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Abstrakt

Pro dnes$ni podobu Zivota na zemi je kyslik nezbytny, je kone¢nym akceptorem elektrontt v dychacim
fetézci a umoziuje efektivni tvorbu ATP oxidativni fosforylaci. Nedostate¢na dostupnost kysliku
snizuje produkci energie a mize ohrozit procesy udrzujici stalé vnitini prostfedi organismu. Proto jsou
vyvinuty kompenzac¢ni mechanismy, jimiz bunka reaguje na hypoxii. Hlavnim regulatorem bunécné
odpovédi je hypoxii indukovany transkripéni faktor HIF. Obecné HIF-1 izoforma podporuje glykolyzu
a dostupnost glukozy, blokuje energeticky naro¢né d€je v buiice a zmirnuje tak ztraty energie. HIF-2
izoforma stimuluje antioxida¢ni mechanismy sniZzujici mnozstvi reaktivnich forem kysliku, které¢ by
mohly poskodit bunku. Soucasné¢ se ob¢ izoformy podileji na zvySeni pfisunu kysliku aktivaci
erytropoézy a angiogeneze v postizené oblasti. Tyto zmény zajist'uji bud’ ptimo, pomoci svych cilovych

gent, nebo interakci s jinymi transkripénimi faktory a ovlivnénim bunéénych signalnich drah.

Klicova slova
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aktivacni protein 1, c-Myc

Abstact

Oxygen supply is necessary for today's form of life on Earth. Molecular oxygen is a terminal electron
acceptor in mitochondrial respiratory chain and enables the efficient production of ATP by oxidative
phosphorylation. The lack of availability of oxygen decreases energy production and can endanger the
processes maintaining homeostasis. Therefore the compensatory mechanisms were developed by which
cells respond to hypoxia. The master regulator of cellular responses is the hypoxia inducible
transcription factor, HIF. In general HIF-1 isoform supports glucose availability and glycolysis; also
attenuates energy-consuming processes and thus reduces energy loss. HIF-2 isoform stimulates
antioxidant mechanisms to reduce the amount of reactive oxygen species which could cause cellular
damage. At the same time, both of isoforms contribute to increasing the supply of oxygen by activating
erythropoiesis and angiogenesis in the affected area. HIFs provide these changes either directly, by

using their target genes, or by interactions with other transcription factors and signaling pathways.
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1. UVOD

Hypoxie je definovana jako nedostate¢ny piisun kysliku vzhledem k pozadavkim organismu na jeho
spotiebu. Systémova hypoxie vznika v dasledku snizeni parcialniho tlaku kysliku v arteridlni krvi.
Ischemicka hypoxie je naproti tomu zpisobena snizenim nebo pieruSenim krevniho zdsobeni tkané.
Buiikky se tak museji vyrovnavat nejen s nedostatkem kysliku, ale také s omezenym piisunem
energetickych substrati a hromadénim metaboliti. Disledkem dlouhotrvajici ischemie srdecni
svaloviny je nevratné poSkozeni bunck a vznik infarktu. Hypoxie je soucdsti ptirozenych fyziologickych
déju v embryonalnim vyvoji. Parcialni tlak kysliku v embryonalnich bunkach klesd pod 2%, coz
odpovida podminkam v nadmoiské vysce 8000 m. Za druhou pfirozenou piicinu hypoxie se da
povaZovat pravé pobyt ve vysokych nadmoiskych vyskach. Hypoxie miize byt také zplsobena ztratou
krve nebo poruchou krvetvorby. At je pfi¢ina hypoxie jakakoliv, musi buiika na tento stav reagovat,
nebot’ dostatecné mnozstvi kysliku je nezbytné pro efektivni vyuziti energie z zivin a produkci ATP.
Odpoved bun€k na hypoxii je komplexni d€j a zavisi na intenzité hypoxie a délce jejiho trvani. Obecné
vede kadaptaénim zménam sméfujicim ke zvySeni piisunu kysliku ke tkanim a metabolickym
adaptacim, které umoziuji snizovani spotieby kysliku. Dochazi k indukci transkripce sérii genti
ovlivitujicich bunéfnou proliferaci, angiogenezi, metabolismus glukézy a Zeleza, i k mnoha
posttransla¢nim modifikacim protein. Za hlavni regulator bunééné odpovédi na hypoxii je povazovan
hypoxii indukovany transkripéni faktor (HIF), ktery je v soucasné dobé studovan v souvislosti
s kardioprotektivnimi mechanismy, apnoe, ale i s nadorovym bujenim a ischemii mozku.

Hypoxie i adaptacni zmény s ni spojené jsou intenzivné zkoumany od Sedesatych let minulého
stoleti. V té dob& byl pozorovan pozitivni vliv pfirozené adaptace na hypoxii ve vysokych nadmoiskych
vyskach na ochranu srdce (Hurtado 1960). Mechanismy aktivované pii nedostatku kysliku mohou
zmirnovat negativni dopady nasledné ischemie a omezovat rozsah infarktu. Odolnost srdce vici
ischemii muze byt také zvySovana akutnim stfiddnim kratkodobé ischemie a obnovenim pratoku krve,
tzv. ,,preconditioning® (Murry, Jennings, and Reimer 1986). Bylo zjisténo, Ze pro jeho efektivni priabéh
je HIF nezbytny. Tato prace shrnuje poznatky o regulaci HIF spole¢né s protektivnimi G¢inky cilovych

gend HIF. Zvl4sté jsem se zaméfila na vzdjemné ovlivitovani HIF a dalSich transkripénich faktora.



2. HYPOXIi INDUKOVANY TRANSKRIPCNi FAKTOR HIF

HIF byl poprvé popsdn Semenzou pii studiu piepisu genu erythropoetinu. Ukéazalo se, Ze se
na 3’enhancer tohoto genu vaze transkripéni faktor indukovany hypoxii. Ten byl pozdéji v souladu

se svymi vlastnostmi pojmenovan hypoxii indukovany faktor 1 (G L Semenza and G L Wang 1992).

2.1. IZOFORMY HIF

HIF vykazuje transkripéni aktivitu az po heterodimerizaci podjednotek HIF-o (120 kDa) a HIF-1p
(91-94 kDa) téz zvané jaderny translokator aryl hydrokarbonového receptoru (ARNT aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator). HIF-1p podjednotky existuji tfi izoformy (Arntl, Arnt2 a Arnt3), které se
mirné lisi svou velikosti, pfestoze si jsou velmi strukturn¢ podobné. Zatim co HIF-1p je v buice
pfitomny ve stale stejném mnozstvi, hladina HIF-a je regulovana v zavislosti na dostupnosti kysliku
v burice (Guang L. Wang and Gregg L. Semenza 1995).

Jsou znamy tfi izoformy HIF-a ( HIF-1a, HIF-2a a HIF-3a). HIF-1a je nejlépe prostudovanou
izoformou. Jeho tkanoveé specificka distribuce je pomérné rovnomérnd, na rozdil od HIF-2a (téz
endothelial PAS protein EPAS-2, HIF-like factor HLF, HIF-related factor HRF, member of the PAS
superfamily 2 MOP2), jehoz exprese je vice tkanové specificka a je indukovana pievazné v jatrech,
ledvinach, duodenu, mozku, srdci a plicich (Wiesener et al. 2003). Informace o HIF-3a jsou pomérné
omezené, je potvrzena jeho schopnost dimerizovat s beta podjednotkou a vazat se na DNA, ale jeho
hlavni role je pravdépodobné inhibi¢ni. Sestfihovou variantou této podjednotky je inhibi¢ni PAS
doménovy protein (IPAS), ktery se vaze na HIF1-a podjednotku a inhibuje jeji transkripéni aktivitu
(Makino et al. 2001). Inhibi¢ni aktivita byla prokazana i u dalsi sestfihové variany HIF-304, ktera tvoti
transkripéné nefunkéni komplex s HIF-2a, a tim mu znemoziuje vazbu na DNA (Maynard et al. 2007).
HIF-1a a HIF-2a jsou si strukturné podobné, ale jsou vzdjemné nezastupitelné. Delece HIF-1a stejné
jako delece HIF-2a je letalni v embryonalni fazi vyvoje. Embrya HIF-1-/- maji $patné vyvinuty
kardiovaskuldrni systém, nedostatecné krevni zasobeni mozku, snizené mnozstvi somitli a defekty
pfi tvorbé neuronalnich vali. U embryi, HIF-2-/-, se Spatn¢ vyviji plice (pfevzato z L. Eric Huang and
Bunn 2003). Bylo prokazano, ze izoformy HIF se lii v aktivaci n€kterych svych cilovych genti. HIF-1
specificky reguluje glykolytické geny (Cheng-Jun Hu et al. 2003), (Cheng-Jun Hu et al. 2007), zatimco
HIF-2 se pfevazné podili na transkripci cyklinu D, transformujiciho rustového faktoru (TGFa) (Raval et
al. 2005) a transkripéniho faktoru Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), ktery se vaze
na oktamerni motiv (5-ATTTGCAT-3'). Oct4 hraje roli v karcinogenezi a ¢asném vyvoji, je nezbytny

pro ptezivani a udrzovani pluripotence embryonalnich kmenovych bunék (Covello et al. 2006).



2.2. STRUKTURA HIF

Alfa i beta podjednotky HIF nalezi do basic helix-loop-helix Per-ARNT-Sim (bHLH-PAS) proteinové
rodiny. Tyto strukturni motivy umoziuji heterodimerizaci podjednotek a nasledné vazbu na DNA (G L
Wang et al. 1995).

Izoformy HIF dale obsahuji doménu pro degradaci zéavislou na kysliku (oxygen dependent
degradation domain, ODDD) a dv¢ transaktiva¢ni domény (TAD) — C-TAD v poloze na C-konci a
N-TAD nachazejici se blize N-konci proteinu (obr. 1). HIF-3a neobsahuje C-TAD doménu a i proto je
povazovana hlavné za inhibitor ostatnich alfa podjednotek. HIF-1B postradda ODDD, kterda obsahuje

N-TAD, a proto neni degradovan za normoxie.
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Obr 1. Strukturni domény lidskych podjednotek HIF (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a, IPAS a HIF- 1B). HIF-1a nalezi do bHLH a PAS
proteinové rodiny. HIF-1a obsahuje ODDD doménu, ktera je zodpoveédna za regulaci stability zavislé na kysliku prostiednictvim
hydroxylace dvou prolinovych zbytki (P) a acetylace lysinového zbytku (K). Prolinové zbytky jsou zachovany i v HIF-2a a HIF-3a.
HIF-1o a HIF-2a také obsahuji dvé transaktivacni domény (C-TAD a N-TAD), zatimco HIF-1$ ma jen jednu TAD. U kazdé

podjednotky je zaznamenan celkovy pocet jejich aminokyselin (pfevzato z Ke and Costa 2006).

2.3. REGULACE HIF

Hladina HIF-a v buiice miize byt regulovana na irovni proteinu i na tirovni transkripce. Mnozstvi HIF
mRNA se zvySuje jiz pul hodiny po stimulaci bun€¢k hypoxii v buitkach hladkého svalu plicni artérie
(BelAiba et al. 2007).

