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Abstrakt

Kyslik hraje zasadni roli v bunééném metabolismu a je nezbytnou soucasti mnoha reakci
probihajicich v organismu. Za fyziologickych 1 patologickych podminek muze dochazek ke
zménam hladiny kysliku v tkanich i organech. Hlavnimi regulatory odpovédi na tyto zmény
jsou transkripéni faktory indukované nedostatkem kysliku neboli hypoxii, které¢ ovliviiuji
expresi mnoha genl. Hypoxie je také Castym jevem nadorech, protoze rychle se délici
nadorové bunky maji vyssi energetické naroky. Typicky je prechod bunécného metabolismu

z dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu.

Nékteré viry, mezi které patii 1 lidské papilomaviry, mohou nadorové transformovat
hostitelské¢ bunky. Pfi infekci dochazi k vzdjemnym interakcim virovych a bunéénych
proteinti a tim k ovlivnéni chovani bunky. Z tohoto pohledu byly v fad¢ studii zkoumany i
papilomavirové onkoproteiny E6 a E7, které mohou mimo jiné ménit aktivitu transkripénich
faktorti indukovanych hypoxii. Tyto interakce mohou mit fadu konsekvenci pro chovani
nadoru, naptiklad intenzivné&jsi tvorbu cév, uniknuti imunitnimu sytému nebo podle n¢kterych
modelit dokonce tvorbu dormantnich stadii. Ve vysledku tyto procesy ovliviiuji prognozu
nadorového onemocnéni a mohou zpusobit rezistenci k nékterym zpisobiim 1écby. Jejich

poznani miZe mit vyznam ve vyvoji novych cilenych nadorovych terapii.
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Abstract

Oxygen plays an essential role in cellular metabolism and it is an important part of many
reactions taking place in the organism. Under physiological and pathological conditions,
changes of oxygen levels in tissues and organs can occur. The main regulators of the response
to these changes are hypoxia-induced transcription factors, which affect the expression of
many genes. Hypoxia is also a common phenomenon in tumors because of higher energy
requirements of rapidly dividing tumor cells. A metabolic switch from the respiratory chain

and oxidative phosphorylation to aerobic glycolysis is characteristic.

Some viruses, including human papillomaviruses, can induce carcinogenesis. During
infection, viral and cellular proteins interact with each other and thus influence the cell's
behavior. From this point of view, papillomavirus oncoproteins E6 and E7 have been
examined in a number of studies, which may, besides other things, alter the activity of
hypoxia-induced transcription factors. These interactions may have a number of consequences
for tumor behavior, such as more intense vascular formation, escape from the immune system,
or, in some models, even the formation of dormant stages. As a result, these processes affect
the prognosis of cancer and may cause resistance to some treatments. Their recognition may

be important in the development of new targeted cancer therapies.
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Seznam pouzitych zkratek

zkratka vyznam Cesky preklad

ARNT aryl hydrocarbon receptor ~ jaderny translokator Ah receptoru
nuclear translocator

ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat

ATR ataxia telangiectasia and kinaza spojena se syndromem ataxia telangiectasia a
Rad3-related protein pfibuzna proteinu Rad3

bp base pairs pary bazi

CAIX carbon anhydrase [X karbonova anhydraza IX

CBP CREB-binding protein protein vazajici CREB

CSB Cockayne syndrom group  Cockaynelv syndrom B
B

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

EBNA Epstein Baar nuclear jaderny antigen viru Epsteina a Baarové
antigen

EBV Epstein Barr virus virus Epsteina a Barrové

elF2a eukaryotic translation eukaryoticky translacni iniciacni faktor 2A
initiation factor 2A

EPO erythropoietin erythropoetin

ER endoplasmic reticulum endoplazmatické retikulum

ERK extracellular signal— kinaza regulovana extracelularnim signalem
regulated kinase

FIH factor inhibiting hypoxia-  faktor inhibujici HIF
inducible factor

GLUT glucose transporter pienasec glukozy

HBV hepatitis B virus virus hepatitidy B

HCMV human cytomegalovirus lidsky cytomegalovirus

HCV hepatitis C virus virus hepatitidy C

HDAC histone deacetylase deacetylaza histoni

HIF hypoxia-inducible factor faktor indukovany hypoxii

HIV human immunodeficiency  virus lidského imunodeficitu
virus

HPV human papilloma virus lidsky papilomavirus

HR HPV  high risk HPV vysoce rizikové HPV

HRE hypoxia response element  tsek DNA pro vazbu HIF

HTLV human T-cell lymphotropic lidsky T-lymfotropni virus
virus

ChREBP carbohydrate-responsive protein reagujici na uhlovodiky
element-binding protein

ICD intracellular domain nitrobunééna doména

IGF insulin-like growth factor ~ ristovy faktor podobny inzulinu

IkBa NF-kB inhibitor alpha NF-kB inhibitor alfa

KSHV Kaposi sarcoma-associated  lidsky herpesvirus 8 zpiisobujici Kaposiho sarkom
herpesvirus
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LCMV lymphocytic virus lymfocytarni choriomeningitidy
choriomeningitis virus

LCR long control region dlouhé kontrolni oblast

LMP1 latent membrane protein 1 latentni membranovy protein 1

LR HPV  low risk HPV nizce rizikové HPV

LTR long terminal repeat dlouha koncova repetice

MAPK mitogen activated protein ~ proteinkinazy aktivované mitogenem
kinases

MCPyV  Merkel cell polyomavirus  polyomavirus Merkelovych bunék

MCT monocarboxyl transporter ~ pfrenase¢ monokarboxylu

MDM2 mouse double minute 2 MDM2 ubikvitinova ligaza E3

miRNA micro RNA mikro RNA

NF-kB nuclear factor-kappa-B jaderny faktor kappa B

NOS nitric oxide synthase syntaza oxidu dusného

ODD oxygen-dependent degradac¢ni doména zavisla na kysliku
degradation domain

ORF open reading frame otevieny ¢teci ramec

PERK PKR-like endoplasmic kinaza endoplazmatického retikula podobna PKR
reticulum kinase

PHD prolyl hydroxylase hydroxylaza prolylu

PKR protein kinase R proteinkinaza R

PNUTS protein phosphatase 1 podjednotka cilici proteinovou fosfatdzu 1 do jadra
nuclear-targeting subunit

pRb retinoblastoma protein retinoblastomovy protein

REDD1 regulated in development protein regulovany ve vyvoji a pii odpovedi na poskozeni
and DNA damage response DNA

RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina

ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku

TNF tumor necrosis factor faktor nadorové nekrozy

TRAF TNF receptor associated protein asociovany s TNF receptorem
factor

TSC2 tuberous sclerosis complex tuberin
2

VEGF vascular endothelial vaskularni endotelovy rustovy faktor
growth factor

VHL Von Hippel-Lindau protein  protein Von Hippela-Lindaua

Vpr viral protein R virovy protein R
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1 Uvod

Kyslik je latka nezbytna pro fadu procest probihajicich v buitkach aerobnich organismii, a
proto jeho hladina v tkénich a jeji zmény vyrazné ovliviiuji bunéény metabolismus. Na zmény
hladiny kysliku reaguji buiniky bezprostfedné pomoci hypoxii indukovanych transkripcnich
faktortt (HIF, z angl. hypoxia inducible factor), které ovliviiuji expresi celé fady genl. Za
objev téchto transkripénich faktorti a zplsobi, jak se bunky pfizpisobuji zménam hladiny
kysliku, byla vroce 2019 udélena Nobelova cena za fyziologii a lékaistvi. Tyto zmény
v metabolismu bunék, ale i na systémové urovni, jsou dilezit¢é mimo jiné i behem
embryonalniho vyvoje, ale ovliviluyji také priabéh onemocnéni a vysledky 1écby.
Nejvyznamnéj$Sim z téchto transkripénich faktord je HIF-1, heterodimer, skladajici se

z regulacni podjednotky HIF-1a a z neustéle ptitomné podjednotky HIF-1[.

Snizend hladina kysliku neboli hypoxie, je béznym jevem v nadorovém mikroprostiedi. Spolu
s kyselosti a dalSimi faktory hraje zasadni roli v chovani nadorovych bunék, naptiklad
v tendenci nadoru tvofit metastazy. Nadory jsou typické rychlym délenim bunck, maji tedy
velkou spotfebu energie, a navic se béhem ristu casto netvoii dostatek novych cév a buiky
nejsou dostatecné zasobovany kyslikem. Nadory vSak maji schopnost z nepiiznivého
hypoxického prostiedi uniknout nebo se mu jinak ptizptisobit prostfednictvim aktivace fady
signalnich drah a enzymu a zarovenn mohou samy podporovat expresi proteini indukovanych
hypoxii 1 v normoxii aby zvysily tvorbu novych cév, nebo 1épe naplnily energetické naroky
rychle se délicich nadorovych bungk. Proto jsou hypoxii indukované faktory a dalsi s hypoxii

souvisejici proteiny zajimavé z hlediska moznosti cileni 1€¢by karcinom1.

Neékteré viry maji schopnost nadorové transformovat hostitelské bunky. Mezi tyto viry patfi
zejmeéna lidské papilomaviry, zpiisobujici rakovinu déloZniho ¢ipku, nddory v oblasti hlavy a
krku a dal$i. Lidské papilomaviry prostfednictvim svych onkoproteinit E6 a E7 ovliviluji
aktivitu transkripénich faktori indukovanych hypoxii i dal§ich proteinti, coz jim umoziuje

modulovat prostiedi hostitelské buniky a ménit jeji metabolismus.

Cilem této bakalarské prace je popsat interakce virovych a hostitelskych proteint v hypoxii,
se zamé&fenim na prostiedi nadord asociovanych s lidskymi papilomaviry. Vyzkum interakci
virovych proteinli s proteiny hostitelské nédorové transformované bunky je dilezity pro

poznani moznych pti¢in selhdni 1é¢by a také umoziuje vyvoj novych nddorovych terapii.



