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Uvod a cile prace

Existuji dva mechanismy, které mohou bunky konat za ucelem produkce energie ve formé ATP,
potiebné k zivotu kazdého organismu. Tyto mechanismy se mimo jiné 1i§i naroky na pfisun
kysliku. Prvnim mechanismem je glykolyza, jez miZze probihat zcela anaerobné¢ (bez ptistupu
kysliku). Jeji nizky energeticky vytézek pouze dvé molekuly ATP z jedné molekuly glukézy ji
vSak ¢ini méné efektivni (Thompson, 2016). Druhym mechanismem je oxidacni fosforylace,
fungujici striktné aerobné (za ptistupu kysliku) a produkujici ptiblizn€ 38 molekul ATP. Tvofi
tedy vétsSinu ATP, potfebného pro bunéény metabolismus a dalsi biochemické procesy. Kyslik
je tak pro zivot aerobnich bezobratlych a obratlovcl zcela nezbytny, jelikoz slouzi jako konecny
piijemce elektront v elektronovém transportnim fetdzci v mitochondriich (Cerychova
a Pavlinkova, 2018).

Existuji vSak situace, kdy je tento substrat ve vzdusném ¢i vodnim prostiedi méné dostupny.
V téle pak nastava tzv. hypoxie, cozZ je stav snizeného mnozstvi kysliku v buiikach a tkéanich,
vedouci k poruse funkce bunék nebo dokonce k bunééné smrti (Safran a Kaelin Jr., 2003).
Hlavni roli v téchto pifipadech hraje parcialni tlak kysliku, ktery je ovliviiovan tlakem
atmosférickym. Predstavuje podil tlaku ve smési plynu vyvinuty kyslikem a jeho bézna hodnota
na urovni moiské hladiny (159 mmHg) zajistuje dostate¢né mnozstvi pro dychani vétSiny
zivocicht, zijicich na sousi. Pokud je parcialni tlak nizsi, pak je nizka také koncentrace kysliku
a organismy se vyporadavaji s hypoxii. K tomu dochazi naptiklad ve vysokohorskych
podminkach, kde je atmosféricky tlak nizsi, coz snizuje také parcialni tlak kysliku a jeho
koncentraci v atmosféte. Nebo naopak v hlubokomotskych podminkach, kde je tlak sice vlivem
hmotnosti vodniho sloupce vysoky, ale parcidlni tlak kysliku vlivem sniZeného obsahu
rozpuSténého kysliku nizky. Daleko extrémnéjSim piipadem je fungovani v naprosto
anaerobnim prostiedi. Takové podminky voli pro vyrobu ATP velka fada bunék jinak aerobné
zavislych organismd, jelikoZ jsou nuceny kompletné fungovat ¢i byt alespon stiidavé schopny
pfepinat na anaerobni energetiku. Mezi takové buniky patfi builky traviciho traktu ¢i buiky
kmenové. Mizeme tedy fict, Ze buiiky jsou na hladinu kysliku velmi citlivé a jsou schopny ji
regulovat dle svych potieb (Bezdicek, 2022).

Tato prace se zaméiuje na zpisob, jakym se buiiky a organismy vypoiradavaji se striktn¢ ¢i
fakultativné anaerobnimi podminkami (hypoxie) vii¢i normélnimu stavu (normoxie). Konaji
tak pomoci transkripéniho faktoru, ktery zprosttedkovava zékladni homeostatické reakce na
situaci snizené dostupnosti kysliku. Aktivita tohoto faktoru je mimo jiné regulovana praveé
koncentraci kysliku. Faktor se vaZze na specifické misto v DNA a ovliviiyje transkripci gend,
zodpovédnych za ptizplisobeni bun€k na nedostatek kysliku. Mezi takové geny patii napiiklad
geny pro angiogenezi (tvorbu novych cév), glykolyzu nebo erytropoézu (tvorbu Cervenych
krvinek). PfestoZe existuje mnoho transkripénich faktorti indukovanych hypoxii a ovliviiuyjicich
expresi genti, v souCasné dobé je nejprostudovanéj§im HIF-1. Jeho vyznam v ramci
fyziologickych a patofyziologickych procest v riznych oblastech u fady savci, v€etné ¢loveka
(Homo sapiens sapiens Linneanus, 1758) tak bude hlavnim predmétem této prace, jelikoz je
v téchto kontextech studovan a je cilem mnoha vyzkumnych praci.

-12-



1 Hypoxii indukovany faktor

1.1 Struktura HIF-1 faktoru

HIF-1 faktor je heterodimericky komplex, tedy molekula slozend ze dvou mensich, odlisnych
monomerd navzajem spojenych vazbou. Podjednotky faktoru se nazyvaji HIF-1o a HIF-1f a
jsou kodovany geny Hifla a Hiflb (Cerychova a Pavlinkova, 2018). Gassmann a Wenger
(1997) uvadégji, ze komplex je proteinové povahy a jeho podjednotky se fadi do rodiny dle
specifického strukturniho motivu, jimz je doména bHLH. Tato doména se sklada ze dvou
hlavnich ¢asti, zdkladni domény a domény helix-smycka-helix. Zédkladni doména se nachazi na
N-terminalnim konci a obvykle obsahuje aminokyseliny s kladnym nabojem, jako jsou lysin
(Lys, K) a arginin (Arg, R), jak uvedli Sadeghi a kol. (2020). Ty jsou diky zapornému naboji
fosfatového zdkladu DNA schopné zdkladni doménu navdzat na specifické misto
v promotorové oblasti gend, slouzici k fizeni iniciace transkripce genti. Doména tak zajisti vliv
faktoru na expresi cilovych gentl, coz je jeji primarni funkce. Je ale také schopna interagovat
s dal§imi proteiny, jako naptiklad s HIF-1P, diky ¢emuz se podili na formaci funkcniho
heterodimeru HIF-1. Druhd doména je tvofena dvéma alfa-helixy spojenymi smyckou (Obrazek
¢. 1). Je klicova pro vytvofeni dimerniho komplexu.

Na opacném, C-terminalnim konci se nachazi druhd dimeriza¢ni doména PAS, jejiz nazev byl
odvozen z inicial prvnich tfi proteint, u kterych byla tato doména poprvé objevena. Jsou jimi
Per (period—regulator cirkadialniho rytmu u Drosophila melanogaster Meigen, 1830), Sim
(single minded—regulator vyvoje mozku u D. melanogaster) a ARNT (Gassmann a Wenger,
1997). Doména obsahuje dvé homologni jednotky zhruba o 50 aminokyselinach, PAS A a PAS
B. Semenza a kol. (1997) uvedli, Ze ob¢ jednotky nesou konzervovany HXXD motiv (H pro
histidin, X pro jakoukoliv aminokyselinu, D pro aspartat), jehoz funkce vSak neni stale zcela
jasnd. Spolu s HLH doménou pak PAS doména HIF-1a interaguje s PAS doménou HIF-1f,
¢imz dochazi k utvoteni funkéniho komplexu HIF faktoru.

Kdyz byl HIF-1 poprvé objeven, bylo na zéklad¢ strukturni analyzy obou podjednotek zjiSténo,
ze HIF-1p byla jiz dfive identifikovana jako ARNT. Jak uvedli Chun a kol. (2002), HIF-18 je
produktem ARNT genu, ktery prokazatelné kdduje izoformy aryl-hydrokarbonového receptoru
(AHR) jaderného translokatoru. Beta podjednotka je tak krom¢ formace HIF-1 faktoru
spojenim s HIF-1a v buitkach s nedostatkem kysliku schopna tvofit i dal$i komplexy. Je jim
napiiklad komplex s AHR v buiikdch vystavenych aryl uhlovodikiim, jako jsou naptiklad
dioxiny. Alfa podjednotka byla na rozdil od HIF-1P nové definovanym proteinem. Ta déle
obsahuje dvé¢ transaktivani domény, TAD-C na C-termindlnim konci a TAD-N na N-
terminalnim konci. Ty jsou propojené inhibi¢cni doménou (Ruas a kol., 2002). TAD-N se
piekryva s ODD doménou (Obrazek ¢. 2). TAD-C doména se za ucelem kompletni aktivace
HIF faktoru poji s koaktivatory, jimiZ jsou p300 a CBP. Kompletni HIF-1 faktor je svou stavbou
jedinecny. Prestoze existuji i dalsi transkripéni faktory, konkrétné€ naptiklad HIF-2 (EPAS1) a
HIF-3, které s nim sdileji n¢které strukturni prvky a mechanismy regulace, kazdy ma své
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unikatni vlastnosti a funkce. Patfi tedy sice do spole¢né rodiny hypoxii-indukovanych faktort
(HIFs), ale jsou to pravé odliSnosti, které je ¢ini nezaménitelnymi.

Obrazek €. 1: Struktura HLH domény (Carr, M. Steven, 2007, Memorial University of
Newfoundland, upraveno Rydvalova)

1.2 Regulace HIF-1 faktoru

Pro pfeziti a spravnou funkci bunck a tkani organismu je nutné udrzovat optimalni podminky
a vnitini stabilitu prostfedi, a to 1 pfi zméndch vnéjSich podminek. K tomu slouzi zakladni
biologicky mechanismus nazyvany homeostaza, ktery udrzuje konstantni stav fyzikalnich ¢i
chemickych parametrl, vtomto pfipadé mnozstvi kysliku. V reakci na zménu vnéjSich
podminek se pak spousti fada regulacnich mechanismil, zajist'ujicich co mozné nejrychle;jsi
adaptaci na dany stav. Tato kapitola je zamétena na detailni analyzu regula¢nich mechanismu
faktoru HIF-1, plisobicich pfi béZném stavu normoxie, v reakci na hypoxii, ale také naprosto
nezavisle na aktudlni hladiné kysliku.

1.2.1 Regulace pri dostatku kysliku

HIF-1 faktor je hlavnim transkripénim faktorem, zapojenym do adaptivni odpovedi na hypoxii.
Neméné dilezita je vSak také jeho regulace za normalnich okolnosti, kdy je kysliku dostatek.
Regulace jednotlivych podjednotek heterodimeru se mezi sebou vyrazné lisi. HIF-1f totiz neni
primarné regulovan kyslikem, tudiz je v cytosolu buiiky exprimovan nepftetrzit¢ bez ohledu na
mnozstvi kysliku v tkanich (Semenza, 2001). Jeho koncentrace v bunikéach je tedy vysoka. V
piipadé HIF-la sice dochédzi ke stejné¢ intenzivni exprimaci, ale tyto vyprodukované
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podjednotky jsou nasledné¢ degradovany v proteazomu. Proteazom je komplex mnoha
proteinovych podjednotek, které skrze proteolytické reakce ruSi peptidové vazby jinych
proteini, ¢imz je degraduji. Podjednotky tedy maji velmi kratky polocas rozpadu (<5 min), jak
uvedli Weidemann a Johnson (2008). Pii degradaci nejprve dochéazi k post-translacni prolyl
hydroxylaci (Obrazek €. 2) na dvou specifickych mistech domény ODD (Schofield a Ratcliffe,
2004). Tato mista, nazyvajici se Pro402 a Pro564, jsou prolylové zbytky HIF-1a podjednotky a
jejich hydroxylace je fizena enzymy s doménou PHD. Patii mezi tzv. prolyl hydroxylazy. Zda
hydroxylace probéhne, zavisi pravé na piitomnosti kysliku, jelikoz atom kysliku hydroxylové
skupiny pochazi z kysliku molekulového (Safran a Kaelin Jr., 2003). Druhy atom kysliku slouzi
k rozdé€leni a-ketoglutaratu a vzniku vedlejSich produktl sukcinatu a CO,. PHD enzymy jsou
tedy oznacovany za kyslikové senzory, jak uvedli Lee a kol. (2004). Funk¢nost téchto enzymi
je dale podminéna také ptitomnosti kofaktord, jako je jiz zmiflovany a-ketoglutarat, vitamin C
a zelezo.

Po probéhnuti této enzymatické reakce je umoznéno navazani tumorového supresoru pVHL.
Tento protein je slozen z n€kolika domén, z nichz konkrétné f-doména zodpovidéa za navéazani
k ODD domén¢. Tato B-doména je z velké Casti hydrofobni, obsahuje vSak dvé hydrofilni
oblasti (His-115 a Ser-111), které mohou interagovat s vodou. Kdyz dojde k hydroxylaci HIF-
la, voda je vytlacena a oblasti se poji s podjednotkou pomoci vodikovych mustkd. pVHL je
soucasti E3 ubikvitin-ligdzového komplexu jinak také nazyvaného VBC dle jeho hlavnich ¢asti
(VHL/elongin B/elongin C). Dle Brahimi-Horna a Pouysségura (2009) poji VBC alfa
podjednotku s polyubikvitinovym fetézcem, ¢imz zplsobi jeji napojeni na proteolyticky
proteazomalni komplex. Tento vicepodjednotkovy komplex selektivné degraduje proteiny,
které byly ubikvitinovany. Na zavér dojde na C-terminalnim konci podjednotky k hydroxylaci
asparaginylu-803, fizené enzymem FIH1, patficim do rodiny dioxygenazovych enzymd, ¢imz
je zabranéno koaktivatoram p300 a CBP v navazani. Koaktivatory jsou ale pro aktivaci faktoru
v tomto pfipadé zcela zasadni (Ziello a kol., 2007). Exprese gent, regulovanych HIF faktorem
je tak bez jejich pfitomnosti potlacena a bunky funguji v souladu s dostupnymi zasobami
kysliku.

1.2.1 Regulace pri nedostatku kysliku

Pokud jsou buiiky vystaveny koncentraci kysliku niz$i nez 6 %, coz odpovidd hodnotam
parcialniho tlaku zhruba 40 mmHg na urovni motské hladiny, nastava v tkdnich hypoxie (Jiang
a kol., 1996). Mechanismus, jimz jsou buiiky schopny hypoxii vnimat, neni stale zcela jasny.
Jak ale uvedl Semenza (2001), je mozné, ze k tomu slouzi napt. peroxid vodiku, tedy reaktivni
forma kysliku (ROS), vznikajici jako vedlejsi produkt metabolismu v mitochondriich. Vznika
ze superoxidového aniontu, ktery je vysoce reaktivni a poji se s riznymi molekulami. Tato
signalni molekula ovliviiuje aktivitu HIF-1 faktoru a transkripci cilovych genti. Dle této teorie
by pak hladiny ROS pii hypoxickych podminkach rostly, jelikoZ by byla z divodu nedostatku
kysliku k odstranéni elektronti blokovana posledni faze dychaciho fetézce. Ale existuji také
védecké teorie, tvrdici opak. Ty fikaji, Ze hladina ROS pii hypoxii klesa vlivem pisobeni
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NADPH oxidaz. ROS pak mohou déle naptiklad inaktivovat enzym PHD2 a tim také zabranit
degradaci HIF-1a (Bezdicek, 2022).