2.3.1. Regulace na urovni proteinu

Za hlavni regulator mnozstvi HIF-a proteinu jsou povazovany prolyl hydroxylazy (PHDs). PHDs
potiebuji pro svou funkci vedle kysliku dalsi kofaktory, dvojmocné Zelezo a 2-0xo0-glutarat. Pfi hledani

bunécného senzoru kysliku se pomérné dlouho piedpokladalo, ze bude obsahovat hem. Mnohé



inhibitory hypoxické odpovédi totiz jsou schopné s touto strukturou interagovat. Nicméné tento
predpoklad byl vyvracen, kdyz byl jako tento senzor kysliku identifikovan PHD, ktery hem neobsahuje
(Epstein et al. 2001)

Za normoxickych podminek PHD hydroxyluji prolinové zbytky v ODDD, které se nachazeji
u HIF-1a v pozici Pro 402 a Pro 564, u HIF-2a se jedna o Pro 405 a Pro 531. Hydroxylované prolinové
zbytky rozeznavd von Hippel-Lindau protein (pVHL), ktery zprostiedkuje E3 ubiquitinizaci. Takto
oznacené HIF-a jsou nasledné degradovany 26S proteasomem. K degradaci vede hydroxylace alespon
jednoho z prolylt, na druhé stran¢ mutace jednoho prolylu HIF-a Casteéné stabilizuje (Epstein et al.
2001), (lliopoulos et al. 1996).

Za hypoxie tedy chybi prolylhydroxylazam kyslik jako kofaktor, nemohou hydroxylovat
prolinové zbytky v ODDD. Tim je znemoznéno navazani von Hippel-Lindau proteinu a nasledné
oznaceni HIF ubiquitinem vedouci k degradaci. Stabilizovny HIF-a se pfemisti do jadra, kde dimerizuje
S HIF-1p a mize zahajit svoji transkripcni aktivitu. Heterodimer vaze dalsi koaktivatory a naseda
na HRE. HRE (hypoxia responsive element) je péti nukleotidova sekvence RCGTG (R:A/G), ktera se
nachazi v blizkosti promotoru ¢i v enhanceru vétSiny cilovych gent HIF (Mole et al. 2009). Za hypoxie
dochazi k omezeni funkce PHD jest¢ dalsim zpisobem. PHD1 a PHD3 jsou prostiednictvim Siahl a
Siah2 ubiquitinovany a ur¢eny k proteozomalni degradaci (Nakayama et al. 2004).

2.3.1.2. Prolyl hydroxylazy PHD

Byly identifikovany tfi izoformy prolyl 4-hydroxylaz, které se podili na degradaci HIF-a, a to PHDI,
PHD2 a PHD3. Lisi se intenzitou, kterou hydroxyluji prolyly na v N-koncové nebo C-koncové Casti
ODDD, a hlavn¢ afinitou k jednotlivym HIF-a izoformdm. PHD1 a PHD3 hydroxyluji ¢astéji HIF-2a,
zatimco PHD2 nejucinnéji modifikuje HIF-10. Mnozstvi jednotlivych izoforem PHD se navic v riznych
tkanich 1isi (Rebecca J. Appelhoff and Ya-Min Tian 2004). Aktivita PHD2 a PHD3 je také indukovana
hypoxii a podili se tak zfejmé na zpétnovazebné regulaci mnozstvi proteinu HIF. Tento zajimavy jev byl
zjistén uz pii objevu prolylhydroxylaz (Epstein et al. 2001). Nové se ukazuje, ze prolyly ODDD HIF-1a
hydroxylazou PAH-TM nachézejici v membrané endoplazmatického retikula (Koivunen et al. 2007).

2.3.1.3. Degradace zavisla na pVHL

Bylo prokdzano, ze acetylace lysinového zbytku K532 v ODDD HIF-1a prispiva k interakci
mezi HIF-1a. a pVHL, ¢imz destabilizuje HIF-la. Tuto acetylaci provadi acetyl-transferaza (arrest-
defective-1, ARD1). Jeji aktivita neni pfimo ovlivnéna molekularnim kyslikem, ale mnozstvi jeji mRNA
i proteinu klesd béhem hypoxie (Joo-Won Jeong et al. 2002). Dalsi modifikaci HIF-a zprostiedkuje

tzv. (SUMO)ylaci realizovanou proteinem ,,small ubiquitin-like modifier. SUMOylace miZze ovlivnit



stabilitu HIF-1a jak pozitivné (Seong-Hui Bae et al. 2004), tak negativné (Cheng et al. 2007). Umoznuje
navazani pVHL, i kdyz HIF-1a neni hydroxylovan na prolinovych zbytcich (Cheng et al. 2007).

2.3.1.4. Ostatni proteiny ovlivitujici stabilitu HIF

Hladina HIF v buiice je ovlivnéna i jinymi faktory. Asocia¢ni faktor hypoxie (HAF, hypoxia associated
faktor nebo také SARTlg), ktery byl nalezen v proliferujicich a rakovinnych bunkach, zptsobuje
degradaci HIF-1a, na stabilitu HIF-2a nema vliv. Zda se, Ze HIF-1a je ubiquitinovan prostiednictvim
HAF nezavisle na hladin¢ kysliku v bunice (Koh, Darnay, and Powis 2008).

HIF-1a mize byt degradovan i dalsi cestou, opét nezavisle na PHD/pVHL (Ye V. Liu et al. 2007).
Receptor aktivované protein kinazy C (RACKI1) kompetuje s heat shock proteinem 90 (Hps 90).
Znemoznuje tak opravu proteinu HIF-1a pomoci Hps 90 a zptisobuje ubiquitinizaci a degradaci HIF-1a.

Dalsim proteinem, ktery aktivuje HIF-la degradaci je E3 ubiquitin ligaza (murine double
minute 2, MDM?2). Tato degradace je fizena p53 (Ravi et al. 2000).

Fosforylace HIF-1o Erk-MAP kinazou zvySuje jeho stabilitu. In vitro p42/p44 (téz Erk) a p38
kindzy fosforyluji HIF-lo . Inhibice téchto signalnich drah blokuje expresi HIF-1a cilovych gent
(Richard et al. 1999), (Sodhi et al. 2000).

2.3.2. Regulace transkrip¢ni aktivity
2.3.2.1. Koaktivatory transkripce cilovych genii HIF-1a a HIF-2a

Aktivaéni domény, N-TAD a C-TAD, podjednotek HIF-1a a HIF-2a jsou zodpovédné za vazbu
mnohych koaktivatort, které tvoti s HIF aktivni transkrip¢ni komplex. HIF-1 a HIF-2 maji mnoho
spole¢nych cilovych genil, existuji vSak specificky regulované geny pouze HIF-1 nebo HIF-2. Ac¢koliv
mechanismus této specificity neni zcela objasnén, predpoklada se, ze roli hraji strukturni rozdily
mezi TAD doménami jednotlivych izoforem. Koaktivatory transkripce vazané TAD doménami riznych
izoforem HIF se mohou lisit. Zda se, ze N-TAD doména, odpovida za piepis specifickych cilovych gent
HIF. Zatimco C-TAD doména umoziuje piepis spolecnych cilovych gent (Cheng-Jun Hu et al. 2007).

Hlavnim a nejvice probaddanym koaktivatorem transkripce cilovych geni HIF je p300 a jeho
homolog CREB vazebny protein [(CAMP response element- binding protein)-binding protein, CBP]
(Arany et al. 1996). Koaktivatory p300/CBP po své vazbé na C-TAD HIF-a podjednotky
zprostiedkovavaji vazbu dalSich koaktivatorti. Tyto koaktivatory jsou nezbytné pro acetylaci histond,
polymerazu II (Feng Wang et al. 2010).

Kromé ovlivnéni stability HIF-a podjednotky je vyznamnd i regulace jeji transkripcni aktivity

kterou realizuje factor inhibujici HIF (FIH). FIH se vaze tésné pied C-TAD do inhibi¢ni domény, ale



pro svoji optimalni vazbu vyzaduje pfitomnost C-TAD. (Mahon, Hirota, and Gregg L. Semenza 2001).
FIH je asparagin hydroxyldza a stejné jako ostatni hydroxylazy vyzaduje pro svou funkci Fe®,
2-oxoglutarat a molekularni kyslik. Za normoxie hydroxyluje asparagin v C-TAD domén¢ HIF-a
(Asn 851 v HIF-2a, Asn 803 v HIF-1a), a tim znemoziuje navazani kofaktoru p300 na HIF (Lando,
Peet, Gorman, et al. 2002), (Lando, Peet, Whelan, et al. 2002). Byly prokazany i vzajemné interakce
mezi HIF, FIH a pVHL. Tento komplex také snizuje transkripéni aktivitu HIF, mozna vlivem
deacetylace histon (Mahon, Hirota, and Gregg L. Semenza 2001).

Transkripéni aktivita HIF muze byt ovlivnéna i pozitivn€. S-nitrozylace podjednotky HIF-1a
na cysteinu 800 piispiva ke zvyseni transkripcni aktivity HIF-1. Na cysteinu touto modifikaci dochazi
ke zméné rozlozeni naboju, a ziskava tak hydrofoébni charakter, ktery usnadnuje vazbu p300 na HIF-1.

S-nitrozylace probiha v zavislosti na produkci NO bunikou (Yasinska and Sumbayev 2003).

3. HIF A CILOVE GENY

Proteiny HIF reguluji na dvé sté gent (Ortiz-Barahona et al. 2010). Zde bude ptedstavena jen cast

zZ nich, ktera se podili na hlavnich mechanismech ochrany pii hypoxii.

3.1. ZVYSENI DOSTUPNOSTI KYLIKU V ORGANISMU

Erythropoetin (EPO) je hlavni rastovy faktor kontrolujici mnozstvi Eervenych krvinek. Tento
glykoprotein se vaze na EPO receptor na progenitorovych bunikach ¢ervenych krvinek v kostni dfeni.
Vazba vede k dimerizaci receptort a spousti JAK/STAT kindzovou kaskadu, ktera stimuluje piezivani a
diferenciaci bun€k. Pravé vyzkum EPO vedl k objeveni transkrip¢niho faktoru ovlivnéného hypoxii
HIF-1 (G L Semenza and G L Wang 1992). V dospé¢losti je ale produkce EPO ovlivnéna hlavné HIF-2
(Gruber et al. 2007). HIF-1 sice nemuze zastoupit HIF-2 v produkci EPO, ale podili se na tvorbé&
Cervenych krvinek jinym zpusobem. Reguluje proteiny zodpovédné za vstiebavani Zeleza a jeho
uvoliovani z bun€k a pfesun do kostni diené, kde je nutny pro syntézu hemoglobinu. HIF-1 zvySuje
transkripci ceruloplasminu (Mukhopadhyay, Mazumder, and Paul L. Fox 2000), transferrinového
receptoru (Tacchini et al. 1999) a transferrinu (Rolfs et al. 1997), naopak reprimuje hepcicidin
(Peyssonnaux et al. 2007). Za expresi transportéru dvojmocnych iontd 1 (DMT1) v duodenu, kterym je
absorbovano zelezo, je ale vyhradné zodpoveédny HIF-2 (Mastrogiannaki et al. 2009).

