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Поширення хронічного гепатиту С (ХГС) з безсимптомним перебігом захворювання є проблемою сучасної гепатології [1, 2, 3, 4]. Важливим питанням у вирішенні цієї проблеми є пошук нових ефективних діагностичних методів [5, 6, 7, 8].

Незважаючі на велику кількість запропонованих методик, проблема дiагностики захворювань печінкі вірусної етіології до сих пір залішається актуальною [9, 10, 11, 12]. 

Метою даного дослiдження було визначити стадії фiброзу у хворих на ХГС за розробленою неінвазивною системою "Гепафiбродетект".

Матеріал і методи дослідження. Об'єктом спостереження служили 23 хворих на ХГС. У контрольну группу увійшло 24  практично здорових осіб.

Визначення вмісту гаптоглобіну було проведено фотометричним методом у реакції з риванолом за допомогою діагностикуму фірми “Реагент ” (Україна). Дане дослідження не вимагало від хворих напередодні спеціальної підготовки. Принцип методу полягає у тому, що до ситоватки крові додають суворо визначену кількість гемоглобіну. Комплекс гемоглобін-гаптоглобін, що при цьому формується, осаджують риванолом. По надлишку у розчині гемоглобіну фотометрично визначають вміст гаптоглобіну у сироватці крові. Кількісне визначення у сироватці крові ТФР-β1 досліджувалось з використанням імуноферментних наборів TGF-B 1 ELISA (США),  ММП- 1– за допомогою імуноферментних наборів Human MMP-1 ELISA Kit (США). Усі етапи аналізу проводили у відповідності з рекомендованим протоколом виробника.  Метод відбиває кількісне визначення антигена, що вивчається, при його пошаровом зв’язуванні із специфічними моноклональними антитілами, що фіксовані на поверхні лунок планшету. Оцінювали стадію фіброзу за системою FibroMax як альтернативу пункційної біопсії печінки та для порівняння у відношенні достовірністі запропонованого нами методу неінвазивної оцінки стадії фіброзу. Статистичний аналіз отриманих результатів проводили з використанням коефіцієнту рангової кореляції Спірмена rs.
Результати та їх обговорення. Для оцінки cтадії фіброзу печінки у якостi індикаторiв пропонується аналiз рiвнiв ММП-1, ТФР бета-1 та гаптоглобiну. Активність матриксних металопротеіназ (MMП-1) в клітині регулюється на різних рівнях, включаючи транскрипцію, активацію білка і взаємодію з ендогенними інгібіторами, такими, як тканинні інгібітори металопротеiназ. Так, як MMП -1 відіграють центральну роль у обміні білків сполучної тканини, тому було важливо простежити рівень цього показника у пацієнтів з фіброзом. Дослiдження протизапального цитокіну ТФР-бета 1 було проведено з метою з'ясування стимулюючої ролi показника у формуваннi фіброзної тканини печінки. Важлива антиендотоксична функція в організмі людини належить гаптоглобiну, який синтезуються у печінці та виконує транспортнi, елементарні та детоксикуючі функції.
Таблиця 1

Аналiз показникiв за системою "Гепафiбродетект"

	Показник
	Пацiєнти з ХГС,

n=23
	Контрольна група, n=21
	p

	
	M±m
	

	ММП-1, нг/мл
	17,78±0,41
	24,16±1,38 
	р<0,001

	ТФР бета-1, нг/мл
	5,70±0,21
	1,14±0,21
	р<0,001

	Гаптоглобiн, г/л
	1,08±0,01
	1,37±0,13
	р<0,05


Примiтка: M±m – середнiй показник; p - ступень ймовірності: р<0,05, р<0,001 порівняно з контрольною групою

За отриманими результатами  у патогенетичних механізмах розвитку фіброзу важливу роль відігравало порушення балансу матриксних металопротеiназ, що виражалося у зменшеннi виробництва MMП-1 фібробластами. Так, у обстежених з ХГС рiвень MMП-1 був вiрогiдно зменшений та становив у середньому 17,78±0,41 нг/мл (р<0,001), у контрольнiй групi аналогiчний показник був 24,16±1,38 нг/мл. 

Дослiдження ТФР бета-1 показало, що його рiвень у хворих на ХГС був статистично пiдвищений у декiлька разiв, що становило 5,70±0,21 нг/мл (р<0,001) проти аналогiчного показника у 1,14±0,20 нг/мл в контрольнiй групi.

За даними рiвня гаптоглобiну у хворих на ХГС нами отриманий середнiй показник, який  статистично був  знижений та становив  1,08±0,01 г/л (р<0,05) проти контрольної групи - 1,37±0,13 г/л. 

Таким чином, результати аналiзу ММП-1 показали, що сироватковий маркер був вiрогдо знижений (р≤0,001), що вказувало на колагенолітичну активність паренхими печiнки. При вивченні рівня ростового фактора ТФР бета-1 в сироватці крові, було  відзначено його пiдвищення, що можна пояснити активацiєю запальної реакції. Зниження синтезу гаптоглобiну, у порiвняннi з контрольною групою, пояснюється активізацією запального процесу, пов'язаного з розпадом печінкової тканини. Даний стан, ймовірно, пов'язаний з посиленням катаболізму білка, постійним руйнуванням клітин печінки та імунологічними зрушеннями в організмі.

