KLINIK OCH VETENSKAP

Lés mer Medicinsk kommentar sidan 1588

KLINISK OVERSIKT

Engelsk sammanfattning
http://ltarkiv.lakartidningen.se

LLhx2 tycks hindra
uppkomst av levercirros

Genfynd ger méjlighet att utveckla lakemedel mot enormt hdlsoproblem

AKE DANIELSSON, :

professor, enheten fér medicin,
institutionen for folkhalsa och
klinisk medicin, Umea
universitet

LEIF CARLSSON, docent, univer-
sitetslektor, Umea centrum for
molekyldr medicin (UCMM),
Umea universitet
leif.carlsson@ucmm.umu.se

Levercirros, eller skrumplever, kan ses som slutstadiet av en
kronisk leversjukdom nér levern inte langre klarar av att freda
sig mot den skadliga retningen. Vid cirros kan levern inte ldng-
re fullgora sina mycket viktiga funktioner, t ex att detoxifiera
skadliga d&mnen, producera galla, reglera glukoshalten i blod
och tillverka en rad olika proteiner.

Nir symtom pé levercirros upptriader ir de oftast antingen
relaterade till nedsatt syntetiserande eller detoxifierande for-
maga (viitskeretention, encefalopati), portahypertension (eso-
fagusvaricer, ascites) eller ospecifika sasom trotthet, klada, im-
potens, gynekomasti och osteopeni.

Risken att utveckla priméir levercancer (hepatocellulér can-
cer) ar kraftigt 6kad vid levercirros [1], och levercirros &r dess-
utom den framsta indikationen for levertransplantation.

Risken att utveckla cirros varierar stort for olika orsaker och
mellan olika individer, varfér man har antagit att genetiska fak-
torer spelar en betydande roll.

Levercirros - ett virldsomspannande hilsoproblem
Levercirros foregas av en period (som varar fran nagra ar upp
tilldecennier) avférh6jd bindvévsbildning, dvsleverfibros. Un-
derdenna period kan levern kompensera for bindvavsbildning-
en genom att kontinuerligt bilda nya leverceller och genom sin
stora 6verkapacitet.

Till slut klarar levern inte av att kompensera lingre, utan le-
vercirros (efter grekiskakirrhos, gulrod) har utvecklats, och le-
vern bestar da till stor del avenbart bindviv och regenerations-
noduli av nybildade leverceller med nedsatt funktion. Man kan
darfor betrakta levercirros som resultatet av en kronisk sarlak-
ning som gar 6ver styr. Fibros graderas i fyra olika stadier, dar
cirros ar stadium 4 (Figur1).

I Fakta 1 ir de vanligaste orsakerna till levercirros listade ef-
ter forekomst i Sverige. Pa senare tid har en ny och alarmeran-
de snabbt 6kande orsak borjat mérkas, nimligen fetma i kombi-
nation med typ 2-diabetes (det s k metabola syndromet) [2].
Detta tillstand, icke-alkoholorsakad steatos (NASH, non-alco-
holic steatohepatitis), leder ofta till leversteatos med inslag av
inflammation, vilket i sin tur kan leda till leverfibros och efter-
foljande cirros; icke-alkoholorsakad steatos kan utgora en stor
del av de kryptogena cirroserna [3]. Denna leversjukdom kan
dven drabba 6verviktiga barn [4].

Tidigare har levercirros uppfattats som ett irreversibelt till-
stdnd, men senare data fran behandlingsbara leversjukdomar
(autoimmun hepatit, hepatit C) talar for att cirros ar ett mer dy-
namiskt tillstand, som kan gairegress om skadeorsaken kan be-
handlas [5].
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Figur 1. Histologisk gradering av leverfibros; stadium 4 innebdr cirros.

Levercirros ar redan idag ett enormt och varldsomspéannan-
de hilsoproblem och ir en av de tio frimsta dédsorsakerna i
vistvirlden. Denna sjukdom drabbar dessutom ofta personer i
arbetsfor alder, vilket leder till extra stora kostnader for sam-
héllet.

Eftersom fetma dessutom oOkar explosionsartat i vistvérl-
den och anses som en epidemi kommer detta sannolikt att leda
till motsvarande 6kning av levercirros inom en snar framtid
[6].

En 6kad forstaelse pa molekylar och cellulér niva av de meka-
nismer som orsakar bindvévsbildningen ar darfér nédvandig
for att kunna hitta nya och effektiva behandlingsmetoder.