Cervené krvinky ovliviiuji dodavku kysliku v celém organismu, jejich tvorba tedy piedstavuje

systémovou odpoveéd’ na hypoxii. Naproti tomu angiogeneze zvysuje ptisun kysliku jen do urcité oblasti,



kde je aktivovana. Za ivodni aktivaci endotelialnich bun¢k je zodpovédny ristovy faktor endotelia cév
(VEGF), ktery je indukovany HIF-1 (Forsythe et al. 1996) i HIF-2 (Akeno et al. 2001). VEGF receptor
se ale zda byt aktivovan jen HIF-2 (Elvert et al. 2003). K tvorbé funk¢nich cév ovSem nesta¢i jen
VEGF. HIF-1 reguluje expresi kritickych angiogennich riistovych faktord (PLGF, ANGT, PDGFB) a to
jesté v zavislosti na typu bunky (Kelly et al. 2003). HIF-1 také aktivuje SDF-1 (stromal cell-derived
factor-1) i jeho receptor CXCR4 v endotelialnich buiikach. Exprese SDF-1 ptitahuje volné cirkulujici
buitkky s CXCR4 do hypoxické tkan¢ a vede kjejich zahnizdéni, tim se oba proteiny podili
na angiogenezi (Ceradini et al. 2004), (Schioppa et al. 2003).

3.2. METABOLISMUS A HIF

3.2.1. Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vzhledem k neparovému elektronu ve valen¢ni vrstvé velmi
reaktivni. Plsobenim ROS muiZe dojit k poSkozeni DNA, oxidaci nenasycenych mastnych kyselin
membranovych lipidi a aminokyselin v proteinech. Finalni koncentrace ROS buiice je vysledkem jejich
produkce a kapacity antioxidacnich systému. Vétsina ROS v buiice je produkovana vedle NADPH
oxidazy, komplexy I a III dychaciho fetézce, proto jsou hlavné mitochondrie nachylné k oxidativnimu
poskozeni. Ur¢ita hladina ROS je v bufice béZzné pfitomna a v bezprostiedni pfimétené reakci na hypoxii
mohou mit i protektivni Gi¢inek (ptevzato z Halestrap, Clarke, and Khaliulin 2007), ale jejich nadmérna
akumulace vede k poskozeni butiky, proto je potieba jejich mnozstvi regulovat. Aktivace HIF umozni
vyménu podjednotky cytochrom c¢ oxidazy COX4-1 za COX4-2. Cytochrom c¢ oxidaza je IV.
komplexem dychaciho fetézce, ktery umoznuje predavat elektrony z cytochromu ¢ na kyslik za vzniku
vody. Vyménou jeho podjednotky se buné¢né dychani ptizptisobi nedostatku kysliku, zvysi se syntéza
ATP a omezi uvolnovani H,0, (Fukuda et al. 2007) Tato vymeéna je realizovana indukci exprese COX4-
2 proteiny HIF-1 i HIF-2 a soucasnou HIF-1 aktivaci exprese mitochondridlni protedzy LON, ktera
degraduje COX4-1 (Fukuda et al. 2007). Dalsim HIF-2 regulovanym genem je frataxin. Frataxin je
chaperonem mitochondridlni aconitazy a chrani ji pfed oxidativnim stresem (Oktay et al. 2007), coz
prispiva ke spravné funkci citratového cyklu. Kromé toho je HIF-2 transkripénim faktorem pro obé
izoformy superoxid dismutazy (Sod2, Sod1l), glutathion peroxidazu (Gpx1) a catalazu (Cat ). Superoxid
dismutdza ptreménuje superoxidové radikaly na peroxid vodiku, ten je pak zpracovan katalazou na vodu
a molekulu kysliku nebo glutathion peroxiddzou na vodu. Delece HIF-2 proto vede ke zvysenému
oxidativnimu stresu bunék (Scortegagna et al. 2003). Hemoxygenaza 1 (HO-1), cilovy gen HIF-1 (Patty

J. Lee et al. 1997), degraduje pro-oxidativni hem na kysli¢nik uhelnaty, ionty Zeleza a biliverdin,



pfeménovany na antioxidativni bilirubin. HO-1 tedy také zmiriiuje oxidativni poskozeni bunék (Yet et

al. 2001).

3.2.2. Glykolyza

Dalsi mozny zptsob, jak branit vzniku ROS, je omezit praci mitochondrii. Dychaci fetézec za hypoxie
navic ztraci efektivitu, a je potieba ziskavat energii alternativnim zplsobem - glykolyzou. ZvySeny
piisun glukozy do bunky zajistuji obé izoformy HIF-a aktivaci exprese glukdézového transportétu
(GLUT) (Ebert, Firth, and Peter J. Ratcliffe 1995), (Raval et al. 2005). Geny glykolyzy jsou vSak
vyhradné aktivovany HIF-1, ktery také podporuje pfeménu pyruvatu na laktat aktivaci transkripce laktat
dehydrogenazy (Cheng-Jun Hu et al. 2003) a brani vzniku acetylu-CoA. Stejné tak kindza pyruvat
dehydrogenazy (PDK1), cilovy gen HIF-1, fosforyluje podjednotku pyruvat dehydrogenazy, inhibuje
tak jeji Cinnost a brani pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA. Acetyl-CoA vstupuje do citratového cyklu
v mitochondriich, kde jeho zpracovani umoziuje syntézu ATP. Expresi PDK1 je tedy omezena ¢innost
mitochondrii, spotfeba kysliku oxidativni fosforylaci a vznik ROS. HIF-1 navic pii dlouhodobéjsi
hypoxii navozuje autofagii mitochondrii aktivaci exprese BNIP3, ktery v tomto procesu hraje nezbytnou
roli (Huafeng Zhang et al. 2008).

3.3. GENY REGULOVANE HIF-2

Stejné jako HIF-1 specificky reguluje geny glykolytického metabolismu, existuji i geny regulované
pouze HIF-2. V rakovinnych bunkach ledvin vyhradné¢ HIF-2 aktivuje cyklin D1, TGFa a VEGF.
Cyklin D1 je dilezity pro pifechod z G1 do S faze bunééného cyklu, TGF a VEGF jako ristové faktory
také vedou k bunééné proliferaci (Raval et al. 2005). Specificka regulace VEGF a TGFa aktivaci HIF-2
byla potvrzena i u embryondlnich bun¢k. Navic zde byl identifikovan i dal$i gen Oct4 indukovany
HIF-2, jehoz proteinovy produkt brani diferenciaci embryondlnich bunék a udrzuje pluripotenci
blastocytd (Covello et al. 2006).

HIF-1 a HIF-2 nejsou vzajemné zastupitelné, zaroven ale jejich role nejsou jasné oddéleny. Bylo
zjisténo, ze skupina genid regulovanych preferencné HIF-1 nemé ve svém okoli Zadnou nukleotidovou
sekvenci, kterd by je vyrazné€ odliSovala od skupiny genii specifickou pro HIF-2. Vliv bude mit spiSe
struktura chromatinu, a tedy pfistupnost gent pro transkripéni faktory (Mole et al. 2009). Podle jiné
teorie roli hraje pomér HIF-1 a HIF-2 vbuice (Holmquist-Mengelbier et al. 2006). Jak uz bylo
zminéno, odliSnosti mezi cilovymi geny proteini HIF mohou byt vysvétleny i kooperaci HIF
s rozdilnymi transkripénimi faktory. I proto je mozné, aby se aktivita HIF liSila v zavislosti

na bunééném typu a podminkéach. Napiiklad VEGF v nékterych bunéénych typech neni regulovan



HIF-1 a HIF-2 maze za urcitych podminek ptepisovat PGKI, glykolyticky gen, regulovany, jak se
véfilo, pouze HIF-1 (Holmquist-Mengelbier et al. 2006).

4. HIF A SIGNALNI DRAHY

Hypoxie zasahuje do mnoha bunéénych signdlnich drah a mnoho téchto intervenci je zprostfedkovano
ptimo aktivaci HIF. Zajimavou ukazku, jak HIF zasahuje do buné¢né odpovédi na IGFs (insulin-like
growth factors) nedavno piinesli Ren a kol. Aktivace IGF receptoru je signalem pro déleni a diferenciaci
bungk, brani apoptodze a chrani buiiku ve stresovém prostiedi, napt. pfi nizkém pH, osmotickém stresu,
nedostatku zivin a hypoxii. AvSak odpovéd’ bunky na stimulaci IGF zavisi na okolnich podminkach.
Za normoxie IGF indukuje diferenciaci myoblastt, za hypoxie ovSem vede k jejich proliferaci (Hongxia
Ren, Accili, and Duan 2010).

4.1. RUSTOVY FAKTOR INZULINU (IGF)

Vazba IGF na membranovy receptor (IGF1G) aktivuje dvé hlavni signalni drdhy. IGFIR je tyrozin
kinazovy receptor, po navazani IGF dochazi k autofosforylaci a vazbé adapterovych proteind, které
umozni vazbu a aktivaci Ras. Ras se vaze na Raf a svou vazbou ho aktivuje. Raf je kindza schopna
fosforylovat a aktivovat MEK, MEK pak fosforyluje MAPK. Pusobeni IGF je tedy V burce
zprostiedkovano klasickou MAP kinazovou drahou, sérii fosforylaci ptes proteiny Ras-Raf-MEK1/2 az
k fosforylaci a aktivaci Erk1/2 MAP kinazy (extra-cellulat-signal-regulated kinase). IGF aktivuje i dalsi
proteiny MAPK rodiny a to p38 a JNK (obr. 2) (pfevzato z Arunee Hematulin 2010).

Obr. 2 Schéma aktivace IGF1 receptoru a naslednych
signalnich drah. IGF1R aktivovany svym ligandem
(IGFs) stimuluje intracelularni signalizaci a reguluje tak
proliferaci a bunétné piezivani. Pro bunécnou odpoveéd’
na aktivaci IGFIR jsou kliové signalni drahy Ras-Raf-
MEK-Erk a PI3K-Akt. Dv&é mitogeny aktivované
proteinové (MAP) kindzy, p38 a JNK, jsou také
aktivované vazbou IGF-1 na receptor. MAP kinazy

ovliviiuji preziti, diferenciaci, proliferaci i apoptézu

bunky. Signalizace PI3K-Akt drahou ovliviiuje translaci
\ ¥ proteint, bunééné prezivani, proliferaci a metabolismus
_Su proderstion P Oedie | Seos glukézy (prevzato z Arunee Hematulin 2010) .
Apoptosis proliferation



Druhd draha indukovana IGF byva oznacovana jako PI3K-Akt-mTOR. PI3K (phosphatidyl
inositol 3-kinase) je aktivovana v disledku vazby IGF na receptor a svou Cinnosti zvySuje lokalni
koncentraci PIP; v plazmatické membrané které maji schopnost vazat protein kindzu B (Akt) i PDK
(phosphoinositide-dependent kinase). PDK v této situaci fosforyluje Akt, a tim ji aktivuje. Aktivovana
Akt fosforyluje a inaktivuje pro-apoptotické proteiny napi. ¢lena Bcl-2 rodiny protein Bad ¢i kaspazu.
Akt mimo jiné aktivuje protein MDM?2, ktery ubiquitinuje p53 a tim da signal k jeho degradaci. p53
vede k apoptoze, zastaveni bunééného cyklu nebo senescenci (pievzato z Arnold J Levine et al. 2006).
Aktivovana Akt téz fosforyluje hexokinazu 2 (HKII), ktera je pod pitimou transkripéni kontrolou
HIF-1(Riddle et al. 2000). Fosforylace HKIl vede Kk jeji asociaci s VDAC pérem na vnéjsi
mitochondrialni membrané, coz pfimo zabranuje aktivaci apoptézy u izolovanych kardiomyocytl
(Miyamoto, A N Murphy, and J H Brown 2007).

