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ABSTRAKT

Schopnost udrzet stalou hladinu kysliku je nezibybmo feziti organismu. Jedna
z &innych strategii &hem hypoxie zahrnuje zvySeni dodavky kyslikistem novych cév
a/nebo remodelaci cév stavajicich. Tyto procesw jgelmi gisrg regulovanyéasovou
a prostorovou expresiuistovych faktodi, cytokini a adheznich molekul a dalSich. Mnoho
z nich je regulovano aktivitou transkéimho faktoru HIF. HIF je v normoxickych
podminkach degradovan hydroxylaci prolyl hydroxgiéz zavislymi na fitomnosti kysliku.
Aktivita prolyl hydroxylaz je vSak &éhem hypoxie inhibovana, zejména produkci reaktivnic
forem kysliku mitochondriemi a NADPH oxidazami aFfHé stabilizovan. Tato prace shrnuje

souwasné poznatky o angiogennirispbeni jeho cilovych gérv myokardu.

Klicova slova: hypoxie, hypoxii indukovany faktor, fgtohydroxylaza, reaktivni formy
kysliku, angiogenezenstovy faktor cévniho endotelu, fibroblagstovy faktor, angiopoetin,

desttkovy nistovy faktor, myokard

ABSTRACT

The ability to maintain oxygen homeostasis is e$akfor survival of organism. One
of the efficient strategies during hypoxia includesreasing oxygen delivery by new blood
vessel growth and/or by remodeling of the existiagculature. These processes are tightly
controlled by temporally and spatially expressedwgh factors, cytokines, adhesion
molecules and others. Many of them are controllgdadtivity of transcription factor HIF.
HIF is in normoxia degraded by oxygen dependentrdygdation of prolyl hydroxylases.
Their activity is inhibited by hypoxia induced pradion of reactive oxygen species by
mitochondria and NADHP oxidases and HIF is stabdiz This study summarizes an
angiogenic response to HIF activated target genasyocardium.

Key words: hypoxie, hypoxia inducible factor, pohydroxylase, reactive oxygen species,
angiogenesis, vascular endotelial growth factbroblast growth factor, angiopoietin, platelet
derivated growth factor, myocardium
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1. UVOD

viN

Predstavuje $tSinu z kardiovazkularnich chorob &tové soustavy, které jsodiginou téng
poloviny vSech uamrti v evropské unii, navic nemauanyinasi vyrazné sniZzeni kvality Zivota.

Jiz vice jak padesét let je znam kadioprotektiviék adaptace na snizenou hladinu
kysliku ve vysokych nadniskych vySkach a neni proto divu, Ze snahy o poahiofsho
Gcinku a vyuziti v klinické praxi se posledni dobdupuji. Jednim z takovych adaptdch
procesi je mj. i remodelace koronarniho &, ktera zajifuje v podminkach déle trvajici
hypoxie optimalni okystieni myokardu.

Remodelace jprodnihoiecisté, spojena sigstavbou cév stavajicich a vznikem cév
novych, je velice slozity proces, ktery je podispym dohledem regulaiho systému
organismu a jeho deregulace vede ke vzniku mnokazmsich onemocmi. Nedostatény
raust cév nebo jejich abnormalni regrese je spojov@am s mozkovou a srdai ischemii,
hypertenzi, neurodegenerativnimi a dychacimi paomsha jeho nedostatek ve vyvoji kin
pro plod fatalg. Nadn&rna angiogeneze naopak vedeindpartritide, slepot a dale k velmi
zkoumanému vzniku nador (Carmeliet 2003), pro & je pochopeni angiogennich
mechanismi a jejich potlgeni gislibem &inné klinické terapie, stegntak jeji aktivace
v piipadt nedostaténého cévniho zasobeni organ

Angiogeneze se aktivuje nasledkem mechanickychdl{eka, Brown a Egginton
1992), zantlivych (Schaper 1993) nebo metabolickych stiin{fAdair, Gay a Montani 1990),
které jsou vyvolany mj. i hypoxii.

Cilem této prace bylo shrnout mechanismisqbeni hypoxie na srdce, vedouci
k aktivaci formovani novych cévébem vyvoje nebo rozvojem existujicilieciste jako
adaptaci na dlouhodobéigpbeni hypoxie na zralé srdce, tsakem na centralni Ulohu

hypoxii indukovaného transkgpiho faktoru HIF a jeho regulaci.



2. ANGIOGENEZE

V souwasné dob se rozeznavajifit typy neovazkularizaceVazkulogenezedava
vzniknout cévamde novoa vychazi z migrace a inkorporace prekurzorovyahek, coz
piedstavuje rany stav vazkularizace u myokardu. Kutomprocesu dochézi viiehu
epikardialni a subepekardialni diferenciace d&un endotelialni bikky (EC), které formuji
vazkularni tuby, fedchéazejici formaci a funkci koronarni cirkulaceaffRa Lyden 2003).
Angiogenezge proces, P kterém dochazi ke vzniku novych cév z primarniniépleterg
a jeji remodelace. Rozeznavame angiogenezi fyzickog (menstruéni cyklus, remodelace
fyzickou zatzi) a patologickou (rst nadoru, hojeni ran). Je to tedy proces jeholediem je
tvorba novych mikrocév, proliferaci a migraci ddraistavajicich cévirftusseceptiontak,
aby vytvdily jeji rozvétveni do dvouci vice malych cév nebo prostyist dalSich ¥tvi
(sprouting) Arteriogenesenebo-li téZ vazkularni remodelace je dalSi cestatérkstu
vazkularniho objemu. Dochazi zde ke zvySefifrgru cév a tim k moznému zvySeniifoku
(Tomanek, Zheng a Yue 2004).

2.1. Druhy angiogeneze

RozliSujemeii typy angiogeneze. NejstarSim a nejlépe prozkoymamechanismem
je angiogeneze pi@nim (sprouting angiogenesisV prvni fazi se vazi specifickéistové
faktory na receptory EC a aktivuji je. Naslédpe pisobenim sekretovanych proteaz
degradovana okolni extracelularni matrix (ECM) adbai membrana (BM), EC proliferuji
a migruji ve snmru atrahujiciho signalu, zacélem vytvdeni pupenu. Rostouci pupen
formuje lumen a f&d znovu vytvéenim BM bul’ zistava ve své jednoduché podph nebo
splyva sjinym pupenem za vzniku stky (ColvilleNash a Willoughby 1997). Velkou
vyhodou tohoto typu angiogeneze je jeji invaziatachopnost tiit cévy v mistech, kde se
Zzadnda vazkularni sinenachazi. Hraje tedy vyznamnou rdii lpojeni ran. Jeji nevyhodou je
v8ak ¢asova narénost, kterd je spojena zejména s nutnosti¢énin proliferace (Burii,
Hlushchuk a Djonov 2004).

Angiogeneze vchlipovanim (intussusceptive angi@igre velmi ¢astym procesem
v jednovrstevnych a hustvaskularizovanych plochach (trachee, cévnatka aastro-
intestinalIni trakt) a sférickych sitich kolem owmiho folikulu. S menStetnosti se pak
vyskytuji v dalSich tkanich s dvouroZmymi a trojrozndrnymi cévnimi simi, vcetrg

myokardu (Pataret al. 1991). NevyZzaduje prim&knburé¢nou proliferaci a jedna se tedy



o relativre rychly proces, kdy jsou cévyebem hodin¢i minut schopny znmé expandovat
do okoli. Vyzn&uje se pitomnosti tzv. sloupk (pillars), které vznikaji vchlipenim EC
do lumen cévy, jejich kontaktem a vznikem interaetiélniho mostu (obr. 1c‘). Nasleén
dochazi v mist jejich kontaktu k perforaci. Sloupek jevté chvilvoren slozkami
intersticialni tkag, zejména cytoplasmatickymi wybky myofibroblasi, jejichz vlakna jsou
ukotvena v adhezivnich placich proti EC. V kém& fazi pak dochazi k obaleni lateralni cévni
stény pericyty a stabilizaci sloupku kolagennimi vilgk(br. 1d‘). Mechanismus, vedouci
k vytvoreni inicialnich vykzka neni znam, fedpoklada se vSak, Ze by vtomto procesu

mohly hrat gjakou roli prae pericyty (Burriet al. 2004).

Obr. 1. a'-d: Dvojrozmérna (a‘-d‘) reprezentace procesu vzniku novych vazkularnich Usekd vchlipovaci
angiogenezi. a',b": po¢atek formovani vyénélka opacénych cévnich stén do lumen. Po ustanoveni interendotelidiniho kontaktu
(c"), endotelialni (EC) dvojvrstva a bazalni membrana (BM) jsou perforovany a nové vznikly sloupek je vypInén fibroblasty (Fb) a
pericyty (Pr), které tvofi kolagenni viakna (Co) a objem sloupku roste (pfevzato z Kurz, Burri a Djonov 2003).

Zda se, Ze tento #Apob angiogeneze jefgvazujicim mechanismem vzniku ceév
pii vyvoji, kdy je tteba z¢tSit komplexitu krevnihaecisté i pri remodelaci cévnihdeciste
a stromovém &tveni cév (Djonovet al. 2000). S ¢kem sloupk ubyva, jak bylo ukdzano
na myokardu a plicich u potkana. ¥igad® myokardu byla navic pozorovana &ma tvaru
interkapilarniho oka, které se v dosfosti v disledku prodluzovani svalovych viladken stavalo
vice trojuhelnikovitym a protdhlym (Patahal.1991).

Tieti typ angiogeneze se realizuje podéinyrlemim. Casto je zamovan
s angiogenezichlipovanima naopak. Na rozdil od ni je vSak anisotrofickavén cévy si
zachovavaji stejny stn jako pivodni fefiSt€) a mozna proto je vyzadovana mensSi
proteolyticka znina ECM (revzato z Egginton 2009).

