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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wiele choréb i czynnikéw toksycznych uszkadza watrobg powodujac w niej trudne do odwréce-
nia zmiany. Procesy chorobowe toczace si¢ w watrobie prowadza czg¢sto poprzez widknienie do
jej marskosci. Podstawowym wydarzeniem dla rozwoju widknienia watroby jest aktywacja ko-
mérek gwiazdzistych (HSC). Sa to komérki o morfologii zblizonej do komérek nerwowych, lecz
aktywowane, morfologicznie i funkcjonalnie przypominaja fibroblasty. Aktywowane HSC wy-
dzielaja wiele substancji promujacych aktywacj¢ pozostatych HSC, a takze zaczynaja wydzielaé
znaczne ilosci biatek macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM), z ktérych najwazniejszy dla prze-
biegu widknienia jest kolagen typu I. Aktywowane HSC wytwarzaja réwniez substancje bloku-
jace aktywno$¢ enzymoéw proteolitycznych mogacych rozktada¢ nadmiar ECM.

Za aktywacj¢ HSC i jej podtrzymanie sa odpowiedzialne gtéwnie cytokiny oraz stres oksydacyj-
ny. Transmisja sygnatéw aktywujacych komorki gwiazdziste odbywa si¢ poprzez liczne kinazy.
Najistotniejszymi z nich sa: JINK, ERK1/2, p38, TAK-1, PKC, FAK, P3IK. Sygnaty, uruchomio-
ne po zwigzaniu receptoréw na btonie komérkowej odpowiednim ligandem, poprzez cytoplazme
przekazywane sa do jadra komoérkowego, gdzie wpltywaja na aktywnos$¢ czynnikéw transkryp-
cyjnych, takich jak: Smad, AP-1 czy NF-kB. Powodujg one zmiany w transkrypcji genéw, wpty-
wajac na morfologi¢ i funkcje komdrki. Pojawiaja si¢ czynniki §wiadczace o stopniu aktywacji
HSC (aSMA, kolagen typu I, TIMP-1) oraz nasilajace proces chorobowy (PDGF, TGF-f).

Mimo obszernej wiedzy na temat mechanizméw zwiazanych z rozwojem widknienia watroby
wiele jeszcze pozostalo do wyjasnienia, a co najwazniejsze dotad nie opracowano skutecznej te-
rapii. Dlatego tez niezbedne sa dalsze badania i pogtebienie wiedzy na temat tego problemu.

aktywacja komorek gwiaZdzistych ¢ wiéknienie watroby ¢ TGF-j3 * Smad < MAPK

Summary

Many different diseases and toxins can cause liver damage, which is difficult to treat and often
leads to the development of liver fibrosis or even cirrhosis. The key event in this process is the
activation of hepatic stellate cells (HSCs). During such activation, HSCs undergo a dramatic
transformation in morphology and behavior, changing from a neuronal-like to a fibroblast-like mor-
phology. After activation, HSCs increase their proliferation rate and extracellular matrix (ECM)
production. Overproduction of ECM, which contains mainly collagen type I, is a direct cause of
liver disruption. HSCs also produce substances which inhibit protease activities, such as TIMPs,
which enhance ECM deposition in the liver. On the molecular level, HSCs are activated by cy-
tokines, growth factors, and oxidative stress, which are abundant in afflicted liver. These factors
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induce intracellular signals transmitted by many kinases, the most important of which are JNK,
ERK1/2, p38, TAK-1, PKC, FAK, and P3IK. Signals transmitted via these pathways change the
activities of transcription factors such as Smad, AP-1, and NF-kB. This in turn causes changes in
gene transcription and ultimately alters the whole cell’s behavior and morphology. The cell be-
gins the production collagen type I, TIMP-1, and aSMA. Activated HSCs can sustain their own
activation by producing growth factors such as PDGF and TGF-f. Despite the vast knowledge
about the mechanisms causing liver fibrosis and cirrhosis, there is still no effective cure. Further
studies are therefore needed to solve this problem.
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(o smooth muscules actin); ACALD - aldehyd octowy (acetaldehyde); ADH - dehydrogenaza
alkoholowa (alcohol dehydrogenase); ALD - alkoholowa choroba watroby (alcoholic liver disease);
ALDH - dehydrogenaza aldehydowa (acetaldehyde dehydrogenase); AP-1 - czynnik transkrypcyjny
(activator protein-1); APC - komdrki prezentujace antygen (antigen presenting cells);

ATF2 - czynnik aktywujacy transkrypcje 2 (activating transcription factor-2); Atk - kinaza biatkowa
B (agammaglobulinemia tyrosine kinase); BTEB - czynnik transkrypcyjny (basic transcriptional
element binding); C/EBP - biatko wigzace i aktywujgce CCAAT (CCAAT/enhancer binding protein);
CBP/p300 - biatko wigzace CREB i p300 (CREB binding protein and binding protein p300);
COL1A - gen kolagenu alfa typu | (collagen | alpha 1 gene); COX-2 - cyklooksygenaza 2
(cyclooxygenase 2); CREB - czynnik transkrypcyjny aktywowany za posrednictwem fosforylacji przez
PKA (cAMP response element binding); CTGF - czynnik wzrostu tkanki facznej (connective tissue
growth factor); CYP2E1 - izoforma 2E1 cytochromu P-450; DDR - receptor domeny dyskoidynowej
(discoidin domain receptor); ECM - macierz zewnatrzkomérkowa (extracellular matrix);

EGF - endotelialny czynnik wzrostu (endothelial growth factor); ERK1/2 - kinazy aktywowane
sygnatami zewnetrznymi (extracellular signal-regulated kinases); ET-1 - endotelina 1 (endothelin-1);
FAK - kinaza adhezji miejscowej (focal adhesion kinase); FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw
(fibroblast growth factor); GFAP - fibrylarne kwasne biatko glejowe (glial fibrillary acid protein);
GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor); GPX - peroksydaza glutationu (glutathione peroxidase);
GSH - glutation (glutathione); HAK - 4-hydroksy-2,3-alkenal; HBV - wirus zapalenia watroby

typu B (hepatitis B virus); HCV - wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus); HGF -czynnik
wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor); HNE - 4-hydroksy-2-nonenal; HSC - ludzkie
komorki gwiazdziste (human stellate cells); IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin like
growth factor); IL - interleukina (interleukin); IxB - inhibitor czynnika jadrowego kB (inhibitor of
kB); IxK - inhibitor kinazy kB (inhibitor of kB kinase); JNK - kinaza N-koficowego odcinka c-Jun
(c-Jun N-terminal kinase); KBK - komorki Browicza-Kupffera; KGF - czynnik wzrostu keratynocytow
(keratinocyte growth factor); LBP - biatko wigzace LPS (LPS binding protein); LPS - lipopolisacharyd
(lipopolisaccharide); MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen (mitogen-activated protein
kinases); MAT - adenozylotransferaza metioniny (methionine adenosyltransferase);

MCP-1 - biatko przyciggajgce monocyty 1 (monocyte chemoattractant protein-1);

M-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw (macrophage colony-stimulating factor);
MDA - aldehyd dimalonowy (malondialdehyde); MEK - kinaza serynowo-treoninowa (mitogen-
activated protein/extracellular signal-regulated kinase kinase); MEOS - mikrosomalny system
utleniania etanolu (microsomal ethanol oxidizing system); MFB - miofibroblasty (miofibroblasts);
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MKK - kinaza kinazy MAP (mitogen-activated protein kinase kinase);

MMP - mataloproteinazy macierzy (matrix metaloproteinase); MOK - kinaza MOK (MOK kinase);
NAD - dinukleotyd nikotynamidowy (nicotinamido dinucleotide); NF-kB - czynnik jadrowy kB
(nuclear factor kB); NLK - kinaza nemopodobna (nemo-like kinase); PAF - ptytkowy czynnik
aktywujacy (plateled activating factor); PAK - kinaza serynowo-treoninowa (p21 activated kinase);
PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor); PDK-1 - kinaza zalezna

od fosfoinozytolu 1 (3’-phosphoinositide-dependent kinase-1); PGE2 - prostaglandyna E2
(prostaglandin E2); PI-3K - kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase);

PKA - kinaza zalezna od cAMP (cAMP-dependent protein kinase); PKC - kinaza biatkowa C (protein
kinase C); PLCY - fosfolipaza C (phospholipase C); PPARY - receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomow (peroxisome proliferator-activated receptor); Ras-GTP/GDP - mate biatko wigzace
GTP lub GDP; ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); RSK - kinaza rybosomalna S6
(ribosomal S6 kinase); SAM - S-adenozyno-metionina (S-adenosyl methionine);

SEC - zatokowe komarki nabtonkowe (sinusoidel endothelial cells); SEK - kinaza SAPK/ERK (SAPK/

ERK kinase); Sp-1 - stabilne biatko 1 (stable protein 1); STAT 3 - biatko przekazujace informacje

i aktywujgce transkrypcje (signal transduction and activator of transcription); SYN - synaptofizyna
(synaptophysin); TAK-1 - kinaza odkryta w Triticum aestivum (Triticum aestivum kinase);

TGF-f3 - transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor); TGF-BR - receptor czynnika
transformujacego P (transforming growth factor 3 receptor); TIMP-1 - tkankowy inhibitor proteaz 1
(tissue inhibitor of metaloproteinases-1); TLR - receptory Toll-like (Toll-like receptors); TNF - czynnik
martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor); VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego

(vascular endothelial growth factor).

