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1 Fibroza jater (patogeneze, diagnoza, terapie)

Problematika jaterni fibrozy se v poslednich 20 letech podstatné zménila. Z labora-
torniho tématu, kterému se vénovalo nekolik teoreticky orientovanych hepatologti
nebo biochemikd, se stal predmét ¢im dal vice zasahujici do prace klinickych Iékait,
téma denni praxe. Jaterni fibroza je ustfednim tématem té Casti hepatologie, ktera se
vénuje chronickym chorobam, coz je dano tim, Ze zjizveni jater je spole¢nym nésled-
kem prakticky vSech chronickych jaternich chorob. Vyvoj znalosti odrazi narGstajici
mnozstvi dat a informaci, které jsme ziskali rozvojem molekularnich metod v oboru,
zlepsenym zachytem fady onemocnéni jater i z jejich zvySeného piezivani. Fibroza
jater je také otazkou potransplantacni péce.

Obor hepatologie se tedy vyrazné¢ zménil. Prokdzané nové diagnostické a 1éCebné
metody zvysily zajem o obor, coz vedlo ke vstupu finan¢né silnéjsich investori a na-
rustu mnozstvi poskytovanych grantti (1). Zmény podnitily zejména:

1. rozvoj molekularni biologie,

2. nové endoskopické techniky, zvlasté v 1écbeé nasledkt portalni hypertenze,

3. program transplantace jater a

4. nové protivirové léky.

V laboratorni oblasti byla metodologickym klicovym faktorem schopnost diferen-
cované izolace a kultivace jednotlivych sinusoidalnich bunék. Velmi dilezité zaci-
naji byt také nové laboratorni techniky postgenomové éry. Védecko-klinické usili
zatim kulminovalo v poznani, Ze fibr6za/cirhdza mtize byt reverzibilni, a v realistic-
kém ptedpokladu, Ze uc¢inna antifibrotickd 1écba vyznamnym zptsobem zméni lécbu
a progndzu pacientl s jaternimi chorobami. Klasické klinické pfistupy a schémata se
nyni kriticky pfehodnocuji, situace je nachylna ke spekulacim a vyzaduje vytvoteni
novych jasnych koncepci a konsenz (2).

Pfi hodnoceni nartstajiciho mnozstvi ¢lankd a novych informaci tykajicich se fib-
rozy jater je nutné mit na paméti, Ze:

1. ,,novy objev* mlze byt skute¢né novym objevem, ale také prosté nove piebale-

nym a upravenym objevem starym;

2. muze se jednat o ,,nadhodnoceni* dat;

3. vzrusSujici ptibéh nemusi nezbytné byt vzdy pravdivy.

1.1 Fibroza a cirhoza

Fibroéza je termin popisujici strukturdlni zmény jaterni tkdné€ v souvislosti s nadmér-
nym ulozenim vazivovych hmot. Doslo k zméné regulace syntézy a degradace ve pro-
spéch tvorby. Cirhézu jater lze definovat jako kone¢né stadium difuzni fibrotizace
jaterniho parenchymu s tvorbou uzlovitych regenerativnich struktur a s narusenim
jaterni funkce. V této definici je jiz z&mérn€ vynechan daj o ireverzibilité cirhdzy
(3). Cirhoticka jatra jsou kombinaci zmén

1. fibrotickych,

2. vaskularnich a

3. nodularné regeneracnich.

Termin ,,cirh6za* poprvé pouzil Laennec v Traité de 1’ Auscultation (1819).
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Fibrogeneze je termin popisujici tvorbu extracelularni matrix (ECM), zvysuje se
v reakci na poskozeni a je nezbytna pro hojivé procesy jater.

Fibrolyza je odstranéni nadmeérné extracelularni matrix poté, co byly hojivé procesy
jater skonceny a pritomnost nadmérného mnozstvi ECM neni vice potiebna.

Fibroza a cirhoza byly historicky povazovany za pasivni a ireverzibilni procesy
v dtsledku kolapsu jaterniho parenchymu a jeho nahrazenim tkani bohatou kolagenem
(4). Dnes se ale fibroza povazuje za model aktivniho jizevnatého hojeni rany, tj. do urci-
té miry uniformni odpovédi jaterni tkdn€ na chronické jaterni poskozeni. Kratkodobég,
casové omezené naruSeni jaterniho parenchymu nevede k tvorbé fibrozy. Na rozdil od
ostatnich organti je pokrocila fibrotizace jater ve stadiu cirh6zy spojena s tvorbou vazi-
vovych sept, veetné porto-centralnich, které v sobé obsahuji cévni zkraty (porto-systé-
mové shunty). Vaskularni komponenta je pro vznik cirhdzy nezbytna. Spolu s uzlovitou
regeneraci parenchymu pfispiva k destrukci architektury jater.