2.2. Angiogenni faktory

Spravny tist a remodelace cév jsou zavislé na mnoha kroegimnujici degradaci
a optovnou tvorbu ECM, diferenciaci, mobilizaci, migracproliferaci ¢astnicich se buk;
jejich vzdjemnou komunikaci i komunikaci s extrag@inim prostorem a v neposledait
také mechanismy, které tytwinnosti reguluji a udrzuji tak angiogenezi ve fyagické
normg. Ridicimi elementydchto reakci jsoutizné Kistové faktory, cytokiny a dali signalni



molekuly, které jsou exprimovany a secernovangkiami citlivymi na proangiogenni podn
(EC, pericyty, monocyty) a dale ho svymi vzajemnymierakcemi rozvijeji. Takovym
proangiogennim podtem nmuze byt elektrické drazZdi, mechanicky a zétlivy stres
a v neposlednitack i hypoxie (fevzato Hudlicka 1982). &oli se faktory ovlivujici
angiogenezi obeénrozcluji na pozitivie a negativl regulujici, jen jejich optimalni

zastoupeni nakonec vede k angiogennimu procesu.toNdo mis¢ se budu zabyvat

Mriviw s

2.2.1. Fibroblast r astovy faktor (FGF)
Rodina FGKita na 2Xlen, z nichz nejvyznamijSi je FGF1 (aFGFacidic) a FGF2

(bFGF-basiq. Na rozdil od skterych dalSicktleni neni jejich N-sekvence odgitelna, coz
je nezbytny krok Kk jejich sekreci a neni tedy jasjgkym zpisobem dochazi k jejich
uvolovéani do ECM. Mezi jejich producenty piatagy. makrofagy a EC.
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Obr. 2. Mechanismy signalizace FGF: A: volna molekula B: hromadéni FGF C: FGF oligomerizace a FGFR
dimerizace D: pfenos signalu E: produktivni intekakce F: internalizace FGF G: pfenos do jadra H: interakce s integrinem I: FGF
akumulace v extracelularni matrix (ECM), (Itoh a Ornitz 2004).

FGF jsou heparin vazajiciuistové faktory a aktivuji FGF receptory s tyrosin
kindsovou aktivitou (FGFR) skrze asociaci s hepasalfiat glykosaminoglykan (HSPG),
(obr. 2), ktery se nachazi na povrchu &mwsech buitnych typi, véetré endotelia, kde se
vyskytuje v podob membrano¥ asociovaného receptoru, dale jako cgstt ECM,¢i jako
volnd molekula. Heparin se pak nachazi v krevnighodehem zagtu a vaze FGF s nizsi

afinitou, nez pedchozi. Vazba na volny hepadhnHSPG snizZuje titr FGF, kterého se pak



nedostava k aktivaci FGFR. Naopak sikoau asosociované heparin a HSPG jsou nezbytné
pro spravnou vazbu FGF na FGFR, vyvolavaji intezaal FGF a mohou sami spoétst
signalni odpowd’. Jejich mnozstvi se v endotelu éBuje pisobenim hypoxie. HSPG
nachazejici v ECM pak zvysuji lokalni koncentracnavozuji dlouhodobou stimulaci EC.
Jsou znamytyii typy FGFR, z nichz FGFR1 a FGFR2 maji afinitunigemgennim FGF1,
FGF2 a FGF4 zatimco FGFR3 a FGFR4 nebyly nikdydoeiu nalezeny. Aktivace FGFR1
nebo FGFR2 vede k aktivacikolika signalnich kaskad, jakdisledek jejich autofosforylace.
OvSem aby doslo k pIné FGF2 indukované mitogentivadi, je zapatbi nejen aktivace
MAPK signalni drahy, ale také dlouho trvajici akire protein kinazy C (PKC).

2.2.1.1. Role v angiogenezi

Angiogenni vliv FGF je komplexni (obr. 3). Stimulygroliferaci EC, jejich migraci,
produkci kolagenazy a aktivatoru plasminogenu (uRA)modulaci exprese adheznich
molekul, napiklad kadherid a fiznych integrit, v¢etré a,Bs, které hraji podstatnou roli
pii migraci ECM a dale i maturaci cév vznikem endotel-endotel kontakZvysuje také
produkci oxidu dusnatého (NO).

cadherin
dowyegulation
cell-cell
proteass adhesion integrin cadherin gap junction  matrix pericyte

prodiiction disturbance modulation redeployment upregulation deposition recruitment

bnsi lamina i / \ \ J \ /

degradation migration proliferation  morphogenesis vessel maturation

early invasive phase late maturative phase >
angiogenesis r

Obr. 3. Prehled G¢inkd FGF v angiogenezi, (pfevzato z Itoh a Ornitz 2004).

Stimulovany uPA konvertuje plaminogen na plasmearjrsproteazu, ktera degraduje
fibrin a dalSi sloZzky ECM a aktivuje mnohé metatutpinazy (MMP), enzymy remodelujici
ECM, jako stromelysin-1 (MMP-3), kolagenazu-1 (MMPa kolagenazu IV. typu (MMP-2
a MMP-9). Navic FGF modifikuje expresi uPA receptona endotelialnim bwdném
povrchu, coz umaiuje lokalizovat proteolytickou aktivitu deéela migrace. FGF1 a FGF2
indukuji také expresi inhibitoru aktivatoru plasmgenu (PAI)-1, ktery tuto reakci udrzuje

v rovnovaze. Produkce uPA neni zavisla na PKC draze
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Stimulace endotelialnich békFGF2 vede k sekreci MMP-2 a MMP-9 spolu srda
MMP inhibitory TIMP-1 a TIMP-2 (tkAové inhibitory metaloproteinaz). Ty pdgigani k EC
umisgnych na rozpushé BM indukuji formovani kapilardm podobnych sturk{zkraceno
z piehledi Presteet al. 2005, Itoh a Ornitz 2004, Egginton 2009).

2.2.2. Rustovy faktor endotelia cév (VEGF)

Rozeznavame Sestlena rodiny VEGF proteifi, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E a placentarnistovy faktor(PIGF). Ty pak alternativnim ségtem davaji
vzniknout dalSim isoformam, liSicich se afinitosekre&nimi vlastnostmi.. Akoli se i ostatni
a PIGF. VEGF je produkovan pericyty, EC a mnohaSidal tkaiovymi buikami, jako
napiklad kosternim svalem. PIGF je sekretovan trofstdaymi oliimi buinkami bihem
¢asné embryogeneze, ale vyskytuje se i v jinychrwgld, nap srdci, plicich, Stitné Zlaze,
kosternim svalu a tukové tkani a ve velkém mnozgviprodukovan aktivovanymi EC
a zartlivymi bunkami.

Receptory pro VEGF (VEGFR) maji taktéZ tyrosin kio@ou aktivitu a jsou
exprimovany na EC, hematopoetickych kmenovychikboh, monocytech a neuronech.
VEGF-A se vaze na VEGFR1 (Flt-1) a VEGFR2 (FIk-1/KRD Pra¢ VEGFR2 se zda byt
hlavnim receptorem odp&inym za proangiogennic¢imek VEGF-A. PIGF se pak vaze

na VEGFR1 a dalSi pomocné receptory (obr. 4).

o Obr. 4. Vazba PIGF isoforem na
- i HGE G4 VEGFR-1 a koreceptory HSPG a

neuropilin  (NRP): PIGF-2 obsahuje
sekvenci schopnou s vysokou afinitou
vazat heparin, ktery je nezbytny pro
vznik pridatné vazby s neuropilinem,
nesignalizujiciho koreceptoru VEGF
proteind. PIGF-4 ma také heparin
vazebnou doménu, avSak vazby na
neuropilin neni schopen, (pfevzato
Z Ribatti 2008).

r

VEGFR-1 HSPG | NRE-

—

Ackoli se na VEGFR1 véazi i jiné isoformy VEGF, pouPdGF je schopen indukovat
autofosforylaci kindz. #sobeni PIGF na angiogenezi je tedi¢ipano gimému misobeni pes
VEGFR1 a/nebo vy¢srénim VEGF z VEGFR1 a tim umo&ni jeho vazby na VEGR2
a/nebo vazb na VEGF1, kterd vede ke zvysSeni citlivostispbeni VEGF fes VEGFR2
a/nebo vyuzZitimmonocyti ¢i makrofadi a/nebo mobilizaci hematopoetickych progetiitor
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z kostni derg (obr. 5). VEGF spolu s PIGF mohou wyitet heterodimery, které nemaji
takovou schopnost aktivovat fosforylaci VEGFR2, @wsS ve vysokych koncentracich
se projevuje jejich inhilBni efekt na angiogenezi. Dimerizace a naslednafaftoylace
VEGFR vede ksignalnim kaskddam zahrnujici aktiveasfoinositid-3-kinazy (RK),
fosfolipazy C (PLC)y a PKC. Mezi dalSi vazebné proteiny ippadolubilizovany VEGFR1
(sFlt-1), ktery snizuje volny VEGF v ébu a Zejm¢ zpstnovazeb# reguluje hladinu VEGF.

Obr.5. Schéma interakce VEGF
a PIFG a jejich plsobeni na

VEGF PIGF l endoteliani buriky (EC), makrofagy
yoored

(MA) a hematopoetické progenitory
VEGFR-2 | vEGFRA |

(HPC); (pfevzato z Ribatti 2008).
EC [ MA 1 HPC

2.2.2.1. Role v angiogenezi

VEGF je hlavni aktivator endotelialni proliferacemeobility. ZvySuje expresi MMP
a UPA. Mobilizuje intracelularni vapnik a aktivugndotelialni sytazu oxidu dusnatého
(eNOS) a jeji produkci NO aipobi tedy vasodilataé. NO navic niZze recipréné aktivovat
produkci VEGF. VEGF je podstatny pro temi pupefi (sprout§ a formovani cévnich
trubicovitych struktur. Zda se, Ze jeho absencegepak podstatna pro indukci angiogeneze
vchlipovanim PIGF je primaré exprimovan v placent a jeho produkce je zvySena
v patologickych podminkach, napv ischemii a #ejmé¢ se nepodili na fyziologické
angiogenezi ani ve vyvoji ani v dadpsti. Fredpoklada se, Ze jeho role v angiogenezi je spise
modula&ni, navzdory tomu je vSak nezbytny v mobilizaci mud&gi a spravné zatlivé
reakci. ZvysSuje produkci protizétivych interleukini IL-18, IL-8 a monocyt chemoatra-
hujiciho proteinu-1 (MCP-1) a mozna i monocytarmdukci VEGF (zkraceno ziphledi
Fong 2008, Otrockt al. 2007, Ribatti 2008, Egginton 2009, Hillen a Go#n 2007).

