматическом  анализаторе «Би-Ан» (Россия). Маркеры HBV- и HCV-инфекции (HBsAg, HBsAb, HВeAg, HВeAb, HВcorAb (суммарные и IgM), HCV-Ab) исследовались методом иммуноферментного анализа (ИФА) (тест-наборы «Вектор-Бест», Россия-Новосибирск). Ультразвуковое исследование печени выполнялось в отделении гепатохирургии РКБ, Медицинском центре «ГЕПАР» на аппарате «ALOKA -1500» и в отделении гепатологии ММА им. И.М. Сеченова.
Чрескожная УЗИ-контролируемая биопсия печени по Menghini у 54 (45%) пациентов ХГС проводилась в отделении гепатологии ММА им. И.М. Сеченова (зав. отделением, д.м.н., проф. М.В. Маевская) при отсутствии противопоказаний и получении информированного согласия пациентов. 

Морфологическое исследование биоптатов печени и интерпретация их результатов проводилось в централизованном патологоанатомическом отделении ММА им. И.М. Сеченова д.м.н., проф. В.Б. Золотаревским.

Гистологическая картина оценивалась по критериям определения ИГА, предложенным Knodell (1981) и ИФ по Desmet et al. (1995).
Для характеристики метаболизма железа определяли:

-  железо и ОЖСС колориметрическим методом;

-  ферритин сыворотки крови – методом ИФА-анализа.

Концентрацию цитокинов ФНО-(, ИНФ-γ, ИЛ-4 в сыворотке крови пациентов ХГС определяли методом ИФА. Исследования показателей метаболизма железа, цитокинов проводились в лаборатории медицинского центра «Гепар» (г. Махачкала) с использованием коммерческих тест-наборов «Вектор-Бест» (Россия-Новосибирск). Постановка всех реакций осуществлялась в соответствии с инструкциями фирм-изготовителей.

Контрольную группу составили 25 практически здоровых лиц в возрасте от 22 до 50 лет (средний возраст 31,6(4,5 лет), из них 16 (64%) мужчин и 9 (36%) женщин. Различия по полу (p=0,34) и возрасту (p=0,24) с основной группой (больные ХГС) были недостоверны.

Кроме того, для изучения динамики изменений показателей метаболизма железа и цитокинового статуса при проведении комбинированной терапии ПегИНФ-α-2а и рибавирином у больных ХГС были сформированы группа лечения (16 больных) и группа сравнения (12 больных без лечения противовирусными препаратами и получавшие только симптоматическую терапию) с сопоставимыми клинико-лабора-торными показателями. Различия по полу и возрасту между группами были также недостоверны.
Методы статистической обработки результатов исследования. Статистическая обработка полученных данных проводилась с использованием критерия Стьюдента, корреляционного анализа по Пирсону. Полученные результаты также анализировались при помощи статистической программы Statistica 6.0 и Excel. Применялись параметрические и непараметрические статистические методы: описательная статистика, сравнение средних величин с расчетом t-критерия Стьюдента (и оценкой его значимости p). Графики построены и оформлены при помощи программы Excel и Statistica 6.0. За уровень достоверности статистических показателей принято p<0,05.

Клиническая характеристика больных. ХГС был диагностирован у 120 исследуемых. Больные предъявляли жалобы на общую слабость, снижение работоспособности, неинтенсивные ноющие боли в правом подреберье, несвязанные с приемом пищи; желтушное окрашивание склер; повышение температуры тела.

Астенический синдром различной степени выраженности выявлен у 84 (70%) больных. В соответствии с оценкой функционального статуса астения в 0 баллов оценена у 110 (91,6%) больных, в 1 балл у 10 (8,4%). Болевой синдром наблюдался у 54 (45%) больных ХГС. Повышение температуры тела до субфебрильных цифр наблюдалось у 47 (39,1%) больных. Желтушное окрашивание склер наблюдалась у 37 (30,8%) больных.
Средние значения общего и прямого билирубина в сыворотке крови у больных ХГС составляли 23,9(3,4 и 8,6(1,7 мкмоль/л, соответственно.
При сравнительном изучении цитолитических ферментов было установлено, что активность трансаминаз была практически нормальной (повышение до 1,5 раз) у 53 (44,2%) больных, незначительно (1,5-3 норм) повышенной у 45 (37,5%) и умеренной (3-5 норм) у 22 (18,3%) пациентов (рис. 1).


[image: image11.emf]28,0%

46,0%

26,0%

ИГА 1-3 балла

ИГА 4-8 балла

ИГА 9-12 балла


Рис. 1.  Распределение больных ХГС в зависимости от уровня цитолити-
              ческих ферментов.