2 Hladina kysliku a jeji vliv na metabolismus

Kyslik je latka nezbytnd pro fadu zivotné dilezitych procesii probihajicich u aerobnich
organismii — tedy organismi vyzadujicich ke svému zivotu kyslik. Mezi né patii
anaerobni, které kyslik nepotiebuji, a mize jim i Skodit, napt. nékteti prvoci. Dale existuji 1
organismy fakultativné anaerobni, které jsou schopné se piizptsobit prostiedi s kyslikem i bez

n¢j, jako napiiklad kvasinky.

Kyslik je vyuzivan pfedev§im pii respiraci, slouzi jako findlni akceptor elektroni b&hem
oxidativni fosforylace probihajici na vnitini mitochondridlni membrané. Vice nez 90 %
celkové spotieby kysliku vyuzije enzym cytochrom oxidaza (Nathan and Singer, 1999).
Béhem oxidativni fosforylace se tvoii adenosintrifosfat (ATP), makroergni latka, univerzalni
zasobarna energie. Je nezbytnd mimo jiné pro svalovou kontrakci, udrzeni protonovych

gradientli na membranach bun¢k a syntézu proteint, gluk6zy, moci, RNA a dalSich sloucenin.

Dale je kyslik soucasti fady organickych slou€enin, jako jsou aminokyseliny, tuky a dalsi. Ty
maji dalezité strukturni i regulacni funkce. Jsou znamy desitky reakci, kterych se kyslik ptimo
ucastni. Kyslik tvofi v buiice také reaktivni formy (ROS, z angl. reactive oxygen species),
které hraji roli napiiklad pfi likvidaci bakteridlnich patogent, ale zaroven jsou pro bunku

vysoce toxické a mohou zplsobit vaZzné a nezddouci poSkozeni DNA, RNA a proteintl.

Lze tedy vyvodit, Ze hladina kysliku hraje klicovou roli ve fungovani organismu. Proto si

bunky vyvinuly mechanismy, jak se ji do ur¢ité miry pfizpUsobit.

2.1 Hypoxie a hlavni faktory a signalni drahy s ni spojené

Obsah kysliku v atmosférickém vzduchu (nad hladinou mote) je 21 %, parcidlni tlak 160
mmHg. V lidském téle vznikd gradient, parcidlni tlak kysliku v tkénich se pohybuje mezi 110
mmHg (plicni sklipky) a 4,5 mmHg (kostni dfei) (Carreau et al., 2011). Takovyto gradient
ma vyznam v fad¢ procest, podili se napiiklad na zachovani totipotence krvetvornych bun¢k
(Keith and Simon, 2007) nebo na rozdilné distribuci enzymt do jednotlivych oblasti
v organech, napfiklad v jatrech (Torre, Perret and Colnot, 2010) . Situaci, kdy jsou hodnoty
O v tkanich v normalu a buiikky maji dostatek kysliku, nazyvame normoxii. Naopak tplna

nepiitomnost kysliku se nazyva anoxie.



Pti nedostatku kysliku v téle nebo v jednotlivych tkanich dochézi k navozeni hypoxického
stavu. Hypoxie vznikd z riznych pficin. Za fyziologickych podminek k ni mize dochazet ve
svalech pfi fyzickém vykonu, nebo naptiklad v prostfedi vysokych nadmoiskych vysek. Jeji
pricinou mohou byt i patologické stavy, jako napiiklad poruchy funkce srdce a plic, anémie a
riznd onemocnéni obéhového systému. Miize zpiisobit trvalé poskozeni tkani, zaroven ale

hraje klicovou roli v embryogenezi (Chen, Fujinaga and Giaccia, 1999; Semenza, 2000)

Bunky na hypoxii odpovidaji fadou evolu¢né konzervovanych mechanismi prostfednictvim
enzymil jako jsou Oz-dependentni dioxygendzy, které reguluji transkripéni faktory HIF a

zaroven mohou regulovat bunécnou odpovéd’ na zmény hladiny kysliku i nezavisle na HIF.

Prostfednictvim transkripénich faktorii HIF mohou bunky zvysit sekreci erythropoetinu
(EPO), ktery stimuluje tvorbu €ervenych krvinek (Semenza and Wang, 1992), zvysit produkci
rustovych faktori a dalSich cytokinli podporujicich angiogenezi, tedy tvorbu novych krevnich
kapilar, aby se zvysil piisun kysliku do tkani (Semenza, 2007), pozménit metabolismus, piejit
na anaerobni respiraci, nebo naptiklad ménit svou motilitu (Nakazawa, Keith and Simon,

2016).

Tyto regulace hraji dilezitou roli ve vyvoji a fyziologickém udrzovani hladiny kysliku

v tkanich a orgénech i béhem riznych onemocnéni a v nddorech.

2.1.1 Hypoxii indukované faktory

V centru regulace bunééné odpovedi na hypoxii stoji transkripéni faktor HIF. Do lidské HIF
genoveé rodiny patii geny kddujici proteiny a a B podjednotek, ze kterych se tvofi funkcni
heterodimery. Postupné byly objevovany podjednotky HIF-1o (Wang and Semenza, 1995),
HIF-2a (Tian, McKnight and Russell, 1997) a HIF-3a (Gu et al., 1998). Podjednotky HIF-1§,
HIF-2f a HIF-3p byly jiz zndmy jako produkty geni ARNT I-3 (z angl. aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator) (Hoffman et al., 1991; Reyes, Reisz-Porszasz and Hankinsont,
1992). Ptehled podjednotek HIF, ndzvli gent a jimi kédovanych proteinti je uveden v Tabulce

1.



Tabulka 1 — Podjednotky lidskych HIF, nazvy jejich gent a jimi kodované proteiny. (Online
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 13.4.2020)

podjednotka HIF gen poloha na chromozomu | protein

la HIF14 14g23.2 a podjednotka HIF-1

1B ARNT 1g21.3 jaderny translokator Ah receptoru
2a EPASI 2p21 o podjednotka HIF-2

2B ARNT? 15g25.1 jaderny translokator Ah receptoru 2
3a HIF34 19q13.32 a podjednotka HIF-3

Nejlépe prozkoumanym je HIF-1, ktery hraje klicovou roli v bunééné i systémové fyziologii a
embryonalnim vyvoji (Wang and Semenza, 1995; Semenza, 1998). Sklada se z podjednotek
HIF-1a a HIF-1B, ob& maji strukturu helix-loop-helix, tedy dvou helix@ spojenych smyckou
(Obrazek 1) (Wang et al., 1995).

Obrazek 1 — 3D struktura HIF-1 vazajictho se k DNA, modife HIF-la, Cervené HIF-1fB, oranzové
dvojsroubovice DNA, pievzato a upraveno podle (Martin et al., 2017).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Podjednotka HIF-1p je v bunkédch ptitomna stale. Regulacni funkci zévislou na hladiné
kysliku mé podjednotka HIF-1a. Pfi normalni hladiné kysliku je degradovana, a hromadi se
az pii hypoxii (Salceda and Caro, 1997). Béhem normoxie je HIF-la podjednotka
hydroxylovana — na 2 prolylové zbytky je pfipojena hydroxylova skupina -OH za vyuziti
kysliku. Tyto zbytky Pro-402 a Pro-564 nachazejici se v degrada¢ni doméné HIF-1a (ODD, z
angl oxygen-dependent degradation domain,) jsou hydroxylovany prolylhydroxylazami PHD
(z angl. prolyl hydroxylase domain) vyzadujicimi jako kofaktor mimo jiné i kyslik (Bardos
and Ashcroft, 2005). Hydroxylované prolylové zbytky jsou rozeznavany nadorovym
supresorovym proteinem Von Hippela-Lindaua (VHL), ktery je soucasti komplexu
ubikvitinové ligdzy E3 (Maxwell et al., 1999). Tento komplex oznaci HIF-1a ubikvitinylaci
k degradaci v proteazomu (Jaakkola et al., 2001).

DalSim posttranslacnim mechanismem regulace transkripéni aktivity HIF na je na kysliku
zavisla hydroxylace asparaginylového zbytku HIF-la na beta-uhliku Asn-803 v C-koncové
transaktivacni doméné. Tento zbytek je hydroxylovan hydroxylazou FIH (z angl. factor
inhibiting HIF), ¢imz se inhibuje navazani kofaktort p300-CBP (z angl. CREB-binding
protein) (McNeill ef al., 2002). Kofaktory p300-CBP funguji jako koaktivatory HIF, a pokud
je jejich vazebné misto na HIF-1a zablokovano hydroxylaci hydroxylazou FIH, tak HIF neni

transkripéné aktivni.

Vzhledem k tomu, Ze hydroxylazy ke svému fungovani vyzaduji kyslik, v hypoxickych
podminkach prestavaji fungovat. Podjednotka HIF-1a tedy neni v hypoxii vySe zminénym
mechanismem oznaCovana k degradaci, hromadi se v buifice a vstupuje do jadra, kde
dimerizuje s HIF-1P a funguje jako transkrip¢ni faktor (Bardos and Ashcroft, 2005). Regulaci

HIF v normoxii a hypoxii shrnuje Obrazek 2.
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Obrazek 2 — Regulace HIF-10, pifevzato a upraveno podle (Nakazawa, Keith and Simon, 2016)

Jsou znamy 1 dal$i mechanismy regulace aktivity HIF. Naptiklad mlze byt transkripéni
aktivita HIF-1 zvySena posttranslaéné fosforylaci podjednotky HIF-lo kindzami signalni
drahy MAPK (z angl. mitogen activated protein kinases) p42 a p44 (Richard et al., 1999).
Tyto kindzy po stimulaci mitogeny fosforyluji HIF-1a, coz ukazuje na spolupraci rastovych a
hypoxickych faktort. Aktivovat drdhu MAPK miiZe i vaskularni endotelovy ristovy faktor
(VEGF z angl vascular endothelial growth factor ) (Doanes ef al., 1999), ktery patii mezi
geny ovlivnéné HIF, jak bude popsano niZe. Signalni kaskada MAPK také zvySuje aktivitu
jednoho z hlavnich koaktivatort HIF-1, p300-CBP, a tim zvySuje bazalni i hypoxickou
transkrip¢ni aktivitu HIF-1 (Sang et al., 2003).