1. WprowADZENIE

Komorki gwiazdziste (human stellate cells — HSC), nazy-
wane takze komoérkami Ito czy lipocytami, w prawidtowej
watrobie stanowig 1,4% jej objetosci, wykazujac maty po-
tencjal podziatowy oraz niewielka liczebnos¢ w poréwna-
niu z hepatocytami (3,6-6 HSC przypada na 100 hepato-
cytow). Komorki HSC sa umiejscowione w przestrzeniach
migdzy hepatocytami a zatokowymi komoérkami nabton-
kowymi (sinusoidal endothelial cells — SEC), nazywanych
przestrzeniami Dissego. Od cial HSC odchodza wypust-
ki dendrytyczne o dtugosci 20-30 um penetrujace znaczna
przestrzei watroby [60]. Spoczynkowe HSC przypominaja
wygladem komorki nerwowe i skojarzenie to nie jest dalekie
od prawdy, bowiem czg$¢ Zrédet literaturowych sugeruje, ze
HSC maja wigcej wspdlnego z ektodermalnymi komérkami
nerwowymi niz z pozostatymi mezodermalnymi komérka-
mi watroby. HSC wykazuja ekspresje markeréw typowych
dla komorek nerwowych, takich jak: filamenty fibrylarnych
kwasnych biatek glejowych (glial fibrillary acid proteins —
GFAP) [25,100], czy nestyna [100]. Udowodniono réwniez
u HSC ekspresje synaptofizyny (SYN) [25], glikoproteiny
transbtonowej kontrolujacej uwalnianie neuroprzekaznikéw
w synapsach [2]. Ponadto, HSC znajduja si¢ w bliskim kon-
takcie z zakonczeniami nerwowymi [32,138]. Fakty te zda-
ja sig¢ potwierdzac hipoteze, ze HSC posrednicza w kontro-
li osrodkowego uktadu nerwowego nad funkcjami watroby
[25], lecz nie zostato to doswiadczalnie udowodnione.

Gléwnym zadaniem HSC jest: wytwarzanie i degradacja
macierzy zewnatrzkomoérkowej, regulacja cisnienia krwi
w naczyniach watroby, wytwarzanie cytokin, prostaglan-
dyn i czynnikéw wzrostowych oraz magazynowanie wi-
taminy A. Witamina ta jest przechowywana w cytopla-
zmatycznych kroplach ttuszczu bogatych w estry retinolu.
Retinol w HSC stanowi 80% catej witaminy A przecho-
wywanej w watrobie [60].

HSC uczestnicza w odpowiedzi uktadu odpornosciowego
na infekcje w watrobie jako komérki prezentujace antyge-
ny (antigen presenting cells — APC). Hipotezg tg potwier-
dza to, ze HSC wykazuja ekspresj¢ antygenéw charakte-
rystycznych dla APC, w tym MHC-I, MHC-II oraz CD1
[147]. Ponadto, HSC wytwarzaja wiele cytokin i chemo-
kin charakterystycznych dla APC, takich jak: IL-6, -8, -10
czy MCP-1 [88,94,121] oraz maja na powierzchni btony
komoérkowej TLR-4 (Toll-like receptor 4) [86,103], TLR-
2 [102] i receptory dla fragmentu Fc przeciwcial umozli-
wiajace endocytoze oplaszczonych przez immunoglobu-
liny antygenéw [123]. Obecnos¢ tych elementéw sprawia,
ze HSC Scisle wspétpracuja z uktadem immunologicz-
nym watroby, zaréwno w warunkach fizjologicznych jak
i patologicznych.

W wyniku uszkodzenia watroby lub w hodowli in vitro na
podtozu plastikowym komoérki gwiazdziste ulegaja aktywa-
cji i zwigkszaja tempo podzialéw komoérkowych. Nastgpnie
zanikaja krople cytoplazmatyczne zawierajace witaming A.
Pojawia si¢ natomiast ekspresja o-aktyny charakterystycz-
nej dla komérek migsni gtadkich (o smooth muscules ac-
tin — aSMA). Transformacja HSC prowadzi do powstania
komorek o fenotypie fibroblastyczno-mi¢sniowym (MFB
— miofibroblasts) [60]. Dzigki obecnosci biatka aSMA
transformowane HSC uzyskuja mozliwos¢ ruchu i migru-
ja przyciagane chemotaktycznie przez komorki wydziela-
jace w miejscu uszkodzenia PDGF i MCP-1 [93]. W wy-
niku aktywacji gendw COLIA i COLIA2 (gen kolagenu
alfa typu I — collagen I alpha 1 gene) w miejscach uszko-
dzen watroby, HSC zaczynaja syntetyzowac kolagen typu
I jako sktadnik macierzy zewnatrzkomérkowej. Nadmierne
wytwarzanie ECM jest gtéwnym powodem choroby wték-
nieniowej watroby.

Aktywowane HSC wytwarzaja nie tylko nadmierne ilosci
ECM, ale réwniez wiele réznorodnych cytokin i chemo-
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kin powodujac lawing sygnatéw miedzykomoérkowych, kté-
ra prowadzi do aktywacji dalszych HSC i w konsekwencji
do nasilenia procesow chorobowych. Dlatego proces ak-
tywacji i transformacji HSC uznany zostat za podstawo-
wy w rozwoju wiéknienia watroby [116].

Widknienie watroby rozwija sig¢ pod wptywem dtugotrwa-
tego jej uszkadzania, a nieleczone prowadzi do marsko-
Sci watroby i w konsekwencji do uposledzenia jej funkcji
w organizmie. Istnieje wiele przyczyn etiologicznych tego
procesu: naduzywanie alkoholu, infekcje wirusowe (HCV,
HBV), sttuszczenie watroby, choroba autoimmunologicz-
na, zatrucia lekami, pasozyty, choroby metaboliczne (he-
mochromatoza, choroba Wilsona) oraz choroby drég z6t-
ciowych. Mimo réznorodnosci czynnikéw etiologicznych
rozwdj choroby jest bardzo podobny [49].

W prawidlowej watrobie przestrzen migdzy komdrkami wy-
petniaja niewielkie ilosci ECM o niskiej gestosci zawiera-
jacej wysoko usieciowany kolagen. Zadaniem tej macierzy
zewnatrzkomoérkowej jest tworzenie podpory dla komérek
watroby jak i posredniczenie w przesylaniu sygnaléw mig-
dzy komérkami przez rozpuszczone w niej czynniki wzro-
stu czy inne cytokiny. W trakcie zmian witéknieniowych
nastgpuje przebudowa ECM na bardziej widknista, ktéra
nie spetnia funkcji pierwotnej ECM [49].

W zdrowym organizmie istnieja mechanizmy usuwajace
macierz zewnatrzkomérkowa. Jest to cata rodzina enzyméw
zwanych metaloproteinazami macierzy zewnatrzkomorko-
wej (matrix metaloproteinase — MMP) odpowiadajacych za
trawienie ECM. MMP sa wytwarzane w komérkach w po-
staci nieaktywnej, a po wydzieleniu do przestrzeni mig¢dzy-
komorkowej ulegaja aktywacji proteolitycznej przez inne
proteazy. Komoérki wydzielaja réwniez substancje hamu-
jace juz aktywne MMP, sa to tkankowe inhibitory proteaz
(tissue inhibitors of metaloproteinases TIMP-1, -2, -3, -4).
Dzigki takim mechanizmom utrzymywana jest delikatna
rownowaga miedzy synteza a degradacja ECM. Aktywacja
HSC jest fizjologiczna czgscia procesu ,,gojenia’” uszko-
dzeni watroby, lecz przedtuzajaca sie aktywnosé HSC pro-
wadzi do widknienia watroby [3].

Zmiany zachodzace we widkniejacej watrobie pogarszaja
jej funkcje powodujac zmniejszenie wytwarzania czynni-
kéw krzepnigceia, albuminy surowicy krwi oraz zmniejsza-
jac aktywnos¢ detoksyfikacyjng watroby [49]. Dalszy roz-
woj choroby prowadzi do marskosci watroby i glebokiej
niewydolnosci tego narzadu. W marskiej watrobie czgsto
dochodzi do procesu nowotworzenia i rozwoju pierwot-
nego raka watroby. Jest to jeden z najcze¢stszych ztosli-
wych nowotworéw na $wiecie (okoto 1 milion zachoro-
wan w roku) [8].

Widknienie watroby moze by¢ czgsciowo odwracalne pod
warunkiem eliminacji pierwotnego czynnika uszkadza-
jacego watrobe. Na mozliwosci wyleczenia maja istotny
wplyw takie czynniki jak: istniejacy stopient zahamowania
aktywnosci enzymow degradujacych ECM (MMP), wy-
twarzanie substancji hamujacych aktywnos¢ tych enzy-
moéw (TIMP), czas trwania choroby (im dtuzszy czas, tym
wigksze usieciowanie kolagenu i trudniejsze jego usunig-
cie), ogblna ilo$¢ nieprawidtowej ECM w narzadzie [49].
Leczenie widknienia watroby jest trudne, terapia nie jest

wystarczajaco skuteczna i wielu pacjentéw na nia nie re-
aguje. Potrzebne sa wigc dalsze badania dotyczace me-
chanizméw widknienia i lekéw skutecznych w hamowa-
niu tego procesu.

2. CzynNIKI PROMUJACE AKTYWACJE KOMOREK GWIAZDZISTYCH

Uszkodzenie watroby powoduje przejscie spoczynkowych
HSC w postaé¢ aktywowana. Objawia si¢ to zmiang fenoty-
pu: z komoérek neuronopodobnych majacych liczne wypust-
ki, HSC przeksztatcajg sig¢ w postaé wrzecionowata przy-
pominajaca fibroblasty. Przebudowie ulega cytoskeleton
komérki, pojawia sig aSMA, dzigki czemu HSC uzyskuja
zdolnos¢ ruchu i chemotaksji oraz zaczynaja szybciej pro-
liferowacé. W wyniku aktywacji HSC wytwarzaja nadmier-
ne ilosci ECM o zwigkszonej ilosci kolagenu typu I, co jest
bezposrednia przyczyna widknienia tkanek watroby [60].