У 101 (84,1%) больных при первичном обследовании в сыворотке крови обнаружена HCV-RNA (признак активной репликации HCV). У всех больных определяли генотип ВГС методом полимеразно-цепной реакции. При этом установлено, что 1-й генотип встречался у 72 (60%) больных, 2-й и 3-й генотипы – у 48 (40%). У 16 больных, которым была назначена терапия противовирусными препаратами, определяли вирусную нагрузку. Установлено, что высокая вирусная нагрузка – более 2 млн. копий/мл наблюдалась у 7 (43%) больных, а у 9 (57%) низкая вирусная нагрузка – менее 2 млн. копий/мл.
При оценке морфологической картины биоптатов печени у большинства больных ХГС наблюдалась мононуклеарная инфильтрация печени с наличием лимфоидных фолликулов в перипортальной области, жировая, гидропическая и баллонная дистрофия гепатоцитов. Перипортальные некрозы гепатоцитов были выражены слабо, среди них преобладали ступенчатые некрозы. Отмечалось увеличение количества лимфоцитов в синусоидах, поражение желчных протоков. Преимущественно наблюдался перипортальный фиброз с расширением портальных трактов, также наличие порто-портальных септ.
При изучении морфологических изменений в печени выявлено, что ИГА по Knodell был минимальным (1-3 балла) у 15 (28%) больных, низким (4-8 балла) - у 25 (46%) и умеренным (9-12 балла) - у 14 (26%). По шкале Desmet был оценен ИФ у обследованных больных ХГС. При этом установлено наличие фиброза в 0 баллов у 9 (17%) больных, в 1 балл (незначительный) - у 20 (37%), в 2 балла (слабый) - у 17 (31%) и в 3 балла (умеренный) - у 8 (15%) (рис. 2, 3).

Рис. 2.  Распределение больных ХГС в зависимости от ИГА по Knodell.
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Рис. 3.  Распределение больных ХГС в зависимости от ИФ по Desmet.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование состояния метаболизма железа проведено 120 больным ХГС. В качестве параметров, характеризующих состояние метаболизма железа, использовали: уровень сывороточного железа, ферритина, ОЖСС.
У исследованных больных ХГС сывороточный показатель ферритина был повышен у 65 (54%), не отличался от нормальных показателей у 32 (27%) и был понижен у 23 (19%). Средний уровень ферритина в сыворотке крови у больных ХГС был достоверно (p<0,01) повышен по сравнению с соответствующим значением группы контроля и составил 163,7±25,2 нг/мл (таблица 1).
Содержание сывороточного железа у исследованных больных было повышено у 38 (32%), не отличалось от значений контроля у 71 (59%) и было снижено у 11 (9%). Средний показатель сывороточного железа у больных ХГС составил 29,9±2,1 мкмоль/л, что достоверно (p<0,05) выше по сравнению с таковым в группе контроля (19,3±1,7 мкмоль/л).

                                                                                                 Таблица 1
Сывороточные показатели обмена железа у больных ХГС, M±SD
	Группа

обследованных
	Ферритин (нг/мл)
	Железо (мкмоль/л)
	ОЖСС (мкмоль/л)

	Больные ХГС (n=120)
	163,7±25,2
	29,9±2,1
	76,9±3,7

	Контроль (n=25)
	75,8±17,6
	19,3±1,7
	81,9±4,3

	Значения р
	p<0,01
	p<0,05
	p>0,05


У исследованных больных ХГС средний показатель ОЖСС достоверно не отличался от такового в группе контроля (76,9±3,7 и 81,9±4,3 мкмоль/л, соответственно). Уровень ОЖСС был повышен у 43 (36%) больных ХГС, у 54 (45%) соответствовал показателю контроля и у 23 (19%) был понижен.

Таким образом, 32% больных ХГС имели лабораторные признаки перегрузки железом: повышенные уровни сывороточного железа и ферритина. Кроме того, у 22% пациентов наблюдалось изолированное увеличение концентрации ферритина без сочетанного повышения уровня сывороточного железа. У 37% исследованных больных показатели метаболизма железа находились в пределах нормальных величин. У 9% больных установлены показатели обмена железа, характерные для истинного дефицита железа, а именно низкие показатели сывороточного железа, ферритина и повышение ОЖСС. 
При исследовании уровня цитокинов было установлено: содержание ФНО-( было повышено у 73 (61%) больных, понижено у 29 (24%)  и соответствовало показателям здоровых лиц у 18 (15%) больных ХГС. Среднее значение ФНО-( составило 398,2(26,5 пг/мл, что достоверно (р<0,01) повышено по сравнению с соответствующим значением контрольной группы.

Содержание ИНФ-( в сыворотке крови было понижено у 57 (47%) больных ХГС, повышено у 43 (36%) и соответствовало показателям группы контроля у 20 (17%). Средний показатель ИНФ-( достоверно (р>0,05) не отличался от такового контрольной группы (189,4(34,8 и 146,8(33,7 пг/мл, соответственно).