2.1.2 Funkce hypoxii indukovanych faktori v burice
Transkripéni faktory HIF jsou hlavnimi regulatory bunéné odpoveédi na meénici se hladinu

kysliku.

V jadie se HIF-1 vaZe na konsenzus sekvenci 5'-RCGTG-3" v promotorech fady genli a
zvySuje jejich expresi. Tato vazebnd mista pro HIF-1, neboli HRE (z angl. hypoxia response
element) a byla objevena v fadé promotort genti glykolytickych enzymi jako jsou aldolaza a
enolaza (Semenza et al., 1996), dioxygenazy, nebo demethylazy histont (Xia et al., 2009).

Béhem bunécné odpoveédi na hypoxii hraji dilezitou roli také pfenasece laktatu, zvlaste

6



MCT4 (z angl. monocarboxylate transporter 4), ktery je také regulovan HIF-1 (Ullah, Davies
and Halestrap, 2006). V hypoxii probihd v buice anaerobni glykolyza, vznika tedy laktat.

Tyto pfenasece umoznuji transport laktatu ven z bunky, ¢imz zabranuji prekyseleni.

Dale se HIF vaze na HRE v promotorech genil ovliviiujicich zasobeni tkani kyslikem. Mezi
n¢ patii naptiklad gen pro VEGF, klicovy medidtor v angiogenezi (Forsythe et al., 1996).
HIF-1 zpiisobi navazanim na promotor zvySenou expresi a naslednou tvorbu novych cév.
Dal$im mechanismem, kterym HIF-1 mtize ovlivnit zésobeni tkani kyslikem, je vazba na
HRE v enhanceru genu pro erythropoetin (EPO), ¢imz aktivuje jeho transkripci (Semenza and
Wang, 1992). EPO je hormon stimulujici tvorbu cervenych krvinek, které jsou ptenaSeci
kysliku v krvi. Faktor HIF-1 také ovliviiuje produkci syntdz oxidu dusnatého (NOS) (Palmer
et al., 1998). Takto zvysSena produkce NOS vede k syntéze NO, ktery hraje roli v bunééné
signalizaci a ovlivitluje mimo jiné i angiogenezi. HIF se také podili na udrzeni totipotence
krvetvornych kmenovych bunék (Srikanth et al., 2016) a ovliviiuje metabolismus Zeleza

prostiednictvim pfenaSece zeleza, transferrinu (Tacchini et al., 1999).

Dale se HIF navzdjem ovliviiuje s fadou regulacnich a signalnich drah, jako naptiklad drahy
MAPK a IGF (z angl. insulin-like growth factor) (Treins et al., 2006), nebo Notch (Qiang et
al., 2012). Signalni draha MAPK ma, jak jiz bylo uvedeno vySe, schopnost regulace aktivity
HIF-1. Déle ovlivituje expresi fady dalSich genii, bunénou proliferaci, diferenciaci nebo
apoptozu. Kindaza MAP je aktivovdna kaskddou dalSich kinaz po stimulaci naptiklad ptes
receptor ristového faktoru na membrané. Jednim z rlstovych faktorti aktivujicich MAPK
drdhu je VEGF (Doanes et al., 1999), jehoz produkci ovliviiuje HIF. Mezi enzymy kaskady
MAPK patii Ras, Raf, MEK a ERK. IGF jsou ristové faktory ovliviiujici bunééné déleni
nebo apoptozu, a to jak za fyziologickych podminek, tak i v naddorech. Faktory IGF maji
schopnost aktivovat HIF-1a na Urovni exprese proteinu, jak bylo pozorovano v riiznych
bunécnych typech (Zelzer et al., 1998). IGF ma také schopnost aktivovat ¢leny MAPK drahy,
jako je ERK (Sutton ef al., 2007) nebo Ras. Tyto interakce byly zkoumany naptiklad
v gliomech, kde byla popsana zpétnovazebna smycka IGF a HIF, a to, ze IGF ovliviiuje
expresi HIF-1a pravé prostfednictvim Ras (Sinha ef al., 2011). Déle byly pozorovéany rozdily
mezi jednotlivymi IGF, kdy IGF I zvySoval expresi HIF, ale IGF II nikoliv (Sartori-Cintra et
al., 2012). Draha Notch mé velky vyznam pfi vyvoji neurondl, angiogenezi, embryonalnim
vyvoji, bunéné komunikaci a v fad¢ dalSich procesti. Nékterych téchto regulaci se ucastni
HIF. HIF-1a v hypoxii interaguje s Notch na membrané pifes jeho nitrobunécnou doménu

(ICD, z angl. intracellular domain) a stabilizuje ho. Zaroven ale FIH, ktery reguluje HIF,
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reguluje 1 Notch. Ma totiz k ICD vyssi afinitu nez HIF, hydroxyluje Notch a tlumi jeho
aktivitu (Zheng et al., 2008). Takto muze spoluprace HIF a Notch ovliviiovat napiiklad

udrzeni nediferenciovanych bunék (Gustafsson et al., 2005).

Hypoxie ma také vliv na dalsi transkripéni faktory, jako je napifiklad NF-kB (z angl. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) jehoz aktivitu hypoxie zvySuje
prostiednitctvim fosforylace tyrosinu na inhibitoru NF-kB, IkBa (z angl. NF-kB inhibitor
alpha) (Koong, Chen and Giaccia, 1994), nebo C-Myc, ktery je prosttednictvim HIF-1a
odvazan z promotoru. Navic HIF tlumi expresi nékterych gent ovlivnénych Myc (Koshiji et
al., 2004). Prostfednictvim interakce s transkripénim faktorem Myc muize HIF zastavit

bunécéné déleni.

Transkripéni faktory HIF tedy hraji kli€ovou roli béhem pftizpisobeni se buiniky na
nedostateCnou hladinu kysliku. Zaprvé redukuji spotiebu kysliku bunkou pozastavenim
oxidativni fosforylace a pfechodem na glykolyzu, zvysenim cévniho tonu nebo mensi tvorbou
mitochondrii. Zadruhé zlepsSuji zasobeni tkani kyslikem podporou tvorby ¢ervenych krvinek a
novych cév. A vneposledni fad¢ hraji roli v procesech regenerace, jako je hojeni ran, v

ochrané pred radiaci nebo pii udrZeni totipotence kmenovych bunck.

2.1.3 HIF a p53

Prostfednictvim mediatoru p53 muze HIF-1 také ovliviiovat naptiklad riist buniky a apoptozu
(Carmeliet et al., 1998). Protein p53 je nadorovy supresorovy protein, ktery reaguje na
poSkozeni DNA a dalsi stresové faktory a miize vyvolat apoptézu (Efeyan and Serrano, 2007).
Za normalnich podminek je p53 degradovan v proteazomu po oznaceni ubikvitinylaci
ligdzami E3. Mezi tyto p53 specifické ubikvitinylové ligdzy patii MDM2 (mouse double
minute 2). Fosforylace zvySuje transkripéni aktivitu HIF 1 p53.

Regulace hladiny 1 aktivity p53 v hypoxii je slozity proces, kterého se Gcastni fada proteind.
Bylo vypracovano vice modelu této regulace, jeden z nich je popsan nize. Hladiny HIF a p53
jsou zavislé na mife hypoxie. Ovliviiuji se vzdjemné predevsim kompetici o p300, ktery oba
aktivuje. Pii stfedni hypoxii p300 acetyluje HIF-1a (Wang ef al., 2019). Ten prostifednictvim
proteinu PNUTS (z angl. protein phosphatase 1 nuclear-targeting subunit), ktera fosforyluje
p53 v oblasti jeho serinu 15, zplisobuje ¢asteCnou posttranskripéni stabilizaci p53. Stale ale

pfi stfedni hypoxii prevazuje aktivita HIF-la nad aktivitou p53. Ptotein PNUTS sméruje



proteinfosfatdzu 1 do jadra, a je tedy dulezitou soucésti fyziologickych regulacnich drah.
PNUTS ma v promotoru HRE a HIF tedy zvySuje jeho hladinu (Lee et al., 2007). Pfi silné
hypoxii az anoxii se zpoc¢atku hromadi HIF-1a a tedy i PNUTS a p53. Protein p53 ale fidi na
kysliku nezavislou MDM?2 dependentni degradaci HIF-1a, ktera se projevi pravé v anoxii pii
zvysujici se hladiné€ p53. Nésledné spolu s HIF-1a ubyva i PNUTS, ale p53 ma stale vysokou
hladinu, protoze je v anoxii navic stabilizovan fosforylaci kindzou ATR (z angl. ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein). P53 zacne také ptrevladat v kompetici o p300, a tim
se dale stabilizuje. Pti silné hypoxii a anoxii je tedy vyssi hladina p53 a jeho dalsi hromadéni

navozuje apoptézu (Wang et al., 2019).

Dal$im mechanismem vzajemné regulace HIF-1a a p53 je ovlivnéni na transkripéni urovni.
HIF-1 se vaze na 5 riznych HRE v promotoru p53 a tim zvySuje jeho transkripci. Zaroven
p53 v hypoxii pozitivné reguluje HIF-1, svou vazbou ho stabilizuje, jak bylo pozorovano na
bunécénych kulturach z riiznych typt karcinomi (Madan ef al., 2019). Komplex p53 s HIF-1
se poté milZze vdzat na geny obsahujici HRE jako je napiiklad VEGF, a zvySovat jejich

transkripci.