Aktywacja HSC nastgpuje pod wptywem czynnika uszka-
dzajacego watrobe, ale w procesie tym posredniczy wie-
le substancji wytwarzanych w procesie uszkodzenia.
Najsilniejsze dzialanie wykazuja cytokiny, w tym: inter-
leukiny, czynniki wzrostu i chemokiny, takie jak: PDGF,
TGF-B, VEGF, ET-1, FGF, PAF, MCP-1, IGF, IL-6, KGF,
leptyna, HGF. Z tej grupy najsilniejsze dziatanie wywiera-
ja dwie substancje: PDGF oraz TGF-J3 [60,116].

HSC moga by¢ aktywowane przez reaktywne formy tlenu
(reactive oxygen species — ROS) powstajace w wyniku me-
tabolizmu etanolu czy innych toksyn, lub wytwarzane przez
komérki uktadu odpornosciowego. ROS sa czasteczkami
wysoce aktywnymi, atakuja makromolekuty komérkowe
zmieniajac ich wlasciwosci i aktywnos$é. Produkty tych re-
akcji sa nastgpna grupa aktywatoréw widknienia [133,135].

Aktywacje HSC umownie mozna podzieli¢ na dwa eta-
py: inicjacj¢ i kontynuacj¢. Za inicjowanie procesu akty-
wacji HSC odpowiadaja przede wszystkim czynniki para-
krynne — pochodzace z innych Zrédet niz wtasna komérka.
Natomiast kontynuacja aktywacji, cho¢ wspomagana tak-
ze przez stymulacj¢ parakrynna, zalezy przede wszystkim
od czynnikéw autokrynnych [116].

2.1. Rola LPS w aktywacji HSC

W ALD (alcoholic liver disease) komérkami inicjujacymi
proces aktywacji HSC sa osiadte makrofagi zwane komor-
kami Browicza-Kupffera (KBK). Nadmierne i przewlekte
spozywanie alkoholu powoduje namnozenie si¢ flory bak-
teryjnej Gram-ujemnej w przewodzie pokarmowym [134]
Gtéwnym sktadnikiem Sciany komérkowej u tego typu
bakterii jest lipopolisacharyd (LPS) zwany réwniez endo-
toksyna, ktéry jest bardzo silnym stymulatorem komoérek
uktadu odpornosciowego. Spozyty alkohol etylowy od-
dziatluje bezposrednio na blong Sluzowa jelita zwigkszajac
jego przepuszczalnos¢ dla makromolekut, takich jak LPS
[11]. Dzieje si¢ tak na skutek zwigkszenia ptynnosci lipi-
doéw i lipoprotein w btonach §luzéwki [134]. Endotoksyna
przedostaje si¢ z jelit poprzez krazenie wrotne do watroby,
gdzie wykrywana jest przez TLR4 znajdujacy si¢ w blo-
nie KBK. Domeny cytoplazmatyczne TLR4 rozpoczynaja
kaskadg fosforylacji obejmujaca aktywacje¢ JNK, p38 oraz
NF-xB prowadzaca do zwigkszenia ekspresji gendéw cy-
tokin i chemokin prozapalnych, takich jak: TGF-3, TNF,
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IL-8, IL-1 czy MCP-1 [134,139,152] oraz ROS powodu-
jac rozwdj stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego [132].

Ponadto, aktywowane KBK sg Zrédtem MMP-9, ktéra roz-
ktadajac ECM uaktywnia zawarte w niej w postaci latentne;j
czynniki wzrostowe i cytokiny (TGF-f, PDGF, EGF) [60].
Wzrost poziomu cytokin prozapalnych powoduje rekrutacje
neutrofili obojetnochtonnych do watroby i progresje¢ stanu
zapalnego. Stres oksydacyjny i alkohol uwrazliwiaja hepa-
tocyty na cytotoksyczne dziatanie TNF, ktéry w tych wa-
runkach powoduje ich apoptozg i nekrozeg [64,156]. Z roz-
padajacych si¢ hepatocytéw sg uwalniane dalsze substancje
podtrzymujace stan zapalny [16]. Cytokiny prozapalne ini-
cjuja i podtrzymuja aktywacje HSC. LPS moze réwniez
bezposrednio wptywac na aktywnos¢ HSC, gdyz komorki
te wykazuja ekspresje TLR4 na powierzchni btony komor-
kowej [86,103]. Wykazano, ze nawet niskie st¢zenia LPS
aktywuja NF-xB, JNK oraz stymuluja syntez¢ chemokin
i molekut adhezyjnych istotnych w rozwoju ALD [103].

2.2. Rola metabolizmu etanolu w aktywacji HSC

Alkohol etylowy w krétkim czasie po spozyciu jest wchta-
niany poprzez btony Sluzowe przewodu pokarmowego do
krwiobiegu. Z krwi etanol wychwytywany jest i metaboli-
zowany gtéwnie w watrobie (90%), pozostata czg$¢ meta-
bolizowana jest w nerkach i ptucach. Istnieja trzy gtéwne
drogi utleniania etanolu w komérkach watroby. W pierwszej
z nich etanol utleniany jest do aldehydu octowego (acetal-
dehyde — AcAld) przez dehydrogenaze alkoholowa (alcohol
dehydrogenase — ADH). Aldehyd z kolei utleniany jest do
kwasu octowego z udziatem dehydrogenazy aldehydowe;j
(acetaldehyde dehydrogenase — ALDH). Przy obu tych re-
akcjach redukowany jest kofaktor dinukleotyd nikotynami-
dowy (nicotinamido dinucleotide — NAD). Duze nasilenie
tych reakcji powoduje nagromadzenie si¢ postaci zreduko-
wanej NAD (NADH), co z kolei zaburza potencjat oksy-
doredukcyjny w hepatocytach i caly metabolizm watroby
[82]. Nieprawidtowo funkcjonujacy cykl Krebsa powodu-
je gromadzenie si¢ nadmiernych ilosci kwasu mlekowego,
gdyz brak NAD uniemozliwia utlenianie pirogronianu,
ktéry przeksztatcany jest w kwas mlekowy. W koricowym
etapie dochodzi do zaburzenia réwnowagi kwasowo-za-
sadowej krwi. Nadmiar NADH promuje synteze i odkta-
danie trgjglicerydow, dziatanie to wspiera zablokowanie
[B-oksydacji poprzez uposledzenie cyklu Krebsa. Prowadzi
to do odktadania ttuszczu w hepatocytach [35,50,82] i roz-
woju alkoholowego sttuszczenia watroby.

Przewlekte naduzywanie alkoholu zwigksza aktywnos¢
mikrosomalnego systemu utleniania etanolu (MEOS).
W sktad MEOS wchodzi cytochrom P-450, ktéry w obec-
nos$ci NADPH, tlenu oraz reduktazy NADPH i cytochromu
c utlenia etanol do kwasu octowego [24]. Produktem ubocz-
nym aktywnosci MEOS jest H,O,, ktéry utatwia utlenianie
etanolu przez trzeci system metabolizmu etanolu — katala-
z¢ [69]. Wigksze stezenia etanolu, a takze jego dtugotrwa-
e naduzywanie, zwigkszaja rolg MEOS w utlenianiu tego
zwiazku [37,83]. W konsekwencji nastgpuje ogdlny wzrost
wytwarzania ROS przez hepatocyty. W wytwarzaniu ROS
szczegblnie aktywna jest izoforma 2E1 cytochromu P-450
(CYP2E1) [23,26,148]. Aktywnos$¢ tej proteiny wzrasta
przy naduzywaniu etanolu, ktéry dodatkowo ja stabilizu-
je [70,72]. Uwaza sig, ze aktywnos¢ izoformy CYP2E1

w hepatocytach i w komoérkach Browicza-Kupffera jest
jedna z gtéwnych przyczyn stresu oksydacyjnego w prze-
biegu ALD [1,81].

Niezaleznie od szlaku, metabolizm alkoholu prowadzi do
powstawania aldehydu octowego, a nastgpnie kwasu octo-
wego. Aldehyd octowy ma wigkszy udzial w promowaniu
ALD niz sam etanol. Zwiazek ten, jak i inne aldehydy po-
wstale w wyniku metabolizmu etanolu: dialdehyd malo-
nowy (MDA) oraz 4-hydroksy-2-nonenal (HNE) moga re-
agowac z bialkami [135]. Atakowane sa grupy aminowe
aminokwaséw, w wyniku czego powstaja zasady Schiffa
[136]. Kompleksy takie wykryto w watrobie u os6b naduzy-
wajacych alkoholu [98,135]. Ich obecnos¢ stymuluje uktad
odpornosciowy do wytwarzania przeciwciat, ktére rozpo-
znaja rowniez prawidlowe biatka [133,135]. Nastgpstwem
tego jest rozwdj stanu zapalnego i autoagresywnych reak-
¢ji uktadu immunologicznego w watrobie.

2.3. Rola stresu oksydacyjnego w alkoholowej
chorobie watroby i procesie wléknienia

Stres oksydacyjny mozna zdefiniowac jako nadwyzke wy-
twarzanych ROS w komérce nad mozliwoscia ich usuwa-
nia przez mechanizmy antyoksydacyjne [116].

ROS maja niesparowane elektrony na zewnetrznych po-
wlokach swych atoméw. Sprzyja to wysokiej reaktywno-
Sci ROS, ktére wchodza w reakcje z biatkami, lipidami
i DNA powodujac zmiang ich aktywnosci lub zniszcze-
nie. W rezultacie zaburzone zostaje prawidlowe funkcjo-
nowanie komorki [116,140].