2.2.3. Angiopoetiny (Ang)
Rodina Ang obsahujétyii isoformy: Ang-1, Ang-2, Ang-3 a Ang-4. V posledhi
letech pak byly objeveny proteiny podobnych struknazyvanych angiopoetinu-podobné

proteiny (Angptl). Ang-2 je lokakhexprimovan v dorzalni adtv dosglosti pouze v mist
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cévni remodelace, Ang-1 je lokalizovan jizasné embryogenezi v myokardu a pozdnim
mezenchymu obklopujici cévy.

Receptory pro Ang jsou Tie receptory s tyrosinakiovou aktivitou, které jsou
exprimovany ve velkém mnozstvi v embryonalnim eeldotév, angioblastech a endokardu,
u dosglca v plicnich cévach a naopak velice malo endokaxthechnyctyii Ang se vazi
na Tie-2. Tie-1 vaZe s velmi malou afinitou Ang-l1Aag-4 a aktivace Tie-2 tuto vazbu
zesiluje. Je otadzkou, zda je tato synergiengsinym regulénim mechanismenti ligand
Tie -2 nebyl dosud objeven. Recentni studie tékanuji na nezbytnost VEGF indukovaného
Stpeni Tie-1 v aktivaci Tie-2, které zlepSuje vazlmgAlL na heterodimer Tie-1:Tie-&, bez
piitomnosti ligandu vede k fosforylaci Tie-2 (Singhal. 2009).VEGF je navic odpégny
za indukci Tie-1 exprese (McCarthet al. 1998). Receptory pro Angptl zatim také nejsou

znamy.

2.2.3.1. Role v angiogenezi

Tie-1 je nezbytny pro integritu &qxiti EC Ehem angiogeneze a jeho deficience vede
k otokim a krvacenim a nakonec k umrti plodu. Tie-2 je pa&konezbytny pro pieni
a wtveni cév a jeho deficience kiirtaké smrti plodu. Ang-1 se podili na migraci BGhezi
a zalereni pericyth a burgk hladké svaloviny a vede k udrZzeni cévni integrfga se, Ze
béhem kratké doby embryonalniho vyvoje je odgiw za tloustnuti cév svym mitogennim
pusobenim na endotel, ktery ovSem nebyl v dalSiclcliézyvoje zaznamenan. Ang-2 je jeho
antagonistou, cévy destabilizuje a zdioje nadmdrnému pdenia wtveni jejich rozkladem.
In vitro vSak také po dlouhé expoziciiie vyvolat fosforylaci Tie-2 a indukovat migraci
a pweni EC (zkraceno ziphledi Hillen a Griffioen 2007, Otrockt al. 2007, Morisadat al.
2006).

2.2.4. Desti €kovy r astovy faktor (PDGF)

PDGF se vyskytuji hii jako heterodimery (PDGF-AB), nebo jako homodimery
(PDGF-AA a PDGF-BB) slozenychiettzca A a B. Jsou produkovany mnoha kémymi
typy, Wetre fibroblasti, burek hladké svaloviny cév, EC, makrotag krevnich destek.
PDGF receptory (PDGFR) jsou struktérpodobnéa- a (-receptory s tyrosin kinasovou
aktivitou. PDGF-a vaze s vysokou afinitou oba A- a Betzce, zatimcd3-receptor vaze
s vysokou afinitou pouze Befzec. Ztoho vyplyva, Ze PDGF-AA vyvolava vznik
oa dimeru, PDGF-ABaa aaf3 dimeii a PDGF-BB vSechny kombinace a3 receptoru.

Exprese receptarneni konstantni a je zavisla naspbeni dalSich faktdr ZvySena exprese
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PDGFRS$ je typicka pro ptici endoteléi dalSi sloZky pojivové tk&hbchem zagtu. Spolu
s PDGFRe stoupa také vdoze a poch¥ pod vlivem estrogan FGF-2 zvySuje PDGFR-
v buikach hladké svaloviny cév a transformujidistovy faktor (TGF)B a PKC ji
ve fibroblastech a mezenchymalnichnkach snizuje. PDFG také interaguji s dalSimi
matrixovymi molekulami a rozpustnymi proteiny, ma@-makroglobulinem, ktery vaze
PDGF-BB, nikoli vSak PDGF-AA, PDGF-asociovanym gioem (PAP), ktery svou nizko
afinitni vazbou zvySuje dinek PDGF-AA, ovSem pottaje tinek PDGF-BB a také

s rozpustnowastia-receptoru, nachazejici se v plasm

2.2.4.1. Role v angiogenezi

PDGF-B/PDGFRB signdlni draha je nezbytna proclani pericyi do now
formovanych cév. Stimuluje proliferaci peridyta burtk hladké svaloviny, zjsobuje
chemotaxi a jeji zablokovani vede ke krvaceni, ep®dj s nedostateym dozranim
a integritou cévni shy. Aktivace PDGFRx ma také mitogenni dinky a i pes své
chemoatraéni piasobeni inhibuje migraci fibroblasta burkk hladké svaloviny. Stimulace
produkce PDGF-AB v mikrovazkularnich itkéch srdce vede k indukci VEGF a VEGFR2
a podani PDGF-BB vede ke vzniku funkch anastosotn(zkraceno z fehledi Otrocket al.
2007, Heldin a Westermark 1999).

2.2.5. DalSi faktory

Mezi dalSi angiogenni faktory gatMCP-1, ktery zprosedkovava proliferaci EC
a po jeho aplikaci transendokardi@lrzlepSuje kolateralni perfazi a fungovani srdce
v ischemii. Integriny, povrchové adhezni molekulyrastedkovéavajici vyminu informaci
mezi endoteliem a ECM. T@F v nizkych koncentracich zvySuje angiogenni faktory
a proteinazy, zatimco ve vysokych koncentracichibije endotelialni ist, podporuje
piestavbu BM a stimuluje diferenciaci a integraci &unhladké svaloviny. Nadory
nekrotizujici faktor (TNF) a ulehtuje pisobeni VEGF a FGF-2. Podstatnou roli druhého
posla hraje NO. Jeho produkce je zvySovana mnogogennimi faktory (VEGF, TGE,
FGF) a je nezbytny pro jejich angiogennfispbeni. NO také fize tlumit produkci
angiostatinu, proteinu vznikajicihagenim plasminogenuipobenim MMP a jinych proteaz
a vyzadujiciho extracelularni redukci disulfidickyenistki fosfoglycerat kinasou (PGK),
(zkraceno z fehled: Otrocket al. 2007, Layet al. 2002, Morbidelli, Donnini a Ziche 2003,
Egginton 2009, Tomanek, Zheng a Yue 2004).
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3. HYPOXIE

Stav, kdy se celému organismiuurcité oblasti nedostava kysliku v dostaté mfte,
ozna&ujeme jako hypoxii. &koli vétSina tkani existujeippO, prevysujicim 20 mmHg, jsou
i takové, které bez problénfunguji i v nizSich parciélnich tlacich. Mezinpzerg hypoxické
tkare pati nag. buiky pericentralni vény jater¢i myokard @i zagzi (Dewhirst, Cao
a Moeller 2008), pcemz jeho klidova dodavka se pohybuje mezi 30 a BtHo (Matschke
et al. 2005). Da se tedyrpdpokladat, Ze odpéw’ raiznych tkani na hypoxicky stres dzné
intezite, se bude lisit.

Dostatény piijem kysliku je pitom nezbytny k udrzeni zZivotnich funkci a nenitpro
divu, Ze v ptibéhu evoluce se vytwdy mechanismy, které detekuji hladinu kysliku wikr
a tkanich, aktivé reguluji jeho hladinu v zavislosti na spE® a v neposledniac je
prizpasobuji jeho nedostatku.

Pavodre se gedpokladalo, Ze za detekci hladiny kysliku v orgianu jsou odposdné
pouze specialni chemoreceptoroveé nlbu karotidovych a neuroepitelialnichélisek
nachéazejici se v dychacim a krevri@isti. Hypoxii indukovanou inhibici Kkanafi dochazi
v téchto buikach k depolarizaci afpnosu signalu do prodlouzené michy, ktera zpedktije
zmeny krevniho tlaku, srdmiho tepu a dychaci frekvence. Dnes jiz ale nemhylo, Ze
schopnost detekovat koncentraci kysliku a odpovidani, ma kazda sévjaderna biika
(Semenza 1999).

Kompenzace hypoxickych podminek aktivuje mechanjsaeré vedou k zefektivimi
metabolismu a energetického hospedé a dale ke 2¢Seni schopnostiipnéset kyslik. Tyto
reakce jsou rychlé, ovSem jejich¢idnost @i dlouhotrvajici hypoxii je omezena.
DlouhodoljSim reSenim dostateého zasobeni kyslikentliem hypoxie je pakist novych
cév,¢i remodelace stavajicilieciste (Covello a Simon 2004). dkteré z konkrétnichifkladi

akutni a chronickych odpégi na hypoxii jsou uvedny v tab. 1.

Tab.1. Piklady akutni a chronické odpé&di na hypoxii, (pevzato z Semenza 1999)

Akutni Chronicka

zvySeni srdéniho vydeje srdai hypertrofie

vazodilatace systemické artérie neovaskularizace

vazokonstrikce plicni artérie plicni remodelace cév

snizeni aktivity K+ kanalu snizeni kanalu K+ (mRIdAteinu)

snizeni aktivity glykolitickych enzyin zvySeni glykolitickych enzyf
(mRNA/proteinu)
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Tradiiné¢ se hypoxie 8i na ¢tyii typy: hypoxickou (anoxickouktera se vyznalje
snizenym parcialnim tlakem kysliku v arterii@memickou kdy je mnozZstvi hemoglobinu
schopného transportovat kyslik sniZzeisghemickou (stagrai), pri které je snizen jtok
krve natolik, Ze neni schopen dodat dostatek kyslik histotoxickoy kdy je hladina
privadéného kysliku v norgy ale tk& jej neni schopna vyuZzit vzhledem Kk jiz vzniklému

poskozeni toxickymi latkami.