Akt také vede pres fadu kroku kaktivaci mTOR (mammalian target of rapamycin). Akt
fosforyluje a inaktivuje Tsc2 (tuberous sclerosis protein). Tsc2 by vytvofil komplex s Tscl, ktery
funguje jako GAP — stimuluje specifické GTPazy. Tsc1l-Tsc2 komplex stimuluje GTPazovou aktivitu
GTP vazebného proteinu Rheb a tim ho inaktivuje. Akt tedy brani inaktivaci Rheb, ktery nasledné mutize
aktivovat TOR kinazu (obr. 3) (pfevzato z Arnold J Levine et al. 2006).

TOR kinaza pfispivé k fosforylaci 4EBP, ten zfejmé diky zméné néboje Zpﬁsobené fosforylaci uz

------

MRNA s ¢epickou (Brunn et al. 1997). TOR kindza fosforyluje i S6 kindzu, kterd modifikuje
ribozomalni protein S6 a reguluje fadu transkripénich faktort (Burnett et al. 1998). TOR také vede,
ptes protein fosfataizu 2A (PP2A), k defosforylaci Serl5 proteinu p53 (Kong et al. 2004) a tim

»zhecitlivuje® p53 vuci signaltim, které by mohly vést k apoptoze.
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Obr.3 Interakce mezi p53 signalni drahou a
drahami IGF-1-Akt-mTOR. p53, IGF-1 a mTOR
signalni drahy jsou aktivovany stresovymi

podminkami,  metabolickymi  signadly a
rustovymi faktory. Kazda z téchto drah obsahuje
centralni uzel (p53-MDM2, IGF-1-Akt, Tscl-
Tsc2-mTOR), ktery rozhoduje mezi riznymi
efekty  jejiho

pusobeni. Dréhy se,

prostiednictvim  proteini, v téchto uzlech
vzajemné ovliviiuji a tak koordinuji sviij dopad
na bunéfnou odpovéd (pievzato z Arnold J

Levine et al. 2006).



4.1.2. Vliv hypoxie na pusobeni IGF

Hypoxie zasahuje do signalnich drah aktivovanych IGF a meéni tak reakci bun€k na jeho pritomnost.
Za normoxie vede IGF k diferenciaci myoblastl, za hypoxie ovsem zpisobuje jejich proliferaci. Autofi
¢lanku (Hongxia Ren, Accili, and Duan 2010) nejdiive zkoumali vliv hypoxie na PI3-Akt-mTOR
signalni drahu. Na bunéném modelu zjistili, Ze hypoxie prostfednictvim HIF-1 vyrazné snizuje
fosforylaci Akt indukovanou IGF, a tim i aktivitu tohoto proteinu. K fosforylaci Akt ovSem dochazi
pusobenim IGF béhem normoxie. Snizeni aktivity Akt nasledné snizi i aktivitu mTOR. Pisobeni mTOR
by vedlo k bunééné diferenciaci. Tato signalni draha neovlivituje bunécné déleni.

Hypoxie ovliviiuje i MAP kinazové drahy. IGF plsobi fosforylaci Erk i za normoxie, ovSem
za hypoxie je mnozstvi IGF aktivovanych Erk mnohem vétsi a tato aktivace je trvalejsi. I v Erk signalni
kaskadé je ucinek hypoxie zprostiedkovan HIF-1. Inhibice Erk vede k diferenciaci bun¢k a snizuje
proliferaci bun€k nijak neovlivnénych 1 stimulovanych IGF. Lze tedy predpokladat, Zze Erk
zprostiedkovava proliferaci bun¢k indukovanou IGF a pusobi proti diferenciaci bun¢k pod vlivem IGF
(Hongxia Ren, Accili, and Duan 2010).

p38 MAP kindzova signalni kaskada mé nezbytnou roli pfi diferenciaci myoblastli. Navozeni stalé
aktivace p38 vede k vyssi diferenciaci za normoxie i hypoxie a rusi prolifera¢ni G¢inek IGF za hypoxie.
Hypoxie podstatné snizuje aktivitu p38, coz méni bunéénou odpovéd na IGF =z diferenciace
na proliferaci. V tomto pfipadé nebyl vliv HIF-1 zkouman (Hongxia Ren, Accili, and Duan 2010).

Autofi ¢lanku (Hongxia Ren, Accili, and Duan 2010) nastifiuji i mozné mechanismy, kterymi
hypoxie muiize ovlivnit signdlni drahy IGF. Hypoxie muze snizit aktivitu mTOR dvéma zpisoby.
Mezi cilové geny HIF patii protein regulovany béhem vyvoje a v odpovédi na poskozeni DNA
(REDD1, regulated in development and DNA damage responses 1), ktery umozni vznik Tsc2-Tscl
komplexu, tento komplex potlaci schopnost Rheb aktivovat mTOR (Wolff et al. 2011). Druhy zpisob
neni zprostiedkovan HIF. Nedostatecné mnozstvi kysliku, konecného akceptoru elektrond pii bunééném
dychani, vede k neefektivnimu vyuzivani energetickych substrati a ke zvyseni AMP v bunice. AMP je
koaktivatorem AMP-aktivované kinazy (AMPK), kterd fosforyluje a aktivuje Tsc2, coz opét vede
ke snizeni mnozstvi aktivovaného mTOR (Liping Liu et al. 2006). Existuje jesté tfeti moznost, také
nezavisla na HIF. Hypoxie zvySuje mnozstvi PML (promyelocytic leukaemia tumour supressor), ktery
se piimo vaze na mTOR a znemozni mu interakci s Rheb (Bernardi et al. 2006).

AMPK by celou signalni kaskadu mohla ovliviiovat jesté dalsi cestou. AMPK zvysuje stabilitu
p53 (Z. Feng 2005). Cilovymi geny p53 jsou PTEN a Tsc2 (Z. Feng 2005). PTEN blokuje PI3K-Akt-
mTOR drahu hned na zac¢atku plisobenim na PI3 kindzu. Funkce Tsc2 jiz byla podrobnéji vysvétlena,
snizuje aktivitu mTOR.

Potlaceni aktivity mTOR vede k aktivaci Erk. Roli v tom ziejm¢ hraje PI3K, ktera je spojovana
s aktivaci Ras a tim padem i celé signalni drahy Ras-Raf-MEK-MAPK (Carracedo et al. 2008).
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4.1.3. DalSi zapojeni PI3K-Akt drahy

PI3K-Akt drdha ale mtze byt prosttednictvim HIF i aktivovana, jako jeden z kardioprotektivnich
mechanismi indukovanych stfidanim kratkodobé ischemie s obnovenim pritoku krve (preconditioning).
Jeji funkce je nezbytna v prvnich okamzicich po reperfuzi (Tsang et al. 2004), kdy roste produkce ROS.
Za hypoxie se zvySuje mnozstvi adenosinu. HIF-1 zajistuje expresi cd73, 5’-ektonukleotidazy
produkujici extracelularné adenosin, a A2B adenosinového receptoru (Eckle et al. 2008). Adenosin
se vaze na receptory spojené s trimernim G-proteinem, aktivuje fosfolipazy C a D, které tvoii IP3; a
DAG. To vede k aktivaci protein kinazy C (PKC). Mezi tim ptisobenim opioidu a bradikininu dojde
k aktivaci PI3K-Akt drahy. Cinnost Akt umozni aktivaci NO syntazy (NOS, nitric oxide synthase),
tvorbu NO a ta zas vede k aktivaci PKG. Piitomnost PKG a PKC je dulezita pro otevieni Karp kanalu
na vnitfni mitochondridlni membrang. Tokem K* dojde Kk ¢aste¢né alkalizaci a ke sniZeni
transmembranového potencialu (pfevzato z Michael V Cohen and Downey 2008). Niz§i potencial
ziejm¢ znesnadiuje otevieni mitochondridlniho poru (mPTP, mitochondrial permeability transition
pore), které by mohlo vést az k bunééné smrti (Murata et al. 2001). Zména potencialu zaroven vyusti
ve zvySenou tvorbu ROS. Ty pak také podporuji aktivaci PKC (ptevzato z Michael V Cohen and
Downey 2008) a zaroven inaktivuji PTEN, negativni regulator PI3K-Akt signalni drahy (Cai and Gregg
L. Semenza 2005). PI3K draha a aktivace PKC pak vedou k fosforylaci a inhibici GSK3p (glykogen
synthese kinase 3p3), coz opét omezuje otevieni mPTP (Juhaszova et al. 2004).

Tato signalni draha také pozitivné ovlivituje HIF. Ristové faktory NO a EPO mohou aktivovat
PI3K-Akt drahu a diky ni stabilizovat HIF-1a. I kdyZ se zd4, ze samotna aktivace drahy neni nezbytna
ani dostacujici k vyznamné regulaci HIF-1a (Arsham et al. 2002). Jednim z moznych mechanismu je
destabilizace PHD, proteinu, ktery negativné reguluje HIF. Prostfednictvim PI3K-Akt signalni drahy
se zvySuje mnozstvi Siah2 mRNA v bunice (Nakayama, Qi, and Ze’ev Ronai 2009), ktery je, v reakci
na cytokiny nebo stimulaci UV, fosforylovin MAPK kinazou p38 (Khurana et al. 2006). Tato

fosforylace umozni Siah2 efektivnéji vazat ubiquitin na PHD3 a piedurcit ho tak k degradaci.

4.2. TRANSKRIPCNI FAKTORY A HIF

4.2.1. p53

p53 je zndmy nadorovy supresor, ktery byva poskozen v poloving vSech typi lidskych nadori a mnoho
dalsich ma Spatné regulovany néktery z proteini p53 signalnich drah. Hladina p53 je za normélnich
okolnosti v bunice nizka, ma totiz velice kratky polocas rozpadu 6-20 min. K jeho stabilizaci ale vede

Siroka skala stresovych signall, kromé hypoxie i poSkozeni DNA, nedostatek energie, aktivace
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onkogentl, ptitomnost ROS a proteint teplotniho Soku. p53 plisobi jako transkripcni aktivator i represor.
Jeho aktivace vede k apoptoze, zastaveni bunééného cyklu ¢i senescenci. Pasobi také na opravu DNA,
ovliviiuje angiogenezi a zasahuje IGF-mTOR signalni drahy (pfevzato z A J Levine, W Hu, and Z Feng
2006).

Protein p53 obsahuje nékolik funkénich domén. Patii mezi né N-koncova aktivacni doména,
oblast bohata na prolin, centrdlni DNA vazebnd doména, jadernd lokaliza¢ni sekvence a C-koncova
regulacni doména. VSechny tyto funkéni domény podl€haji posttranslacnim modifikacim, coz
samoziejmé ovliviiuje chovani proteinu (pfevzato z Boehme and Blattner 2009).

Ackoliv regulace p53 zacinad uz na urovni translace (Takagi et al. 2005), mnozstvi p53 je
nejpodstatnéji ovlivnéno proteozomalni degradaci, ke které je pS3 piedurcen polyubiquitinaci. Dodnes
MDM2 muze p53 mono- i polyubiquitinovat. Polyubiquitinace vyzaduje vy$§i mnozstvi MDM2 a
spolupraci p300, je signalem pro degradaci v jadie, zatimco monoubiquitinace je nezbytny signal
pro export p53 z jadra (Muyang Li et al. 2003), (Grossman et al. 2003). p53 podléha i celé fadé dalsich
modifikaci, muze byt fosforylovan, acetylovan a methylovan (pfevzato z Boehme and Blattner 2009).