Ponadto ROS moga uczestniczy¢ w przekazywaniu sygna-
16w w komorce [74,79,106]. Udowodniono, ze nadtlenek
wodoru (H,0,) i anionorodnik ponadtlenkowy (O,") uczest-
nicza w przekazywaniu sygnatu odpowiedzi na czynniki
wzrostu i cytokiny [74,79]. Tak wigc stres oksydacyjny
moze nie tylko uszkadza¢ komorki, ale réwniez modyfiko-
wac ich odpowiedZ na sygnaty ze srodowiska, czy zmie-
nia¢ tempo podzialéw komérkowych. Sugeruje to istotna
rolg stresu oksydacyjnego w przebiegu niektérych choréb,
w tym ALD [156]. Potwierdzaja to proby leczenia pacjen-
tow zwiagzkami o charakterze antyoksydacyjnym, takimi
jak: S-adenozyno-metionina (SAM), a-tokoferol, kwerce-
tyna oraz resweratrol [57,81,104,107,129].

Metabolizm alkoholu etylowego w hepatocytach jest 7ré-
dltem ROS. W procesie tym najwigksza rolg odgrywa szlak
MEOS. Jako pierwszy wytwarzany przez MEOS jest H,O,.
Z udziatem jon6éw Fe lub Cu w reakcji Fentona z H,0O, po-
wstajg rodniki hydroksylowe (OH*), ktdre reaguja z etano-
lem tworzac rodniki 1-hydroksyetylowe, 2-hydroksyetylo-
we i etoksylowe [1,69]. Rodniki hydroksyetylowe w reakcji
z tlenem czasteczkowym tworza aldehyd octowy i aniono-
rodnik ponadtlenkowy (O,") [75].

ROS moga by¢ réwniez wytwarzane z udzialem oksydazy
ksantynowej [148]. Enzym ten w fizjologicznych warun-
kach utlenia ksantyng lub hipoksantyne¢ redukujac NAD do
NADH. Jednak w obecnosci etanolu oksydaza ksantyno-
wa zaczyna wytwarzaé¢ ROS poglebiajac stres oksydacyjny
[72]. Znaczacym Zrédlem ROS jest réwniez taficuch odde-
chowy w mitochondriach. Przewlekte spozywanie etanolu
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powoduje, ze nadmiernie wytwarzane ROS sa uwalniane
z mitochondriéw do cytoplazmy [69]. Taki przedtuzajacy
si¢ stan zapalny watroby sprzyja generacji ROS. W tym
przypadku Zrédlem ROS sa osiadle makrofagi watrobowe
KBK oraz neutrofile. Komoérki te wytwarzaja ROS w od-
powiedzi na zagrozenie ze strony drobnoustrojéw, jednak
w przypadku ALD nastgpuje nieprawidlowa ich aktywa-
cja w odpowiedzi na docierajacy z jelit LPS i alkohol ety-
lowy [132]. LPS w surowicy wiaze si¢ do biatka — LPS
binding protein (LPB), z kolei kompleks LPB-LPS wy-
chwytywany jest przez receptor LPS na powierzchni blo-
ny KBK. W sktad receptora wchodza dwa powierzch-
niowe biatka: CD14 i MD2 oraz transblonowy receptor
TLR4 [112]. Kompleks receptorowy aktywowany przez
LPS uaktywnia kinazy podstawowe dla rozwoju stanu za-
palnego (JNK i p38) oraz aktywuje czynnik transkrypcyj-
ny NF-xB [105,112].

C-koricowa czg$¢ TLR4 oddziatuje z jedna z podjednostek
(Nox4) oksydazy NADPH — enzymu najwazniejszego do
wytwarzania ROS w leukocytach. Aktywowana oksyda-
za NADPH przenosi elektrony na tlen czasteczkowy (O,)
tworzac anionorodnik ponadtlenkowy (O,"). Jest on cza-
steczka wysoce reaktywna, wigc przeksztalca si¢ w inne
rodzaje ROS: anionorodnik ponadtlenkowy (O,"), nadtle-
nek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (OH*) oraz tlen
singletowy ('O,). Najaktywniejsze sposréd tych rodzajow
ROS sa OH* i '0, [40,107].

Rézne rodzaje ROS wykazuja odmienng aktywnosc i trwa-
1o$¢. Zazwyczaj im wigksza aktywnos¢ zwigzku tym mniej-
sza trwalos¢. Najaktywniejszy OH* ma czas péttrwania
10 s, co oznacza, ze moze dyfundowaé na odlegtos¢ zale-
dwie 2 nm zanim ulegnie dezaktywacji. Nadtlenek wodoru
jest dos¢ stabilny aby przekroczy¢ btong cytoplazmatycz-
na, O, réwniez jest do tego zdolny, ale w duzo mniejszym
stopniu [107]. Oznacza to, ze ROS oddziatuja miejscowo
wplywajac na szlaki sygnatlowe komoérki [74,79] lub utle-
niaja makroczasteczki komérkowe. Produkty peroksyda-
cji lipidéw, takie jak 4-hydroksy-2,3-nonenal (HNE) czy
4-hydroksy-2,3-alkenal (HAK), maja dtugi okres péttrwa-
nia, a ich lipofilno$¢ zapewnia tatwos¢ dyfuzji przez blony
biologiczne. Dzigki temu zwiazki te moga réwniez wply-
wac na szlaki sygnatéw innych komérek niz te, w ktérych
byty wytworzone [74,79,106].

Sytuacja taka wystepuje w ALD, gdy w aktywowanych
HSC, HNE zwigkszaja aktywnos¢ JNK i AP-1, co prowa-
dzi do wzrostu syntezy kolagenu I [29,108]. Ponadto O,
i H,O, stymuluja aktywnos¢ cyklooksygenazy 2 (COX-2),
ktéra moze wzmagaé aktywacje HSC poprzez metaboli-
ty kwasu arachidonowego [99], a takze przez wytwarzanie
ROS [10,72]. Nadtlenek wodoru posredniczy takze w szla-
ku sygnatéw biegnacych z receptoréw aktywowanych przez
TGF-p, promujac aktywnosé C/EBPP (CCAAT/enhancer
binding protein) i synteze kolagenu I [38,59,107]. ROS
i HNE w HSC zwigkszaja takze syntez¢ MCP-1, chemo-
kiny odpowiedzialnej za przyciaganie aktywowanych leu-
kocytéw z zatok watrobowych do tkanki parenchymalnej
[89,107], co w konsekwencji zwigksza stan zapalny, wytwa-
rzanie ROS oraz cytokin prozapalnych i prowléknieniowych.

Stres oksydacyjny jest gfdwnym elementem w rozwoju
ALD. Procesy stanowiace jego istot¢ sa silnie powiazane

z wytwarzaniem czastek sygnatowych (cytokin, chemokin
iinterleukin). Jest to samonapgdzajacy si¢ mechanizm, kt6-
rego nastepstwem jest rozwoj proceséw widknienia watroby.

W warunkach fizjologicznych generowane ROS usuwa-
ne sa przez komérkowe systemy antyoksydacyjne: enzy-
matyczne i nieenzymatyczne. Do zabezpieczen enzyma-
tycznych zalicza si¢: katalazg, peroksydaze glutationowa,
dysmutaze¢ ponadtlenkowa oraz metalotioneiny, ferrytyne
i ceruloplazming. Nieenzymatyczne systemy antyoksyda-
cyjne stanowia: glutation, witaminy A, C, E, bilirubina,
ubichinon (koenzym Q10), kwas moczowy. Dysmutaza
ponadtlenkowa wystgpuje w dwdéch odmianach: pierw-
sza ma w centrum katalitycznym atomy cynku i miedzi
(CuZnSOD) i wystepuje przede wszystkim w cytoplazmie,
druga SOD ma atomy manganu w centrum katalitycznym
(MnSOD) i obecna jest w matrix mitochondrialnym [112].
Obie SOD katalizuja reakcje dysmutacji O, do H,O, i tle-
nu czasteczkowego. Nadtlenek wodoru z kolei rozklada-
ny jest przez katalazg i selenozalezng peroksydaze gluta-
tionowa (GPX) [46,47].

Peroksydaza glutationowa moze redukowaé réwniez orga-
niczne nadtlenki, np. produkty peroksydacji lipidéw. Przy
wysokim st¢zeniu etanolu dodatkowo katalaza uczestni-
czy w jego metabolizmie utleniajac etanol do aldehydu
octowego [112].

Ferrytyna, ceruloplazmina i metalotioneiny sa grupa bia-
tek wiazaca i przechowujaca metale. Szczegdlnie wazne
w ALD s3a jony zelaza i miedzi, poniewaz moga one nasili¢
stres oksydacyjny katalizujac reakcje powstawania ROS.
Istotnos¢ roli zelaza i miedzi w rozwoju witdknienia watro-
by potwierdzaja przypadki choréb zwiazanych z defektem
genetycznym (hematochromatoza i choroba Wilsona), po-
legajacych na gromadzeniu przez watrob¢ nadmiaru tych
metali. Prowadzi to nieuchronnie do wtéknienia i marsko-
Sci watroby [107,110,113].

Glutation (GSH) jest tréjpeptydem (Glu-Cys-Gly) zawie-
rajacym wolna grupg tiolowa (SH), dzigki ktérej wykazu-
je wilasciwosci redukcyjne. Wystepuje w cytosolu i mito-
chondriach watroby w stezeniu 5—10 mM. Jego aktywnos¢
odgrywa duza role w usuwaniu wolnych rodnikéw [84].

Mimo bogatego arsenatu antyoksydacyjnego, jaki ma wa-
troba, przewlekte naduzywanie alkoholu etylowego prowa-
dzi do wyczerpania mozliwosci obrony przed ROS. Dzieje
si¢ tak nie tylko z powodu nadmiernego wytwarzania ROS,
ale réwniez w wyniku uposledzenia mechanizméw anty-
oksydacyjnych przez etanol lub jego metabolity.

U szczuréw karmionych etanolem wykryto obnize-
nie zaréwno poziomu i aktywnosci katalazy, GPX oraz
CuZnSOD. Mechanizm tego procesu nie jest jeszcze do-
ktadnie poznany. Wiadomo natomiast, ze HNE zmniejsza
aktywno$¢ GPX, prawdopodobnie przez blokowanie ak-
tywnego centrum enzymu [112].

