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Abstrakt

Transkrip¢ni faktor hypoxii indukovany faktor la (HIF-la) je Kklicovy regulator
fyziologickych a bunécénych adaptacnich procesii pfi nedostatku kysliku. Za
hypoxie (nebo ischemie) se hladina HIF-1la zvySuje v dusledku inaktivace HIF-1la
degradujicich enzym prolyl hydoxylaz. HIF-1a také hraje vyznamnou roli pii spousténi
protektivnich bunécnych a metabolickych déji v srdci za rznych patofyziologickych
podminek. Zda se, Ze stabilizace HIF-1a se muze uplatiiovat pfi omezeni skodlivych
remodelacnich procest spojenych s rozvojem chronického srde¢niho selhani (CHF).

Cilem bakalarské prace bude shrnout poznatky o tloze HIF-1a pti rozvoji CHF.
Klicova slova:

Srdce, chronické srdec¢ni selhani, hypoxii indukovany faktor-1a, prolyl hydroxylazy
Abstract

Transcription factor hypoxia inducible factor-la (HIF-1la) is a key regulator of
physiological and cellular mechanisms to adapt to deficiency of oxygen. In hypoxia (or
ischemia) HIF-1a level increases as HIF-1a-degrading enzymes prolyl hydroxylases are
inactive due to low oxygen level. HIF-1a plays also essential role in triggering cellular
protection and metabolic alteration during pathophysiological conditions in the heart. It
has been suggested that stabilization of HIF-1a in myocardium may prevent deleterious
remodelling induced by various forms of chronic heart failure (CHF). The project aims to

outline current knowledge about the role of HIF-1a in the progression of CHF.
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Seznam pouzitych zkratek

20G 2-oxoglutaric acid (a-ketoglutaric acid)

4E-BP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
AcCoA Acetyl coenzyme A

AHR Aryl hydrocarbon receptor

AKT protein kinase B (PKB)

ANGPT angiopoetin

ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

ARNTL ARNT-like protein

bHLH Basic helix-loop-helix

BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3
CBP CREB binding protein

COX4-1 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1

E-box Enchancer box

EGLN Egl nine

elF-4E Eukaryiotic translation initiation factor 4E

EPO Erytrhropoetin

ETC Elektronovy transportni fetézec (z ang. Electron transport chain)
ERK Extracellular signal-regulated kinases

FIH Faktor inhibujici HIF (z ang. Factor inhibiting HIF)

FRAP FKBP12-rampamycin associated protein

GLUT Glucose transporter

GPX Glutathione peroxidase

HIF Hypoxii indukovany faktor (z ang. Hypoxia inducible factor)
HRE Hypoxia responsive element

CHSS Chronické srdecni selhdni (v ang. Chronic heart failure)

ID Inhibitory domain

ICHS Ischemicka choroba srdecni (v ang. IHD — ischemic heart disease)
IPAS Inhibitory Pas protein

LDHA Lactate dehydrogenase A

MAPK Mitogen-activated protein kinase

LON Mitochondrialni protedza (z ang. Mitochondrial protease)




MOP Member of the PAS superfamily

mTOR Mammalian target of rapamycin

mtROS Mitochondrialni ROS (z ang. Mitochondrial ROS)

NLS Nuclear localization sequence

oDDD Oxygen dependent degranation domain

PAS PER-ARNT-SIM

PDC Pyruvate dehydrogenase kinase

PDH Pyruvat dehydrogenaza (z ang. Pyruvate dehydrogenase)
PER Period circadian protein

PGF Placental growth factor

PHDs Prolyl hydroxylazy (z ang. Prolyl hydroxylase)

PI3K Phosphatidylinosositol-3-kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate

PPAR-y Peroxisome proliferator-activated receptor

PTEN Phosphatase and tensin homolog

pVHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor

RACK1 Receptor of actovated protein kinase C

ROS Reaktivni formy kysliku (z ang. Reactive oxygen species)
RTK Receptor tyrosine kinase

SDF-1 Stroml derivated factor-1

SIM Single-minted protein

SOD Superoxiddismutasa

TAC Transortalni konstrikce (z ang. Transortic constriction)
TAD Transactivation domain

TCA Tricarbolix acid cycle

TGF-B Transforming growth factor 8

VEGF Vascular endothelial growth factor

WT Wild type




1. Uvod

Kardiovaskularni choroby jsou nejcastéjsi pri¢inou mortality a morbidity ve vyspélych
zemich svéta. V Evropské unii bylo za rok 2015 zaznamenano 127 umrti na 100 000
obyvatel a celosvétove si tato onemocnéni vyzadala na témér 18 miliont zemrelych
rocné. Z téchto umrti bylo 85 % zapri¢inéno infarktem myokardu ve spojitosti

s naslednym rozvojem srde¢nim selhanim. Uvadi se, Ze za srdec¢ni selhani v souc¢asné
dobé miiZe predevsim ischemicka choroba srdecni nasledovana idiopatickou dilata¢ni
kardiomyopatii. Riziko srde¢niho selhani se zvySuje u nemocnych s diabetes mellitus a u
jedinci s vysokym krevnim tlakem. Srdec¢ni selhani se vyskytuje predevsim u starsich
lidi, kdy s vékem vyrazné stoupa i jeho prevalence vCetné pridruZenych komorbidit.
Nemoc se nicméné stale c¢astéji projevuje i u mladych lidi, a to v souvislosti se Spatnou

Zivotospravou spojenou s nadmeérnou obezitou, nedostatkem fyzické aktivity a

pozivanim alkoholickych a tabidkovych vyrobki (1; 2; Widimsky, 2013).

v

At je jiZ pricina infarktu jakakoliv, buniky myokardu musi na rozvoj srde¢niho selhani
adekvatné reagovat a prizplisobit se aktudlnimu stavu. Vzhledem k tomu, Ze toto
onemocnéni je velmi ¢asto provazeno srdec¢ni hypoxii (sniZenim dostupnosti kysliku),
dochazi k aktivaci transkrip¢niho faktoru hypoxii indukovaného factoru (HIF), ktery
miiZe zprostredkovat mnoho dalSich déji smeétujicich k co nejprospésnéjsi adaptacni

odpovédi.

V této praci jsem se pokusil shrnout poznatky o tloze a regulaci HIF-1a v organismu
s ohledem na néktera kardiovaskuldrni onemocnéni. Zvlastni pozornost byla vénovana
uloze HIF-1a pfi rozvoji chronického srde¢niho selhani, nebot tomuto tématu bych se

rad vénoval v rdmci svého magisterského studia.



2.Srdecni selhani a ICHS

Udrzovat staly krevni obéh a zasobit tak vSechny organy Zivinami a kyslikem ma na
starosti srdce. Zajistit jeho funkci je energeticky velice naroCné. Prestoze srdce tvori
priblizné jen 0,5 % hmotnosti naSeho téla, tak z celkové spotreby kysliku spotrebuje
témeér 12 %. Jen v klidu je jeho spotieba 9,7 ml/100 g/min (Barrett at al. 2016), coZ se

miiZe béhem zatézZe ¢i nahlym stresem zvysit aZ na pétinasobek ptivodni spotieby (3).

