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W artykule dokonano przeglqdu mozliwych odpowiedzi komdrek wqtroby na
czynniki chemiczne. Omdéwiono Smierd martwiczq, apoptoze receptorowq i mito-
chondrialng, rolg regulacyjng biatek BCL /BAX, biatka p53 i innych biatek mo-
dulujgcych jego aktywnosé. Przedstawiono proliferacje kontrolowang opartq na
przejsciu w petni zréznicowanych hepatocytéw z fazy spoczynkowej Go do fazy
G1 cyklu komdrkowego.

WPROWADZENIE

Watroba, niezwykle ztozony narzad zaopatrzony w dwa zrédta unaczynienia — wrotne
i czynno$ciowe, w warunkach prawidtowych wykazuje niskg aktywno$¢ proliferacyjng
[11]. Zaledwie 1 na 10 000 hepatocytéw odbywa cykl komdérkowy. Reszta komérek migz-
szowych znajduje si¢ w fazie spoczynkowej G_/5/. Ten obraz stabilnosci i spokoju moze
by¢ jednak szybko i skutecznie naruszony droga toksycznego uszkodzenia przez kseno-
biotyki, infekcje wirusowe, niedokrwienie i niedotlenienie, do§wiadczalng lub chirurgiczng
hepatektomig [4, 5,9, 13]. Hepatocyty i wspdtpracujace z nimi komérki nieparenchymalne
w okre§lonych sytuacjach srodowiskowych i klinicznych podejmujg badz to decyzje proli-
feracyjne zmierzajgce do regeneracji narzadu, nowotworzenia, badz to skazujgce uszko-
dzone komérki na $§mieré martwicza lub apoptyczna, czyli genetycznie programowang [3,
7,9, 19].

Zlokalizowanie w watrobie komérek macierzystych, tzw. komérek owalnych, rozmiesz-
czonych w poblizu przewodzikdw zétciowych Heringa w bezposrednim sgsiedztwie prze-
strzeni wrotnych, otwarto kolejny problem. Jakie miejsce zajmujg wymienione komorki
w odpowiedzi watroby na czynniki rodowiskowe, jakie sg mozliwe szlaki ich réznicowa-
nia i czy sg one zrédtem pierwotnych nowotwordw watroby [4, 10, 14-17]?

Wszystkie wymienione procesy taczg si¢ z biegiem cyklu komdrkowego, newralgiczne-
go momentu w zyciu kazdej komérki, precyzyjnie kontrolowanego, zapewniajacego badz
to odbudowe¢ uszkodzonych komérek, badz to ich likwidacj¢ w sytuacji braku mozliwo$ci
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Ryec. 1. Uszkodzenie komérek watroby przez czynniki Srodowiskowe moze prowadzié do ich §mierci
lub zapoczatkowaé proces nowotworzenia.
Damage of'the liver cells by environmental factors may lead to their death or be the beginning
of tumorogenesis process.

naprawy DNA [14]. Cykl ten bezposrednio sterowany przez cykliny i kinazy zalezne od
cyklin, wymaga regulacji bedgcej $wiadectwem réwnowagi pomigdzy funkcjg protoonko-
gendw i gendw supresorowych produkujacych specyficzne czynniki transkrypcyjne, kina-
zy transdukujgce sygnaty wewnatrzkomdérkowe, systemy naprawy DNA. Cze$¢ z wymie-
nionych czynnikéw transkrypcyjnych np. p-53 czy c-myc odpowiadajg ponadto za uru-
chomienie proceséw apoptozy [1, 11]. Tak wigc zaréwno odpowiedz proliferacyjna jak
i likwidujgca komdérki w narzadzie w odpowiedzi na okreslone bodZce §rodowiskowe moze
by¢ realizowana za pomoca tych samych lub zblizonych narzgdzi. Natomiast przewaga
produktéw biatkowych onkogendw nad produktami gendéw supresorowych zaktdcajaca
efektywna apoptoze uszkodzonych komérek wiedzie do utrwalenia mutacji w ich genomie
i inicjacji nowotworzenia [1, 3]. Zatem proliferacja, umieranie komérek droga apoptozy
oraz nowotworzenie mogg znajdowal si¢ na identycznej lub wspdlnej $ciezce zdarzen
(Ryc.1).

DWA OBLICZA SMIERCI KOMORKI

Smier¢ komérki w odpowiedzi na dziatajace na nig czynniki Srodowiskowe moze odby-
wac si¢ badz na drodze apoptozy, a wige altruistycznie, w sposdb w petni przez ginacg
komérke kontrolowany lub poprzez martwicg, a wigec w sposéb brutalny i w niewielkim
tylko stopniu kontrolowany [18].