Jakmile jsou bunky vystaveny hypoxickym podminkam, dochézi k vyraznému poklesu miry
degradace HIF-la, coz ma za nasledek postupnou akumulaci této podjednotky v cytosolu.
Nejprve musi byt blokovdna post-transkripéni hydroxylace. S ubyvajicim dostupnym
molekulovym kyslikem se enzymy skupin PHD a FIH stavaji inaktivnimi, jelikoz chybi kyslik
jako substrat pro vytvoreni samotné hydroxylové skupiny, jak uvedli Brahimi-Horn
a Pouysségur (2009). Inaktivace vSak neprobiha u obou skupin najednou. Kazda skupina ma
totiz odliSnou prahovou hodnotu koncentrace kysliku, pfi které je jeSté schopna aktivovat. Pti
nastupujicich hypoxickych podminkéch tak nedochazi k pteruseni rozpadu podjednotky nahle
a kompletné, ale pozvolna. Enzymy s prolyl hydroxyla¢ni doménou (PHD) jsou vyfazeny
z provozu jako prvni, ¢imz dochazi ke stabilizaci HIF-1a. Diky jaderné lokaliza¢ni sekvenci
(NLS), umisténé na jejim C-terminalnim konci, se tak podjednotka vaze na proteiny jadernych
por, jez ji nasledné prenesou do jadra buiiky. Dokud ale neni zcela inaktivovana i skupina FIH
enzymu, zustava HIF-1a ¢aste¢né nefunkeni.

Nedochazi-li k hydroxylaci, pak neni von Hippel-Lindau protein schopen podjednotku rozeznat
a k jeho navazani za G¢elem oznaceni k proteazomalni degradaci nedojde (Safran a Kaelin Jr.,
2003). Hydroxylovan neni ani asparaginyl-803, a tak je koaktivatorim p300 a CBP umoznéno
se na tuto karboxy-terminalni doménu navézat (Obrazek ¢. 2). Mezi transaktiva¢ni doménou
TAD-C a cystein/histidin-rich 1 (CH1) doménou, nachazejici se na CREB-binding proteinu
(CBP), tak dochazi k interakci (Ruas a kol., 2005). Dohromady pak komplex p300/CBP ptenasi
acetyl na histonové proteiny v okoli exprimovanych genil a skrze tento proces, zvany histonova
acetylace, modifikuje chromatinovou strukturu (Freedman a kol.,, 2002). Diky funkci
histonovych acetyltransferaz (HAT) tak mtze dojit k fadné aktivaci HIF-1 faktoru a nasledné
genove expresi, tedy transkripci a translaci cilovych genti.

Normoxie
P pobrubikvitinace
< e
degradace . @
T
] o
bHLH PAS P402 K532 P64 TAD TAD
I I p300/CEP
ODD
Hypoxie
Aktivace transkripce

Obrazek €. 2: Struktura HIF-1a podjednotky a molekuldrni mechanismus jeji stability (Lee a
kol., 2004, Seoul National University, upraveno Rydvalova)
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Na obrazku ¢. 2 mizeme vidét pribéh mechanismii, odehravajicich se za podminek normoxie
a hypoxie. Pii dostatku kysliku mizeme pozorovat degradaci podjednotky skrze hydroxylaci
cilovych aminokyselinovych zbytkii, nasledné navazani pVHL a oznacCeni pfipojenim
polyubikvitinového fetézce. Také miizeme pozorovat hydroxylaci asparaginylu-803 pro blokaci
navazani koaktivatord. Pti hypoxii nedochédzi k hydroxylaci, tudiz neni podjednotka
degradovana a dochazi k jeji akumulaci v bunce. Déle je umoznéno navazani koaktivatort,
a tak dochazi k aktivaci HIF-1.

1.2.3 Regulace na kysliku nezavisla

Krom¢ hydroxylaz, zavislych na hladin€ kysliku, existuji 1 jiné efektory, které maji schopnost
regulovat HIF-1 faktor a jeho aktivitu. Ty mohou piisobit v riiznych fazich aktivace faktoru, at’
uz pitimo ¢i nepiimo. VétSinou vSak reguluji hlavné translaci faktoru na rozdil od stimuld,
zavislych na hladin€ kysliku. Ty ovliviuji jiz exprimované a-podjednotky. Regulaéni latky pak
mohou ovlivnit faktor pozitivné ¢i negativné.

1.2.3.1 Pozitivni regulace HIF-1 faktoru

Mezi pozitivni regulacni latky patii kromé hypoxie (Tabulka ¢. 1) naptiklad ionty kovi, a to
konkrétné kobaltu ¢i niklu. Ty mohou konkurovat atomu zeleza pii vazb€ na hemovou strukturu
prolyl hydroxylaz, a tak zabranit jejich schopnosti katalyzovat hydroxylaci, vedouci
k degradaci HIF-1a (Chun a kol., 2002). Simuluji tak hypoxii, a tim padem maji na HIF-1a
stabiliza¢ni u¢inek. Zvysuji tak aktivitu celého faktoru a genovou expresi. Dalsi takovou latkou
je oxid dusny, vznikajici prostiednictvim enzymu NOS (nitric oxide synthase), jehoZ produkce
je stimulovéna hypoxii. Jeho uc€inek je reciproky a lisi se na zaklad¢ koncentrace NOS, a tedy
1 samotného oxidu v bunce. Jak uvedli Sogawa a kol. (1998), pfi vysokych koncentracich
transkripni aktivitu faktoru snizuje a blokuje stabilizaci HIF-la. V opaéném piipadé
akumulaci alfa podjednotky naopak podporuje a podporuje také expresi cilovych gend, jako je
napi. EPO ¢1 VEGF. Dale se mezi pozitivni regulatory fadi také jiz zminéné ROS molekuly,
vznikajici jako vedlejsi produkt dychaciho fetézce v mitochondriich. Ty se taktéz podili na
stabilizaci alfa podjednotky transkripéniho faktoru. Pozitivni vliv ma na transkrip¢ni faktor také
JiZ zminovany koaktivator p300.

Na stabilizaci HIF-1a a aktivaci HIF-1 faktoru pifi normoxii se pozitivné podileji také bunécné
signdlni dréhy, zavislé na ristovych faktorech (Bardos a Ashcroft, 2005). Dllezitymi enzymy
jsou zde proteinové kindzy, jako je napf. MAPK. Dal§im velmi vyznamnym enzymem,
figurujicim v signalnich drahéach, je PI3K. HIF-la je ve vysokych hladindch ptitomna
v lidskych nadorech, kde miize byt exprimovana i za podminek normoxie. Rist téchto nadort
zavisi na aktivit¢ HIF faktoru. Béhem vyvoje nadoru faktor podporuje expresi genil pro
angiogenezi (napf. VEGF), coz umoziuje zdsobeni nddoru kyslikem a Zivinami pro riist a Sifeni.
Dale také zajistuje pieziti naddorovych bunck v hypoxickych podminkach skrze expresi
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genovych produkti, podporujicich anaerobni produkci ATP. Ta umoziuje bunkadm rychlejsi
ziskavani energie. Takovymi produkty jsou napiiklad insulin-like ristové faktory (IGF) a
epitelidlni rastové faktory (EGF), slouzici pro pfeziti nadorovych bunék. Dale aldolazy,
enolazy, laktat dehydrogenazy a fosfofruktokinazy jako glykolytické enzymy a GLUT 1 a
GLUT 3 jako glukézové prenasece (Semenza, 2000). Aby byla umoznéna exprese alfa
podjednotky pfi normoxii, zminéné ristové faktory nejprve aktivuji protein kindzu (PI3K) a
FRAP neboli mTOR protein, které translaci a expresi HIF faktoru v nddorovych buiikach
stimuluji (Zhong a kol., 2000). Vzhledem k této podpoie riistu a progresi nadori se inhibice
HIF faktoru stala piedni oblasti vyzkumu v boji proti nddorovym onemocnénim (vice v kapitole
Patofyziologické procesy).

1.2.3.2 Negativni regulace HIF-1 faktoru

Hlavnim ptikladem negativni regulace HIF-1 faktoru je proteazomalni degradace. Existuji vSak
1 dal$i mechanismy, potlacujici jeho aktivitu nezavisle na koncentraci kysliku. Pfehled téchto
mechanismu a jejich funkci je zobrazen nize (Tabulka ¢. 2). Jednim z nich je vazba HIF-1
faktoru s jinym proteinem, at’ uz pro pfimé piisobeni, tedy zminéné oznaceni k degradaci ¢i
pusobeni nepiimé (Bardos a Ashcroft, 2005). To zajist'uje, ze diky této vazbé je zabranéno jiné
signdlni molekule se na dané vazebné misto napojit. Mezi proteiny, které tvoii s faktorem
vazbu, patii naptiklad nddorovy supresor VHL. Pfi hypoxii dochazi také k akumulaci dal§iho
podstatného nadorového supresoru, jimz je pS3 (Ashcroft, Taya a Vousden, 2000). Jeho vazba
na HIF-1a zpiisobuje Gtlum transkripcni aktivity celého faktoru. K tomu je ale pro p53 nejprve
nutné se navazat na koaktivator p300. Vyznamnym enzymem, podilejicim se na konecné
degradaci faktoru je ARDI. Tato acetyltransferdza sniZzuje acetylaci lysinu 532, umisténém na
ODD doméné transkripcni aktivitu faktoru. Posiluje totiZ vazbu mezi faktorem a proteinem
VHL, zprostfedkovavajicim jeho polyubikvitinaci (Jeong a kol., 2002).

Dokonce 1 sdm HIF-1, respektive mutant jeho a-podjednotky dnHIF-1a vznikly deleci, je
schopen sniZovat svou aktivitu. Ten postrada transaktivacni a ODD doménu a brani ve formaci
funkéniho HIF-1 komplexu, jak uvedli Halterman a Federoft (1999). Transaktivacni doménu
postrada také IPAS protein, ktery je svou stavbou velmi podobny samotné HIF-1a. Ten se na
podjednotku vaze, a tim ji zabrani v navazani na HIF-1P a nésledn€¢ na DNA. SniZuje tak
transkripcni aktivaci faktoru a miru exprese genil pro angiogenezi. Transaktivaci a-podjedntoky
brani CITED2, coZz je protein, kompetitivné inhibujici vazbu pozitivniho regulatoru a
koaktivatoru p300 na HIF-1a. Jeho exprese je stimulovana pii hypoxii a nasledné¢ dochazi mezi
nim a podjednotkou k soutézi o vazbu s koaktivatorem. Podjednotka je ale pravdépodobné pii
kompetici uspésnéjsi, jelikoz se v buiikach ptili§ mnoho komplexti CITED2/p300 nevyskytuje
(Bhattacharya a kol., 1999). Skrze CH1 doménu se na p300 vaze také CITED4, novy ¢len
rodiny CITED proteint. Oba tyto proteiny tak zamezi transaktivaci HIF faktoru a néasledné
genoveé expresi. Piesto jsou vSak za kontrolu transkripéni aktivity HIF-1 faktoru priméarné
zodpovédné reguléatory, piisobici v odpovédi na aktuédlni koncentraci kysliku (Lee a kol., 2004).
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Tabulka €. 1: Pozitivni regulatory HIF-1 faktoru (Bardos, I. J., Ashcroft, M. 2005, Cell Growth
Regulation and Angiogenesis Laboratory, Cancer Research UK, upraveno Rydvalova).

Efektor Funkce/nasledek

Hypoxie/molekuly, navozujici | Inhibice hydroxylace HIF-lo, pVHL se nevaze,

hypoxii stabilizace, dimerizace s HIF-1p a transaktivace

PI3K Stabilizace HIF-10, fizena ristovymi faktory, zvySeni
aktivity HIF-a

MAPK Zvyseni aktivity HIF-1, stabilizace HIF-1a pfi normoxii

P300 Ptimé interakce s HIF-1a, transkrip¢ni aktivace

HSP90 Zvyseni aktivity HIF-1 a afinity k DNA

NO ZvySeni ¢i snizeni aktivity HIF-1

ROS Stabilizace HIF-1a

Ionty kovu Stabilizace HIF-1a, zvySeni aktivity HIF-1

1.3 Dimerizace HIF-1o a HIF-1p

Exprimované podjednotky HIF-la a HIF-1B se setkaji v jadie buiiky a dochazi k jejich
dimerizaci. K tomu slouZi jiz zminované helix-smyc¢ka-helix domény obou podjednotek a obé
jednotky (A a B) PAS domény, jez jsou lokalizované na N-terminalnich koncich téchto
podjednotek. Tyto oblasti, tvofené specifickymi sekvencemi aminokyselin spolu interaguji a
tvoti funkéni HIF-1. Dimerizaci HIF-1a a HIF-18 podjednotek tedy dojde k vytvoteni aktivniho
heterodimeru. Ten ma vSak pfi vzniku velmi nizkou afinitu, tedy nizkou silu vazby na DNA
(Kallio a kol., 1997). Pro zvySeni afinity k DNA a navazani komplexu musi dojit ke zméné
konformace HIF-1a podjednotky. Allosterickou zménu tidi hlavné HSP90 protein, ktery patii
do rodiny tzv. heat shock proteinid (Semenza, 1999). Jejich exprese se zvySuje v reakci na rizné
druhy bunécéného stresu, jako je napt. zvySena teplota (tepelny Sok), radiace nebo pravé
hypoxie. Tento protein se fadi mezi chaperony, coz jsou proteiny, zajist'ujici mimo jiné spravné
skladani za icelem schopnosti translokace a interakce s jinymi proteiny v jadfe. JelikoZ se tento
protein poji se stabilizovanou alfa podjednotkou a umoziiuje navazani k DNA a genovou
expresi, fadi se mezi pozitivni regulatory faktoru (Tabulka ¢. 1). Jeho inhibice by tedy
znamenala sniZeni aktivity faktoru. Na konformacni zméné se déle podili také C-terminalni
TAD doména ARNT podjednotky. Tato posttranslacni modifikace zvySuje afinitu k DNA a
komplex je tak schopen se na molekulu napojit.