Piisun Zivin a okysli¢ené krve do myokardu zprostiedkovavaji koronarni/véncité tepny
(aa. coronariae), které se oddé€luji od aorty ihned u srdce (ze sinus aortae) a déli se na
dvé vétve - arteria coronia dextra a arteria coronia sinistra (Borovsky et al., 1967).
Jestlize ma srdce na zasobovani krvi, respektive kyslikem, zvySené naroky, dochazi
k vasodilataci cév a zvySeni srdecni frekvence. Pokud to poptavku po kysliku nevyresi,
dochazi krozvoji ischemické chorobé srdecni (ICHS), kterd miize vést az ke vzniku
infarktu myokardu. Ve vétsiné pripada (vice nez 90 %) je priCinou vzniku ICHS
koronalni ateroskleréza, kdy jsou véncité tepny zuZené aterosklerotickymi platy
s rupturou intimy a trombézou v misté platu. Platy vznikaji ukladanim cholesterolu a
jinych tukovych castic a vapniku. Nékdy miiZe byt na viné i jina pric¢ina, napf. samotna
tromboéza v koronarni tepné, embolie véncitych tepen, spasmy, arteritida aj. (Widimsky
et al., 2009). Podle délky trvani se ICHS déli na chronickou a akutni. Chronicka se
projevuje pomaleji, postupnym zvétSovanim platu a mize dochazet ke kompenza¢nim
mechanismim, jako je hypertrofie myokardu a vytvoreni kolaterdlniho obéhu. Kdyz
dojde béhem nartistani platu k ruptute, tak dochazi k akutni ICHS, pti které je dodavka
kysliku do urcité oblasti srdce prerusena nahle a neni ¢as na kompenza¢ni mechanismy.
Nejbéznéjsim priznakem ICHS je angina pectoris, ktera se klinicky projevuje bolesti na
hrudi vystrelujici do bokd, spodni Celisti ¢i levého ramene a paze. Angina pectoris se
obvykle projevuje pii zvySené namaze a odezniva po nékolika minutach (4). Uvadi se, Ze
ICHS, je nejcastéjsi pricinou srde¢niho selhani. ICHS anebo v kombinaci s hypertenzi (to
je riziko az trojnasobné) mize celkové za srdec¢ni selhani u vice nez 50-60 % nemocnych

a ve vyspélych zemich je nejcastéjsi pricinnou tmrti (Widimsky et al., 2003).



2.1. Srdecni selhani

Srdecni selhani je patofyziologicky stav, kdy srdce neni schopné udrZet dostatec¢ny
minutovy vydej, aby byly pokryty metabolické potreby organismu. Pro srde¢ni selhani je
charakteristicky sniZeny srdec¢ni vydej, jehoZ diisledkem mize byt pokles arteridlniho
tlaku krve a dale nahromadéni krve pied levou nebo pravou komorou a tim zvyseni
venozniho tlaku. Podle toho, jaka situace nastala, se srde¢ni selhani nékdy déli na selhani
,dopredu“ a selhani ,dozadu“. Toto umélé déleni se ale jiZ moc nevyuziva, protozZe se
casteCné vzdycky vyskytuji obé situace. JelikoZ srdce jsou prakticky dvé samostatné
jednotky v sériovém zapojeni, tak se vyuziva déleni podle mista selhani na levostranné, a
pravostranné srdecni selhani (popripadé mize byt i oboustranné). Dle casového
hlediska rozliSujeme na akutni srde¢ni selhdni a dale na syndrom chronického
pravostranného a levostranného srdec¢ni selhani. Akutni srde¢ni selhani mtze byt nové
vznikla porucha ¢innosti srdce nebo to miZe byt akutni zhorSeni jiz vyskytujiciho se
chronického stavu. Po vzniku chronického srdecniho selhani (CHSS) se aktivuji
kompenzacni mechanismy, které kratkodobé pomohou zlepsit poruchu chronické
funkce, ale Cinnost jiZ nebude takova jako diive, coZ vede k dalsim kompenzacim a
dochazi krozvoji srdecniho selhani, které miize vést az ke smrti. Po prechodu do
chronické faze srdecniho selhdni (nemusi byt nutné po akutnim) jsou moZnosti
kompenzacnich mechanismli omezené, coz miize vést k akutnimu selhani a nasledné
smrti, ¢ se cyklus miize nékolikrat opakovat (Necas et. al., 2003; Spinar et al., 2006).
Mezi kompenza¢ni mechanismy snaZici se zvySit minutovy srdetni objem béhem
srde¢niho selhani patfi zvySeni tepové frekvence, zvySeni kontraktility myokardu,
zvySeni predtiZzeni (preloadu - viz nize) a zvétSeni kontraktilnich elementd - hypertrofie
srdce. VSechny tyto mechanismy jsou aktivovany prostfednictvim neurohumoralniho

systému (Widimsky et al., 2003).
2.1.1. PriCiny CHSS zpUlsobené systolickou dysfunkci

Za poruchu systolické funkce komor miize sniZeni sily kontrakce €i zvySeni napéti stén
komor. Za sniZeni sily kontrakce mize dilata¢ni kardiomyopatie, srdecni onemocnéni
(myokarditida) a predevsim ischemicka choroba srdecni. K srde¢nimu selhdni ale miize

dojit, i kdyZ je pocatecni kontraktilita v poradku, a to nadmérnym tlakovym zatiZenim.
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Zvyseni tlaku na stény komor, je zplisobeno objemovym (zvySeni preloadu - predtiZeni)
a/nebo tlakovym (zvysSeni afterloadu - dotiZeni) pretiZzenim srdce. Kromé poruchy
systolické funkce komor mohou za srdecni selhani jesté poruchy diastolické funkce

komor a poruchy srde¢niho rytmu (Necas et al., 2003).

Preload je sila, kterou je svalové vlakno napnuté pred stahem (na konci diastoly). Se
zvySujicim se objemem srdecni komory na konci diastoly, se tedy zvétSuje sila, kterou je
krev vypuzena do aorty ¢i a. pulmonalis (Frankiv-Sterlingliv zakon). ZvétSeni preloadu
je jednim z kompenzacnich mechanismi, ale nedokdze pomoci trvale. Srdce se zacne
adaptovat na objemové pretiZzeni dilataci. Tim se zvétSi objem komory béhem diastoly,
ale snizi se tlak vkomoie na konci diastoly a tim i preload. Nasledkem zvétSeni
diastolického roztaZeni se zvySuje napéti ve sténé a prace myokardu je energeticky
tak dochazi k hypertrofii, ¢imZ se napéti rozlozi mezi vice myofibril. Postupem casu
dojde ke ztraté kontraktility myokardu a k sekundarni systolické dysfunkci. Nasledkem
chronického objemové pretizeni komory muZe dojit k poskozeni chlopni, coZ zpiisobuje
regurgitaci aortalni a/nebo mitralni chlopné pfti pretiZeni levé komory a pulmonalni

a/nebo trikuspidalni chlopné pfti pretiZzeni pravé komory (Necas et al., 2003).

