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Jak komorki adaptuja sie do zmienionej dostepnosci tlenu -
rola czynnika indukowanego hipoksja HIF-1

How do cells adapt to oxygen availability — the role of hypoxia-inducible factor HIF-1
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Streszczenie

Dzieki pracom tegorocznych laureatéw Nagrody Nobla poznalismy mechanizmy regulacji fundamentalnych proceséw fizjologicznych
i patofizjologicznych poprzez tlen. Zmienna dostepnos¢ tlenu wymaga od komoérek uruchomienia szeregu proceséw adaptacyjnych. Klu-
czowa reakcja na obnizony poziom tlenu jest zahamowanie procesu degradacji podjednostki a czynnika indukowanego hipoksja (HIF-1).
W tych warunkach dochodzi do powstania aktywnego czynnika transkrypcyjnego — dimeru HIF-1a/(, ktéry aktywuje ekspresje wielu
genoéw. HIF-1 jest nastepnie gromadzony w jadrze komdrkowym i wigzany z DNA genéw regulowanych hipoksja. Produkty tych genéw sa
zaangazowane nie tylko w tworzenie nowych naczyn krwionosnych (VEGF), proces erytropoezy (EPO), lecz takze w przemiane metaboli-
zmu energetycznego w mitochondriach z oksydacyjnej fosforylacji na glikolize tlenowa (LDH, kinaza fosfoglicerolu, aldolaza oraz GLUT1).

Abstract

Thanks to the works of this year's Nobel Laureates, we know much more about how different oxygen levels regulate fundamental
physiological and pathophysiological processes. Variable oxygen availability requires the activation of multiple adaptation processes
from cells. Inhibition of the degradation of a subunit of the hypoxia-inducible factor (HIF-1) is a key reaction of cells to hypoxic condi-
tions. These conditions lead to generation of the active transcription factor — dimer HIF-1a/f3, which activates the expression of plenty
of genes. HIF-1 is then accumulated in the nucleus and binded to DNA in hypoxia-regulated genes. The products of these genes are
involved in generation of new blood vessels (VEGF), erytropoesis process (EPO) and in energy metabolism in mitochondria from oxi-
dative phosphorylation to aerobic glycolysis (LDH, phosphoglycero kinase, aldolase and GLUT1).
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Wprowadzenie

Wszystkie komorki organizméw eukariotycznych wymagaja obec-
nosci tlenu do przemian substratéw energetycznych (glukoza,
wolne kwasy ttuszczowe) w uzyteczna energie w postaci adeno-
zynotrojfosforanu (ATP). Ten enzymatyczny proces zachodzi w mi-
tochondriach obecnych w praktycznie kazdej komorce zwierzecej.
Fundamentalne znaczenie tlenu dla zycia byto rozumiane juz od
zarania dziejow. Podczas ewolucji zostaty wyksztatcone mecha-
nizmy zapewniajace dostarczanie wystarczajacej ilosci tlenu do
tkanek i komérek. Kluczowsy, fizjologiczng odpowiedzia na hi-
poksje (zmniejszony poziom tlenu) jest wzrost syntezy hormonu
erytropoetyny (EPO), ktéry prowadzi do zwiekszonej erytropoezy,
a w konsekwencji zwiekszonej ilosci dostarczanego do komorek
tlenu (ryc. 1).

Zwiekszony transport tlenu do komoérek hamuje ekspresje genu
EPO w komérkach srédmiagzszowych kory nerek. Mimo znajomosci

powyzszego szlaku otwartym pozostawato pytanie: jaki jest me-
chanizm adaptacji komdrek do zmian w dostepnoscitlenu? Dopiero
odkrycia tegorocznych laureatéw Nagrody Nobla z fizjologii lub
medycyny Willama G. Kaelina Jr, Sir Petera J. Ratcliffe’a i Gregga
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Rycina 1. Indukowana hipoksja synteza EPO.
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L. Semenzy zidentyfikowaty molekularne mechanizmy regulujace
ekspresje genéw, w tym genu erytropoetyny w zaleznosci od
poziomu tlenu. Semenz i wsp. [1] wykazali obecnos¢ swoistego
segmentu DNA zlokalizowanego zaraz za genem EPO, ktérego
ekspresja zachodzi w sposéb zalezny od dostepnosci tlenu. Ziden-
tyfikowat on réwniez produkt tego genu, ktéremu nadat nazwe
czynnik indukowany hipoksja-1 (HIF-1; ang. hypoxia-inducible
factor). Ratcliffe [2] badat takze zalezng od tlenu regulacje genu
EPO. Obie grupy badawcze wykazaty, ze mechanizmy wrazliwo-
$ci na dostepnos¢ tlenu sa identyczne we wszystkich tkankach
i komorkach, nie tylko w nerkach, gdzie zachodzi synteza ery-
tropoetyny.