1.4 Vazba HIF-1 faktoru na DNA

HIF-1 faktor je nyni kompletni a je pfipraven se navazat na molekulu DNA. VyuZziva k tomu
specifické sekvence aminokyselin o velikosti <100 part bazi, znamé jako HREs, kter¢ se
nachazeji v cis-regulacnich oblastech cilovych gent, citlivych na hypoxii. Tyto sekvence byly
objeveny diive nez HIF-1 samotny. Jak uvedli Safran a Kaelin Jr. (2003), jejich soucasti jsou
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zékladni rozpoznavaci sekvence 5'-RCGTG-3', kde R je purinova baze (adenin ¢i guanin). Tyto
tzv. HBS sekvence se nachazeji ve velkém zlabku DNA. Druhym typem sekvence jsou HAS,
slouzici pro navazani dalSich transkripcnich faktorti (Lisy a Peet, 2008). Cis-regulacni oblast je
c¢ast DNA, nachazejici se v blizkosti genu, jehoz transkripci ovliviiuje. Zahrnuje rizné cis-
regulacni elementy vCetné enhancerq, silencerti a promotorové oblasti genti. Pravé sekvence
téchto oblasti jsou rozpoznavany zakladni doménou transkripcniho faktoru za ucelem navazani
a regulace exprese cilovych genii. Doména je bohata na arginin a lysin, diky ¢emuz je schopna
vazby. Do velkych zlabkti HRE sekvenci vklada alfa helixy, které se ptipoji pomoci vodikovych
mustkl ¢i van der Waalsovych interakci (Sadeghi a kol., 2020). HIF-1 takto ovliviiuje, at’ uz
piimo ¢i nepifimo, vice nez 100 genii (Weidemann a Johnson, 2008). Avsak pro uspéSnou
genovou expresi neni dostateCna vazba pouze jednoho HIF faktoru. Je vyzadovana vazba vice
faktorii najednou, k ¢emuz slouzi ptitomnost vice HIF vazebnych mist s konzervovanymi
pentanukleotidovymi sekvencemi v podobé tandemovych repetic na promotoru (Gassmann a
Wenger, 1997). Pro aktivaci transkripce genil je po navazani faktoru na DNA nezbytn4 vazba
koaktivatort p300 a CBP. Expresi cilovych genil tak faktor usiluje o co nejrychlejsi adaptaci na
hypoxii, jelikoz buiikdm pfi téchto podminkach hrozi nekroza nebo apoptdza.

1.5 Vliv HIF-1 faktoru na genovou expresi

Hypoxie muze nastat vlivem riiznych fyziologickych ¢i patofyziologickych podminek. Mezi
fyziologické patii napiiklad embryonalni vyvoj nebo jiz zminéné adaptace na podminky ve
vysokych nadmofiskych vyskach ¢i v hlubokomotském prostiedi. Patologickymi pfi¢inami jsou
ischemickd onemocnéni (srde¢ni infarkt, mozkova mrtvice) nebo nadorové bujeni. V téle
organismu se za ucelem vyrovnani se s hypoxii a obnoveni homeostdzy odehravéa fada
systematickych a lokalnich zmén (Wenger, 2002). Ty musi nastat rychle, jelikoZz nedostatek
kysliku v tkdnich mlze vést k riznym nasledkiim a problémim. Hrozi poSkozeni tkani,
naruseni funkce dileZitych organt a v extrémnich ptipadech také smrt.

Kaluz a kol. (2008) uvedli, ze existuje zakladni sada gend, které jsou vlivem hypoxie
exprimovany konstantn¢. Pak jsou tu také geny, exprimovany specificky dle bunécného typu.
Jejich indukce je podminéna vzajemnym puasobenim HIF faktoru s dal$imi transkripnimi
faktory. Celkovy pomér genti, indukovany faktorem se u cloveka odhaduje azna 1-5 % z celého
genomu. Téch, které jsou aktivovany skrze HREs je ale pouze kolem 70. Mezi nejvyznamnéjsi
geny patii naptiklad EPO, VEGF, transferin, GLUT1 nebo nékolik glykolytickych enzymii.
Funkci proteinti, exprimovanych ztéchto genli je zajisténi zdkladnich metabolickych
a zivotnich potfeb bunék pii nedostatku kysliku. Je tfeba zvysit G€innost prenosu kysliku do
mist sinku. Na bunécné trovni dochézi také k poklesu samotné konzumace kysliku, jelikoz
buitka piechdzi na anaerobni vyrobu ATP (Chun a kol., 2002). Exprese této Siroké Skaly
genovych produktli mize byt HIFem také potlacovana (Manalo a kol., 2005). Pro pfehlednost
jsou tyto proteiny roziazeny do skupin dle jejich hlavni funkce (Tabulka ¢. 3). V této kapitole
budou probrani nejvyznamnéjsi zastupci a jejich plisobeni na organismus.
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Tabulka €. 2: Negativni regulatory HIF-1 faktoru (Bardos, I. J., Ashcroft, M. 2005, Cell Growth
Regulation and Angiogenesis Laboratory, Cancer Research UK, upraveno Rydvalova).

Efektor Funkce/nasledek
PHD enzymy Prolyl hydroxylace HIF-1a, ptipojeni pVHL
pVHL Oznaceni HIF-la  k degradaci, brani

transkrip¢ni aktivaci

FIH-1 Hydroxylace asparaginylu HIF-la, brani
p300 v navazani

CITED2/CITED4 Blokuje p300-HIF-la interakci, brani
transkrip¢ni aktivaci

ARDI1 Acetylace lysinu HIF-1a, umozni interakci s
pVHL

dnHIF-1 o Postrada ODD a transaktivaéni doménu,
brani formaci HIF-1 komplexu

pS3 Interakce s HIF-1o, utlum transkripcni
aktivity

IPAS Postrada transaktivacni doménu, snizuje

miru genové exprese

1.5.1 Angiogeneze

Aby byly splnény metabolické néaroky, vyzaduji buiiky, konkrétn€ hlavné rychle se mnozici
nadorové bunky a bunky embryi, velké mnozstvi kysliku (Weidemann a Johnson, 2008). To
v8ak pfi hypoxii neni zcela mozné. Zasobeni tkani kyslikem se stdva neimérnym vzhledem
k potiebam. Klicovym procesem je v tomto piipad¢ angiogeneze neboli tvorba novych cév. Ta
sestava ze 3 procest, kterymi jsou vaskulogeneze, angiogeneze a arteriogeneze. Vaskulogeneze
je proces tvorby novych krevnich cév z progenitorovych buné€k, pfitomnych v tkanich. Ty jsou
konkrétnim typem bunék kmenovych a maji schopnost se diferencovat na buiiky endotelové.
Angiogeneze je pak tvorba novych cév z jiz existujicich cév. Bunky se mnozi a migruji na mista
potieby, kde se shlukuji do fetézct a tvoti nové kapilary. Mohou také tvofit nové vétve jiz
existujicich cév. Pti arteriogenezi dochazi k tvorb& novych arterii, jez jsou vétSiho priméru a
tvoti hlavni pfivod okysli¢ené krve. Proces angiogeneze je klicovy pro mnohé fyziologické
procesy, jimiz jsou napiiklad hojeni ran, regenerace tkan¢€ ¢i organti a embryogeneze. Jak uvedli
Shi a Fang (2004), ucastni se také patofyziologickych procest, jako jsou nadorova onemocnéni
¢1 retinopatie (onemocnéni sitnice).

Ditlezitym objevem bylo, ze tento proces je podminén vaskuldrnim endotelidlnim rstovym
faktorem A (VEGF-A). Exprese stejnojmenného genu, produkujiciho tento protein, je vyvolana
pravé hypoxii (Semenza, 2002). Expresi genu reguluje konkrétné HIF-1a, ale pii reprodukci
také naptiklad tumor nekrotizujici faktor (TNFa), jenZ je vytvafen makrofagy Zlutého téliska
(Bezdicek, 2022). Samotny proces angiogeneze vSak vyZzaduje i mnoho dalSich genl a
signalnich molekul, k nimz patfi naptiklad syntetdza oxidu dusného (NOS), uPAR, prolyl-4-
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hydroxyldza a matrix metalloproteindza. Mnoh¢ typy bunck prodélavaji béhem tohoto procesu
zménu. Transformovany jsou hlavné jiz stavajici endotelové bunky, které tvofi sténu cév. Ty
piechazi ze stabilniho stavu, pii kterém nerostou do proliferacniho fenotypu. To obnasi také
rozruSeni bazalni membrany a pfestavbu extraceluldrni matrix, coZ umozni mnozicim se
bunkam migrovat v ramci tkané (Ziello a kol., 2007). Mezenchymalni buiiky se taktéz déli a
migruji do novych cév, kde dochazi k jejich diferenciaci na pericyty, udrzujici integritu cévnich
stén. Nartist vaskularni hustoty pak snizuje vzdalenost, na kterou musi kyslik k buiikdm
difundovat. Samotny pratok okyslicené krve je vSak regulovan oxidem dusnym ¢i uhelnatym,
endothelinem 1, adrenomedulinem ¢i angiotensinem II (Eckhart a kol., 1997). Tyto latky méni
vaskularni tonus, coz je kontraktilni stav cév, ktery ovlivituje priatok krve. Pokud se tonus zvysi,
cévy jsou skrze hladkou svalovinu stahovany a pritok se snizuje. Tento proces se nazyva
vasokonstrikce a krevni tlak pii ni roste. Pti poklesu tonusu se cévy naopak rozsifuji a priitok
se zvySuje. Takovy proces se nazyva vasodilatace a krevni tlak se pfi ném snizuje. HIF faktor
reguluje produkeci molekul, podporujicich vasodilataci za Gcelem zvySeni pritoku krve a
intenzivnéj$itho zasobeni tkani kyslikem. Porozuméni interakcim mezi angiogenezi a
patofyziologickymi procesy ma klicovy vyznam pro vyvoj novych lécebnych strategii, a tak je
jeho plisobeni cilem mnoha vyzkumt.

1.5.2 Erytropoéza

Dal$im velmi vyznamnym procesem, indukovanym hypoxii a dale podporujicim zasobeni tkani
kyslikem za G¢elem udrZeni homeostazy je erytropoéza. Zvysuje celkovou kapacitu kysliku,
kterou je moZné pii pritoku okysli¢ené krve k bunikam transportovat. K tomu slouZi erytrocyty,
coz je typ krevnich buné€k, schopnych ptrenosu kysliku. Jejich soucasti je protein hemoglobin,
jez tvoii s kyslikem komplex a ptfendsi ho po celém téle krevnim ob&hem. V mistech potieby je
pak uvoliiovan a difunduje z krevnich cév do tkani. Erytropoéza je proces produkce téchto
cervenych krvinek a pifi hypoxickych podminkach dochézi k jejimu zintenzivnéni (Haase,
2013). Kli€¢ovym proteinem, regulovanym vlivem HIF faktoru je vtomto ptipadé
glykoproteinovy hormon erytropoetin (EPO). Ten je v pfipad€ dospélych jedincti produkovan
primarné v ledvinach specifickymi REPC butikami, jejichZ pocet pti hypoxickych podminkach
nartsta (Franke a kol., 2013). Tyto buniky jsou podobné fibroblastim a nachazeji se v kiife a
vnéjsi vrstvé diené ledvin. Pfi vyvoji embrya jsou hlavnim zdrojem erytropoetinu jatra, ktera
v reakci na nizké koncentrace kysliku navySuji pocet hepatocytli, produkujicich EPO. Pfi
hypoxickych podminkach se pak syntéza hormonu rapidné zvySuje (Gassmann a Wenger,
1997). K tomu dochéazi ptisobenim HIF faktoru na odpovidajici EPO gen. Diky analyze
molekularniho mechanismu aktivace transkripce tohoto genu pfi hypoxii byl HIF-1 také poprvé
objeven (Semenza, 1999).

Vyprodukovany hormon se nasledné v podobé specifického, siln€¢ glykosylovaného séra
dostava do krevniho ob¢hu a je transportovan do kostni diené, kde se vaze na EPO-R receptor.
Dtlezita je také koncentrace Zeleza v tomto séru, nebot’ pii hypoxii se jeho potieba v kostni
dieni zvys$i (Haase, 2010). Kostni dient je obecné hematopoetickym organem, produkujicim
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vSechny typy krevnich bun¢k. Je to mékka, gelovita tkan, nachazejici se uvniti dutych kosti,
ktera se dale déli na Cervenou hematopoetickou a Zlutou s tukovymi bunikami. EPO-R receptor
je umistén na erytroidnich, progenitorovych, hematopoetickych buikach a vlivem interakce
s erytropoetinem a naslednou fosforylaci je spusSténa signalni kaskada. Ta svym plisobenim
zabrani témto buiitkam v apoptdze neboli fizené bunécné smrti. Tim umozni jejich zréni,
proliferaci a diferenciaci na pln¢ vyvinuté erytrocyty (Cervené krvinky). Zrani a diferenciace
cervenych krvinek zahrnuje nékolik stadii véetn€ odstranéni jadra, jelikoz pIné zralé erytrocyty
jsou bezjaderné. Erytropoéza probiha primarné v kostnim morku, ale v reakci na stres muze
tuto funkci dale zastat také slezina ¢i jatra (Franke a kol., 2013). Vyzkum hypoxicky regulované
erytropoézy by mohl mit potencial v pripad¢ 1é€by anémie ¢i chronické choroby ledvin (CKD).