Okad bindvivsbildning den gemensamma nimnaren
Den gemensamma ndmnaren for alla dessa sjukdomar som kan
orsaka levercirros ar 6kad bindvéivsbildning i levern. Detta be-
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ESAMMANFATTAT

Kronisk skada pa levern orsa-
kas framst av alkoholmiss-
bruk och kronisk hepatit. Ska-
dan leder till 6kad bindvavs-

M@éss som har denna gen ut-
slagen utvecklar under foster-
utvecklingen en snabb och
progressiv leverfibros, som

bildning, fibros, somi slutan-
dan kan 6verga till levercirros
med leversvikt som f6ljd. Le-
vercirros dridag ett stort me-
dicinskt problem i vdstvarl-
den, och utvecklandet av nya
ladkemedel &r nodvandigt.
Det dr en specifik celltyp i le-
vern, de s k stellatcellerna,
som dr den framsta orsaken
till den fibrotiska processen,
oavsett bakomliggande sjuk-
dom. Det har nyligen visats att
dessa celler uttrycker genen
Lhx2 bade under fosterut-
vecklingen och hos vuxna
maoss.
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liknar sjukdomsutvecklingen
hos ménniskor. Overuttryck
av Lhx2 i en human stellat-
cellslinje hammar dess fibro-
gena egenskaper.

Dessa resultat tyder pa att
Lhx2 fungerar som en
»broms« for utveckling av le-
vercirros. Det ar just denna
»broms« som slapps vid kro-
nisk skada pa levern, oavsett
vad som orsakat skadan.
Sjukdomsforloppet skulle
kunna stoppas — och kanske
till och med reverseras — om
lakemedel som aktiverar den-
na gens funktion utvecklas.
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Figur 2. Schematisk bild av en del av en leverlobulus, den minsta or-
ganisatoriska enheten i levern, och vilka typer av celler den bestar av.
Stellatcellerna (i blatt) ar lokaliserade i Disses spatium, som finns
mellan hepatocyterna och endotelcellerna i sinusoiderna. Blod som
kommer fran tarmen filtreras i levern genom att ledas fran portave-
nen (v portae) via sinusoider till centralvenen. | sinusoiderna finns

s k Kupfferceller. Galla bildas av hepatocyterna och leds i motsatt
riktning i gall-canaliculi till gallgdngarna. Gallgangen, portavenen och
grenen av a hepatica bildar tillsammans en portatriad (eller porta-
zon) dér en leverlobulus bestar av sex portatriader som omger en
centralven i ett hexagonmonster. Observera att alla strukturer inte ar
skalenligt atergivna. (Bilden dr modifierad fran »Friedman S, Arthur
M. Reversing hepatic fibrosis. Sci Med. 2002;8:194-205« [8].)

tyder att det finns gemensamma mekanismer pa molekylar och
celluldr nivasomledertill levercirros. Men for att kunna forkla-
ra dessa krivs kunskap om leverns celluldra uppbyggnad och
organisation [7].

Decellerilevern som utfor metabola funktioner dr hepatocy-
ter, vilka utgor cirka 80 procent av leverns totala volym. Om
man tittar pa den minsta organisatoriska enheten i levern, en
s k leverlobulus, som ir ungefar 1 mm i diameter (Figur 2), ar
hepatocyterna organiserade i parallella plattor.

Blod som kommer fran tarmen via portavenen passerar ge-
nom sinusoiderna till centralvenen. Galla produceras av hepa-
tocyterna och transporteras i motsatt riktning i sma gall-cana-
liculi mellan hepatocyterna ut till sméa och allt stérre gallgang-
ar. Sinusoider dr en typ avblodkirl dir endotelcellerna har uni-

»Levercirros ... drabbar dessutom ofta personer
i arbetsfor alder, vilket leder till extra stora
kostnader for samhallet. Eftersom fetma dess-
utom okar explosionsartat i vastvarlden och an-
ses som en epidemi kommer detta sannolikt att
leda till motsvarande 6kning av levercirros
inom en snar framtid ...«
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Figur 3. Summering av de vanliga fordndringarna som en stellatcell
genomgar ndr den blir aktiverad under en sjukdomsprocess som le-
dertill levercirros, oavsett orsak. (ECM = extracelluldr matrix;
ASMA = g-smooth muscle actin.)

kaporer for optimal interaktion mellan blod och hepatocyter. I
sinusoiderna finns dven Kupfferceller, som &r en typ av makro-
fag med dess funktioner, dvs fagocytar funktion och sekretion
av cytokiner.