Для встановлення статистичного зв'язку між системою "Гепафiбродетект" та стадією фіброзу був проведений розрахунок коефіцієнту рангової кореляції Спiрмена rs. Результати показали, що між рівнем ММП-1 і стадіями фіброзу був виявлений сильний зворотній зв'язок: iз зростанням ступеня фіброзу - рівень ММП-1 знижувався (rs=0,96). Між рівнем ТФР бета-1 і стадіями фіброзу був виявлений сильний прямий зв'язок: iз зростанням ступеня фіброзу, рівень ТФР бета-1 збільшувався (rs=0,9393). Між рівнем гаптоглобiну і стадіями фіброзу був виявлений помірний середнiй зв'язок: iз зростанням стадії фіброзу - рівень гаптоглобiну знижувався (rs=0,5714). 

Розрахунок прогностичного показника стадії фіброзу проводився за формулою:

ППФ=ММП/ТФР×гаптоглобiн,

де ППФ - прогностичний показник фiброзу, ММП-1 – матриксна  металлопротеіназа-1, нг/мл; ТФР бета-1 - трансформуючий фактор росту бета 1, нг/мл; гаптоглобiн, г/л. 

Приклади розрахунку стадій фiброзу представленi у табл. 2.

Таблиця 2

Прогностичний показник стадій фiброзу за системою "Гепафiбродетект"

	Приклади
	Стадія фiбро-

зу (F) 
	ММП-1,

нг/мл
	ТФР бета-1, нг/мл
	Гаптогло-бiн,

 г/л
	ППФ

	Приклад 1. Хвора, 48 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 0
	26,92
	2,39
	0,91
	26,92/2,39×0,91=10,24

	Приклад 2. Хворий, 54 роки. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 0
	25,84
	2,32
	1,02
	25,84/2,32×1,02=11,36

	Приклад 3. Хвора, 51 рiк. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 1
	21,21
	2,87
	1,16
	21,21/2,87×1,16=8,57

	Приклад 4. Хворий, 70 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 1
	19,77
	2,58
	1,02
	19,77/2,58×1,25=7,81

	Приклад 5.  Хворий, 48 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 2
	19,07
	6,39
	1,01
	19,07/6,41×1,01=3,01

	Приклад 6. Хворий, 61 рiк. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 2
	18,32
	6,44
	1,11
	18,32/6,44×1,11=3,16

	Приклад 7. Хворий, 56 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 3
	14,61
	7,89
	0,91
	14,61/7,89×0,91=1,68

	Приклад 8. Хвора, 55 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 3
	16,32
	7,71
	0,95
	16,32/7,71×0,95=2,01

	Приклад 9. Хворий, 49 рокiв. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 4
	5,79
	9,32
	0,85
	5,79/9,32×0,85=0,53

	Приклад 10. Хворий, 61 рiк. Дiагноз ХГС, помiрної активностi
	F 4
	6,65
	8,79
	0,86
	6,65/8,79×0,86=0,65


Розрахунок показників металопротеїназ-1, гаптоглобiну, трансформуючого фактора росту-бета-1 за системою "Гепафiбродетект" показав, що для кожної стадії фіброзу були характернi певні межі прогностичного показника фіброзу: при вiдсутностi фiброзу (F 0) ППФ був бiльше 10 (10<ППФ), для ступеня F 1 ППФ становив вiд 4 до 9 (4<ППФ<9), для ступеня F 2 - вiд 3 до 4 (3<ППФ<4), для ступеня F 3 - вiд 1 до 3 (1<ППФ<3), для ступеня F 4 – завжди був менше 1 (ППФ<1). Таким чином, простежувався зворотнiй зв'язок - iз зростанням ступеню фiброзу ППФ знижувався.

Висновки. Технiчний ефект неінвазивної системи "Гепафiбродетект", а саме – можливiсть визначення стадії фiброзу у хворих на ХГС, обумовлений тим, що спосiб оцiнює стан ММП-1, ТФР бета-1, гаптоглобiну у сироватці крові, що відбиває  морфологiчні та функцiональні змiни печiнки.
Визначення стадії фіброзу при ХГС важливе з точки зору планування тактики лiкування та прогнозування розвитку патологiчного процесу. Спосiб доступний та легкий у реалізіції.  Формула розрахунку проста i не має обмежень у виконаннi. ММП-1, ТФР бета-1 гаптоглобін можна вважати надійними індикаторами фіброзу печінки у хворих на ХГС.
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Резюме: У роботі показана ефективність визначення стадій фiброзу у хворих на ХГС за розробленою неінвазивною системою "Гепафiбродетект". У якостi індикаторiв пропонується аналiз рiвнiв ММП-1, ТФР бета-1 та гаптоглобiну. Розрахунок прогностичного показника стадії фіброзу проводився за спецiально розробленою формулою з визначенням меж прогностичного показника фіброзу. 
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Резюме: В работе показана эффективность определения стадий фиброза у больных ХГС по разработанной неинвазивной системе "Гепафибродетект". В качестве индикаторов предлагается анализ уровней ММП-1, ТФР бета-1 и гаптоглобина. Расчет прогностического показателя стадии фиброза проводился по специально разработанной формуле с определением границ прогностического показателя фиброза. 
NONINVASIVE SYSTEM “GEPAFIBRODETEKT” IN DETERMINING LIVER FIBROSIS IN PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIC C

Kozko V., Antsyferova N., A. Solmennyk, Y. Kopiychenkо, A. Sokhan

Keywords:  chronic hepatitis C , the stage of fibrosis, non-invasive system "Gepafibrodetekt", MMP-1, TGF beta-1, haptoglobin.
Summary: The investigation shows the effectiveness of the definition of stages of fibrosis in patients with chronic hepatitis C in the developed non-invasive system "Gepafibrodetekt." The levels of MMP-1, TGF beta-1 and haptoglobin are used as an indicator of the stages. Calculation of the prognostic indicator of the stage of fibrosis was performed by a specially developed formula with the definition of the boundaries of prognostic indicator of fibrosis. 