1.5.3 Metabolismus glukdzy

Za béznych podminek normoxie je metabolismus glukozy zavisly na ptitomnosti kysliku a je
tak vysoce efektivni. Dochdzi ke vzniku produkti CO:2 a vody a je vyprodukovano velké
mnozstvi energie, ulozené v makroergickych vazbach molekuly ATP. Samotna glukéza je
v cytoplazmé pfeména na pyruvat, ktery je nasledné prenasen do mitochondrie, kde je dale
rozkladan (Weidemann a Johnson, 2008). Tato katabolizace probihd v ramci Krebsova cyklu,
dychaciho fetézce a oxidacni fosforylace (OXPHOS). Pokud vSak bunky trpi nedostatkem
kysliku, musi byt stile schopné udrzet energetickou homeostdzu, cemuz musi svij
metabolismus ndlezit¢ ptizplusobit. Neni totiz nadidle moznid Uplna oxidace glukdzy
v mitochondriich vlivem nizké koncentrace kysliku (Semenza, 2011).

Bunky tedy zvoli méné¢ energeticky efektivni proces, jimzZ je anaerobni glykolyza, probihajici
v cytoplazmé. Jak uvedli Kierans a Taylor (2021), oxida¢ni fosforylace je tedy vlivem HIF
faktoru potlacena, aby byla glykolyza pln€ podpotfena. Vysledné mnozstvi molekul ATP,
bohatych na energii je tak sice nizsi, ale glykolyza mize na druhou stranu probihat daleko
rychleji a nevyzaduje kyslik. To umoZziuje bunkdm pokracovat v produkci energie, coz je
dualezité zejména pro bunky s vysokymi energetickymi naroky, jako napft. buiiky svalové béhem
intenzivni aktivity. Béhem glykolyzy je také pomoci enzymu laktat dehydrogenazy regenerovan
kofaktor NAD" z jeho redukované formy, jejiz koncentrace v dychacim fetézci vlivem hypoxie
narGsta. NAD™ je totiz pro glykolytickou aktivitu zcela zasadni (Kierans a Taylor, 2021). AvSak
béhem glykolyzy dochézi k hojné produkci vedlejsiho produktu, kterym je laktat. Laktat se
hromadi v bunikdch a tkanich a zpiisobuje acidozu, tedy pokles pH, jez mize mit Skodlivé
ucinky. Tento proces popsal jiz v roce 1861 Louis Pasteur. Glykolyzu vyuziva jako zplsob
produkce energie pro svij rist také vétSina nadorovych bunék, a to i pii dostatku kysliku. Tento
jev se nazyva Warburglv efekt a je vyuzivan i nékterymi béznymi, délicimi se bunikami za
ti¢elem minimalizace oxida¢niho stresu (Cerychové a Pavlinkova, 2018).

Je to pravé HIF-la podjednotka, jez je zodpovédna za regulaci enzym, fidicich tuto
metabolickou zménu. Mezi glykolytické enzymy patii naptiklad aldolaza A a C, enoldza 1,
fosfofruktokindza L, fosfoglycerat kinaza-1 a laktat dehydrogenaza A. HIF faktor ovliviiuje
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expresi gend, kédujicich tyto enzymy a glukézové transportéry GLUT1 a GLUT3, umisténé
v ramci membrany bun¢k. Transportéry pak zajist'uji nartist koncentrace glukdzy v cytoplazmé
jeji difuzi (Lee a kol., 2004). Glukdéza miize byt prenasSena déle také aktivné pomoci sodiko-
glukozovych transportnich pfenasect (SGLT). Kromé¢ enzyma ovliviiuje HIF-lo také
mitochondrialni respiraci. Zvysuje totiz expresi PDK, jez skrze fosforylaci blokuje funkci
pyruvat dehydrogenazového komplexu, a tudiz neni pyruvat pfeménovan na acetylCoA
(Bezdicek, 2022). Tim je mu zabranéno v iniciaci a vstupu do Krebsova neboli
trikarboxylového cyklu, coz vede k celkovému poklesu spotieby kysliku mitochondriemi
(Ziello a kol., 2007). Jelikoz elektronovy transfer v nasledném dychacim fetézci neni zcela
ucinny, dochazi v kazdé jeho fazi k uniku elektronti. Konecnym piijemcem téchto elektront je
kyslik (Kaluz a kol., 2008). Volné elektrony redukuji molekuly kysliku na superoxidové
anionty, které jsou vysoce reaktivnimi radikdly. Ty se néasledné mohou spojit s dalSimi
reaktivnimi latkami, kterymi jsou napiiklad oxidy. Vznikaji tak oxidanty s vyssi reaktivitou,
jako je peroxid vodiku. Ten je schopen poskodit jiné molekuly jako jsou lipidy, proteiny ¢i
nukleové kyseliny, ¢imz narusuje funkci bun¢k. Zména zptisobu produkce energie je tak jakousi
dvousecnou zbrani a hladina kysliku musi byt velice dikladné regulovdna za ucelem udrzeni
celkové homeostazy organismu.

1.5.4 Metabolismus zZeleza

HIF faktor ovliviiuje také metabolismus zZeleza, jelikoz jak bylo jiz zminéno v kapitole
Erytropoéza, koncentrace Zeleza je v tomto procesu kriticky vyznamna. Pisobenim faktoru na
specificky receptor dochéazi k nariistu exprese transferrinu (Lee a kol., 2004). Transferrin je
protein, jenz je zodpoveédny za pienos Zeleza v krevnim fecisti. Kona tak za ti¢elem dodani
zeleza do mist potieby, jako je naptiklad kostni dien, kde probihd tvorba hemoglobinu
v erytrocytech pii erytropoéze. Kazda molekula hemoglobinu se totiz skladd ze cCtyt
podjednotek, z nichz kazda obsahuje jeden atom Zeleza, nezbytny pro navazani kysliku. Zelezo
je transportovano ve formé komplexu nazyvaného holotransferrin. Ten vznikd spojenim dvou
molekul transferrinu s jednou molekulou Zeleza. Nicméné jak uvedl Wenger (2002), aby byla
vazba umoznéna, musi byt Zelezo ve své trojmocné formé (Fe*"). K tomu slouzi enzym
ceruloplasmin neboli ferroxidaza, jejiz mnozstvi v krvi je ovliviiovdno opét transkripénim
faktorem. Ten svym plsobenim na CP gen jeho koncentraci zvySuje, ¢imZ dochézi k oxidaci
zeleza a je umoznéno jeho navazéani na transferrin. Komplex se nasledné vaze na specifické
receptory (TfR1), nachazejici se na povrchu cilovych bunék v erytroidni tkani. Zelezo je
uvolnéno a nélezité vyuZito.

Aby bylo mozné transportovat Zelezo do kostni dfené za Gcelem jeho uziti pfi tvorbé novych
erytrocytl, musi byt jeho hladina v krvi dostatecnd. Mnozstvi Zeleza je ovliviiovdno absorpci
z piijimané potravy ve stfevech, recyklaci Zeleza z jiz fagocytovanych erytrocyti ¢i uvolnénim
zasob Zeleza z uritych orgéni, jako jsou napfiklad jatra. Kdyz je pfi hypoxii stimulovana
erytropoéza, absorpce Zeleza ve stfevech zintenzivni a jsou mobilizovany vnitini zasoby.
Z enterocytl, tedy bunék stiev je Zelezo néasledné vypusténo do krevniho obéhu pomoci
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ferroportinu (Haase, 2010). Pro proces ziskani Zeleza z vadnych fagocytovanych erytrocyti, pii
némz je ziskavana vétsina Zeleza pro erytropoézu, je kliCovy enzym hem oxygenaza-1 (Lee a
kol., 1997). Pohyby Zeleza v téle, regulované HIF-1 faktorem, jsou tak dal§im procesem, ktery
piispiva k celkové a i€inné adaptaci organismu na hypoxické podminky.

Tabulka ¢. 3: Cilové geny transkripéné aktivovany HIF faktorem (Lee a kol., 2004, Seoul
National University, upraveno Rydvalova).

Funkce Cilové geny

Bunécéné déleni Cyklin G2, IGF2, IGF-BP-1, IGF-BP-2, IGF-BP-3, WAF-1

Preziti bunék ADM, EPO, VEGF, TGF-a, IGF2, NOS2, IGF-BP-1

Apoptoza NIP3, NIX, RTP&01

Erytropoéza EPO

Angiogeneze VEGF, EG-VEGF, ENG, LEP, LRP1, TGF-33

pH regulace Karbonicka anhydraza 9

Metabolismus Zeleza Transferrin, Ceruloplasmin, Transferrinovy receptor

Metabolismus glukézy HK1, HK2, ENO1, GLUTI1, GAPDH, ALDA, ALDC, TPI,
PKM, PGK1, PFKL, LDHA, PFKBF3

1.5.5 Proliferace a preziti bunék

Piisobenim hypoxie dochazi k poklesu proliferace a nartistu apoptézy bunck (Carmeliet a kol.,
1998). Proliferace je proces mnozeni a déleni bunék, kterym jsou vytvareny bunky nové. Je
klicovy pro rist a vyvoj tkani a organtl, regeneraci poskozenych tkdni, opravy DNA ¢i produkci
velkého mnozstvi imunitnich bun€k, slouZicich k obrané proti infekci. Nedostatek kysliku vede
k inhibici bunééného cyklu a zastaveni buné¢k v urcité¢ fazi déleni. Mezi buiky, jejichz
schopnost proliferace je vlivem hypoxie potlacena patii naptfiklad embryonalni fibroblasty,
embryondlni kmenové buiky, lymfocyty, keratinocyty a hematopoetické kmenové bunky
(Hubbi a Semenza, 2015). Pferuseni proliferace bun¢k ma na organismus a procesy v ném
probihajici rozsahlé ucinky.

HIF faktor v tomto ptipad¢ ovliviiuje ristové faktory, které proliferaci bunék podporuji (Lee
a kol., 2004). Bunky jsou tak schopné bunécny cyklus a svou funkci opét obnovit. Plisobenim
na cilové geny dochazi k expresi konkrétnich ristovych faktori, jako jsou insulin-like rstovy
faktor-2 (IGF2) a transformujici ristovy faktor (TGF-a). Faktory pak skrze vazbu na ptibuzné
receptory IGFIR a EGFR aktivuji signalni dréhy, vedouci k expresi HIF-1a podjednotky a
k aktivaci déleni a preziti bunék (Semenza, 2003). Preziti bun¢k je zajisténo obnovenim jejich
déleni, ale také blokaci fizené buné¢né smrti neboli apoptozy, ktera by mohla vlivem stresoru
nastat. Existuji ale také bunécné populace, jejichz intenzita déleni se béhem hypoxie neméni.
D¢leni bunék také vyzaduje velké mnozstvi Zivin a adekvatni metabolické procesy. HIF faktor
toto zajiStuje expresi cilovych gend, které fidi piijjem glukézy do bunck a ovliviiuji mTOR
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signalni drahu, jenz reguluje skrze syntézu proteinti nutricni stav (Brahimi-Horn a Pouysségur,
2009). Svym vlivem tak transkripcni faktor dale ptispiva k adaptaci organismu na bezkyslikaté
podminky.
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2 Ukast HIF-1 faktoru na fyziologickych a patofyziologickych procesech

Regulaci bunécné odpoveédi na nedostatek kysliku se HIF-1 faktor podili na mnoha dualezitych
fyziologickych procesech, které se v organismu odehravaji. Tim tak umoziiuje jejich spravny
prubéh a funkci danych soustav. Existuji ale také télu méné prospéSné procesy, na né¢z ma
transkrip¢ni faktor znacny vliv. Témi jsou zmény a poruchy fyziologickych funkci organismu,
vedouci k nemoci. V této kapitole se roli HIF faktoru v patofyziologii, ale i ve zcela béznych
fyziologickych a vyvojovych procesech budu zabyvat.

2.1 Fyziologické procesy

Deficit kysliku v tkdnich vede k naruseni potfebnych bunéénych funkci (Lim a kol., 2021).
Nektera mista v téle jsou vSak schopna plné fungovat i v tak extrémnim fyziologickém stavu,
jako je hypoxie, a tudiz i nizky parcidlni tlak kysliku. V téchto oblastech, kde je koncentrace
kysliku nizsi nez 6 % dochazi ke zvysené produkci transkripcniho faktoru HIF, ktery orgdnim
a soustavam umoziuje spravné pracovat. Takovymi oblastmi jsou naptiklad okoli kmenovych
bunék, ¢asti reprodukéni soustavy €i travici trakt, kde hladina kysliku kolisa. Nékteré bunky
takto konaji cilené, coz vychdzi ze strategie, ze v prostiedi bohatém na kyslik vznikaji volné
radikaly, schopné poskodit DNA bun¢k (Bezdicek, 2022). Tomu se bunky chtéji vyhnout.
Prestoze je tedy v jejich okoli kysliku dostatek, voli pro vyrobu energie anaerobni zpusob.
V nasledujicich kapitolach se budu procestim, probihajicim v téchto oblastech dale vénovat.

2.1.1 HIF-1 faktor a reprodukce

Reprodukce je komplexni proces, zahrnujici fadu bunénych mechanismi, které jsou pro
uspésné poceti, t¢hotenstvi a nasledny vyvoj potomki zcela nezbytné. Tento fetézec udalosti,
ktery zahrnuje ovulaci, oplozeni, implantaci embrya a vyvoj plodu vyZaduje pfesnou regulaci.
Pravé HIF-1 faktor je jednim z klicovych regulatort téchto procesii. Hraje roli pifi adaptaci
bunék a tkani na hypoxické prostiedi, jelikoZ béhem reprodukéniho procesu dochazi v plisobeni
kysliku k dramatickym zméndm. Hypoxickym prostfedim je naptiklad folikularni tekutina ve
folikulu, déloha béhem vyvoje embrya ¢i placenta.