3.1. Pusobeni hypoxie na myokard

Detailni souhrn hypoxii vyvolanych morfologickychfyziologickych zngn srdce je
ponerné komplikovany, nebov literatue existuje mnoho experimentalnich magédteré se
liSi nejen pouzitym druhem hypoxie (viz. vySe), ki@l jejiho trvani a jejim stugm, ale
i druhem zvfete, jeho pohlavini sta&im. Zangiuji se tedy na vySkovou hypoxii, ktera se
casto vyuziva ke studiu hypoxie v experimetalnicldrpimkach, a ktera bude modelem
pro moji diplomovou praci.

Prirozenym modelem pro vyzkum vySkové hypoxie je \kydwrské prosedi, které
muze byt simulovano v laboratornich podmink&ch noranckymi (izend zmina sloZeni
plyni) a hypobarickymi (snizeni pQtasténym odierpanim vzduchu) komorami. Tyto
modely umo#uji studovat piznivé i nepiznivé adaptéeni zmeny. Fiznivym dopadem
hypoxie zvySena tolerance sédéch burk k ischemii (Ostadal a Kolar 1999).

Negativnim dopadem tohoto modelu je vznik plicnpérgenze. Hypoxie gsobi jako
stimulus pro remodelaci plicnich cév, kterd vedezikgSeni jejich rezistence. ZvysSuje tak
celkovy odpor plicniho aihu, ktery nasledh prava komora i své cinnosti fekonava.
Vyrovnava se tedy nejen se sniZzenou dostupnostikidysale sodasré se zvySenym
mechanickym stresem. Dopady hypoxie jsou tedy hoadi levé (LV) a pravé komory (RV),
a proto je iteba je zkoumat oatere. Ackoli se vysledky studii vékterych aspektech lisi,
muzeme obeahiici nasledujici:

Se zvysujici zatezi RV dochazi k jeji hypertrofiiefty et al. 2008, Rumse\et al.
1999, Nouette-Gaulaiet al. 2005), ktera je zjsobena v srdci dosfze zwtSovanim pimeéru
myocyti v disledku zvySené proteinové syntézy, nikoli &tmou proliferaci, typickou spiSe
pro srdce nezralé (Sharratal. 2004).

Nasledkem tlakovéhoretizeni dochazi ke zvySené produkci extracelularprotein,
zejména kolagenu | a Il (Choualke al. 2002, Pelouclet al. 1997). ECM udrZuje integritu
srdeni architektury, slouzi jako ochrana myacypied vysokymi tlaky srdsich dutin

(Factoret al. 1988), spojuje navzajem myocyty a tim napomah&heymizaci a zefektivini
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kontraktilniho stahu, kdy jejich elastické gtimasleds prispiva ke svalové relaxaci (Factor
a Robinson 1988). ZvySujici se podil kolagenu nk@péZuje elasticitumyokardu (Jaliket al.
1989), snizuje vazodilatai kapacitu koronarnich cév (Schwartzkogff al. 1993) a je
spojovano se vznikem srildéch dysfunkci a selhani.

V nekterych gipadech dochazi také k hypertrofii LV (Pelousthal. 1997, Leeet al.
2006), ktera je ovSem davana do souvislosti seugipfin smykovym nagtim jako disledku
zvySeného hematokritu (Nakanigtial. 2002),¢i aktivaci adrenergni signalizace v reaktat
na hypoxicky stres fpvzato z Ostadal a Kolar 2007).

Méni se také exprese a aktivita dalSich metabolickgnhymi, jako nap. cyto-
chromu ¢ (Leeet al. 2006), coZz napomaha efektéygimu vyuZiti energetickych zdioj
za hypoxickych podminek. Dale se aktivuje anaerabridace glukdézy na uUkor oxidace
mastnych kyselin (Sharmet al. 2004) a hlavnim zdrojem se stava glykogen (Opi@9)L9
Negativnim dopadem anaerobni glykolyzy je vSak avgfi protod, které kompetuji
s vdpnikem o vazbu s kalmodulinovym komplexem aZwghi srdéni kontraktilitu
(prof. Pelouch astni sténi).

Omezeni energetického vydej@& gtahu se uplétje znménou zastoupeni isoforem
téZkych fetezci myosinu (MHC), kdy je u dosteho potkana dominantmi-MHC isoforma
casténé nahrazen®-MHC isoformou s nizsi ATPasovou aktivitou (Nakdmist al. 2002).

Dochazi také ke z#ém¢ slozeni membran. &oli ty se mezi LV a RV mir&
liSi, predpoklada se, Ze spolgym jmenovatelem je prévhypoxicky stimulus (Jezkova
et al.2002). Meni se vodivost &kterych iontovych kandl (li1, Ical), (Chouabeet al. 1997,
Chouabeet al. 2002) a tim se prodluZuje trvanicaikho potencialu (Chouabet al. 1997).
Navic dochazi ke snizeni exprese Ca-ATPazy2a dadptického retikula (SERCA2a),
(Sharmaet al. 2004) a k dalsim modifikacim jeinnosti naslednou fosforylaci (Xie
et al2005). To vSe vede k proudlouzeni doby trvani emgSkoncentrace vapenatych iont
v cytoplazné a kompenzuje tak sniZzeni svalové kontraktility.

Ackoli existuje celafada studii dokladajici angiogenezi (k niz dochaaiSes
prestavbou aitdka pienim (Mitsumeet al. 2007)) a zvySenou expresi angiogennich faktor
v ischemickém myokardu (Li et al. 1996, Willam et2006, Matsunaga et al. 2003), dokiad
0 zpisobu vazkularizace a remodelace cév v RV a LV &ébp srdce na modelu vyskové
hypoxie je poskromnu. Na modelu potkamd narozeni vyistajicich v hypoxii odpovidajici
3500 m.n.m. bylo v RV zjigho zvySeni hustoty kapilar a snizeni hustoty svwalbwlaken
a pongru svalovych vldken ku kapilaram. Tyto &ny nebyly v LV detekovany. U obou vSak
byl zwtSen ptimér svalovych vidken, &oli u RV vyrazrji (Turek, Kreuzer a Grandtne
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1972). Difuzni vzdalenost (tj. max. oblast, kteeddostupna pro kyslikifvedeny uéitou
cévou) u LV se také nezmila, zatimco difazni vzdalenost u RV byla kratsfgndtne, Turek
a Kreuzer 1974). Jestlize dochazi v obou komoré&ehz\ktSeni ptiméru svalovych vidken
a tedy ke z#tSovani vzdalenosti myodyta kapilar a difizni vzdalenost L\Vigsto Zistala
zachovana, da sequpokladat, Ze k angiogenezi dochazi v mal&é miv LV, akoli tento
proces je dominantni v RV. To potvrzuje i studiepagkanech chovanych 34 drii pO, 380
mmHg ( 10,5 %), kterd zaznamenalatsémpongru kapilar ku pétu svalovych viaken v RV
nikoli v LV. Hustota cév se vSak s ohledem na daepbny narst objemu svalovych viaken
snizila (Clark a Smith 1978). Recentni studie (Okigt al. 2003) navic ukazala zvySenou
expresi VEGF a TGF v obou komorach, ovSem r1i&t VEGFR2 byl zaznamenan pouze
v RV. Je tedy otdzkou do jaké miry se liSi citlivosstu cév LV a RV a zda je tento rozdil
dan molekular&-morfologickymi odliSnostmi obou komor, zvySenou ahenickou za&@i

RV, zatzi prohloubenou hypoxii R\& kombinaci gkterych z uvedenych faktir
3.2. Signalni drahy indukované hypoxii

3.2.1. HIF: hypoxii indukovany faktor

Vroce 1992 hyla poprvé popsana molekblgoxii indukovaného faktor(HIF),
aktivujiciho signalizeni kaskady spu&hé pisobenim hypoxie (Semenza a Wang 1992).
Od té doby bylo mnohé poznano o jeji stri&iusoformach, biologickych a molekularnich
funkcich i procesech, které bezprestt s funkci HIF souvisi, jde o schopnosti detekce
hladiny kysliku a aktivaci adaptaich proces buiky na jeho snizenou hladinu. Dnes je tento
transkrigni faktor povazovan za centralni regulator &mych reakci za snizenéhdijmu
kysliku a kltovym transkrignim faktorem mnoha angiogennich faktoma jinych

vyznamnych gein

3.2.1.1. Rodina HIF proteini a jejich role v prenatalnim a postnatalnim
VYVOji

Zrodiny HIF proteid rozeznavame fit HIFa podjednotky  (HIF-i,
HIF-2a/HLF/EPAS-1, HIF-) a ti HIFB podjednotky (HIF-B /ARNT, ARNT2, ARNT3).
Beta podjednotky jsou receptory jaderného transtwkéa jsou v zavislosti na hladikysliku
stabilni, naproti tomu, alfa podjednotky jsoutit@pmnosti kysliku ve &sSin¢ pripadi rychle
degradovany. Podjednotka HiFspolu s HIB dimerizuje, coz je nezbytnytedpoklad

pro jeho transkrigni aktivitu. Jednotlivé podjednotky se od sebedi$d jak mistem a mirou
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exprese, tak schopnosti reagovat na hladinu kyslikeajems tvorit dimery. Tyto odliSnosti
ziejme hraji vyznamnou roli id citlivé reakci tka® a jemném nastaveni &povazebnych,
regula&nich mechanisin piéi morfogenezi a jinych fyziologickychki patologickych stavech,
kdy dochazi k hypoxii. Studie skupiny Jaina (Jetiral. 1998) jasi ukazujecasové i mistni
rozdily exprese jednotlivych HIF podjednotek vilpthu embryogeneze u mysi.

HIF-1a je nejvice prozkoumanym proteinem. Byla rannpoprvé popsana struktura
a nejpodstat¥)Si zpasob regulace HIF proteirproteosomalni degradaci. Spolu s HFF{dou
bézné ve vSech buinych typech, na rozdil od HIFe2 HIF-3a, ARNT2, ARNT3, které jsou
vice specifické pro ditou tkai. Wieseneret al (2002) detekoval zvySenou koncentraci
HIF-2a za hypoxickych podminek v myokardu, epitelu ledvan neparenchymalni tkani
mozku ¢i pankreatu. V embryu pak byla nalezena zvySendifdamRNA HIF-2x nag.

v endotelu mozkovych i jinych cév a bronchialnintelp (Flammeet al. 1997).