Smieré martwicza jest wyrazem ,,bezradnosci” komoérki, ktérej mechanizmy kompensa-
cyjne czy naprawcze nie sg w stanie zréwnowazy¢ niszczacego potencjatu srodowiskowe-
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Ryc. 2. Szlak receptorowy i mitochondrialny apoptozy, pomimo, iz indukowane odr¢bnie, prowadza
w ostatecznym efekcie do aktywacji kaspaz wykonawczych. Oba szlaki powigzane sg ze soba
poprzez biatko Bid.

Both the receptor and mitochondrial pathways of apoptosis, although separatetely induced,
lead finaly to the activation of executory caspases. Both pathways are connected via the Bid
protein.

go czynnika uszkadzajacego. Rozwija si¢ uszkodzenie strukturalne i funkcjonalne mito-
chondriéw, wakuolizacja siateczki §rédplazmatycznej, ustaje aktywna wymiana jonéw,
komérka w wyniku naruszenia ciggtosci btony plazmatycznej i przenikania do wnetrza
komorki jondw sodu i wody obrzmiewa, a nastgpnie pgka. DNA ulega rozbiciu na frag-
menty o nieuporzadkowanej masie czgsteczkowej. Wokdét martwiczo umierajgcych komé-
rek skupiajg si¢ przywotywane przez czynniki chemotaktyczne makrofagi, leukocyty i roz-
wija si¢ zapalenie. Martwica postepuje gwalttownie, obejmuje duze zespoty komdrkowe,
stad jest tatwa do identyfikacji [18].

Smieré programowana — apoptoza, opisana w 1972 r. przez Kerra, Wyllie i Carrie jest
przeciwiefistwem $mierci martwiczej. Ma wymiar aktywny, wymaga wydatkéw energe-
tycznych ze strony komérki, uruchomienia syntezy biatek, aktywacji enzymow wykonaw-



198 M. Kaminski, R. Wiaderkiewicz Nr 3

czych i uporzadkowanego pocigcia DNA itp. [7, 12]. Jest procesem odgrywajacym funda-
mentalng rol¢ w catym zyciu organizmu poczagwszy od wczesnych faz zycia zarodkowego
po staro$é. Réwnowazy proliferacjg, usuwa komdrki zbedne, uszkodzone i zmutowane.
Zahamowanie sprawnego przebiegu apoptozy wiedzie do nowotworzenia i opornosci na
leki, a jej przy$pieszenie do choréb neurodegeneracyjnych [7, 13]. Komérki watrobowe
wchodzace w apoptozg realizuja ja stosunkowo szybko w 186-220 minut. Sam proces jest
trudny do wizualizacji za pomocg standardowych metod oceny morfologicznej, bowiem
dotyczy zazwyczaj pojedynczych i rozproszonych w narzadzie komodrek. Rozproszenie
wigc komdrek podlegajacych apoptozie w watrobie, a takze natychmiastowe ich likwido-
wanie dzigki receptorom witronektynowym przez sgsiadujgce komoérki lub komorki zerne
Browicza-Kupffera stanowito zasadnicza przyczyne pdznego opisania procesu.

Apoptoza przebiega w kilku powigzanych ze sobg etapach, z ktérych pierwszy, inicjato-
rowy, tzw. ,,faza prywatna Kroemera”, wydaje si¢ by¢ najbardziej zindywidualizowana
[6]. Kolejna faza ,,wykonawcza” polega na aktywacji kaskady 13 kaspaz (proteaz cyste-
inowych), kalpainy, Ap24, katepsyn i podj¢cia przez nie czynnosci litycznych w stosunku
do sktadowych jadra i cytoplazmy oraz degradacji DNA. Faza trzecia, koficowa nosi na-
zwe¢ fazy dezintegracji.

Wyrdzniamy kilka podstawowych szlakéw aktywacji kaspaz. Szlak zewnetrzny recep-
torowy jest inicjowany przez przytaczenie odpowiednich ligandéw (TNFa, FASL, TRA-
IL) do receptoréw $mierci bedacych transbtonowymi glikoproteinami typu II (receptor
CD-95/FAS/Apo 1R, TNF-R, receptory TRAIL R1, TRAIL R2, Apo3R) (Ryc. 2). Po pota-
czeniu z ligandem receptory trimeryzuja, a zawarte w ich odcinku cytozolowym domeny
$mierci (DD), przywotuja biatka adaptorowe (TRADD, FADD). Kompleksuja si¢ z nimi
i poprzez efektorowa domeng $§mierci (DED) przytaczaja i aktywuja prokaspazg 8. Powsta-
je wéwezas kompleks DISC. Po tetrameryzacji aktywna, inicjatorowa kaspaza 8 w kom-
pleksie DISC aktywuje z kolei kaskadowo kaspazy wykonawcze 3, 6 1 7. Szlak receptoro-
wy moze by¢ efektywnie blokowany przez biatko FLIP — hamujace kaspazy inicjatorowe
oraz antyapoptyczne endogenne biatka IAP, ktére wplywajg znaczgco zaréwno na kaspazy
wykonawcze jak biatka adaptorowe. Z innych biatek odgrywajacych rolg regulatorows
nalezy wymienié biatka FLASH, SODD, szoku cieplnego — ASP 70, ASP27, BAG. Kaspa-
zy rozktadajg w komdrce apoptycznej elementy cyto- i nukleoszkieletu, czynniki trans-
krypcyjne, biatka rodziny BCL /BAX, biatka regulujace cykl komérkowy, prekursory nie-
ktérych cytokin i szereg innych substratéw.