2.1.1.1 Folikulogeneze

Folikulogeneze je jednim zprvnich procesti vreprodukci, jenz se zcasti odehrava
v podminkdach s nizkou hladinou kysliku. Je to velice slozity proces, ktery zahrnuje mnoho
stadii (Obrazek €. 3). Tvorba a vyvoj vajicka se odehrava v mikroprostiedi folikulu, vyplnéném
folikularni tekutinou. Ta je produkovana okolnimi granuloznimi butikami a poskytuje Ziviny,
mineraly a dalsi dilezité latky pro riist oocytu, ktery se ve folikulu nachazi. Tekutina je béhem
zrani folikulu v pozdé&jsich stadiich chuda na kyslik, jelikoZ je zdsobena pouze difuzi z okolnich
tkani. Vajicko totiz nema vlastni cévni zasobeni, jelikoZ je béhem vyvoje folikulu vytvoten tzv.
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avaskularni prostor. Ve fazi Graafova folikulu je COC odd¢€len od granuloznich bunék antrem
a od thékalnich buné¢k a cévniho zasobeni bazalni membranou. Folikuly jsou vSak na fungovani
v takovém prostfedi dobie ptizptisobeny a hypoxie hraje v pozdéjsich fazich folikulogeneze
vyznamnou roli. VEétSina hormont, které fidi folikulogenezi, zrani oocytt i ovulaci jsou hypoxii
neptimo stimulovany. Mezi tyto hormony patfi luteiniza¢ni hormon (LH), folikuly-stimulujici
hormon (FSH), estradiol ¢i progesteron (Lim a kol., 2021). I pfesto je vSak béhem obdobi rtstu
nutna ptitomnost kysliku uvnitt folikulu, jelikoz oocyt provadi vyrobu ATP oxidacni
fosforylaci. Timto zptisobem produkuje energii potiebnou k ristu. Vyhodnoceni pfitomnosti
nebo nepiitomnosti kysliku zabezpecuje HIF-1 faktor, jenz piisobi na cilové geny, ¢imz aktivuje
naptiklad jiz zminénou angiogenezi skrze stimulaci VEGF genu. Tim dojde ke zvySeni priitoku
krve, diky cemuz je k folikulu pfivadéno vétsi mnozstvi LH. Tvorba novych cév a plsobeni
faktoru jsou tak vyznamné hlavné béhem utvarfeni Zlutého téliska (CL). Jak jiZz bylo diive
zminéno, VEGF je aktivovan také tumor nekrotizujicim faktorem (TNFa), produkovanym
makrofdgy CL (Bezdicek, 2022). Vzhledem k tomu, Ze je HIF-1 schopen podnécovat i
apoptozu, je dileZitou soucasti také pii degradaci CL. Poté, co dochazi ke zvySeni hladiny
kysliku pro tcely metabolismu, aktivita HIFu poklesne (Thompson a kol., 2015). Konkrétn¢
HIF-1a podjednotka je produkovana granuloznimi bunkami folikulu u fady savcl vcetné
cloveéka. Experimenty, provadéné na téchto bunkach u laboratornich krys (Rattus norvegicus
domestica, Berkenhout 1769) ukdazaly, ze exprese podjednotky je aktivovdna nardstem
gonadotropintl. Ten se odehrava hlavné béhem ovulace a lutealni faze (Alam a kol., 2004). Alfa
podjednotka tak aktivuje bunééné déleni granuloznich bun¢k folikulu a produkei steroidnich
hormont, coZ jsou procesy pro ovulaci kli¢ové. Stav hypoxie ve vajecnicich je dnes pfedmétem
mnoha vyzkumd, jelikoZ by mohla byt navozenim tohoto stavu v in vitro podminkach zvySena
uspésnost IVM béhem asistované reprodukce. Takovy proces je Casto vyuzivan u zen s PCOS.

Graaftv folikul
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Obrazek ¢. 3: Vyvoj ovaridlniho folikulu (Lim a kol., 2021, The University of Adelaide,

upraveno Rydvalova).

Na obréazku ¢. 3 mtizeme pozorovat ovaridlni cyklus a jeho jednotlivé faze. Dochazi k prechodu
z preantralniho (na gonadotropinu nezéavislého) rstu na antralni (na gonadotropinu zavislé)
zrani. Béhem toho je oocyt antrem oddélen od cévniho zasobeni, coz vede k poklesu hladiny
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kysliku uvnitt folikulu. S rastem folikulu tak koncentrace kysliku uvnitt klesa. Béhem ovulace
je snizen také prutok krve, ¢imz dale klesa zasobeni kumuldrnich bunék kyslikem.
V pocatecnich stadiich vyvoje folikulu miize také dojit k zaniku folikulu neboli atrézii.

2.1.1.2 Embryogeneze

Po tspésném oplozeni (vzniku zygoty) a nasledné implantaci v d€loze pocina obdobi gravidity.
Tim je také nastartovan proces embryogeneze. Béhem té se zygota mitoticky déli, prochéazi
mnoha vyvojovymi stadii a postupné se diferencuje na tfi zarodecné listy: ektoderm, entoderm
a mezoderm. Ty slouZzi jako zaklad pro organogenezi a utvareni nového jedince. Jak jiz bylo
zjisténo pomoci méteni hladiny kysliku uvnitt délohy a placenty, embryo je jiz od raného
vyvoje vystavovano hypoxii (Cerychové a Pavlinkova, 2018). Buiiky trofoblastu totiz postupné
uzaviraji vyvody spirdlnich tepen, coz napft. u ¢loveéka redukuje koncentraci kysliku na = 2,5
%. Proto je pro vyrobu energie vyuZita glykolyza. Nizkd koncentrace kysliku je tak ptesné
kontrolovana pomoci HIF-1a, diky ¢emuz je minimalizovana produkce volnych radikali, jez
by mohly embryo a jeho DNA poskodit. Jak uvadi Bezdicek (2022), obé podjednotky
transkripéniho faktoru jsou b&hem hypoxie hojné produkovany syncytiotrofoblastem a
cytotrofoblastem. Bylo také prokdzano, ze v hypoxickém prostiedi vznikaji kvalitné;si
blastocysty nez pii bézné normoxii. Dochéazi k intenzivni proliferaci bun¢k a vlivem alfa
podjednotky na VEGF je spusSténa angiogeneze za ucelem splnéni metabolickych naroki.
Embryo je diky tomu zdsobeno novymi cévami. Ty vznikaji sloZitym procesem, ktery zacina
diferenciaci hemangioblasti na hematopoetick¢é kmenové bunky a prekurzory bunék
endothelidlnich (ECs). Prekurzory pak formuji primitivni cévni sité uvnitf embrya
a Zloutkového vaku (Hickey a Simon, 2006). Cilend inaktivace HIF-1a ¢i B u mysi pak vede
k vys8i timrtnosti embrya, jelikoz ani u zloutkového vaku ani u embrya nedochdzi k dostatecné
vaskularizaci (Weidemann a Johnson, 2008). Béhem embryogeneze je dale také vlivem
produkce EPO stimulovéana erytropoéza. Z hematopoetickych kmenovych bunck se formuji
zralé erytrocyty, ¢imzZ je vytvofen efektivni hematopoeticky systém. Hlavnim zdrojem
hormonu jsou béhem tohoto procesu jatra (Franke a kol., 2013). Pokud vSak neni hypoxie
zpiisobena fyziologicky, nybrz vnéj$imi vlivy ¢i z dlivodu kardiovaskularnich poruch, miize mit
tato situace na zarodek vazné dopady. Projevi se pak predev§im nizkou porodni vahou ¢i
poruchami srdce. V pozd¢jsi fazi vyvoje embryo ziskavé energii skrze oxidacni fosforylaci
(Holland a kol., 2017). Spotieba kysliku tak s dosazenim vyvojového stadia blastocysty roste,
jelikoz jsou spiralni arterie odblokovany a pfetransformovany pomoci VEGF ¢i placentalniho
rastového faktoru. Pfitomnost HIFu naopak klesa.

Podplirnym organem pro vyvijejici se embryo je jiz od jeho uchyceni v déloze placenta. Ta se
tvofi v ramcei shodnych hypoxickych podminek a hladina kysliku ji téZ vyznamné ovliviuje.
Placenta je zasobena dvéma pfitoky krve. Prvnim je zasobeni ze strany matky prostfednictvim
spirdlnich arterii, jimiz je pfivadén kyslik a Ziviny. Druhé zasobeni probiha skrze pupeénik ze
strany plodu. Tim je pfivadéna jiz odkysli¢end krev a odpadni latky zpét do placenty. Uvnitt
placenty se pak pupecnikové tepny vétvi do drobnych cév, které zajist'uji vymenu plynt, Zivin
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a odpadnich latek mezi matCinou a plodovou krvi. Koncentrace kysliku v tkani placenty se
béhem téhotenstvi méni a koresponduje s vyvojovymi stadii embrya a fetu. Téhotenstvi Ize tak
dle hladiny kysliku rozdélit na dvé faze, jimiz jsou prvni trimestr, trvajici zhruba do 12. tydne
a druhy a tieti trimestr. Behem prvni faze neni placenta krvi matky téméf vibec zasobena.
Prostor je vyplnén pouze ¢irou tekutinou, kterou tvoii matcina plazma a sekret endometridlnich
zlaz (Burton a kol., 2021). Béhem této faze ptevladaji hypoxické podminky. Dochézi tak
k aktivaci HIF faktoru, ktery reguluje bunécny metabolismus a zabrafuje pisobeni
hypoxického stresu na placentu tim, Ze stimuluje angiogenezi. Druha faze se vzhledem
k pocatku cirkulace krve u lidi vyznacuje vyraznym nartistem koncentrace kysliku a parcialniho
tlaku az na 8 %. HIF-1 faktor je tak kli¢ovym pro formaci dilezitych fyziologickych systémil
béhem embryogeneze a opét piredstavuje hlavni regulator homeostazy kysliku v tomto prostiedi
(Semenza, 1998).

2.1.2 HIF-1 faktor a travici soustava

Travici trakt je jednim z dalSich mist v téle organismu, kde ptisobi hypoxické podminky, a tudiz
také HIF faktor, ktery tyto podminky reguluje. Samotny trakt je tvofen n€kolika vrstvami. Mezi
né patii vnitini vrstva sliznice, podslizni¢ni vazivo, hladkd svalovina pro pohyb potravy
a ser6zni membrana. Tato velmi slozité stavba a rozsahly povrch mu umoziuje plnit jeho hlavni
funkce. Témi jsou rozklad a vstfebavani Zivin a odchod odpadnich latek.

Hypoxie v travicim systému ovlivituje mnoho fyziologickych stavii. Hladina kysliku klesa
s postupnym pruchodem skrze trakt a lisi se také v jednotlivych vrstvach. Muzeme tedy
pozorovat negativni gradient kysliku. Uvnitt Zaludku se hodnota tlaku, tvofené¢ho kyslikem
pohybuje v rozmezi od 6 % do 10 %, v tenkém stteveé pak od 2 % do 5 % a v tlustém stfevé od
0 % do 2 %. Vibec nejmén¢ kysliku je pak v kone¢niku, kde parcialni tlak kysliku dosahuje
pouze 10 mmHg (Zheng a kol., 2015). Mezi jednotlivymi vrstvami od slizni¢niho vaziva,
bohatého na kyslik po anoxicky lumen stieva lze rovnéz pozorovat negativni gradient kysliku.
Ten je vzhledem k tomu, Ze je sliznice, nachazejici se v blizkosti lumenu bohaté zasobena
cévami znacné strmy. Zasobeni tkdni kyslikem se vSak vzhledem k rizné dynamice pifijmu
potravy a tim také pritoku krve méni (Taylor, 2007). Pritok krve nartistd v reakci na piijem
potravy a béhem hladovéni pomalu klesa. Tim padem kolisa také piivod kysliku do tkéni, a tak
musi byt buniky schopné se t€émto nestalym podminkam rychle pfizptisobit. Bunky jsou kryté
ochrannou mukoézni vrstvou, obsahujici antimikrobidlnimi peptidy, jimZ je napiiklad B-
defensin-1. Mezi bunky traktu patfi enterocyty, Panethovy buiky, poharkové bunky c¢i
endocyty. Ty maji vlastni specifické funkce a dohromady se oznacuji jako IECs. Schopnost
adaptace téchto bun€k umoziuje HIF-10, jeZ je diky hypoxickym podminkém stabilizovana a
stfev udrZzovani integrity intestinalni bariéry epitelu (IEB). Bariéra je v kontaktu s Zivinami a
bakteriemi, které zajist'uji jejich rozklad. Jejim tkolem je zajistit propustnost pro latky télu
prospéSné a chrédnit vnitini tkané pfed prinikem neZddoucich mikrobli a toxinid. Alfa
podjednotka svym vlivem na expresi cilového genu indukuje tvorbu claudinu-1. Tento protein
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fidi komunikaci mezi sousednimi buiikami a membranovymi proteiny, tudiz mé vliv na
strukturu a funkci bariéry. Pro obnovu integrity IEB je déale nutna také autofagie, jejiz aktivita
je vlivem HIF-1a na cilové geny zvySovana. Jak uvedli Manresa a Taylor (2017), dysfunkce
IEB vede k idiopatickym stfevnim zanétim. Regulaci integrin-dependentnich signalnich drah
¢i zvySenim exprese ITF, jez se vyskytuje v blizkosti poranénych tkéani, podporuje HIF-1a
hojeni ran (Di Mattia a kol., 2024). Dale také reguluje glykolytické geny, které podporuji
anaerobni produkci ATP a tim také adaptaci na kyslikovou deprivaci. HIF-1a hraje klicovou
roli také pii ochrané stfev pred patogeny, jelikoz stimuluje expresi jiz zminéného B-defensinu-
1, obsazeného v mukdzni vrstve.