Stellatceller har central funktion

Mellan sinusoidernas blodkirlsvigg och hepatocyterna finns
ett mellanrum som kallas Disses spatium, och hir finns en cell-
typ som bendmns stellatceller. Funktionen av dessa celler i en
normal lever dr inte helt klarlagd, men stellatceller lagrar en
stor del av kroppens vitamin A och har dven kallats vitamin A-
lagrande eller fettlagrande celler.

Dessa celler ir centralaiférloppet som kan leda till levercirros,
eftersom de oberoende av vad som utlost sjukdomsforloppet ge-
nomgar en aktivering, vilket startar bindvavsbildningen [9].

Stellatceller aktiveras vid vdvnadsskada, och de retning-
ar/signaler som kan aktiveravilande stellatceller har studerats
under lang tid. Bland annat utséndrar Kupfferceller, som blir
aktiverade under den initiala inflammatoriska processen vid
viavnadsskada, cytokiner, t ex tumdrnekrosfaktor o (TNFa)
och transformerande tillvaxtfaktor B (TGFf), vilketisin turbi-
drar till aktiveringen av stellatceller [10]. Hur dessa signaler

- _______________________________________________|
B FAKTA 1

Vanligaste orsaker (i fallan-
de ordning) till levercirros
hos vuxna i Sverige

e Alkoholmissbruk

e Kronisk virushepatit:
— hepatitC
— hepatitB

¢ Immunologiska lever-/gall-
vagssjukdomar:
— autoimmun hepatit (AIH)
— primdr biliar cirros (PBC)
— primar skleroserande

kolangit (PSC)

e Kryptogen levercirros
¢ |cke-alkoholorsakad steato-
hepatit (NASH)
o Arftliga sjukdomar, t ex:
— genetisk hemokromatos
(jarninlagringssjukdom)
— Wilsons sjukdom (kop-
parinlagringssjukdom)
— alfa-1-antitrypsinbrist
(Piz2)
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Figur 4. A. MGss som har genen Lhx2 muterad genomgar samma for-
andringar som sker i det sjukdomsférlopp som orsakar levercirros
hos méanniska. Det dr hdrillustrerat av den progressiva férhojningen
av ECM-proteinet kollagen typ I, som ses som svarta tradar i levern
under fosterutvecklingen hos muterade méss (pilar) (ECM = extracel-
luldr matrix).

B. Uttryck av Lhx2 i en human stellatcellslinje minskar signifikant ut-
trycket av de gener som dr kopplade till levercirrosutveckling: i detta
fall aktiveringsmarkdren ASMA (a-smooth muscle actin) och ECM-
proteinet kollagen typ I. De bla staplarna visar (relativt) genuttryck i
stellatceller som uttrycker Lhx2, och de roda staplarna visar genut-
tryck i stellatceller som inte uttrycker Lhx2.

tolkas och regleras i stellatcellen har ddremot varit relativt
oként.

En stellatcell som blir aktiverad genomgar manga forind-
ringar pa celluldr och molekylar niva (Figur 3). Den mest up-
penbara forindringen ir att den borjar producera ett 6verskott
av extracellulira matrixproteiner som bygger upp bindviven,
t ex fibronektin, laminin och olika typer av kollagener som det
normalt finns ytterst lite av i levern. Denna férandring leder
bl atill att porernaisinusoidernas endotelceller forsvinner, s k
kapillarisering, vilket i sin tur leder till férsvarad interaktion
mellan blodet och hepatocyterna.

Stellatcellerna far 4ven egenskaper som liknar dem hos glatt
muskulatur, eftersom de borjar uttrycka gener som normalt dr
associerade med dessa celler, t ex a-smooth muscle actin
(ASMA).

Andratydliga forandringar ir att aktiverade stellatceller tap-
parsittvitamin A-innehéll och bérjar producera tillvaxtfaktorn
PDGF (platelet derived growth factor), som stimulerar dess
egen proliferation [9].

Det ar aktiveringen av stellatcellen som ar gemensam for fi-
brosutvecklingen, oavsett bakomliggande sjukdom. Vilka me-
kanismer som reglerar aktiveringsprocessen i stellatcellen har
hittills varit relativt okdnda. En 6kad forstaelse fér denna pro-
cess skulle kunna underlitta utvecklingen av nya, effektivare
lakemedel.