У 70 (58%) исследованных больных уровень ИЛ-4 был повышен, у 32 (27%) был понижен и у 18 (15%) не отличался от такового значения контрольной группы. Среднее значение ИЛ-4 было достоверно (р<0,01) повышено по отношению к соответствующему показателю группы контроля (256,5(36,5 и 99,4(14,7 пг/мл, соответственно).

Средние значения ФНО-α, ИЛ-4 были достоверно (p<0,05) повышены, а уровень ИНФ-γ существенно (p>0,05) не отличался от соответствующих показателей в группе контроля (таблица 2). Полученные результаты свидетельствуют об увеличении в сыворотке крови концентрации как про-, так и противовоспалительных цитокинов у больных ХГС.

                                                                                                        Таблица 2

Содержание цитокинов в сыворотке крови больных ХГС, пг/мл, M±SD
	Группа

обследованных
	ФНО-α
	ИНФ-γ
	ИЛ-4 

	Больные ХГС, n=120
	398,2(26,5
	189,4(34,8
	256,5(36,5

	Здоровые, n=25
	121,4(28,3
	146,8(33,7
	99,4(14,7

	Значения р
	p<0,01
	p>0,05
	p<0,01


При сравнительном анализе показателей обмена железа, цитокинов в зависимости от выраженности астенического синдрома установлено наличие достоверной (p<0,05) прямой связи выраженности астении с уровнем ферритина и ФНО-α (рис. 4).
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Рис. 4.  Сравнительная оценка уровня ферритина и ФНО-α в сыворотке
              крови в зависимости от выраженности астенического синдрома
              (r=0,47, p<0,05; r=0,53, р<0,05, соответственно).

При изучении возможных взаимосвязей параметров метаболизма железа и цитокинов с биохимическими показателями установлено наличие достоверной (p<0,05) прямой связи: между содержанием ферритина, железа в сыворотке крови и уровнем АлАТ, (r=0,52, r=0,43)    (рис. 5), между содержанием ферритина, железа в сыворотке крови и уровнем АсАТ, (r=0,48, r=0,39); показателями ФНО-α, ИЛ-4 в сыворотке крови и концентрацией АсАТ/АлАТ (r=0,61, r=0,65 и r=0,57, r=0,54).
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Рис. 5.  Корреляционная взаимосвязь между уровнем ферритина, железа 

              сыворотки крови и АлАТ у больных ХГС (r=0,52, r=0,43, p<0,05).

Сравнительный анализ параметров метаболизма железа, уровня цитокинов и морфологических изменений в печени у исследованных пациентов ХГС показал наличие прямой достоверной связи уровня ферритина и ИГА (r=0,58, p=0,041) (рис. 6); железа и ИГА, и ИФ (r=0,61, p=0,037 и r=0,53, p=0,046, соответственно) (рис. 7); достоверная прямая связь между концентрацией ФНО-α и ИГА (r=0,56, p=0,039); обратная достоверная связь ИЛ-4 с ИГА (r=-0,47, p=0,043) (рис. 8).
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Рис. 6.  Взаимосвязь сывороточного ферритина с ИГА у больных ХГС 
              (r=0,58, p=0,041).
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Рис. 7.  Сравнительная оценка величин сывороточного железа от ИФ 

              у больных ХГС (r=0,53, p=0,046).
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Рис. 8.  Сравнительная оценка показателей ФНО-α, ИЛ-4 в зависимости
              от ИГА у больных ХГС (r=0,56, p=0,039 и r=-0,47, p=0,043, соот-

              ветственно).
Таким образом, установлено, что повышение показателей метаболизма железа и разнонаправленные изменения цитокинового статуса играют важную роль в регуляции и развитии воспаления, повреждения и фиброза печеночной ткани, что не противоречит данным литературы [Буеверов А.О., 1998; Абдурахманов Д.Т. и др., 2005; Napoli J. et al., 1996; Koziel M.J., 1997; Kenneth J.S. et al., 1997; David R. et al., 1998; Andreas C. et al., 1999].
После установления клинического диагноза 16 больным ХГС была назначена терапия ПегИНФ-α-2a в дозе 180 мкг 1 раз в неделю подкожно в сочетании с рибавирином. Больным ХГС с 1-м генотипом (7 больных) терапия была назначена продолжительностью 48 недель и доза рибавирина составила 1000 и 1200 мг/сут. (в зависимости от веса тела), больным со 2-м и 3-м генотипами (9 больных) – 24 недель с суточной дозой рибавирина 800 мг.

У 13 больных, продолживших лечение, наблюдалась положительная клинико-лабораторная динамика, свидетельствующая об эффективности проводимой терапии: исчезновение или уменьшение выраженности астенических явлений, нормализация активности сывороточных трансаминаз, элиминация HCV RNA.