Afterload je odpor, ktery musi srdce pirekonat, aby doslo k ejekci do aorty ¢i a. pulmoris
béhem kontrakce. Dlivodem zvySeného afterloadu je predevSim zvyseny tlak v aorté
(poptipadé v a. pulmoris), ktery je zplisoben zvySenou periferni resistenci ¢i ziZenim
vzniklym tvorbou aterosklerotického platu. Pokud srdce nedokaZe prekonat tlak
potiebny k ejekci, omezi se cirkulace a dochazi k akutnimu srde¢nimu selhani. Vlivem
zvySeného afterloadu se sniZuje tepovy objem a vkomore po Kkontrakci zlstava
rezidudlni systolicky objem. K nevypuzené krvi v komoie se béhem diastoly prida dalsi
krev a zvétsi tim celkovy objem komory (zvysSeny preload) a nasledny vztah bude podle
Franklin-Starlingova silnéjSi a snaze prekona tlak v aorté (popripadé a. pulmoris). Pri
chronickém tlakovém pretiZeni dochazi k rozvoji hypertrofie komor, ¢imz se zlepsi jeji
kontraktilita, ale zhorsi se jeji diastolicka funkce. Postupem c¢asu se poskodi i systolicka
funkce komory, coZ ma za nasledek sniZeni kontraktility. Proti sniZeni kontraktility se
miize komora adaptovat dilataci, ¢imZ se ale snizi ejek¢ni tlak, a nakonec dojde

k akutnimu srde¢nimu selhani (Necas et. al., 2003).
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Pokud kompenza¢ni mechanismy béhem rozvoje chronického srde¢niho selhani nestaci
pro udrzeni pozadované hladiny kysliku v myokardu, tak se myokard stava hypoxickym
a je zahdajena rada adaptacnich procesi zahrnujici aktivaci ¢i inhibici mnoha funkci
v dlsledku aktivace rliznych signdlnich drah. Jednu z nejduleZitéjSich roli zde hraje
hypoxii indukovany faktor (HIF), ktery ridi expresi mnoha genti zajiSt'ujicich odolnost
kardiomyocytli na sniZenou dostupnost Kysliku. To samé plati pro ostatni tkané, pokud

kompenzacni mechanismy béhem CHSS neudrZi dostatecny minutovy objem.

3. Druhy hypoxie

Hypoxie je stav, kdy se hladina Kkysliku v tkanich sniZi pod jeji prirozenou hladinu
z mnoha pricin. V extrémnich ptipadech miize dojit i k anoxii, kdy kyslik chybi v tkani
uplné (5; 6). Hypoxické stavy jsou typické pro radu kardiovaskularnich onemocnénich,

véetné chronického srdec¢niho selhani.
Podle vzniku délime hypoxii na 5 typt:

a) Hypoxemicka hypoxie

b) Anemicka hypoxie

c) Cirkula¢ni/stagnacni hypoxie (ischemie)
d) Histotoxicka hypoxie

e) Metabolicka hypoxie

Hypoxemicka hypoxie je typ, kdy tkané nemaji dostatek kysliku kvili nizkému obsahu
kysliku v krvi. Je zptsobena napftiklad nizkym atmosférickym tlakem ve vysokych
vyskach, takZze se hemoglobin nedostatecné saturuje. Cilené se tato hypoxie pouZziva pri

trénincich vrcholovych sportovcii pro lepsi adaptaci na zatéz (5; 6)

Pri anemické hypoxii dochazi k problému pfti pienosu kysliku z plic k tkanim v dasledku
nedostatecného mnozstvi funkc¢nich erytrocytti ¢i Spatné funkci hemoglobinu (5; 6).
Prikladem nefunkc¢nosti hemoglobinu mize byt methemoglobinie, kdy dochazi k oxidaci
Zeleznatych iontl na Zelezité v molekule hemoglobinu, ¢imz vznikne methemoglobin,
ktery neni schopny kyslik navazat (7). Dalsim piikladem je otrava oxidem uhelnatym,
ktery ma k hemoglobinu vétsi afinitu nez kyslik (zhruba 200x), takZe prednostné vznika

karbonylhemoglobin a znemoziuje tak navazani kysliku v dostatecném mnozstvi (8).
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Béhem cirkula¢ni hypoxie je krev okyslicend, ale nedostava se k tkanim napft. v disledku
nedostatecné funkce srdce (tzv. srde¢ni selhani). Dalsim problémem je, Ze se k tkadnim
rovnéz nedostavaji ziviny a neodvadi se metabolity. Projevem postiZzené tkané je jeji

cyanotické zbarveni, zptisobené nahromadénim neokysliceného hemoglobinu (5; 6).

U histotoxické hypoxie se okysliCena krev dostane az k cilové tkani, ale ta ho neni
schopna prijmout vlivem toxickych latek (napf. otrava kyanidem, kobaltem, acetonem a
jiné). Poslednim typem je metabolicka hypoxie. Pri té je vSe vySe uvedené v poradku, ale

poptavka po kysliku je vétsi vlivem zvySeného metabolismu tkané napf. pti sepsi (5; 6).

Podle délky trvani se hypoxie také rozdéluje na akutni, ktera trva v radech hodin (napf-.
infarkt) a chronickou, ktera trva dny az tydny (napft. dlouhodoby pobyt ve vysokych
nadmoiskych vyskach).

4. Hypoxii indukovany faktor (HIF)

HIF je transkrip¢ni faktor, jehoZ hlavni funkci je bunécna odpovéd na hypoxii a
udrZovani kyslikové homeostazy (Semenza, 2002; Wu et al., 2013). Dalsi jeho funkce je
role pfi vasodilataci cév, erythropoéze, remodelaci cév, migraci bunék, signalizaci,

transportu Zeleza a transportu glukézy (Wang et al., 1995; Webb et al.,, 2009).

HIF byl objeven roku 1992 jako nezndmy faktor vaZzici se na hypoxif responzivni element
(HRE - hypoxia-responsive element) na 3" enchanceru genu pro erytrhropoetin (EPO) -
hormonu, jenZ je indukovany hypoxii a je zodpovédny za proliferaci erytrocyti
(Semenza & Wang, 1992; Goldberg et al, 1998). Pozdéji bylo zjiSténo, Ze HIF je
heterodimer sloZeny z nové objevené HIFa podjednotky, kterd je zavisld na kysliku a
z konstantné exprimujici se HIFf3 podjednotky (Wang et al., 1995). HIF3 byl objeven jiZ
diive a pojmenovan AHR nuclear translator (ARNT) jako vazebny partner aryl
hydrocarbon receptor - AHR (Reyes et al., 1992). Poprvé byla jeho cDNA nasyntetizovana
jako faktor pro zachranu HEPA-1 bunék, které mély defektni tvorbu enzymu
metabolizujicimu P4501A1 xenobiotika (Sogawa et al., 1995). Kratce poté byla objevena
také izoforma HIF-2a (EPAS1 - endothelial PAS protein 1; HLF - HIF-like factor; MOP2 -
member of the PAS superfamily 2), ktera je s HIF-1a homologni ze 48 % (predevsSim

v bHLH doméné - viz niZe) a také tvori heterodimer s ARNT pro vazbu na HRE. Na rozdil
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od HIF-1a vyskytujicim se ve vSech tkanich je HIF-2a vice tkanové specificky. Tvori se
piredevsim v plicich, endotelu, jatrech, ledvinach a v srdci (Ema et al., 1997; Wiesener et
al., 2003). Posledni izoformou HIFa je HIF-3a (MOP7/IPAS - inhibitory PAS), ktera
rovnéz dimerizuje s ARNT (Hara et al., 2001). HIF-3a nema doposud Zadnou prokazanou
transkrip¢ni aktivitu a nékteré jeho sestiihové varianty mohou dimerizovat i s HIF-1a,
¢imZ ho inhibuji, protoZe zabrani jeho navazani na DNA (Makino et al., 2001). Co se tyka
HIFB (ARNT) dalsi jeho izoformy jsou ARNT2 a ARNT3 (MOP3, ARNTL). Podle Graham
et al. (2017) nepatfi ARNT3 mezi izoformy HIFf, ale uzce souvisi s ARNT a vétSinou

funguje jako podjednotka beta. Proto oznaceni ARNTL - ARNT-like protein.
4.1 Struktura

Podjednotky HIFa i ARNT patii se vSemi svymi izoformy do skupiny PAS proteint, pro
kterou je charakteristickd pritomnost dvou homolognich PAS domén (PAS-A a PAS-B),
kterou spolu podjednotky dimerizuji v jadie (Wang et al., 1995). PAS doména byla
objevena napfti¢ vSemi organismy (Henry et al. 2011) a pojmenovand podle ti'{ proteini
ve kterych byla poprvé nalezena - PER, ARNT a SIM. Period circadian protein (PER) byl
objeven u drosophily podilejici se na tizeni cirkadiannich rytmi. Single-minted protein
(SIM) byl také objeven u drosophily a slouZi kregulaci genové exprese ve stredni
bunécné linii embrya. ARNT byl objeven jako lidsky esencialni protein pro spravny

prenos signalu pomoci AHR (Gu et al., 2000).