Struktura HIF-1

HIF-1 jest heterodimerycznym czynnikiem transkrypcyjnym
zawierajgcym podjednostke B o masie czasteczkowej 91 — 94
kDa i podjednostke a o masie czasteczkowej 120 kDa. Obydwie
podjednostki zawierajg podstawowy motyw: spirala-petla-spirala
(bHLH; ang. basic helix-loop-helix), ktéry wspétdziatajgc zdomeng
PAS (ang. PER-ARNT-SIM), odpowiada za dimeryzacje podjednostek
i wigzanie z DNA (ryc. 2) [3].

Podjednostka a zawiera takze domeny regulacyjne: ODD (ang.
oxygen dependent degradation domain), odpowiadajaca za zalezng
od tlenu degradacje HIF-1 oraz dwie domeny transaktywacyjne
TAD-N i TAD-C (ang. transactivation domain), ktére reguluja akty-
wacje genéw docelowych dla HIF-1. Biatka CBP i p300 zwigzane
z C-konncowa domeng TAD petnig role koaktywatoréw transkrypcji
HIF-1, bedac niezbednym elementem warunkujgcym ekspresje
HIF-1a (ryc. 2). Blokada interakcji TAD-C-HIF-1a przez hydroksy-
lacje proliny hamuje ekspresje genu HIF-1. Ostatnio wykazano, ze
HIF-1p jest identyczny z wcze$niej wykrytym biatkiem ARNT (ang.
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) [4].
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Rycina 2. Struktura HIF-1a'i HIF-1p.

Metabolizm HIF-1

Obie podjednostki ulegaja konstytutywnej ekspresji, jednak
ich okres pottrwania w warunkach normoksji jest rézny. Po-
ziom HIF-13 w tych warunkach jest staty, podczas gdy poziom
HIF-1a szybko spada. Jego okres péttrwania wynosi mniej niz
5 minut [5]. Regulacja aktywnosci HIF-1a odbywa sie na pozio-
mie potranslacyjnym i jest zwigzana z zalezng od ubikwityny
degradacjg w proteasomach (ryc. 3). Proces ten jest zalezny od
tlenu i przebiega w trzech etapach. Pierwszym etapem jest ka-
talizowana przez hydroksylaze prolinowg (PHD) — hydroksylacja
reszt proliny (Pro 402 i Pro 564) w czasteczce HIF-1a. Do petnej
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Rycina 3. Degradacja HIF-1a w warunkach normoksji.
a-KG - a-ketoglutaran, VHL - biatko von Hippel-Lindaua, Ub - ubikwityna,
PHD - hydroksylaza prolinowa.

aktywnosci enzymatycznej hydroksylaza PHD wymaga obecno-
sci tlenu i a-ketoglutaranu, ktére sg substratami reakgji, a takze
kofaktoréw: jonéw zelaza (Fe?*) i askorbinianu [6 — 8]. Z drugiej
strony aktywnos¢ enzymatyczna PHD moze by¢ hamowana przez
tlenek azotu (NO) czy niektdre intermediaty cyklu kwaséw trikar-
boksylowych (TCA), takich jak: bursztynian czy fumaran oraz reak-
tywne formy tlenu [9]. Drugi etap to proces ubikwitynacji, ktéry
jest zalezny od wykrytego przez Kaelina biatka VHL (biatko von
Hippel-Lindau) [9 - 10]. Biatko VHL jest sktadnikiem kompleksu
znakujacego HIF-1 ubikwityna. Trzecim etapem jest degradacja
HIF-1a w proteasomach [11 - 13].

W warunkach zmniejszonej dostepnosci tlenu (hipoksja) naste-
puje stabilizacja HIF-1a. W hipoksji dochodzi do zablokowania
aktywnosci PHD, a takze biatka VHL, co w konsekwencji unie-
mozliwia ubikwitynacje i degradacje HIF-1a w proteasomach.
Dochodzi wéwczas do translokacji HIF-1a do jadra komérkowego,
gdzie zachodzi proces dimeryzacji z czasteczka HIF-1( i zwigza-
nia kompleksu z sekwencja HRE (ang. hypoxia response elements)
w DNA (ryc. 4). Aktywacja genéw docelowych wymaga rekrutacji
kofaktoréw, w tym miedzy innymi p300/CBP (ang. p300/Creb-bin-
ding protein) [14]. Oba te biatka stabilizuja kompleks inicjacji trans-
krypcji zawierajacy polimeraze RNA Il oraz posiadaja aktywnos¢
acylotransferazy histonéw. Stanowia wiec podstawowy element
umozliwiajacy regulacje ekspresji genéw przez HIF-1.
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Rycina 4. Szlaki metaboliczne HIF-1 w warunkach hipoksji.