Poskozeni jater ma rizné pii€iny — virové, autoimunitni, metabolické, cholesta-
tické, toxické a polékové. Klinické projevy jsou variabilni a jsou ovlivnény typem,
projevy a pokrocilosti zdkladniho onemocnéni. Zacatek fibrozy je obvykle pokradmy,
nendpadny a vétSina komplikaci ¢i imrti je spojena az s rozvojem cirhdzy (5). Az
40 % nemocnych s cirhdzou je asymptomatickych, mohou byt bez ptiznaki az jednu
dekadu. Pretrvava-li zakladni vyvolavajici onemocnéni, pak je progresivni zhorSovani
nevyhnutelné a dochazi k projeviim dekompenzované cirhdzy — ascitu, encefalopatii
¢i krvéaceni z varixd. U téchto pokrocilych pacientt se predpoklada 50% mortalita do
5 let, je-li ascites tenzni a obtizné 1éCitelny, tak do 1 roku (6, 7, 8). U bezptiznakovych
jedinct je cirhdza diagnostikovdna post mortem nebo béhem rutinniho klinického
vySetfeni (9). Vétsinou, ale rozhodné€ ne vzdy je vyzadovana biopsie jater. Cirhdza je
také rizikovym faktorem hepatocelularniho karcinomu. U dekompenzované cirhdzy
je pak obvykle jedinou uc¢innou 1é¢bou transplantace jater.

Ptfirozeny prub¢h jaterni fibrozy je ovlivnén genetickymi faktory a vlivy prostiedi.
Epidemiologické studie identifikovaly polymorfizmy v fadé genti (geneticky poly-
morfizmus je jev, pfi kterém jsou v dané populaci pfitomny dva nebo vice geneticky
determinované fenotypy v takovych proporcich, ze nejméné casty z nich nemtize byt
udrzovan pouhou opakovanou mutaci (10) s predpokladanym vztahem k fibroze jater
(tzv. kandidatské geny). Tyto genetické faktory mohou vysvétlit Siroké klinické spek-
trum u riznych nemocnych se stejnym etiologickym faktorem. Bohuzel jsou vysledky
studii klinickych i experimentalnich doposud velmi nekonkluzivni a jejich metodolo-
gie je az piili§ Casto chaba.

1.2 Patofyziologické mechanizmy fibrozy jater

Fibroza jater je dynamicky proces, ktery vede k nadmérnému ukladani komponent
extracelularni matrix. Jedna se o multifunkéni proces, zahrnujici aktivitu fady bunéc-
nych typt, cytokind, chemokint a riistovych faktort (11). Slozeni patologické matrix,
aktivni bunky, cytokiny, chemokiny atd. jsou z velké ¢asti obdobné, bez ohledu na
vyvoléavajici chorobu. Fibroza se objevuje nejdiive v oblastech nejvice poskozenych.
Vychdazi z narusené regulace homeostatickych mechanizmtl, které udrzuji ekosystém
jater v rovnovaze. Po akutnim poskozeni (napt. akutni virova hepatitida) parenchy-
moveé bunky zregeneruji a nahradi nekrotické nebo apoptotické buiiky. Tento proces
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je spojen se zanétlivou reakei a limitovanym uloZenim extracelularni matrix. Fibro-
tizacni proces zpocatku ochranuje jaterni butiky pred dalSim poSkozovanim. Jestlize
ale vyvolavajici poSkozeni pretrvava i nadale, pak dochazi k selhani regeneracnich
schopnosti a hepatocyty jsou nahrazovany nadmérnou ECM. Distribuce tohoto
fibrézniho materialu zavisi na ptivodu poskozeni jater. U chronické virové hepatitidy
a chronické cholestazy zacina ukladani vaziva v periportalnich oblastech, zatimco
u alkoholového poskozeni dominuji zpocatku lokality pericentralni a perisinusoidni
(12). Jak fibrotizace tkané pokracuje, vazivové pruhy vytvareji pfemostujici septa,
narusi vaskulaturu, dochazi k tvorbé regeneracnich uzli a k vzniku cirhozy.

Pti cirhdze jater dochazi k jejich funkénimu poskozeni. Existuji dve zakladni teorie,
které vysvétluji toto poskozeni — teorie zdravého hepatocytu a teorie poskozeného hepa-
tocytu. Teorie zdravého hepatocytu (,,sick liver and intact hepatocyte) tvrdi, ze pfi¢inou
poskozenti je existence funk¢nich intrahepatalnich zkrati, které snizuji pritok jatry oko-
lo pocetné snizenych, ale jinak ptiméfene zdravych hepatocytti. Naopak ,,sick cell hypo-
thesis* zdtiraziuje, Ze pri¢inou je progresivni poskozeni samotného hepatocytu (13).

Ackoliv se procesu fibrotizace ucastni fada bunéénych typt, tstiedni roli hraji dva
typy bunék — jaterni hvézdicové buiiky (HSC, hepatic stellate cells) a portalni
myofibroblasty. Nejvice jsou prozkoumany HSC. Jsou hlavnim zdrojem nadmér-
ného mnozstvi patologické ECM, fady mediatori, proteaz a jejich inhibitort, kte-
ré spolupracuji v hojivych jizevnatych procesech jater. Aktivace perisinusoidnich
HSC a/nebo portalnich myofibroblasti je centralnim jevem fibrozy jater. VSech-
ny ptvodni podnéty konverguji ve zvySené tvorbé extraceluldrni matrix v téchto
bunikach. Objev, ze HSC, nikoli hepatocyty, jsou zdrojem patologické ECM (vcéetné
kolagenu I) byl jednim z meznikii v oboru (14). Hepatocyty k novotvorbé vaziva
bud’ vlibec nepfiispivaji, anebo pouze zcela minimalné (15). Objevem vyznamu por-
talnich myofibroblastii se narusil pfedchozi koncept unikatnosti konvergencni role
HSC v patogenezi fibrdzy, ale zatim stale plati, ze HSC jsou hlavnimi producenty
ECM v poskozenych jatrech.