Dtlezitou roli v regulaci funkce p53 i dalSich proteind souvisejicich s hypoxii hraje také
protein CSB (z angl. Cockayne syndrom group B), ktery ovliviiuje distribuci p300 mezi HIF-1
a p53 tim, ze s p53 kompetuje o p300 (Filippi et al., 2008; Frontini and Proietti-De-Santis,
2009).

2.1.4 Hypoxické regulace nezavislé na HIF

V hypoxii mize byt transkripce gend ovlivnéna i nezdvisle na HIF, napiiklad zménami
v methylaci histontl, které méni kondenzaci chromatinu (Batie et al., 2019). Tato regulace se
déje prostiednictvim dioxygenaz, v tomto piipad¢ demethylaz histonii obsahujicich Jumonji-C

doménu, které reaguji na hladinu kysliku podobné& jako PHD regulujici HIF-1.

Ptikladem hypoxickych regulaci nezavislych na HIF je také ubytek keratinu 1 a 10 v kazi,
coz vede k netradi¢ni diferenciaci keratinocytl, a miize mit vliv naptiklad pii reakci na infekcei
nebo UV zéateni (Park er al, 2016). Nezavislé na HIF je také ovlivnéni pohyblivosti
nadorovych bun€k v ledvinach prostfednictvim thrombospondinu 1 (Bienes-Martinez et al.,

2012).



.....

factor 2) kindzou PERK také nevyzaduje HIF (Koumenis et al, 2002). K aktivaci
PERK dochazi v reakci na stres endoplazmatického retikula (ER). To je situace, kdy se
v endoplazmatickém retikulu hromadi nesloZzené proteiny, a miZze nastat mimo jiné pfi
hypoxii. Kinaza PERK se nachazi v lumen ER a vreakci na ER stres se autofosforyluje.
Nésledné PERK fosforyluje elF2a, ¢imZz snizuje jeho aktivitu a tlumi syntézu rtiznych
proteinti souvisejicich napiiklad s udrzenim hladiny glukézy. Utlumem syntézy proteintl na
urovni translace i syntézy mRNA bunka Setii energii, coz zvySuje Sanci na pieziti v hypoxii.
Fosforylace je reverzibilni, pfi normoxii je tedy syntéza proteinli obnovena. Hladina elF2a se
behem této regulace nemeéni, pouze uroven jeji fosforylace. Tento mechanismus je pritomny
také vembryu a umoziuje preziti v prostiedi snizkym obsahem kysliku, nebo muze

ovliviiovat rast nadoru.

2.2 Hypoxie v nadorech

Hypoxie se v nadorech vyskytuje bézné. Pro ilustraci 1ze uvést napiiklad porovnani b&ézné
prsni tkan€, kde je tlak kysliku 65 mmHg, a nadoru prsu, kde tlak kysliku byl ¢asto nizsi nez
2,5 mmHg (Vaupel et al., 1991). V nadorech mize hypoxie vzniknout z mnoha pficin.
Obvyklé je nedostatecné prokrveni nadoru zpisobené jeho rychlym ristem, béhem kterého se
netvoii dostatek novych cév. To také zpiisobuje problémy pii podavéani 1€kt a celkové
zhorsuje prognozu, stejné jako anémie (Nordsmark et al., 2005). Hypoxii muze také zhorSovat
koufeni (Hoff, Grau and Overgaard, 2012). Signalni drahy ovlivnéné HIF mohou byt
v buikdch aktivovany 1 nezdvisle na hypoxii nékterymi viry, coZ bude probrano

v nasledujicich kapitolach.

Nadorové buiiky tyto mechanismy mohou vyuZzivat naptfiklad kdyZ nasledkem svého ristu
nemohou byt dostate¢né zasobovany kyslikem pomoci jiz existujicich cév (Qiu and Simon,

2015). Mozné disledky hypoxie v nadorech shrnuje Obrazek 3.

2.2.1 Warburgiv efekt
Jeden z mechanismu, typicky pro nadorové bunky, je Warburgiv efekt neboli aerobni
glykolyza (Heiden, Cantley and Thompson, 2009). Je to jev, kdy bunky ptejdou na glykolyzu

1 v prostiedi s dostatkem kysliku. Probiha tedy fermentace gluk6zy na laktat, piestoze je
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dostatek kysliku pro oxidativni fosforylaci, a tvofi se méné¢ ATP. Glukoza miize byt ale
pouzita jako zdroj uhliku pro syntézu nukleotidii, které jsou potieba pro rust a déleni bunky,
coz je pro nadorové buniky vyhodné.K navozeni zmén metabolismu jako je Warburglv efekt
mohou pfispét i virové onkogeny, naptiklad onkogen E6 lidského papilomaviru (HPV, z angl.
human papilloma virus) 16, nebo virova microRNA (miRNA) v piipad¢ lidského herpesviru 8
zpusobujiciho Kaposiho sarkom (KSHV, z angl. Kaposi sarcoma-associated herpesvirus), jak

bude probrano dale (Guo et al., 2014; Yogev et al., 2014).

Nestabilita genomu T : Glykolyza
Sobéstatnost v ristovych signalech €—— Hypoxie —> Unik imunité

Regulace angiogeneze / \

Vyhnuti se apoptoze

Regulace bunééné proliferace Neomezeny délici potencial

Obrazek 3 — Role hypoxie v nadorech, pfevzato a upraveno podle (Al Tameemi et al., 2019).

Nedostatek kysliku miZze mit za nasledek zastaveni bunécného cyklu, pfipadné navozeni
diferenciace nebo apoptdzy - zavislé i nezavislé na p53, coz vede k zastaveni ristu nadoru

(Koch, Kruuv and Frey, 1973; Graeber ef al., 1994; Itoigawa et al., 2010).

Hypoxie muze ale vyvolat zmény proteomu, které snizi sklon k diferenciaci, zastaveni riistu
nebo apoptdéze a vedou k prekonani nedostatku kysliku, Zivin a k Gniku z neptiznivého

prostiedi, expanzi nadoru. Tyto zmény jsou kontrolovany prevazné HIF-1.

Nadorové buniky mohou meénit svllj metabolismus, pfejit na anaerobni glykolyzu. S t€mito
zménami souvisi mimo jin¢ exprese transportér glukozy, obsahujicich ve svych promotorech
HRE, GLUT 1 a GLUT 3 (z angl. glucose transporter) pod vlivem HIF (Airley et al., 2001).
Tyto transportéry usnadnuji transport glukdézy mezi bunikami, a tak pomahaji rychle se délicim
nadorovym buiikkam zajistit dostatecny piisun energie. DalSim vyznamnym faktorem
ovliviiyjicim bunéény metabolismus je karbonova anhydrdza IX (CAIX, z angl. carbon

anhydrase IX) (Pastorekova and Gillies, 2019). Je to povrchovy glykoprotein, jehoz exprese je
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indukovana mimo jiné hypoxii. Podili se na udrzZeni acidobazické rovnovéahy prostfednictvim
reverzibilni hydratace oxidu uhli¢itého. Dale miize také ovliviiovat export protontl a laktatu
z buiikky nebo adhezivitu bun¢k. U clovéka existuje 15 isoforem karbonovych anhydraz,
z nichz ti1 maji vyrazné spojeni s nadory — CAIV, CAIX a CAXII. Z toho je nejvyznamnéjsi
pravé CAIX, v jejimz promotoru se nachazi HRE a je tedy regulovana HIF. Mira exprese
CAIX byla spojena se zvySenym ristem nadoru, zvySenou invazivitou a tvorbou metastaz a
také s resistenci k ur€itym typiim 1écby (Sadlecki et al., 2014). CAIX je tedy spolu s GLUT]I

a HIF vyznamnym markerem hypoxie v nadorech.

Déale si mohou néddorové bunky zajistit zvySeny ptisun kysliku tvorbou novych cév a
erythrocytd prostfednictvim EPO, angiogeninu a ristovych faktort jako je VEGF (Hartmann
et al., 1999; Acs et al., 2003). Nadorové buinky v hypoxii také mohou z nepfiznivého
prostfedi uniknout, ménit frekvenci déleni a tvofit metastdzy prostiednictvim exprese
proteinl, mezi které patii integriny, umoziujici migraci nadoru, katepsiny, a dal§i enzymy

s potenciadlem zvysit invazivitu nddoru (Cuvier, Jang and Hill, 1997; Hasan ef al., 1998).

V hypoxickych nadorech probihd intenzivni selekce bunék obsahujicich vySe uvedené
proteiny umoziujici nejen pieziti v hypoxii, ale také zvySujici agresivitu nadoru. Na pocatku
hypoxie odumfte ¢ast bunék, ale ty majici schopnost prezit v hypoxii mohou tvofit metastazy a
rozSifovat hypoxické ¢asti nadoru (Kim et al., 1997; Kinoshita et al., 2001). Hypoxické
nadory se ukéazaly byt invazivngj$i, mély vétsi potencial tvofit metastdzy (Young, Marshall
and Hill, 1988; Brizel et al., 1996; Hockel et al., 1996). Byla prokdzdna véEtsi nestabilita
genomu v hypoxii, coz mize vést k €astéjSim mutacim a vétSimu potencidlnimu nebezpeci

nadoru (Russo et al., 1995).