To dava moznost upravit funkci p53 v zavislosti na rozdilnych stresovych podmétech i na bunééném
typu.
4.2.1.2. Transkripcni aktivita p53 za hypoxie

Za hypoxie je pomoci p53 regulovan podobny set gend, jako pfi zvySeném mnozstvi NO (Staib et al.
2005). Naopak Vv porovnani s poskozenim DNA hypoxie umoziuje p53 jeho cilové geny spise
reprimovat nez aktivovat (Koumenis et al. 2001). Za hypoxie se sice p53 vaze do promotoru svych
cilovych gend, ale neni schopen zajistit jejich transkripci (Krieg, Hammond, and Amato J. Giaccia
2006). Tento funk¢ni rozdil byl vysvétlen posttranslacni modifikaci p53 hypoxii. Ackoliv poskozeni
DNA i hypoxie p53 stabilizuji, hypoxie neumoziiuje, aby byl p53 acetylovan proteinem p300. Funkce
p300 je nezbytna pro transkrip¢ni aktivaci proteinem p53. Prepoklada se, Ze acetylace lysinti na C-konci
proteinu p53 odhali DNA vazebnou doménu p53 a zvySuje jeho schopnost aktivovat transkripci.
Hypoxie naopak podporuje vazbu p53 s transkripénim represorem mSin3A, ktery také interaguje
S deacetylazami histonti (HDAC). Ty plisobi kondenzaci DNA v promotoru cilovych genti, a tim brani
jejich prepisu. Inhibice HDAC a tedy genové represe blokuje apoptoézu zpisobenou p53 za hypoxie.
Apoptoza indukovana p53 za hypoxie se tak zda byt zptisobena genovou represi (Koumenis et al. 2001).
genl a vic nez polovina z nich je regulovana pozitivné (Staib et al. 2005). Takze funkce p53 zdaleka

neni zaloZena jen na genoveé represi.
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4.2.1.3. Regulace p53 za hypoxie

Hypoxie stabilizuje p53 zavisle i nezavisle na HIF. V buikach oSetfenych kobaltem nebo
desferrioxainem je stabilizovan HIF a polocas rozpadu p53 se zde zvétsil z 25 min na vic nez dvé
hodiny. Mnozstvi p53 mRNA ovlivnéno nebylo. Autofi také zjistili, ze p53 a HIF-la se nachazi
ve stejném komplexu proteinti, a pravé tuto interakci pokladaji za mozny duvod stabilizace p53 (An et
al. 1998). Role HIF-2 v tomto ¢lanku zkoumana nebyla, nicméné v takto postaveném pokusu ji nic
nevylucuje.

p53 je ale podstatngji stabilizovan v buné¢éné kultufe az za velmi vazné hypoxie hraniCici s anoxii
(0,02 % O,). Protoze HIF se v bufice objevuje jiz za mirnéjsi hypoxie, je pravdépodoné, Ze p53 je
stabilizovan hypoxii i nezavisle na HIF. Hypoxie aktivuje ATR kindzu, ktera fosforyluje p53
na serinu 15 a tim jej aktivuje. Tato modifikace chrani p53 pted vazbou MDM2 a naslednou ubiquitinaci
a degradaci p53 (Hammond et al. 2002). Hypoxie navic snizuje mnozstvi MDM2 v buiice, coz
samoziejme také prispiva ke stabilizaci p5S3. Hladina MDM2 mRNA vsak hypoxii ovlivnéna neni, takze
k regulaci nedochazi ovliviiovanim transkripce (Koumenis et al. 2001).

Aktivace HIF-1 i HIF-2 muze v konkrétni situaci vést i k potlaeni p53 a jim plisobené apoptozy.
HIF snizuji aktivaci p53 chemoterapeutiky a poskozenim DNA. Pravdépodobné ale ptisobi neptimo.
HIF svymi protektivnimi €inky snizuji hladinu ROS. A protoze pravé ROS ptipivaji ke stabilizaci p53,
je toto povazovano za hlavni mechanismus negativni regulace p53 proteiny HIF (Rohwer et al. 2010),
(Bertout et al. 2009).

Na druhé strané p53 ovliviiuje stabilitu HIF indukci MDM2. Kromé toho, Ze tato ubiquitin ligaza
zpétnovazebné reguluje stabilitu p53, mize modifikovat HIF-1a, a oznacdit ho tak k degradaci (Ravi et
al. 2000). Tento mechanismus se ale pravdépodobné neuplatiiuje V hypoxickych podminkach.
Za hypoxie nedochazi ke zvyseni transkripce MDM2 a mnozstvi proteinu je dokonce snizovano, ziejme
vlivem posttranslacnich modifikaci (Koumenis et al. 2001). MDM2 navic nemusi vést k degradaci HIF
vzdy. V bunkach, které exprimuji HIF konstitutivn€, negativni regulace MDM2 zptisobuje pokles
mnozstvi HIF-1a i HIF-2a (Carroll and Ashcroft 2008).

p53 ovSem mize zpusobit ubiquitinaci a degradaci HIF-1a i nezavisle na MDM2. Ubiquitin ligaza

zodpovédna za tento proces ale zatim neni znama (Choy et al. 2010).
4.2.1.4. Interakce p53

p53 zasahuje do mnoha signalnich drah a je jimi také zpétné ovliviiovan. Uz byly zminény jeho
interakce se signalni drahou PI3K-Akt-mTOR. Po té, co je stabilizovan v zavislosti na poSkozeni DNA
nebo nedostatku energie v bunce, snizuje mnozstvi aktivniho mTOR, coZ zastavi bunéény rist a vede

k autofagii bunky (pievzato z Z. Feng 2005).
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Mezi kinazami modifikujicimi p53 jsou i vySe zminéné MAP kindzy. Vzhledem k mnoha
moznostem posttranslaénich Uprav p53, je skoro jisté, ze konec¢ny efekt p53 v buice bude zalezet
na mnoha faktorech. Proto je obtizné Cinit obecné zavéry. Nicméné se zda, ze p38 a JNK po aktivaci
stresovymi podminkami protein p53 stabilizuji a aktivuji. Ackoliv je Erk aktivovan rastovymi faktory,
alesponn v urcitych situacich aktivuje p53 a zastavuje tak bunécny cyklus nebo zplisobuje apoptozu

(ptevzato z Gen Sheng Wu 2004).

4.2.2. NF-xB

Nuklearni faktor kappa B je nazev pro celou rodinu transkrip¢nich faktori, do které patii proteiny RelA
(p65), RelB, RelC, NF-kB1 (ve varianté p105 nebo p50) a NF-kB2 (ve varianté p100 nebo p52). p105 a
p100 mohou byt ¢aste¢né degradovany do forem p50 a p52, a tim aktivovany. Ale ani ve formé p50 a
p52 proteiny neobsahuji aktivacni doménu. Aby mohly aktivovat transkripci, museji vytvofit
heterodimer s jednou ze zbyvajicich tii podjednotek (RelA, RelB, RelC). Monomery p50 a p52 tvoii i
homodimery schopné vazby na DNA, ale K transkripci ptislusného genu dojde az po jejich vyméné

za NF-xB s aktiva¢ni doménou.
4.2.2.1. Funkce a regulace

Role NF-«xB v buiice neni jednoznac¢na. Reguluje geny, které se podili na imunitni odpovédi, na procesu
oxidativniho vzplanuti a rozhoduji o apoptoze (pfevzato z Lugman and Pezzuto 2010). Ackoliv
mezi cilovymi geny NF-«xB jsou i anti-apoptotické geny pro Bcl-xL a Bcl-2, pusobeni NF-«B nevede
vzdy k preziti bunék.

Aktivace NF-kB je stimulovana mnoha podméty. Mezi né patii té€lu vlastni i cizorodé latky, ale
také fyzikalni a chemicky stres. Uz téméf dveé desetileti je znamo, ze NF-kB je stimulovéan i hypoxii
(Koong, E Y Chen, and A J Giaccia 1994). NF-xB ma i vtomto piipad¢ protichidné efekty.
V nékterych situacich bunky chrani, jindy ptisobi proapoptoticky.

Dopad pusobeni NF-kB se mize lisit dokonce i ve stejné tkani v reakci na stejny podnét jen
v riznych Casovych expozicich. Nepfiméfend hypoxie a ischemie vede béhem perinatdlniho obdobi
k poskozeni mozku. Pusobi aktivaci NF-kB ve dvou vlnach, prvni od 0,5 do 6 hodin po plsobeni
hypoxie-ischemie a druha az po 24 hodinach. Zatim co inhibice NF-kB v prvni vIiné aktivace neurony
chrani, inhibice druhé viny zvétsuje poskozeni mozku (Nijboer et al. 2008).

Piikladem buné¢k, kde NF-kB puisobi protektivng, jsou srde¢ni fibroblasty. Srde¢ni fibroblasty jsou
pusobenim hypoxie méné zranitelné nez myocyty nebo jiné fibroblasty. Hraji roli pfi regeneraci
poskozenych mist a jsou dulezité pro zachovani strukturni a funk¢ni integrity myokardia. Jejich

odolnost proti stresu je tedy klicova. V srde¢nich fibroblastech hypoxie vede k aktivaci NF-«B,
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konkrétn¢ dimeru p65/p50. NF-kB brani apoptdze aktivované hypoxii, pravdépodobné aktivaci
anti-apoptotického cIAP-2 (Sangeetha et al. 2011).

Naopak inhibice NF-kB zmiriiuje nasledky ischemicko-reperfuzniho poskozeni, kdy obnoveni
krevniho zasobeni tkané po ischemii pusobi oxidativni vzplanuti a apoptdzu, tedy dalsi poskozeni tkane.
NF-kB jako transkripéni faktor odpovédny za tvorbu cytokini, medidtori oxidativniho vzplanuti a
apoptozy, patrné prispiva k tomuto poskozeni. Jeho inhibice zmensSila velikost infarktu a castecné
odvratila apoptozu (Yong Sook Kim et al. 2010).

Presto, ze je aktivace NF-kB ovliviiovana mnoha latkami a vlivy, vétsina z nich ptisobi pies dvé
hlavni signalni drahy (obr. 4). Kanonicka, nebo také klasicka signalni draha, je aktivovana naptiklad
cytokiny, lipopolysacharidy a antigeny. Pokracuje ptes rodiny proteini TRAF a RIP, které aktivuji
proteinovy komplex Ik kindz (IKK) obsahujici dvé kinazové podjednotky IKKa a IKKp a regulacni
podjednotku NEMO (NF-kB essential modulator). Aktivace IKK vede k fosforylaci, ubiquitinaci a
degradaci IkB, ktery stabilizuje NF-kB dimer v cytoplasmé svoji vazbou. Degradace IkB tedy vede
k uvolnéni NF-kB, umozni jeho posttransla¢ni modifikace a vstup do jadra. Do rodiny IkB patii IkBa,
IxBp, IkBy a IkBe, kazdd z téchto izoforem ma trochu jinou funkci a je ubiquitinovdna na zékladé
signalti z riznych receptort. Nejvice prozkoumany je IkBo, ktery vaze a udrzuje v cytoplazmé hlavné
dimer p65/p50.