Przewlekte spozywanie alkoholu etylowego powoduje nie-
dozywienie organizmu oraz spadek poziomu witamin i mi-
kroelementéw. Dzieje sig tak na skutek zaburzenia trawie-
nia i wchtaniania z przewodu pokarmowego pod wptywem
etanolu. Inng przyczyna takiej sytuacji jest szkodliwe od-
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dziatywanie alkoholu na metabolizm komérek, a zwtasz-
cza pracg¢ mitochondriéw. Czynniki te powoduja spadek
stgzenia witamin i mikroelementéw, sposréd ktérych wie-
le ma charakter antyoksydantéw: witaminy C, A i E czy
cynk i selen. Alkohol inaktywuje takze enzym (adenozy-
notransferazy metioniny — MAT) uczestniczacy w prze-
mianie metioniny do S-adenozylometioniny. Niedobdr
tego zwiazku powoduje zahamowanie syntezy glutationu
(GSH), co zwigksza wrazliwos$¢ organizmu na stres oksy-
dacyjny [128].

3. CzYNNIKI WPLYWAJACE NA PROLIFERACIE HSC

Aktywowane KBK, hepatocyty, SEC (sinusoidal endothe-
lial cells), jak i same HSC sa Zrédiem substancji sygnato-
wych odgrywajacych giéwna role¢ w rozwoju wtdéknienia
watroby. HSC reaguja na t¢ ,,burz¢” sygnatowa zmianami
w morfologii i funkcji tacznie okreslanymi jako aktywacja
HSC. Niezwykle istotnym elementem aktywacji jest pro-
liferacja komérek gwiazdzistych. Opisano wiele czynni-
kéw stymulujacych ten proces. Najwazniejsze z nich opi-
sano nizej.

3.1. Plytkowy czynnik wzrostu (PDGF)

Cytokina najsilniej wzmagajaca proliferacj¢ i chemotak-
sje HSC jest PDGF. Odgrywa on takze bardzo istotng role
w podtrzymywaniu aktywacji HSC. Potwierdzeniem tego
jest to, ze w marskiej watrobie ekspresja genéw PDGF
i jego receptoréw ulega znacznemu zwigkszeniu. PDGF
wystepuje w trzech odmianach AA, BB, AB. Najsilniej na
HSC oddzialuje izoforma BB oraz AB. Jest to zwigzane
z liczba receptoréw dla tych izoform na powierzchni bto-
ny komérek HSC. W przypadku nieaktywowanych HSC
wystepuja przede wszystkim receptory izoformy AA, ale
w wyniku aktywacji zwigkszana zostaje liczba receptoréw
izoformy BB [116].

3.2. Czynnik martwicy nowotworéw (TNF)

TNF jest znana cytoking prozapalna, wytwarzang przez ak-
tywowane monocyty i makrofagi podczas procesow zapal-
nych. Jego wydzielanie najsilniej stymuluje LPS, zwlasz-
cza w obecnosci IFN-y, troche stabiej dziataja GM-CSF
i M-CSF. Udowodniono jego zaangazowanie w regulacje
apoptozy i proliferacji komérek, syntezy ECM i MMP.
W przypadku ALD rola TNF jest raczej negatywna, gdyz
cytokina ta wydzielana przez KBK i neutrofile w obecno-
Sci LPS i etanolu aktywuje HSC [116]. Komérki gwiaz-
dziste pod wptywem TNF zwigkszaja ekspresje aSMA,
receptor6w TGF-P oraz syntetyzuja wigcej fibronekty-
ny. Interesujacym jest natomiast to, ze TNF obniza syn-
tez¢ kolagenu typu I oraz III [77,116] zwigkszajac jedno-
cze$nie wytwarzanie MMP [115]. W zwiazku z tym nie
mozna uzna¢ TNF za typowy czynnik promujacy wiok-
nienie. Prawdopodobnie dziata on gléwnie na etapie ini-
cjacji procesu aktywacji komoérek HSC i raczej dziata na
etapie degradacji pierwotnej ECM niz na etapie syntezy
nowej, widknistej ECM.

3.3. Endotelina

Endotelina wystepuje w trzech izoformach: ET-1, ET-2 1 ET-
3. W watrobie jest wytwarzana przez SEC, HSC i komoér-

ki przewodow zotciowych. Podczas przebiegu proceséw
widknieniowych poziom ekspresji ET-1 znaczaco wzrasta.
Dzieje si¢ tak pod wptywem PDGF i TGF-. ET-1 moze
zwigksza¢ poziom aktywacji HSC i promowaé w ten spo-
sob wtdknienie. Komdrki HSC wykazuja ekspresje dwoch
rodzajow receptorow ET-1: ET-A i ET-B. W inicjacji ak-
tywacji HSC giéwna rolg odgrywa typ A receptora, jed-
nak w podtrzymaniu aktywacji rola receptora typu B jest
bardziej istotna. Rola ET-1 nie jest wyjasniona, poniewaz
wykazano, ze hamuje ona proliferacj¢ w pelni aktywowa-
nych HSC [116].

3.4. Inne czynniki promujace proliferacje i aktywacje
HSC

TGF-o (tumor growth factor o) jest polipeptydem synte-
tyzowanym giéwnie przez KBK oraz aktywowane HSC
[116]. W postaci aktywnej wiaze si¢ do receptorow EGF
(endothelial growth factor), stymulujac proliferacj¢ i ak-
tywacje HSC. Wykazano réwniez, ze korzystny wptyw na
aktywacje¢ HSC maja czynniki wzrostu: IGF [116], FGF
[97], VEGEF [2], CTGF [97] oraz trombina [90] i prosta-
glandyny [116].

Leptyna — hormon zaangazowany w gospodarke lipidowa,
wystepuje w zwigkszonej ilosci u pacjentéw z ALD lub
marskosciag watroby [114]. Zwigksza wydzielanie cytokin
prozapalnych, w tym IL-6, IL-12, TNF, przez aktywowa-
ne makrofagi, potegujac procesy zapalne [71]. Hormon ten
moze réwniez aktywowaé bezposrednio HSC [114] i jest
zaangazowany w synteze TIMP-1 [18].

4. CZYNNIKI TRANSKRYPCYINE KONTROLUJACE PROCES AKTYWACJI
HSC | FIBROGENEZY

Doswiadczalnie potwierdzono, ze aktywacja HSC pocia-
ga za soba zwigkszong aktywnosé NF-kB [47,62,63,116].
Aktywowane HSC wykazuja staly, podwyzszony w poréw-
naniu z komérkami spoczynkowymi, poziom aktywnego
NF-xB [43]. Mechanizm odpowiadajacy za to zjawisko nie
jest doktadnie znany, ale wiadomo, ze w komdrkach akty-
wowanych poziom IkBa jest bardzo niski [43], a ponad-
to wytwarzana jest hiperfosforylowana posta¢ IxBf nie-
majaca mozliwosci blokowania aktywnosci NF-kB. IkBf3
konkurencyjnie wypiera IxBa z kompleksu NF-kB utrzy-
mujac go w statej aktywnosci [43,73]. Przypuszcza sig, ze
wiasnie stala, podwyzszona aktywnos$¢ NF-kB jest jedna
z przyczyn opornosci aktywowanych HSC na apoptozg in-
dukowang przez TNF [80].

5. TRANSMISIA SYGNALOW KOMORKOWYCH PODCZAS AKTYWACI
HSC na przyktaDzIE PDGF

Zaréwno aktywowane jak i wyciszone HSC wykazuja eks-
presje receptoréw PDGF [116]. PDGF-R po przylaczeniu
liganda ulegaja dimeryzacji i autofosforylacji. Miejscem
fosforylacji sg reszty tyrozyny w cytoplazmatycznych do-
menach receptora. Miejsca te dzialaja jak kinazy tyrozy-
nowe fosforylujac biatka wyposazone w domeny SH-2
i PTB, ktére rozprzestrzeniaja sygnat dalej. Kaskada fos-
forylacji obejmuje kolejno biatka Grb2, mSos, a nastgp-
nie Ras oraz Raf-1. Raf-1 przekazuje sygnal na kina-
z¢ MEK, a ta na kinazy ERK 1/2 [111]. Aktywna posta¢
ERK 1/2 jest transportowana do jadra, gdzie fosforyluje
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Tabela 1. Czynniki transkrypcyjne kontrolujace proces aktywacji HSCi fibrogenezy

Czynniki transkrypcyjne Funkgja

Wiaze sie do sekwencji DNA znajdujacej sie miedzy 292 a 670 bp w pierwszym intronie ludzkiego genu COL1A1
i requluje jego transkrypcje [55]. Bierze udziat w kontroli proceséw wzrostu, podziatu i réznicowania komérki
[122,145]. Jego aktywno$¢ wykryto jedynie w komdrkach aktywowanych [4]. JunD, sktadnik AP-1 bierze udziat
w indukgji ekspresji TIMP-1i 1L-6 [125].

Nalezy do rodziny biatek zawierajacych,,palce cynkowe”. Wigze sie z sekwencjami DNA, bogatymi w pary
zasad (G w genach docelowych i zmienia ich ekspresje. W przypadku genu COL1A2 wiaze sie do sekwencji
w promotorze tego genu miedzy -303 a -271 para zasad [55]. Potwierdzeniem roli Sp-1 w wytwarzaniu
kolagenu przez aktywowane HSC jest to, ze w tych komdrkach biatko Sp-1 jest dwa razy aktywniejsze niz
w komérkach wyciszonych [126].

AP-1 (activator protein 1)

Sp-1 (stable protein 1)

. . Biatka powszechnie wystepujace w zwierzecych komérkach réznego typu. Oddziatuja z kilkoma czynnikami
(BP/p300 (CREB binding protein and transkrypcyjnymi i promotorami gendw regulujac ich aktywnos¢ [28,143]. Pobudzaja promotor genu COL1A2

binding protein p300) oraz moga oddziatywac z biatkami Smad [56].