Rozdilnou funkci mzZeme také sledovat na knock-down modelech. Komipigtata
HIF-1a u HIF-1o  mysi vedla k fatalnim porucham nervové trubice/fommacim cévni
soustavy a vyrazné b&mé smrti budk cephalického mezenchymu (lyet al. 1998). To je
et al. 1999), které slouzi jako progenitory pericyhezbytnych pro cévni integritu. Naproti
tomu, HIF-Ix ¥ my&i se za normoxickych podminek vyviji norn#ébez zadnych rozdil
oproti kontrole. Bhem hypoxie (10% &) 1-6 tydri) u nich vSak dochazi ke zpad zvySeni
hematokritu a tlaku pravé komory, relativnimu tustn pravé komory vzhledem klevé
a septu, Ubytkustesné hmotnosti, aj. oproti kontrole (étial. 1999).

Vysledky pokugé na HIF-2x " mySich ukédzaly mnokietné organové patologie
(retinopatii, srdeéni hypertrofii, jaterni steatdzu, myopatii kostemgvati, ztratu pohyblivosti
spermii), biochemické abnormality (mitochondrialanomalie, hypoglykémie, laktézova
acidoza, pozrneny Krebgiv cyklus, snizena oxidace mastnych kyselin) &rgmv genové
expresi. Ucasti pokusnych zvét vSak tyto poruchy nebyly letalni a fata se dozila
dosglosti. Dochazelo také ke sniZeni exprese primaraftioxidant ( kataldzy, glutathion
peroxidazy 1 a superoxid dismutaz (SOD)) austir reaktivnich forem kysliku (ROS),
0 jejichz vyznamu v bufgné signalizaci bude pojednano p&trdPodani SOD v prenatalnim
i postnatalnim stadiu pak vedlo k eliminaci mnohyelgativnich dslediki HIF-2a deficience
a zda se tedy, Ze HIFazhraje dileZitou roli gi homeostazi ROS (Scortegagetal. 2003).
Byly vSak popsany ifpady, kdy HIF-2& deficience vedla k letalnim porucham cév,

doprovazenou sniZzenou expresi Tie-2 receptoru (DZilaang-Benoit a Fong 2005), tveérb
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fetalniho syndromu respitai tisre, ktery je charakterizovan nedostateu tvorbou plicniho
surfaktantu jako @kledku sniZzeného titru VEGF (164) a VEGF (188grktk jeho tvork
stimuluje pneumocyty typu 2 (Compernok¢ al. 2002). Neb6 HIF-2a ovliviiuje expresi

i dalSich angiogennich fakigrjako VEGFR1, VEGFR2, eNOS a erytropoetin (Ep&png
2008), da seipdpokladat jeho dast na angiogenezi. Perg al. (2000) ukazuje na modelu
HIF-2a ™ my&i neschopnost spravné flize cév, za vzniku ¢8ich a spiSe neZ v procesu
vazkulogeneze samotné&gdpoklada ulohu HIF€ v nasledné remodelaci. Navic dalSi studie
(Tian et al. 1998) nezaznamenala zadny rozdil ve vyvoji céetalni disledky ficitala
nedostaténé produkci katecholaminfetalnimi paraganglii (Zuckerkandi organ) které jsou
jejich hlavnim zdrojem ve fetalnim stadiu, zejmém&asné embryogenezi, kdy ani
sympatické nervy anitdn nadledvin dosud nejsou vyvinutyritem katecholaminy jsou
nezbytné pro normalni kardiovazkulartinnost. Letalni dsledky, které se po podani
prekurzofi katecholamia neprojevily, jsou pak iejm¢ dasledkem vzniklé bradykardie.
Pricina takto kotroverznich vysledk/Sak neni zndma.

Vliv knock-down HIF-3x ” na vyvoj nebyl dosudifii§ studovan. Studie japonského
tymu ukazuje, Ze homozygotni mutanti HIE-3 jsou Zivotaschopni, ale trpi hypertrofii pravé
srde&ni komory a nestandardni plicnigstavbou. U&chto zvfat byla také nagfena zvysena
hladina endotelinu-l (ET-1) a PDGF (Yamashétaal. 2008). Zd& se tedy, Ze vyznamnou
biologickou funkci HIF-8 je inbihice dalSich alfa podjednotekiepné kompetici o vazbu
s beta podjednotkodi jinych regul@&nich molekul. Tomutoigdpokladu odpovida i vysledek
studie, ve které bylo prokadzano, Ze za hypoxickyatiminek 6% Qtrvajici 6 h, podstupuje
alternativni segih, kdy ztraci oblasti schopné vazat se na HRE deng@ypoxia responsible
elemen), (Makino et al. 2002), dimer, ktery z této podjednotky pak vznikm&aci svoji
transkrigni aktivitu. Beta podjednotek se nedostava pro wgirtych alfa podjednotek a tim
je jejich vliv utlumen. Vyznamna role HIFe3 byla prokadzana ve vztahu k stdému
preconditioningu (Portnychenlad al. 2008). Zistava vSak otazkou, zda je tento efekt vyvolan

jeho gimym pisobenim na genovou expreasijeho reguléni funkci.

HIF se také vyznamin (¢astni odpovdi na znény hladiny kysliku Bhem
postnatalniho stadia. Vztah atispb regulace HIFu v zavislosti na kyslikovych podkéach
bude nartnut v kapitole ¥nujici se regulaci. OvSem z analyzy normoxickyctspilych
HIF - 1a ™ mysi vyplynulo, Ze exprese HIFxlv karidomyocytu je nezbytnd pro udrzeni

spravné kontraktilni funce srdce, jeji deficienade k nedostateé srdeéni vazkularizaci
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a Zejme jako kompenzéni mechanismus k udrzeniijmu kysliku vede ke zteeni srdénich
sttn a zmenseni pméru LV. Dochazi také k poklesu ATP, laktatu a knefatsfatu a zréné
genové exprese snizenim haBERCA2, gluk6zového transportéru GlutilPGK (Huang
etal. 2004). HIF ma tedy sy vyznam nejen  hypoxii. Vyswtlenim jeho aktivity
v piitomnosti kysliku nmize byt existence fpozere hypoxickych tkani a také tkawe
specifické zastoupeni jeho reginéch proteii. Exprese HIF-t je také specificky zvySena
v oblasti hranice infarktu a HIFeRve zbyvajici tkani myokardu (Jurgensetnal. 2004), coz
nas¥dcuje tomu, Ze HIF hrajeudkezitou roli ve snizeni poSkozeni myokardu a v satayp

remodelaci.

3.2.1.2. Struktura

HIF-1a je povazovan za senzor hladiny kysliku ve tkaningrmoxickém progedi
degradovan diky doménam, které umg# jeho degradaci nebo inhibici z&itemnosti
kysliku. Jednd se o ODDDoXygen dependent degradation domaikiera obsahuje dva
motivy pro prolyl hydroxylaci, bazické helix-loopelix (bHLH) a PER-ARNT- SIM (PAS),
na N-terminalnim konci transakti&ai doménu (N-TAD) a na C-konci transaktimda doménu
s aparagyl hydroxytaim mistem (C-TAD). Za normoxickych podminek jsoltiani
hydroxylazy, které pro svoji aktivitu petbuji kyslik a 2-oxoglutarat jako kosubstrat
k hydroxylaci dvou prolinovych zbytk(Pro402 a Pro564) v oblasti ODDD a asparaginylovy
zbytek (Asp 803) na C-TAD domén

~o@ o PO S = o
HL5-C
—_ 'F] \/ =0 0
™ - ] ]
u wy .
HIF-1a i TA3| 0 | TAD
-4 Dimerzalion + DA Binding -#=4 Transaclivation + Regulafion -
HIF-1[ [
[ARMT)
Obr. 6. Schématické znazornéni HIF-1a a HIF-1B: bHLH: bazicky helix-loop-helix, PAS: PER-ANT-SIM homologie,

TAD CI/N: transaktivacni doména C/N-konce; NLS-C/N: pfidatné regulacni domény C/N- konce, CBP/p300: trankripéni
koaktivatory, (pfevzato Semenza 2000).

Zminéné dv¥ domény bHLH a PAS jsou spole vSem HIF proteim a jsou
nezbytné pro tvorbu heterodiniea tedy jejich vazbu na DNA. Mezi dalSi oblasti papé
na HIF-Io a potvrzené u HIF€ pati amino- a karboxy- terminalni jaderny signal (NNS-

NLS-C), ktery umot#uje lokalizaci proteinu z cytoplasmy do jadra, prederin-threonin-
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bohatou stabilizani doménu (PSTD), amino- a karboxy-terminalni tektisacni domeénu
(TAD-N, TAD-C) a inhibiéni oblast transkripce (obr. 6), (Semenza 2000)

3.2.1.3. Rehled cilovych gei

Mezi geny regulované HIFem patelarada gef, jenZ se podili na fungovaniiky
pii nedostatku kysliku. Jejichighled je znazogm na obr. 7. Zaji&ji prepnuti oxidativni
fosforylace na anaerobni glykolyzu (kinaza pyrudéhydrogenasy (PDK), zvySuji transport
glukézy (Glut-1) a zlepSuji efektivnost glykolytiéko metabolismu (PGK1, aldolasa C aj.).
Zvysuji paet cervenych krvinek (Epo), ovliwji vasodilataci cév (ET-1, NOS, natriuretické
peptidy (ANP,BNP) aj.) a zvySuji expresi ceéqily tistovych faktod (PDGF, PIGF, TGF,
TGH3, VEGF, Ang-2, a|.), jejich receptbVEGFR1, VEGFR2, Tie -2, aj.), které spaie
s geny ovliwujici ECM (TIM-1, PAI, aj.) indukuji angiogenezitak zlepsuji pisun kysliku.
Zvysuji vSak také proapopticky BNIP3 a také prdiyidroxylazy 2 a 3 (PHD2, PHD3) a
faktor inhibujici HIF (FIH), které svou negat¥repitnovazebnou aktivitou transkeipi
aktivitu HIFu inhibuje(Bernardtet al 2007).