Ne-kanonicka nebo také alternativni signdlni drdha je spousSténa rodinou receptord TNFR. Vede
také k aktivaci IKK komplexu, tentokrat pies proteiny TRAF a NIK. NIK fosforyluje IKKa a dimer
IKKa podjednotek nasledné fosforyluje p100. Fosforylovany pl00 je ubiquitinovan a castecné

proteosomalné degradovan na svou aktivni formu p52 (pfevzato z Hayden and Ghosh 2008).
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Obr.4 Signalni drahy aktivujici NF-xB. Navazanim ligandu
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4.2.2.2. NF-kB a hypoxie

Hypoxie aktivuje NF-xB skrz kanonickou cestu nové popsanym zpusobem. Hypoxie zpisobuje
uvolnéni Ca** do cytoplazmy. Piesny mechanismus tohoto uvolnéni se ale méni v zavislosti
na bunééném typu. Ca* aktivuje kinazy zavislé na kalmodulinu (CaMK, calmodulin-dependent kinase).
CaMK2 piimo vaze a aktivuje TAK1. TAKI1 tvofi komplex s IKK, ktery je aktivovan ubiquitinaci.
Ptipojeni ubiquitinu na Lys 63 podjednotky Nemo je zprostiedkovano Ubcl3. AvSak proti aktivaci
komplexu ptisobi protein Cyld, ktery ubiquitin odpojuje. Hypoxie zvySuje hladinu Ubc13 a po nékolika
hodinéach snizuje mnozstvi Cyld. IKK fosforyluje IkBa, ale hypoxie brani degradaci IkBa, takze dojde
jen k jeho odpojeni od NF-kB. IkBa je pied degradaci chranén pfipojenim Sumo-2/3. Neni ale zatim
jasné, jestli hypoxie stimuluje toto piipojeni nebo naopak brani odpojeni Sumo-2/3 (Culver et al. 2010).

Vyse popsany mechanismus aktivace NF-kB hypoxii nezavisi na HIF-1a a nevyzaduje ani PHD1,
PHD2 ¢i PHD3. V jinych pokusech bylo ale zjisténo, Ze inhibice PHD1 vede k aktivaci NF-«B,
pravdépodobné pies uvolnéni negativni regulace IKK (Cummins et al. 2006). Do signalni drahy NK-xB
by mohla zasahovat i hydroxylace IkB proteinem FIH (Cockman et al. 2006). Diivéjsi ¢lanky také
upozoriuji na potiebu kinaz p42/p44 a PI3K béhem hypoxické stimulaci NF-kB (Zampetaki et al.
2004). Proto se zda, ze NF-kB je v zavislosti na hypoxii aktivovan i jinym zptsobem.

Hypoxie, krom¢ samotné aktivace NF-«kB, méni i jeho vliv na piepis cilovych genli. Hypoxie
napiiklad indukuje transkripci IL-8 a anti-apoptotického IAP2 a brani piepisu PTEN, oboje
prostiednictvim RelA (Culver et al. 2010).

Signalni drahy aktivované hypoxii a NF-kB drahy jsou propojené i opacnym smérem. NF-kB totiz
vede k aktivaci HIF at’ uz zvySovanim stability HIF nebo pfimym ovlivnénim jeho syntézy, pti¢emz tato
aktivace muze byt vyvoldna riznymi podnéty. Navazani TNF-a na receptor TNFR1 vede pies RIP
k uvolnéni NF-kB do jadra. V tomto pfipadé¢ NF-«B neovliviiuje transkripci HIF-1oo (mMRNA zlstava
stale stejné), ale zvySuje mnozstvi HIF-1a jeho stabilizaci. NF-kB pravdépodobné vede k syntéze zatim
neidentifikovaného proteinu, ktery by mohl zasahovat do ubiquitinizace HIF-1a proteinem VHL (Jung
et al. 2003). Dalsi zpusob aktivace HIF-1o za normoxie je opét zavisly na NF-kB. NF-kB tentokrat
ptimo zvySuje transkripci HIF-la mRNA tim, Zze se vaze do oblasti -197/-188 jeho promotoru. Tato
signalni draha je spousténa zvysenou hladinou ROS v burikach hladké svaloviny plicni artérie (Bonello
et al. 2007). V buikach hladké svaloviny NF-xB zvysuje transkripci HIF i v reakci na hypoxii. | tento
vyzkum potvrdil, ze NF-kB, konkrétné dimer p50/p65, naseda do oblasti -197/-188 promotoru HIF-1a
(BelAiba et al. 2007).

Nedavno byl objeven dalsi piekvapivy zpusob, kterym mize NF-kB ovlivnit mnozstvi proteinu
HIF v buiice. NF-xB indukovany vazbou TNF-a na receptor se vaze do promotoru HIF-1§ a zvySuje
jeho transkripci. Za tento efekt neni zodpovédny jen jeden typ dimeru, protoze az blokace vSech

podjednotek NF-kB tuplné zastavila syntézu HIF-1B indukovanou TNF-a. Aktivace NF-kB navic
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zpusobila 1 zvySeni mnozstvi proteinu HIF-2a. NF-kB neovliviiuje pfimo transkripci HIF-2a, ale
predpoklada se, ze vazba HIF-1p na HIF-2a stabilizuje a chrani HIF-2a pied ubiquitinizaci a degradaci.
Takze vy$$i mnozstvi HIF-1p vede ke zvySeni stability proteinu HIF-2a. Je mozné, Ze vliv TNF-a
na stabilitu HIF-1a (popsany vyse) je zpisobem stejnym mechanismem. HIF-1B by tedy mohl byt onen
neidentifikovany protein, ktery zvysuje stabilitu HIF-1a. Tento ¢lanek pfinasi novy pohled na regulaci
proteini HIF. Mnozstvi HIF-1B se dosud nepfisuzoval velky vyznam, protoze HIF-1f je v bunce

exprimovan stale (van Uden et al. 2011).

4.2.3. AP-1

Aktivacéni protein 1 je oznaceni pro dimery transkripcnich faktort, tvofené prevazné proteiny rodin Jun,
Fos, ATF, MAF a Nrf. Pro tyto proteiny jsou charakteristické dva strukturni motivy: leucinovy zip
slouzici k dimerizaci a bazickd DNA vazebna doména. Protoze AP-1 sjednocuje opravdu velké
mnozstvi proteinti, dimery se vazi do rlznych regulacnich oblasti DNA. TRE (12-
Otetradecanoylphorbol-13-acetate-responsive element) a CRE (cAMP-response element) jsou
nejbézngjsi sekvence, ale AP-1 rozeznavaji i MRE (MAF-recognition elements) a ARE (antioxidant-
response element) (pievzato z Laderoute 2005).

Podjednotky AP-1 jsou obecné regulované na mnoha urovnich, od transkripce az
k posttransla¢nim modifikacim. Proteiny mohou byt modifikovany fosforylaci, oxidaci nebo redukeci,
ubiquitinizaci nebo sumoylaci. VSechny tyto kroky rozhoduji o tom, které konkrétni dimery se prevazné
vytvoii. Ty jsou pak jesté¢ ovlivnény dalSimi transkripénimi faktory a regulatory. Konecny efekt tedy
zalezi na bunééném typu a prostredi, ale i na délce trvani stimulu. AP-1 dimery ovliviuji proliferaci,
bunéény cyklus, diferenciaci, zasahuji do apoptdzy, imunitnich reakci a ovliviiuji geny anti-oxidativnich
proteint. Jejich role nemusi byt vzdy jednoznac¢na.

c-Jun ovliviuje transkripci genti jako cyklin D nebo p19°7F, které reguluji bunéény cyklus, a tak
podporuje proliferaci. Na druhou stranu v bunikach vystavenych UV-zafeni je schopny indukovat
apoptozu (E. Shaulian et al. 2000). JunB je znam jako antagonista c-Jun pfi transkripci nékterych gent
ovliviigjicich bunécny cyklus, ale zaroven i podporuje obnoveni bunécného cyklu a je schopny zvySovat
buné¢nou proliferaci (pfevzato z Eitan Shaulian 2010). Geny regulované JunD brani buniku proti
oxidantim. Delece JunD zvySuje mnozstvi H,O,, které vedlo az k oxidaci Fe?* a snizeni dostupnosti
tohoto kofaktoru pro PHD. Delece JunD tedy nepiimo zvysila stabilitu proteinu HIF-a (Gerald et al.
2004). Ani proteiny rodiny ATF neptisobi na buiku stejné. ATF-2 podporuje bunéénou proliferaci,
ATF-5 pusobi anti-apoptoticky, ATF-1 brani zaniku buiikdm melanomu a ATF-4 zvySuje odolnost
nadoril proti pusobeni chemickych latek. Ostatni ¢lenové této rodiny mohou jak negativné tak pozitivné

ovliviiovat prezivani bunék (ptevzato z VIahopoulos et al. 2008).
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Na bunécné odpoveédi se navic nepodili jen konkrétni podjednotka, ale cely dimer, coz je
vyuzivano pro dalsi troven regulace AP-1. Dimer c-Jun/ATF2, jehoz vyskyt se zvySuje v neuronech
pii nedostatku draselnych iontt, vede k apoptoze. c-fos je také schopny tvofit dimer s ATF2, brani
piepisu cilovych gent c-Jun/ATF2 a tedy i apoptoze (Yuan et al. 2009). Dalsim piikladem zmény
funkce proteinu v riznych dimerech mohou byt malé Maf proteiny. Zatimco dimer p45/MafK vaze
transkrip¢ni co-aktivatory a vede k expresi B-globinu v erytroidech, dimer Bachl/MafK tuto transkripci
potlacuje (Brand et al. 2004).

Pro dokresleni slozitosti fungovani AP-1 je jesté¢ zajimavé zminit, ze napiiklad ATF2 aktivuje
transkripci svého vazebného partnera c-Jun (van Dam et al. 1995) a ATF3 (Liang et al. 1996).

I pfes riznorodost této skupiny proteint, se Keith Laderoute pokusil shrnout poznatky o vztahu
AP-1 a HIF-1 (pfevzato z Laderoute 2005).

4.2.3.2. Aktivace AP-1 hypoxii

V mnoha studiich bylo prokazano, Zze hypoxie vede k aktivaci AP-1. Ne vzdy byly zjistovany konkrétni
proteiny, kterych se to tykd, nicméné c-Jun, JunB, c-Fos, FosB a Fra-1 jsou aktivovany hypoxii.
Napiiklad hypoxie zvySuje piepis i stabilitu c-Jun mRNA. Nezda se ale, ze by se na transkripci AP-1
podilel piimo HIF, spi§ zde hraji roli MAPK signalni kaskady (ptfevzato z Laderoute 2005). Hypoxii
zvy$ena hladina Ca®* vede K aktivaci tyrozin kinazy c-Src a GTP-vazebného proteinu Ras, které dale
aktivuji MAP kinazy (p38 a Erk) a celé kaskada vyusti v piepis c-fos (Premkumar et al. 2000). Signalni
kaskady také budou ovlivnény délkou trvani hypoxie. V mysich embryonalnich fibroblastech bylo
zjisténo, ze aktivace c-Jun ma dvé faze. Nejdiive transkripci a aktivaci c-Jun zptisobuje jen hypoxie, ale

druha vlna je uz zavisla na HIF a je zprostfedkovana jeho cilovymi geny (Laderoute et al. 2002).
4.2.3.3. AP-1 jako transkripcni faktor za hypoxie

AP-1 proteiny za hypoxie aktivuji expresi gentt VEGF, HO-1, IL-8, ET-1 nebo eNOS. IL-8
zprostiedkovava zanétlivou odpovéd’ a je také angiogennim faktorem. ET-1 (endothelin-1) zpisobuje
vazokonstrikci, bunéény rist a prezivani. NO produkované eNOS (endothelial nitric oxid synthase)
naopak pisobi vazodilatacné (www.genecards.org). Bylo zjisténo, ze AP-1 pomahd HIF-1 v pfepisu
urcitych genil. Vzhledem k cilovym geniim AP-1 a HIF-1, je moZné, Ze tyto dva transkripéni faktory
spole¢né reguluji apoptdzu (pievzato z Laderoute 2005). Existuje model, ktery predpoklada, ze AP-1 a
HIF-1 se nachazi ve stejném komplexu transkripcnich faktort. Ale HIF-1 a AP-1 pravdépodobné

neinteraguji piimo (Alfranca et al. 2002).
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4.2.3.4.ROS a AP-1

Nedostatek kysliku, ktery je kone¢nym akceptorem elektronti v dychacim fetézci, zhorSuje funkci
dychaciho fetézce a vede ke zvysSené tvorbé ROS.