На фоне эффективного противовирусного лечения спустя 24 недели содержание ферритина и железа в сыворотке крови достоверно снизилось по отношению к соответствующим показателям до начала терапии и не отличалось от таковых в группе контроля. Средний уровень ОЖСС в процессе противовирусного лечения существенно не изменялся (рис. 9).
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Рис. 9.  Динамика показателей метаболизма железа на фоне противови-

              русного лечения больных ХГС (p<0,05 по сравнению с больными 
              до начала лечения и спустя 12 недель после лечения).

Через 24 недели лечения содержание ФНО-α и ИЛ-4 в сыворотке крови достоверно снизилось, а уровень ИНФ-γ достоверно повысился по отношению к соответствующим значениям до начала терапии (рис. 10).
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Рис. 10.  Динамика содержания цитокинов в сыворотке крови у больных 

                ХГС на фоне противовирусного лечения (p<0,05 до начала ле-

                чения и спустя 24 недели после терапии).

У пациентов группы сравнения спустя 24 недели наблюдения существенных изменений в параметрах метаболизма железа и системы цитокинов по сравнению с исходными показателями установлено не было.

Таким образом, эффективная терапия ПегИНФ-α-2a в сочетании с рибавирином сопровождается снижением синдрома перегрузки железом и изменением цитокинового профиля, что свидетельствует о патогенетической взаимосвязи исследованных параметров с хронизацией ВГС.
ВЫВОДЫ

1. У больных хроническим гепатитом С выявлены следующие типы нарушений в метаболизме железа: у 32% исследованных признаки перегрузки железом – сочетанное повышение уровня ферритина и железа в сыворотке крови; у 22% - гиперферритинемия без увеличения сывороточного железа.

2. Повышение показателей ферритина и железа в сыворотке крови имеют достоверную связь с клиническими (выраженность астении), лабораторными (повышение активности цитолитических ферментов печени) и морфологическими (выраженность индекса гистологической активности и индекса фиброза) характеристиками больных хроническим гепатитом С.

3. У больных хроническим гепатитом С установлено достоверное повышение в сыворотке крови уровня фактора некроза опухоли-альфа, интерлейкина-4 и незначительное интерферона-гамма по сравнению с соответствующими показателями контрольной группы.

4. Содержание фактора некроза опухоли-альфа, интерлейкина-4 в сыворотке крови было достоверно взаимосвязано с выраженностью астенического синдрома, активностью цитолитических ферментов печени, индексом гистологической активности больных хроническим гепатитом С. Не установлено наличие связи между исследованными цитокинами и индексом фиброза печени у больных хроническим гепатитом С.

5. Эффективная комбинированная противовирусная терапия пегилированным интерфероном-альфа-2а и рибавирином больных хроническим гепатитом С сопровождается снижением уровня ферритина, железа, фактора некроза опухоли-альфа, интерлейкина-4 и повышением содержания интерферона-гамма в сыворотке крови.

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

Для оценки параметров метаболизма железа и системы цитокинов у больных хроническим гепатитом С рекомендуется следующий комплекс лабораторных тестов:

а)   исследование содержания ферритина, железа в сыворотке крови и общей железосвязывающей способности сыворотки;

б)  определение уровня фактора некроза опухоли-альфа, интерферона-гамма и интерлейкина-4 в сыворотке крови.

Динамика снижения сывороточных показателей метаболизма железа и разнонаправленных изменений цитокиновой системы на фоне комбинированной терапии пегилированным интерфероном-альфа-2а и рибавирином больных хроническим гепатитом С является дополнительным критерием, свидетельствующим об эффективности проводимой противовирусной терапии.
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АлАТ – аланиновая аминотрансфераза

АсАТ – аспарагиновая аминотрансфераза

ВГС – вирус гепатита С

ИГА – индекс гистологической активности

ИФ – индекс фиброза

ИНФ-γ – интерферон-гамма
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ИФА – иммуноферментный анализ
ОЖСС – общая железосвязывающая способность сыворотки

ПегИНФ-α-2а – пегилированный интерферон-α-2а

РД – Республика Дагестан
РКБ – Республиканская клиническая больница
ФНО-α – фактор некроза опухоли-альфа

ХГС – хронический гепатит С

Anti-HCV IgG - иммуноглобулин класса Джи к вирусу гепатита С

HBcorAb – антитела к сердцевинному антигену вируса гепатита В
HBeAb – антитела к антигену «е» вируса гепатита В
HBeAg – антиген «е» и маркер репликации вируса гепатита B
HBsAb – антитела к поверхностному антигену вируса гепатита В
HBsAg – поверхностный антиген вируса гепатита В
HCV RNA – рибонуклеиновая кислота вируса гепатита С
Th – Т-клеточные хелперы
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Линии линейной регрессии ( y=a+b*x )
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