Poskozovani jater trva mésice az roky, nez se vytvoii vyznamné mnozstvi jizevna-
té tkdné. Reverzibilita fibrozy se tyka prevazné méné rozvinutych forem, a tudiz se
vyzkum soustiedil zejména na jevy, které vedou k ¢asné akumulaci jizvy.

Zakladni procesy vedouci k fibrotizaci riiznych orgdni jsou si podobné bez ohle-
du na piivod poskozeni a akcelerovana fibrogeneze neni v zddném ptipad¢€ specificka
pro jatra (16), ale podobné procesy nalézame napft. v plicich, stfeve, pankreatu, kiizi
a ledvinach (17).

1.2.1 Extracelularni matrix

Normalni ECM je nezbytnou soucasti fyziologicky fungujicich jaternich bunék (18).
Vyznam trojrozmérného prostoru a normalni zdravé ECM vyplynul z vyzkumu kul-
tur hepatocytl a ostatnich jaternich buné€k pfi studiu artificidlnich jater. Fyziologicka
ECM je vysoce strukturovana plasticka sit), ktera je nositelkou a zdsobarnou pozic-
nich informaci, fidi mistni usedlé bunky a je jimi zaroveil zpétn€ ovliviiovana. Fib-
rotickd matrix ztraci tyto fyziologické schopnosti. Dochéazi k naruseni diferenciace
bunek a jejich organizace jako tkané. Pfedpokladame, Ze pravé obnova normalniho
mikroprostfedi jaternich bun€k po uspésné antifibrotické 1écbé vede k obnove jater-
nich funkei.
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Jaterni extracelularni matrix je komplikovanou strukturou makromolekul, kterd pod-
1€ha remodelaci béhem rlstu a poSkozeni. Vytvaii nosné pletivo, které: 1. mechanicky
udrzuje strukturu tkdné, dale pak poskytuje signaly buiikdm, které jsou nezbytné k udrzeni
2. polarity bunky, k 3. migraci, 4. proliferaci a 5. diferenciaci. VétSina molekul ECM
vytvari signdly, které jsou pomoci specifickych bunéénych receptorii (integriny a non-
integrinové receptory, jako napt. DDR2) ptevadény intracelularné na cytoskeleton bunky
(aktivni intracelularni nosné pletivo), a tim ovlivilji transkripci genii. Nekteré ristové
faktory se vaZzou na ECM a uvoliuji se v pfipad€ poskozeni tkan€, ¢imz dale zesiluji hoji-
vé (fibrotiza¢ni) pochody. Matrix také vytvaii cesty pro migraci bunek (napft. leukocyty).

Normalni i patologicka ECM se sklada z kolagenni a nekolagenni komponenty (19).
Hlavnim nesolubilnim fibréznim proteinem v tkanich je kolagen. Mezi nekolagenni mole-
kuly zahrnujeme glykoproteiny, glykosaminoglykany, proteoglykany, matricelularni pro-
teiny a rastové faktory vdzané na matrix (20). Molekularni struktura patologické matrix se
u rtznych etiologii cirhdzy jater nijak zasadné nelisi. Zndme mnoho variant téchto mak-
romolekul, izoform a kombinaci v zavislosti na oblasti jater a véku pacienta.

Existuje celkem 19 typli huménniho kolagenu, ale 80-90 % kolagenu v téle je tvo-
teno typy [ az IIl. Ve zdravych jatrech jsou kolageny (zejm. typy L, 111, V a XI) uloZzeny
hlavné v pouzdre, v okoli velkych cév a portalnich poli. Pouze mensi mnozstvi vlaken
obsahujicich typy I a III je v subendotelovych prostorech. Kolageny I a III vytvareji
fibrilarni makromolekuly, kolagen IV sit’, ktera je soucasti bazalni matrix.

U pokrocilé fibrozy stoupa mnozstvi kolagenu 3—10x. Ve fibrotickych jatrech je
pfitomno nejen vétsi mnozstvi extracelularni matrix, ale také jeji sloZzeni se méni (viz
tabulka 1.1). Struktura extracelularni matrix ve fibrotickych jatrech se lisi vyraznym
nadbytkem fibrilarnich kolagennich vlaken (kolagen I a III).

V cirhotickych jatrech dochézi k syntetické i metabolické dysfunkci (21) a narusent
transportil fady latek ze sinusoid k hepatocytim (22).

ECM je dynamickym reguldtorem bunécné funkce. V pocatecnich stadiich fibrozy
dochézi k subendotelové akumulaci matrix (tj. okolo sinusoid v Disseho prostoru).
Tato tzv. kapilarizace sinusoid mize byt klicovych jevem a ve svych dusledcich
i vyznamng;jsi nez celkové absolutni zmnozeni matrix v jatrech (23). Disseho prostor
obsahuje ve zdravych jatrech pouze jemnou matrix bazalni membrany o nizké hus-
toté. Endotelové buiky udrzuji fenestrace (otvory), kterymi intrasinusoidni prostor
komunikuje s Disseho prostorem (viz obr. 1.1 a 1.2).

