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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 + -+

Dermatan ++ +++++

Proteoglykany + Disseho prostor ++++ zejm. Disseho
prostor

Chondroitin + 4+

Mikrovaskularni jednotka
Endotelova burika

- T - o

Kupfferova burika

Hvézdicova burika

(HSC) *
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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 hepatocytt 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 buiiky) a perivaskuldrni mezenchymové
buitkky (HSC). Vyznamné jsou dalsi usedlé (NK-bunky) i cirkulujici buiiky (lym-
focyty, leukocyty) a trombocyty. Bunky jater se také rozdéluji na parenchymové
(hepatocyty) a neparenchymové (ostatni). Burniky 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 buiiky 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 zévislosti na specifické biologické situaci a kontextu se aktivuji riznymi zpiisoby
a cestami (46). Prozanétlivé aktivity makrofidgi 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 radikdly/peroxidy (47). Vyznamnym
cytokinem z produkce Kupfferovych bun¢k je TNF-alfa (viz poskozeni jater alko-
holem), ktery mj. indukuje infiltraci tkdné 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 buitky ovlivituji HSC také tvorbou NO (oxid dusnaty), ktery
tvoti protivahu stimula¢niho vlivu ROS snizenim aktivace HSC a omezenim jejich
kontraktility (51).
je zprostfedkovana 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 vytvateji nejvyznamnéjsi
mitogenni cytokin — PDGF (platelet derived growth factor), dale 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 dalsSim velkym
zdrojem molekul, které¢ ovlivituji chovani HSC. Neutrofily jsou vyraznym zdrojem
kyslikovych radikald, které maji piimy stimulacni vliv na syntézu kolagenu. Akti-
vované neutrofily také vytvareji molekuly NO, které alesponn ¢astecné snizuji vliv
kyslikovych radikali.

Lymfocyty jsou zdrojem cytokini. Nékteré, véetné CD4+ T-helper (Th) bunck jsou
pfimo v jatrech lokalizovany, ale vyznamné mnozstvi tvoii cirkulujici oddil lymfocy-
ti. Vliv téchto cirkulujicich lymfocyt na €innost jater je veliky a zatim nedostate¢né
studovany.

Rozlisuji se celkove dva typy cytokinové tvorby lymfocyth — Thl a Th2 reakce.
Zjednodusené plati, ze Thl buiky 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 buiky
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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.
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6. Migrace HSC a chemotaxe. HSC mohou migrovat smérem k chemoatraktan-
tim. Schopnost migrace HSC ziskaji svoji transformaci v myofibroblasty a souvisi
s rozvojem aktinovych a myozinovych intracelularnich filament (77). Migrace namno-
zenych HSC vysvétluje jejich lokalizaci podél zanétlivych sept (78). Hlavnim chemo-
atraktantem je MCP-1 (monocyte chemoatractant protein-1) (79).

7. Chemoatrakce leukocyti a cytokiny. Kromé ulohy pfi vytvareni matrix se
HSC ucastni regulace zanétlivych procestt béhem jaterniho poskozeni. HSC produ-
kuji fadu chemokinii, véetné MCP-1, MIP-2 (macrophage inflammatory protein-2)
a cytokine-induced neutrophil chemoattractant/IL-8 (80, 81). Exprimuji receptory pro
chemokiny a tim se stavaji senzitivni na jejich signalizaci.

Predpoklada se, ze chemokiny stimuluji a vyvolavaji migraci HSC k mistu posko-
zeni a nasledné HSC atrahuji leukocytarni infiltrat do stejné lokalizace (82). Nalez
infiltratu je typickym rysem v histologii fibrotickych jater (83, 84). Tento koncept je
v souladu se soucasnym nalezem exprese MCP-1 ve fibréznich septech a v mononuk-
learnim infiltrdtu u nemocnych s chronickou hepatitidou C (85). Samotny leukocytar-
ni infiltrat je poté dilezitym a bohatym zdrojem chemokint a ristovych faktort, které
zpétné podporuji aktivaci a proliferaci HSC. Tudiz mohou chemokiny uvoliiované
z HSC byt soucasti celého piediva a sit€ vazeb cytokint v jatrech, které upravuji vzta-
hy rezidentnich a nonrezidentnich bun¢k béhem jaterniho poskozeni. Tuto hypotézu
podporuje také fakt, ze HSC vytvareji molekularni nastroje k interakei s infiltrujicimi
leukocyty (ICAM, VCAM a CDA40), jsou schopny prezentace antigenu a stimulace
proliferace alogennich lymfocytt (86, 87, 88). Uvoliiovani chemoatraktantt a cyto-
kini je tudiz nezbytné pro autokrinni a parakrinni perpetuaci aktivace hvézdicovych
bunék.

Pti poskozeni tkané ovliviiuji cytokiny, které reguluji zanétlivou odpovéd, také
jaterni fibrogenezi in vitro a in vivo. MCP-1 a RANTES (CC chemokine regulated on
activation, normal T cell expressed, and presumably secreted) stimuluji fibrogenezi,
zatimco IL-10 a INF-gama maji opacny vliv (89).
poklesem syntézy kolagenu a zvySenim tvorby kolagendzy (90). Transgenni mys
s vyss$i produkei IL-10 méla potlacenou fibrogenezi. Vyssi tvorba IL-10 byla zjiSténa
zvlaste v pocatcich aktivace HSC. Snizuje tvorbu TNF-alfa v makrofazich.

Zatim nedostatecnd pozornost byla vénovéna vlivu jednotlivych podtypt lymfocy-
tl na fibrogenezi. Lymfocytarni fenotyp muaze hrat roli pfi rychlé fibrotizaci u koin-
fekce HIV/HCV a u nemocnych s hepatitidou C po transplantaci jater.

Adipokiny jsou cytokiny, které jsou vytvareny zejména v tukové tkani. Ovliviuji
ovSem také fibrogenezi. Leptin je nutny k fadné aktivaci HSC a k tvorbé fibrozy (91).
Je i velmi silnym mitogenem HSC, snad srovnatelny i s PDGF. Ma také antiapopto-
ticky ucinek na HSC (92). Opacné ucinkuje adiponektin, ktery inhibuje fibrogenezi
in vitro a in vivo (93). Aktivita téchto cytokini by mohla vysvétlit, pro¢ mé obezita
takovy vliv na tvorbu fibrézy u nemocnych s hepatitidou C (94).

Kanabinoidy, jak exogenni, tak endogenni, piisobi prostfednictvim dvou typd re-
ceptori — CB1 a CB2. Aktivace receptoru CB1 snizi arterialni tlak, zvysi priitok v me-
zenteridlni Zile a zvysi tlak v portalni zile. Antagonisté CB1 tento uc¢inek u cirhotic-
kych krys blokuji. Mnozstvi receptortit CB1 stoupa u lidskych cirhotickych jater a jsou
zvysené vytvareny v aktivovanych myofibroblastech. Farmakologicka a geneticka
blokada receptortit CB1 vedla k omezeni fibrotizace jater u nékolika zvifecich mode-
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It (95). Studuje se mozny antifibroticky vliv receptoru CB2. U jaterni cirhozy je
také zvysena hladina endogenniho kanabinoidu anandamidu, ktery mize mit tlohu
v regulaci fibrézy (96). Pravidelné uzivani exogenniho kanabisu (Cannabis sativa,
marihuana) ovS§em urychlilo progresi fibrozy u pacientti s chronickou hepatitidou C
97).

Receptory adenosinu A2A jsou vytvafeny na HSC a maji profibrogenni ucinek.
Laboratorni mysi, kterym byl tento receptor odstranén, jsou pii poskozeni jater CCl4
rezistentni na vznik fibrozy. Obdobné kofein (neselektivni antagonista adenosinového
receptoru) omezil profibroticky vliv CCI4 a thioacetamidu (98).

1.2.4 Intracelularni signalizace

Nase znalosti o intracelularnich pochodech jsou odvozeny hlavné ze studii vyuzi-
vajicich bunécné kultury hvézdicovych bunék. Dal§im zdrojem informaci jsou
knockoutované mysi. Jsou vhodné k zhodnoceni udaji ziskanych z kultur. Knock-
outovany gen je gen zamérn€ inaktivovany zmutovanou alelou u jinak zdravého
organizmu.

Dramatické zmény fenotypu HSC béhem aktivace vyzaduji vyrazné pieprogra-
movani exprese mnoha genti. V jadfe sav¢ich bungk je transkripce genti ovlivnéna
vazbou tzv.transkripcnich faktorti na specifické useky DNA v oblasti genu zvané pro-
moter. Navaze-li se transkripcni faktor na tiseky promoteru, dostane se do blizkosti
RNA-polymerazy a s ni spojenych komponent. Transkripéni faktor je pak schopen
svoji vazbou ovlivnit pozitivné nebo negativné transkripci ptislusného genu.

Dalsi kontrola transkripce se odehrava na urovni kontroly tvorby transkripénich
faktorti samotnych. Bud’ ovlivnénim jejich genové exprese, nebo rychleji posttranslac-
né, tj. na urovni vytvoreného proteinu — acetylaci, fosforylaci, ubiquitinaci a interakci
se specifickymi inhibitory ¢i koaktivatory (99). (Ubiquitinace — intracelularni degra-
dacni proces, pii kterém se na bikovinny substrat navaze jeden nebo vice regulacnich
proteind — ubiquitinint — a zah4ji se proteolyza substratu. Nobelova cena za chemii
za rok 2004.)

Jednotlivé intracelularni signalni faktory a jejich pochody jsou koordinovany v kom-
plikovanou sit’ vztahti, ktera je ovlivilovana extracelularnimi podnéty. Tim se upra-
vuje fenotyp HSC podle potieby pro dané prostiedi a situaci (100). Mezi studované
intracelularni faktory HSC patfi:

e NF kappa B. Nuklearni faktor kappa B, kli¢ovy faktor mnoha bunék, je vdzan se
svym inhibitorem I kappa B. Podporuje pieziti aktivovanych HSC a jejich prolife-
raci. NF kappa B ptisobi ochrann¢ proti TNF-alfa indukované apoptéze HSC (101).
Naopak NF kappa B inhibitor gliotoxin plsobi in vivo regresi fibrozy stimulaci
apoptozy HSC (102). Uastni se také pochodd ovliviiujicich regeneraci jater.

e AP-1. Zmény v expresi a aktivité riznych forem AP-1 (active protein-1) ovliviiuji
zmeény produkce MMP a TIMP (103).

e KLF. Kruppel-like faktory. Aktivované HSC vytvateji alespon tii druhy KLF, vSe-
chny ovliviiuji regulaci transkripce alfal(I) kolagenu (104).

e C/EBP. Skupina CCAAT/enhancer binding proteini (C/EBP) transkripcnich fakto-
ri reguluje gen pro alfal(I) kolagen (105).

e E-box a bHLH. Do skupiny faktorG bHLH (basic helix-loop-helix) patii faktor
MyoD, jehoz aktivni forma ovlivituje kontraktilitu aktivovanych HSC. Mutze spus-
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tit diferenciaci fibroblastl v bunky kosterniho svalstva. E-box faktory reguluje gen
pro M6P/IGFIIR (mannose-6-phosphate/insulin-like growth factor II receptor) (106).
Receptor vaze latentni TGF-beta na povrchu HSC, a stimuluje tak fibrogenezi.

e cMyb. Velmi Siroké skupina transkripénich regulatori, které ovlivituji mnoho gent.
U hvézdicovych bunék jsou vyzadovany k transkripci genu pro alfa-SMA (107).

e Lhx2. LIM homebox gene 2. Transkrip¢ni faktor, ktery miize mit vyznam ptiudrzeni
klidového neaktivovaného stavu HSC (108). Mysi embryo deficientni v genu Lhx2
vytvofi fibroticka jatra.

e PPAR-gama. Doposud jmenované transkripcni faktory byly spojeny s aktivovany-
mi HSC. PPAR-gama (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) je clenem
skupiny steroidnich a thyreoidalnich nuklearnich receptorti. Reguluje transkripci ge-
nt a bunécnou diferenciaci vazbou s retinoid-X-receptorem. Je exprimovan v kli-
dovych HSC a béhem aktivace jeho exprese dramaticky klesa (109). PPAR-gama
agonisté blokuji fadu fenotypickych ryst aktivovanych HSC — PDGF indukova-
nou proliferaci, syntézu DNA, chemotaxi a expresi alfa-SMA, alfal(I) kolagenu
aMCP-1 (110). Tento ucinek byl blokovan uzitim PPAR-gama antagonisty. Podati-
-1i se uspésné zopakovat tyto studie u lidi, pak slibuji velkou nad¢ji v 1écbé fibrozy
a cirhdzy.

e PPAR-beta. Aktivované HSC maji zvySenou expresi PPAR-beta aktivacniho fakto-
ru, ktery podporuje oxidaxi mastnych kyselin. Adipogenni transkripéni regulace je
nutna k udrzeni HSC ve klidovém stavu (111).

e Smad. Soubor signélnich proteini, které¢ prenaseji a reguluji signalizaci z TGF-
-beta receptorti I a II na povrchu bunky smérem do jadra. Mohou byt cilem event.
terapeutickych pokust (112).

e Hedgehog signalizace. Signaliza¢ni cesta (Hh-signalizace) vyznamna jak pro
embryondlni vyvoj, tak pro obdobi dospélosti. V embryonéalnim obdobi je nezbyt-
na k zrani mezenchymalnich bunék. Deficientni Hh-signalizace vede k naruseni
embryogeneze, naopak zvySena Hh-signalizace je spojena s dédicnym sklonem
k nadorim (Gorlindv syndrom). Je nutna k diferenciaci sttevniho nervového systé-
mu a k spravnému vyvoji stievnich krypt. Je soucasti mechanizmu pfemény neak-
tivnich HSC v aktivni myofibroblasty. Zaroven je mozné, ze antifibroticky ti¢inek
rapamycinu souvisi také s ovlivnénim Hh (113).