HIF a stejné tak vétSina PAS proteinti obsahuji basic helix-loop-helix (bHLH) doménu na
N-konci svych PAS domén. bHLH doména slouZi k vazbé na DNA v HRE a také se podili
na tvorbé heterodimert mezi dvéma bHLH-PAS proteiny (Crews, 1998).

Kromé bHLH domény (nezbytné pro vazbu na DNA) a dvou PAS domén ucastnici se
vytvoreni heterodimeru, obsahuje HIF jesté dal$i domény (viz obrazek 1). Oxygen
dependent degranation domain (ODDD - v nékteré literatute jen ODD) je pritomna pouze
u HIFa a dochazi na ni béhem normoxickych podminek k fosforylaci, ubiquitinaci a
nasledné degradaci. ARNT podjednotky neobsahuji ODDD, takZe jejich hladina nezavisi
na pritomnosti kysliku (Huang et al., 1998, Jiang et al., 1997). Dvé transactivation
domain (TAD) v poloze na N-konci a C-konci slouzi k navazani transkrip¢nich faktort a

regulaci transkripce cilovych gent. N-TAD se nachazi v ODDD, tudiZ ARNT obsahuje
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pouze C-TAD. Nuclear localization sequence (NLS) umoZiuje translokaci do jadra a
nachazi se jak na N-konci (N-NLS), tak na C-konci (C-NLS) nachdazejicim se v inhibitory
domain (ID), ktera je mezi ODDD a C-TAD (Ruas et al., 2002, Beaudry et al., 2016).

Pro-402 Pro-564 Asn-803
HIF-1a } I i
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) ) I )|

L HIF-
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SENIETR B pas ] || cooo [wwan)|] © SH] cTAD )-c-

B74

Pro-490
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b
(S RS ) oo TRran)j -
T

Obrazek 1 - Struktura HIF podjednotek
(Breaudry et al, 2016)

4.2 lzoformy

HIFa se u ¢lovéka vyskytuje ve trech izoformach - HIF-1«, HIF-2a a HIF-3a. Jak HIF-1a
tak i HIF-3a se vyskytuji v Sesti transkrip¢nich variantach a HIF-2Za ma pouze jednu
variantu. ARNT se vyskytuje ve tfech izoformach - ARNT1, ARNT2 a ARNT3 (ARNT3 se
nékdy za dalsi izoformu nepovazuje - viz vySe). Podjednotka HIF-1a i HIF-2a mtze
vytvorit heterodimer sjakoukoliv podjednotkou ARNT a vytvorit tak funkéni
transkripéni komplex (Gaber et al., 2005; Lisy & Peet, 2008). Dvé podjednotky ARNT
mohou také vytvorit homodimer. Tim se reguluje dostupnost ARNT pro ostatni mozné
vazebné partnery. ARNT homodimer miiZze rovnéz dimerizovat sekvenci major late
promotor na enchancer box (E-box) obsahujici sekvenci CACGTG a aktivovat expresi
dalsich proteini (Sogawa et al, 1995). E-box je DNA sekvence nukleotidli slouZzici
k vazbé DNA s bHLH doménou vzajemné se liSici nékolika nukleotidy podle konkrétniho

proteinu. E-box pro HIFa se oznacuje jako HRE (Semenza et al, 1996). Nékteré

15



z transkrip¢nich variant HIF-3a postradaji ODDD a C-TAD, ale stdle se mohou spojit
s ARNT ¢i HIF-1a coz vede k vytvoreni neaktivniho transkripéniho heterodimeru, ktery
inhibuje cilovou genovou expresi. HIF-3a je znamy jako lidsky inhibitory PAS (IPAS)
protein (Hara et al., 2001; Makino et al., 2001).

4.3 Regulace HIF

Zatimco ARNT protein i jeho mRNA maji v burice konstantni hladinu bez ohledu na
intracelularni koncentraci kysliku (respektive na normoxii nebo hypoxii) (Kallio et al.,
1997), tak HIF-1a protein ma kratky polocas rozpadu (ti/2 ~ 5-10 min) a je zasadné
regulovan v zavislosti na pritomnosti kysliku (Salceda & Caro, 1997). HIF-1« se spolu s
ARNT béZné vyskytuji ve vSech bunécnych typech, zatimco HIF-2«a, HIF-3a, ARNT2,
ARNTS3, jsou vice specifické pro urcitou tkan (Wiesener et al., 2003).

Hlavnimi regulatory zptsobujici degradaci HIF-1a (i HIF-2a) jsou dioxygenazy, mezi
kterymi jsou nejvyznamnéjsi FIH a predevsim PHDs (viz kapitola 5.3.1). Dioxygenazy
jsou enzymy katalyzujici reakci kysliku s organickou slou¢eninou. Pro funkci FIH i PHDs
je naprosto nezbytnad pritomnost Oz, 2-oxoglutardtu, dvojmocného Zeleza (Fe2*) a

castecné i askorbat (Epstein et al., 2001; Bugg, 2003).

Hladina HIF-la mRNA se béhem hypoxie dramaticky zvySuje. Zatim nebylo zcela
objasnéno, zdali je primarnim mechanismem zvySeni transkripce mRNA, sniZeni

degradace mRNA ¢i oboji (Prabhakar & Semenza 2012).
4.3.1 Regulace HIF proteinu

V normoxickych podminkach dochazi na HIFa k fosforylaci, ubiquitinaci a nasledné
degradaci proteozomalni cestou. Hlavni regulator mnoZstvi HIFa podjednotky jsou
enzymy prolyl hydrolazy (PHDs). Pokud maji PHDs potrebny enzymaticky aparat, tak
zpusobi hydroxylaci prolinovych zbytkl pro402 a pro564 v pripadé HIF-1a a pro409 a
pro564 v pripadé HIF-2a, které se nachazeji vODDD. Na HIF-1la dochazi v ODDD
zaroven k acetylaci lysinového zbytku lys532 (Jeong et al., 2002). Hydrolyzované zbytky
jsou rozpoznany proteinem von Hippel-Lindau tumor suppresor (pVHL), ktery na HIFa

podjednotku nasedne a zprostredkuje E3 ubiquitinizaci (Leung & Ohh, 2002). Takto
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oznacené proteiny jsou degradovany 26S proteasomem. Aby byla degradace tspésna,
staci hydroxylace pouze jednoho prolinového zbytku (Epstein et al., 2001). Acetylace
lys532 na HIF-1la proteinu prispivda kjeho interakci spVHL. Tuto acetylaci
zprostiedkovava N-acetyltrasferaza ADP-ribosylation factor domain. Ke své aktivité
nepotiebuje molekularni kyslik, ale béhem hypoxie klesd mnozZstvi jeji mRNA, protoze je

jeji exprese utlumena (Jeong et al., 2002).

V hypoxickych podminkach chybi prolyl hydroxylazam nezbytny kyslik, ¢imZ nedojde
k hydroxylaci prolinovych zbytki v ODDD a naslednému navazani pVHL, ktery by HIFa
oznacil ubiquitinem, coz by vedlo k jeho degradaci 26S proteasomem. V cytoplazmé se

nasledné rizné zvysi hladina izoform HIFa podle tkané ve které doslo k hypoxii.