| oxid nthase (INOS),
nedullin (ADM), natriuretic
s (ANP. BNP), heme
ase 1 (HO-1)

[
‘ | endothelin-1 (ET-1), inducible nitric

FOS. FOSL2, ETS-1. CITED2, MXII

ey ]

BNIP3, BNIP3I

(HO-1)

Obr. 7. Cilové geny HIF, (pfevzato Bernardt et al. 2007)

Ackoli HIF reguluje uvedené geny, jafdst z nich je ovlivéna gimo. Tyto geny
obsahuji HRE jemu podobnou vazebnou oblast. Ta prozatim bgkerpena u VEGF-A,
Epo, VEGFR1, VEGFR2, PIGF, eNOSromal derivated factor-{SDF-1) a jeho receptoru
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CXCR-4, ET-1, cyklooxygenazy (COX) -2, kinadzy sfokgnazy 1 (Fong 2008), Ang-2
(Simon, Tournaire a Pouyssegur 2008) a FGF-2 (BlBek/ol a Wedgwood 2008). Ostatni
budto obsahuji dosud nerozpoznanou HRE sekvefigsou HIFem regulovany néjmo.
Takovym gipadem by mohlo byt naéppasobeni VEGF na Tie receptory (viz. kapitola
angiopoetiny). Da se vSakiqupokladat, Ze v regulaci angiogennich faktse budou
vyznamm uplatiovat interakce a Zpnovazebné vazby, nejen s proteiny HIF indukovanych
ale i dalSich signalnich drah, které se aktivdjsgbenim hypoxie a je otazkou dalSiho

vyzkumu tyto vztahy objasnit.

3.2.1.4. Regulace

Regulace HIE probiha na urovnich: transkripce, translace, je@oskrigni aktivity
a stability proteinu, ficemz pra¥ regulace zavisla na hladirkysliku se nejvice uplatije

v souvislosti jeho stabilitou a transkig aktivitou.

3.2.1.4.1. Transkripgéni aktivita

Heterodimer HIF rozeznava na DNA oblast obsah@fi¢G)CGTG sekvenci, ktera je
ozna&ovana jako jadro HREi jako HBS (HIF- binding site). Pro aktivaci tramglce je vSak
nezbytna gitomnost dalsi koaktivatdy které se vazi na jeho domény TAD-N a TAD-C
a umoauji vznik transkrigniho komplexu a navazani polymerazyinié interakce s TAD-C
byla dokazana vifpadt paralogi p300 a CBP (Creb vazebny protein), které maji mjimé&

i histon acetyltransferazovou aktivitu. Jako pottstanediator interakce DNA a CBP/p300
slouzi thioredoxin/Ref-1, faktory regulujici redostav buiky, ktefi reaguji s jedinym
cysteinovym zbytkem v TAD-C, iejm¢ za vzniku sulfhydrylové skupiny. Bez této
modifikace se CBP nenavaze. Je také zajimavé, Zeromdil od Ref-1, ktery se
za normoxickych podminek nachézi vigadje thioredoxin lokalizovan v cytoplagna az
béhem hypoxie je femistrén do jadra, kde dZe s Ref-1 interagovat (Ened al. 1999).

Interakce CBP/p300 s HiFje regulovana dalSimi mechanismy. ZvySeni trapshfi
aktivity HIFa byl zpisoben vazbou mTOR na N-konec. Pokud byla tato pbldstragna,
HIFa nebyl schopen navazat CBP/p300 (Land a Tee 2Q@7)fihodné pipomenout, Ze
mTOR, regulovany Ras proteinem, se Royyskytuje ve velmi dofe vazkularizovanych
nadorech. Za kompetitivni vazbu s p300 je naopakowttiny CITED2 (Freedman
et al 2003). Jeho neodmyslitelna Uloh# pegulaci aktivity HIFx byla ukazana ve studii

na knock-down modelech, kdy takova modifikace ve@tla smrti embrya viledku
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chybného vyvoje srdce a neuralni trubice a expkBecilovych geii, nag. VEGF, Glut-1,
aj. byla zvySena (Yiet al. 2002).

Na tomto mist je vhodné zminit Ulohu ipmého inhibitoru HIFu, coz je peptid-
aspartat beta-dioxygenaza (FIH nebo téz HIF1ANErktpgimo ovliviiuje transkrigni
aktivitu HIFu a je v sotasnosti znam jako jedna ze dvou asparagynyl hyttiaxy sava
vedle asparginyl beta hydroxylazy (BAH), (Waagal. 1991). FIH-1 vytvéi dimery, které
jsou nutné pro efektivni hydroxylaci jeho substrauhydroxyluje HIF-&x na 'Asp-803'
v C-termindlni transaktivai domég (C-TAD). PIni zde funkci senzoru hladiny,,Okdy
v normoxickych podminkach zalige hydroxylaci HIF-& interakci s transkrignimi
koaktivatory wetns CBP/p300. Wastni se tedy pottani transkripce skrze HIFe] VHL
a deacetylaci histdn.

DalSi slozkou schopnou svou vazby na CBP/p300 krgoi®i komplex
zprostedkujici inhibici transkripni aktivity HIFu je p53 (Blagosklonngt al. 1998). Jedna se
o transkrigni faktor, pro jehoz aktivitu je taktéz zapetii komplexu CBP/p300. Reguluje
bungény cyklus a hraje Uustdni roli ve vstupu hiky do apoptdzy indukovanou mj. hypoxii.
Mechanismus, kterym apopt6za indukovana hypoxibiwd, vSak neni znam.

Mezi dalsi zpsoby modifikace transkrimi aktivity pati fosforylace #znych
regula&nich mist. V prvé&adt bylo ukazano, Ze schopnost fosforylovat HbF{dostrada p38
MAPK a c-Jun N-terminalni kindza, naopak MAPK p42pzvySuje transkrimi aktivitu
HIFu (Richardet al. 1999). No¥jSi studie ukazala, Ze znemehnn fosforylace bodovou
mutaci 'Ser-641' a 'Ser-643' kinazou p42/p44, vididerakci s CRM1, hlavnim jadernym
exportinem a transportu HIFu &pdo cytoplasmy a tedy zamezeni jeho funkce trap&kiho
faktoru (Mylonis et al. 2006). SluSi se podotknout, Z&ima aktivace p42/p44 hypoxii
(1% O, 5-60 min) ve fibroblastech nebyla dokadzana (reditood Hela buek, jeZz jsou
ovSem vzhledem k velkym modifikacim nevhodnym med8l (Richardet al. 1999).
V pripact HIF-2a bylo identifikovano skolik mist fosforylace na C-konci, z nichZ 'Thr-844
je nezbytny pro zlepSeni aktivity diky va&z6BP/p300 (Gradiet al. 2002).

3.2.1.4.2. Stabilita

s

NejdilezitejSim mechanismem regulace mnoZzstvi édiproteinu je jeho stabilita. Jak
jiz bylo vySe zmigno, HIF3 podjednotka je za normoxickych podminek stabibatimco
HIFa je degradovana. Préwstabilita alfa podjednotky dhem hypoxie je tedy kibvym

déjem vzniku funkniho heterodimeru a tim spojené reakcegklyuina snizenyifjjem kysliku.
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Béhem normoxie je HI& v pribéhu minut hydroxylovan hydroxylazami, které jsou
citivé na kyslik, ubiquitovan E3 ubiquitin ligazgw komplexem obsahujicim pVHL
(VHLES3) a degradovan ve 26S proteasomu (Covelloreo8 2004), (obr.7).

Mistem hydroxylace jsou dva prolinové zbytky na ®l &onci: 'Pro564' a 'Pro402'.
Oba maji ve svém okoli charakteristicky motiv LXXPAale jak se zda, {dich hydroxylace
je zavisly na SirSim okoli i na dalSich faktoreZkRjména v pipact 'Pro402' se uvazuje niap
o modifikacich VHLE3 komplexu. S ohledem na vyskegiokusi raiznych bugcnych linii
mohou hrat jistou roli i tk#ové odliSnosti v dostupnosti dalSich protéanzymi —
kofaktori/modifikatori (Massonet al. 2001). A’koli o presnych mechanismech neni mnoho
znamo, skuténost, Ze HllE obsahuje d¥ regula&ni oblasti liSici se citlivosti k ubiquitinylaci,
by mohla zvySovat plasticitu reakceby na znénu hladiny kysliku. Za vlastni proces

hydroxylace je odpasdna prolyl-hydroxylaza (PHD).

Normoxia
Obr. 7. pVHL-E3-ubiquitin ligaza sméfuje
- Prolyl-hydroxylase hydroxylovany HIF-a cestou proteosomalni
- I-" inhibitors degradace: Hydroxylace HIF-a prolyl

ubiquitin ligase

hydroxylazou je béhem normoxie nezbytna
5 g pro navazani pVHL-E3 ubiquitin ligazového
@ g 'E:' komplexu. Po nasledné polyubiquitinylaci je
EW]

HIF-a degradovan v proteasomu. Béhem

\ ; hypoxie, ¢i v pfipadé inhibice PHD, nebo
Proteasome il 3 absence funkéniho pVHL neschopného vazby
‘@:@ Prolyl-ydroxylases _ Pm na vazebna mista HIF-a, se zvySuje

T _ DQ+® K

g transkripce HIF cilovych genG (Epo, VEGF,
Fe+ 2-ooglutarate iy Glut-1). Faktor inhibujici HIF je asparagin
ascorbate hydroxyl::iza (FIH), ktera modulujevvazbu
nezbytnych kofaktord na HIF, (pfevzato
Nuclear Haase 2006).
translocation
ST under Xid
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HIF-x S
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3.2.2. Prolyl-hydroxylazy

Z rodiny prolyl-4- hydroxylaz rozliSujeme &skupiny. Kolagen-prolyl-4-hydroxylazy
(C-P4H), které jsou odp¢dné za hydroxylaci prolinu v kolagenu a tzv. HIR-R4teré
hydroxyluji HIF a zainaji tak jeho cestu proteosomalni degradace. Rdx@né it typy:
PHD-1 (HPH-3/EGLN2), PHD-2 (HPH-2/EGLN1) a PHD-3RH-1/EGLN3). Nedavno byla
objevena dalSi prolyl-4-hydroxylaza, oZpaana jako P4H-TM (Koivuneet al. 2007).
Aktivita P4H je zavisla na kysliku a mezi dalSi &ktory nezbytné pro jedinnost seradi

2-oxoglutarat (2-OG), Fe (Il) a askorbat. Rrév jejimu vztahu ke kysliku byla dlouho
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povazovana zaifimy senzor hladiny kysliku v lige. Protoze se ale v regulaci jejich aktivity
vyznamrié uplatiuji nosti informace o redox stavu bky: ROS, je dnes tato funkce
piisuzovana jinym mechanismn (Chandekt al. 2000). Uloha ROS v regulaci angiogeneze

bude probrana po#ji.