Czynnik uczestniczacy w zwiekszaniu ekspresji kolagenu typu | przez aldehyd octowy. Pod wptywem aldehydu
octowego w HSC powstaje H.0,, ktdry indukuje aktywnosc izoformy p35 C/EBPB, a ta z kolei stymuluje
aktywnos¢ transkrypcyjna promotora genu kolagenu 1 [54,61]. TNF stymuluje natomiast aktywno$¢ |zejszych
izoform p20 C/EBP B i §, ktore niemajac domeny aktywacyjnej, dziataja jak represory transkrypcyjne [54,831.

(/EBP (CCAAT/enhancer binding
protein)

Czynniki fosforylowane przez aktywne receptory TGF-B, a nastepnie przekazujace sygnat aktywacyjny do

jadra. Sktadaja sie z dwdch domen i bogatego w proline facznika. Domena MH-1 (N-koricowa) odpowiada
za bezposrednie interakcje z DNA w jadrze. C-koricowa domena MH-2 zawiera sekwencje SSXS, w ktdrej

znajduje sie seryna fosforylowana przez cytoplazmatyczng domeneg receptora TGF-BR 1 [67]. Z komérek ssakdw

Smad wyizolowano 8 rodzajow Smad, ktdre podzielono na trzy grupy: R-Smad (Smad 2 i 3) majace domeny MH-1
i 2 oraz sekwencje SSXS. Odpowiedzialne s za bezposrednie interakcje z TGF-BR 11 DNA. Co-Smad (Smad

4), ktdre nie maja sekwencji SSXS, maja natomiast sekwencje I, niespotykana w R-Smad. Smad 4 asocjuje

z fosforylowanymi R-Smad, co pozwala na transport dimeru przez otoczke jadrowa. I-Smad (Smad 6 i 7) nie
majg sekwencji SSXS oraz domeny MH-1, przez co konkurencyjnie hamuja fosforylacje R-Smad [60,67].

Czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny biatek zawierajacych,,palce cynkowe”. Wiaze sie on do sekwencji
DNA bogatych w pary GC obecnych w promotorach gendéw. Po zwiazaniu, BTEB reguluje aktywnosci
docelowych genéw [55]. Doswiadczalnie potwierdzono udziat tego czynnika w pozytywnej regulacji genu
kolagenu typu | w HSC. BTEB pod wptywem aktywowanej JNK wchodzit w interakcje z promotorem genu
COL1AT i zwigkszat jego ekspresje [30].

BTEB (basic transcriptional element
binding)

Receptor jadrowy wystepujacy obficie w spoczynkowych HSC, w ktdrych kontroluje transkrypcje gendw
i roznicowanie komorki [34,147]. Podczas aktywacji HSC jego ekspresja w komdrce znacznie maleje, natomiast
podawanie ligandéw i agonistéw PPARy do hodowli aktywowanych HSC odwraca proces aktywacji. Pod ich
wptywem obniza sie tempo proliferacji, chemotaksja, ekspresja MCP-1, atSMA i kolagenu | w HSC [53,90,94].

PPARy (peroxisome proliferator
activated receptory)

Wystepuje w postaci dimeru dwdch biatek z rodziny Rel (p65, p50, c-Rel lub RelB). Jego aktywatorami sg
cytokiny lub promieniowanie UV [57,86]. NF-kB wystepuje w cytoplazmie w postaci nieaktywnego kompleksu
ze swoim naturalnym inhibitorem IkBcx. Pojawienie sie odpowiedniego aktywatora w srodowisku rozpoczyna

kaskade fosforylacji prowadzaca do ufosforylowania IkBat przez IKK (inhibitor of kB kinase), a nastepnie jego
ubikwitynadji i degradacji [74] (ryc. 1). Uwolniony i aktywny NF-kB transportowany jest poprzez otoczke
jadrowa do jadra komérkowego, gdzie stymuluje aktywno$¢ gendw majacych odpowiednie sekwengje
rozpoznawane przez NF-kB. Jednym z tych gendw jest gen kodujacy licBax, co stanowi pewnego rodzaju

mechanizm bezpieczeristwa, ktéry w ciagu godziny od stymulacji uzupetnia zuzyte zasoby IkBax [57,74,86].

NFkB (nuclear factor kB)

wiele czynnikéw transkrypeyjnych, m.in. Elk-1 i SAP. Pod
wplywem Elk-1 zwigkszona zostaje ekspresja protoonko-
genu c-fos, ktéry moze zwigkszaé aktywnos¢ AP-1 [13].
Aktywowany PDGF-R (lub inny receptor czynnika wzro-
stu) moze poprzez mate wigzace GTP biatka Ras akty-

wadza do zwigkszenia tempa proliferacji oraz stymuluja
chemotaksj¢ HSC [13].

5.1. Kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K)

wowac kinaze PAK [68], a nastgpnie kinazy MKK, SEK,
ktore z kolei aktywuja kinazg¢ JNK [151]. Fosforylowane
JNK transportowane sa do jadra, gdzie aktywuja czynniki
c-jun i ATF2. Powoduje to zwigkszenie aktywnosci czyn-
nikéw transkrypcyjnych AP-1 [13], Elk-1 oraz SAP [51].
Pod wptywem PDGF w HSC zwigksza si¢ rowniez ak-
tywnos¢ gendéw, takich jak: erg, jun i fos. Zmiany te pro-

Kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K) zawiera w swej struk-
turze domene SH-2 i dzigki temu fragmentowi jest aktywo-
wana przez PDGF-R [51]. PI3K sktada si¢ z podjednostki
regulatorowej o masie 85 kDa oraz katalitycznej 110 kDa.
Aktywowany PDGF-R pobudza poprzez domeng SH-2 ak-
tywnos$¢ PI3K. Aktywna kinaza PI3K fosforyluje réznorodne
pochodne inozytolu, ktére odgrywaja istotna rolg w dalsze;j
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Ryc. 1. Szlak aktywacji czynnika NF-kB prowadzacy do fosforylacji IkB,
jego degradacji i uwolnienia aktywnego NF-kB

propagacji sygnatu [36,51,141]. Fosfoinozytolowe pochod-
ne wiaza si¢ z Atk (kinaza biatkowa B), powodujac jej prze-
mieszczenie do btony cytoplazmatycznej. W btonie Atk
jest fosforylowana przez zalezna od fosfoinozytolu kinaze
1 (PDK-1) w resztach serynowych (pozycja 473) i treoni-
nowych (pozycja 308) [14,28,36,135]. Aktywacja Atk pro-
muje proliferacje i chroni przed apoptoza HSC [34,76,78].

Wiadomo réwniez, ze PI3K aktywuje kinaz¢ biatkowa C
(PKC) oraz rybosomalna kinaze S6 (RSK) [111,141]. RSK
aktywuje czynnik transkrypcyjny C/EBP odgrywajacy zna-
czaca role w aktywacji HSC, syntezie kolagenu typu I oraz
przeciwdzialaniu apoptozie aktywowanych HSC. Proces
hamowania apoptozy prawdopodobnie zalezy od bloko-
wania aktywacji kaspazy 8 przez aktywna posta¢ C/EBP
[14]. Ponadto udowodniono, ze szlak sygnatu zapoczat-
kowanego przez zwigzanie liganda do PDGF-R, biegna-
cy przez PI3K wywoluje proliferacje i jest konieczny do
zaistnienia chemotaksji u HSC [111].

‘W komoérkach istnieje mechanizm autoregulujacy aktyw-
nos¢ PDGF. Aktywowane przez PDGF HSC syntetyzuja
wigcej prostaglandyn (PGE2), ktére zwigkszaja poziom
cAPM. Cykliczny AMP hamuje promitotyczng aktyw-
no$¢ PDGF [45,85] przez aktywacje¢ cAMP-zaleznej ki-
nazy (PKA). PKA fosforyluje Raf-1 w taki sposdb, ze
Raf-1 traci aktywnos¢ i nie aktywuje ERK [111]. Ponadto
PKA fosforyluje CREB — czynnik transkrypcyjny zaan-
gazowany w redukcje proliferacji HSC [65]. Potwierdzaja
to doswiadczenia z uzyciem inhibitoréw fosfodiesterazy:
pentoksyfiliny [51] oraz izometylobutylku ksantyny [65].
Zmniejszaty one skutki oddziatywania PDGF na HSC po-
przez hamowanie rozktadu cAMP.

5.2. Udzial kanaléw jonowych w transmisji sygnatow
generowanych z PDGF-R zwiazanego z ligandem

Podczas oddziatywania PDGF na komoérke zaobserwowa-
no wzrost stezenia Ca>* w cytoplazmie. Jak pokazuja wy-
niki badan zjawisko to jest niezbgdne do prawidtowego
funkcjonowania szlaku sygnaléw z PDGF-R. Jony wapnia

pochodza z dwoch Zrédet: z zapaséw wewngtrznych ko-
morki oraz ze Srodowiska zewngtrznego (poprzez kanaty
Ca?"). Aktywnos¢ kanatéw wapniowych kontrolowana jest
przez kinaze tyrozynowa zwiazana z PDGF-R za posred-
nictwem kinaz Grb2, mSos oraz Ras. Aktywnos¢ kanaléw
jonowych odgrywa wigksza rolg w transmisji sygnaléw niz
uwalnianie wewnatrzkomoérkowych zapaséw wapnia [111].