Tab. 1.1 Zmeny ve slozZeni extracelularni matrix (podle: Muddu AK, Guha IN, Elsharkawy
AM, Mann DA. Resolving fibrosis in the diseased liver: Translating the scientific promise
to the clinic. Int J Biochem Cell Biol. 2006 Oct 7, doi:10.1016/j.biocel.2006.10.006)

Normalni jatra Fibroza

Komponenta ECM | MnoZstvi | Umisténi MnoZstvi Umisténi
Kolagen typ 1 + Pouzdro HHH++

Kolagen typ III + Portalni trakt +++ Disseho prostor
Kolagen typ V + Okoli velkych cév | +++

Kolagen typ VI + Perisinusoidalné -+ Perisinusoidalné
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Normalni jatra Fibréza

Komponenta ECM | MnoZstvi | Umisténi MnoZstvi Umisténi

Hyaluron + B o

Dermatan ++ 4+

Proteoglykany + Disseho prostor -+ zejm. Disseho
prostor

Chondroitin + 4+
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Obr. 1.1 Jaterni sinusoid

Pti fibrotizaci se matrix o nizké hustoté nahrazuje intersticidlni fibrilarni matrix
o vysok¢ hustoté, fenestrace zanikaji, komunikace je omezena, a tim dochézi k ptimé-
mu ovlivnéni funkce hepatocyti i HSC.

1.2.2 Bunééné zdroje extracelularni matrix v normalnich a fibrotickych
jatrech

Jaterni tkan obsahuje ¢ast epitelovou (hepatocyty), endotelovou vystelku (s fenestra-
cemi), tkanové makrofagy (Kupfferovy buiky) a perivaskuldrni mezenchymové
buitkky (HSC). Vyznamné jsou dalsi usedlé (NK-bunky) i cirkulujici buiiky (lym-
focyty, leukocyty) a trombocyty. Bunky jater se také rozd€luji na parenchymové
(hepatocyty) a neparenchymové (ostatni). Bunky jsou organizovany v sinusoidech
(mikrovaskularni jednotka), kde subendotelovy Disseho prostor oddéluje epitelie
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Ztrata retinoidl

Proliferace
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Fibrogeneze

Degradace matrix

| HSC chemotaxe
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Obr. 1.2 Hvézdicova buiika jaterni (HSC)

(hepatocyty) od endotelovych sinusoid. Ve zdravych jatrech tento prostor obsahuje
misto typické bazalni membrany jemnou matrix.

Jaterni hvézdicové buitky (HSC, hepatic stellate cells, diive lipocyty, Ito-bunky,
fat-storing cells, perisinusoidové buiiky) jsou primarnim a hlavnim zdrojem ECM
v normalnich i fibrotickych jatrech. Von Kupffer popsal v jatrech hvézdicovité bunky
(,,Sternzellen®) jiz v roce 1876 (24). Pocatkem padesatych let 20. stoleti buiiky znovu
objevil v Japonsku Ito, ale az Wake v roce 1971 demonstroval, Ze von Kupfferovy
»Sternzellen™ a Itovy buiiky jsou identické jednotky. Soucasné Kupfferovy buiiky
(makrofagy) nejsou identické s ptivodnimi Kupfferovymi ,,Sternzellen*.

HSC jsou rezidentni perisinusoidové buiiky v subendotelovych prostorech mezi
buitkami endotelu a hepatocyty (viz obr. 1.1) (25). Klidové HSC tvofi asi 5-8 % jater-
nich bunék a pomér k hepatocytiim je cca 1:10. Morfologicky je pro tyto bunky typic-
ké, ze maji dlouhé vybézky a v cytoplazmée obsahuji mnozstvi drobnych tukovych
kapének. Kapénky vytvaieji prchavou zelenavou fluorescenci pti osvétleni 328 nm. Za
patologickych podminek se transdiferencuji v myofibroblastim podobné buiiky, které
se pozdé&ji, pti odeznéni patologického stimulu stavaji nachylnymi k vlastni apoptoze
(fyziologickému zaniku buiiky). Metody izolace HSC z krysich i lidskych jater byly
Siroce standardizovany v 80. letech 20. stoleti, a umoznily tak rychly rozvoj vyzkumu
(26). Kultivace HSC na plastikovych miskach byla celkové akceptovana jako vhodny
model ke studiu aktivovanych HSC (27). Dal$imi zdroji vyzkumu jsou modely na
krysach a také byly pfipraveny kmeny transgennich mysi (28).

Embryonalni a intrahepatalni ptivod hvézdicovitych bunék neni zcela jasny. Pred-
pokladéa se mezenchymalni ptivod, ale HSC obsahuji také proteinové markery, které
jsou charakteristické pro buiiky neuroektodermélniho ptivodu — glie (reelin, nestin,
glial-fibrillary acidic protein — GFAP, a dalsi). Navic jsou nositeli receptorti pro
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neurotransmitéry (29). Jejich dendriticka morfologie se podoba spiSe nez vieteno-
vitym koznim fibroblastiim astrocytim. Déle klidové HSC exprimuji markery, které
jsou charakteristické pro adipocyty (PPAR-gama, leptin aj.). Subpopulace aktivova-
nych HSC jsou nositeli cytogenetickych markerti naznacujicich ptivod z kmenovych
bunék kostni dfené. Aktivované HSC vytvareji také myogenni markery (zejména
vlakna hladkého svalu v cytoplazmé — alfa-SMA — smooth muscle actin).