Hypoxie je pro nadory typickd, hypoxické faktory jsou proto castym cilem 1é€by. Zaroven ale
muze byt pfi¢inou rezistence nddorti k uritym zpasobim lécby (Stadler et al, 1999;

Nordsmark et al., 2005; Samanta et al., 2014).
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3 Hypoxie a viry

Viry maji rizné naroky na kyslik. Nékteré vyzaduji vyssi hladiny kysliku, naptiklad virus
chiipky infikujici prokysli¢ené epitely. Jinym virGm se naopak nejlépe dafi v hypoxickém
prostfedi. Nekteré viry jsou schopné preprogramovat bunéény metabolismus tak, aby
podpoftily vlastni reprodukei a Sifeni. Na ptikladu adenoviru 8 nebo lidského cytomegaloviru
bylo pozorovano, ze tyto viry podporovaly v buiice glykolyzu pro usnadnéni vlastni replikace

(Thai et al., 2014; Yu, Maguire and Alwine, 2014).

Hypoxické prostfedi hraje pii virovych infekcich vyznamnou roli, protoze muze také
ovliviiovat prib¢h infekce. Lyticky cyklus, tedy uvoliiovani virionti z buiiky lyzi a napadani
dalsich bunék, indukuje hypoxie u herpesvird, které jsou mimo jiné pivodci nadorti (Davis et
al., 2001; Cai et al., 2006). HIF mtzZe také podnécovat imunitni odpovéd’ proti viru, naptiklad

prostiednictvim zvySeni produkce interferonu beta (Hwang et al., 2006).

Hypoxie snizuje nebo zvySuje expresi virovych proteinil prostiednictvim na HIF zavislych 1
nezavislych mechanismi béhem transkripce, translace, nebo posttranslacné. Hypoxie zvysuje
hladinu proteini viru lymfocytarni choriomeningitidy (LCMV, z angl. lymphocytic
choriomeningitis virus), ktery miiZze zplisobovat onemocnéni centralni nervové soustavy nebo
potraty, na urovni transkripce (Tomaskova et al., 2011). Zaroven bylo ale pozorovano, ze
hypoxie snizovala expresi né¢kterych adenovirovych proteinti, coz by mohlo byt piekdzkou pii

onkolytické terapii vyuZzivajici pravé adenoviry (Pipiya et al., 2005).

3.1 Virové infekce a hladina kysliku

Viry a proteiny hostitelskych bun¢k ovlivnéné hypoxii spolu mohou interagovat riznymi
zpiisoby. Jednou mozZnosti je degradace nebo blokace PHD vedouci ke stabilizaci HIF nebo
stabilizace HIF pies naruseni vazby pVHL na HIF-1a. Dale mohou viry reagovat s NO a ROS
nebo aktivovat nitrobunécné kinazy, a tak aktivovat HIF béhem transkripce, translace 1 post-

transla¢né.

Variantu stabilizace HIF prostfednictvim blokace PHD, enzymu, ktery bézné pifi hypoxii
napomaha degradaci HIF-lo v proteazomu, vyuziva virus Epsteina a Barrové (EBV,
z angl. Epstein Barr virus), lidsky herpesvirus 4, ktery mize zptisobovat Burkittliv lymfom a
nasofaryngealni nadory. Virus EBV koduje proteiny EBNA 3 a EBNA 5 (z angl. Epstein Baar

nuclear antigen), které tvoii v jadre hostitelské buitky komplex s PHD 1, resp. 2, a tim snizuji
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hydroxylaci HIF-1a, ktera za béznych podminek vede k degradaci HIF-1a (Darekar et al.,
2012).

Jiny mechanismus vyuziva virus hepatitidy B (HBV, z angl. hepatitis B virus). Na HIF-1a se
pfimo vaze X protein (HBx) kédovany HBV. Pfestoze se nevaze na stejné misto jako pVHL,
tak snizuje jeho interakci s HIF-1a a tudiz HIF-1a stabilizuje (Moon et al., 2004). Takto

HBYV zajisti dostatecné prokrveni nadoru.

Zvysena hladina HIF se vyskytuje také v ptipad¢ infekce virem lidského imunodeficitu (HIV,
z angl. human immunodeficiency virus). Pii pokusech na bunécnych kulturach autofi
pozorovali, ze virus HIV zvySuje mitochondridlni produkci ROS, konktrétné peroxidu vodiku,
prostfednictvim HIV koédovaného proteinu Vpr (z angl. viral protein R) (Deshmane et al.,
2009). Produkce ROS vedla k hromadéni podjednotky HIF-1a, a tedy ke stabilizaci HIF-1.
Zaroven protein Vpr v zavislosti na HIF-lo aktivoval promotor HIV pifes jeho
dlouhou koncovou repetici (LTR z angl. long terminal repeat) a podporoval tak jeho
transkripci. Tyto vysledky ukazuji na moznou existenci pozitivni zpétné vazby mezi HIF-1a a

proteiny kédovanymi virem HIV.

Viry mohou také stabilizovat HIF pomoci aktivace nitrobunécnych kinaz. Hladinu HIF-1a i
HIF-2a na transkripéni urovni ovlivituje KSHV. Expresi latentnich gent KSHV zvySuje
hladinu HIF prostfednictvim kinaz z rodiny Src a tim aktivuje naptiklad VEGF (Carroll et al.,
2006). Dale KSHYV ovlivituje metabolismus hostitelské buiiky prostfednictvim exprese virové
miRNA a stabilizace HIF-1 (Yogev ef al., 2014). MiRNA viru KSHYV sniZuje expresi genu
kodujiciho prolylovou hydroxylazu PHD2, EGLN, a také genu pro mitochondrialni protein
tepelného Soku, HSPAY9, ktery podporuje tvorbu novych mitochondrii. Takto mize KSHV
stabilizovat HIF-1 a pfeprogramovat bunécny metabolismus smérem k anaerobni glykolyze
nebo snizit po¢et mitochondrii, coZ zvySuje Sanci na pieZiti infikované buiiky a poskytuje ji
rastovou vyhodu. Virus takto také pfispiva k udrZeni latentni infekce, ktera nepiimo souvisi

s tvorbou nadoru.

Podobné¢ zvySuje hladinu HIF 1 lidsky cytomegalovirus (HCMV, zangl. human
cytomegalovirus). Stimuluje transkripci HIF-la za pomoci proteinkindzy B, neboli Akt
(McFarlane et al., 2011). Virus HCMV ma navic 1 jiné zplsoby, jak ovlivnit bunécny
metabolismus. Mlze ovlivnit metabolismus glukézy zvySenim exprese transportéri glukozy
GLUT 4 a 2 prostfednictvim lidského transkripéniho faktoru ChREBP (z angl. carbohydrate-

responsive element-binding protein) (Yu, Maguire and Alwine, 2014).
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Také EBV si ptfizptsobuje bunécny metabolismus aktivaci kinaz, spolu s vySe zminénym
mechanismem blokace PHD. Onkoprotein LMP1 (z angl. latent membrane protein 1),
produkovany EBV béhem latentni infekce, zvySuje mnozstvi ROS v buiice. Spolu s LMP1
ovliviiuje produkci HIF-1a 1 aktivace MAPK p42/p44 (Wakisaka et al., 2004). EBV ale timto
mechanismem neovliviiuje mnozstvi ani stabilitu mRNA pro HIF-la. Indukuje syntézu

proteinu HIF-1a, regulace tedy probiha na transla¢ni urovni.

Virova regulace HIF pomoci kindz miize probihat i posttransla¢né. Virus hepatitidy E (HEV,
z angl. hepatitis E virus) produkuje protein ORF3 (z angl. open reading frame 3). Ten
prostfednictvim kindzy PI3K (z angl. phosphatidylinositol 3 kinase), ktera dale aktivuje
proteinkindzu B, neboli Akt, posttranslaéné stabilizuje HIF-la. Zaroven ORF3
zprostiedkovava fosforylaci kindzy ERK, ktera je soucasti drahy MAPK a fosforyluje protein
p300, ¢imz ve vysledku také aktivuje HIF-1a (Moin et al., 2009). I dalsi viry hepatitidy, virus
hepatitidy C (HCV, z angl. hepatitis C virus) a HBV, vyuZzivaji MAPK drahu k post-transla¢ni
aktivaci HIF-1a (Yoo et al., 2003; Nasimuzzaman et al., 2007).

Studovany byly také interakce proteinii kédovanych HPV s proteiny hostitelskych bunék
v hypoxickych podminkéch. Tyto interakce jsou uskutectiované piedevSim prostiednictvim

virovych onkoproteinti E6 a E7 a je jim vénovana jedna z nasledujicich kapitol.

15



3.2 Viry indukujici nadory

Jak jiz bylo zminéno vySe, viry pfi infekci buiiky reaguji s Cetnymi bunécnymi proteiny a
vyznamnym zpusobem ovliviiuji chovani bunky. N¢které viry jsou schopny navodit
imortalizaci a nadorovou transformaci hostitelskych bunék. Takové viry se nazyvaji
nadorové. Mohou bud’ kodovat vlastni virovy onkogen anebo builky transformuji nepiimo,
napiiklad kdyz v¢lenénim se do genomu ovlivni protoonkogen. Prvnim popsanym virem
s prokazanou indukci nadorového bujeni byl v roce 1964 EBV zptisobujici Burkittiv lymfom
a nasofaryngeéalni nadory (Moore and Chang, 2010). Vroce 2008 bylo celosvétove
zaznamenano 12,7 miliond novych piipadi rakoviny, z toho bylo 16,1 %, tedy asi 2 miliony,
zpusobenych viry. Z ¢isel vyplyva, ze priblizné 1 z 5 umrti na rakovinu bylo zplsobeno viry
(De Martel ef al., 2012) . Mezi zndmé viry indukujici nadory patii EBV, HBV, lidsky T-
lymfotropni virus (HTLV, z angl. human T-cell lymphotropic virus), HPV, HCV, KSHV a
polyomavirus Merkelovych bun¢k (MCPyV, z angl. Merkel cell polyomavirus) (Tabulka 2).