Kolejnym kanatem jonowym zaangazowanym w ekspre-
sje aktywnosci PDGF jest wymiennik Na*/H*. Swiadcza
o tym badania z uzyciem amiloridyny (inhibitora Na*/H*),
ktéra hamuje aktywnos$¢ PDGF [6]. Nie jest do konca wy-
jasnione jak wymiennik Na*/H* wspiera aktywno$¢ biolo-
giczng PDGF. Wiadomo, ze dzialanie wymiennika Na*/H*
polega na wpompowywaniu do komérek jonéw sodu w za-
mian za jony wodorowe. Prowadzi to do alkalizacji wne-
trza komorki [41,42,111]. Szlak aktywacji wymiennika
Na*/H* réwniez nie jest wyjasniony. Udowodniono zaan-
gazowanie w ten proces kinazy biatkowej C oraz kalmo-
duliny [41] i PI3K [15].

5.3. Kinaza adhezji miejscowej (FAK)

W procesie aktywacji HSC niezwykle waznym elementem
jest adhezja komorki do powierzchni wzrostowej. Istnieja
specjalne receptory rozpoznajace rodzaj powierzchni, do
ktorej komérka przylega. Receptorami tymi sg biatka z ro-
dziny integryn. Sa to heterodimeryczne transbtonowe biat-
ka sktadajace si¢ z podjednostki i . Wystepuje 15 rodza-
jow podjednostek ot i 8 3, razem tworzacych przynajmnie;j
21 réznych receptoréw. HSC wykazuja wysoka ekspresje
integryn, a zwlaszcza a1l i a2B1. Integryna a1PB1 jest
znana jako receptor kolagenu i lamininy [22]. Aktywacja
integryn powoduje autofosforylacje¢ kinaz zgrupowanych
w skupisku adhezyjnym, a w szczegélnosci kinazy FAK
(focal adhesion kinase) [117].

FAK jest cytoplazmatyczna proteing o masie 125 kDa.
Odgrywa gtéwna rolg w przekazywaniu sygnatéw z inte-
gryn na nastgpne efektory. Kontroluje ona takie funkcje
komérki jak proliferacja, migracja, adhezja [117], cykl ko-
morkowy [155] czy morfologia komérki [20]. FAK w dal-
szej kolejnosci reguluje aktywnos¢ Atk oraz PI3K [117].

W skupiskach adhezyjnych znajduje si¢ duze zaggszczenie
receptoréw PDGF [20] wraz z podjednostkami FAK. Nasuwa
to podejrzenia o powigzaniu tych dwoéch szlakéw. Istotnie,
doswiadczenia z HSC hodowanymi w zawiesinie tak, aby
nie ulegaty adhezji udowodnity réwniez funkcjonalne po-
wiazanie szlakéw sygnatowych migdzy PDGF-R a FAK.
Przy dituzszej hodowli w zawiesinie HSC tracity zdolnos¢
do odpowiadania na stymulacje¢ przez PDGF. Dochodzito
do zablokowania aktywnosci Ras, gtéwnego przekaznika
sygnatéw PDGF-R na szlaki aktywujace PI3K, jak réwniez
ERK i inne MAPK [19]. Wiadomo, ze PDGF stymuluje fos-
forylacj¢ FAK, ale réwniez — jak wynika z opisanego do-
Swiadczenia — do swojej aktywnosci wymaga FAK [117].
Doktadny mechanizm potaczenia nie jest pewny, podejrzewa
sig, ze szlaki te potaczone sg poprzez Ras-GTP/GDP [19],
jak i PLCy[21]. Aktywnos¢ FAK moga réwniez pobudzac
czynniki wzrostu inne niz PDGF, na przyktad ET-1 [111].

Innymi niz integryny receptorami wystgpujacymi na HSC
i rozpoznajacymi kolagen sa DDR (discoidin domain re-
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ceptor) [101]. Nadrodzina tych receptoréw rozpoznaje ko-
lagen jako ligand i pod jego wptywem uaktywnia kinaze
tyrozynowa zawarta w cytoplazmatycznej domenie recep-
tora, ktora rozprzestrzenia dalej sygnat. DDR2 rozpozna-
je kolagen typu I z wigkszym powinowactwem niz pozo-
stale jego typy [124,143]. Udowodniono korzystny udziat
DDR2 w podtrzymywaniu aktywacji HSC. Pobudzanie
DDR?2 prowadzi do zwigkszenia tempa proliferacji HSC
oraz zwigksza aktywnos¢ MMP-2 [101].

5.4. MAP kinazy

MAP kinazy (mitogen activated kinases — kinazy aktywo-
wane mitogenami) sa rodzing biatek przekazujaca sygna-
ly zmian Srodowiska zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowego
na odpowiednie efektory. Ich aktywnos¢é powoduje odpo-
wiedZ komérki na te zmiany. Moga by¢ aktywowane przez
czynniki wzrostowe, cytokiny, stres, hormony, szok osmo-
tyczny. Biora udzial w kontrolowaniu niezwykle istotnych
proceséw, takich jak: réznicowanie, embriogeneza, proli-
feracja oraz $mier¢ komorki [109].

W rodzinie MAP kinaz wyréznia si¢ kinazy JNK, p38,
ERK1/2, ERK3, ERKS5, ERK7, NLK oraz MOK [109].
W przypadku aktywacji komoérek gwiazdzistych i widk-
nienia watroby najistotniejsze sa trzy pierwsze.

JNK (c-Jun N-terminal kinase — kinaza N-koficowego od-
cinka c-Jun) nazywana réwniez SPAK (stress activated ki-
nase — kinaza aktywowana stresem) wystgpuje w dwéch
gtéwnych izoformach o masach 46 1 54 kDa, ktdre sg fosfo-
rylowane przez MKK4 (SEK1) i MEKK?7 [109]. Aktywna
posta¢ JNK fosforyluje w c-Jun seryny w pozycjach 63173,
co wplywa na aktywnos¢é AP-1, w ktorego sktadzie znaj-
duje si¢ wtasnie c-Jun. AP-1 wiaze si¢ do swoistych se-
kwencji w promotorach niektérych genéw zmieniajac ich
aktywnos¢, np.: stymuluje ekspresje c-Jun, co stanowi sa-
monapedzajacy si¢ mechanizm. Ponadto AP-1 wigze si¢ do
promotora genu BTEB (basic transcriptional element bin-
ding — biatko wiazace podstawowy element transkrypcyj-
ny) i zwigksza jego ekspresj¢. Z kolei czynnik transkryp-
cyjny BTEB wiaze si¢ do promotora genu kolagenu typu
I stymulujac jego aktywnos¢ [30]. W ten sposéb HSC po-
budzane sa do wytwarzania kolagenu typu L.

Role ERK 1/2 opisano juz wezesniej, mozna dodad, ze ki-
nazy te wptywaja na aktywnos¢ wielu czynnikéw trans-
krypcyjnych istotnych dla rozwoju wtéknienia watroby.
Czynnikami tymi sa: CBP /p300, STAT3, AP-1, ATF-2
[109]. Poprzez ich stymulacj¢ ERK odgrywa wazna role
w proliferacji, syntezie kolagenu i chemotaksji aktywowa-
nych HSC [41,92,118,127,130]. Rola ERK1/2 w stymulacji
syntezy kolagenu jest potwierdzona i dobrze udokumen-
towana, jednak istnieje mozliwos¢, ze aktywnos¢ tej kina-
zy w pewnych warunkach hamuje proliferacj¢ HSC przez
zwigkszenie syntezy prostaglandyn [128]. Wskazuje to na
ztozonos¢ procesdw transmisji sygnatéw w aktywacji HSC,
a takze jest ostrzezeniem, ze nie mozna interpretowac roli
jednego szlaku nie uwzgledniajac innych.

MAPK p38 ma az 4 izoformy (o, 3, yi ), ktérych aktywa-
cja w pewnych warunkach moze dawaé przeciwwstawne
efekty [145,149]. Prawdopodobnie z tego powodu rola p38
jest kontrowersyjna w kontekscie aktywacji HSC. Pewne

Zrédta dowodza, ze zablokowanie aktywnosci p38, z uzy-
ciem bezposredniego inhibitora, powoduje zwigkszenie tem-
pa proliferacji HSC [120]. Wskazuje to na przeciwwiok-
nieniowa aktywnos¢ p38. Jednak Shinji i wsp. z uzyciem
innego inhibitora p38 stwierdzili, ze zahamowanie p38 spo-
wodowato znaczne obnizenie ekspresji ®SMA i TIMP-1,
a wigc markerow charakterystycznych dla widknienia [61].
Przyczyna rozbieznosci wynikéw badan moze by¢ uzycie
r6znych inhibitoréw, a wigc mozliwosci zablokowania ak-
tywnosci innych izoform p38. Podobnie sprzecznych wy-
nikéw jest wigcej, jednak wersja o prozwidknieniowej ak-
tywnosci p38 wydaje sig lepiej udokumentowana i bardziej
prawdopodobna.

MAPK p38, podobnie do JNK i ERK1/2 jest fosforylowa-
na przez MEK3 i MEKG6. Ponadto aktywatory JNK, takie
jak MKK4 i MEKK?7, takze moga aktywowac p38 [109].
Wskazuje to na polaczenie wszystkich gtéwnych szlakéw
MAPK i ich aktywacje¢ w podobnych warunkach Srodowi-
ska. Fosforylowana p38 jest przenoszona do jadra, w kto-
rym aktywuje czynniki transkrypcyjne, m.in. ATF-2.
Czynnik ten aktywuje transkrypcje czynnika Runx2 [7],
ktéry fosforylowany przez MAPK p38 [150] zwigksza
ekspresje TIMP-1 promujac w ten sposéb procesy widk-
nieniowe [7,17]. Ponadto aktywna posta¢ p38 stabilizuje
mRNA dla TNF, cyklooksygenazy 2 i kolagenu typu I [39].
Dramatyczny jest zwtaszcza wzrost stabilno§ci mRNA ko-
lagenu I, gdyz u wyciszonych HSC wynosi on 1,5 godzi-
ny, podczas gdy u aktywowanych az 24 godziny [126].