Hypoxické podminky také vyhovuji fadé anaerobnich bakterii, tvoficich stievni mikrobiom.
Jejich vyskyt uvnitf stfev je umoznén specifickym sliznicnim imunitnim systémem, jez
rozpozna neSkodné antigeny a bakterie od Skodlivych patogenti (Di Mattia a kol., 2024). Na
fizeni imunitnich odpovédi se podili také HIF faktor, jelikoz je exprimovan uvniti imunitnich
bun¢k a ovliviiuje jejich funkci. Mikroorganismy v travicim traktu jsou pro jejich hostitele
velkym piinosem, jelikoz se podileji na spravném chodu metabolismu, traveni, pfijmu vitamint
¢i na obnov¢ a hojeni stiev. Dale pfeménuji vlakninu a Skrob na SCFA, které skrze stimulaci
PDK inaktivuji pyruvat dehydrogenazovy komplex. Nedochazi tedy k pfeméné pyruvatu na
acetyl-CoA a tak je B-oxidaci produkovana SCFA. Tim je zvySena oxida¢ni respirace a dale
posilena hypoxie, coz vede ke stabilizaci alfa podjednotky. Tomu napomaha také schopnost
mikroorganismi produkovat siderofory, které vazou zelezo a ¢ini ho tak nedostupnym pro
PHDs, které ho vyzaduji jako kofaktor béhem degradace podjednotky (Golonka a kol., 2019).
Ovliviiuji ale také hladinu kysliku. Nékteré druhy dale snizuji koncentraci kysliku jeho
konzumaci, ¢imz tvofi perfektni prostiedi pro striktné anaerobni druhy, jimZz je napiiklad
Bifidobacteria. Zv1aste tlusté stievo je tak téchto anaerobnich druhli plné. Obecné se vyskyt
druhti mikroorganismt lisi napfi¢ traktem vzhledem k rtzné hlading kysliku. Uvnitf stfeva jsou
mikroorganismy stratifikovany tak, Ze blizko okysli¢eného epitelu se uchyluji aerobni druhy
a ve stfedu anoxického lumenu anaerobni druhy. Bakterie produkci metabolitil, jez zvySuji
spotiebu kysliku v epitelu, dale udrzuji v traktu hypoxické podminky (Kelly a kol., 2015). Tim
ho chrani pted poSkozenim vlivem ROS. Za ucelem piedejiti poSkozeni sttev je tedy potteba
dale prozkoumat korelaci mezi hypoxii a dysbidézou a vliv nésledkii na celkovou homeostazu
stiev.

2.1.3 HIF-1 faktor a kmenové bunky

Kmenové buriky jsou jedine¢né ve své schopnosti diferenciace. Z nerozliSeného stavu se
dokdzou pfeménit na rizné bunécné typy v téle, jimiz jsou naptiklad buniky nervové, svalové,
kozni ¢i krevni. Tato vlastnost tzv. pluripotence je tak diilezitad pro obnovu poskozenych ¢i
opotiebenych tkani, ¢imz se buiiky podileji na celkové homeostaze. Vyuzivaji se proto pro 1é€bu
nejruznéjsich nemoci a vad. Déle podstupuji mnohocetnd mitoticka déleni, coZ jim poskytuje
regenerani schopnost. Metabolismus kmenovych bunék se v prubéhu jejich zivota méni
v zavislosti na podminkdch mikroprostfedi, ve kterém se vyskytuji. HIF-1 faktor je jeho
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hlavnim regulatorem. V ranych stadiich vyvoje, kdy maji buiky vysokou regeneracni
schopnost, je metabolismus zamétfen na udrzeni jejich nevyvinutého stavu a podporu rychlé
proliferace. V takovém pfipadé¢ dochazi vlivem HIF faktoru k vyrobé ATP anaerobni
glykolyzou, jez poskytuje potfebnou energii pro rychly bunécny rtst. Pii diferenciaci bun¢k na
specifické bunécné typy se jejich metabolismus méni na oxidacni. Tyto buiiky dovedou jako
jedny z mala existovat ve velmi nizkych az nulovych hodnotach parcidlniho tlaku kysliku. Je
to pravé ztoho divodu, Ze v dychacim fetézci vznikaji reaktivni formy kysliku, jako je
naptiklad peroxid vodiku. Ty by mohly vazné poskodit DNA bunck (Bezdicek, 2022). Stav
hypoxie je tedy pro kmenové buiiky velkym benefitem. Je klicovy pro udrzovani jejich populaci
a je schopen navodit bunéné déleni. Jednim z prvnich typii, na kterém byl studovan vliv
parcialniho tlaku kysliku, jsou hematopoetické kmenové buitky (HSCs), nachazejici se v kostni
dfeni. Ty jsou zodpoveédné za tvorbu novych krevnich bunck. V kostni dfeni byla namétena
velmi nizka koncentrace kysliku zhruba od 1 % do 2 %. Bylo zji§téno, ze kultivace v in vitro
prostfedi s nizkou hladinou kysliku skuteéné vede ke zvySené proliferaci bun¢k (Ma a kol.,
2009). Takové vysledky byly potvrzeny také u hematopoetickych prekurzorovych bunék
embryi a jejich Zloutkovych vakl. V odpovédi na hypoxické podminky jsou pak buiiky schopné
se zaradit do vnittku cévni struktury a produkovat angiogenetické ristové faktory. HSCs jsou
také 1 spole¢né s n€kterymi dal$imi druhy kmenovych bun¢k schopny béhem hypoxie zvysit
expresi VEGF. Témi jsou dale naptiklad adipocytarni kmenové buniky, vyskytujici se v tukoveé
tkani. Také mezenchymalni kmenové buiiky, na néz ptsobily hypoxické podminky, vykazovaly
po transplantaci vy$$i miru pfeziti a terapeuticky potencidl nez bunky kultivované
v normoxickych podminkach (Lee a kol., 2019). HIF faktor pisobi v n€kterych z té€chto ¢inka
hypoxie na kmenové buiiky jako regulator. Kmenové buiiky se totiz musi ptizplisobovat
hypoxickym podminkam, aby ptezily a udrzely si svou schopnost pluripotence. HIF-1a plsobi
napfiiklad také jako fidici jednotka bunéného cyklu kmenovych bunék. Reguluje totiz expresi
gent, kontrolujicich vstup a vystup z klidové faze bunécného cyklu, coz vede ke zménam
v aktivaci k proliferaci (Hubbi a Semenza, 2015). Dale HIF faktor podporuje v klicovych
situacich rychlejsi proliferaci, coz vede k rychlé regeneraci a hojeni ran. Soucasn€ ma také vliv
na diferenciaci, ¢imZ ovliviiyje, jaké typy bunék se vytvofi. V neposledni fad¢ ovliviiuje také
interakci kmenovych bunék s jejich mikroprostiedim. Moduluje totiZ signalni drahy, ovlivitujici
komunikaci mezi nimi a okolnimi buiikami a tkanémi.

2.2 Patofyziologické procesy

Pfestoze je tato prace zamétena primarné na uplatnéni HIF faktoru ve fyziologii, jeho potencial
v patofyziologickych procesech mi nedovolil tuto kapitolu vynechat. Stav hypoxie je totiZ
charakteristicky také pro mnoha onemocnéni. Nedostatek kysliku miize byt v téchto ptipadech
zpusoben nedostateénym cévnim zasobenim ¢i poruchami tohoto cévniho systému (Brahimi-
Horn a Pouysségur, 2009). Dale miize byt zptusoben také nizkou oxygenaci krve (Safran
a Kaelin Jr., 2003). Hypoxie miiZe mit bud’ kratké ¢i dlouhé trvani. Pti kratkém hovotime o tzv.
akutni hypoxii, kterd nastava napiiklad pii ischemickych poruchéch. Pti dlouhém hovotime o
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tzv. chronické hypoxii, jez ptisobi béhem rakoviny. V téchto podminkach je kli¢ovou molekulou
HIF-1 faktor, ktery je aktivovan v odpovédi na nedostatek kysliku. Ovlivituje Sirokou skalu
patofyziologickych procesii, které se uplatiiuji v riznych chorobach. Reguluje totiz bunécné
procesy a geny, které jsou esencialni pro preziti a funkci bun€k v hypoxii. Tyto procesy mohou
zahrnovat zmény v krevnim obé&hu, energetickém metabolismu bunék, progresi nadort,
imunitni odpovédi ¢i reakci na ischemické poSkozeni. Porozumeéni tloze faktoru v téchto
procesech je klicové pro 1écbu a prevenci onemocnéni, spojenych s ubytkem kysliku. V této
kapitole se zaméfim na hlavni piedstavitele téchto onemocnéni, mezi n€z patii naptiklad
rakovina a ischemické choroby srdce ¢i mozku (Semenza, 2000). Patii totiz mezi jedny
z nejbéznéjSich pricin umrti v dnesnim svété.

2.2.1 HIF-1 faktor a rakovina

Rakovina je naddorové onemocnéni, jeZ je v soucasné dobé jednim z nejcastéjSich pticin imrti
po celém svéte (Gassmann a Wenger, 1997). Nadorové bujeni mize byt v nékterych piipadech
1 zcela neSkodné. Rakovina vSak produkuje hlavné zhoubné neboli maligni nadory. Dle
bunécného plvodu se rakovina skladd hned z nékolika doprovodnych chorob, které maji
spole¢ny rys nekontrolovatelného ristu a Sifeni abnormélnich bun¢k v téle (Brahimi-Horn
a kol., 2007). B&Zzné se totiz bunky déli a umiraji v ur€eném cyklu, aby nahradily bunky staré
¢i poskozené. U rakoviny vSak tento proces kontroly selze a dochazi k hyperproliferaci bunék
na ukor okolni tkan€. Hyperproliferace je totiz Casto spojena s aktivaci signdlnich drah
a genetickych 1 epigenetickych zmén. Ty zahrnuji nadmérnou aktivaci onkogentl, inhibici
tumor-supresorovych gent ¢i mutace gent, jez jsou zapojeny do regulace bunécného cyklu.
Rakovinné buiiky mohou také pronikat do okolnich tkani, narusovat jejich strukturu a vytvaret
invazivni 1éze. Tento proces mize mit katastrofalni disledky v ptipad¢, Ze buiiky proniknou do
krevniho fecisté¢ a lymfatickych cév. Mohou se pak dale §ifit i do vzdalengjSich organt
a zpusobit tzv. metastazy. Metastdzy jsou nové vzniklé nadory a jsou Casto spojeny s horsi

nékteré druhy rakoviny se vyskytuji i u mladych jedinct.

V mikroprostfedi naddoru piisobi hypoxické podminky, jeZ maji pozitivni vliv na progresi
nadoru. Mezi konkrétni bunééné reakce, podporujici progresi patii preziti bunék, proliferace,
angiogeneze, rezistence, EMT ¢i metastdze. EMT je proces, béhem kterého se t€sné propojené
buniky epitelu transformuji do bun€k mezenchymu, které maji volng&jsi strukturu a vétsi
schopnost migrace a invaze. Hypoxie je zplisobena zvysSenou spotiebou kysliku a zaroven
narusenim jeho dodavky. Nové vzniklé buiky totiz vytvareji poptavku po kysliku, ktera
pfesahuje schopnost cév dodat ho v dostatecném mnozstvi (Chen a kol., 2020). Masa bung¢k,
vznikla hyperproliferaci dale oddaluje buiiky od cévniho systému, coZ vede k nedostate¢nému
zasobeni prostiedi Zivinami a kyslikem. Nadory totiZ rostou rychleji nez samotné cévy. Proto
existuje uvnitf tumoru gradient kysliku, jelikoz jeho dostupnost klesa s rostouci vzdalenosti od
nejblizSich cév. Nadory pak mohou ve svém stfedu obsahovat také nekrotické oblasti. Jsou to
mista, kterd jsou od zdroje nejvzdalenéj$i a vlivem nedostatku kysliku a Zivin odumiraji.
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Hypoxie byla prokazana naptiklad méfenim parcidlniho kysliku v nadorech pfi rakoviné prsu.
Hodnoty dosahovaly <2,5 mmHg na rozdil od hodnot 65 mmHg v béZné prsni tkéni (Semenza,
2014).

Vlivem hypoxie dochazi ke stabilizaci HIF faktoru, ktery buitkdm skrze transaktivaci cilovych
genll pomaha v adaptaci na hypoxické podminky. Viibec nejvyssi jsou hladiny HIF faktoru
v zijicich buiikéch, které jsou nejvzdalené;jsi od cévniho systému. Aktivita HIF faktoru je kromé
hypoxie indukovéana také skrze aktivaci onkogend, které zvysi expresi HIF-1a piisobenim na
mTOR signélni dréhu. To vede k narGstu translace HIF-1ao mRNA do proteinové podoby.
Aktivita HIF faktor je tedy zvySovana jak fyziologicky, tak epigeneticky. HIF faktor pak
reguluje Sirokou Skalu genti, odpovédnych za expresi proteind, klicovych pro adaptaci na
difuzi kysliku je totiz velice limitujici pro jejich rast. Vlivem HIF faktoru tedy dochézi k expresi
genovych produkti VEGF a angiopoetinu-2. Ty se nasledné navazou na specifické receptory
na povrchu endotelovych bunék, ¢imz aktivuji jejich proliferaci, migraci a utvareni novych cév
(Chen a kol., 2020). Tim dochézi k urychleni rastu cévni sité a k obnoveni zasoby kysliku
a zivin, coz vede k opétovnému rustu nadoru, a tedy i jeho preziti. AvSak noveé vzniklé cévy
jsou Casto deformované, a proto jsou mén¢ efektivni (Brahimi-Horn a kol., 2007). Co se tyce
zdroje energie, spoléhaji se buriky na zpiisob vyroby ATP skrze anaerobni glykolyzu. Piesto ze
je tento zpusob energeticky méné efektivni, konaji tak i béhem normoxie, jak bylo zjisténo Otto
Warburgem pied vice nez 80 lety (Weidemann a Johnson, 2008). To je ptfisuzovano faktu, ze
délici se bunky pottebuji kromé ATP také uhlovodiky jako stavebni material. Anaerobni
glykolyza umoznuje piesmérovani nékterych uhlovodiki k vyrobé zédkladnich stavebnich
blok, jimiZ jsou napiiklad nukleotidy ¢i aminokyseliny. Rakovinné bunky dale tento méné
produktivni zptisob vyroby energie kompenzuji vys$§im piijmem gluk6zy pomoci HIF faktorem
regulovanych glukézovych pfenaSecli. Za metabolickou zménu z kyslikaté na bezkyslikatou
produkci energie je pak zodpovédnych nékolik glykolytickych enzymi, fizenych alfa
podjednotkou HIF faktoru. Jak jiZ bylo popsano v kapitole Metabolismus glukézy, pyruvat je
pomoci laktat dehydrogenazy A pfeménovan na laktat a pomoci PDK1 je inhibovana pyruvat
dehydrogenaza. Tim je potlatena pifeména pyruvatu na acetyl-CoA, a tudiz i1 oxidaéni
fosforylace. Alfa podjednotka je zodpovédna také za regulaci pH mikroprostfedi nadoru.
Vlivem produkce laktatu totiz nastava v extracelularnim prostoru acidoza, tedy pH klesa.
Ackoliv je pH ve vnéjSim prostfedi nizké, uvnitt bunék zlstava relativné v normé ¢i je dokonce
slabé zésadité. To je zplsobeno diky HIF faktoru. Faktor totiz aktivuje membranové pumpy
a pienaSece, které skrze pienos ionti, jako jsou napf. H', Na®, Cl" nebo HCOs udrzuji
homeostazu pH. Tim je dale podpofena proliferace a invaze bunék do dalSich tkani. HIF faktor
totiz hraje roli také v invazi bun€k a tvorbé metastaz.