Z kolei DNA-aza zalezna od kaspaz — DFF40/CAD uruchamiana przez kaspazg 3, roz-
bija DNA na fragmenty bgdace wielokrotno$ciag nukleosomu. W procesie systemowej frag-
mentacji DNA biorg takze udziat Nuc 18, DNaza I, DNaza I, endonukleaza G. Szczegdto-
wy opis przebiegu apoptozy realizowanej przez szlak btonowych receptoréw z nadrodziny
czynnika martwicy nowotwordw znajdzie czytelnik w wielu polskich i zagranicznych pu-
blikacjach przegladowych [6, 7, 12, 18, 19].

Drugi ze szlakéw apoptozy tzw. szlak wewngtrzny lub mitochondrialny ma w warun-
kach dziatania stresu Srodowiskowego zdecydowanie wigksze znaczenie i jest kontrolowa-
ny przez gen supresji nowotworowej p-53 (ryc. 2). ,,Faza prywatna Kroemera” (inicjatoro-
wa) na szczeblu mitochondriéw przebiega dzigki naruszeniu szczelnoéci blaszek wewngtrz-
nych na ich styku z blaszkami zewngtrznymi [6, 7]. W wyniku naruszenia owej szczelno$ci
wyciekajg z macierzy mitochondriéw takie biatka jak: AIF, Smac/Diablo, HTRA , cyto-
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Ryc. 3. Odpowiedz komérki na czynniki Srodowiskowe zalezy w znacznym stopniu od aktywacji
genéw znajdujacych si¢ pod kontrolg biatka p53 (wg. 19).
The response of the cell to environmental factors depends on the activation of genes control-
led by p53 protein (acc.to 19).

chrom ¢ (Apaf-2) oraz jony wapniowe, chlorkowe, wodorowe, prokaspaza 3 i 9. Rozsz-
czelnienie btony wewngtrznej nastgpuje w rezultacie otwarcia kanatéw poryny mitochon-
drialnej oraz wbudowania w ich poblize biatek proapoptycznych BAK, BAX. Wyciekajace
z mitochondrium sktadowe dziataja nastgpujaco: AIF aktywuje kaspaze 3, SMAC/DIA-
BIO, HTRA, hamuja biatka IAP, cytochrom c¢/Apaf 2 po powigzaniu z cytozolowym bial-
kiem Apaf-1 i prokaspaza 9 (-Apaf-3) wytwarza apoptosom. W jego obrgbie prokaspaza 9
uwalnia swa blokujacg, dtugotancuchows prodomeng i staje si¢ aktywna kaspaza inicjato-
rowg, pobudzajaca kaskad¢ kaspaz wykonawczych.

Szlak wewnetrzny apoptozy jest sprzggany ze szlakiem receptorowym poprzez biatko
BID zrodziny BCL /BAX [7]. Zawiera ono w swej czasteczee domeng homologiczng BH,
i swojg rol¢ spetnia po proteolitycznym ataku kaspazy 8. Powstajacy wéwczas metabolit
pl5 BID wbudowuje si¢ w bton¢ mitochondrialng i sprzyja rozszczelnieniu organellum.
Caly szereg innych bialek dysponujacych wytacznie domeng BH, (np. NOXA, PUMA,
BAD, BIM) wiaze sig alternatywnie z biatkami antyapoptycznymi BCL , BCL, , sprzyja-
Jjac proapoptycznej aktywnosci biatek BAX i BAK. Biatka BCL, i BC, , wzmacniajac
szczelno$é bton mitochondrialnych albo poprzez zamykanie kanatéw jonowych w btonach
mitochondrialnych lub/i regulacje megakanatu VDAC, odgrywajac ta droga decydujaca
rolg w zahamowaniu biegu apoptozy.