Déle klidové HSC exprimuji markery, které¢ jsou charakteristické pro adipocyty
(PPAR-y, leptin, aj.). Aktivované HSC vytvéateji také myogenni markery (zejména vlak-
na hladkého svalu v cytopazmé - a-SMA - smooth muscle actin) a sdileji fadu dalsich
markerQ s pericyty v ostatnich organech. Pfedpokladame, ze HSC jsou pericyty jater-
nich sinusoid.

Subpopulace aktivovanych HSC jsou také nositeli cytogenetickych markert nazna-
cujicich ptivod z kmenovych bunék kostni dfen€. Byla potvrzena pfitomnost anti-
gent pluripotentnich progenitorovych bunek (napi.CD133). Béhem kultivace bunck
v rozliénych médiich dochazi k diferenciaci ptivodné klidovych HSC do celkem tfi
odlisnych bunécnych typt za soucasné ztraty CD133 antigenu. Jedna linie odpovida
aktivovanych myofibroblastiim, druh4 endotelidlnim buiikdm a tfeti byla nositeli mar-
kerti hepatocytti, véetné tvorby albuminu a a-fetoproteinu (393). Je tedy mozné, ze
klidové HSC jsou vlastné pluripotentni butiky, které maji schopnost se diferencovat
v parenchymové i neparenchymové buiiky jater. Mohou se tak uplatiiovat jako mozny
dalsi zdroj bunék pii regeneraci poskozené jaterni tkane.

Ve zdravych jatrech jsou HSC hlavnim mistem skladovani vitaminu A (okolo
40-70 %) (30). Uchovava se ve formé esteru v tukovych kapénkéch v cytoplazmé
HSC. Za fyziologickych podminek hraji HSC klicovou ulohu v homeostazi retinoidi:
exprimuji na svém povrchu specifické receptory pro bilkovinu vazajici retinol (retinol
binding protein — RBP), coz je hlavni transportni protein pro retinoly. Mechanizmem
receptorové endocytdzy pohlcuji komplex retinol-RBP. U arktickych zvitet (polarni
lisky a medvédi) je mnozstvi retinold v HSC pfiblizné 20—100x vyssi nez u lidi.

Rozhodujici udalosti v rozvoji fibréozy jater je proces tzv. aktivace HSC (31).
Puvodné klidné buiiky, obsahujici kapi¢ky tuki s vitaminem A, se zméni na vyso-
ce fibrogenni buiiky podobné myofibroblastim.

Dalsimi prokdzanymi zdroji ECM v jatrech jsou portalni a septalni myofibroblas-
ty. Jedna se o bunky lokalizované okolo malych portalnich cév a drobnych zluc¢ovo-
da, které proliferuji u chronickych cholestatickych 1€zi a iniciuji ukladani kolagenu
(32, 33). Septalni fibroblasty jsou umisténé okolo vytvorenych fibrotickych sept. Peri-
sinusoidalni HSC a portalni myofibroblasty se 1i§i ve specifickych bunéénych marke-
rech a v odpovédi na apoptotické stimuly (34). Odlisnou subpopulaci myofibroblast
jsou tzv. interface-myofibroblasty, které jsou umisténé v oblasti mezi parenchymem
a stromatem portalnich poli nebo sept. Diskuze o mozném spoleéném ptivodu téchto
bunék neni uzaviena (35).

Pro uvedené tfi druhy bunék (HSC, portalni a interface-myofibroblasty) byl navrzen
spole¢ny termin jaterni myofibroblast (HM, hepatic myofibroblast).

Predpokladame i spoluticast bun¢k hladkych svalti ve sténé jaternich cév a myo-
fibroblastt lokalizovanych okolo centrolobulérni zily.

Dalsimi typy bunék s fibrogennim potencidlem jsou fibroblasty pivodem z kostni
drené. Kultury CD34+CD38- hematopoetickych kmenovych bunék ptivodem z kostni
drené byly schopny s riznymi rGstovymi faktory vytvotit HSC a myofibroblasty, které
infiltrovaly poskozeny remodelujici se jaterni parenchym (36, 37).
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Jiné mozné zdroje fibrotizace (cirkulujici fibrocyty a tzv. epitelové-mezenchymal-
ni pfemeéna, EMT, epithelial-mesenchymal transition) nebyly az donedavna v jat-
rech potvrzeny (38). V roce 2006 byla epitelové-mezenchymalni pifeména prokazana
i u dospélych jaternich bune¢k (39). Lokalni pfeména epitelovych bunék v mezen-
chymalni fibroblasty (mechanizmem EMT) byla také potvrzena v jinych organech
(napf. ledvina).

Relativni vyznam jednotlivych bunéénych typt (tj. hlavné HSC, portalnich a inter-
face myofibroblastil) ve fibrogenezi miize zaviset na typu poskozeni jater. HSC jsou
hlavni fibrogenni butikou u pericelularni a centrolobularni fibrozy, tj. pti poskozeni
jater alkoholem, nealkoholickou steatohepatitidou, hemochromatézou, Buddovym-
Chiariho syndromem a pfi chronickém meéstnani. Portdlni myofibroblasty jsou nej-
spiSe hlavnimi fibrogennimi typy u biliarni a septalni fibrozy, tj. u primérni biliarni
cirhdzy, primarni sklerozujici cholangitidy a chronické hepatitidy pti infekci HBV
a HCV.