Stabilizovany HIFa je z cytoplazmy transportovan do jadra, kde spole¢né s ARNT vytvoii
funkéni heterodimer spojenim v PAS doménach. Tim vznikne stabilni a aktivni HIF
komplex, ktery miize zahajit genovou expresi (Kallio et al., 1997; Isaacs et al., 2004,).

Déje béhem normoxie a hypoxie jsou znizornéné na obrazku 2.
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Obrdzek 2 - Schéma déjii v burice béhem normoxie a hypoxie
(Gaber et al., 2005)
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4.3.1.1. Prolyl hydroxylazy (PHDs)

PHDs jsou enzymy Kkatalyzujici hydroxylaci prolinovych zbytkd na HIFa podjednotce.
RozliSujeme tii izoformy PHDs - PHD1 (EGLN2 - EGL nine), PHD2 (EGLN1) a PHD3
(EGLN3), které se liSi vyskytem a afinitou k jednotlivym alfa izoformam HIF (Huang et
al,, 2002; Yang et al., 2014). Jak jiz bylo vySe zminéno, patii mezi dioxygenazy a potrebuji
molekularni kyslik, 2-oxoglutarat (20G, o-ketoglutarat) a dvojmocné Zelezo. Béhem
reakce PHDs vytvori z Fe?* ve svém katalytickém centru Fe3+-superoxidovy komplex,
ktery reaguje s 20G, ¢imz vytvori sukcinat a Fe**-oxointermediat. Fe**-oxointermediat
nasledné zplisobi hydroxylaci za vzniku CO2 a trans-4-hydroxyprolinu na cilovém
substratu. Reakce béZi podle rovnice: prolin + 20G + 0, - trans — 4 —
hydroxyprolin + CO, + sukcinat (Bugg, 2003). Kyselina askorbova neni k funkci
nezbytna, ale miiZe slouzit jako alternativni akceptor Kkysliku a vyrazné urychluje reakci
redukci Fe3* na Fe2+ v katalytickém centru PHDs. Kromé nedostatku kysliku béhem
hypoxie vede ke sniZeni jejich aktivity také nadbytek reaktivnich forem kysliku (ROS -
viz niZe), které mohou oxidovat Fe2* na Fe3* a znemozZnit tak vytvoreni Fe3+-
superoxidového komplexu (Prabhakar & Semenza, 2012). K reakci PHDs s ODDD HIFa
slouzi motiv LXXLAP, kde , X“ miiZe byt libovolna aminokyselina (Huang et al., 2002).

Zatimco PHD2 se vyskytuje ve vétSiné tkani, tak PHD1 se vyskytuje hlavné v mozku,
srdci, ledvinach, jatrech a varlatech a PHD3 predevSim v srdci. Aktivita PHD2 a PHD3 je
za hypoxie zvySena, PHD1 nikoliv (Yang et al., 2014). Kromé vyskytu se také lisi podle
rizné afinity k HIFa - PHD1 a PHD3 castéji hydroxyluji HIF-2a a HIF-1a byva nejcastéji
hydroxylovan PHD2 (Appelhoff et al., 2004).

4.3.1.2. Ubiquitinace

Ubiquitinace je proces, kdy dojde k navazani nékolika molekul ubiquitinu na cilovy
protein. Pokud jsou navazané aspon 4 molekuly ubiquitinu, tak dojde k rozpoznani
26S proteasomem a nasledné degradaci. Kvazbé ubiquitinu na protein je tfeba tii

enzymu - aktivacniho (E1), konjugacniho (E2) a lega¢niho (E3) (Kamura et al., 2000).
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4.3.2 Regulace transkripce HIF

Vjadre se HIFa po spojeni s ARNT navaze na DNA na sekvenci 5’-(A/G)CGTG-3, ktera je
uvnitt HRE (Semenza et al, 1996). HRE je cis plsobici regulacni prvek
zprostiedkovavajici HIF dependentni genovou expresi. V. mnoha HRE je po HIF vazici
sekvenci 5-(A/G)CGTG-3" 0-8 nukleotidi, po kterych nasleduje sekvence 5°-CACA-3’
(Semenza, 2014). Napriklad HRE sekvence pro EPO je 5-ACGTGCTGTCTCACACA-3’
(Semenza & Wang, 1992). Nékteré geny mohou mit vice riiznych HRE (Semenza, 2014).

Aby byla moZna vazba bHLH doménou na HRE, tak se na HIF-1a musi na asparaginovy
zbytek asn803 (u HIF-2a asn851) v C-TAD navazat néktery z transkripcnich
koaktivatori p300 ¢i jeho homolog CREB binding protein (CBP). CBP/p300
zprostiedkovavaji navazani dalSich koaktivator nezbytnych pro acetylaci histont, ¢imz
zplsobi rozvolnéni chromatinu (Carrero et al., 2000; Lando et al.,, 2002; Ruas et al,,

2002).

Tento proces je mozny pouze za hypoxie, protoZe za téchto podminek se na asn803
(asn851) vaze faktor inhibujici HIF (FIH, asparagin hydrolaza), ¢imZ znemoZni navazani
koaktivatoru CBP/p300. FIH stejné jako PHDs patii do skupiny 2-oxoglutarat, Fe2*

dependentnich dioxygenaz vyZadujicich pro svou aktivitu kyslik.
4.3.3 Na kysliku nezavisla regulace HIF

Kromé hypoxie mohou hladinu HIF regulovat jesté dalsi faktory. U clovéka toto bylo
prvné pozorovano v burikach hladkého svalstva plicni tepny, kdyZ byla hladina HIF-1a
proteinu zvySena za normoxickych podminek. Ukazalo se, Ze za to jsou zodpovédné
hormony, cytokininy a rtstové faktory, které reguluji jeho expresi podle tkanové
specifickych mechanismt aktivujicich rizné signalni drahy. Mezi vyznamné molekuly
zvySujici hladinu HIF-1a za normoxie patii insulin-like growth fator 1 & 2, epidermal
growth factor, fibroblast growth factor 2, inzulin, interleukin 1 beta a heterogulin
(Semenza, 2002; Prabhakar & Semenza 2012). Vazbou nékterého z téchto ligandi na
prislusny tyrozinkinazovy receptor (RTK - receptor tyrosine kinase) se aktivuje translace

HIF-1a mRNA do proteinu, a to bud’ PI3K ¢i MAPK signalni cestou (Semenza, 2002).
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Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) cesta zacina jeho aktivaci RTK. Nasledné PI3K
katalyzuje tvorbu phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) z phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate (PIP2) na bunécné membrané. PIP3 se navaZe na protein kinase B
(AKT) a tim jej aktivuje (Luo et al.,, 2003). Nasleduje fosforylace FKBP12-rampamycin
associated protein' (FRAP) skrze TSC1/TSC2 komplex a Rheb protein. FRAP kinaza
zplisobi fosforylaci eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein (4E-BP1
znamého také jako PHAS1), ktery se za normalnich okolnosti vaZze s podjednotkou
eukaryotic translation initiation factor 4E (elF-4E) a inhibuje ji tak. Fosforylaci 4E-BP1 se
sniZi jeho schopnost vazat elF-4E. Ta se navaZze na mRNA ¢imZ vytvori transla¢ni
iniciacni komplex a umoZni tak nasednuti malé ribozomalni podjednotky 40S a translaci
HIF-1a proteinu (Laughner et al., 2001). PI3K cesta je regulovand proteinem
phosphatase and tensin homolog (PTEN), ktery méni PIP3 zpatky na PIP2 (Luo et al,,
2003).