Wydaje sig, iz szlak mitochondrialny likwidacji komdrek odgrywa podstawowg rolg
w zagrozeniach wynikajacych z dziatania ksenobiotykdéw, lekéw, niedotlenienia, narusze-
nia struktury DNA przez promieniowanie jonizujace, onkoproteiny czy deficyt, okreslo-
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nych czynnikéw wzrostowych. Za gtéwnego inicjatora omawianego szlaku uznawane jest
biatko p53 [7] (Ryc. 3).

Biatko p53 uruchamia ponadto transkrypcje¢ gendw PIGS odpowiedzialnych za pomno-
zenie w komorcee liczby reaktywnych form tlenowych oraz indukuje synteze receptoréw
CD95 i TRAIL-R2/DRS szlaku zewnatrzkomdrkowego. Przypuszczalnie biatko p53 moze
by¢ zastgpowane w roli wyzwalajgcego szlak wewnetrzny apoptozy przez inne biatka ro-
dziny p53 —p73ai B ip51/63.

NOWOTWORZENIE — PROLIFERACJA NIEKONTROLOWANA

Wedtug Kanahana 1 Weinberga kancerogeneza jest procesem wielo-stopniowym i wie-
loczynnikowym, w ktérym mutacja genéw wywotuje w komoérkach szereg zdarzen:

a) zaburza proces apoptozy;

b) wiaze si¢ z brakiem zapotrzebowania na zewngtrzne czynniki wzrostowe;

¢) niewrazliwo$cig na zewnatrzkomdrkowe sygnaty hamujace proliferacije;

d) wyzwala niepohamowang aktywnos$¢ replikcyjng [8].

Komérki nowotworowe cechuje tzw. ,,ucieczka od apoptozy”. Wynika ona z wielu przy-
czyn, lecz najwazniejszg z nich jest mutacja genu supresji nowotwordw p53 odgrywajace-
go tak zasadnicza rolg w inicjacji szlaku mitochondrialnego aktywacji kaspaz. Mutacja
p53 (stwierdzana w ponad 60% przypadkéw nowotwordw) pociaga za soba mutacje lub
alternatywna ekspresj¢ biatek efektorowych procesu apoptozy: PTEN, BAX, BAK i Apafl,
a takze biatek regulatorowych: kinaz ATM, CHK2, biatka MDM?2 i p19ARF. Obserwowa-
na jest takze nadekspresja BCL2 przyspieszajaca onkogenezg u transgenicznych myszy.
Z innych przestanek wigzacych si¢ z nowotworzeniem, nalezy wymienié neoangiogeneze
oraz mutacje w DNA mitochondriéw [1, 2].

Ostabienie ekspresji biatka APAF1 ma miejsce w czerniaku (faza tworzenia przerzu-
téw), a nadekspresja biatek IAP i szoku cieplnego (Hsp) hamujacych aktywnos$é kaspazy 9
wystepuje w wielu nowotworach. Zaburzenia szlaku receptorowego $§mierci apoptycznej
w komorkach nowotworowych sg rzadsze niz drogi mitochondrialnej, tym nie mniej nie-
ktére komérki rakowe wykazujgce podwyzszong oporno$¢ na apoptozg i ujawniajg muta-
cje w receptorach CD95 i TRAIL i innych.

KONTROLA USZKODZEN W GENOMIE

Zaréwno $rodowiskowe jak i wewngtrzne (endogenne) czynniki, naruszajg stabilno$é
struktury DNA. Wydaje sig, iz drugie z wymienionych, dawniej niedocenione, moga owe
uszkodzenia generowac z zaskakujgco duzg czgstotliwo$cig. Sugeruje sig, iz liczba indu-
kowanych w DNA réznego typu uszkodzen — utrata reszt purynowych, modyfikacje zasad,
peknigeia jednoniciowe — sigga 8000/komdrke w ciggu 1 godziny [20]. Szczegdlnie nie-
bezpieczne sg te z nich, ktére wyzwalajg nadmierng endogenng produkcj¢ wolnych rodni-
kéw tlenowych, a w tym najbardziej toksycznego anionorodnika hydroksylowego, powsta-
jacego z nadtlenku wodoru w reakcji Fentona. Znaczacym zrédtem uszkodzen sg takze
btedy w przebiegu replikacji i rekombinacji. Aby zapobiec narastaniu liczby uszkodzen
i przekazywaniu ich pokoleniom potomnym komorki wyksztatcity skomplikowany ciag
reakcji obronnych precyzyjnie reagujacych na uszkodzenia DNA wiodace do zaburzen
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w konformacji chromatyny. Owe zaburzenia §ledza biatka czujnikowe (Rad9, Rad1 i Hus1)
[20]. Z kolei sygnat alarmowy wyzwala dwa mechanizmy. Pierwszy z nich polega na wy-
zwoleniu naprawy uszkodzen, czyli przywrdceniu prawidtowej, pierwszorzedowej struk-
tury DNA. Drugi na uaktywnieniu ekspresji grup genéw i syntezie nowych biatek, ktére
doprowadzajg albo do zatrzymania biegu cyklu komdrkowego w tzw. punktach kontrol-
nych i nasilenia proceséw naprawy lub lecz wreez przeciwnie w sytuacji niewydolnos$ci
energetycznej lub znaczacej skali uszkodzenia skierujg komérki na drogg programowane;j
genetycznie $§mierci.