Intraceluldrni pochody, které jsou velmi spletité, se také velmi obtizné lusti. Mozné
budouci nalezy odhali piesnéjsi mechanizmy regulace HSC, a tak umozni cilenou
manipulaci nutnou k vyvoji novych lékt.

1.3 Genetické faktory fibrozy

Rozséahlé studie odhalily nékteré klicové geny regulujici fibrozu jater (viz tabulka
1.2). Genetické studie dale zjistovaly vyznam polymorfizmt gend jednotlivych fazi
jaterni fibrogeneze (114). Poruchy funkce téchto genti mohou ovlivnit rozsah celko-
vého poskozeni.

Polymorfizmy genti regulujici hepatocelularni apoptézu a nekrézu (napt. Bel-xL,
Fas) mohou ovlivnit rozsah poruchy béhem poskozeni a naslednou fibrogenni odpo-
véd’. Geny regulujici zanétlivou odpovéd’ (IL-1beta, IL-6, IL-10, IL-13, IFN-gama,
SOCS-1, osteopontin) se podileji na fibrogenni reakci (115). Geny zprostredkujici
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tvorbu ROS (napt. NADH-oxid4za), ovliviiuji jak zanét, tak ukladani ECM (116). Pro
rozvoj fibrozy jsou nutné fibrogenni faktory (napt. TGF-beta), vazoaktivni substance
(napf. angiotenzin II) a adipokiny (leptin a adiponektin). Po odeznéni vyvolavajiciho
poskozenti je piesné fizené odstranéni nadbytecného kolagenu.

Ovlivnéni faktory prostfedi a schopnost reagovat na vngjsi vlivy je také spoluurc¢eno
geneticky. Kandidatské geny u alkoholické choroby jater (ALD) se ticastni metaboliz-
mu alkoholu. Polymorfizmy alkoholdehydrogenazy, aldehyddehydrogendzy a cyto-
chromu P-450 ovliviiyji individudlni vnimavost vii¢i toxickym projeviim alkoholu
(117). Jejich role v patogenezi alkoholické nemoci jater je ovSem nejasna. Zmeény
v genech ovlivityjicich zanétlivé mediatory (TNF-alfa, IL-1beta, [L-10 a CTLA-4),
genu pro lipopolysacharidovy receptor (CD14/Toll-like receptor 4) a pro antioxidanty
(napf. superoxiddismutdza — SOD) mizou mit také svoji roli v progresi ALD.

U chronickych cholestatickych chorob jako primérni biliarni cirh6za (PBC) jsou
polymorfizmy v IL-1beta, IL-1 receptor antagonistech a TNF-alfa genech spojeny
s rychlejsi progresi (118). Nékteré alely genu apolipoproteinu E ovliviiuji odpovéd’
na lé¢bu PBC ursodeoxycholovou kyselinou, coz by mohlo znamenat, ze genetické
polymorfizmy mohou pfedpovidat terapeutickou ucinnost (119).

Béhem chronické hepatitidy C genetické varianty ovliviiuji vnimavost k perzisten-
ci infekce, odpovéd’ na protivirovou 1écbu a progresi jaterni choroby (120). Fibrozu
ovliviyji polymorfizmy gent zicastnénych v imunni odpoveédi na HCV (napt. pie-
naseC nutny k prezentaci antigenu TAP-2, mannose-binding lectin, specifické HLA
alely) a genil fibrogennich agonistii (angiotenzinogen, TGF-beta) (121, 122). Vliv
C282Y mutace HFE-genu na hereditarni hemochromatézu u nemocnych s infekci
virem hepatitidy C je nejasny (123).

Malo je znamo o genetickych faktorech a NASH (nealkoholicka steatohepatitida),
spekuluje se o riznych fibrogennich mediatorech (124). Mozné role adipokint jiz
byla zminéna.

Pti dodrzeni striktnich pravidel vyzkumu v kontrolnich studiich nebyla fada pted-
pokladanych genovych asociaci, moznych mutaci ¢i polymorfizmil nakonec potvrze-
na. Tato pfisna opatfeni jsou nutna k zamezeni faleSného vykladu ndhodnych spojeni.
Ve skutecnosti se mohlo jednat o nespravné funkcéni pozorovani nebo studie nebyla
radné statisticky zpracovana.

Nové metody vyzkumu

Zatim se vyzkum ptevazné sousttedil na jednotlivé, tzv.kandidatské geny za kon-
troly na zdravych zvitatech. Jednalo se o tzv.pfistup ,,gen-to-phenotype®. K ovéteni
hypotézy vyznamu néjakého genu pti vzniku fibrozy jater bylo tfeba odhalit funkc-
nost genu pomoci knockautovanych nebo transgennich zvitat. Nyni se ptistup obratil.
Vysetieni tisicti az desetitisicti genti najednou umozituje zmeénu celé strategie detekce
genl spojenych s ur¢itym fenotypickym jevem. Jedna se o pfistup ,,phenotype-to-
gene“. Je mozné zacit u zajimavého fenotypu bez znalosti genetickych determinant
a urcit odpoveédné geny a metabolické cesty. Tim lze namisto validace funkcnosti
hypotézy odhalit geny doposud nezndmé (125). Jedna se o metody tzv. funkéniho
genomicsu (functional genomics). Nékteré nevyzaduji pfedchozi znalost genové sek-
vence (tzv. oteviené systémy), jiné tuto znalost vyzaduji (uzaviené systémy) (126).

Mezi techniky s otevienou architekturou fadime SAGE (serial analysis of gene
expression), RDA (representational differences analysis) a DD (differential display).
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Techniky s uzavienou architekturou zahrnuji napt. gene array analyzu. Metodiky pro-
dukuji obrovskd mnozstvi novych dat, které je velmi obtizné zpracovavat.

Metoda QTL (quantitative trait loci) takto napiiklad odhalila dal$i mozny lokus
ovliviljici fibroézu jater — gen Hc kddujici faktor 5 komplementu. Technika QTL
mapping kvantitativné a statisticky zpracovava oblasti celého genomu, které jsou bud’
shodné, nebo se lisi mezi inbrednimi krysami, z nichz u jedné ¢asti souboru byla
navozena fibrdza jater (127).

V ramci vysetfeni celého genomu umozni moderni technologie vyhledoveé u paci-
enta studovat polymorfizmy jednotlivych nukleotidi (SNP — single nucleotide poly-
morphism).

I kdyz se pfevazna vétsina aplikaci vénuje zakladnimu vyzkumu jaternich chorob
(studium signalnich cest, odhaleni novych onkogeni/tumor supressor gent, atd.),
tak klinické vyuziti t€chto technologii zacina pronikat do praxe. Naptiklad specifické
skupiny gent mohou poskytnout informaci o progndze uspesnosti onkologické 1écby
a poté jeji monitoraci. Celkem realisticky mizeme ocekavat, ze v nejbliz§i budouc-
nosti bude soucasti jaterni biopsie profilace exprese gent (tzv. ,,fingerprinting* neboli
typicky nalez u dané choroby) a také molekularni diferencialni diagnostika (napf.
hepatocelularni karcinom ¢i dysplasticky cirhoticky uzel).

Vyuziti molekuldrné biologickych metod je vhodné pouze pti splnéni fady pod-
minek. Nejdulezitejsi je, ze technologie a jeji vysledky musi byt reprodukovatel-
né v laboratofich jinych center, nejlépe nejenom univerzitnich, ale i v mensich
nemocnicich nebo tfeba v komer¢nich zatizenich. Dale musi molekularni vySetie-
ni poskytnout klinicky vyznamnou informaci, kterou neni mozné ziskat tradicnimi
metodami. A tato informace by méla byt dosazitelnd véas. Neméné dulezitd bude
také cena vysetieni.

1.4 Patogeneze fibrozy u riznych jaternich chorob

Patogeneze jaterni fibrézy v mnoha aspektech zavisi na zakladnim onemocnéni.
I kdyz jsou zakladni mechanizmy analogické, piesto je kazda ze zakladnich chorob
ve svém mechanizmu postizeni jater jedinecna.

Alkoholicka nemoc jater je ovlivnéna vlivem alkoholu na stfevni floru. Zpomale-
ni stfevni motility etanolem a zmény v bakterialni populaci vedou k namnozeni Gram-
negativnich bakterii. Jimi vytvareny endotoxin (lipopolysacharid, LPS) pronika strev-
ni sliznici do portalniho fecisté a aktivuje Kupfterovy buitkky pomoci CD14/Toll-like
receptor-4 komplexu (TLR4, viz také regenerace) (128). Kupfferovy bunky vytvareji
ROS (NADPH-oxiddzou) (129). Kyslikové radikaly dale ptes NF kappa B zvysi pro-
dukci TNF-alfa, ktery indukuje hromadéni neutrofilniho infiltratu a stimuluje dalsi
tvorbu ROS v mitochondriich hepatocytii. Acetaldehyd ptimo aktivuje HSC a vyvo-
lava zanétlivé a fibrogenni signaly (130).

Patogeneze fibrozy indukované virem hepatitidy C neni pfili§ prozkoumana, chybi
vhodny zvifeci model. Hepatitida C infikuje hepatocyty a zptisobuje oxidativni stres
a indukci zanétlivych bunék. Oba faktory vedou k aktivaci HSC.

Nekteré proteiny viru hepatitidy C jsou schopny piimo stimulovat fibrogenni aktivitu
HSC (131). Glykoprotein E2 obalu viru hepatitidy C se vaze na receptor CD81 membran
cilovych buné¢k (napt. hepatocyttr). CD8]1 je také exprimovan na membrané HSC a je scho-
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pen vazby s E2 s naslednou vyssi tvorbou MMP-2. Nelze vyloucit, Ze virus hepatitidy C
miZze piimo infikovat hvézdicové buiiky jater a piisobit profibrogenné (132).

U chronické cholestazy vytvareji biliarni bunky fibrogenni mediatory, aktivujici
mistni portalni fibroblasty, které vytvareji produkty ECM. Nasledné jsou do procest
zavzaty perisinusoidalni HSC a za¢nou se vytvaret fibrotické pruhy (133). V aktivaci
se ucastni 1 T-lymfocyty.

Patogeneze NASH neni pfili§ zndma. Sdruzuje se s obezitou, diabetem mellitus
IL. typu a poruchou metabolizmu tukl. Pfedpokladame nékolikastupfiovou poruchu
(2 hit model); nejdiive dochézi k vzniku inzulinové rezistence a hyperglykemii, vysled-
kem je steat6za jater. V dal§im stupni dochdzi k tvorbé€ oxidativniho stresu, apoptoze
hepatocytli a tim spusténi zanétlivych reakei s postupnou fibrotizaci (134). Leptin,
cirkulujici adipogenni hormon, je prokazateln€ spojen s aktivitou HSC a fibrogenezi.
Choroba neni (zatim) v Ceské republice piilis ¢asto diagnostikovana.

Tab. 1.2 Genetické a negeneticke faktory spojené s progresi fibrozy jater (Bataller
R, Brenner D. Liver fibrosis. J Clin Invest, 2005, 115, 2, 209-218.)