6. FiBROGENEZA

Bezposrednia przyczyna rozwoju wiéknienia watroby jest
nadmierne wytwarzanie ECM przy uposledzonych mecha-
nizmach jej usuwania. Giéwna grupa komérek odpowie-
dzialnych za utrzymywanie rownowagi pomigdzy synteza
a degradacja ECM sa HSC. Komérki te syntetyzuja zar6wno
komponenty ECM, jak i enzymy je degradujace — metalo-
proteinazy macierzy (MMP) — oraz ich inhibitory (TIMP)
[5,60]. Aktywowane HSC wytwarzaja zwigkszone ilosci
ECM, co doprowadza do odktadania jej w przestrzeniach
Dissego. W sktad nowej ECM wchodza gtéwnie kolageny
typu I, III oraz glikoproteiny, takie jak laminina, undulina
czy fibronektyna. Mimo ze wszystkie te biatka wydziela-
ne sg jednoczesnie, to najszybsze tempo dotyczy kolage-
nu [ i to on z biegiem procesu wtéknienia zaczyna domi-
nowaé¢. W ECM — marskiej watroby stanowi on przeszto
53% sposrod wszystkich rodzajéw kolagenu. Ostatecznie
w marskiej watrobie jest okoto siedem razy wigcej catko-
witego kolagenu niz w prawidlowej watrobie [60].

Kolagen typu I jest biatkiem starym filogenetycznie i kon-
serwatywnym, przez co wystepuje w nim duzo homolo-
gicznych fragmentéw wspdlnych dla réznych gatunkow
zwierzat. Biatko to ma strukture potréjnej helisy, dwa jego
tancuchy powstaja w wyniku ekspresji genu COL1AI,
ajeden genu COL1A2 [54]. Bardzo interesujacym jest to,
ze czas péttrwania mRNA tych polipeptydéw w aktywo-
wanych HSC jest prawie dwudziestokrotnie dtuzszy niz
w spoczynkowych HSC. Jest to mozliwe dzigki interakcji
specjalnego biatka olCP (cytoplasmic protein o) z bogata
w cytozyny sekwencja, obecng na koricu 3> mRNA proko-
lagenu. Kompleks taki zachowuje si¢ stabilniej niz ,,naga”
czasteczka mRNA. W potaczeniu z dwukrotnie wigksza
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aktywnoscia translacyjna genu powoduje to 60—70-krotne
zwigkszenie ilosci mRNA kolagenu w aktywowanych HSC
w stosunku do spoczynkowych. Przektada si¢ to nastgpnie
na zwigkszone wytwarzanie tego biatka [126].

Kolagen w niewielkich iloSciach jest syntetyzowany sta-
le przez spoczynkowe HSC, jednak pod wplywem réz-
nych czynnikéw, a zwtaszcza niektorych cytokin induko-
wana jest dodatkowa jego ekspresja [126]. Najsilniejsza
i najlepiej scharakteryzowana cytoking promujaca synte-
z¢ kolagenu typu I jest TGF-§ [9,12,54]. Wystepuje ona
w postaci homodimeru o masie 25 kDa. Wyr6znia sig jej
trzy izoformy B1, B2 i B3. Syntetyzowane sa i wydzielane
w postaci latentnej, wiaza si¢ z biatkami ECM i pozostaja
tam do czasu aktywacji przez enzymy proteolityczne [54].

Aktywny TGF-3 stymuluje synteze sktadnikéw ECM: ko-
lagenu typu I, fibronektyny, lamininy oraz hamuje wytwa-
rzanie enzymow degradujacych ECM. Cytokina ta petni
wazna rol¢ w procesach gojenia si¢ ran, wtéknienia, embrio-
genezy i nowotworzenia [9,54,119]. Aktywowany proteoli-
tycznie TGF-f wiaze si¢ do dimeru receptoréw TGF-BRIIL.
Taki kompleks taczy sie z dimerem TGF-BRI i fosforylu-
je jego cytoplazmatyczna domeng. Tetrametr receptorow
dziata jak kinaza biatka SARA, ktére wiaze i transfosfo-
ryluje Smad 3/2 (R-Smad). Fosforylacja R-Smad pozwa-
la na ich oddysocjowanie od SARA i dimeryzacji z Smad
4 (co-Smad). Kompleks co-Smad/pR-Smad transportowa-
ny jest do jadra, w ktérym stymuluje syntezg¢ mRNA ko-
lagenu, wiazac si¢ do sekwencji CAGACA migdzy -263
a -258 para zasad w regionie promotora genu COL1A2
[32,33,58,66,119,154].

Aktywacja TGF-R przez TGF-f3 powoduje réwniez induk-
cje syntezy I-Smad (Smad 7). I-Smad nastgpnie hamuje fos-
forylacje Smad 2/3 przez konkurencyjne wypieranie R-Smad
z kompleksu TGF-BR. Cykl ten stanowi ujemne sprzeze-
nie zwrotne zapewniajace wewnetrznag regulacje aktywacji
[66,96]. Jednak w aktywowanych HSC mechanizm ten zawo-
dzi. Wiadomo, ze fosforylowane R-Smad moga przebywac
w jadrze w sposéb niezalezny od aktywnosci TGF-fR [67].
W takim przypadku I Smad, hamujacy fosforylacj¢ R-Smad
przez TGF-BR, nie wptywa na poziom aktywacji R-Smad.

Istnieje réwniez inne wyjasnienie tego zjawiska. SAPK (ak-
tywowane przez stres kinazy: JINK i p38) moga fosforylo-
waé R-Smad, lecz nie w sekwencji SSXS tylko w bogatym
w proling laczniku miedzy domenami Smad. W przypad-
ku aktywowanych HSC taka fosforylacja Smad 3 zapewnia
jego akumulacje¢ w jadrze i w konsekwencji zwigkszone
wytwarzanie kolagenu typu I. Aktywowany w taki sposéb
Smad 3 stymuluje ekspresj¢ genéw kodujacych ECM, ale
nie aktywuje ekspresji genu dla Smad 7 [50,131]. Ponadto,
SAPK moga by¢ aktywowane zaréwno przez TGF-3 jak
iinne cytokiny i czynniki wzrostowe, np. PDGF — odgry-
wajacy zasadnicza rolg w proliferacji i aktywacji HSC
[44,151]. Czgs¢ badaczy twierdzi, ze gdy HSC sa w petni
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aktywowane fosforylacja Smad 3 w sekwencji SSXS tra-
ci na znaczeniu, a gtéwna role zaczyna odgrywac fosfory-
lacja Smad 3 w laczniku, przeprowadzana gtéwnie przez
MAPK p38 [50].

W aktywowanych HSC wystgpuje rodzaj podwdjnego
,,ominigcia” hamujacej aktywnosci Smad 7: z jednej stro-
ny zablokowanie jego ekspresji, a z drugiej niezalezna od
TGF- droga aktywacji poprzez SAPK. Do sytuacji ta-
kiej dochodzi tylko wtedy, gdy czynniki aktywujace HSC
dziataja w sposob przewlekty, po aktywacji i transforma-
cji spoczynkowych HSC [50,131].

W Swietle powyzszych informacji Smad 3 wydaje si¢ glow-
nym elementem odpowiedzialnym za transmisj¢ sygna-
tu sterujacego nadmiernym wytwarzaniem ECM w akty-
wowanych HSC. Potwierdzaja to wyniki doswiadczalne,
z ktérych wynika, ze nadekspresja Smad 3 skutkuje poja-
wieniem si¢ markeréw aktywacji HSC i nadmiernego wy-
twarzania *SMA, kolagenu typu I i fibronektyny [137].
Swiadcza o tym do§wiadczenia prowadzone na myszach
niewykazujacych ekspresji Smad 3, ktére byty mniej po-
datne na widknienie watroby w poréwnaniu do myszy
typu dzikiego [48].

Ekspresje genéw kolagenu wspomagaja réwniez inne czyn-
niki biatkowe: Sp-1 wspdétdziata z Smad 3/4 wigzac sig do
promotora genéw kolagenu i stymuluje jego aktywnosc
[153]. P300/CBP uczestniczy w przekazywaniu sygnatu
z receptoréw TGF-BR i stymulacji syntezy ECM, jednak
jest zalezny od Smad. Przy braku ekspresji Smad 4, P300/
CBP traci swoja stymulacyjna aktywnos¢ [55].

AP-1 ma element wiazacy go do promotora genu COLIA2
(miedzy -265 do -241 zasada). Jego aktywnos¢ jest podsta-
wowa w aktywacji tego promotora w odpowiedzi na sygna-
ty z TGF-BR zwiazanego z ligandem [54]. Ponadto AP-1
dzigki obecnosci biatek Jun w swym sktadzie moze by¢
stymulowany przez JNK [44]. Jest to kolejne ,,skrzyzowa-
nie” szlakéw sygnatéw z MAPK i TGF-BR.

Oprécz TGF-PB i innych czynnikéw biatkowych, wytwa-
rzanie kolagenu typu I w HSC moze stymulowac aldehyd
octowy — bezposredni produkt utleniania alkoholu etylo-
wego [130]. Doktadnie nie wiadomo, jaki jest mechanizm
posredniczacy w tym procesie, jednak pewne doniesienia
wskazuja na rolg kinazy biatkowej C. PKC stymulowana
przez aldehyd octowy pobudza aktywnos¢ PI3K, ERK1/2
lub RSK [128]. Dzigki aktywacji tych najwazniejszych dla
fibrogenezy kinaz, ten toksyczny metabolit etanolu kon-
troluje ekspresje genéw kolagenu typu I. Potwierdzaja to
obserwacje o podwyzszaniu przez aldehyd octowy pozio-
mu mRNA dla c-fos i c-jun- sktadnikéw AP-1 w sposéb
zalezny od PKC [113]. Aldehyd ten stymuluje takze JNK,
ata z kolei AP-1, ktéry w nastgpstwie reguluje aktywnos¢
BTEB bezposrednio wiazacego si¢ z promotorem genu ko-
lagenu typu I [30].
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