Biatka uczestniczace w odpowiedzi na naruszenie struktury DNA podzielono na cztery
grupy:

1. Kinazy biatkowe typu PI3K-like (PIKL) podobne do kinazy fosfatydyloinozytolu -
kinazy Atm, Atr.

2. Biatka tworzace trimery — biatka czujnikowe (Rad9, Radl, Husl).

3. Kinazy efektorowe serynowo-treoninowe (Chkl, Chk2).

4. Biatka adaptorowe (klaspina i Breal).

Rola kinaz Atm i Atr polega na fosforylacji biatek efektorowych i w zalezno$ci od typu
uszkodzenia taczy si¢ z:

a) przywotaniem elementéw uktadéw naprawczych DNA do miejsc uszkodzenia,

b) zahamowaniem transkrypcji,

¢) uaktywnieniem uktadéw §ledzacych w miejscach kontrolnych cyklu,

d) uaktywnieniem apoptozy.

Kinazy Atm i Chk2 kontrolujg ponadto ekspresj¢ genéw odpowiedzialnych za powsta-
wanie proapoptycznych biatek BAX, BAK, PUMA i NOXA oraz redukcj¢ biatek anty-
apoptycznych BCL, i BCLxL i IAP.

Uktad nadzorujgcy genom ulokowany na granicy faz G,/S cyklu komérkowego w klu-
czowej mierze jest reprezentowany przez biatko pS3. Owo biatko oraz histon H2AX jest
fosforylowane przez kinazg Atm. W konsekwencji chromatyna w miejscu uszkodzenia
zmienia swg konformacje, sam za$ p53 zostaje uwolniony od ligazy ubikwitynujacej Mdm?2.
W ostatecznym rezultacie p53 tetrameryzuje i staje si¢ aktywnym czynnikiem transkryp-
cyjnym. W tym procesie istotna rolg spetniaja takze kinaza Chk2 oraz biatko wigzace S3BP1.

Wsrdd gendw podlegajacych ekspresji, a odpowiedzialnych za zablokowanie komdrek
na granicy G1/S znajduje si¢ gen kodujacy p21 cipl/wafl inhibitor kinaz cyklinozalez-
nych — CDK/cyklina E i CDK/cyklina D,. W zaistniatych warunkach biatko Rb nie jest
fosforylowane, nie jest uwalniany kolejny czynnik transkrypcyjny E2F. W konsekwencji
nie nastgpuje ekspresja gendw swoistych dla fazy S. Z drugiej strony p53 odgrywaé moze
wiodacg role w pobudzeniu lub zahamowaniu ekspresji gendéw kontrolujacych apoptoze,
0 czym uprzednio wspomniano.

W punkcie kontrolnym fazy S uktad nadzorujacy genom sktada si¢ z kinazy Atm oraz
dwoch kolejnych biatek nibryny oraz Brecal. Wspomniany uktad uczestniczy takze w na-
prawie DNA, bowiem nibryna jest sktadnikiem kompleksu Mrel1 — Rad50 — Nbs] realizu-
jacego naprawe peknigé dwuniciowych DNA. Mutacje w obregbie wymienionego kom-
pleksu wioda do kontynuacji cyklu pomimo obecnosci uszkodzenia DNA.

W zatrzymaniu komdrki w fazie G, cyklu uczestniczg zaréwno biatko p53 jak i kinazy
PIKL. P53 hamuje transkrypcj¢ gendw odpowiedzialnych za Cdc2 i cykling B,. Znaczenie
zasadnicze posiada jednak zahamowanie kompleksu kinazy Cdc-2 skompleksowanej z cy-
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kling B,. Dokonuje si¢ ono poprzez defosforylacjg tyrozyny 15 w Cdc-2 i utrzymuje sig tak
dtugo jak kinazy PIKL otrzymuja sygnaty o nieciagtosci nici DNA. Z kolei kinazy Chk
fosforyluja fosfatazg Cdc25 i jg inaktywuja. Fosfataza Cdc25 defosforylujaca wspomniang
uprzednio tyrozyng 15 jest efektywnym aktywatorem kompleksu cdc2/B,.