Typ jaterni Kandidatsky gen Negenetické
choroby Zkrdcené Plny ndzev faktory
Chronicka HFE Gen hereditarni hemochro- Alkohol
hepatitida C matozy
Angiotensinogen | Angiotenzinogen Koinfekce HBV
TGF- betal Transforming growth factor Koinfekce HIV
beta 1
TNF- alfa Tumor necrosis factor alpha | Ve&k pacienta pfi
zacatku HCV
Apo E Apolipoprotein E Transplantace jater
MEH Microsomal epoxide hydro- Diabetes mellitus
xylase
MCP-1 Monocyte chemotactic pro- Non respondent na
tein 1 lécbu
MCP-2 Monocyte chemotactic pro-
tein 2
Factor V Faktor V (Leiden)
Alkohol IL-10 Interleukin 10 Alkohol
IL-1 beta Interleukin 1 beta Epizody alkoholické
hepatitidy
ADH Alkoholdehydrogenéaza
ALDH Aldehyddehydrogenaza
CYP2E1 Cytochrome P450, 2E1
TNF- o Tumor necrosis factor alpha

(pokracovani tabulky na ndsledujici strané)
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Typ jaterni Kandidatsky gen Negenetické
choroby Zkrdcené Plny ndzev faktory
CTLA-4 Cytotoxic T lymfocyte anti-
gen 4
TAP2 Transporter-associated anti-
gen-processing type 2
MnSOD Manganese superoxide
dismutase
NASH HFE Gen hereditarni hemochro- V¢k pacienta
matozy
Angiotenzinogen | Angiotenzinogen Stupen obezity
TGF-betal Transforming growth factor Diabetes mellitus
beta 1 Hypertriglyceridemie
PBC IL-1 beta Interleukin 1 beta
TNF- alfa Tumor necrosis factor alpha
ApoE Apolipoprotein E
Autoimunni | HLA-II HLA II haplotyp Non respondent na
hepatitida 1écbu

Poznamka: HCV — virus hepatitidy C, HBV — virus hepatitidy B, NASH — nealkoholova stea-
tohepatitida, PBC — primarni bilidrni cirhoza.

1.5 Vaskularni zmény u cirhozy

Pro pfeménu fibrotické tkané€ v cirhotickou jsou vedle masivni fibrotizace vyznamné
cévni zmény a uzlovita regenerace. Intrahepatalni angiogeneze se objevuje v souvis-
losti s fadou zanétlivych, fibrotickych a ischemickych poruch jater. Neni zcela jasné,
zda angiogeneze piedstavuje homeostaticky mechanizmus, ktery mé za kol zajis-
tit pfimétenou dodavku kysliku do hypoxickych tkani, nebo zda predstavuje dalsi
patogeneticky faktor, ktery pfispivd k poskozeni jaternich bunék (teorie zdravého
hepatocytu). V ptipad¢ potvrzeni negativni role mtze byt angiogeneze vyuzita jako
dalsi prognosticky ukazatel jaterni choroby. Zarovenn mize v budoucnu byt cilem
terapeutickych zakrokd.

Vaskularni struktury v cirhotickych vazivovych septech (porto-systémové zkraty)
se mohou vytvofit dvéma zpiisoby. Nekteré cévy pochazeji ze sinusoidt, které pie-
trvavaji v oblastech postnekrotického kolapsu zdkladniho nosného pletiva. Ostatni
se vytvoii ve fibrotické tkani angiogenezi de novo. Stimulem zde mtze byt hypoxie
parenchymu pii cévnich zkratech nebo kapilarizaci sinusoid. Dalsi vaskularni zmény
mohou souviset s tvorbou trombti ve stfednich portalnich a jaternich zilach. Z tohoto
pohledu je vlastné cirhdza vaskuldrni chorobou jater.

Vyznam teorie kapilarizace sinusoid na mikrovaskulaturu cirhotickych jater byl
ovSem nedavno vyznamné zpochybnén (135). Ke kapilarizaci dochéazi nejspise pou-
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ze v okoli portalnich poli a velkych sept. USetfena je zifejme tkan regeneracnich
uzld.

Zmeény ve struktufe jater vedou k naruSeni zonalniho metabolického uspotadani
jater, k morfologickym a kvantitativnim zménam mikrovaskulatury a k redukeci sty¢né
plochy mezi sinusoidy a hepatocyty, vhodné pro metabolickou vyménu.

Vétsina molekularnich mechanizmi angiogeneze v jatrech je stejna jako u ostat-
nich organd. Pfesto mozné odlisnosti vyplyvaji jednak z dvoji mikrovaskulatury jater.
Portalni feciste, stejné jako arterialni a vendzni, jsou vystlana kontinualni vrstvou
endotelovych bunék, avsak sinusoidy maji endotelie nepravidelné a s fenestracemi;
jednak z tvorby proangiogennich faktorti specifickych pro jatra jako AN-GPTL-3,
ktery ma afinitu k o v 3 3 integrinu; a konecné z existence HSC, které mohou pfispivat
k angiogenezi jinymi mechanizmy nez mikrokapilarni pericyty. Fyziologické angio-
geneze v jatrech vede k novotvorbé sinusoid, kdezto patologicka v terénu fibrozy
vytvari kapilarizované cévni struktury (136).

DNA array analyza diferencované exprese genti v lidskych cirhotickych jatrech
potvrdila u fady chorob (chronické hepatitida C, autoimunni hepatitida, primarni bili-
arni cirhdza, primarni sklerozujici cholangitida) zvysenou aktivaci fady kli¢ovych
genl procesu angiogeneze. Mezi tyto geny rtiznych fazi angiogeneze patii ristové
faktory a jejich receptory (VEGF, HGF, FGF-8, FGF-receptor 1), adhezivni molekuly
(integriny, beta-katenin), matrix remodelujici molekuly (PAI-3), molekuly ovliviujici
polaritu a vaskularni diferenciaci (efriny) a dalsi (137).

1.6 Regenerace jater

Soucasti obrazu cirhozy jater jsou také regeneracni uzly, tj. lokalni proliferace hepa-
tocytli ohranicend fibréznimi septy. Regenerace jaterni tkané€ je téma natolik kom-
plikované a samostatné, ze zde odkazuji na publikované piehledné prace (138, 139).
Ptesto je vhodné pro pochopeni slozitosti mechanizmt pfi jaterni cirhdze uvést zde
alespon nékteré zakladni jevy.

Regenerace jater je vlastné kompenzacni hyperplazie jater. Z biologického pojeti
se nejedna o regeneraci, tj.nahradu celé struktury, ktera byla odstranéna (napft. konce-
tiny mloka s kiizi, svaly a prsty). Také mechanizmy jsou zde jiné. U jater odstranéna
¢ast strukturaln€ nedoroste do podoby pred zékrokem, nybrz zbyly jaterni parenchym
expanduje z divodu nahrady ztracené funce.

Hlavnim zdrojem naSich znalosti o regeneraci jater je model dvoutifetinové hepat-
ektomie (z roku 1931). V tomto modelu pochdzeji nové hepatocyty z replikujicich se
zbylych hepatocyti. Progenitorové buiiky zde nejsou aktivovany.

Regenerace u akutniho jaterniho selhani souvisi naopak vice s diferenciaci pro-
genitorovych bunék. Rozsah tcasti progenitorovych bunék zavisi na charakteru po-
Skozeni jater, toxické davce apod. Progenitorové builky jsou pfitomny i u chronic-
kych jaternich chorob, ale jejich podil na repopulaci jater je zatim neznamy. Nevime
také, jaka je replikativni schopnost hepatocytti u jaterni cirhozy a zda dochézi k ,.re-
plikativnimu starnuti* cirhotickych hepatocyt. V experimentu jsou normalni he-
patocyty schopné az osmdesati mitotickych déleni (140). Pravdépodobné odlisny je
puvod regenerujicich neparenchymovych bunék, az 20 % muize byt piivodem z kost-
ni dien¢ (141).
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Zdravé hepatocyty jsou vétSinou v klidovém stavu GO, tj. nereplikuji. Po ¢astec-
né hepatektomii se aktivuji, vstoupi do mitotického cyklu a do né€kolika dni doplni
chybéjici tkan. Regenerace je fizena vzajemné se ovliviiujicimi pochody cytokint,
rustovych faktor a metabolickych cest.

Po resekcii se hepatocyty vybudi z fdze GO do G1 (duplikace chromozomil) a S
(syntéza DNA) (142). Maximalni syntézy DNA dosahnou 36 hodin po resekci. Pie-
chod bunék, které jiz replikovaly DNA (G2 buiiky) do faze mitézy (M) se odehrava
v zavislosti na cirkadiannim rytmu. Vstup hepatocyti do faze M zavisi na poklesu
tvorby WEEI proteinu, ktery je periferni soucasti vnitfnich hodin savci. Jeho produk-
ce osciluje a je fizena z mozku (nucleus supraschiasmaticus) (143).

Jednotlivé pochody regeneracniho cyklu a jejich hlavni predstavitelé (144):

1. Cytokiny a iniciace. Jejich vyznam je hlavné v zahajeni regenerace (z GO do
Gl faze cyklu). Cytokinova kaskada zacina vazbou TNF-alfa (tumor necrosis factor
alfa) na receptor TNFR1 v Kupfferovych buiikdch. Dochazi k aktivaci NF-kappa B
(nuklearni faktor kappa B) a nasledné k tvorbé IL-6 (interleukin 6). IL-6 se uvolni
do okoli buiiky a vaZe se na vlastni receptor v hepatocytech. Intracelularn€ aktivuje
STAT-3, ktery se presune do jadra hepatocytu a zde ptisobi na fadu genti odpovédnych
za regeneraci. Zminéné cytokiny jsou plné aktivni jiz 30 minut po resekci (zpravi-
dla tedy dfive nez napt. pacient po hemihepatektomii opusti operacni sal). Pocatecni
tvorba TNF-alfa (a tim spusténi regenerace) je ovlivnéna lipopolysacharidem (LPS,
endotoxin) a jeho vazbou na Toll-like receptor 4 (CD14/TLR4, viz také poskozeni
jater alkoholem).

2. Rustové faktory a progrese bunééného cyklu. Dochazi k stimulaci dvou vyznam-
nych receptorti na membrané hepatocyti — c-met a EGFR. Ligandem pro prvni je HGF
(hepatocyte growth factor), pro druhy je liganda vice — EGF (epidermal growth factor),
TGF-alfa (transforming growth factor alpha), HB-EGF (heparin binding EGF-like
growth factor) a AR (amphiregulin). Oba receptory jsou tzv. tyrosin kindzy. Nasled-
né jsou aktivovany Cetné intracelularni metabolické cesty, které reguluji transkripcni
faktory a iniciuji translaci.

Prekurzor HGF — proHGF — pochazi z jaternich hvézdicovych bunek (HSC) a pied
vazbou na c-met se aktivuje pomoci uPA (urokindzovy aktivator plazminogenu).

Nekteré z intracelularnich signalizaci jsou spolecné obéma cestadm — ristovych fak-
torim i cytokinim — AP1, JNK, ERK1/2.

Primarnimi mitogeny hepatocytil, schopnymi indukovat replikaci, jsou ligandy fa-
dy jadernych receptort — tyroxin, TCPOBOP a retinoova kyselina.

3. Metabolické cesty a regulace. Regenerace jater je pfesné¢ modulovana potiebou
jaterni funkce organizmu. Kritickym mistem, kde se stykaji nutri¢ni a energetické
potieby organizmu s mitogennimi signdly, je faze translace proteint v hepatocytech.
Soucasti integrujiciho slozitého senzoru je mTOR, bilkovina regulujici translaci a rlst
bunek v zavislosti na pfitomnosti zivin. mTOR je inhibovan rapamycinem (I€k vyuzi-
vany v transplantologii) (145).

Pti ukonceni regenerace v modelu parcidlni hepatektomie se uplatituji TGF-beta
(ptivodem z HSC), PAI (plasminogen activator inhibitor), SOCS-3 (suppressor of cy-
tokine signaling — 3) a tzv. inhibitory cyclin-dependentnich kinaz.

Béhem regenerace dochézi také k prechodnému potlaceni proapoptotické signalizace.

TNF-alfa také aktivuje tkanové matrix metaloproteinazy (MMP), které jsou poté
schopny degradovat soucasti extracelularni matrix a tim umozni proliferaci hepatocy-
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ti. Existuje vzdjemné propojeni a ovlivnéni TNF-alfa, EGFR a MMP. Bez remodelace
matrix pomoci MMP v experimentu nebyly mozné dalsi mit6zy hepatocytti (146).

Téma regenerace jater je propojeno s tématem jaterni fibrozy a cirhdzy. Zatim ma-
me jen velmi omezené znalosti, do jaké miry jsou jednotlivé fyziologické mecha-
nizmy regenerace naruseny v cirhotickych jatrech a jak se li§i od modelu parcidlni
hepatektomie.