Inhibice proteinti, které HIF faktor ovliviiuje ¢i inhibice samotného faktoru by pak méla
blokovat rst nddoru a progresi rakoviny. Nadoru je totiz timto zamezen piistup ke kysliku
a zivinam. Jiz bylo prokadzano, Ze genova terapie, vedouci k zabranéni vazby koaktivatoru
CBP/p300 na HIF-1a, vedla u tzv. xenograft modelu mysi (implantace lidskych nadorovych
bun¢k do téla zvifete) k inhibici rastu naddoru. HIF faktor by mohl byt takto deaktivovan
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nékolika moznymi zptsoby. To by mohlo mit do budoucna vyznamny terapeuticky potencial
pro lécbu rakoviny, a proto by mél byt HIF faktor v tomto ohledu dale zkouman.

2.2.2 HIF-1 faktor a ischemické poruchy

Ischemické poruchy jsou vaznd onemocnéni spojend s nedostateCnym prokrvenim tkani,
zptisobenym obstrukei ¢i zuzenim cév, které tkan¢ zasobuji. To ma za nasledek nedostatek
kysliku a zivin. Déle se ischemické poruchy vyznacuji také nedostatecnym odvodem, a tudiz
hromadénim toxickych metaboliti. Mezi tyto poruchy patii srdec¢ni infarkt ¢i mozkova mrtvice.
Srde¢nimu infarktu pfedchdzi aterosklerdza neboli kornaténi tepen, coz je proces ukladani
tukovych latek a vapniku do stén tepen (Chen akol. 2020). Piikladem tukovych latek je
cholesterol, jenz je ptitomen hlavné v potravinach zivoc¢isné vyroby. Cévni sténa se tak méni
a vytvarii se ateroskleroticky plat, ¢imz dojde ke zizeni cév a ztrat¢€ jejich pruznosti. Pritok krve
se tak snizi, srdce neni zasobeno dostatenym mnozstvim kysliku a glukézy a dochazi k jeho
nevratnému poskozeni a kinfarktu. Samotny infarkt je nekréza srde¢niho svalu.
Ischemie/hypoxie vyvolava expresi HIF-1a a ta nasledné indukuje expresi dalSich proteintl,
jako je napt. VEGF. U mladych jedincti ma ischemie na angiogenezi silné stimulac¢ni u¢inky:.
Tudiz dochézi k riistu korondrnich i perifernich cév, jez obnovuji ¢i zvySuji zasobeni tkani
kyslikem. Tim lze infarktu ptedejit. S rostoucim vé€kem vSak dochézi k naruseni produkce
VEGF a ke snizeni reaktivity epitelidlnich bun¢k na néj. Tim padem probihd angiogeneze
v mnohem mensi mife a pomaleji. To je zptisobeno nizsi aktivitou HIF-1 faktoru. Pravé priubéh
angiogeneze pak ovlivni, jak zavazny infarkt je ¢i zda se vibec odehraje. Rychld obnova
pratoku krve jeho rozsah snizuje (Semenza, 2014). Proto existuji také dalsi latky, které jsou
schopny zvysit expresi HIF-1a a tim také zvysSit intenzitu angiogeneze uvnitt ischemického
myokardu. Takovou latkou je napt. PR39, coz je peptid, ktery skrze inhibici degradace HIF-1a
podporuje angiogenezi (Semenza, 2000). Mozkova mrtvice neboli cévni mozkova piihoda je
dalSim typem ischemické poruchy. Pokud je tepna, kterd vede do mozku ucpana naptiklad
krevni srazeninou (trombdza), nedostava se do mozku dostatek kysliku. V takovém piipadé
nastava ischemie, jejimz vlivem dochazi k poSkozeni mozku a jeho postupnému odumirani.
Béhem jedné minuty odumie aZ milion neuronti. Hypoxické podminky pak aktivuji HIF-1a,
ktera tidi adaptaci neuront. Hlavnim procesem, ktery HIF-1a ovliviiuje, je opét angiogeneze.
Déle reguluje také bunécné pieziti a metabolismus gluko6zy. I v tomto ohledu je vSak potieba
HIF faktor dale studovat, aby mohl byt v tomto odvétvi v budoucnu terapeuticky vyuzivan.
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3 HIF-1 faktor a obratlovci, Zijici v hypoxickém prostredi

Nékteti savei se kvili podminkdm, ve kterych ziji, musi pfizpisobovat riznym extrémum.
Mohou to byt naptiklad vysoké ¢i nizké teploty, temnota nebo praveé hypoxie. Aby byly tyto
organismy schopné vést v hypoxickém prostiedi kvalitni zivot, musi k tomu byt patfiéné
prizptisobeny. K tomu patii vysoce koordinovand systémova rekonfigurace téla, zahrnujici
castecné vypnuti n€kterych organti. Nekteré buiky ztistavaji metabolicky aktivni, zatimco jiné
prepinaji na anaerobni zptisob vyroby energie nebo se Uplné deaktivuji (Ramirez a kol., 2006).
Tato rekonfigurace zavisi na proménnych, jako je prostiedi, stupeit hypoxického stresu ¢i
chovani organismu. Obratlovciim, zijicim ve vysokych nadmotskych vyskach ¢i potapéjicim se
do velkych hloubek pomaha pti adaptaci také HIF-1 faktor. Ten reguluje expresi cilovych gent,
jejichz produkty hraji kli¢ovou roli pfi bunéénych odpovédich na nizkou hladinu kysliku
(Graham a McCracken, 2019). V této kapitole se budu vénovat vybranym druhiim motskych ¢i
horskych obratlovcil a jejich ptizpisobenim pro zivot v hypoxii.

3.1 Podmorsti obratlovcei

vvvvvv

obyvatele, zejména z hlediska dostupnosti kysliku. Dostupnost kysliku je totiz jednim
z kli¢ovych faktorti, ovliviiujicich podmotsky ekosystém. Ve velkych hloubkach na Zivocichy
Casto pusobi hypoxické podminky, vzhledem k vysokému tlaku vody a omezenému piisunu
kysliku z atmosféry. S rostouci hloubkou se tak mnozstvi kysliku rozpusténého ve vod¢ snizuje.
Na Zivocichy jsou kladeny extrémni naroky, které vyZaduji fyziologické, anatomické ¢i
behavioralni adaptace. Diky témto adaptacim jsou tak schopni maximalizovat délku ponoru.
Hrozi ale, Ze nastane tzv. asfyxie, coz je stav nedostatecného ptisunu kysliku do téla ¢i
nedostatecného odvodu oxidu uhli¢itého z téla (Davis, 2014). Asfyxie vede k hypoxii v tkanich
a naruseni metabolismu a fyziologické homeostazy. Potapé&jici se savci a ptaci jsou na dlouha
preruseni dychani prizptisobeni. To jim umoznuje zachovat si na urCity cas kyslikaty
metabolismus a homeostazu 1 pod vodou. Souhrn fyziologickych zmén v reakci na ponor se
oznacuje jako tzv. potapécska odezva (odezva na ponor). Ta chrani Zivo€ichy pted asfyxii. Mezi
plicni a kardiovaskuldrni zmény patii zastava dychani (apnoe), snizeni srde¢ni frekvence
(bradykardie), pokles srde¢niho vydeje a periferni vazokonstrikce, jez zachovava arterialni
krevni tlak a prokrveni dalezitych orgédni. Bradykardie mtize pii nuceném ponoru dosahovat az
organy, kterymi jsou mozek, srdce, plice a nadledviny. Tyto fyziologické zmény slouZzi hlavné
k zachovani kysliku pro orgéany, které jsou na jeho deficit nejcitlivéjsi a jsou esencialni pro
preziti. Tyto fyziologické zmény vSak mohou trvat pouze omezeny cas a lisi se dle toho, zda
byl ponor dobrovolny ¢i nuceny. To bylo zkouméno napiiklad u tulené Weddellova
(Leptonychotes weddellii Lesson, 1826). Co se ty¢e zmeény metabolismu, pfi nuceném ponoru
se meéni na anaerobni. V ptipadé¢ dobrovolného ponoru si vSak moisti savci zachovavaji
kyslikatou vyrobu ATP ve vét§in¢€ ¢asti téla. Bylo totiz prokazano, ze pii dobrovolném ponoru,
kratSim nez 16 minut, nedos$lo k narastu laktatu v krvi, tudiz se tuleni potapé€li pouze v rdmci
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svého aerobniho limitu (ADL). V kosternich svalech, kde je cilen¢ vytvorené hypoxické
prostiedi, dochazi k vyrobé energie jinym zplsobem. Tim je B-oxidace mastnych kyselin. Jak
uvedli Kooyman a kol. (1980), aerobni limit se v ptipad¢ tohoto druhu pohybuje v rozmezi od
16 do 18 minut. Vzhledem k tomu, ze pii dobrovolném ponoru nedochdzi ani k do¢asnému
neprokrveni nékterych organi, je tfeba potapéjici se zivocichy studovat v jejich pfirozeném
prostiedi, nikoliv nucen€. V pifipad¢€ nuceni se totiz jedna pouze o primitivni reakci na hrozbu
asfyxie. Takovou fyziologickou reakci ma spolecnou vétsSina obratlovcl. Tyto fyziologické
reakce, jako je napfiklad zména srdecni frekvence se liSi také dle narocCnosti a rychlosti
vykonavaného pohybu ve vod¢. S rostouci narocnosti pii plavani se zvysuje srdecni frekvence,
aby mohly byt aktivni svaly dostatecn¢ zasobeny kyslikem. Tuleni Weddellovi, ktefi se potapéji
na dlouhé Casové useky, si skrze na vydej energie nenarocny pohyb udrzuji nizkou troven
metabolismu a maji tak vyraznéj$i fyziologickou odezvu na ponor. Naopak Zivocichové,
potap¢jici se na kratké useky, kterymi jsou napiiklad delfini skakavi (Zursiops truncatus
Montagu, 1821), vykonaji vice pohybu ploutvemi, pohybuji se rychleji a maji niz§i zdsobu
kysliku ve svalech. Maji tudiZ méné vyraznou odezvu na ponor.

Aby byl ADL prodlouzen, vyuzivaji zivo¢ichové veskerou zasobu kysliku, ulozenou v krvi
a svalech. V krvi je kyslik ulozen ve formé oxy-hemoglobinu (oxy-Hb), zatimco v kosternich
svalech a myokardu je ulozen ve formé oxy-myoglobinu (oxy-Mb). Afinita kysliku k Hb je
rizna vzhledem k celkové télesné hmoté. Pso hemoglobinu se u motskych dravci, jako jsou
tuleni, lachtani, mrozi ¢i vydry motské (Enhydra lutris Linneanus, 1758) pohybuje od 25 do 31
mmHg. Psp myoglobinu je mnohem nizsi. Zivogichové pouzivaji oxy-Mb k ukladani zhruba
tietiny az poloviny celkového mnozstvi kysliku, pouzitého béhem ponoru. Aby byl kyslik
uvolnén, musi dosahovat vnitrobunéény parcidlni tlak kysliku ve svalech méné nez 10 mmHg,
tedy musi pusobit silnd hypoxie. Hypoxicky stav v kosternich svalech zajistuje periferni
vazokonstrikce, jelikoz prerusi zasobeni téchto tkani kyslikem. Tim je umoznéno uvolnéni
kysliku z oxymyoglobinového komplexu (Davis a Kanatous, 1999). Uvolnény kyslik pak
putuje do mitochondrii. Cim je zasoba kysliku ve svalech vyssi, tim vyhodné&jsi odezva na
ponor. Obecné maji moisti savci téchto globinll v téle vice nez suchozemsti savei. To jim
umoziuje ukladat v téle velké mnozstvi kysliku, které jim je nasledné¢ béhem ponoru
k dispozici. Ploutvonozci a kytovci, ktefi vykonévaji viibec nejhlubsi ponory, nesou obrovskeé
mnozstvi kysliku v krvi a svalech, zatimco v plicich maji kysliku minimum (Obrazek €. 4). To
Jim umoziiuje na zacatku ponoru vydechnout, aby byl sniZzen objem plic béhem potapéni. Mezi
n¢ patii naptiklad tulen Weddelltv, rypous severni (Mirounga Angustirostris Gill, 1866) ¢i
vorvan obrovsky (Physeter macrocephalus Linneanus, 1758). U zivocichii, potapéjicich se na
krat$i Casovée useky je kyslik rovnomérnéji rozloZeny mezi plicemi, krvi a svaly. Vyjimkou jsou
kapustiaci, ktefi maji v téle nizké koncentrace Hb 1 Mb, tudiZ maji velmi malou zasobu kysliku.
Pouze diky velmi nizkému energetickému vydeji a nizké intenzit€¢ metabolismu jsou schopni
delSich aerobnich ponorti. Motskd vydra ma zase naopak neobvykle velké plice, jez ji slouzi
jako vyznamny zasobnik kysliku béhem kratSich ponort (Obrazek €. 4). Vyrazné ji vSak
nadnds$i. Proto musi vyvinout vyrazné vyssi usili a véts$i mnozstvi energie, aby se potopila,
a tudiZ ma vysokou intenzitu metabolismu. Existuji také behavioralni adaptace, které snizuji
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vydej energie béhem ponoru. Zivo&ichové napiiklad neplavou pfili§ blizko hladiny za uéelem
eliminace odporu, ktery piisobi vlivem vin. Déle 1ze béhem ponoru vyuzivat také zménu vztlaku
k minimalizaci energetickych nakladt. Pii ponoru je diky zméné kladného vztlaku na zaporny
zvifeti umoznéno klouzat do hloubky bez nutnosti pohybu ploutvemi. To mtze byt dale
podpofeno tim, Ze zivoCichové provedou jesté¢ pfed ponorem vydech, aby snizili pocatecni
objem plic (DaVis 2014) Takto mohou snadno klesnout az do hloubky 300 metrﬁ anii by
tedy aerobné¢. Tim mlnlmahzujl Cas straveny na hlading, jelikoz obnova zasoby kysliku v krv1
a svalech zabere pouze par minut. Aerobni ponor je tak dvakrat efektivnéjsi z hlediska doby
ponoru, coz zvysuje prilezitost k lovu.