Sadanalikemedel skulle kunna antingen himma utveckling-

»Tidigare har levercirros uppfattats som ett irre-
versibelt tillstand, men senare data fran be-
handlingsbara leversjukdomar (autoimmun he-
patit, hepatit C) talar for att cirros &r ett mer dy-
namiskt tillstand, som kan ga i regress om ska-
deorsaken kan behandlas ...«
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Figur 5. Summering av vilken roll Lhx2 har i kontroll av aktivering av
stellatceller. A. Sa lange Lhx2-genen &dr paslagen kan inte stellatcel-
len bli aktiverad, och da kan den ddrmed inte starta processen som
ledertill levercirros. B. Nar Lhx2-genen slas av aktiveras stellatcellen,
och hela processen som leder till levercirros kan startas. C. Forséken
med den humana stellatcellslinjen tyder pa att en aktiverad stellat-
cell kan helt eller delvis aterga till en vilande stellatcell om den bérjar
uttrycka Lhx2.

en av fibros eller, annu hellre, vinda tillbaka hela forloppetien
cirrotisk lever, eftersom det nu ar ként att detta tillstand kan
varareversibelt.

Lhx2 upptdcks ha en aktiv rolli stellatceller
De upptickter som r relevanta for levercirros kom utifran helt
grundvetenskapliga analyser av utvecklingen av levern under
fosterstadiet. Intresset var speciellt riktat mot genen Lhx2
(LIM-homeoboxgen nr 2), eftersom den ar inblandad i utveck-
lingen av levern. Proteinet som denna gen ger upphov till 4r en
transkriptionsfaktor, dvs denreglerar uttrycket avandragener.

Tidigaresultat visade att Lhx2 &r aktivilevern under fosterut-
vecklingen och att den ar viktig fér leverutvecklingen, eftersom
moss som hade denna gen utslagen hade en mindre lever dn nor-
mala moss. Leverdefekten i de muterade mossen ledde till letal
anemi under fosterutvecklingen, eftersom levern vid detta ut-
vecklingsstadium i princip enbart &r ett blodbildande organ.

Detvardock okidntvarfor leverutvecklingen var defekt hos de
muterade mossen, och man visste inte i vilken celltyp som Lhx2
ar aktiv. Det forsta steget var darfor att bestimma i vilken cell-
typ som Lhx2 ar aktiv, och eftersom ett fatal celler med speciell
morfologi, ungefar 5-10 procent av totalaantalet cellerilevern,
uttrycker Lhx2 kunde vi utesluta att genen ar aktiv i hepatocy-
ter hos bade vuxna individer och foster.

Sedermera gick det att pavisa att Lhx2 ar aktiv i stellatceller,
eftersom celler som uttryckte Lhx2 dven uttryckte ett flertal ge-
ner som ar typiska for stellatceller [11,12].

Lhx2 fungerar som »broms«

Nar vi hade faststéllt att Lhx2 &r aktiv i stellatceller borjade vi
leta efter typiska tecken pa leverfibros hos dessa musfoster, ef-
tersom forandrade stellatceller ar sé intimt kopplade till denna
sjukdom. Nar denna aspekt analyserades borjade saker och ting
att falla pa plats.

Levern hos de muterade mossen hade tydligt férhojt innehall
av olika extracelluldra matrixproteiner, t ex kollagen typ I, III
och IV, fibronektin och laminin. Denna forandring var progres-
siv och skedde mycket snabbt i de muterade mossens levrar.
Mattligt f6rh6jd deposition av extracellulira matrixproteiner
kunde observeras dag12ifosterutvecklingen, ochredan 2 dagar
senare var levern helt fylld av extracelluldra matrixproteiner
(Figur 4 A). Detta sjukdomsf6rlopp tar normalt ar och till och
med decennier hos vissa patienter, emedan dessa muterade
moss visade en tydlig sjukdomsutveckling pa 2 dagar.

Aktiverade stellatceller uttrycker ASMA, och vi kunde dven
visa att en majoritet av stellatcellernailevern hos de muterade
mossen uttrycker denna gen, medan stellatcellernaien normal
lever inte uttrycker ASMA.

Vi kunde dven se ett ndstan fem ganger sa starkt uttryck av
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den tillvaxtfaktor (PDGF) som stimulerar tillvaxt av stellatcel-
ler i de muterade levrarna som i normal lever. Ddremot var det
inget 6kat uttryck av TNFo eller TGF i de muterade levrarna,
vilket skulle kunna betyda att det mest troliga var att Kupffer-
celler inte bidrog till aktiveringen av stellatceller [12].