Mitogen-activated protein kinase? (MAPK) cesta rovnéZ zacind aktivaci RTK a také
zvySuje translaci HIF-1q, ale tim, Ze stimuluje aktivitu elF-4E, nikoliv Ze blokuje jeho
inhibitor (viz obrazek 3; Prabhakar & Semenza, 2012). Také zvysSuje transkripcni
aktivitu HIFa/B dimeru fosforylaci C-TAD a prisluSnych koaktivatorti. Kromé aktivace
pomoci RTK mize byt PI3K i MAPK cesta aktivovana RAS proteinem, ktery je aktivovan
navazanim GTP (Luo et al., 2003; Gaber et al., 2005).

HIF-1a je také negativné regulovan prostfednictvim proteinu receptor of activated
protein kinase C (RACK1), ktery se navaze na HIF-la a zprostredkuje jeho E3
ubiquitinaci. Proti tomu je ochranén vazbou s chaperonem heat shock protein 90

v bHLH-PAS doméné, ¢imZ se znemozni navazani RACK1 (Prabhakar & Semenza, 2012).

1 Nékdy oznacovan také mammalian target of rapamycin (mTOR)
2 Nékdy oznacovan také extracellular signal-regulated protein (ERK)
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Obrazek 3 - Schéma na kysliku nezdvislych cest zvysujicich hladinu HIFa
(upraveno podle Gaber et al., 2005; Prabhakar & Semenza, 2012)

4.4 Ciloveé geny HIF-1a

Pripojenim HIF heterodimeru na HRE reguluje transkripci cilovych gent. Nékteré geny
(napt. EPO, VEGF, GLUT1 a EGLN1) mohou byt aktivovany jak HIF-1la tak HIF-2q,
zatimco jiné geny (napr. BNIP3 a LDHA) jsou specifické pouze pro HIF-1a (Prabhakar &
Semenza, 2012). Predpoklada se, Ze vazbou koaktivatori na C-TAD HIF-1la jsou
prepisovany geny predevsim spolecné pro obé izoformy a na N-TAD se nachazi geny
specifické (Hu et al.,, 2007). Podle Semenzy (2014) HIF-1a pfimo reguluje expresi vice
nez 1 000 lidskych geni. Exprese nékterych cilovych genti je spusténa hypoxif ve vSech
¢i ve vétSiné bunécnych typtl. VétSina genl je ovSem indukovana hypoxii specificky,
podle bunécného typu. Kromé primé genové exprese miize HIF regulovat genovou
expresi i nepfimo prostiednictvim dalSich transkripcnich faktorf. V této praci bude

zminéno pouze nékolik nejvice probadanych geni ovliviiujici klicové bunécné déje.
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Obrazek 4 - Prehled nékterych genti ovlivnénych HIF-1a a jejich rozdéleni podle funkce
(Popravka et al., 2018)

4.4.1. Zmény na bunécné urovni

Vlivem hypoxie jsou v buiice nékteré metabolické a signadlni pochody preruSené, ci
pozménéné, aby se sniZila spotieba energie. Translace je omezena predevSim na
proteiny podilejici se na preziti buiiky a translace ostatnich je inhibovana. Nasledujici
kapitoly strucné vysvétluji klicové bunécné a metabolické procesy, na kterych se mulze

vyznamnym zpuisobem podilet HIF-1a.
4.4.1.1. Reaktivni formy kysliku (ROS)

ROS jsou malé a velmi reaktivni kyslikaté molekuly obsahujici neparovy elektron ve
valen¢ni vrstvé. ZvySend hladina ROS miiZe zplisobit poskozeni proteinli, DNA,
polysacharidi a lipida. Pfi nizkych koncentraci maji naopak pozitivni vliv, jelikoZ slouzi
jako signalni molekuly. Hlavnim producentem ROS v buiice jsou mitochondrie, kde
redukci kysliku vznika v elektronovém transportnim retézci superoxidovy radikal (02°-),
ktery je prekurzorem vétSiny dalSich Ten se spontanné, ¢i za pomoci katalyzujicich
enzyml (napi. superoxiddismutasa - SOD1) preméni na vodu, anebo na dalsi ROS

(Turrens, 2003; Murphy, 2009).
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Elektronovy transportni fetézec (ETC; viz obrazek 5) je soucasti dychaciho retézce a je
lokalizovany na vnitini mitochondridlni membrané, kde pomoci ctyi enzymovych
komplextli zpracovava redukované kofaktory z cytoplazmy. V komplexu I dojde k oxidaci
NADH na NAD+* a k pfenosu elektronii na ubiquinol. Komplex Il oxiduje FADH2 na FAD a
také prenasi elektrony na ubiquinol. Z ubiquinolu jsou elektrony piesunuty na komplex
III, ktery je po jednom transportuje pies vnitini membranu na cytochrom c. Dale
pokracuji na komplex IV (cytochrom c oxidaza), kde je prijima kyslik a vznika voda.
Béhem jednotlivych pienosi elektronii se uvoliiuje energie, ktera se pouziva k presunuti
vodikovych iontli do mezimembranového prostoru. Vznikly protonovy gradient je pouzit
k tvorbé ATP fosforylaci ADP. Béhem ptenosti elektroni komplexy 1 - III uvoliuji
superoxidové radikaly, které jsou pomoci mitochondrialni SOD (SOD2) v matrixu a SOD1
v mezimembranovém prostoru preménovany na H202 a nasledné pomoci glutathione

peroxidase (GPX) na vodu jakoZto finalni produkt (Turrens, 2003; Li et al.,, 2013).

5001
0,7 —= H,0, E-x H,0 Intermembrane

H* H* H space
g E_

reffiere@orerer 29990000999
> B P 3
=]

¥ %E 2333 s 3@
o0 iiw a0 0 i&ﬁii

MADH NAD* * FADH, FADH ‘0, H,0 ADPH ATP
T
— SOD2 GPX
Cifric acid ﬂil- — Hiﬂi — Hiﬂ
cycla

Obrdzek 5 - Schéma elektronového transportniho retézce

(Lietal, 2013)
Aby se béhem hypoxie zamezilo kumulaci ROS v buiikach, a tim jejich poskozeni, tak se
prostiednictvim HIF-1a spusti exprese riznych gend, jejichZ produkty zabezpeci
adaptivni odpovéd. Ke sniZeni hladiny mitochondridlnich ROS (mtROS) se béhem
hypoxie vyuziva vice mechanismii: a) umoznéni vymény podjednotky cytochrome c
oxidase subunit 4 isoform 1 (COX4-1) za COX4-2 v komplexu IV ETC, ¢imzZ se zvySuje jeho
ucinnost b) zvySeni exprese pyruvate dehydrogenase kinase (PDC), kterd odvadi pyruvat
pry¢ od mitochondrii c) indukci BCLZ2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein
3 (BNIP3), ktery spusti selektivni autofagii mitochondrii d) indukci microRNA-210, ktera

blokuje tvoreni shlukili Fe/S, které jsou potrebné k aktivité komplexu I (Li et al., 2013).
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Stejné jako HIF-1la i HIF-2a miZe ovlivnit bunécénou produkci ROS. HIF-2a je
transkripénim faktorem pro SOD1, SOD2 a GPX, tudiZ béhem hypoxie mize indukovat
zvySenti jejich hladiny a tim také regulovat mnozZstvi ROS a jejich eliminaci pfeménou na

vodu (Scortegagna et al., 2003).
4.4.1.2. Metabolismus glukdzy

Za normoxickych podminek je glukéza v bunikkach preménovana na ATP. Nejprve probiha
v cytosolu bunék anaerobni glykolyza, kdy dojde k rozpadu jedné molekuly glukézy na
dvé molekuly pyruvatu za vzniku 2 ATP. Nasleduje aerobni glykolyza, kde pyruvat
vstupuje do matrixu mitochondrii a je preménén pyruvat dehydrogenazou (PDH) na
acetylkoenzym A (AcCoA), ktery soxalacetatem vytvori citrat, ktery vstoupi do
citratového cyklu (Krebsova cyklu; TCA - tricarbolix acid cycle), kde vytvori dalsich 36
ATP. Kone¢nym produktem je oxalacetat, ktery spojenim s dalSim pyruvatem zahaji

novy cyklus. Schéma TCA a nékterych niZe popsanych déjii je vyobrazeno na obrazku 6.