1.2.3 Aktivace jaternich hvézdicovych bunék a extracelularni
signalizace

Aktivace hvézdicovych bun€k je vysledkem souhry faktori prostiedi, vlivu ECM
a okolnich buné¢k. Nejcastéji dochdzi k aktivaci v oblasti hepatocelularniho poskozeni
a nasledného zanétu.

Aktivaci lze podle pribéhu rozd€lit na dvé faze podle Friedmana (40):

.....

......

pické zmény, které nastavi buiiky HSC k vyssi citlivosti na cytokiny a jiné ptisobky.
Druh4, fadze udrzuje aktivovany genotyp HSC a vytvaii nadmérné mnozstvi ECM.
Zahrnuje parakrinni i autokrinni stimulaci. Déleni je do urcité miry didaktické a fada
autord jej nepouziva.

Iniciacni faze

Jedna se o komplexni souhru mnoha bunék a bunéénych typt. Casné zmény vyply-
vaji z parakrinni stimulace HSC okolnimi, pfevazné sinusoidalnimi buitkami (bun-
kami endotelu, Kupfferovymi bunikami, hepatocyty, desticky a leukocyty) (41). NK-
-buniky se pravdépodobné uplatiiuji az ve fazi odstranéni fibrdozy jater.

Hepatocyty jsou narusovany mnoha hepatotoxickymi latkami, viry, metabolity alko-
holu, zlu¢ovymi kyselinami apod. (42). Poskozené hepatocyty — nejpocetnéjsi bunécny
typ v jatrech — uvoliuji kyslikové radikaly a fibrogenni mediatory (TGF-betal, TNF-
-alfa, EGF, IGF) a indukuji akumulaci leukocyti. Mnohé hepatocyty zahynou proce-
sem apoptozy a stimuluji fibrogenni odpovédi aktivovanych myofibroblastd (HSC)
(43). V nasem experimentu jsme prokdzali, Ze apoptoticka téliska ze zaniklych hepato-
cyti jsou pohlcovana okolnimi HSC fagocytozou a samotny proces fagocytdzy vede
k tvorbé profibrogennich cytokinti (TGF-beta) i k exkreci produkti ECM (kolagen I)
na urovni mRNA i proteinu (44).

TGF-B-1 (transforming growth factor beta-1) podporuje pfeménu klidovych HSC
v aktivované myofibroblasty, vyrazné stimuluje produkci proteint ECM a inhibuje
jejich degradaci. TGF-beta-1 je hlavni profibrogenni cytokin (45).
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Poskozené biliarni burnky (cholangiocyty) ovlivituji HSC pomoci TNF-alfa (tumor
necrosis factor alpha), endotelinu-1 a PDGF (platelet derived growth factor).

Endotelové buiniky se ucastni aktivace produkci fibronektinu, ktery aktivuje HSC.
Endotelie vytvareji tzv. urokinazovy aktivator plazminogenu, ktery ma dtlezitou roli
pii konverzi TGF-beta z latentni na aktivni profibrogenni formu.

Kuplfferovy buiiky (rezidentni makrofagy) maji vyznamnou ulohu v aktivaci HSC.
V zavislosti na specifické biologické situaci a kontextu se aktivuji riznymi zptisoby
a cestami (46). Prozanétlivé aktivity makrofagii zahrnuji prezentaci antigenu, akti-
vaci T-buné€k, uvolnéni cytokinli a protedz. Mezi silné Cinitele aktivace patii napf.
TGF-beta, TGF-alfa a dale reaktivni kyslikové radikaly/peroxidy (47). Vyznamnym
cytokinem z produkce Kupfferovych bun¢k je TNF-alfa (viz poskozeni jater alko-
holem), ktery mj. indukuje infiltraci tkdn¢ neutrofily. DalS§im prostfedkem, kterym
Kupfterovy buiiky ovlivituji HSC, je sekrece matrix metaloproteinazy 9 (MMP-9),
ktera aktivuje latentni TGF-beta (48, 49). TNF-alfa a MMP-9 se také ucastni pochodt
regenerace jater.

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS — reactive oxygen species) a ,,oxidacni stres*
jsou mocnym podnétem k aktivaci HSC a syntéze kolagent (50). Kupfferovy buiiky
jsou jejich vyraznym zdrojem, ale ROS vznikaji také v HSC, hepatocytech a leu-
kocytech. Kupfferovy buiiky ovlivituji HSC také tvorbou NO (oxid dusnaty), ktery
tvoti protivahu stimula¢niho vlivu ROS snizenim aktivace HSC a omezenim jejich
kontraktility (51).
je zprostiedkovana zejména pomoci IL-4 (interleukin 4) a dale jsou schopny induko-
vat imunotoleranci a diferenciaci T-bunék.

Dalsi, nove postulovany koncept se tyka chovani Kupfferovych bun¢k béhem faze
rezoluce (ustupu) fibrozy. Lze se domnivat, ze makrofagy hraji aktivné;jsi roli, prav-
dépodobné v produkci protedz degradujicich fibrilarni matrix. V poskozenych jatrech
vedla experimentalni blokada infiltrace makrofagy k zruseni aktivace klidovych HSC
v myofibroblasty (52).

Trombocyty jsou mohutnym zdrojem cytokint a ristovych faktorti a i¢astni se pato-
fyziologickych pochodli v nemocnych jatrech. Pro HSC vytvafeji nejvyznamnéjsi
mitogenni cytokin — PDGF (platelet derived growth factor), ddle TGF-beta a EGF
(epidermal growth factor) (53). Tvorba PDGF je zvysena ve fibrotickych jatrech (54)
a jeho inhibice snizuje experimentalni fibrogenezi (55).