VHL - biatko von Hippel-Lindaua, Ub - ubikwityna, PHD - hydroksylaza prolino-
wa, HRE - ang. hypoxia response elements, P300/CBP - kofaktory umozliwiajace
wigzanie HIF-1a z HRE.

Geny docelowe HIF

Kompleks HIF-1a/B zwigzany z HRE reguluje ekspresje wielu ge-
néw odpowiedzialnych za odpowiedz na obnizong dostepnos¢
tlenu zaréwno na poziomie komoérkowym, jak i systemowym
(ryc.5).
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raka nerek [17]. HIF-1 aktywuje transkrypcje wielu
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Hipoksja jest cecha charakterystyczna dla guzéw
litych. Stymuluje ekspresje wielu genéw, co umoz-
liwia przystosowanie komorek do powstatych,

trudnych warunkéw metabolicznych. Najlepiej
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Rycina 5. Grupy czynnikéw, ktérych geny sg aktywowane przez HIF-1. Opracowano na podstawie [15].

przystosowane komorki ulegaja szybkiemu roz-
rostowi, pogtebiajac warunki hipoksji. Powstaje
wiec swoiste btedne koto o charakterze perpetuum
mobile, co prowadzi do progresji guza. Powyzsze

obserwacje potwierdzajg wielowymiarowa role

Geny docelowe HIF-1 s przede wszystkim zaangazowane w adap-
tacje komorek do warunkéw hipoksji. Ekspresja tych genéw pro-
wadzi do obnizenia aktywnosci proceséw wymagajacych energii,
przekierowania metabolizmu komérek na procesy anaerobowe
oraz te, ktére maja na celu przywrécenie normalnej dostepno-
sci tlenu. Istotnym elementem adaptacji do warunkéw hipoksji
jest przemiana generacji energii z zaleznej od tlenu oksydacyjnej
fosforylacji w mitochondriach na rzecz fosforylacji substratowe;j
na szlaku glikolizy. HIF-1a aktywuje ekspresje transporteréw
glukozy GLUT-1 i GLUT-3 oraz enzymow glikolizy. Konwersja pi-
rogronianu w kwas mlekowy jest utatwiona przez indukcje dehy-
drogenazy mleczanowej (LDH). HIF-1a indukuje réwniez kinaze
dehydrogenazy pirogronianowej-1 (PDK-1), ktéra fosforyluje de-
hydrogenaze pirogronianowa. Tym samym hamuje przemiane
pirogronianu w acetylo-CoA i jego katabolizm w cyklu kwaséw
tréjkarboksylowych (cykl Krebsa). Przemiana glukozy w mleczan
w warunkach tlenowych zostata opisana po raz pierwszy przez
niemieckiego biochemika Otto Warburga na poczatku ubiegtego
stulecia. Wykazat on, ze komorki nowotworowe preferuja proces
oddychania beztlenowego, a nie tlenowego. Przeksztatcaja one
duze ilosci glukozy do mleczanu w procesie fermentacji prowa-
dzonej nawet w obecnosci tlenu. Zjawisko to dzi$ znane jest pod
pojeciem efektu Warburga lub glikolizy tlenowe;j.

W dazeniu do przezwyciezania hipoksji ogromna role odgrywa
regulowana przez HIF-1 ekspresja wielu gendw, ktére promuja
dostep tlenu dla komérek, takich jak: EPO, transferryny czy naczy-
niowego, srédbtonkowego czynnika wzrostu VEGF (ang. vascular
endothelial growth factor), ktéry jest zaangazowany w proces two-
rzenia nowych naczyn (angiogenezy).