Laciate a—————— Fynnale

Irnar membcare Oules membrang
]

M
— N

Obrazek 6 - Schéma regulace glukozového metabolismu HIF-1a
(Prabhakar & Semenza, 2012)
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Béhem hypoxie je ¢innost mitochondrii omezena vlivem genti aktivovanych HIF-1a.
Jednak se tim sniZi hladina ROS produkovanych dychacim retézcem, ale také je béhem
hypoxie aerobni glykolyza neefektivni. Kromé omezeni funkce mitochondrif, HIF-1a také
zvys$i prisun glukézy do bunék prostrednictvim exprese glucose transporter 1/3 (GLUT1,
GLUT3) (Chen et al. 2001). Hlavnim faktorem, jak tedy sniZit ¢innost mitochondrii je
zamezen{ vstupu pyruvatu vzniklého anaerobni glykolyzou do matrixu mitochondrie.
Jednak toho lze docilitaktivaci PDC, ktera odvede pyruvat pry¢ od mitochondrie a dale
aktivaci lactate dehydrogenase A (LDHA), ktera preméni pyruvat na laktat a ten je
odveden pry¢ z buniky. Zaroven také HIF-1a miiZe iniciovat transkripci genu kédujiciho
PDH kinase 1 (PDK1), ktery fosforyluje PDH a tim dojde k inaktivaci — pyruvat nebude
preménén na AcCoA a nezahaji se tak TCA. Oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich
ale presto miize vzniknout AcCoA. Tomu nelze zabranit pomoci PDK1 ani LDHA a musi
byt exprimovan dal$i gen - BNIP3, ktery spusti selektivni autofagii mitochondrie a je
aktivovan predevsim pri déle trvajici hypoxii, napt. ICHS (Prabhakar & Semenza, 2012).
Dalsi produkty HIF-1la sniZujici mnozstvi mtROS jsou jiz viSe zminéné COX4-2
podjednotka, miR-210 (microRNA-210) a mitochondridlni proteaza (LON), Kktera
zplsobuje degradaci podjednotky COX4-1.

4.4.2. Zmény na organové urovni

Kromé zmény metabolismu uvniti bunék béhem hypoxie je nutné pro bunky zajistit
piisun kysliku a navratit se co nejdrive do normoxie. Toho se docili pfedevsim tvorbou

novych kapilar a zvySenim proliferace erytrocyt.
4.4.2.1. Neovaskularizace

Neovaskularizace je déj, pti kterém dochazi k tvorbé novych kapilar. Podle toho, jestli se
angiogenezi a vaskulogenezi stim, Ze vaskulogeneze cCasto predchazi angiogenezi
(Klener, 2010). Angiogeneze je komplexni proces zahrnujici expresi nékolika geni
v riznych bunécnych typech vedouci k tvorbé novych kapilar z jiz existujicich cév. Bézné
se angiogeneze uplatiiuje pri hojeni ran ¢i pri reakci na ischemické stavy. Pokud je
angiogeneze nedostatecnd, dochazi ksrdetnim onemocnénim, cévnim mozkovym

piithodam a dalSim. Pokud je naopak angiogeneze nadmérna, tak mize vést k nadortim ¢i
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slepoté (Novotny & Zikan, 2010). Proces je zpustén zvySenim hladiny HIF-1a a HIF-2«a
v bunikkdch vedouci k aktivaci transkripce mnoha dalSich genl jako je vascular
endothelial growth factor (VEGF), angiopoetiny (ANGPT1 a ANGPT2), EPO a dalsich (viz
obrazek 7, Pugh & Ratcliffe, 2003). Po aktivaci VEGF stimuluje mnoho typl cévnich
bunék, ale predevSim stimuluje endotelové buiiky, protoZe v nich probiha exprese
receptort pro VEGF (VEGFR1 a VEGFR2). Nejprve dojte k naruseni bazalni membrany
ptivodnich cév a nasledné se endotelové buriky od bazalni membrany uvolni a zacnou se
proliferivat a migrovat. Pomoci matrixovych metaloproteindz tvorenych na svém
povrchu castecné rozvolnuji extracelularniho matrix pro leh¢i migraci vytvoreni
prvotniho pupenu. Nasleduji inhibicni mechanismy, které zastavi proliferaci
endotelovych bunék, uzavre se bazalni membrana a utvori se lumen cévy, kterou nové
protéka krev (Novotny & Zikan, 2010). Krvi se nové privadi do tkané kyslik a skrze jiZ
vySe popsané mechanismy je inhibovan HIF-la a tim i VEGF a je tak angiogeneze

ukoncena.

Vaskulogeneze ma obdobny prilibéh, ale je zapotiebi nejdrive dostat proangiogenni
bunky do pozadovanych tkani, kde ma nova kapilara vzniknout, napt. z kostni diené.
Toho se stejné jako angiogeneze ucastni VEGF a placental growth factor (PGF). Dale pak
jesté stromal derivated factor-1 (SDF-1) (Prabhakar & Semenza, 2012).

Hypoxia/ivchemia MSCs - mesenchymal
stem cells
l BMDACs - bone marrowe-

derived angiogenie cells
EPCs - endothelial

l | | | | I I [ progenitor cel_ls

: - . L L L o o ~ ECs - endothelial cells
| SDF1 | | SCF | | PGF | VEGF | | EPO | |ANGPT1| |ANGPTZ | PDGFE | SMCs - smooth muscle
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Obrdzek 7 - Schéma neovaskularizace. Modre oznacené jsou oznacené geny primo
aktivované HIF-1a, cervené jsou jejich prislusné receptory. Modre ordmované jsou
receptory, které jsou rovnéZ aktivované prostrednictvim HIF-1a

(upraveno podle Semenza, 2014)
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4.4.2.2. Erytropoéza

Zatimco stimulaci angiogeneze HIF-1a podporuje dodavku kysliku lokalné podle tkané,
kde je aktivovan, tak erytropoéza zvySuje piisun kysliku do celého téla proliferaci
erytrocyti. Kromé exprese EPO a jeho receptoru vbunkach ledvin a jatrech
spoustéjicich erytropoézu ovliviiuje HIF-1a transkripce dalSich gent, které reguluji
absorpci Zeleza ze stfev a jeho transport a vyuZiti v kostni dieni. Absorpci Zeleza
ovliviiuje aktivaci divalent metal transporter a inhibici hormonu hepcidin, ktery jinak
inhibuje protein ferroportin, jenz je zodpovédny za transport Zeleza z bunky. Dale HIF-
la aktivuje transkripci transferinu a transferinového receptoru nezbytnych pro prenos
Zeleza do kostni drené, kde dochazi prostrednictvi EPO a jeho receptoru k erytropoéze.
Predpoklada se, Ze erytropoéza je v dospélosti ovlivnéna predevSim HIF-2q, ale HIF-1a
je nezbytny pro erytropoézu v embryonalnim vyvoji a pro produkci EPO v ledvinach pri

akutni hypoxii (Prabhakar & Semenza, 2012).
5.HIF-1a a srdecni selhani

Srdecni selhani je hlavni pri¢innou umrti ve vyspélych zemich. Nejcastéji je zplisobeno
ischemickou chorobou srde¢ni spolu se zvySenym Krevnim tlakem. Systémova
hypertenze vede k hypertrofii levé komory jako adaptacni zméné v disledku zvySeného
afterloadu. Snahou srdce je zvysit ejek¢ni frakci a udrzet dostateCny minutovy objem.
Nakonec ovSem kompenzace nestaci, sniZi se ejek¢ni frakce, zvétsi se end-diastolicky

objem a zatnou se projevovat klinické signaly a symptomy srde¢niho selhani.