Leukocyty, které se akumuluji v jatrech béhem poskozeni, jsou dalSim velkym
zdrojem molekul, které ovliviiuji chovani HSC. Neutrofily jsou vyraznym zdrojem
kyslikovych radikald, které maji piimy stimulacni vliv na syntézu kolagenu. Akti-
vované neutrofily také vytvareji molekuly NO, které alespon ¢astecné snizuji vliv
kyslikovych radikala.

Lymfocyty jsou zdrojem cytokinti. Nékteré, véetné CD4+ T-helper (Th) bunék jsou
pfimo v jatrech lokalizovany, ale vyznamné mnozstvi tvoii cirkulujici oddil lymfocy-
ti. Vliv téchto cirkulujicich lymfocytli na ¢innost jater je veliky a zatim nedostatecné
studovany.

Rozlisuji se celkove dva typy cytokinové tvorby lymfocyti — Thl a Th2 reakce.
Zjednodusené plati, ze Thl bunky produkuji cytokiny, které podporuji bunécnou
imunitu. Ptikladem je INF-gama (interferon gamma), TNF-alfa a interleukin IL-2.
Th2 buiiky podporuji humoralni imunitu pomoci IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13. Th1 buiiky
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potlacuji rozvoj Th2 bunék, a naopak. Reakce hostitele na infekci nebo poskozeni se
Casto polarizuje bud’ do odpovédi Thl, nebo Th2, ale ne do obou. Obecné Ize fici, ze
lymfocyty Th2 favorizuji pfi poSkozeni jater fibrogenezi (56).

Extracelularni matrix je zasobarnou riistovych faktord, napt. PDGF. Rada makrom-
olekul extracelularni matrix pfenasi signaly na HSC pfimo, nikoliv pomoci cytokint.
Komunikuji pfes integriny, coZ jsou membranové receptory, které prenaseji pozicni
signaly z okoli dovnitf bunky. Integriny také ovliviiuji motilitu buiky.

Perpetuace

Druha faze aktivace HSC — udrzovaci — zahrnuje nasledné bunécné aktivity:

1. Ztrata retinoidu. Pti aktivaci HSC dochézi k vymizeni tukovych kapének s reti-
noidy v cytoplazmé. Vyznam tohoto jevu je nejasny. Retinol je béhem aktivace vylu-
covan ve forme retinolu a ne jako ulozeny ester. Byla také zjiSténa pritomnost fady
retinoidovych receptort v jadie HSC a jejich pfislusné ligandy. Neni znamo, zda je
ztrata retinoidd vyZadovéana pro iniciaci ¢i udrzovani fibrogeneze.

2. Proliferace. Behem casné faze se indukuje tvorba receptord PDGF na povrchu
HSC a tim se zesiluje vnimavost k signalim tohoto schopného mitogenu. Mnozstvi
HSC se vyrazné zvysi béhem poskozeni jater.

PDGF-receptor patii do skupiny tzv. tyrosinkinaz, které jsou vyznamné pii prenosu
signali mnoha cytokinit do HSC (napt. HGF — hepatocyte growth factor, EGF — epider-
mal growth factor, VEGF — vascular endothelial growth factor, FGF — fibroblast growth
factor). Intraceluldrni cesty po aktivaci PDGF receptoru zahrnuji ERK/MAP kinazu,
PI-3-kindzu a STAT-1 (signal transducers and activators of transcription) (57).

PDGF-ligand je nejsilnéj$i mitogen hvézdicovych bunék, mezi dalsi mitogeny patii
endotelin-1, FGF, IGF a jiné.

3. Fibrogeneze. Zvysena produkce patologické ECM. Nejsiln€j$im stimulem k tvor-
be kolagenu je TGF-beta, jehoz zdroje jsou autokrinni i parakrinni. TGF-beta ma
ustfedni ulohu ve fibrogenezi, pomaha aktivaci zdnétlivych bunék, epitelidlni-mezen-
chymalni preméné (EMT) bun€k a ovliviiuje aktivitu fibroblastl. TGF-beta pfenasi
signaly pomoci svého transmembranového receptoru (serin/threonin kinaza) a akti-
vuje intracelularné tzv. Smad-proteiny, které nasledné ovliviiuji transkripce cilovych
genu v jadre bunky.

Syntéza kolagenu v HSC je regulovana jak na transkripcnim, tak na posttranskrip¢-
nim stupni (58). Klicova tolik neni zvySena transkripcni aktivita genu, jako zejmé-
na zesilend stabilita mRNA kolagenu u aktivovanych HSC. Za normalnich okolnosti
se velké mnozstvi mRNA degraduje, dfive nez dojde k procesu translace v primarni
protein. Potranskripéni regulace mRNA kolagenu je velmi dobie popséna a souvisi
s aktivitou RNA-binding proteinu alfa-CP2 na 3 regionu a s tzv. stem-loop strukturou
na 5" regionu mRNA kolagenu (59).