Wszelkie wydarzenia zmierzajgce do zaktdcenia mechanizméw uczestniczacych w nad-
zorze nad genomem w poszczegSlnych punktach kontrolnych cyklu komérkowego sprzy-
jaja niestabilnoéci genetycznej i sg decydujacym czynnikiem sprawczym w procesie no-
wotworzenia.

REGENERACJA — PROLIFERACJA KONTROLOWANA

Obok oméwionych dotychczas form odpowiedzi komdrek, w tym i hepatocytéw na
czynniki stresowe, czyli: uruchomienia §mierci martwiczej, dlugookresowego zablokowa-
nia cyklu komdrkowego, zaburzenia mitozy, inicjacji apoptozy czy nowotworzenia, moz-
liwe sa 1 inne polegajace na wyzwoleniu sterowanej proliferacji (Ryc. 4). Potencjat odbu-
dowy masy watroby jest wyjatkowy, chociaz w warunkach prawidtowych ma on cechy
narzgdu postmitotycznego. Po utracie natomiast znacznej liczby komoérek (hepatektomia
dos$wiadczalna, po toksycznym uszkodzeniu przez leki lub substancje chemiczne w wa-
runkach niedotlenienia, po infekcji wirusowej lub usunigciu czes$ci migzszu z powodu prze-
rzutdw nowotworowych) hepatocyty oraz $cisle wspdipracujgce z nimi komodrki niemigz-
szowe ujawniaja wysoki potencjat klonogenny. Po zabiegu czg$ciowej hepatektomii (usu-
nigcie 2/3 masy narzadu) po kilkunastu minutach u mtodych szczuréw ponad 90% poczat-
kowo hepatocytéw, a nastepnie pozostatych komérek (cholangiocytdw, Browicza-Kupffe-
ra, komérek Tto, endoteliocytéw) przechodzi z fazy Go do fazy G1 cyklu komdrkowego
i podlega zazwyczaj jednej lub dwém cyklom replikacyjnym. Po uptywie kolejnych 10-14
dni quasi synchronicznych podziatéw nastgpuje uzupetnienie utraconego migzszu czynno-
Sciowego [5]. Po rozpoczgeiu procesu regeneracji spostrzegane sa w narzadzie kilkunasto
komérkowe skupienia hapatocytéw w otoczeniu macierzy pozakomdrkowej oraz naczyn
zatokowych. W 4 dniu komérki Ito penetrujg swoimi wypustkami skupienia hepatocytéw
i uruchamiajg syntez¢ lamininy. Ta prawdopodobnie wyzwala sygnat dla waskularyzacji.
Powstajg dwukomdrkowe blaszki watrobowe oplatane siecig naczyn wtosowatych zatoko-
wych. Po osiggnigciu 90% wyjsciowej masy narzadu proliferacja zostaje zahamowana [5].

Udziat progenitorowych komdrek owalnych (macierzystych) w przebiegu regeneracji
po czg$ciowe] hepatoktomii jest drugorzedny. Uwaza si¢ raczej, iz wspomniane komdrki
uczestnicza w lokalnym uzupetnianiu migzszu uszkodzonego przez leki lub ksenobiotyki,
zwlaszcza w sytuacji gdy blokujg one aktywno$¢é mitotyczna komdrek migzszowych
w petni zréznicowanych.

Zapoczatkowana proliferacja odbywa si¢ z najwyzsza intensywnoscia w strefach I gro-
nek watrobowych w pewnym dystansie od triad i tetrad watrobowych. Lezace natomiast
w strefach I1I hepatocyty usytuowane w sasiedztwie zyt centralnych sa pod tym wzgledem
istotnie opdzniane. Ta strefowo zréznicowana aktywno$é proliferacyjna hepatocytéw
w gronku wynika z odmiennego czasu trwania fazy G1 w poszczegdlnych strefach gronek.
Jest zdecydowanie krétsza w strefie I i czas jej stopniowo wydtuza si¢ w kierunku strefy 11
i III. Wydtuzenie czasu trwania fazy G1 w poszczegdlnych strefach gronek moze wynikaé
z odmiennej aktywnosci cyklin i kinaz od cyklin zaleznych [5].
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Czesciowa hepatoktomia
Faza inicjacji (TNFaq, iL6,.iII_—1 i inne cytokiny
cykiu (PRIMING) wolne rodniki tlenowe)
Aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
(NFkB, STAT 3, AP-1, C/EBPB)
Pobudzenie natychmiastowych genéw wczesnych
(c-myc, c-fos, c-jmB)
Pobudzenie natychmiastowych genéw opézZnionych
(HRS/SRp40), geny rodziny BCL2
Pobudzenie genéw cyklu komérkowego
(cykliny i kinazy zalezne od cyklin)
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Ryc. 4. Proliferacja do komdrek prowadzaca regeneracji migzszu watroby jest precyzyjnie regulowa-
na poprzez sekwencyjne uruchamianie kolejnych grup genéw.
Proliferation of cells that leads to regeneration of the liver parenchyma is precisely regulated
through sequencial turning on the respective groups of genes.