Pochopeni procest regenerace je také dillezité pii vyvoji novych antifibrotickych
léka.

1.7 Reverzibilita fibrozy jater

Paradigma je soubor zékladnich koncepci a piesvédceni, jez jsou v dané chvili
pevnymi body védy a v jejichz ramci se dand véda rozviji. Jinymi slovy, paradigma
nastoluje problémy, které jsou nasledné v souladu s timto zakladnim pojetim feSeny
a vysledky dale slouzi k expanzi paradigmatu. Podle T. S. Kuhna, autora teorie para-
digmat (1962), se tento typ vyzkumu nazyva ,,normalni védou* neboli ,,lusténim
puzzle® (147). Obcas ovSem narazime na fakt, ktery nemtize byt vysvétlen v ramci
teorie stdvajiciho paradigmatu. Tato pozorovani se nazyvaji anomaliemi a postupné
vedou ke krizi celého zékladniho pojeti. Nasledné se paradigma bud’ upravi, nebo se
musi uplné opustit. Dojde tak ke vzniku zcela nového a odlisSnému paradigmatu (tzv.
paradigm shift).

Ptedpoklad o nevratnosti fibrozy vyplyval z klinické zkuSenosti v dobé, kdy se ob-
vykle fibr6za/cirhoza diagnostikovala az ve své nejpokrocilejsi formé. Detailni popisy
cirhotickych jater se vétSinou omezovaly na pitevni material, ptikladem muaze byt
zédznam Malloryho z roku 1914: ,,...cirrhosis is not a progressive chronic process, but
an end-product® (148). Na rozdil od tradi¢niho pojeti, kdy se cirhdza povazovala za
ireverzibilni stav, ktery mize maximalné pomalu progredovat, ale nikoliv ustupovat,
neddvné diikazy naznacuji, Ze i pokrocila fibr6za mtze ustoupit (149). Vyznamnou
a prelomovou se stala prace publikovana v roce 1979 (Perez-Tamayo), ktera shrnula
dosavadni nalezy a dikazy o reverzibilit¢ fibrozy a cirhozy, a to jak experimentalni
pokusy na zviteti, tak humanni klinické kazuistiky (150).

V experimentalné navozené fibroze mtize vést ustup vyvolavajiciho patologického
Cinitele k regresi fibrozy (151). Také u nemocnych mtize uspésna 1écba ¢i odstrane-
ni zakladni choroby vést k spontdnnimu zmenseni az vymizeni fibrozy. Tento nazor
podporuji klinicko-patologické zkuSenosti u nemocnych s jejunoiledlnim bypassem
(152), hemochromatézou (153), Wilsonovou chorobou (154), alkoholickou nemoci
jater (155), chronickou hepatitidou C (156), chronickou hepatitidou B (157), sekun-
darni biliarni cirhozou (158), NASH (159), autoimunitni hepatitidou (160) a pravdé-
podobneé také s chronickym polékovym ¢i toxickym poskozenim jater. Nejintenzivnéji
prostudovanou skupinou jsou pacienti s hepatitidou C, z nichz t¢éméf polovina méla
pii uspésné 1écbe néjaky stupen regrese fibrozy. Zatim se nevi, zda je tento stup spo-
jen s dlouhodobymi efekty — napf. s niz§im vyskytem komplikaci portalni hypertenze,
nebo dokonce s poklesem mortality.

Na rozdil od reverzibility fibrdzy jaterni tkané je situace nejasna u rozvinuté cirhozy,
protoze jeji soucasti jsou také zmény vaskularni a nodularn€ regeneracni. Abnormali-
ty v architektufe jater a v intrahepatalni cirkulaci nejspiSe zlstavaji. I pies vyrazné



28 Novinky v gastroenterologii a hepatologii

funkéni a strukturalni zlepSeni je kompletni Gstup vSech anatomickych zmén neprav-
dépodobny.

S regresi cirhdzy nejspise také souvisi klinicky i histopatologicky pozorovany pie-
chod cirh6zy mikronodulédrni v cirh6zu makronodulédrni. V této souvislosti studie po-
pisuji vznik tzv. inkompletni septalni fibrézy jako mozného nasledku regredujici
cirhozy. Predpokladem je odstranéni vyvolavajici priciny. Histologické kontinuum by
mohlo byt nasledujici: mikrononodularni cirhdza, makronodularni cirh6za a inkom-
pletni septélni fibréza (161). Inkompletni septalni fibr6za mize byt také jenom vari-
antou makronodulérni cirh6zy. Otazka neni doposud uzaviena.

Hlavnim mechanizmem poklesu nadmérného mnozstvi patologické ECM je kola-
genolyza (fibrolyza). Fibrilarni kolageny (I a III) jsou degradovany pomoci meta-
loproteinaz (MMP-1, -8, -13). ZvySenou aktivitu metaloproteindz umozni uvolnéni
inhibitort (TIMP) z vazby, coz je koncept, ktery podporuji ndlezy poklesu fibrozy pti
inhibici TIMP-1 v experimentu (162). Tim jsou pfirozen¢ odblokovany metalopro-
teinazy a latentni proteolyticka aktivita. Pretrvava-li aktivita onemocnéni, pretrvavaji
vysoké hodnoty TIMP-1 a zhorSuje se moznost proteolyzy, protoze kolagenni mak-
romolekuly se mechanizmem pevného piekiizeni vldken (tzv. crosslinking) postupné
behem mésict stabilizuji (163). Je pravdépodobné, Ze praveé obdobi pevné stabilizace
kolagennich vlaken je tim bodem na Casové ose, kdy se fibroza postupné stava obtizné
reverzibilni ¢i pfimo ireverzibilni. Enzymatickou tlohu pfi zpevnéni kolagenni sité maji
tkanové transglutaminazy, které jsou mj. zvysené tvoteny aktivovanymi HSC (164).

Aktivngjsi role v degradaci fibrilarni matrix ve fazi rezoluce fibrozy je pfipisovana
Kupfferovym bunkam (makrofaglim). Studie zdtraziuji dvoji koncept aktivity peri-
sinusoidalnich makrofagii lokalizovanych v blizkosti fibrotickych jizev (tzv. SAM —
scar associated macrophages) (165). Jejich tloha v obdobi aktivace HSC byla jiz zminé-
na, ale nove se popisuje jejich role v degradaci ECM po tstupu vyvolavajiciho posko-
zeni. Dochazi k preprogramovani makrofaglh a zméné fenotypu, nebo existuji odlisné
bunééné podtypy aktivované za riznych okolnosti a pfi zméné okolniho biologického
prostiedi? Hraji zde n€jakou roli makrofagy jater odvozené z bunek kostni dien¢?

MMP-9, ktera je vytvatena v Kupfferovych buiikach, je ale protedza degradujici
bazalni matrix (viz aktivace HSC a také regenerace jater). Ma tudiz uplatnéni ve fazi
aktivace, kdy je zddouci naruseni normalni ptivodni matrix. Bud’ tedy makrofagy pro-
dukuji dal$i metaloproteazy, které by narusovaly fibrilarni vldkna, nebo md MMP-9
Sirsi spektrum ucinku.

Preziti aktivovanych HSC je zavislé na solubilnich ristovych faktorech, cytokinech
a strukturalnich informacich z okolni matrix. Vyznamnd z hlediska iniciace zaniku
aktivovanych HSC muze byt strukturdlni zména matrix a prostiedi, ze kterého HSC
prijimaji signaly (166). Makrofagy v obdobi rezoluce napomahaji degradaci fibrilarni
ECM a zméné této signalizace.

1.7.1 Apoptéza jaternich myofibroblasti

Procesu zmény formy fibrézy nejspise piedchazi apoptéoza HSC, tzn. Ze se bunky
odpovédné za nadbytecnou produkci ECM a cytokinti odstrani procesem naprogra-
mované smrti (nejvyznamnéjsi je nasledny pokles tvorby TIMP-1) (167, 168, 169).
Podminkou je odstranéni vyvolavajici choroby jater (abstinence, toxické poskozeni,
1écba infekce apod). Apoptoza aktivovanych HSC je pravdépodobné automaticky
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nastavenym mechanizmem v jatrech (tzv. default mechanism), ktery je blokovan
fadou solubilnich faktorti béhem aktivni faze poskozeni. Béhem aktivace jsou samy
schopny vytvaret na svém povrchu tzv. death receptory (DR), tj. receptory, pfi jejichz
aktivaci dochazi ke spusténi jedné ¢i vice pfedem pfipravenych intracelularnich
apoptotickych cest. Soucasti téchto cest jsou kaskady proteaz (tzv. kaspazy). Vysled-
kem je dezintegrace bunééné DNA, rozpad butiky a likvidace zbytkli okolnimi fago-
cytujicimi elementy (170).

Jednim z téchto ,,smrticich* receptort je tzv. TRAIL (TNF-related apoptosis-indu-
cing ligand) receptor, ktery se zvysene tvoti na povrchu HSC béhem aktivace. Prokazali
jsme, ze HSC se vlastni aktivaci stavaji senzitivné€jsi na vnéjsi proapoptotickou signali-
zaci (171). Kupfferovy buiiky jsou prokazateln€ jednim ze zdroji ligandu TRAIL, coz
znamena, Ze makrofagy jsou schopné ve fazi regrese fibrozy likvidovat cestou indukce
apoptozy bunky odpoveédné za produkeci fibrilarni matrix — HSC (172).

NK-bunky jater jsou také pravdépodobnym antifibrogennim regulatorem (173).
Klidové HSC nereaguji na proapoptotickou signalizaci vychéazejici z NK-bunek. Na-
opak aktivované myofibroblasty se stavaji vnimavymi na takovéto podnéty. Mediato-
rem je pravdépodobné také ligand TRAIL.

Dalsimi DR (apoptotické death receptory) v HSC jsou napt. Fas a NGFR (nerve
growth factor receptor).

Antifibrogenni vliv interleukinu-10 (IL-10) byl jiz uveden (viz chemotaxe).

Likvidace aktivovanych myofibroblastii (HSC) cestou apoptdzy po odeznéni vyvo-
lavajiciho poskozeni je prokazanym fyziologickym jevem. Neni ale zcela zodpove-
zena otdzka moznosti navratu aktivovanych HSC do klidového stavu in vivo, 1 kdyz
tento pochod byl pozorovéan v experimentu na tkanové kultufe. Injekce aktivovanych
HSC do Matrigelu (trojrozmérny substrat podobny bazalni membrané uzivany ke kul-
tivaci bunek) vedla ke snizeni jejich aktivace (174).

1.7.2 Imunotolerance a fibroza jater

S tématem apoptdzy souvisi také problematika imunotolerance a fibrozy jater. Nards-
tajici mnoZzstvi informaci svédci o tom, Ze jatra jsou imunomodula¢nim organem. Vy-
sledky in vitro studii naznacuji, ze jednim z moznych mechanizmil by mohla byt apo-
ptéza T-bunek indukovand jaternimi hvézdicovymi buitkami (175). Aktivované mysi
HSC potlacily aktivitu lymfocyt v kultufe jejich odstranénim prave apoptdzou (176).

Ke studiu vlivu HSC na imunotoleranci in vivo byla pouZita kotransplantace syn-
gennich HSC s burikami pankreatickych Langerhansovych ostrivka. Aktivované hve-
zdicové bunky prodlouzily pfeziti bunék tvoficich inzulin, lokalné zabranily rejekci
$tépu a vedly k dlouhodobé euglykemii u diabetickych mysi. Nasledné histologické
vySetfeni ukézalo, Ze doslo k enkapsulaci inzulinovych bunék vrstvami aktivovanych
HSC. Mnozstvi CD4+ a CD8+ lymfocytt ve Stépu bylo redukovano zvySenou apo-
ptozou (177).

Objev muize mit fadu klinickych disledki. Kromé oteviené moznosti kotransplantace
v experimentalni diabetologii se otevira otdzka imunotolerance v jatrech. Nalez potvr-
zuje ve své podstate fyziologicky vyznam fibrozy jater pii ochran€ hepatocyti proti nad-
meérné imunitni reakci. Jestlize HSC takto ochrariuji hepatocyty proti titoku imunoaktiv-
nich bunek, jaky vliv bude mit antifibroticka 1é¢ba navozena apoptdzou hvézdicovych
bun¢k? Nedojde naopak ke zvysené destrukci hepatocytli imunitnimi buitkami?
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HSC tak mohou mit vliv na klinicky prok4dzanou imunotoleranci jaterniho $tépu
a prenos HSC miize byt vyznamnou soucésti izolované transplantace hepatocyta.