Tabulka 2 — Lidské viry zpusobujici nadory a odhad poétu celosvétovych novych ptipadd za rok. Podle

(Shannon-Lowe and Rickinson, 2019).

Virus Rok Typ cilovych buiiek Typ nadoru Pocet novych piipada
objeveni za rok (celosvétove)

EBV 1964 B-lymfocyty, T- lymfomy, nadory nosohltanu, | 127000

lymfocyty, nadory traviciho traktu,

endotelialni buiiky leukémie
HBV 1967 hepatocyty hepatocelularni karcinom 410000
HTLV | 1980 T-lymfocyty lymfomy a leukémie 3000
HPV 1983 keratinocyty nadory anogenitalni oblasti, 636000

hlavy a krku

HCV 1989 hepatocyty hepatocelularni karcinom 170000
KSHV | 1994 B-lymfocyty, lymfomy, Kaposiho sarkom | 50700

endotelialni buiiky
MCPyV | 2008 Merkelovy bunky nador z Merkelovych bunek | 2000
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Nejvyssi narast poctu virové indukovanych néadort roéné maji na svédomi HPV.
V nésledujicich kapitolach se prace bude vénovat nadortim zplsobenym HPV a jejich

interakcim s hostitelem v hypoxickych podminkéch.

3.2.1 Nadory indukované lidskymi papilomaviry

Nejcastéjsim nddorem indukovanym HPV je karcinom délozniho Cipku, ktery je celosvétove
tretim nejcastéj$im nadorem u zen. V roce 2008 bylo diagnostikovano 530 000 novych
ptipad a 275 000 Zen na n¢j zemielo (Arbyn et al., 2011). HPV zpasobuji 1 dalsi nadory
anogenitalni oblasti muzii a Zen, nddory vulvy, vaginy, fiti a penisu. Ddle jsou HPV

asociovany s ¢asti nadorti hlavy a krku zejména v oblasti orofaryngu (Gillison, 2000).

Papilomaviry jsou malé neobalené DNA viry. Kapsida ma primér ptiblizn€¢ 55 nm a jejich
genom o velikosti téméf 8000 bp (z angl. base pair) tvoii dvojSroubovice DNA. Virovy
genom je rozdélen na Casnou (geny El, 2, 4, 5, 6 a 7) a pozdni oblast (geny L1 a 2). Pro
regulaci virové replikace a transkripce je dulezita dlouhd nekodujici oblast (LCR, z angl. long
control region) nachazejici se mezi L1 a E6 ORF. LCR obsahuje transkrip¢ni a replikacni
regulaéni elementy a podatek replikace. Casné geny se ucastni replikace genomové DNA viru,
regulace virové transkripce a bunécné transformace. Pozdni geny kdéduji proteiny kapsidy a

fidi jeji skladani.

HPV pro svoji propagaci vyuZzivaji bunécny aparat. Virové proteiny interaguji s celou fadou
bunéénych transkripénich faktori nebo enzymil a tim vyznamné ovliviiuji napf. bunééné
déleni, diferenciaci ¢i vstup bun€k do apoptdzy, z cehoz také vyplyva jejich rozdilny
onkogenni potencial. Podle své schopnosti vyvolavat nadorovou transformaci se HPV déli na
vysoce rizikové (HR, z angl. high risk), to jsou zejména HPV 16, 18, 39, 45, 51 a dalsi
zpuisobujici zhoubné nadory, a nizce rizikové (LR, z angl. low risk), jako naptiklad HPV 6,
11, 40 a 42, které vétSinou zpusobuji benigni bujeni jako anogenitdlni bradavice Cci

papilomatozu hrtanu (Haedicke and Iftner, 2013).

Karcinogenni efekt HR HPV maji na svédomi hlavné€ virové onkoproteiny E6 a E7, které se
vyrazné podileji na interakcich s hostitelskou buiikkou. Virovy onkoprotein E6 mlZe oznadit
p53 k degradaci v proteazomu, a tak potlacit jeho ucinky (Scheffner et al., 1990) a ovlivnit
drahy, které¢ vedou k apoptdze nebo ovliviiuji riist bunck a angiogenezi (Zimmermann et al.,

1999). Onkoprotein E6 také vaze p300/CBP, ¢imz miize tlumit transkripéni aktivitu tumor
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supresorového proteinu p53. Na druhou stranu bylo pozorovano, Zze onkoprotein E7 z HPV
16 stabilizuje p53 na posttranskripéni Grovni (Demers, Halbert and Galloway, 1994). Dle
pozd¢ji provedené studie (Eichten et al., 2002) se ale hladina proteini regulovanych p53
nemenila, tudiz p53 nebyl aktivovan jako transkripcni faktor. Protein p53 zde nebyl ani méné
nachylny k degradaci. Onkoprotein E7 svou vazbou destabilizuje tumor supresorovy protein
pRb (z angl. retinoblastoma protein), a také dalsi geny z rodiny Rb, p107 a p130. Proteiny Rb
reguluji Gi-S kontrolni bod bunééného cyklu a svou aktivitou tlumi bunécné déleni, a tedy i
nadorové bujeni. Pod vlivem E7 je pRb degradovan proteazomem, a virem transformované
buiiky takto ptekonaji kontrolni bod (Slebos et al., 1994; Gonzalez ef al., 2001; Zhang, Chen
and Roman, 2006). Vazba E7 na pRb také zpusobi disociaci transkripénich faktord z rodiny
E2F, regulatorti bunécného cyklu, od pRb. Po uvolnéni z pRb se mohou vazat na promotory
cilovych gent, naptiklad cyklin-dependentnich kinaz, a aktivovat tak zvySenou proliferaci a

karcinogenezi.

3.2.2 Lidské papilomaviry a hypoxie
Lidské papilomaviry maji schopnost piisobit na buné¢ny metabolismus nebo angiogenezi

prostfednictvim ovlivnéni exprese hostitelskych proteind.

Ve studii provedené in vitro na bunécnych liniich odvozenych z nadord hlavy a krku byla
pozorovana vys$i hladina HIF-1a u nadorti pozitivnich na HPV nez u nadorti negativnich na
HPV, a to v hypoxii i v normoxii (Knuth et al., 2017). Vyssi stabilita HIF-1a byla zptisobena
jeho sniZenou hydroxylaci hydroxyldzou PHD2, u nadorl pozitivnich na HPV byla funkce
PHD2 omezena. Diky rozdilné hladin¢ HIF se bunky taktéz liSily v pfizptsobeni se hypoxii.
U nadorovych bunék negativnich na HPV byla v hypoxii pozorovéna sniZena migrace a
proliferace, kdezto u bunck pozitivnich na HPV nikoliv. ZvySend exprese HIF-1 vedla

k zesileni angiogeneze prostfednictvim VEGF, a tedy lepSimu prokrveni nadoru.

Na druhou stranu na bunéénych liniich z nadorti hlavy a krku vnesenych podkozné do boku
mysi bylo pozorovano mén¢ hypoxickych oblasti v nadorech pozitivnich na HPV 16 nez u
nadorii negativnich na HPV (Hanns ef al., 2015). Buiikky nadort pozitivnich na HPV byly také
citlivéjsi na hypoxii, prezily kratsi dobu nez HPV negativni. Tato zjiSténi potvrdila 1 analyza
vzorkl od pacientil s nddory orofaryngu, kde byla pozorovana nizsi exprese genti ovlivnénych
hypoxii jako jsou HIF-1a, PHDI1, 2 a 3, GLUTI1 a 3, a VEGF-A v nadorech pozitivnich na

HPV nez v nadorech negativnich na HPV. I v této studii ale byla v nddorech pozitivnich na
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HPV intenzivnéjsi angiogeneze. Rozdily ve vysledcich mohly byt zplisobeny napiiklad
pouzitim omezeného poctu vzorkll nebo porovnavanim rozdilnych typt nadorti indukovanych
HPV. Tyto poznatky nasvédCuji tomu, Ze nadory pozitivni na HPV se jinak pfizplsobuji
hypoxii nez nadory negativni na HPV a mohou indukovat neoangiogenezi protoze mivaji

Casto vyssi expresi transkripcniho faktoru HIF-1.

3.2.2.1 Onkoproteiny HPV a hypoxie

Ve srovnavacich pokusech na bunéénych liniich odvozenych z keratinocyti lidské predkozky,
do kterych byla transfekci vpravena DNA HPV, bylo pozorovano, ze HR HPV 31 a 16 i LR
HPV 11 jsou v hypoxii schopné 2,5x zvysit expresi proteinu HIF-1a, a to jiz v ranych stadiich
nadorii nebo benigniho bujeni v piipadé LR HPV (Nakamura et al., 2009). Autoti zde vytvaii
model regulace prosttednictvim virovych proteintit E6 a E7, v provedenych pokusech aktivitu
HIF-1 zvySovaly oba tyto proteiny nezavisle na sob¢. Z toho vyplyva, ze tato regulace neni
zcela zavisla na p53, protoze kazdy z proteinit E6 a E7 jeho hladinu ovliviiuje jinak (viz. kap
3.2.1). Vysledky indikuji, Ze tato regulace probihad posttranslacné prostfednictvim zvySeni
stability proteinu HIF-1a ¢imz se zvysi celkova aktivita HIF-1. Na zaklad¢ diive provedenych
studii jinych autort tykajicich se moznych zpisobu regulace transkripéniho faktoru HIF-1a
(Abraham, 2003; Béardos, Chau and Ashcroft, 2004) Nakamura a spol. testovali i hypotézy, ze
regulace probiha na urovni mRNA nebo prostfednictvim drahy mTOR, ale ani jedna z téchto
variant nebyla prokazéna. V navaznosti na zvySenou aktivitu HIF-1 autofi déale zkoumali, zda
se méni i hladina genti regulovanych timto transkripénim faktorem. Z gent, jejichz expresi
HIF béZzné zvysuje, byla pozorovdna zvySend hladina VEGF podporujiciho angiogenezi, a
také CAIX regulujici pH. Na druhou stranu, hladina transportéru glukézy GLUT 1 zlstala
neménnd, a interleuklinu 8 (IL-8), ktery se mimo jiné podili na imunitni odpovédi proti virim,
bylo pozorovano v bunkach pozitivnich na HPV vyrazn€ méné. Autoii vyslovuji nékolik
hypotéz, pro¢ byla pozorovéna zvySena exprese jenom nékterych genii regulovanych HIF-1.
Bud’to maji HPV né&jaky mechanismus, jak specificky ovlivnit spektrum gent ovliviiovanych
HIF-1, nebo zde regulace téchto gent probiha nezavisle na HIF-1. V pfipadé GLUT 1 je také

mozné, ze se hladina zvedla pouze mirn¢, a nebyla detekovéna.