H,0; prostiednictvim MAPK signalnich kaskad aktivuje AP-1. H,O, mlze spoustét tyto signalni
drahy vice cestami, naptiklad zplsobuje dimerizaci a aktivaci kinazy MAP kinazy (ASK1) nebo
inhibuje MAPK fosfatazy. Aktivované MAPK, nejcastéji p38 a JNK, poté fosforyluji c-Jun a ATF2,
a podpoti tak jejich schopnost aktivovat transkripci (pfevzato z M Karin and E Shaulian 2001).
Je znamo, ze mnohé dimery AP-1 svou transkripcni aktivitou snizuji mnozstvi ROS Vv buiice, a tak ji
chrani pred poskozenim. Dimery tvofené Nrf2 nebo Nrfl a nékterym proteinem Jun rodiny (c-Jun,
JunB, JunD) a Nrfl/MafG se vazi na DNA do oblasti nazyvané ARE (antioxidant response element)
(Venugopal and Jaiswal 1998), (Johnsen et al. 1998). Pod kontrolou ARE jsou geny, které snizuji ROS,
napi. hemoxygenaza 1, glutathion peroxidaza a superoxide dismutdza. Dimer Nrfl/MafG indukovany
TGF-p (transforming grown factor-p) navic také blokuje promotor genu iNOS (inducible nitric-oxide
synthase) (Berg et al. 2007). AP-1 je tedy aktivovan za pfitomnosti ROS. Jeho cilové geny potom ROS

V buiice sniZzuji a tim ji chrani.

4.2.4. c-Myc

c-Myc patii spolu s N-Myc, L-Myc, S-Myc a B-Myc do Myc rodiny transkripénich faktort. c-Myc
ziskal svlij nazev diky podobnosti s v-Myc (myelocytomatosis viral oncogene). Zhruba 15% lidskych
genll ma ve své blizkosti c-myc vazebné misto, jak bylo zjisténo v bunécné linii bunék Daudi Burkittova
lymfomu (Zirong Li et al. 2003) a v B-bunkach (Zeller et al. 2006). Z tohoto mnozstvi moznych
cilovych genti bylo 668 prokazateln¢ regulovano aktivaci Myc (dve tfetiny pozitivné a tfetina
negativng). Pfevazovaly zde geny ovliviiujici metabolismus, biosyntézu, bunéény rist, transkripci a
regulatory bunééného cyklu (Zeller et al. 2006). Tyto vysledky podporuji predchozi zjisténi, ze c-Myc
ovlivitiuje metabolismus, bunéény cyklus a apoptdozu. Je tedy pochopitelné, ze se c-Myc vyskytuje

ve zvySeném mnozstvi v mnoha typech rakovinnych bunék (pfevzato z Dang 1999).
4.2.4.2. Regulace

Ackoliv je mnozstvi c-Myc ovliviiovano na urovni transkripce i stability mRNA (T R Jones and
M D Cole 1987), za hlavni regula¢ni mechanismus jsou povazovany posttransla¢ni modifikace proteinu,
které ovliviuji stabilitu proteinu (obr.5). Pravé posttranslaéni modifikace jsou v prvni fazi tizené GTP
vazebnym proteinem Ras. Tento protein aktivovany rastovymi faktory spousti klicovou drahu
pro bunécénou proliferaci Ras-Raf-MEK-MAPK. Kromé této signalni kaskady Ras aktivuje i druhou
vySe popsanou drahu PI3K-Akt (Rodriguez-Viciana et al. 1994). Ob¢ tyto drahy reguluji degradaci
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proteinu Myc. Fosforylace Ser 62 kinazou Erk zvySuje stabilitu proteinu c-Myc. Teprve po fosforylaci
Ser 62 muze dojit k fosforylaci dalsi evolucné zachovalé aminokyseliny Thr 58. Fosforylace Thr 58 ale
naopak vede K ubiquitinaci a proteosomani degradaci c-Myc. Za fosforylaci Thr 58 je zodpovédna
kinaza GSK3p, jejiz aktivita je v pocateéni fazi bunééné proliferace inhibovana PI3K-Akt signalni
drahou. Ras tedy stabilizuje c-Myc jednak fosforylaci Ser 62 a jednak zabranénim fosforylaci Thr 58
(Sears et al. 2000). V této souvislosti je dulezité zminit, ze c-Myc vede K pifepisu cyklinu D2 a E2F1 a
represi p21 a p27, coz umoznuje piechod z G1 do S faze bunécného cyklu.

Poté co c-Myc piestane byt chranény proteinem Ras v pozdni G1 fazi a dojde k fosforylaci
Thr 58, c-Myc je rozeznan proteinem Pin 1, ktery zpusobi izomerizaci vazby serin 62-prolin 63.
Nasledné Ser 62 defosforyluje protein fosfatdiza 2A a c-Myc je ubiquitinovan. Roli v tom hraji dvé
podjednotky E3 ubiquitin ligazy Skp2 a Fbw7 (pfevzato z Sears 2004).
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: 58 SE2 pg3 758 62 pg3
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@ || B
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Obr.5 Zivotni cyklus c-Myc od syntézy po degradaci a jeho zavislost na proteinu Ras. Nejprve dochazi ke stabiliza¢ni fosforylaci
kinazou Erk na Ser 62, takto modifikovany c-Myc miZze byt dale fosforylovan na Thr 58 kinazou GSK3p, po nasledné izomerizaci je

¢c-Myc defosforylovan PP2A, ubiquitinovan a degradovan (pievzato z Sears 2004).

Vztah c-myc a Ras je zajimavy i z jiného pohledu. Bylo zji§téno, ze deregulovana aktivace c-Myc
a Ras postacuje ke vzniku rakovinnych bun€k. Ras potlauje c-Myc indukovanou apoptézu bunék a
c-Myc bréani senescenci ptisobené proteinem Ras. Ser 62 proteinu c-Myc mize byt fosforylovan i
cyklin E/ cyklin dependentni kindzou 2 (Cdk2) a pravé fosforylace touto kinazou odvraci senescenci
pusobenou Ras. Naopak inhibitory Cdk2, proteiny p27 a p21, nedovoluji Cdk2 modifikovat c-Myc a
pusobit tak proti senescenci (Hydbring et al. 2010).
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4.2.4.3. Vliv HIF na degradaci c-Myc

V buikach plicniho karcinomu pusobi HIF-1 i HIF-2 degradaci c-Myc. Nejprve dojde k fosforylaci
Thr 58, i kdyz ptekvapivé jinou kinazou nez GSK3p, poté je c-Myc modifikovan E3 ubiquitin ligazou.
HIF ovliviluji pouze ubiquitinaci proteinem Fbw7. c-Myc a Fbw7 totiz tvoii komplex s USP 28,
enzymem, ktery je schopny rozrusit fetézec ubiquitinu. A pravé tento enzym zvySujici stabilitu c-Myc je
degradovan diky HIF. Hypoxie navic zpusobuje dimetylaci histonu H3 na lyzinu 9 (H3K9m2)
v promotoru genu USP 28. H3K9m2 vede k navazani heterochromatin proteinu 1 nebo k deacetylaci

histont H3 a H4, a tim ke kondenzaci chromatinu, ktera brani genové expresi (Qin Li et al. 2009).
4.2.4.4. Dimerizace — dalsi uroveri regulace c-Myc

Myc ma na své N-koncové ¢asti doménu aktivujici transkripci cilovych gend. C-konec obsahuje
b/HLH/Z (basic/helix-loop-helix/ leucine zipper) motiv, ktery je odpovédny za dimerizaci Myc s dalsim
b/HLH/Z proteinem Max. Spole¢né se vazi na sekvenci bazi DNA nazyvanou E box, kterd se nachazi
v mnoha genech aktivovanych Myc. Max je v bunkach exprimovan stale, zatimco mnozstvi c-Myc
znacné kolisa. Jeho polocas rozpadu je 30 minut.

Max na rozdil od Myc miZze homodimerizovat, vaze se také na dalS$i b/HLH/Z proteiny Mnt
(Rox), MxdI1-4 (nazyvané také Madl, Mxil, Mad3, Mad4) a Mga, které ovSem potlacuji transkripci.
Tyto heterodimery negativné reguluji mnoho genti, které jsou aktivované Myc/Max dimerem. Bud’ se
na geny piimo vazi a zprostiedkuji jejich interakci s represory transkripce (jako je mSin3 a deacetylaza)
nebo je potlacuji neptimo tim, ze ptipravi c-Myc o jeho vazebného partnera Max (ptevzato z Gallant
and Steiger 2009).

Ovsem toto je jen zékladni model, ktery je postupné rozsifovan. c- Myc se nevaze jen do E boxi
(Zeller et al. 2006) a zda se, Ze ne vSechny funkce c-Myc jsou zavislé na Max (pievzato z Gallant and
Steiger 2009).

4.2.4.5. HIF ovliviiuje dimerizaci a vazbu transkripcnich koaktivatorii

HIF pusobi na c-Myec i tim, Ze interaguje piimo s nim i jeho vazebnymi partnery. HIF-1o brani vazbé
c-Myc s Max. Jednak zvySuje mnozstvi Mxil (stejné jako HIF-2) a pak se sam vaze na Max. HIF-1a
také vytésiiuje c-MycC z vazby na transkripéni koaktivator Spl. HIF-2a naopak posiluje vazbu c-Myc,
Max a transkripénich koaktivatori.

Bylo zjisténo, ze HIF-1 i HIF-2 se piimo vazi na gen Mxil a zvySuji jeho transkripci. Mxil pak
misto c-Myc dimerizuje s Max a inhibuje tak transkripci cilovych genl c-Myc. Mezi takto negativné
regulované geny proteiny HIF-1 a HIF-2 patii PGC-1, jehoz produkt vede k biogenezi mitochondrii
(Huafeng Zhang et al. 2007).

HIF-1a sniZzuje mnozstvi MutSa, dimeru MSH2 a MSH6. MutSa je soucasti systému, ktery

rozeznava poskozeni DNA, brani rekombinaci a opravuje chyby. HIF-1a se vadze do promotoru MSH2
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na transkripcni faktor Spl, na misto, které byva za normoxie obsazeno c-Myc. Tim brani c-Myc
Vv ptepisu tohoto genu (Koshiji et al. 2005). HIF-1a ptispiva ke genetické nestabilité i negativni regulaci
proteinu NBS1. HIF-1a se i v tomto piipadé vaze na Spl, ale nevyzaduje piitomnosti p53 k regulaci
NBS1 (k regulaci MSH2 p53 potieba je). HIF-2a se této regulace neucastni na rozdil od HIF-1a. Tento
funk¢éni rozdil se podafilo vysvétlit diky strukturnim rozdilim v PAS-B doméné. Bylo zjisténo, ze
Thr 324 proteinu HIF-2a je fosforylovan PDK1 (pyruvat dehydrogenaza kindza), a pravé tato
fosforylace brani vazb¢é HIF-200 na Spl a kompetici sc-Myc. Thr 322 na HIF-1la neni
fosforylovan PDK1. HIF-1a ale ovliviiuje vic hladinu proteinu NBS1 nez mnozstvi jeho mRNA, proto
se piedpoklada, Ze HIF-1a bude pusobit jesté dalsim mechanismem (To et al. 2006) .