V adaptaci na nizkou hladinu kysliku pomahd zivo€ichim HIF faktor. Ten je hlavnim
regulatorem bunéénych odpovédi a celkové homeostazy. Faktor reguluje expresi proteint, které
bunééné odpovédi fidi. Takovym proteinem je naptiklad VEGF, jez zajiStuje angiogenezi. Ta
umoznuje efektivnéjsi prutok krve, prenos oxyhemoglobinového komplexu a okyslicovani
tkani zivoCichi. VEGF dale zajistuje také periferni vazokonstrikci, jeZ pomaha presmérovat
krev z perifernich tkani do dtlezitych organt (Bi a kol., 2015). HIF-1a hraje roli také pti obrané¢
organismu proti oxida¢nimu stresu. Ten je totiz vzhledem k opakovanym cyklim ischemie
a nasledné obnovy povrchového pritoku krve zvyseny. Alfa podjednotka také reguluje expresi
BNIP3, coz je apoptoticky protein, podilejici se na mitochondrialni autofagii. Ta zabrani ristu
hladiny ROS ve tkani naptiklad u tulent. Spole¢né s dal$imi enzymatickymi (gluthation S-
transferdza) a neenzymatickymi (gluthation) antioxidanty tak chrani zivocichy pied oxida¢nim
poskozenim (Davis, 2014). HIF-1a zprosttedkovava také produkci EPO, ¢imz zvySuje intenzitu
erytropoézy (Johnson a kol., 2009). To bylo prokdzano vzhledem ke zvySenému mnozstvi
hematokritu u tulen¢ krouzkovaného (Pusa hispida Schreber, 1775). Je tedy patrné, zZe
podmofsti savei konaji slozité fyziologické ¢i1 metabolické adaptace, které jim umoziuji
prezivat v podminkach hypoxie.
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Obrazek €. 4: Graf rozlozeni zasob kysliku v téle motskych savcii (Davis, 2014, Department of
Marine Biology, Texas A&M University, upraveno Rydvalova).
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Na obrazku ¢. 4 mizeme vidét sloupcovy graf, ktery ukazuje, jak jsou v téle moiskych savct
rozlozeny zasoby kysliku mezi svaly, krvi a plicemi. Pro porovnani zde slouZzi rozlozeni kysliku
v téle tura doméaciho (Bos taurus, 450 kg). Dale graf zobrazuje zasoby kysliku u vydry motské
(Enhydra lutris, 28 kg), lachtana kalifornského (Zalophus californianus, 35 kg), lachtana
medvédiho (Callorhinus ursinus, 154 kg), tulené obecného (Phoca vitulina, 24 kg), tulené
Weddellova (Leptonychotes weddellii, 450 kg), rypouse severniho (Mirounga angustirostris,
1 500 kg), mroze ledniho (Odobenus rosmarus, 65 kg), delfina skakavého (Tursiops truncatus,
200 kg), vorvan¢ obrovského (Physeter macrocephalus, 10 000 kg) a kapustiidka Sirokonosého
(Trichechus manatus, 350 kg).

3.2 Obratlovci, Zijici ve vysokych nadmorskych vySkach

Prostiedi, nachazejici se ve vysokych nadmoiskych vyskach, predstavuje stejné jako
podmoftskeé prostiedi fadu fyziologickych vyzev. Typickym je pro tato prostiedi nizky parcidlni
tlak kysliku a snizena teplota. Do plic Zivoc€ichd, Zzijicich v téchto podminkach se vlivem
nizkého parcidlniho tlaku kysliku dostava méné kysliku (Storz, 2007). To zptsobuje, Ze je krvi
prenaSeno mén¢ kysliku ke tkdnim a bunikam. Hypoxie v tkanich pak zna¢n¢ omezuje prubeh
aerobniho metabolismu, coz nasledné ovlivituje pozadavky na piijem potravy a tekutin. Dale
také meéni celkovou kapacitu energie pro pohybovou aktivitu a pro vnitini produkci tepla u
endotermil. Zivo&ichové tak musi vyuZivat fadu adaptaci, jeZ jim pomahaji se v hypoxickych
podminkach vyporadat se stresem. Jednim z duilezitych proteint, podilejicich se na adaptaci na
nizky parcialni tlak kysliku v krvi je hemoglobin. ZvySenim afinity kysliku k Hb totiZ dochazi
ke zvySeni celkové ob&hové a krevni kapacity k pfenosu kysliku. Tim je pf1 hypoxii zachovana
efektivni hnaci sila pro difuzi kysliku do tkani. I pfi niz§im parcialnim tlaku kysliku musi
transport kysliku krvi plnit dv€ vzajemné souvisejici funkce. Musi byt zachovan dostatecny
ptisun kysliku, aby byly splnény metabolické naroky. Aby byly tkadné efektivné zadsobeny difuzi,
musi byt také udrzovan adekvatni tlakovy gradient. Diilezitym mechanismem je v tomto
piipadé zména tvaru oxygen-hemoglobinové disociacni kiivky (ODC). Je tak kompenzovan
niz8i parcialni tlak kysliku. Tato kiivka popisuje, jak zavisi vratné navazani kysliku
hemoglobinem na Po> v krvi. Pokud je parcialni tlak nizky, dochdzi automaticky k naristu
kyslikové vodivosti krve, ¢imZ je zabranéno parcialnimu tlaku béhem hypoxie dale klesnout.
Pso, coz je parcidlni tlak kysliku, pfi kterém je polovina Hb v krvi nasycend kyslikem vSak klesa.
Zmény v koncentraci hemoglobinu ¢i1 zmény afinity kysliku k Hb mohou vodivost dale
modifikovat. Narst koncentrace hemoglobinu je dualezity hlavné u Zivocicht, ktefi jsou
puvodem z nizinnych oblasti a potiebuji se podminkdm ve vyS$Sich nadmotskych vySkach
ptizplsobit pouze docasné. ZvySeni afinity kysliku k Hb je naopak dilezité u Zivocichi, trvale
zijicich ve vysokohorskych oblastech. Ti jsou na chronickou hypoxii adaptovani také geneticky.
Pfi mirnéj$i hypoxii a vy$S§im parcidlnim tlaku kysliku je zvySen index celkového okyslieni
tkani. Roste také Pso. Diky vyzkumim provadénym Bancherem a Groverem (1972), byly
demonstrovany vyhody vysokého ¢i nizkého Pso béhem silné ¢i mirné hypoxie. Pti vyzkumu

cey

byly porovnavany lamy krotké (Lama glama Linneanus, 1758), Zijici ve vysokych
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nadmoiskych vyskach (nizké Pso) s ovei domaci (Ovis aries Linneanus, 1758). Ovce maji
v porovnani s lamami mnohem vys§i Pso, a tak byla i1 kyslikova vodivost krve u ovci,
vyskytujicich se v nadmotskych vyskach 1 600-2 800 metri, kde ptisobi mirna hypoxie znacné
vysokd. U lam, vyskytujicich se v nadmoiskych vyskach az 6 400 metr vSak byla kyslikova
vodivost jesté vysSsi. Pro vétSinu druhti je obtizné specifikovat, kdy se nizky Pso stava
vyhodnym. U mensSich savct, ktefi maji obecné vyssi intenzitu metabolismu, a proto také vyssi
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je u velkych savci. U alpskych savcet, zijicich vysoko v hordch, jako jsou napiiklad jiz
zminované lamy (L. glama) nebo vikuni (Vicugna vicugna Molina, 1782) se oCekava vyssi
afinita kysliku k Hb. V porovnani se svymi piibuznymi taxony z ¢eledi velbloudovitych tomu
tak opravdu je. Velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus Linneanus, 1758) a velbloud
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lamadm mnohem niz§i afinitu. Biochemie krve velbloudovitych, Zijici v Andach je tak
ptizplisobena pro obyvani téchto vysoko polozenych mist. Jedna se navic pouze o substituci
n¢kolika malo aminokyselin, jeZ zajisti adaptaci funkce hemoglobinu na hypoxii ve vysokych
nadmofskych vySkach. Stejné tomu je také u ptakdl, létajicich ve vysokych nadmotskych
vyskach. Ti maji v porovnéni se sesterskymi taxony, 1étajicimi v niZzindch mnohem vy$si afinitu
kysliku k Hb (Black a Tenny, 1980).

Mnozi Zivocichové jsou v prostiedi se snizenou dostupnosti kysliku schopni za i¢elem snizeni
pozadavkl na kyslik utlumit celkovy metabolismus. To vSak neni mozné u endotermnich
zivoCichd, zijicich ve vysoko polozenych oblastech. Je tomu tak vzhledem k energetickym
narokiim aerobni netfesové termogeneze ¢i fyzické aktivity. Naptiklad béhem letu ptaka
stoupne spotieba kysliku az dvacetindsobné (Storz a kol., 2010). Tim muaze dojit 1 k tomu, Ze
spotfeba kysliku pievysi jeho ptfijem. V takovém piipad¢ je vyZzadovana zvySena kapacita
pratoku kysliku transportni drahou. Tato kaskada je tvofena nékolika kroky od vdechnuti
kysliku az k mitochondriim a zahrnuje naptiklad zmény v plicni ventilaci, plicni difuzi kysliku,
cirkulaci kysliku v krvi a difuzi kysliku do tkani. Toho je dosazeno diky fenotypové plasticité
a dédi€nym modifikacim. Takovou modifikaci je naptiklad zvétSeni vnitiniho povrchu plic ¢i
narust cévniho zasobeni v perifernich tkdnich. Genetickou adaptaci, jez je pfitomna pouze u
zivoCichl s pivodem ve vysokohorskych oblastech je také dychani s vét§im objemem nadechu.
Timto efektivnéjsim zpisobem dycha napiiklad pénkavice severni (Leucosticte arctoa Pallas,
1811) z ptakt nebo pistucha cernolici (Ochotona curzoniae Hodgson, 1858) a lidé ze savcu.
Hlubsi a méné frekventované nadechy provad¢ji také husy indické (Anser indicus Latham,
1790), které migruji ptes Himaldj. V reakci na nizky parciélni tlak kysliku v alveolach dochazi
u saved, ktefi béZné Ziji v niZinach také k plicni vazokonstrikci. Ta zajiStuje optimalni
okysli¢eni krve v plicich (Ivy a Scott, 2015). Vazokonstrikce vSak plné chybi u zivo€ichd,
zijicich pouze ve vysokych nadmotskych vySkach, jimz je naptiklad jak doméaci (Bos grunniens
Linneanus, 1766). Stile vSak zlstdvda mnoho otdzek ohledné¢ adaptaci na vysokohorské
podminky a dilezitosti adaptace, aklimatizace a transgeneracniho pienosu u obyvatel vysokych
nadmotskych vysSek. VétSina zmén v genové expresi v reakci na hypoxii ve vysokych
nadmotskych vyskach je vSak fizena opét HIF faktorem.
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4 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo charakterizovat transkripéni faktor HIF-1, jeho plsobeni
v riznych fyziologickych a patofyziologickych mechanismech a jeho podil na komplexnich
procesech, probihajicich v téle zivocichu.

Ve své praci jsem shrnula vétSinu dostupnych informaci o HIF-1 faktoru. V uvodu prace bylo
pojednano o struktute této molekuly. Ta se sklada ze dvou podjednotek, které jsou v béznych
podminkach odd¢leny a odlisné regulovany. Pouze pii hypoxickych podminkach je umoznén
jejich stret v jadru buiky. Dochazi pak k jejich dimerizaci, coz je umoznéno diky dimeriza¢nim
doméndm PAS. Dale byly popsany zplsoby regulace aktivity faktoru skrze riizné regulacni
molekuly. Ty mohou transkripéni aktivitu bud’ podpoftit nebo potlacit. HIF faktor je pak schopen
fidit expresi cilovych gent, tim Ze se navaze na DNA. Aktivuje tak fyziologické mechanismy,
jez jsou klicové pro adaptaci na hypoxické podminky. Mezi tyto mechanismy patii angiogeneze,
erytropoéza, metabolické zmény ¢i proliferace bunék. Veskeré tyto procesy byly v této praci
podrobné popsany. Nasledné byla rozebrana ti¢ast téchto bunécnych mechanismi v rozsahlych
télnich procesech, jimiz je naptiklad traveni ¢i reprodukce. Tyto procesy nebo alespon jejich
Casti se totiz odehravaji v podminkéch snizené dostupnosti kysliku, coz mé pozitivni i negativni
ucinky. Dale bylo pojednano o tom, jak vyznamna je role HIF faktoru také v patofyziologickych
procesech, jimiz jsou napiiklad rakovina, ischemické poruchy, stfevni zanéty ¢i anémie.
V zavéru prace jsem zpracovala, jak se obratlovci prizptisobuji hypoxickym podminkam
v extrémnim prostiedi, kde ziji.

Do budoucna je tak potieba se dale zamétit hlavné na potencial HIF-1 faktoru pti 1€é€bé mnoha
nemoci. Naptiklad inhibice HIF faktoru uvniti nadorii by mohla mit pozitivni vliv na zpomaleni
¢1 dokonce 1écbu rakoviny. LepS$i pochopeni, jak funguje faktor pti ischemickych poruchéch by
mohlo umoznit jejich ptedejiti. Dale je tfeba vice prostudovat adapta¢ni mechanismy u
zivo€ichd, zijicich a pfirozené se vyskytujicich v extrémnich podminkéch, jako je podmotské
¢1 vysokohorské prostfedi. Studium téchto adaptaci pfinasi nejen zajimavé poznatky, ale také
inspiraci dal§iho vyzkumu v této oblasti.
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