Dessa observationer tyder pa att Lhx2 under fosterutveck-
lingen fungerar som en sorts »broms« i stellatceller for att de
inte skall aktiveras. Tar man bort denna »broms«, dvs inaktive-
rar Lhx2, leder detta till att stellatcellerna spontant aktiveras
och startar hela det forlopp som kan leda till levercirros [12].

Om denna tolkning att Lhx2 kan fungera som en »broms« for
aktiveringen av stellatceller ar korrekt, kanske dven Lhx2 skul-
le kunna »bromsa« en redan aktiverad stellatcell och gora den
mindre aktiv.

For att analysera detta anvinde vi oss av en stellatcellslinje
som etablerats fran lever i manniska, dvs celler med stellat-
cellslika egenskaper och som gar att odla i cellkultur. Denna
stellatcellslinje har de flesta egenskaper som en aktiverad stel-
latcell har, bl a hog produktion av extracellulara matrixprotei-
ner och uttryck av ASMA. Om Lhx2 kunde fungera som en
»broms« skulle uttryck av Lhx2 i denna stellatcellslinje leda till
att de karakteristika som ar typiska for aktiverade stellatceller
minskar.

Nér vi forde in Lhx2-genen i denna humana stellatcellslinje
var det just detta vi sag, eftersom uttrycket av det extracellula-
ra matrixproteinet kollagen typ I och aktiveringsmarkoéren
ASMA gick ner med 45-65 procent inom 24 timmar (Figur 4 B)
[12].

Dessaresultat indikerar att de observationer vi gjorde i moss
har relevans dven for ménniska.

Mdijligt att »kortsluta« den process som leder till levercirros
FunktionenavLhx2istellatceller och dessrolliutvecklingen av
levercirros dr sammanfattad i Figur 5. Nar Lhx2-genen dr aktiv
ienstellatcell haller den sig vilande och utfor den funktion som
en stellatcell normalt gori en frisk lever, hos bade vuxna indivi-
deroch foster (Figur 5 A). Vararesultat tyder pa att denna funk-
tion bl a ar att styra organisationen och tillvixten av levern, at-
minstone under fosterutvecklingen, men det ar nog troligt att
stellatceller har liknande funktion dven i vuxna individers lev-
rar.

Om Lhx2-genen nedregleras startas hela den process som
kan leda till levercirros (Figur 5 B). Nedregleringen av Lhx2
verkar darfor vara den gemensamma molekyldra mekanism
som sitts igang oavsett om den bakomliggande orsaken till le-
verskada dr alkoholmissbruk, kronisk virushepatit, gallgangs-
sjukdom eller icke-alkoholorsakad steatos. Om man tar bort
Lhx2 »kortsluter« man alltsd hela processen specifikt i stellat-
celler, eftersom den startas utan bakomliggande sjukdom eller
via andra celler sasom Kupfferceller.

Genom att anvinda en stellatcellslinje fran manniska kunde
vi visa att aktiverade stellatceller kan aterga till att bli vilande
stellatceller om Lhx2-genen slas pa (Figur 5 C).

Det sistndmnda ar speciellt tilltalande, eftersom det skulle
betyda att cirrosprocessen skulle kunnavindas, eller atminsto-
ne lindras, om man kunde sla pa Lhx2 i en aktiverad stellatcell i
en cirrotisk lever.

Aven om dessa initiala forsék i méss och humana cellinjer ser
mycket lovande ut aterstar en hel del forskning i bade djurmo-
deller och patientmaterial innan ett likemedel kan utvecklas.
Men vi har atminstone identifierat en molekylar process som
verkar vara central for sjukdomsférloppet vid utveckling av le-
vercirros oavsett vad som orsakat sjukdomen.

Eftersom risken for att utveckla cirros kan vara genetiskt be-
tingad, ar det dven av stort intresse att en utslagen Lhx2-gen
hos moss ger leverfibrosutveckling med 100 procents pene-
trans [12]. Denna genetiska koppling till fibros-/cirrosutveck-
ling skulle delvis kunnaférklaraden varierande férekomsten av
cirros vid olika leversjukdomar.

H Potentiellabindningar ellerjévsforhallanden: Inga uppgivna.

B Forskning har stotts av Cancerfonden, Visterbottens lands-
ting och Tobiasstiftelsen.
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