Rola HIF-1 w progresji nowotworéw

Guzy nowotworowe zawieraja regiony hipoksji jako efekt wzmozo-
nej patologicznej proliferacji komaorek. W diagnostycznych biop-
sjach wielu guzow stwierdza sie zwiekszony poziom HIF-1a i jest
to zwigzane ze znacznym wzrostem $miertelnosci. Zwiekszona
ekspresja HIF-1a prowadzi do intensywnego rozwoju nowotworu,
podczas gdy jej spadek ogranicza wzrost guza [16]. Jego poziom
jest zalezny takze od zaburzen genetycznych, w szczegélnosci
dotyczacych aktywnosci biatka VHL, ktére jest odpowiedzialne
za proces degradacji HIF-1q, co zostato wykazane w komérkach

HIF-1 w patogenezie choréb nowotworowych i jednoczesnie
wskazuja na poszczegdlne etapy szlaku metabolizmu HIF-1a jako
potencjalne cele terapeutyczne [16].
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Rycina 6.Indukowane HIF-1 btedne koto chorobowe. Zmodyfikowano na pod-
stawie [21].

Protekcyjne dziatanie HIF-1 w chorobach sercowo-naczyniowych
Tworzenie blaszki miazdzycowej w gtdwnych naczyniach wien-
cowych prowadzi do niewystarczajacej perfuzji, szczegdlnie
w warunkach intensywnej konsumpcji tlenu niezbednej dla wia-
Sciwej pracy serca. Fizjologiczng odpowiedzig na niedotlenienie
miokardium jest powstawanie krazenia obocznego, omijajgcego
zwezony region tetnicy wiericowej. U okoto 3/4 pacjentéw, u kto-
rych dochodzi do istotnego zwezenia $wiatta tetnicy (> 70%), wy-
stepuje jedno lub wiecej naczyn okalajgcych. Uszkodzenie blaszki
miazdzycowej i catkowita okluzja tetnicy wiericowej u pacjentéw
z wytworzonym krazeniem obocznym skutkuje znacznie mniej-
szym obszarem zawatu — a zatem mniejszym ryzykiem zgonu.
U pacjentéw z krytycznym zwezeniem Swiatta tetnicy wienco-
wej i obecnoscia kragzenia obocznego polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (SNP) w obrebie genu HIF-1a, skutkujacy zamiana
proliny w pozycji 582 na seryne, w poréwnaniu do pacjentéw
bez kragzenia obocznego [22], wystepuje 5-krotnie czesciej. Ten
polimorfizm oraz inne zmiany w genie HIF-1a s3 raczej zwigzane
z choroba niedokrwienna serca niz z zawatem migsnia sercowe-
go [23]. Dane te wskazuja, ze indukowana przez HIF-1 ekspresja
gendéw czynnikdéw angiogennych (tj. VEGF, VEGF-R oraz PAI-1)
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jest zwigzana procesem wytworzenia kragzenia obocznego, za-
pewniajacego zwiekszenie dostepnosci tlenu do niedokrwionych
kardiomiocytéw. Niezwykle istotnym elementem protekcyjnego
dziatania HIF-1 jest réwniez indukcja adaptacji komorek, polega-
jaca nazmianie mechanizméw tworzenia uzytecznej energii (ATP)
w mitochondriach z oksydacyjnej fosforylacji na glikolize tlenowa.

Podsumowanie

Czynnik indukowany hipoksja (HIF-1) stanowi centralny punkt
regulujacy zarébwno wykrywanie, jak i adaptacje do komérkowego
poziomu tlenu, ktéry na poziomie transkrypcji aktywuje geny
modulujace homeostaze tlenowa. Mechanizmy adaptacyjne uru-
chamiane w warunkach niskiego stezenia tlenu odgrywaja bardzo
wazna role w dziataniu naszego systemu immunologicznego oraz
w wielu innych procesach fizjologicznych. Reakcja na poziom tle-
nu jest niezwykle istotna w prawidtowym rozwoju ptodu poprzez
kontrole tworzenia naczyn krwionosnych i rozwoj tozyska. Regu-
lowane przez tlen mechanizmy maja istotne znaczenie w rozwoju
wielu stanéw patologicznych. W chorobach nowotworowych me-
chanizmy te sa wykorzystywane do stymulacji tworzenia naczyn
i zmian metabolicznych, umozliwiajacych efektywna proliferacje
komorek nowotworowych. Sygnalizacja HIF-1 odgrywa takze klu-
czowa role w chorobach sercowo-naczyniowych (zawat, udary czy
niewydolnos¢ serca) zaréwno z metabolicznego punktu widzenia,
jakitworzenia nowych naczyn krwionosnych. Jednoczesnie HIF-1,
a szczegodlnie jego podjednostka a, wydaje sie atrakcyjnym, te-
rapeutycznym punktem docelowym w przypadku wielu choréb.
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