1.7.3 Progrese fibrozy jater

Rychlost progrese fibrdzy u jednotlivého nemocného nelze s jistotou urcit. Presto lze

zobecnit nasledujici tvrzeni:

e Fibroza k svému vyznamnému rozvoji vétSinou vyzaduje fadu rok az dekad.
Vyjimkou jsou choroby, kdy fibrotizace jater postupuje rychleji, n€kdy jiz béhem
meésict. Patfi sem: 1) mechanické obstrukce zlucovych cest, v€etn€ neonatalnich
bilidrnich atrezii; 2) infekce virem HCV po transplantaci jater vede u ¢4sti nemoc-
nych k rychlé progresi s cholestatickymi rysy; 3) koinfekce HIV/HCV, zejména
neni-li HIV infekce 1éCena; 4) té¢zka delta-hepatitida; 5) venookluzivni choroba;
6) nektera toxicka poskozeni 1éky.

Nezavislymi faktory rychlejsi progrese fibrozy jsou konzumace alkoholu, starsi veék

v dob¢ infekce a muzské pohlavi (178).

e Podle studii s alkoholickou chorobou jater a hepatitidou C lze shrnout, Ze vaznost
poskozeni a zanétu obvykle koreluji s rychlosti progrese fibrozy. Nebyla ale zjiste-
na podobna korelace s genotypem hepatitidy C.

e Vice nezjeden typ poskozeni znamena synergické ptisobeni na vyvoj fibrozy. Nalez
vyplyva ze studii s hepatitidou C a alkoholem, virovou infekci HCV a HBV, HCV
a HIV, vy$sim obsahem Zeleza a také s jaterni steatozou/steatohepatitidou (NASH).
U nékterych chorob (alkohol, NASH, HCV) je prokazanym faktorem také vyssi
BMI (>28 kg/m?).

e Piesny okamzik, kdy se fibroza stava ireverzibilni, neni zndm. Neni korelace s zad-
nym specifickym néalezem, at’ v histologickém obraze, ¢i v mozné zméné kompo-
zice matrix. Za vyznamné se povazuje stadium zpevnéni jizvy v obdobi stabilizace
prektizeni kolagenovych vldken (crosslinking). Reverzibilni mohou byt i prekva-
pivé velmi pokrocila stadia. Dokumentovana reverzibilita zahrnuje alkoholickou
nemoc jater, hepatitidu B, hepatitidu C, biliarni obstrukci a dalsi (citace jednotli-
vych klinickych pozorovani viz kapitola o reverzibilité fibrézy). Nedavnd studie
u nemocnych s chronickou hepatitidou B (HBeAg neg) pozorovala zlepseni fibro-
tického skore (dle Ishakovy klasifikace) u 71 % nemocnych po 5 letech podéavani
adefoviru dipivoxilu (179).

Stale mame malo klinickych i patologickych informaci o rychlosti regrese jaterni
fibrozy a jejim charakteru. V dobé vydani této publikace by méla jiz probihat mul-
ticentricka studie REGRESS, ktera se na souboru uspésné léCenych nemocnych
s chronickou hepatitidou C snazi 1épe definovat nemocné s riiznym stupném ustupu
fibrozy, vCetné jeho vlivu na zakladni klinické a epidemiologické ukazatele (180).

e Predpoklada se vyznamny vliv genetickych faktort hostitele. Identifikace riznych
polymorfizma, které¢ by mohly dobte ptedpovidat rizikovost, bude mit prakticky
vyznam v prevenci rychle progredujici fibrozy. Lékarskd doporuceni budou moci
byt vice orientovana na jednotlivého nemocného.
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1.8 Necirhoticka portalni fibroza

Synonyma: non-cirrhotic portal fibrosis (NCPF), idiopaticka portalni hypertenze (ter-
min uzivany v Japonsku), hepatoportlni skler6za (v USA).

Nemoc je charakterizovana pfitomnosti portalni hypertenze pfi vylouceni cirhdzy
jater a extrahepatalni obstrukce portalniho fecisté. Klinicky je pfitomna splenomega-
lie, mirnd anemie a normalni jaterni funkce. Nemocni trpi projevy komplikaci portal-
ni hypertenze, zejména krvacenim do traviciho traktu (85 %). Ikterus, encefalopatie
a ascites jsou vzacné. Nektefi nemocni vytvoii spontdnni porto-systémové kolateraly.
V histologii jater je pfitomna zachovana lobularni architektura, portalni fibroza riz-
ného stupné, sklerdza ¢i vymizeni drobnych vétvi portalni zily a subkapsularni zjiz-
veni jater s atrofii ptrilehlého parenchymu. Etiologie je nejasna, dochazi k fibrotizaci
Disseho prostoru (,,porto-vendzni obliterace®), pfredpokladame spoluticast mozného
chemického poskozeni (napt. arzén?), autoimunitnich procesi ¢i infekce (181).

Onemocnéni sice neni v Evropé pfilis Casté, piesto jsme méli moznost v poslednim
roce diagnostikovat Ctyfi nové pacienty.

1.9 Klinicka diagnoza a hodnoceni pokrocilosti fibrozy

Diagnoza fibrozy a jeji kvantifikace jsou dilezitymi faktory v rozhodovani pii zaha-
jeni 1é¢by chronickych jaternich chorob. Historicky byly pokrocild fibréza a cirhoza
klinicky diagnostikovany pfi nalezu tuhych, zvétSenych a hrbolatych jater palpaci.
Jedna se ovSem o relativné malo senzitivni metodu, ktera v pocateCnich stadiich
selhava. Zlepseni pfinesla technika jaterni biopsie, ktera se stala v poslednich Sedesati
letech zlatym standardem. Objevily se také nové zobrazovaci metody a neinvazivni
testy.

1.9.1 Biopsie jater

Tradicné se diagnoza fibrozy opird o biopsii jater. Rozhodnuti o provedeni jaterni
biopsie neni jednoduché ani pro lékafe, ani pro pacienta. Navic nekteré choroby
vyzaduji pravidelné monitorace progrese choroby nebo uspésnosti 1é€by a mnoho
nemocnych s opakovanymi biopsiemi nesouhlasi. Vykon se na fadé pracovist’ pro-
vadi pouze za hospitalizace, coz pro nemocného (a pojistovny) znamena dalsi nepii-
jemnost. Vykon neni bez rizika, mortalita se udava mezi 0,1-1 promile (182, 183).
Jestlize az 40 % pacientll uvadi bolest po vykonu, pak je tieba z pohledu pacienta
povaZovat biopsii za velmi neptijemny zakrok (184). Také fada 1€kaiti provadi biopsii
s obavami.

Incidence komplikaci souvisi podle vétSiny studii s pfitomnosti relativnich kontra-
indikaci pacienta a zku3enosti 1ékafe, tj. poétem provedenych biopsii (185). Cetnost
komplikaci u l1€kate se zkuSenosti pod 20 biopsii je okolo 3,2 % v porovnani s 1,1 %
komplikaci u lékate se zkusenosti nad 100 vykont (186).

Ptes tato omezeni ziistava biopsie jater v klinické praxi stale zakladnim vySetfenim
v diagnostice jaternich 1ézi a stupné fibrotizace (staging).

Velkym omezenim je velikost bioptického vzorku, mnozstvi odebrané tkané v jed-
né biopsii odpovida ptiblizné 1:50 000 jater (188). Dusledkem je malé reprezenta-
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tivnost vzorku (sampling error). VytéZnost necilené biopsie jater k stagingu fibrozy
a diagnostice cirthozy byla porovndvana s nalezy pii pitvé nebo laparoskopii. Tyto
studie prokazaly, ze cirh6za jater neni diagnostikovana jednou necilenou jaterni biop-
sif v 10-30 % piipadt (189, 190, 191, 192). Obvyklou chybou je nizsi staging a pod-
hodnocenti je vyraznéjsi u nemocnych s makronodularni cirh6zou. Cirhdza se nevyviji
v jatrech homogenné a najednou, ale naopak. Jak velikost biopsie, tak mnozstvi ode-
branych biopsii maji vliv na pfesnost diagnozy (193). Cim mensi vzorek, tim mirngjsi
chronickd hepatitida C (194). Za zadouci se povazoval vzorek s alespoil 15 mm délky,
ktery obsahoval minimalné 5 portalnich poli (195). Tento koncept se ale neddvno
zmeénil, za minimalni délku bioptického vzorku je tieba povazovat 20-25 mm s ales-
poii 11 portalnimi poli (196). BohuZzel pouze 5,3 % terapeutickych studii u hepatitidy
B a C (11 z 207) uvedlo presn¢ délku nebo pocet portalnich poli v biopsii (197). Je
zajimavé, ze zkuSenost patologa miize mit vétsi vliv na interpersonalni shodu v popi-
su nalezu nez délka bioptického vzorku (198).

Pti odbéru tff vzorkll misto jednoho stoupla piesnost diagnozy z 80 % na 100 %
(199). Odeberou-li se biopsie navic z odlisnych mist, napiiklad z obou laloki jater, tak
odli$nost nalezl stoupa jest€ vice — napt. diagndza cirhozy byla provedena v 14,5 %
ptipadt pouze z jednoho laloku, a ne z druhého (200).

(tru-cut systém) oproti klasické Menghiniho — diagnoza cirh6zy stoupla z 65 % na
89 % pfti pouziti reprezentativnéjsiho tru-cut vzorku (201).

Kromé nereprezentativnosti vzorku je jaterni biopsie zatiZena interpretacni chybou.
Vyznamné je dodrzovani piesnych diagnostickych kritérii v posuzovani biopsie. Rada
center presla k standardizovanému hodnoceni fibrozy (Knddell, modifikace Ishak,
Desmet, Scheuer, Metavir FO-F4), coz nepochybné zlepsilo pfesnost a reprodukova-
telnost nalezu. Zlepsila se také intra- a interpersonalni variabilita u stagingu, nikoliv
ale u hodnoceni zanétlivého skore (202).

Histologické hodnoceni fibrézy je ale presto zalozeno na chybnych predpokladech:

1. je totiz nevhodné charakterizovat kontinualni proménnou, jakou mnozstvi fibro-
tické tkan€ nepochybné je, pomoci kategorickych hodnot (staging fibrozy).

2. Navic histologicky staging predpoklada linearni vzestup v tizi fibrotického
postiZzeni mezi jednotlivymi stupni, ale stupen 4 nezbytn€ neznamena, ze je pii-
tomno 2x vice fibrozy nez u stupné 2. Napi. v hodnoceni Metavir obsahuje F4
asi 5-20x vice vaziva nez stupen F2. Riizné kontinualni proménné mohou proto
byt vhodnéjsi.

K zhodnoceni fibrotického skore byla pouzita i rizna pocitatova zpracovani vzor-
kt (automated image analysis), korelace s patologem zatim nejsou presvédcivé, nic-
méng jsou nadéjné (203, 204). V klinické praxi se vétSinou velké bioptické vzorky
neziskéavaji, coz znamena, ze nereprezentativnost vzorku je nejspiSe nejvyraznéjSim
jednotlivym omezenim v hodnoceni fibrozy jater pomoci biopsie. Automatické zpra-
covani bioptického materidlu, i kdyz s sebou pfinasi pfinejmensim teoretickou vyho-
du, bohuzel stale pracuje s bioptickym materidlem o riizné velikosti. Mohou ale vést
ke zlepSeni standardizace (205).

Hodnoceni regrese fibrozy biopticky narazi na dal$i metodologicky problém. Do-
posud neexistuje prospektivni validacni studie hodnotici biopticky regresi fibrozy na-
misto progrese.

Jaterni biopsie ptedstavuje tedy stale zlaty standard, byt s omezenimi.
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1.9.2 Imunohistochemické studie

Imunohistochemické studie hodnoti stupent pokrocilosti fibrézy pomoci imunohisto-
chemické detekce parenchymatoznich zmén. Zmény v morfologii jaternich hvézdi-
covych buné€k jsou markerem nastupujici fibrotizace ¢i odpovédi na lécbu. Aktivace
HSC je provazena ztratou tukovych kapek s retinoidy a expresi fady proteint (alfa-
-SMA, vimentin, desmin, nestin atd) (206). Imunohistochemické barveni téchto
proteinti bylo pouzito v fadé studii, a to nejenom experimentalnich. Usp&sné uziti
markerd HSC v klinickych studiich bylo potvrzeno pifi monitoraci antifibrotického
efektu interferonu u chronické hepatitidy C a lamivudinu u HBV (207, 208). Pti
1é¢bé byl pozorovan tstup pitvodné velkého mnozstvi aktivovanych HSC v souladu
s ustupem fibrozy jater a zanétlivym skore.