V dalsi studii autoti (Liu et al., 2016) pozorovali, Ze proteiny E6 1 E7 z HPV 16 v bunécnych
liniich z nadort plic aktivuji signdlni drahu ERK1/2. Ta je soucasti drahy MAPK a podili se
na hromadéni HIF-1a prostfednictvim onkoproteinu E6 a také na expresi mRNA pro VEGF a
IL-8 a sekreci téchto proteinli. Zvyseni angiogeneze nebo zvySeni hladiny HIF-1a proteinem

E7 zde nebylo pozorovéno. Na zvysSené angiogenezi se krom¢ ERK1/2 podili také signalni
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drdha PI3K/Akt, coz bylo pozorovano na bunéénych kulturdch z nadoru dé€lozniho cipku

pozitivnich na HPV 16 (Tang et al., 2007).

Souvislost exprese virovych onkoproteinit E6 a E7 se zvySenou aktivitou HIF-1 potvrzuje 1
dalsi studie (Fan et al., 2016). Autofi na bunécnych liniich z nadort plic po transfekci HPV 16
pozorovali ve spojeni s expresi E6 a E7 zvySenou expresi proteinu HIF-la, a také vyssi
expresi mRNA 1 proteinu transportéru glukozy GLUT 1. Byly provedeny i pokusy pii kterych
byly inhibovany onkoproteiny E6 a E7, které potvrdily pfedchozi vysledky. Rovnéz byla
pozorovana signifikantni souvislost zvySené exprese proteinu HIF-la s expresi GLUT 1.
V ramci stejné studie bylo zkoumano 150 pacienti s onemocnénim plic. Na vzorcich
pochazejicich od téchto pacientii byla zaznamendna vyssi exprese proteind HPV 16 a HIF-1a
i GLUT 1 ve vzorcich od pacientli se zhoubnymi nadory oproti vzorkim s benignim
onemocnénim. Na zakladé téchto vysledkl autofi studie uvadeji hypotézu, kterd je ve shodé
s dal§$imi uvedenymi vyzkumy (Nakamura et al., 2009), ze regulace HIF-la probiha

prostiednictvim onkoproteini E6 a E7 bud'to béhem translace, nebo posttranslacné.

Také ve studii provedené na vzorcich od 62 pacientl s naddory hlavy a krku indukovanymi
HPV 16 byla pozorovana zvysena hladina proteinu HIF-1a (Rodolico et al., 2011). Tentokrat
se autofi zaméfili na souvislost infekce virem HPV 16, hladiny virového onkoproteinu E7 a
exprese proteinu HIF-la. Dle ocekavani byl protein E7 exprimovan ve vSech vzorcich
pozitivnich na HPV 16 a jeho hladina pozitivné korelovala s mnozstvim HIF-1a. Z toho tedy
v této studii vyplyva, Ze protein E7 je nezbytny pro schopnost HPV nadorové transformovat
hostitelské buiiky, a zaroveit ma schopnost zvySovat mnozstvi proteinu HIF-1a. I zde autofi
pozorovali zvySenou expresi HIF-1a jiz v ranych stadiich nadorii. Na rozdil od nékterych
jinych studii je zde ale uvedeno, ze jsou tyto regulace nezavislé na hladin€ kysliku — hladina
HIF-1a byla stejna ve vSech buiikach, nesouvisela s jejich vzdalenosti od cév nebo

s mnozstvim nekrotickych tisekt nadoru.

Béhem vyzkumu in vitro na bunéénych liniich z keratinocyta lidské predkozky pozitivnich na
HPV autofi shledali, Ze protein E7 z HR HPV 16,18 a 31 1 LR HPV 11 tvofti pfimo komplex
s HIF-1a (Bodily, Mehta and Laimins, 2011). Tvorba tohoto komplexu ale neni pro aktivaci
HIF-1 nezbytna. Podle autori regulace probihd prostfednictvim vazby deacetyldz histont
(HDAC z angl. histone deacetylase) na C-konec onkoproteinu E7. Dle modelu vytvorené¢ho
autory HDAC za bézné situace v buiice davaji nezbytny aktivacni signal transkripci zavislé na

HIF-1, ale zaroven jejich pfitomnost v blizkosti transkripéniho komplexu mtze mit i tlumivy
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efekt. Onkoprotein E7 svou vazbou HDAC umozni pietrvani aktiva¢niho signalu, ale tlumi

inhibi¢ni efekt, tudiz celkové zvysuje transkripci gent zavislych na HIF-1 (Obrazek 4).
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Obrazek 4 — Model aktivace transkripce zavislé na HIF-1 prostfednictvim proteinu E7. A: Histonové
deacetylazy (HDAC) poskytuji nezbytny aktivacni signal, ale mohou mit na transkripéni komplex i inhibi¢ni
efekt. B: Protein E7 vaze HDAC, ¢imz tlumi inhibi¢ni efekt, ale zaroven je umoznéno pfetrvani aktivacniho
signalu. C: V pfitomnosti mutované formy E7 se zvysila interakce HIF-1 s E7 a transkripce nebyla posilena jako

v piipadé B. Pfevzato z (Bodily, Mehta and Laimins, 2011).

Mechanismus zvySeni exprese HIF-1a onkoproteinem E6 spocivéa v posttranslacni stabilizaci
HIF-1a, jak bylo pozorovano in vitro na bunéénych liniich pozitivnich na HPV 16 (Guo et al.,
2014). Autoii pozorovali, ze protein E6 tvori s HIF-1a komplex a tlumi interakci HIF-1a
s VHL, tudiz je HIF-la méné ubikvitinylovan a neni degradovan proteazomem. Na
bunéénych liniich naddort pozitivnich na HPV 16 bylo pozorovano, ze onkoprotein E6 HPV
16 podporuje glykolyzu a angiogenezi. Na zdkladé toho, Ze protein E6 inhibuje p53, a
nefunkénost proteinu p53 byla v jiz v jiném vyzkumu spojena s aktivaci VEGF (Kieser et al.,
1994), by se dalo predpokladat, Ze regulace probiha touto cestou. E6 je ale schopen aktivace
VEGTF nezévisle na p53 (Lopez-Ocejo et al., 2000).

Na vzorcich od 129 pacienti s benignimi onemocnénimi a nadory délozniho Cipku byla
pomoci imunohistochemickych metod zkoumana exprese nékolika proteint, které souvisi

s metabolismem nadorovych bunc¢k v hypoxii a zaroven jsou ovlivilovany transkripénim
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faktorem HIF-1 (Pinheiro et al., 2014). Mezi nimi byly membranové transportéry MCT 1 a
MCT 4 (z angl. monocarboxyl transporter), které prendseji molekuly jako je laktat a pyruvat.
Maji proto vyznam pii Warburgovu efektu, transportuji laktdt ven z buiiky, a zaroven se
podileji na regulaci pH, pomahaji buiice piredchédzet prekyseleni, protoze z bunky transportuji
protony. Déle autofi sledovali mnozstvi povrchového glykoproteinu CD 147, ktery tuzce
souvisi s regulaci MCT (Wilson et al., 2005) a také byla pozorovana hladina pfenasece
glukozy GLUT 1 a anhydrazy CAIX. V pfipadé MCT 4 a GLUT 1 byla pozorovéana
signifikantné vyssi hladina u zavaznéjsich stadii nadort, u MCT 1, CD 147 a CAIX podobna
souvislost prokazéna nebyla. Nepriikaznost vysledkii mohla byt ale v n¢kterych piipadech
zpuisobena piili§ malym poctem vzorkd. Autofi na in vitro bunéénych kulturach z keratinocytt
predkozky, které exprimovaly bud’ HPV 16 proteiny E6 a E7, nebo cely genom HPV 16 nebo
18, déle sledovali, jak zkoumané proteiny hostitelské bunky ovlivni exprese proteini HPV.
Hladinu MCT 4 a CD 147 zvySovala exprese E7 1 celého genomu HPV, totéz platilo pro
CAIX. Naopak MCT 4 ovlivnén nebyl, a hladinu GLUT 1 neovlivnily samotné proteiny E6 a
E7, ale pouze exprese celého genomu HPV. Pozorovani autort tedy castecné potvrzuje fakt,
ze zvysena hladina virovych proteinli hraje roli v anaerobnim metabolismu, resp. Warburgovu
efektu, v hypoxickych malignich nadorech. Zaroven byla pozorovdna zvySena hladina
nékterych téchto proteinti ve spojeni s infekci HPV. Nadory exprimujici tyto proteiny byly
agresivnéjsi, protoze maji jednak moznost vyuzit energie z glykolyzy k rychlému rdstu, a
navic jsou odolné&jsi proti piekyseleni. U proteint, kde nebyl pozorovan ocekavany narist
hladiny sledovanych bunécnych proteinli mohou existovat jesté jiné mechanismy regulace,

anebo byl nartst tak maly, ze nebyl na daném poctu vzorki signifikantni.