Krom¢ toho HIF muze jest¢ ovliviiovat expresi cilovych genli c-Myc jinym zplusobem.
Bylo prokazano, ze HIF-1a kompetuje o vazebné misto s c-Myc v promotoru jeho cilovych gend.
Vazba HIF-1a je pravdépodobné silngjsi nez c-Myc, ¢imz ho z promotoru vytésnuje. HIF-1a je také
schopny slabé vazby ptimo na c-Myc. Tato interakce opét znemoziuje c-Myc nasednout do promotoru
cilovych gend. Oba tyto zpisoby se uplatiiuji pfi regulaci bunééného cyklu. HIF-1a brani c-Myc
ve vazb¢é na promotor genu p21 a v jeho represi. HIF-1a tak pozitivné reguluje p21, tim zastavuje
bunéény cyklus (Koshiji et al. 2004). Predpoklada se, ze podobny mechanismus funguje i u p27. HIF-1a
také brani c-Myc v jeho represi (Mack et al. 2005).

Dalsi regulace jsou zprostfedkované vazbou HIF-lo na Max, ktera pfipravuje c-Myc 0 jeho
vazebného partnera a tim mu bere moznost ovliviiovat transkripci. Je zajimavé, ze HIF-2a se také
nachazi v komplexu s Max, jeho efekt je ale opa¢ny nez HIF-1o. HIF-2a nasobi transkripéni aktivitu
c-Myec, coz vede k bunééné proliferaci. HIF-2a podporuje vznik nebo stabilitu komplexu c-Myc/Max a
dalsich koaktivatorii transkripce Spl a Mizl. Mozna toho dosahuje i tim, ze brani vazbé Max
s Mad1(Gordan et al. 2007).

Hlavni uloha c-Myc za normoxie spoc¢iva v navozeni rustu bunék. c-Myc umoziuje ptechod s G1
do S faze a zajistuje dostatek materialu a zivin. HIF naproti tomu omezuje energeticky vydej, brani
proliferaci a snazi se tak zajistit pteziti bunék.

Spole¢nymi cilovymi geny HIF-1 a c-Myc jsou transportéry glukozy a vétsina glykolytickych
genli (hexokinaza, fosfoglukéza izomeraza, fosfofrukto kinaza, aldolaza, tridza fosfat izomeraza,
glyceraldehyd-3P- dehydrogenaza, fosfoglycerat kinaza, enolaza a pyruvat kinaza) (pievzato z Gordan,
Thompson, and Simon 2007). Souc¢asna piitomnost HIF-1 a c-Myc v buice opravdu zvySuje glykolyzu.
Zajimavé ale je, ze byla prokazana zvysena transkripce jen jednoho z téchto gent a to hexokinazy 2,
alespon v bunkach Burkittova lymfomu. Koexprese HIF-1 a c-Myc vedla mimo to i k transkripci VEGF
(Jung-whan Kim et al. 2007).

Zatimco za hypoxie se glykolyzou nahrazuji ztraty energie vzniklé snizenou funkci dychaciho

fetézce, c-Myc podporuje vyuziti té to energie v biosyntéze. Mezi cilové geny c-Myc patii CAD
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(carbamoyl-phosphate syntase 2, aspartate transcarbamylase and dihyroorotase), SHMT (serin
hydroxymethyltransferase), FAS (fatty acid synthase) a ODC (ornithine decarboxylase), které vedou
k syntéze nukleotidi, aminokyselin mastnych kyselin a polyamint (www.myccancergene.org). HIF-1
blokuje tyto anabolické drahy vice zptisoby. Brani c-Myc Vv piepisu cilovych gend, naptiklad v prepisu
ODC a CAD (Corn, Ricci, and Scata 2005). Dalsi cesty utlumuji dychaci fetézec, snizuji spotiebu
kysliku, ale i syntézu ATP v mitochondriich. HIF-1 aktivuje transkripci PDK1. K expresi tohoto genu
piispiva pod vedenim HIF-1 i c-Myc, ackoliv za normoxie PDKI1 neni cilovym genem c-Myc
(Jung-whan Kim et al. 2007). PKD1 fosforylaci inhibuje pyruvat dehydrogenazu, ktera katalyzuje
preménu pyruvatu na acetyl-koenzym A, a tim blokuje spojeni glykolyzy s Krebsovym cyklem, ktery
stimuluje komplex | a Il dychaciho fetézece. HIF-1 a HIF-2 zaroven blokuji i biogenezi mitochondrii.
Syntézou Mxil a degradaci c-Myc snizuji transkripci PGC-1p (proliferator-activated receptor gammma
coactivator-1p), coz vyusti ke snizeni hmotnosti, mitochondrialni DNA a spotieby kysliku (Huafeng
Zhang et al. 2007). HIF-1 tento proces podporuje navozenim mitofagie (Huafeng Zhang et al. 2008).

Cc-Myc pro bunécny rast zajistuje i dostateCny translacni aparat. Podporuje nasednuti RNA
polymerazy I 1 III na DNA, a zvySuje syntézu 45S pre-tfRNA, 5S r RNA 1 tRNA, komponent potiebnych
pro genovou expresi (prevzato z Oskarsson and Trumpp 2005). Navic c-Myc ptimo aktivuje transkripci
tti podjednotek elF4F (elF4E, el4Al, elF4GI), ty rozeznavaji 5° koncovou ¢epicku, umozinuji nasednuti
ribosomid na mRNA a zahajeni translace. Zatim co c-Myc obecné translaci podporuje, hypoxie ji
v zajmu uSetfeni energie blokuje. Nékteré mechanismy, kterymi hypoxie zavisle i nezavisle na HIF
snizuje celkovou uroven translace, jiz byly zminény v souvislosti s proteinem mTOR. Hypoxie také
snizuje prepis tRNA polymerazou III. c-Myc a Erk, proteiny, které podporuji schopnost TFIII navést
polymerazu III k cilovym genlim, jsou hypoxii negativné regulovany. Naopak funkce proteinu RB
(retinoblastoma protein), ktery blokuje piipojeni polymerazy III k TFIII je hypoxii posilena (Ernens et
al. 2006). Kromé¢ toho hypoxie snizuje acetylaci histoni H4. Protoze c-Myc zpisobuje acetylaci H4
(atedy rozvolnéni chromatinu), a protoze hladina c-Myc Vv bunce je hypoxii sniZzena, nabizel se
ptedpoklad, Ze hypoxie snizuje acetylaci H4 negativni regulaci c-Myc. Ten byl potvrzen (Qin Li and
Costa 2009).

Ve vétsin€ popsanych piipadi HIF branil c-Myc v navozeni bunécné proliferace. HIF ale také
potlacuje apoptdzu zptisobovanou c-Myc. Bylo navrzeno vice zptsobu, kterymi c-Myc miize vést buitku
k apoptoze, pravdépodobné zavisi i na bunééném typu. Jisté je, ze HIF piimou aktivaci Mxil brani
ptepisu cilovych genti c-Myc a piedchazi apoptdze (Corn, Ricci, and Scata 2005).

c-Myc piivadi k apoptéoze 1 cardiomyocyty beéhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni.
Po obnoveni pfisunu kysliku do bunék se zaCina zvySovat mnozstvi c-Myc Vv bufice. c-Myc se vaze
do promotoru anti-apoptotického NDRG?2 a snizuje jeho expresi (Zhongchan Sun et al. 2011). Role HIF

Vv této praci nebyla zkoumana, ale je pravdépodobné, Ze do regulace c-Myc zasahuje i v tomto ptipadé.
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5. ZAVER

Kyslik, jako findlni akceptor elektronli, je nutny pro spravnou funkci dychaciho fetézce, tvorbu
protonového gradientu, a tak i syntézu ATP béhem oxidativni fosforylace. Za hypoxie se bunika musi
uchylit k podstatn¢ méné efektivnimu zpisobu ziskavani ATP, ke glykolyze. Hlavnim faktorem, ktery
umoziuje buiice vyrovnat se s hypoxii je hypoxii indukovany faktor HIF. HIF podporuje glykolyzu a
zaroven omezuje energeticky naro¢né déje jako je syntéza proteinti a bunééna proliferace. Sam o sobé i
ve spolupraci s p53 snizuje aktivitu mTOR, kinazy, kterd podporuje translaci. Umoznuje sice c-Myc
zvySovat kapacitu glykolyzy, ale uz brani ve vyuziti takto ziskané energie pro bunécny rust a déleni.
neni. Hypoxie naptiklad snizuje aktivitu Erk, ktery potiebny pro piepis gend polymerazou III. HIF také
znemoziiuje c-Myc indukovat biogenezi mitochondrii a navic indukuje mitofagii. Snizeni mnozstvi
mitochondrii ma zifejmé omezit produkci ROS. HIF je zvySenymi ROS aktivovan a ovliviuje
antioxida¢ni ochranu buiky stimulaci exprese antioxidantd. V této Cinnosti je podpofen dals$i rodinou
transkripénich faktord, AP-1.

HIF ale kromé ochrany bun¢k pied hypoxii, zajistuje také vyssi pfisun kysliku. ZvySuje tvorbu
cervenych krvinek a v postizeném misté rozviji cévni systém. Cilové geny HIF se pifimo podili
na angiogenezi. Za hlavni angiogenni faktor je povazovan VEGF, ktery krom¢ HIF transaktivuji i
c-Myc a AP-1. V této situaci béhem angiogeneze je vSak proliferace bun¢k nutnd. Stejné tak je
diferenciace progenitorovych bun¢k nezbytnou soucasti erytropoézy. HIF ma tak na rizné bunécné typy
naprosto protichtidny dopad. Je tedy pochopitelné, ze se signalni drahy, s nimiz HIF souvisi, nechovaji
vzdy stejné.

Erk a p38 fosforyluji HIF-1 a podporuji jeho vazbu s transkripénim koaktivatorem. p38 soucasné
HIF-1 stabilizuje. OvSem ne vzdy jsou tyto MAP kindzy hypoxii aktivovany, aktivace mlize byt naopak
i potlacena. Stejné tak za hypoxie dochazi k ovlivnéni a v uréitych ptipadech i k potlaceni PI3K-Akt-
mTOR signalni drahy. Je dilezité pfipomenout, ze tato draha podporuje také aktivitu HIF-1. Ovlivnéni
signalnich drah se muze lisit v zavislosti na bunééném typu, experimentalnich podminkach nebo mohou

Dalsi otazky, které se nabizi, se tykaji pfimo HIF proteinii. Do sou¢asnosti nebylo objasnéno, pro¢
odpovéd’ na hypoxii neni regulovana pouze jednou izoformou HIF. Predpoklada se, ze HIF-1 a HIF-2
maji podobnou funkci. Jsou vzajemné nezastupitelné a tkanove specifické, ale odliSnosti mezi nimi byly
zatim pozorovany pomérné¢ minimalni. HIF-1 podporuje glykolyzu, HIF-2 spise vede k produkci

antioxidantd, k proliferaci a brani diferenciaci. O funkci HIF-3 je toho dosud znamo velice malo.
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