Molekularni patofyziologie srde¢niho selhani se pri vyzkumu zamétuje hlavné na funkci
srdce vpribéhu rozvoje onemocnéni. To lze studovat u laboratornich zvirat
podrobenych konstrikci hrudni aorty (TAC - transaortic constriction). Co se tyka HIF-1a
a srdecniho selhani, u mysi, kterym byla geneticky inhibovidna exprese HIF-1a
v kardiomyocytech, dochazelo ke sniZeni hladiny VEGF a neovaskularizaci srdce. To
zplisobilo, Ze nebylo moZné rychle hypertrofujici srdce zasobit dostate¢né kyslikem, coz
vedlo k akceleraci srde¢niho selhanti tfi tydny po TAC. Tim se ukazalo, Ze aktivita HIF-1a
v kardiomyocytech je nezbytna pro zachovani kyslikové homeostazy béhem adaptacnich

procest spojenych s tlakovym pretiZzenim srdce (Semenza, 2014).
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Jiné transgenni mysSi, které mély HIF-la deletovany kromé kardiomyocytli také
v endotelovych bunkach, vykazovaly mnohem vaznéjsi fenotyp srdecni dekompenzace
s vyrazné snizenou ejekéni frakci a zvySenym end-systolickym objemem komory jiZ po
prvnim tydnu od TAC. ZhorSeny stav byl zplisoben zvySenim apoptézy endotelovych
Analyzou bunécnych signalnich drah transgennich mysi podrobenych TAC se ukazalo, Ze
zde vyznamnou roli hraje zvySena signalizace zprostfedkovana transforming growth
factor B (TGF-B) a jeho kanonické cesty vedouci kaktivaci SMAD2/3 proteinu a

nekanonické cesty vedouci k aktivaci MAPK (Semenza, 2014).

Po podani neutraliza¢ni protilatky proti TGF-$ nebo inhibici MAPK signaliza¢ni cesty
nedoSlo ke snizeni hustoty kapilar a kontraktility po TAC. Tento nalez Ize
pravdépodobné vysvétlit inhibici aktivace MAPK v endotelovych burnkach, nebot pouzita
protilatka neni schopna proniknout z cévniho recisté ke kardiomyocytim. Mechanismus,
kterym je indukovand nadmérna signalizace TGF-B vendotelovych buikach
transgennich mysi po TAC, neni dosud zcela ziejmy. Stejné tak neni zndmo, zda se jedna
o mechanismus autonomni, ¢i je vyvolan signalizaci z kardiomyocyti a také jakym
mechanismem zabranuje HIF-1a nadmérné signalizaci TGF- v endotelovych butikach u

wild type (WT) mysi vystavenych TAC (Semenza 2014).

Dals$i vyznamné zmény spojené se srdecnim selhani jsou modifikace glukézového a
lipidového metabolismu. Zatimco zdravé srdce ma jako hlavni zdroj ATP oxidaci
mastnych kyselin, tak u selhavajiciho srdce je hlavnim zdrojem produkce ATP anaerobni
glykolyza. Za tuto zménu, kviili které neni mozné produkovat dostate¢né mnozstvi ATP
pro udrZeni srdec¢ni Cinnosti, je rovnéz zodpovédny HIF-1la (viz kapitola 5.4.1.2.).
Nevyuzité mastné kyseliny jsou pfeménéné na lipidy pomoci peroxisome proliferator-
activated receptor (PPAR-y), jenz je také aktivovan prostiednictvim HIF-1a
(Semenza, 2014). PPAR jsou transkripéni faktory regulujici metabolismus lipida.
Zatimco PPAR-a zprostredkuje beta-oxidaci mastnych kyselin za vzniku AcCoA, tak
PPAR-y je jeho antagonistou a preménuje vyssi mastné kyseliny na lipidy a reguluje

diferenciaci adipocytt (Ye et al.,, 2001).

Tyto vysledky ukazuji, Ze HIF-1la mlZe mit béhem rozvoje srde¢ni hypertrofie roli
protektivni, protoZe zvySuje neovaskularizaci. V terminalnich stadiich srde¢niho selhani

se vSak jeho uloha mize zménit na Skodlivou v dlsledku zmén energetického
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metabolismu. U transgennich mysi, heterozygotli pro HIF-la (kmen HIF-1a*/-), se
ukazalo, Ze Castec¢na delece HIF-1a mizZe jak zabranit rozvoji CHSS, tak jej zhorsit oproti
WT mysSim. Tento nejasny vysledek by mohl byt v dlisledku sloZitosti adaptivnich reakci
indukovanych HIF-1a. Jak bylo zminéno vyse, tak HIF-2a ma nékteré geny s HIF-1a
spolecné a jiné specifické. Naprtiklad geny zodpovédné za neovaskularizaci jsou
regulovany jak HIF-la tak HIF-2a, zatimco geny zprostiedkovavajici zménu
v metabolismu glukézy jsou specifické jen pro HIF-1a. Tim padem by bylo teoreticky
mozné zlepsit 1é¢bu selhavajiciho srdce, kdyby se dala selektivné zvysit aktivita pouze

HIF-2a (Semenza, 2014).
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6.Zaver

vaivs

onemocnéni ve vyspélych zemich svéta. Je proto logické, Ze se soucasny vyzkum
zaméfuje na hledani moznosti kardioprotekce, které by tomuto onemocnéni
prodlouZila jim Zivot ¢i jim jej alespon zlepsila. Nezastupitelnou roli zde bude mit
vyzkum HIF jakoZto hlavniho regulatoru kyslikové homeostazy a transkrip¢niho faktoru
pro stovky riznych gend. HIF-1a je za normoxickych podminek degradovana prolyl
hydroxylazami zavislymi na kysliku. Za hypoxickych podminek jsou prolyl hyroxylazy
nefunkéni a zvySuje se hladina HIF-1a, ktery zprostiredkovava transkripci mnohych genii
zlepSujicich adaptivni odpovéd bunék na nedostatek Kkysliku. Kromé pro srdce
pozitivnich procest jako je neovaskularizace, ma ale aktivace HIF-1a i negativni dopad
pfi terminalnich stadii chronického srde¢niho selhani zménou energetického
metabolismu z oxidace mastnych kyselin na anaerobni glykolyzu. Z tohoto pohledu je
podstatny HIF-2a, ktery se stejné jako také HIF-la podili na neovaskularizaci
v pocatecnim stadiu srdecniho selhani a maze zde zastoupit HIF-1a, zatimco na zménach
v energetickém metabolismu zptsobujici kolaps a vznik akutniho srde¢niho selhani se

nijak vyznamné nepodili.

PrestoZe je uloha HIF v rozvoji CHSS komplikovana, jeji bliZsi objasnéni miize odkryt
nové terapeutické moznosti 1éCby a zkvalitnit Zivot pacientli postiZenych timto

zadvaznym kardiovaskularnim onemocnénim.
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