Dalsimi imunohistochemickymi markery fibrotizace parenchymu jsou TGF-beta
(hlavni profibrogenni cytokin v jatrech) a CTGF (connective tissue growth factor,
regulator TGF-beta) (209, 210, 211). Alternativnimi imunohistochemickymi ukaza-
teli jsou rizné slouceniny, které jsou soucasti ECM v riznych stadiich vyvoje jizvy
(tenascin, vitronektin) (212).

1.9.3 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci vysetieni jsou u fibrozy jater zajimava ze dvou ditvodii: jsou neinvazivni
a k zachytu strukturdlnich zmén jsou vhodnéjsi nez sérologické testy.

Rutinnim vySetenim u hepatopatii je ultrasonografie jater (UZ). Kritérii, podle
kterych je mozné diagnostikovat cirhdzu, je celé fada, studie obvykle pouzivaly vétsi
mnozstvi sonografickych znaki (213), v€etné dopplerovského vysetieni (214).

Mezi dlouhodobé sledované sonografické znaky cirhdzy patii napt. nerovnosti po-
vrchu a okraje jater (215), zhrubéni az nodularita parenchymu (216), relativni zvétse-
ni levého laloku a atrofie segmentu IV (217), nerovnost a komprese jaternich zil, fada
indexi popisujicich zvétseni lobus caudatus (segment I) (218), ptitomnost Zilnich ko-
lateral (vCetné rekanalizace vena umbilicalis) (219, 220), dilatace hlavniho kmene por-
talni zily (> 14 mm, senzitivita 42 %) (221), dilatace vena lienalis, vena mesenterica
superior, zmény v zavislosti na respiraci (222) a dalsi.

Klasifika¢ni systém tzv. periportalni fibrozy byl navrzen pro nemocné se schisto-
somiazou, kde je fibroza jater dominantni. Mohl by mit vyznam pii screeningovych
vySettenich.

Z dopplerovskych znakt existujici studie popisuji napt. zmény signalu jaternich zil
(Bolondiho klasifikace: mono-, bi-, trifazicka kiivka) (223, 224), portalni zily (maxi-
malni a primérnd rychlost toku Vmax a Vmean v cm/s, primérny pratok v ml/min,
kongestivni index (Moriyasu, plocha prifezu/maximalni rychlost toku Vmax) (225),
zmény pulsatility, zmény vzniklé postprandialné ¢i v zavislosti na respiraci a cela fada
dalsich) (226), slezinné zily (znaky obdobné jako u portalni zily), a. hepatica (pome-
ry maximalni, primérné a minimalni rychlosti toku, jako napf. rezistivni index RI
(227), pulsatilni index PI (228), a. lienalis a a. mesenterica superior. USetfena riznych
méteni v souvislosti s diagnostikou cirhdzy jater nebyla ani dolni duta Zzila ¢i sténa
zlu¢niku.

Zjistovala se vyuzitelnost riznych pomért parametrti ziskanych z a. hepatica a v. por-
tae. Ptikladem je tzv. perfuzni index (Walsh) (229), cirkula¢ni index (Sugimoto) (230),



34 Novinky v gastroenterologii a hepatologii

index portalni hypertenze (Piscaglia 2001 (231), korekce 2003 (232)), arterio-portalni
pomér (Hirata) (233) a jaterni vaskularni index (Iwao) (234).

Vyznam uvedenych znakl v diagnostice cirh6zy jater je sporny ¢i alespoi nejasny.
Nejvétsi diagnostickou presnost méla (napf. z 11 sledovanych znaki) nerovnost povr-
chu jater, délka sleziny a velikost jater (235). Klinickym problémem je nestandardi-
zace téchto kritérii a mozné je i opomijeni sledovani fady z nich pti bézném rutinnim
vySetfovani sonografistou, coz pfi vySetfeni zdiiraznuje vyznam rigidniho, standard-
niho postupu podle schématu (236). Uskalim je velka variace nalezii mezi jednotli-
vymi vySetiujicimi a zaroven mezi jednotlivymi vysetfenimi u jednoho vySetiujiciho
sonografisty (inter- a intraobserver variation). Pfedpokladdme, ze vysledky jsou také
vyznamné presné€jsi, vySetiuje-li cirhoticka jatra dedikovany specialista v ultrasono-
grafii jater. Senzitivita a specificita sonografie (pii sledovani vice znak) se pohybuje
mezi 70-90 % v diagnostice fibrozy jater, pfesnéjsi vysledky jsou u dekompenzované
cirhozy.

Radu pacientli s dekompenzovanou cirhdzou Ize ovsem diagnostikovat jednoduse
fyzikalnim vySetfenim (napt. hrbolata tuha jatra palpaci), tj. bez nutnosti sonografie.
Cilovou skupinou sonografie by tedy méla byt casna stadia fibrozy/cirhdzy.

Vyznam dopplerovského vysetfeni v diagnostice fibrozy u skupiny nemocnych s he-
patitidou C byl vyrazn€ zpochybnén u recentni dobte definované prospektivni studie
(jedinymi validnimi ukazateli byla délka sleziny — coz ostatn¢€ neni ani dopplerov-
ska hodnota — a mozn4 také odchylky od obvyklé trifazické kiivky pulzace jaternich
7il) (237). Ze sonograficky zméfena velikost sleziny odpovida skute¢né velikosti, je
ovSem znamo od r. 1979 (238).

Sonografie diagnostikuje fadu cirhotickych pacientii tam, kde diagnéza cirhdzy ne-
byla uzaviena provedenou biopsii. Lze tedy argumentovat, ze US méa komplemen-
tarni hodnotu, tj. Ze dobie provedené sonografické vySetfeni mtize odhalit nemocné
s cirhdzou tam, kde je biopticky nalez nejednoznacny nebo je v rozporu s celkovym
klinickym obrazem.

Stranou tématu této kapitoly zstava detekce hepatocelularniho karcinomu u cir-
hotikd.

Kontrastni ultrasonografie jater — contrast enhanced ultrasound (CEUS) — je novy
smér sonografického vySetfeni jater (239). Kontrastni latky se pouzivaly jiz diive,
mezi zastupce prvni generace patfi napi. Levovist (Schering AG, Berlin, Némecko).
Zmeénu piinesla az druha generace téchto latek, které jsou stabiln€jsi v cévnim fecisti,
a tudiz umozni pohodIngjsi vysetfeni. V soucasné dobé je nejuzivanéjsi kontrastni
latkou v Evropé SonoVue (Bracco, Mildn, Italie) (240). Chemicky se ob¢ generace
echokontrastnich latek 1i§i — zatimco Levovist jsou vzduchové bublinky stabilizované
obalem z palmitové kyseliny, SonoVue obsahuje plyn hexafluorid siry ve fosfolipido-
vé slupce. Jejich kompartment je omezen na cirkulujici krev a jsou pfitom dostatecné
malé, takze prostupuji plicnim fecistém. Tyto bublinky se rozkmitaji pomoci ultrazvu-
kového signalu vysilaného sondou do jater, prasknou a tim zvyrazni signal. U prvni
generace kontrastni latky byla téméf celd podana davka zni¢ena sonografickym signa-
lem o vysoké intenzité jiz pti prvnim priichodu jatry, vySetieni proto bylo nutné nahra-
vat a zaznam nasledné hodnotit. VySetieni nebylo proto vhodné napt. pro intervencni
zékroky. Vyhodou bylo, Ze techniku §lo pouzit na kazdém pfistroji vybaveném barev-
nym dopplerovskym signalem. Druhé generace (SonoVue) vydrzi v fe€isti mnohem
déle, polocas je az 6 hodin. Je nutné ovSem pouZit pfistroj se specidlni zobrazova-
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ci a pulzni technikou, vysledkem je zvyraznéni zmén odstind Sedé barvy (B-mode).
Nejedna se tedy o zesileni dopplerovského signalu jako u prvni generace. Zlepseni
zobrazeni cévniho fecisté a prokrveni parenchymu jater Ize docilit signdlem o nizké
intenzité (tzv. low mechanical index), ktery je Setrn€jsi viici kontrastni latce. Lze tak
odlisit 3 faze pratoku kontrastni latky jatry — arterialni, Casnou a pozdni portalni.
HIlavni oblasti aplikace CEUS jsou loziskové 1éze jater, diagnostickych praci u cirho-
tickych nemocnych je zatim maélo.

Studie, kdy byly méfeny jednak intervaly od intravendzni aplikace kontrastni lat-
ky po jeji detekci v jaternich zilach (HVTT — hepatic vein transit time, arrival time)
a jednak doba od zachyceni signdlu dopplerovskym vysetfenim po jeho maximal-
ni intenzitu (peak enhancement time) odhalily rozdily mezi nemocnymi s cirh6zou
a necirhotiky. Cas p¥ichodu latky od podani do stfedni jaterni Zily byl u cirhotiki krat-
$1 oproti ostatnim chronickym jaternim 1ézim a normalnim kontrolam (vSichni cirhotici
<17 sekund). Pfic¢inou byly nejspiSe intrahepatalni cévni zkraty ptfitomné u cirhotikd,
dale arterializace jaternich sinusoid a v mensi mite i zkraty v plicich a travicim traktu.
Pokles Casu statisticky nesignifikantné koreloval i se stupném dekompenzace podle
Childova-Pughova skore (CPS-C oproti CPS-A) (241).

Nase vlastni zkuSenosti s pouzitim sonokontrastnich latek (SonoVue) jsou prevaz-
né v podani u loziskovych 1ézi jater, kde CEUS pfedstavuje nepochybné zlepSeni
diagnostiky. Standardni klinické vyuziti pti diagnostice fibrozy/cirhozy je v nejblizsi
dob& mén¢ pravdépodobné.

Perspektivni metodou vySetfovani fibrozy je tranzientni elastografie — méteni elas-
ticity jaterni tkan€ (transient elastography principle, LSM — liver stiffness measure-
ment). Sonograficka sonda je napojena na vibrator. Ten vysila signdly s nizkou ampli-
tudou smérem do jaterni tkané. Vibracni viny prostupuji tkani, rychlost $ifeni zavisi
na charakteru (tuhosti) tkané. Soucasné vysilajici pulzni echosignal méfi rychlost
propagace vibrace. Cim tuzsi tkan, tim rychleji viny prostupuji. Vysledky jsou vyja-
dreny v kilopascalech (kPa), které mohou byt extrapolovany do fibrotického skore.
Komer¢nimi pfistroji jsou napt. Fibroscan® (Echosens, Francie) nebo SonoElasto-
graphy (Hitachi Medical Systems).

Vysetifeni pfistrojem Fibroscan® je v praxi velmi jednoduché, trva cca 5 minut,
sonografista po standardnim UZ vySetieni provede 10 méfeni, ktera pfistroj okamzite
vyhodnoti a vypocita pramér a standardni odchylku. VySetieni je obtizné u obéznich
a ascitickych pacientl. Metoda ¢eké na klinické zhodnoceni, ale jiz se objevuji prv-
ni vyuzitelné zavéry. Na velkém souboru koreluje tuhost jaterni tkané s klinickymi
a laboratornimi parametry a nyni se zjistuji mozné diskrimina¢ni hodnoty pro pfi-
tomnost cirhdzy a fady jejich komplikaci — jicnovych varixd, ascitu, hepatocelularni-
ho karcinomu apod (242). Fibroscan dosahoval piesnéjsich vysledkt u cirhotickych
nemocnych (Metavir F4) nez u pacientl s niz§im stupném fibrotizace tkdné€. Lepsi
korelace byla také tam, kde byl k dispozici vétsi biopticky vzorek (niz$i sampling
error) (243, 244). Nemocni s hepatitidou C a s minimdlni fibrézou v histologii mohli
byt usetfeni biopsie pomoci Fibroscanu (26 z 26). A navic — pacienti vhodni k anti-
virové 1écbe, tj. s fibrotickym skoére F2 a vyssim, by také byli identifikovatelni pouze
pomoci Fibroscanu (14 ze 14) bez nutnosti jaterni biopsie (245).