Do chwili obecnej nieznane s3 mechanizmy inicjacji regeneracji watroby. ,,Normalne”,
prawidtowe hepatocyty nie odpowiadajg na sygnaty mitogenne. Owa odpowiedZ pojawia
si¢ po czesSciowej hepatoktomii, po podwigzaniu naczyn watrobowych i wynikajgcych stad
zaburzen ci$nienia krwi, po podaniu substancji toksycznych generujacych rozlegta mar-
twicg narzadu np. czterochlorku wegla, alkoholu allilowego, niektdrych nitrozoamin, pe-
stycyddw, rozpuszczalnikéw organicznych itp.

Do potencjalnych czynnikéw uwrazliwiajgcych komodrki watroby na sygnaty mitogen-
ne nalezy aktywator plazminogenu typu urokinazy [5]. Pojawia si¢ on w fazie inicjatoro-
wej regeneracji (pierwsze minuty po hepatoktomii) aktywujac metaloproteinazy macierzy
pozakomoérkowej oraz stymulujgc dimeryzacje HGF. Dopiero forma heterodimerowa HGF
wigze si¢ efektywnie z receptorem cMET/HGF-R i przekazuje sygnat startu proliferacji.
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Transkrypcja tkankowego inhibitora metaloproteinazy (TIMP-1) przebiega w komdrkach
nieparenchymalnych watroby zlokalizowanych w przestrzeniach wrotnych Dissego i na-
czyniach zatokowych. Poziom syntezy owych inhibitoréw szybko wzrasta wraz z narasta-
niem tempa proliferacji. Zatem przebudowa macierzy zewngtrzkomérkowej wyprzedza
i towarzyszy proliferacji [5]. Z kolei resynteza i stabilizacja macierzy by¢é moze jest odpo-
wiedzialna za zahamowanie pozytywnej odpowiedzi watroby na mitogeny. Czynniki wzro-
stowe z rodziny TGFp sg negatywnymi regulatorami wzrostu hepatocytéw, pozytywnie
natomiast oddziatywaja na proliferacj¢ komdrek Browicza-Kupffera, Ito, przyczyniajac si¢
do rekonstrukeji naczyn zatokowych otaczajgcych blaszki watrobowe. Zaréwno hepatocy-
ty jak i komorki nieparenchymalne produkujg TGF i jego poszezegdlne izoformy w for-
mie nieaktywnych homodimeréw. Ich heterodimeryzacja bgdaca konsekwencja wptywu
plazminogenu pozwala wspomnianym czynnikom wzrostowym na powigzanie si¢ z recep-
torem TGFB-RI i TGFB-RII i przekazanie sygnatu. Obok TGF[ wérdd czynnikéw hamuja-
cych proliferacj¢ hepatocytéw po resekeji cze¢$ci watroby wymienia si¢ aktywing A produ-
kowang autokrynnie oraz INFy wytwarzany przez aktywne limfocyty wspomagajace. Tak-
ze IL-1 powstajgcej na terenie komérek Browicza-Kupffera i w §rédbtonku naczyniowym
przypisuje si¢ rolg negatywnego regulatora wzrostu hepatocytéw.

Do pozytywnych regulatoréw proliferacji hepatocytéw nalezg HGF i TGF4, natomiast
VEGF poprzez receptory FLTR-1 i FLTR-2 pobudza wzrost komérek $rédbtonkowych.
Cytokina TNFa, i to bez towarzyszacego deficytu tkanki watrobowej wywotanego hepa-
tektomia, wywiera silne dziatanie proliferacyjne poprzez ekspresje natychmiastowych ge-
néw wczesnych oraz wigzanie czynnika transkrypcyjnego AP-1. Pewng rolg w naprawie
uszkodzonej watroby po toksycznym uszkodzeniu odgrywa takze IL-6 [5].