V nadorech asociovanych s HPV se také vyskytuje hypoxii indukovana prodlouZena aktivace
transkripéniho faktoru NF-kB, kterd byla pozorovdna na bunécénych kulturach lidskych
keratinocytll pozitivnich na HPV16 (An et al., 2008). Tento faktor hraje roli béhem tvorby
metastdz a pti uniku nadoru z neptiznivého prostiedi. V popisovaném modelu regulace jsou v
hypoxii ubikvitinylaci, kterd je nepiimo zprosttedkovana onkoproteinem E6 z HPV,
stabilizovany adaptorové proteiny TRAF (z angl. TNF receptor associated factor), konkrétné
TRAF6. Protein TRAF6 aktivuje pies receptor TNF (z angl. tumor necrosis factor) kaskadu
kindz, komplex IKK (z angl. IkB kinase), vedouci k aktivaci faktoru NF-kB. ZvySenou
expresi NF-kB v hypoxii zplsobuje také sniZzend exprese deubikvitinyldzy CYLD, ktera je
negativnim reguldtorem drahy NF-kB. Autofi navrhuji model, kde protein E6 interaguje

piimo s CYLD a ubikvitinylaci ho oznacuje k degradaci v proteazomu.
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Mezi dalsi virové proteiny, které mohou ovliviiovat metabolismus hostitelské bunky, patii
protein E2. Tento protein se bézn¢ nachdzi v jadie a plsobi jako negativni regulator exprese
virovych proteini E6 a E7 (Desaintes et al., 1997). Na bunécnych kulturach lidskych
keratinocytli infikovanych adenovirem exprimujicim HR HPV 18 geny, ale pomoci
fluorescence bylo pozorovano, ze se protein E2 pfesouval zjadra do cytoplasmy a
mitochondrii (Lai ef al, 2013). 1 v dalSich pokusech in vitro a in vivo byla potvrzena

v

lokalizace E2 ve vné&jsi i vnitini mitochondridlni membrang. tento efekt nebyl pro LR HPV 6
2-3x zvySuje produkci ROS. Mechanismy zvySeni produkce ROS proteinem E2 nejsou
znamy, ale mohlo by se jednat o naruSeni elektrontransportniho fetézce na wvnitini
mitochondridlni membrané. Nedochazelo k indukci apoptozy, ale ke stabilizaci HIF-1a, a to
jak v hypoxii, tak v normoxii. V ndvaznosti na zvySenou stabilitu HIF-1a autofi sledovali 1
hladinu proteind, jejichz expresi ovlivituje HIF-1 a zaznamenali naptiklad zvySené mnozstvi
CAIX nebo VEGF. Virovy protein E2 by se tedy mohl podilet se na indukci Warburgova
efektu v nddorové transformovanych bunkach pozitivnich na HPV, a tim podporovat
proliferaci, mit i onkogenni efekt. Tyto poznatky byly jest¢ déale podpofeny zméfenim

bunécné produkce laktatu, ktera byla v pfitomnosti E2 zvySena.

Onkoproteiny E6 a E7 mohou zvySenim aktivity HIF-1 ovlivnit 1 dalsi proteiny, které jsou
povazovany za prognostické markery onemocnéni. Mezi né patii naptiklad cytokin MIF (z
angl macrophage migration inhibitory factor), ktery se podili na imunitni odpovédi.
V experimentech in vitro 1 in vivo na bunécnych liniich exprimujicich onkoproteiny E6 a E7
byla pozorovana zvySena exprese tohoto cytokinu (Kindt ef al., 2019). Dle hypotézy autorti
tato regulace probiha prostfednictvim zvySeni aktivity HIF-1 onkoproteiny E6 a E7 a mohla

v

by vést k potlaceni imunity a tudiz vzniku ptiznivéjsiho prostiedi pro nador.

Nadorové HPV mohou tedy prostfednictvim svych proteint E6 a E7 ménit aktivitu HIF-1 a
tak ovliviiovat spektrum genid aktivovanych HIF. Podle popsanych modelli by takto mohly
HPV zvysit transport glukézy nebo ovlivnit angiogenezi, coZ by mélo za nasledek lepsi preziti
nadoru. Dale by interakce proteinit HPV s proteiny hostitelské buitky mohly vést k oslabeni
imunitniho systému, uniku nadoru z nepfiznivého prostiedi, zvySené tvorbé metastaz nebo

k vyhnuti se apoptdze a vzniku reverzibilnich dormantnich stadii.
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3.2.2.2 Hypoxicka dormantni stadia nadoru indukovanych HPV

V hypoxii (1% 0Oz) bylo na bunécnych kulturdch z nadorti délozniho Cipku pozitivnich na
HPV 16 a HPV 18 pozorovano vyrazné potlaceni exprese virovych onkoproteinii E6 a E7.
Autofi této studie ale zjistili, Ze potlaceni exprese E6 a E7 nevede k senescenci jak by se dalo
piedpokladat na zéklad¢ predchozich vyzkumt (Goodwin et al., 2000), ale jen k utlumeni
ristu, proliferace a exprese proteinti (Obrazek 5). Takto se tvoii dormantni stddia nadord,
kterd maji zvySenou rezistenci vii¢i nékterym typtim 1é¢by (Hoppe-Seyler et al., 2017). Tato
stadia mohou slouzit jako rezervoary nadoru, tedy zdroj, ze kterého se nador po urcité dobg,
pfi reoxygenaci, mize obnovit. Dle autorti by k senescenci vedla draha mTOR, ktera je
ustfednim regulatorem tady procesti v buiice. Tato draha je ale v hypoxii inhibovana mTOR
inhibitory, mezi které¢ patii naptiklad tumor supresorovy protein tuberin neboli TSC2 (z angl.
tuberous sclerosis complex 2), ktery spolu s proteinem REDDI1 (z angl. regulated in
development and DNA damage response 1), jehoz expresi v hypoxii zvySuje HIF, reguluje
drahu mTOR v zavislosti na dostupnosti energie (Brugarolas et al., 2004) . Tyto inhibitory
tedy umoziuji nadorové transformované buiice uniknout senescenci i pres utlum E6 a E7
v hypoxii. Podobny mechanismus ale nebyl pozorovan jen u naddort pozitivnich na HPV, ale i
u nadorl negativnich na HPV. Tento mechanismus hraje také roli béhem 1écby, konkrétné

takto mize byt inhibovana senescence bun¢k vyvolana chemoterapii.

Rezistence vUCi
E6/E7 inhibitordm

Hypoxie

!

E6/E7 v —> Unik
mTOR ¥ |murj|tn|mu
\I, systemu
Rezistence vaci Reverzibilni O’petovny
i . o, = vyskyt
chemoterapii zastavenirustu ,
nadoru
Reoxygenace

Obrazek 5 — Model regulace vzniku hypoxickych dormantnich stadii nddort pozitivnich na HPV, pfevzato a

upraveno podle (Hoppe-Seyler et al., 2017).
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4 Zavér

Hladina kysliku ve tkanich bézné¢ kolisa a v nékterych pfipadech je kyslikovy gradient
dokonce nezbytny pro spravné fungovani organti a organismu. Builka na zmény hladiny
kysliku reaguje prostfednictvim transkripénich faktorti indukovanych hypoxii, které ovliviuji
expresi fady geni a také interaguji s dalSimi transkripénimi faktory ¢i signdlnimi a
regulacnimi drahami. Pro nadorové mikroprostfedi je typicky nedostatek kysliku neboli
hypoxie a spolu s dalsimi faktory jako je napfiklad acidita miize vyrazné ovlivnit chovani

nadoru.

Pti virové infekci hostitelské buiiky dochézi k ovlivnéni bunééného metabolismu, coz souvisi
i se zménami bunécné signalizace a se zménami aktivity transkripcnich faktorti. Nékteré viry
jsou schopné navodit nadorovou transformaci buncék. K takovym se ftadi i lidské
papilomaviry, které jsou spojeny s fadou nadorovych onemocnéni. Karcinogenni efekt HPV
maji na svédomi virové onkoproteiny E6 a E7. Tyto proteiny ovliviiuji dalezité signaliza¢ni
dréhy a bunécné regulatory. V mnoha studiich, které se zabyvaly nadory asociovanymi
s HPV, bylo také pozorovano zvyseni aktivity transkripcniho faktoru indukovaného hypoxii
HIF-1 1 vnormoxii. Prostiednictvim tohoto transkripéniho faktoru se nasledné zvySuje
hladina jeho cilovych protein jako je napiiklad ristovy faktor VEGF, ptenase¢ glukdzy
GLUT nebo anhydraza CAIX. ZvysSena hladina téchto proteini by mohla vést k intenzivné;si
angiogenezi a tedy lepSimu prokrveni nddoru, a zdroveinn proteiny jako GLUT a CAIX
podporuji v buiice glykolyzu, kterd poté poskytuje rychle se délicim nadorovym bunkdm vice
energie. Tyto zmény by dle navrhovanych modelli mohly mit za nasledek také uniknuti
nadoru z nepfiznivého prostredi, oslabeni imunitniho sytému nebo zvySenou tvorbu metastaz.
Nédory indukované lidskymi papilomaviry by se také mohly v hypoxii vyhnout apoptoze
vytvofenim reverzibilnich dormantnich stadii, kterd by byla odolnd vii¢i 1écbé a slouzila by

jako rezervoar nadoru.

Pfesné mechanismy téchto interakci Casto nejsou zndmy nebo jsou zavéry pozorovani
kontroverzni a je zde proto prostor pro dalsi vyzkum. Jejich pozndni ma vyznam z hlediska
moznosti vyvoje novych cilenych terapii, umoznuje nachdzeni novych cilii 1écby a zaroven

muze vysvétlovat netucinnost nékterych soucasnych 1é¢ebnych postupii.
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