Fibroscan nenahradi primarni biopsii, byl vyvinut jako metoda neinvazivniho sta-
gingu jaterni choroby. Neni schopen urcit pfi¢inu choroby ani jeji aktivitu (grading).
Nicméné muze byt schopen nahradit biopsii pfi hodnoceni progrese jaterni léze.
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Vysettovany vzorek jaterni tkdné€ je asi 100x vétsi nez velikost jaterni biopsie. Jako
s kazdym novym diagnostickym testem bude nutné metodu zhodnotit, urcit variabilitu
mezi vySetiujicimi a porovnat viici jinym histologickym skore (napft. podle Ishaka) na
celém klinickém spektru pacient. Vysledky jsou také hodnoceny oproti nedostatec-
nému zlatému standardu — jaterni biopsii. Vétsina studii byla zatim také provedena
pouze na nemocnych s hepatitidou C. Metoda je pacienty dobife snaSena, je neinva-
zivni, nebolestiva a teoreticky by méla byt pouzitelnd u vSech jaternich chorob. Moz-
na nejlepsi vyuziti metody tranzientni elastografie bude v longitudinalni monitoraci
chorob po bazilni biopsii. Vysledky jsou také vyjadfovany v kontinualni proménné,
a mohou tudiz lépe popisovat nariist nebo ubytek fibrotické tkang.

Realtime sonoelastografie (v pfistrojich firmy Hitachi) poskytuje barevny dvouroz-
mérny obraz vySetiované tkan€. Oblasti s odliSnou tuhosti jsou barevné odliSeny. Vy-
znam u jaterni cirh6zy neni zatim znam, ptedchozi studie se pfedevsim zamétily na
loziskové 1éze (napt. karcinom prsu). Techniku lze také pouzit pii endosonografic-
kém vysetfeni tkani (napf. pfi odliSeni zanétlivého pseudotumoru pankreatu od kar-
cinomu). Pfibuznou technikou je MR-elastografie (MRE), kterd vyuziva pfistroje pro
magnetickou rezonanci (246).

ZkuSenosti naSeho pracovisté s obéma technikami (Fibroscan a Sonoelastografie
firmy Hitachi) hovofi zatim spiSe ve prospéch prvni metody, prakticky u vSech pa-
cientll s chronickym zanétem jater je jiz soucasti bézného rutinniho vySetfeni také
urceni hodnoty elasticity v kPa.

Dalsimi pouzivanymi vySetfovacimi metodami jsou vypocetni tomografie (CT),
nukledarni magnetickad rezonance (NMR), analyza textury a MR spektroskopie. Vyset-
feni CT (vypocetni tomografie) a NMR (nuklearni magnetick4 rezonance) se spise
soustfed’uje na diagnostiku loziskovych 1ézi (Casné detekce hepatocelularniho karci-
nomu oproti dysplastickym a regenerativnim uzlim v terénu pokrocilych cirhotickych
jater) nez na odhaleni Casnych fazi cirh6zy samotné. V diagnostice fibrozy piinaseji
zhruba podobnou piesnost jako sonografie jater. Mezi jevy, které byly hodnoceny pfi
detekci casné cirhdzy, patii pomér lobus caudatus k pravému laloku transverzalné
(C/RL ratio, ptivodni popis pro US a CT Harbin, 1980 (247), zvétSeni hilového peri-
portalniho prostoru v diisledku atrofie pravého laloku a medialniho segmentu levého
laloku, zvétSeni oblasti okoli Zlu¢niku (,,gallblader fossa sign‘‘) a zmény povrchu jater
v blizkosti pravé ledviny (,,right posterior hepatic notch sign‘). Nalezy jsou subjektiv-
ni, existuji velké diagnostické presahy mezi jednotlivymi stupni pokrocilosti cirhdzy
a normalnimi nalezy. Pti pokrocilé cirhdze pak ptistupuji obvyklé nalezy — nodularita
povrchu, regeneracni uzly v parenchymu, komprese jaternich zil, ascites, splenome-
galie, kolateraly apod. (248).

MR-kontrastni latky SPIO (superparamagneticky oxid zeleza) a gadolinium po intra-
vendznim podani zvyraziiuji retikulace v cirhotickych jatrech. SPIO podané intravendz-
né se vychytava v jatrech, zkracuje T2 Casy a redukuje intenzitu signalu. Samotné T2
vazené MR-studie s gadoliniem nepiindseji Zadnou novou diagnostickou hodnotu v hod-
noceni cirhotickych jater (249). Nicméné obé komerc¢ni MR-kontrastni latky pouzité
v kombinaci mély vice jak 90% senzitivitu a specificitu u F3 a F4 fibroz (250).

K odliseni pacientt s jaterni cirhdzou byla také s nad€jnymi vysledky vyzkouSena
magnetickd rezonance s ultrakratkou pulsni frekvenci (UTE — ultrashort echo time).
Dekompenzovani pacienti s pokrocilou cirh6zou (Child-Pugh C) se vyznamné lisili
od kompenzovanych nemocnych (CPS A). Vysvétlenim mtize byt, Ze protony vdzané
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na molekuly vody v kolagenu maji kratsi T2 relaxacni asy nez protony ve vodé vaza-
né na bilkoviny (251).

Tzv. difuzné vazené MR-zobrazovani je dal§i moznou metodikou. Technika se do-
posud uzivala hlavné v zobrazovani zmén v mozku, ale ve fibrotickych jatrech mize
odhalit drobné zmény v distribuci vody (252).

Detekce zmén pratoku pomoci MR (perfuzni MR). Depozice kolagenu vede ke
zméndm v pomérech v prutoku v portalnim a arteridlnim systému. Zmény perfuze by
mohly byt zachytitelné novymi MR-technikami (253).

V souvislosti s cirhdzou jater studuje magneticka rezonance také mnozstvi Zeleza
v tkani.

Je také mozné nasledné pocitacove pracovat s obrazy jaterni tkang, ziskanych pomo-
ci histologie nebo riznych zobrazovacich technik (nuklearni magnetické rezonance,
ultrasonografie jater apod.). Pfikladem technologie miize byt hodnoceni pomoci tzv.
analyzy textury (texture analysis) (254). Texturu obrazu vytvaii vzhled, struktura
a usporadani casti objektu v obraze. Obrazy, které se vyuzivaji k diagnostickym uce-
[im, jsou digitalné€ zpracované. Mohou byt dvojrozmérné, tvofené z drobnych pravo-
uhlych obrazt (pixell), nebo trojrozmérné, vytvarené analogickymi bloky (voxely).
V [ékatstvi se vétSinou pouzivaji obrazy dvojrozmérné. Kazdy pixel (event. voxel) je
charakterizovan sadou soufadnic a stupném Sedi. Analyza textury je v principu techni-
ka hodnotici pozici a intenzitu signalu, tedy distribuci odstini Sedé mezi body v dané
oblasti naSeho zajmu. Lze tak matematicky charakterizovat strukturu hodnoceného
objektu (napf. jaterni tkan€). Metod, které hodnoti vzajemné vztahy mezi jednotlivymi
body, je cela fada a jedna se o komplikovana matematicka, Casto statisticka, vyhodno-
ceni (255). Zpracovani je nutné pocitacové (napt. MAZDA software), zatim bez vétsi-
ho klinického vyuziti (256, 257). Zpracovavané a vyhodnocované oblasti parenchymu
mohou mit napf. rozmeéry 3 x 3 cm, jsou tedy vetsi nez biopticky vzorek. Predpoklada-
me Casnéjsi schopnost zachytu téch zmén tkané, které by byly zatim nedetekovatelné
lidskym okem. Odlisnosti by mély byt zvlasté v pocatecnich stadiich fibrozy. Technika
je zavisla na sofistikované technologii. Mizeme si pfedstavit v budoucnosti softwaro-
vy doplnék v sonografickych nebo MR-pfistrojich, ktery bude okamzit¢ vyhodnocovat
»index fibrozy* z obrazil jaterniho parenchymu béhem rutinniho vysetfeni.

Experimentalnim néstrojem k zhodnoceni stupné fibrézy je fosforovd magneticka
spektroskopie jater (in vivo 31P MRS), ktera pomoci MR-spekter sloucenin fosforu
neinvazivné zachycuje zmény parenchymu a odlisi cirhoticka jatra od precirhotickych
stadii. Pomér fosfomonoesterti a fosfodiestert (PME/PDE ratio) je indexem aktivity
bunéénych membran a koreluje se stupném poskozeni jaterni tkané vyjadiené Childo-
vym-Pughovym skérem. Dal$i moznosti mize byt protonova magneticka spektrosko-
pie jater (1H MRS), ktera identifikuje fadu metabolitd, jejichz koncentrace a slozeni
se meni u jaterni steatdzy a fibrozy. Vyhledové miize byt uzite¢na kombinace difuzné
vazené MR a MRS.

Vlastni zkuSenosti s pouzitim metody analyzy textury jater a MR spektroskopie na
nasem souboru jsou pozitivni, nevyhodou je komplikované zpracovani dat (258).

1.9.4 Funk¢ni jaterni testy

Ptedchozi pfistupy k detekci jaterni fibrozy zahrnovaly i jaterni testy zamérené na
celkovou funkci jater. Neékteré jsou vhodné pfevazné k detekci zmén perfuze jater
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(indocyaninova zelen, sorbitol, galaktozova clearence), jiné na celkovou metabolic-
kou kapacitu jater (13C galaktozovy dechovy test, 13C aminopyrinovy dechovy test).
V nedavné studii byl jesté testovan '3C kofeinovy test (259).

Test MEGX detekuje schopnost jater metabolizovat lidokain a je zavisly na aktivite
jaterniho cytochromu P 450 3A4. M¢I senzitivitu a specificittu okolo 80 % v odliSeni
chronické hepatitidy od cirhdzy (260).

Tyto testy se dnes v diagndze fibrdzy/cirhdzy jater jiz nevyuzivaji. Divodem je
jejich nizka senzitivita k ¢asné nebo stfedné pokrocilé fibroze.

Pokud jde o ostatni zobrazovaci metody, na hranicich soucasného védeckého pozna-
ni se pohybuje tzv. nanoimaging, tj. vyuziti nanoc¢éstic v pfimé detekci a kvantifikaci
fibrozy a zanétlivého infiltratu v jatrech (261). Technologie obecné umoziuji pouziti
fluorescentnich polovodi¢ovych nanokrystald (tzv. quantum dots nebo qdots) v biolo-
gii. U nové generace qdots pfedpokladame Siroky rozsah vyuziti, od studia procesti na
urovni jedné molekuly pfes schopnost cileni na jednotlivé (napt. nadorové) buiiky az
po celotélovou diagnostiku. Je pravdépodobné i jejich vyuziti v diagnostice jaternich
poruch (262).

1.9.5 Sérologicka vysetieni

Sérologické testy jsou méné invazivni nez biopsie, analyzu lze zautomatizovat a kva-

litu testu ovéfovat a standardizovat. Idedlni marker jaterni fibrozy by mél spliovat

nasledujici kritéria:

1. specificitu pro jatra,

2. hladiny neovlivnéné poruchou jaternich, ledvinnych a retikuloendotelovych
funkci,

3. mél by méfit stage fibrozy, aktivitu ukladani ECM, aktivitu degradace ECM,

4. by mél byt jednoduchy a levny.

O vyznamné potiebé najit vhodny marker sveéd¢i ndrtst publikaci v poslednich letech.

Markery Ize rozdélit na dvé skupiny — ,,nepfimé* — ukazatele poruchy jaternich
funkci, ale nereflektujici metabolizmus ECM, a ,,pfimé*, které odrazeji produkty
metabolizmu ECM (263). Vyznam testll by mél byt v zlepSené neinvazivni diagnosti-
ce fibrdzy, jejim stagingu, monitoraci progrese choroby a efektu 1écby.

Rada studii trpi bohuzel metodologickymi omezenimi, tj. jsou retrospektivni, ne-
jsou uvedeny udaje jaterni biopsie (velikost vzorku, pocet portalnich poli, typ jehly,
pocet vpichd, lokalizace vpichu atd), Casto také byli zafazeni nemocni s klinicky jas-
nou cirhézou, kde testy maji omezenou hodnotu apod.

Neprimé markery fibrozy

Byla vyzkousena tada testd, napt. pomeér AST/ALT, mnozstvi trombocytil, pro-
trombinovy ¢as (264, 265, 266, 267) atd. Uzitecnym ukazatelem se mize stat tzv.
PGA-index — kombinace protrombinového ¢asu, gamaglutamyltransferdzy (GMT)
a apolipoproteinu Al (268). PGA-index byl pozdéji doplnén o alfa-2-makroglobulin
(tzv. PGAA-index) (269). Piesto se v klinické praxi pfili§ nezavedly.

Etiologie cirhozy ovlivnila vytéznost a pfesnost téchto testi — napt. AST/ALT
pomér mél diagnostickou piesnost 79 % u nemocnych s virovou hepatitidou, ale pou-
ze 65 % u alkoholické choroby jater. Indexy PGA a PGAA byly naopak piresnéjsi
u alkoholické choroby, méné presné u virového ptivodu (270). Hodnoceni samotnych
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hodnot AST a ALT nedopadlo nejlépe a nejsou klinicky uzitecné v odpovédi na danou
otazku (tj. ptitomnost vyznamné fibrozy ¢i cirhozy).