HGF nie jest syntetyzowany w hepatocytach. Wytwarzaja go natomiast komorki pocho-
dzenia mezenchymalnego zaréwno ulokowane w watrobie (komdrki Browicza-Kupffera,
komorki Tto, komérki §rédbtonkowe) jak znajdujace si¢ w nerkach i ptucach. Bezposred-
nio po doswiadczalnej hepatoktomii pozaptucne zrddta syntezy HGF majg istotne znacze-
nie dla sprawnego uruchomienia proliferacji hepatocytow. Jest to wazne, z tego powodu, iz
omdéwiony czynnik wzrostowy oprdcz silnego dziatania mitogennego posiada réwniez rolg
moto- 1 morfogenng w stosunku do hepatocytéw. HGF dziata, jak wspomniano, poprzez
receptory ¢-MET HGF-R znajdujace si¢ na btonach plazmatycznych hepatocytéw oraz
komérek macierzystych, owalnych.

Patrzac chociazby na miejsca syntezy czynnikéw wzrostowych i cytokin TNFo,, HGF,
TGP1, aktywiny, IL6) mozna wysnué wniosek, iz pomy$lny przebieg regeneracji wymaga
Scistego wspdtdziatania komdrek mezenchymalnych, a zwtaszcza Browicza-Kupffera oraz
proliferujgcych hepatocytéw. Wytgcznie syntezy TGFa, ktéry jest zapewne pierwotnym
hepatocytarnym mitogenem, jest modulowane przez komérki migzszowe [5].

Ekspresja genu dla powyzszego czynnika wzrostowego nastepuje wcezesniej niz samo
uruchomienie procesu regeneracji. TGFo taczy si¢ na btonach plazmatycznych komdrek
migzszowych z receptorami czynnika wzrostu §rédbtonka EGF-R.

Regeneracja watroby jest procesem wieloetapowym wymagajacym tzw. inicjacji (pri-
mingu). Ten odwracalny etap regeneracji ma na celu uczulenie komdrek na wyzej omo-
wione czynniki wzrostowe i cytokiny. Polega na wprowadzeniu hepatocytéw znajduja-
cych si¢ w fazie spoczynkowej (Go) w pierwszy etap cyklu komdrkowego (G1). W zrézni-
cowanych hepatocytach nastgpuje wéwczas aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych NFkB
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i STAT3 a takze AP-1 i C/EBP. Owe czynniki transkrypcyjne wyzwalajg z kolei ekspresje
ok. 70 natychmiastowych genéw wczesnych: C-myc, C-fos, C-junB. Kontynuacja cyklu
komérkowego i przejscie z fazy G do S wymaga dziatania TGFo i HGF, ktére umozliwiajg
przekroczenie punktu restrykcyjnego fazy G1. W kolejnym etapie, w kilka godzin po he-
patoktomii dochodzi do ekspresji genéw wezesnych opbéznionych — HRS/SRp40, koduja-
cych biatka bogate w argining i seryng (biatka SR), odpowiedzialnych za modulowanie
alternatywnej obrébki RNA. W 12 godzinie procesu wysoka aktywno$¢ wykazuja takze
biatka BCL-XL z rodziny BCL2. Drugi szczyt aktywnos$ci wymienionego biatka ma miej-
sce w 48 godzinie po hepatektomii. Zbiezno$¢ czasowa pomigdzy poziomem aktywnosci
biatka z rodziny BCL2 w hepatocytach, a biegiem cyklu komdrkowego wydaje si¢ sugero-
wad, iz 1 one podlegaja regulacji zaleznej od fazy zaawansowania cyklu komdrkowego.

W kolejnej fazie nastepuje ekspresja gendw cyklu komdérkowego odpowiedzialnych za
syntez¢ odpowiednich cyklin i zaleznych od nich kinaz (cdks). Maksymalna ekspresja cy-
kliny D1 ma miejsce w tym przedziale cyklu komdrkowego, w ktérym proliferujace hepa-
tocyty nabierajg autonomii replikacyjnej i sa juz niezalezne od czynnikéw wzrostowych.
Ekspresja cykliny A i B towarzyszy replikacji DNA i mitozie [5].

M. Kaminski, R. Wiaderkiewicz

DO LIVER CELLS ESTIMATE THE RISK OF DAMAGE BY CHEMICAL SUBSTANCES?
Summary

The article reviews the possible responses of liver cells to chemical insault. Both the necrosis and
different ways of apoptotic death are considered. The regulatory role of BCL,/BAX proteins, p53
protein as well as other proteins modulating its activity is also described.

The controlled proliferation is presented which base on transition of fully differentiated hepato-
cytes from the resting Go phase to G1 phase of cell cycle. It is triggerd by the loss of organ mass
after extensive necrosis induced by xenobiotics. In this context the interrelations between the paren-
chymal cells (hepatocytes) and nonparenchymal cells, intercellular matrix, released growth factors
are discussed. Tumorogenesis is also mentioned with special emphasis on the cell cycle control
points and ,,run-away”’ from apoptosis of some cells despite the serious mistakes present in their
DNA.
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