3.2.2.1. HIF-P4H/PHD

Jedna se o hlavni skupinu prolyl-hydroxylaz, jeeZedili na regulaci stability HtE
Ackoli vSechny ti PHD 1-3 jsou schopny hydroxylovat HIfrla HIF-2n v kritickych
prolinech, nejdlezit¢jSim regulatorem je PHD2 (Berrat al. 2003) a ostatni zaujimaji
minoritni funkci (Koivunenet al. 2007). Nenahraditelna pozice PHD2 jieetelnd Bhem
embryonélniho vyvoje, kdy na rozdil od PHD1 a PHIP3JD2 deficientni mySi embrya
umirali na letalni poruchy placenty a srdce. Zajiénavsem je, Zze na rozdil od placenty,
v srdci nebyly zaznamenany vysSi hodnoty HIFu (Talet al. 2006). Zda v tomto ifjpact
pini PHD2 rjakou dalSi tlohu nez regulaci HIFu, nebo zda dedeo disledek systematické
reakce embrya, vSakigtava otazkou. Inhibice PHD2 se vSak zd& nezbypmmiminkou
k aktivaci HIFu a jim zprogtdkované angiogenni reakce (Takeda, Cowan a Fo@g).20
Vzhledem ktomu, Zecinnost jednotlivych PHD neni redundantni, jak vygly
nag. z nezastupitelnosti PHD2 ve vyvoji i i@ specifické expresniipdlohy jednotlivych
PHD (Lieb et al. 2002), je vyznam PHD1 a PHD3 nejasny. Posledniodoke z&ina
ukazovat, Ze by se mohli@stnit v regulaci HIFu za jinych, neZz normoxickyskolnosti.
Bylo zjisttno, Ze Bhem hypoxie ma PHD2 relatigrmensi vliv na HIF-& neZ na HIF-2
a PHD3 ma relativhvétsi vliiv na HIF-2x nez na HIF-&t (Aprelikovaet al. 2004). Exprese
PHD3 v rekterych butkach stoupad a jeho inhibice nejvice oiiliye hladinu HIFu
a i reoxygenaci prodluzuje jeho paéks rozpadu (Appelhofft al. 2004). Zajimavé take je,
Ze jak promotory PHDZ2, tak PHD3 obsahuji HRE sekijema £z se vazbou HIFd zvySuje
exprese PHD2, a vazbou obou HI&-1 HIF-2a exprese PHD3 (Aprelikovat al. 2004).
Zvysena hladina PHD 2Zmovazebn puasobi jako negativni regulator HIFu. Aby k této
regulaci doslo, jefeba poskytnou PHD nezbytny kyslik. Bylo ovSem &jist Ze po 24 hodin
trvajici hypoxii (1% Q) doSlo k ogtovné degradaci HIFdla HIF-2Zu, ktera byla zafcinéna
hydroxylaci kritickych prolii, na které se podilely v3echnii tsoformy. Pokud jejich
aktivita byla inhibovana a tedycimky HIFu stale trvaly, doSlo ke smrti ek (Ginouves
et al 2008), ktera bylaiejme¢ zpisobena zvySenou produkci ROS (Katnal. 2006). Zatimco
je tedy HIF nezbytny proipZziti buiky béhem akutni hypoxie, ochrandepl bucnou smrti
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v déle trvajici hypoxii je zavisla na jeho degraddaktéz se ddici, Zze desenzitivace PHD
na hypoxii je znamkou adagteho procesu, neliopokud gijem kysliku dale snizime, jeji
aktivita klesa a HIF je znovu stabilizovan (Ginos al. 2008). Mechanismus, jakym je
schopna PHD fungovatipnedostatku kysliku neni znamiedpoklada se, Ze by vliv mohla
mit zmena distribuce zbytku kysliku, ktery se s ohledemmmaZnosti v btice vyskytuje.
DalSim vyznamnym cilovym genem HIFu je PDK1 (Kanhal 2006), ktera inhibuje cyklus
mastnych kyselin a dychatdttzec na ukor aktivace anaerobniho metabolismu. mhibije
¢innost mitochondrii, které jsou za normoxie hlavinkemzumenty kysliku a tim zvySuje jeho
dostupnost pro PHD (Ginouves al 2008). Hagerrt al. (2003) ukazal, Zze oxid dusnaty (NO)
a jiné chemické inhibitory mitochondrialniho dych#énani stabilizaci HIF-d. Fritom eNOS
je dalSim z HIF cilovych gén(Couletet al. 2003). Ri studiu vlivu 1% Q bylo zaznamenano
HIFem indukované zvySeni BNIP3, proteinu, ktery azuje antiapopticky Bcl2 z kompétii
vazby s Beclinem-1. Ten #pobuje autofagii mitochondrii, kter&gastavuje dalSi omezeni
mitochondrialni aktivity (Zhanegt al.2008). Parcialni tlak kysliku séich orgari kolisa mezi

3 —90 Torry (Porwoet al. 2001) a hypoxii vnimaji az v okamziku, kdy pklesne pod jejich
normoxickou hodnotu. Prév odliSna tkéova exprese jednotlivych PHD by mohla
piedstavovat i mechanismus, kterym je normoxickgt-point nastavovan (Khanna
et al.2006).

3.2.2.2. P4H-TM

P4H-TM je transmembranovy protein ER &hnZ byla také zaznamenana schopnost
regulovat aktivitu HIF-&t a HIF-Zn, a snizovat hladinu HIFe2 Ztoho divodu se
predpokladalo, Ze katalyticka oblast je orientovaoacgitoplasmy, kde by na HéFmohl
enzymaticky fsobit (Oehmeet al. 2002). No¥jSi studie vychazejici z genové sekvence
a miry vazby protilatek na protein zabudovany v et vSak katalytické misto orientu;ji
do lumen retikula a vliv na zgny mnozstvi Hllet pii zablokovaniéi zvySené expresi
P4H-TM picitaji jeho nepimému pisobeni. Na druhou stranu pokusy s rekombinanty
P4H-TM za&inajicimi 88D ukazaly schopnost hydroxylovat HIFkritické proliny '402
a'564. Navic stabilita HIE se zvySila fiblizné stejnym zpgisobem jak fi zablokovéani
¢innosti P4H-TM, tak kazdé z cytoplasmatickych PHERoifyunen et al. 2007). Jakym
zpasobem je P4H-TM takovou #&ou schopna {sobit z lumen retikula na regulaci HIF
vSak Zistava zahadou. Gen pro P4H-TM obsahwjeHRE sekvenci a jeho expreséhbm

hypoxie v zavislosti na druhu b&mé kultury b’ stoupala nebotstala nezrénéna. Nej\&tsi
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exprese za normoxie byla zaznamenana v pankreedai, kosternim svalstvu, mozku,

placenk a ledvinach (Koivunent al.2007).

3.2.3. Reaktivni formy kysliku

ROS jsou malé kyslikaté molekuly obsahujici nepgarelektron, které se vyzuaji
vysokou reaktivitou. Jejich velké mnoZstvi vedeukdgné smrti, v malém mnoZzstvi vSak plni

podstatnou tlohu v bétiné signalizaci.

SoD Catalase Obr. 8. Redukci O, jednim elektronem vznika
cum Fe (Il reaktivni superoxid O,". Ten je’ spontanng, Ci rechi
katalyzovanou SOD konvertovan na H,O,. Zejména
=) za pritomnosti kovovych iontd je pak dale Fentonovou
02 ) 02 : Hzoz HZO + 02 ¢i Haber-Weissovou reakci oxidovan na "OH a
NADHMNADPH oxidase reakci katalyzovanou katalazou na vodu.
Xanthine oxidase O, v malé mife reaguje s NO' za vzniku ONOO' a tim
Lipoxygenase NO Fenton reaction snizuje jeho dostupnost, kterd je pro organismus
gﬂ:’::g::;:;geme nezbytna. Peroxidazy aktivované H,O, tvofi vysoce
Mitochondrial oxidative- reaktivni radikal, ktery oxiduje NO" na NO; a s nim
Phasphorylation reaguje na NOy, ktery se G¢astni nitrace, (pfevzato z
" Kyaw et al. 2004
ONOO-| |[-OH Y )

Mezi ROSiadime superoxid £ peroxid vodiku (HO,), hydroxylovy radikal ‘OH),
radikaly oxidu dusnatého (NY peroxynitrit (ONOO), oxidu dusiiteho (NGQ) a dalsi.
Hlavni vztahy mezi nimi jsou &etnuty na obr. 8.