O trochu jina je situace v poméru AST/ALT. Relativni nartist AST je nejspiSe zptiso-
ben nizsi eliminaci AST jaternimi sinusoidalnimi butikami a mitochondridlni dysfunk-
ci. Studie potvrdily pfimou timéru mezi pomérem AST/ALT a stupném jaterni fibrézy.
Pomér > 1 je velmi pravdépodobny pro tuto diagnozu (271), coz bylo potvrzeno pro
virovou etiologii a NASH. Vysledky a tim hodnoceni jsou ale naruseny abuzem alko-
holu. Hodnoty poméru AST/ALT > 1 mély senzitivitu okolo 78 % a specificitu 97 %.
Diagnostickou pfesnost bylo mozné zvysit kombinaci uvedeného poméru s hodnotou
trombocyti (< 130 x 10/9/L) s pozitivni pfedpoveédni hodnotou 97 % a negativni 86 %.
Daéle progresivni zvySovani poméru AST/ALT bylo v souladu s vzestupem funk¢nich
testd — Childovym-Pughovym skore a testem MELD. Korelace byla nalezena i v sou-
ladu s progresi lidokainového testu MEGX.

Dal$im uZite¢nym ukazatelem miize byt tzv. FibroTest® (BioPredictive) skupiny
MULTIVIRC (Patiz) (272), souhrn péti markert (alfa-2-makroglobulin, haptoglobin,
apolipoprotein A1, GMT a celkovy bilirubin). Celkova senzitivita a specificita Fibro-
Testu k odhaleni stupn¢ fibrozy METAVIR F2 byla 75 % a 85 %. Test umoznil roz-
¢lenit nemocné do 3 skupin, z nichz prostfedni byla nerozhodné vzhledem k diagnos-
tice fibrozy, a zde bylo nutné provést dalsi vySetieni, tj. biopsii jater. Tento invazivni
vykon ale bylo mozné vynechat u obou krajnich skupin (mirni a vyrazné pokrocili)
— celkem u 46 % nemocnych. Nemocni s METAVIR skore F2-F4 (fibréza vysoce
pravdépodobnd) byli pomoci FibroTestu odhaleni s pozitivni ptedpovédni hodnotou
nad 90 % a negativni 100 %. Vyznam FibroTestu neni ale zatim pfesné stanoven.
Byl vyuzit i v zhodnoceni vysledki velké studie s pacienty (n = 352) s hepatitidou C,
kteti byli léceni kombinovanou antivirovou lécbou (273, 274). Jeho modifikaci je
tzv. ActiTest, ktery by mél hodnotit i zanétlivou aktivitu. Zde je navic ve vypoctu
zahrnuta hodnota ALT. Vysledky dalSich hodnoceni FibroTestu byly pro diagnostiku
pokrocilé fibrozy dobré, i kdyz nikoliv tak pfesné jako v ptivodni praci. Actitest byl
mirné presnéjsi, a to zvlasté u nemocnych, kde byla odebrana biopsie delsi nez 15 mm
nebo bylo-li ve vzorku 6 a vice portalnich poli, coz svédci pro fakt, Ze tyto biochemic-
ké nalezy odrazeji zmény histologické. Navic u nékterych nemocnych doslo v dasled-
ku podavané lécby k poklesu Knoddellova histopatologického skoére v biopsii, tedy
k astupu fibrdzy, a to nékdy i vice jak o jeden stupen. Hodnoty FibroTestu zde také
poklesly, coz znamend, ze biochemické markery by bylo mozné s tspéchem pouzit
k monitoraci antivirové 1é¢by i v budoucnu.

Vybrané parametry Fibrotestu maji svd omezeni. Falesné€ pozitivni vysledky mohou
byt pfi zvysené hodnoté bilirubinu nebo snizeni haptoglobulinu, napt. pfi hemolyze
u 1écby ribavirinem, a podobné u hyperbilirubinemii typu Gilbertovy choroby nebo
cholestatickych stavli. Akutni zanét mtze ovlivnit hodnoty alfa-2-makroglobulinu
a haptoglobulinu.

Vzorce k vypoctu FibroTestu i AktiTestu nebyly zverejnény. Méfeni a kalkulace nut-
né k FibroTestu jsou ale komercné dostupné (BioPredictive, Francie). Jedna se o nej-
slibng&jsi nedavno vyvinuté neinvazivni skore k hodnoceni fibrozy jater. Celkem casto se
nyni pouziva ve Francii. V roce 2004 bylo mnozstvi provedenych FibroTestl ve Francii
u chronické hepatitidy C 3x vyssi (n =25 000) nez obvyklé¢ mnoZzstvi jaternich biopsii
v této diagnostické skupiné (n = 8000) (275). Pted jeho celkovym doporucenim je ale
pfinejmensim nutné jesteé externi ovéfeni s vétsimi bioptickymi vzorky.
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Jinym ukazatelem fibrozy je tzv. Index fibrozy (Fornsiiv index) barcelonské sku-
piny, ktery kombinuje vék nemocného, pocet trombocytii, GMT a cholesterol (276).
Skupina vytvoftila nasledujici vzorec:

7,811 — 3,131 % In (trombocyty) + 0,781 x In (GMT) + 3,467 x In (v€k) —
0,014x cholesterol”

Dvé hrani¢ni hodnoty pro pfitomnost ¢i absenci fibrozy byly zvoleny: < 4,2 (absen-
ce fibrozy, senzitivita 94 %, specificita 51 %) a > 6,9 (pfitomnost fibrozy, senzitivita
30 %, specificita 95 %). Test byl uzite¢ny k vylouc¢eni nemocnych s minimalni fibro-
zou, ale vysledky u nemocnych s pokrocilou fibrézou byly o néco horsi. Pon¢kud kon-
troverzni je zatfazeni cholesterolu z divodu mozného ovlivnéni Castymi poruchami
metabolizmu tukti v populaci.

APRI (AST to platelet ratio index), pomér AST k destickam (277) je jednoduchy
a snadno dostupny test.

APRI = AST x 100/trombocyty™"

Autofi (Ann Arbor, Michigan,) opét vyc€lenili horni a dolni mezni hodnoty (APRI
< 0,50 pro absenci fibrozy, APRI >1,50 pro vyraznéjsi fibrozu), nasledné pozitivni
(PPV) a negativni pfedpovédni hodnoty (NPV) u nemocnych bez a s vyznamnou
fibrézou se pohybovaly mezi 61-88 %. Celkem u 51% nemocnych mohlo byt pfes-
né zjisténo, zda maji nebo nemaji fibrozu. Dalsi diskriminacni hodnoty ur¢ili pro
jaterni cirh6zu (APRI < 1,00 pro absenci cirh6zy, APRI > 2,00 pro pfitomnost cirho-
zy). Takto mohlo byt klasifikovano 81 % pacientl (zda maji nebo nemaji pfitomnou
cirhozu), PPV a NPV mezi 38-98 %. Test je atraktivni svoji jednoduchosti a tak
jako ostatni testy vyzaduje nezavisla a ¢etnd provéteni. Kazdy si jej mize vypocitat
u lizka nemocného a tim muze byt uziteCny pfi stratifikaci dalSich diagnostickych
postupti.

Skupina ze Sydney publikovala na zakladé multivariantni logistické regresni ana-
lyzy 35 dat u nemocnych hepatitidou C index pravdépodobnosti fibrozy (fibroesis pro-
bability index — FPI), kde kombinuje veék, AST, cholesterol, inzulinovou rezistenci
a anamnézu abuzu alkoholu (278):

e*/1+e***

*  Poznamka: trombocyty [10/9/1], GMT [IU/1], v€k [roky], cholesterol [mg/dl], In = tzv.
pfirozeny logaritmus log (x), kde e = 2,718.

**  Poznamka: AST [/ULN], ULN = upper limit of normal, tj. hodnota AST je vyjadfena v na-
sobcich oproti hornimu limitu normy dané laboratofe, trombocyty [10/9/1].

*** Poznamka: * =-10,929 + (1,827 x InAST) + (0,081 x v&k) + (0,768 x abuzus alkoholu,
tj. stupeit 0-2) + (0,385 x HOMA-IR) — (0,447 x cholesterol)
AST [IU/N], vek [roky], cholesterol [mmol/1].
Abutzus alkoholu v minulosti (nikoliv pouze recentni): stuperi 0 (< 10 g/d), stupen 1 (1040 g/d),
stupen 2 (> 40 g/d).
HOMA-IR = inzulinova rezistence hodnocena pomoci ,,homeostasis model assessment*,
tj. hladina inzulinu nala¢no [mU/ml] x glykemie [mmol/1] /22,5 (279).



Fibroza jater (patogeneze, diagnoza, terapie) 41

Hrani¢ni hodnoty: < 0,2 pro pacienty bez vyznamnéjsi fibrozy (senzitivita 96 %,
negativni pfedpovédni hodnota 93 %) a > 0,8 pro zachyt vyznamné fibrozy (specifi-
cita 94 % , pozitivni pfedpovédni hodnota 87 %). Pti pouziti té€chto hrani¢nich hodnot
bylo mozné klasifikovat 48 % nemocnych.

Ze studii nepfimych markert fibrozy Ize pro denni klinickou praxi jiz nyni vyuzit
nasledujici poznatky:

1. pomér AST/ALT nad 1 u nemocnych s virovym a steatofibrotickym postizenim

je velmi Casto spojen s progresivni fibrézou ¢i cirhdzou;

2. patologické hodnoty GMT a protrombinového Casu (soucasti PGA indexu) jsou

znamkami pokrocilejsich stadii fibrozy.

Piimé markery fibrézy

Mezi ptimé markery fibrézy fadime fadu sérovych nebo mocovych latek, u nichz se
prokazalo, Ze jsou pfimo zapojeny v metabolizmu extracelularni matrix (viz tabulka
1.3), nebo se u nich alespon pfima ucast ptedpoklada. Obrat ECM je sdruzen s ukla-
danim a odbouravanim jak nové, tak stavajici ECM. Mezi pfimé markery fadime jak
ruzné cytokiny, tak markery fibrozy. Zatazeni podporuji tyto nalezy:

1. laboratorni hodnoty téchto markerti jsou nejvice zvysené beéhem tézkych stavii

s progresivni fibrozou (napf. tézka alkoholicka hepatitida) a dGvodem je nej-
spiSe vyssi novotvorba ECM;

2. hodnoty maji tendenci poklesnout pii uspésné 1écbe¢ zakladni choroby, a to jeste
nekdy i pfed zménami detekovatelnymi v histologickém vzorku tkan¢;

3. u chronickych jaternich chorob koreluji nékteré z téchto markerd se stupném
fibrézy vice nez s biochemickymi ¢i histologickymi znamkami zanétu (280,
281, 282, 283).

Korelace mezi riznymi markery fibrozy je obvykle dobra, coz Ize vysvétlit tim, ze
méti obdobné (pato-)fyziologické procesy (284). Navic je korelace mezi kvantitativ-
nim zpracovanim obrazl jaterni tkdn€ a riznymi markery fibrézy minimalné stejné
piesna pii porovnani semikvantitavniho zpracovani tkan¢ (napt. Knodellovo skore)
s témito markery. Coz nemusi byt natolik pfekvapivé, uvédomime-li si tfeba chybu pfi
odbéru histologického vzorku, jeho ¢astecné subjektivni zpracovani apod.

Ptimé markery l1ze rozdélit do tii skupin podle vztahu k obratu ECM (viz tabulka 1.3).
Na markery se vztahem k:

1. vys8imu ukladdani ECM;

2. k zvySenému odstraiiovani ECM;

3. s nejasnym vztahem k ptedchozim procestm.

Jinou moznosti klasifikace pfimych markert je klasifikace biochemicka:

1. kolageny (prokolagen I a III, propeptidy téchto kolagent, kolagen IV);

2. glykoproteiny a polysacharidy (hyaluronan, laminin, tenascin, YKL-40) spojené

s metabolizmem bazalni membrany;

3. kolagenazy a jejich inhibitory (MMP a TIMP) a

4. cytokiny fibrozy (TGF-beta, PDGF, interleukin IL-10).

Z4dny z téchto markert neni specificky pouze pro jatra, maji dalsi zdroje, nejenom
v kostech, chrupavce, ale i v plicich, kizi apod. SméSuji aktivitu remodelace stavajici
matrix, depozici nové a degradaci obou. Hladiny v séru ¢i moci jsou ovlivnény jejich
clearenci, metabolizmem a vylu¢ovanim. Hyaluronan se napt. vdze na specifické re-