4. Kontraktilita. Kontrakce HSC mize byt hlavnim faktorem ¢asné portalni hyper-
tenze. Vybézky HSC obepinaji sinusoidy a jsou schopny kontrakce, coz je dano nej-
spiSe expresi vldken aktinu (alfa-SMA) v cytoplazmé. Tim aktivované HSC blokuji
tok v sinusoidach. U pokrocilé cirh6zy kontrakei fibrotickych sept kontrahuji cela
cirhoticka jatra. Regulace fibrogeneze se také ti¢astni cytokiny s vazoaktivnim poten-
cidlem (60). Vazodilatacni latky (NO, relaxin) maji antifibroticky efekt, substance
vazokonstrikéni (noradrenalin, angiotensin II) opacny (61, 62).
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Hlavnim kontraktilnim stimulem pro HSC je endotelin-1 (ET-1, vyznamn4 je tiloha
endotelinového receptoru A) (63, 64). Endotelinové receptory jsou tvofeny jak na
klidovych, tak na aktivovanych HSC. Slozeni jednotlivych receptoril a tim schopnost
reagovat na endotelinovou stimulaci se méni béhem procesu aktivace HSC. Celko-
vé se endotelinovy systém v cirhotickych jatrech aktivuje, ale tato aktivace je velmi
komplexni (65).

Angiotensin II je efektor osy renin-angiotenzin, ktera je hlavnim regulatorem arte-
ridlniho tlaku. Vyznamné soucésti tohoto systému jsou exprimovany v chronicky
postizenych jatrech. Aktivované HSC vytvareji angiotenzin II (66, 67). Farmakolo-
gicka a geneticka ablace systému renin-angiotenzin vyznamné snizuje experimentalni
fibrozu jater (68, 69). Angiotenzin Il indukuje zanétlivy infiltrat jater a stimuluje fadu
profibrogennich ¢innosti aktivovanych HSC — proliferaci, migraci, sekreci prozanét-
livych cytokinil a syntézu kolagenu (70). Tyto ¢innosti jsou ovlivilovany reaktivnimi
kyslikovymi radikaly vytvofenymi oxidazou NADPH. Tento enzym je konstitutivné
funkéni ve fibrogennich bunkdach (ale také v Kupfferovych bunkach). Naruseni oxida-
zy NADPH v experimentu vyznamné redukuje patologickou fibrogenezi (71).

Dalsimi kontraktilnimi a relaxa¢nimi stimuly jsou prostaglandin D2 (PGD2), pro-
staglandin E2 (PGE2) a tromboxany, které jsou tvofeny Kupfferovymi bunkami.
Tromboxany podporuji kontrakci HSC a PGE2 relaxaci (72).

Vazodilata¢nim arelaxacnim faktorem, pisobicim proti kontrakci vybézkia HSC endote-
linem, je plyn kysli¢nik dusnaty (NO), ktery je mimo jiné zdroje také ptivodem z HSC.

Molekulou s vazodilatacnimi Gcinky je také H2S. Tento plyn je v jatrech vytvaien
z cysteinu pomoci enzymu cystathion-gama-lyaza (CSE). Enzym je tvofen v klido-
vych HSC a hepatocytech, ne vSak v endotelovych buitkdch. H2S uvoliiuje kontrakci
HSC. Aktivace HSC potlaci expresi CSE a tim narusi tvorbu H2S. Aktivace tak dale
zesiluje schopnost kontrakce HSC a ptispiva k portalni hypertenzi (73).

5. Degradace matrix. Akumulace extraceluldrni matrix je vysledkem dvou pro-
cesll — zvySené syntézy i snizené degradace (74). Vedle produkce patologické matrix
vytvareji HSC také produkty rozrusujici normalni ECM.

Matrix metaloproteinazy (MMP) jsou enzymy schopné cilené degradace kolage-
nt i nekolagennich komponent ECM (75). Matrix metaloproteinazy jsou vytvafeny
a uvolnovany podle aktualnich potfeb (on demand) a vétSinou jako neaktivni enzy-
my. Jsou produkovany riznymi bunéénymi typy v jatrech, nejenom HSC. Neaktivni
MMP jsou aktivovany proteolytickym Stépenim bud’ jinou MMP (membranovy typ
MMP-1), nebo plazminem. Inhibovany jsou naopak vazbou na tzv. tkanové inhibi-
tory metaloproteinaz (TIMP 1-3). Vysledn4 aktivita kolagenaz je pak dana relativ-
nim pomérem aktivnich MMP a jejich inhibitortt TIMP.

V pocatcich jaterniho poskozeni dochazi k degradaci normalni subendotelové matrix.
Musi ustoupit nové tvorbe€. Podstatnou soucasti piivodni zdravé nefibrilarni matrix je
kolagen IV. typu (komponenta bazalnich membran obecné), ktery je rozruSovan pomoci
MMP-2 a MMP-9. HSC vytvaieji matrix metaloproteinazu-2 (MMP-2, gelatinaza A),
jejizlatentni formaje aktivovana MMP-1 a MMP-2. Matrix metaloproteinazu-9 (MMP-9,
gelatindza B) uvoliuji Kupfferovy buiiky. Celkoveé dochazi k poklesu proteazové aktivi-
ty a tim k posunuti rovnovahy vyrazné ve prospéch akumulace ECM (76).

Jiné metaloproteinazy (MMP-1,-8,-13) maji naopak schopnost degradovat patolo-
gickou fibrilarni ECM, a jsou proto inhibovany pomoci TIMP. Uplatiiuji se v obdobi
regrese jizvy, kdy se inhibitory (TIMP) uvoliiuji z vazby.