Mnoho experimerit ukdzalo, Zze zvySena produkce ROS je nezbytnkgdpmkladem
pro indukci angiogeneze (Ushio-Fukei al. 2002, Yasudaet al. 1998, Abeet al. 2004,
Yoshidaet al. 1999, Nespereirat al. 2003). Jejich angiogenntiaek spdiva v regulaci celé
Skaly redox-senzitivnich transkdipich faktofi, mj. i HIFu. Pokud byla znemo&na tvorba
ROS mitochondriemi nebo doslo ke zvySeni expresalday, HIF byl degradovan nezavisle
na hypoxii. Ridani HO, bylo naopak dostataé pro jeho stabilizaci (Chandet al. 2000).
Bylo ukazano, ze hromadi H,O, vedlo ke snizeni dostupnosti Fe (Il) jeho oxidecie (I11)
a omezeni PHD aktivity (Geralet al. 2004). HO, taktéZ nefimo inhibujea- ketoglutarat
dehydrogenazu (KGDH) a sukcinat dehydrogenazu (SpHno pak akonitazu (Nulton-
Persson a Szweda 2001) a omlije tak hladiny intermediat Krebsova cyklu, fcemz
hromadni sukcinatu (Selalet al. 2005) a fumaratu (Isaaat al. 2005) vede k inhibici
aktivity PHD a akumulaci HIF-d. Produkce HO, se tedy zda byt kKiovou. Aby doSlo k jeho
vzniku, je zapdebi oxidovat @. Tato reakce fize probihat spontAdmebo za katalyzy
SOD. ZvySené mnozstvi SOD1 skine vedlo k stabilizaci HIF-& (BelAiba et al. 2004)
a indukci angiogeneze (Grzenkowicz-Wydet al. 2004, Abid, Tsai a Aird 2001)
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za gitomnnosti kysliku, zatimco zvySeni katalaz, kidg®, oxiduji na vodu, bylo dostatee
pro zruSeni tohoto efektu (BelAibat al. 2004). Spekulativni je pak vyznam®H, ktery
spol&né s Fe (lll) vznikd z HO, Fentonovou reakci. &oli Fe (lll) inhibuje PHD,
vychytdvani‘OH vede také kinhibici PHD, zvySeni Hlftla jak jiz bylo dive feceno,
ke zlepSeni vazby HIF a Ref-1 (Let al. 2004). Je prawgodobné, Ze spiSe neiitpmnost
signalni molekuly, je podstatny jejich pémcimz davaji komplexni signal o redox stavu
bunky.

Mezi dalSi redox-senzitivni TF a geny fatag. Ref-1, ktery je mj. nezbytny pro
thioredoxinem umozimou vazbu CBP/p300 na HIF a aktivitu jeho transkripaktivity. p53,
ktery modifikuje angiogenni odp&¥ interferenci s HIF signalni drahou,,® indukuje
NF-«xB dependentni produkci IL-8. Dale Ets, ktery seifpath expresi MCP-1, PAI-& je
nezbytny pro angiotensin Il zpréstikovanou ROS produkci a indukci p%7 pojednotky
NADPH oxidazy. MMP-9 jsou také aktivovany ROS.

Za hlavni producenty ©O jsou povazovany mitochondrie a rodina Nox pratein
NADPH oxidaz (obr. 9.)dulezitou regulani ulohu gedstavuje i produkce NO, syntazou
oxidu dusnatého (NOS). Odhaduje se, Ze 90%¢dného kysliku je sp#ebovano
v mitochondriich a fiblizné 2-4% tohoto kysliku jsou kovertovana na ROS, \jédlerodukt
oxidativni fosforylace (Desouket al. 2005). Zda se, Ze pré&vole mitochondrie v regulaci
produkce ROS hikou je kliova, nebé inhibici mitochondrialnich geéndochazi ke snizeni
transkriptu Nox1 i vyprodukovaného ROS (Desoeikal. 2005). Odpovdnym elementem je
ziejme 1ll. komplex dychacihofetzce, jehoZ inhibice je dostété pro snizeni ROS
a znemozéni transkripce kvasinkovych transkinpch faktofi Yaplp, Mga2p, a Msn2p
(Guzy et al. 2005), mezi jejichz cilové geny pamj. SOD (Izawaet al. 2007). Vyznam
regulace mitochondrialni aktivity v déle trvajigigoxii byl zmiren drive.

NADPH oxidazy produkuji ROS négtrzitt v malém mnozstvi a jejich dalsi aktivita
je ovlivnéna fiznymi signaly.

Za zvyseni exprese Nox1 je iapdpowdné oscilani smykové nagti vyvolané ROS
zavislou adhezi leukoaytna endotelialni hiky, které vede k rozruSeni bitmych spoi
a umo#uje migraci a proliferaci endotelidlnich hikn K té nedojde, pokud dojde ke ztrat
Nox1.

Role Nox2 je nezbytnad afipjeji deficienci nedochazi kischemii ani VEGF
indukované neovaskularizaci. Jeho exprese se vdiypoySuje a jeho aktivita gsobenim
Ang-1 a VEGF také. Vaze se na aktin a jiné protdoycného leSeni ¥ele migrujicich
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endoteliainich butk. Ucastni se také na aktivaci NMB. Nox2 je kolokalizovan

s endoplasmatickym retikulem (ER), ovSerizm byt internalizovan i do endosomu.

Obr. 9.  Slozeni NADPH oxidaz: podjednotky Nox1, Nox2, Nox4, Nox5, rac, p22, p47, p67

Nox4 byl nalezen i v jd@& a je povazovan zé&dlo jaderného redox stavu a jeho
vysoka hladina v klidovém stavu nazope jeho ulohu p klidové produkci @ . Jeho
inhibice je vSak doprovazena utlumenim VEGF- zpgeattované migrace a proliferace EC
a z pokus s jeho zvySenou expresi vyplyva, Ze zvySuje fosdor tyrosin kinaz a aktivitu
Erk, dalSiho vyznamného TF, ktery s&stni v angiogenni kask&(Datlaet al. 2007).

Nox5 se povtSinou nachazi také v ER a na rozdil od ostatrd@akjivovan vapnikem.
Ovsem byly popsany i varianty, u kterych’Ceazebna doména chith. Akoli jeho inhibice
nevedla ktrombinem indukované proliferaci a for@olv struktur podobnym cévam,
predpoklada se, Ze jejich vyznam je spiSe v kontR@@S-dependentnich prode®chem
angiogeneze.

Racl z rodiny Ras protdinse podili na VEGF a Ang-1 indukovaném zvySeni ROS
produkce. Je nezbytny pro angiogenezi a nejaffvrje vcéele poragnim-indukovanych
migrujicich burk. Angiotensin 1I, TN, VEGF a kmitavé smykové n&jp vedou
k fosforylaci p47"* ktery se podili na oxidazové aktiviNADPH oxidaz. Hlavni kindzou je
PKC, dalSi kinasy, jako napAkt, p38, MAPK a PAK (p21-aktivovana kinadza) seak
v zavislosti na signalugastni také. Deficience p#'?* byla dostaténa pro zabrami Ang-1
stimulovani ROS produkce, Akt a Erk fosforylacendiné migraci a kapilarnimuastu
(prehled podjednotek NADPH oxidatgvzat z Ushio-Fukai a Nakamura 2008).

Diverzita &inku jednotlivych Nox proteitn nazng&uje jejich moZnou casow
a prostoro¥ specifickou ulohu v distribuci ROS, mozna v reakwa vliv nikterych

angiogennich faktér
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Obr. 10. Schéma znazornujici vztahy mezi nékterymi regulacnimi molekulami a angiogennimi efektory (Sipky

znazorfiuji aktivaci, étverecky inhibici), (lvana Buginska 2009).
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4. ZAVER

Angiogeneze je velmi komplikovany proces. Je vyebed interakci celé Skaly
faktori, které pouze v optimalnim pa@nu vedou k fyziologickému dinku. Tento pondr se
navic s ohledem na druh angiogeneze liSi a davéanta@nost aktivovat nejvhod$i zpisob
vazkularizace s ohledem na indukujici stimulus anertalni stav tkanci organismu. Jednim
z takovych stimul je nepochyb#& hypoxie, ktera vede ke zvySené produkci ROS. Rydst
buiky je vystaveno tzné mife oxidativniho stresu a dochazi k ovbwh klicovych
transkrignich faktofi a enzyni. Takovym je i inhibice prolyl hydroxylaz, které@vcinnosti
zpasobuji degradaci HiéF podjednotky. Naopak stabilni dimer HIF hraje céimir Glohu ve
zmené exprese protein metabolismu, zvySeni kapacity transportu Zivin yaliku a také
indukci pro angiogenezi nezbytnychstovych faktoi, jejich receptak, riznych cytokiri
a dalSich. Pozitivni znou vazbou vSak také aktivuje expresi prolyl hygtaz. Déle
enzymi s antioxidativni aktivitou a dalSich prot@jn ovliviiujicich metabolismus
mitochondrii, jenz spot@¢ prispivaji ke snizeni ROS. Praprodukce ROS mitochondriemi
je prav@podobré zasadni regutmi stimulus pro produkci dalSich ROS NADPH oxidagam
jejichZ ¢innost je nezbytna pro spravnytpéh angiogeneze. Specifitatigku jednotlivych
typd NADPH oxiddz a jejich podjednotek nazoge jejich moZnou dleZitost casové
a prostorové distribuce ROS, mozna v reakci na wvikkterych angiogennich faktir
Angiogenni @sobeni #stovych fakto# se uplaiuje zejména f@s druhé posly jako NO
a zvySené hladiny vapniku. Vlivem &pych vazeb je vSakasré po hypoxickém stimulu
aktivita HIF znovu inhibovana,c¢koli hypoxické podminky fetrvavaji. Jeho inhibice je
nezbytna pro feziti buiky a vychazi z offovné aktivace prolyl hydroxylaz, kteréepme
vlivem zmen metabolismu a distribuce kysliku jsou schopny Hyroxylovat. Tyto procesy
souhrni predstavuji adaptaci iy na nizkou hladinu kysliku a pomahaiji jepit.

Vazkulogeneze v pravé a v levé kamose Bhem vySkové hypoxie liSi. Zatimco
v pravé pevlada, vlevé kni dochazi pouze nepatrileba’ je pouze prava komora
pod vlivem zvySené mechanické &, je mozné, Ze v jejimripact doSlo k prohloubeni
hypoxického fisobeni, anebo je to prawmnechanicky stimulus, ktery je v tomtdipadc
dominantnim faktorem v indukci angiogeneze. Mechayi pisobeni mechanické zde
na angiogenezi se vSak tato prace nezabyvaii@ngch a mechanismech angiogenniho
procesu v myokardu je zndmo mnoho, avSak st@tiza velké mnoZzstvi nejasnosti, které si

Zada dalsi intenzivni vyzkum.
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