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Kako celice zaznajo in se prilagodijo

razpolozljivosti kisika

Nobelova nagrada za fiziologijo ali medicino za leto 2019

Radovan Komel

Kisik predstavlja priblizno petino prostor-
nine danas$njega Zemljinega ozradja in je
osrednji dejavnik Zivljenja, kot ga poznamo.
Potrebo po njem za vzdrzevanje Zivljenja
razumemo Ze od zacetka sodobne biologije,
molekularni mehanizmi, s katerimi se celice
prilagajajo spremembam v oskrbi s kisikom,
pa so ostali nepojasnjeni vse do odkritij v

zadnjih tridesetih letih, ki so bila novembra
leta 2019 tudi okronana z Nobelovo nagra-
do za fiziologijo oziroma medicino. Nagra-
jenci so Gregg L. Semenza, ki je leta 1990
odkril protein HIF, ki uravnava odziv celic
na prisotnost kisika, William G. Kaelin, ki
je leta 1995 odkril protein VHL, zaviralca
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uravnavanje celi¢ne ravni proteina HIF, ter
Peter J. Ratcliffe, ki je v nadaljevanju skupaj
s Kaelinom prispeval k razjasnitvi mehaniz-
ma od kisika odvisnega uravnavanja celicne
ravni proteina HIF s strani proteina VHL.

Zivali potrebujejo kisik za pretvorbo hrane v
koristno energijo. V mitohondrijih, dihalnih
organelih vecine evkariontskih celic, poteka
tako imenovano celi¢no dihanje, pri kate-
rem se produkti presnove hranil (sladkorji,
aminokisline, mas$¢obne kisline) v kaskadi
encimskih reakcij in v prisotnosti kisika
pretvorijo v ogljikov dioksid (CO5) in vodo
(HO), pri tem pa se energija iz razgradnje
njihove zgradbe prenese v nastanek oziroma
zgradbo molekul ATP (adenozin trifosfat).
Adenozin trifosfat je shranjevalec presnov-
ne energije ter njen prenasalec v izgradnjo
novih molekul, sestavnih delov celice, in v
izvajanje drugih pomembnih dejavnosti or-
ganizma, kot so gibanje, kréenje misic in
prenos/sirjenje Zivénih signalov. S presnovo
adenozin trifosfata se namre¢ energija nje-
gove zgradbe ne sprosti v prazno, temveé
se pretvori v energijo zgradbe novo nasta-
lih molekul oziroma se porabi za omenje-
ne druge dejavnosti celic, tkiv, organov in
organizma.

Kako se organizem odzove na
pomanjkanje kisika?

Ko se ukvarjamo z napornimi Sporti (na
primer s tekom), pri katerih organizem po-
rablja veliko kisika, da si zagotovi dovolj
energije za misi¢no delo, ali visoko v gorah,
ko se alpinist sooci z redkejdim zrakom in
pomanjkanjem kisika, se organizem odzove
s pospesenim dihanjem, ki ga opisujemo kot
»zadihanost«. V evoluciji so organizmi raz-
vili nadin, kako v takih primerih zagotoviti
zadosten dovod kisika v tkiva in celice. Na
meji velikih krvnih Zil na obeh straneh vra-
tu se nahaja tako imenovano karotidno telo,
sestavljeno iz specializiranih Zivénih celic,
katerih povrsinski receptorji (posebne pro-
teinske molekule) so obcutljivi za spremem-

be ravni kisika. Z vezavo kisika na receptor
ali po drugi strani z njegovo odsotnostjo se
zgradba oziroma prostorska oblika receptor-
ja spreminja in to se kaze tudi v njegovi en-
cimski aktivnosti oziroma v odnosu do dru-
gih, v celi¢ni membrani povezanih molekul,
ki so s soodvisnimi, kaskadnimi spremem-
bami v zgradbi in aktivnosti udeleZene pri
prenosu sporo¢ila. O samem poteku dogod-
kov v stanju pomanjkanja kisika (hipoksija)
je ve¢ hipotez, vsem pa je skupna nit, da
zniZzanje delnega tlaka kisika ter povecanje
delnega tlaka ogljikovega dioksida in s tem
povelana kislost v konéni posledici vplivajo
na proteine, ki sestavljajo kanalcke za pre-
tok kalijevih ionov (K*) skozi celi¢cno mem-
brano. Kanal¢ki se zaprejo in to povzro¢i
zmanj$anje razlike v koncentraciji kalijevih
ionov na obeh straneh membrane (depola-
rizacija membrane), posledica pa je odprtje
kanalckov za kalcijeve ione (Ca2*) in s tem
povelanje njihove koncentracije v celici.
Kalcijevi ioni povzrocijo, da se znotrajceli¢-
ni vezikli, ki vsebujejo razli¢ne posrednike
za prenos zivénih signalov (Zivéne prena-
$alce, nevrotransmiterje), zlijejo s celi¢no
membrano in svojo vsebino oddajo v okolje
(eksocitoza veziklov). Zivéni prenasalci, kot
so acetilholin, noradrenalin, dopamin, met-
-enkefalin, u¢inkujejo na receptorje zivénih
vlaken in signal je posredovan do sredis¢ v
mozganih, ki uravnavajo dihanje in krvni
tlak. Pomanjkanje kisika tako pospesi diha-
nje (hitrost in mo¢ vdihavanja zraka).

Pljuca so priskocila na pomo¢,

kako pa naprej ...?

Ze nekaj casa vemo, da pomanjkanje kisi-
ka predvsem v ledvicah, v manjsi meri pa
tudi v jetrih in nekaterih drugih organih,
sprozi aktivnost eritropoetinskega gena, kar
povzrodi takojen in mocan dvig ravni hor-
mona eritropoetina v krvi. Eritropoetin de-
luje neposredno na matiéne celice v kostnem
mozgu in nadzira njihovo proliferacijo (na-
mnozitev in rast), zorenje in diferenciacijo v
rdece krvnicke (eritrocite), prenasalce kisika
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do celic. Povezavo med hipoksijo in §tevi-
lom eritrocitov so klini¢no opazili Ze proti
koncu devetnajstega stoletja, ko so zaznali
povecano $tevilo eritrocitov pri bivanju na
vi§jih nadmorskih visinah. Po drugi strani
pa pri bolnikih s kroni¢no odpovedjo led-
vic pride do izrazitega upada Stevila eritro-
citov, ki ga opisujemo kot slabokrvnost ali
anemijo, saj je z okvaro ledvic onemogoceno
zadostno nastajanje eritropoetina in s tem
rde¢ih krvnick. Hudi ledviéni bolniki za
prezivetje potrebujejo redno dializo s spre-
mljajoco transfuzijo krvi ali presaditev led-
vic. Medtem ko je védenje o pomembnosti
hormonskega (eritropoetinskega) nadzora
nastajanja rde¢ih krvni¢k v kostnem mo-
zgu (eritropoeza) prisotno od zacetka dvaj-
setega stoletja, pa je vprasanje, kako kisik
vpliva na izrazanje eritropoetinskega gena,
ostalo neodgovorjeno vse do odkritij v za-
dnjih tridesetih letih. Kljuéno vlogo pri tem
so imeli lanski Nobelovi nagrajenci, Gregg
L. Semenza, William G. Kaelin in Peter J.
Ratcliffe.

Semenza je preuceval eritropoetinski gen.
Seveda ga je zanimalo, na kak$en nadin se
sprozi njegovo izrazanje, to je prepis (tran-
skripcija) v ustrezajo¢o molekulo sporodilne
RNA (mRNA) in prevod zaporedja njenih
nukleotidov (translacija) v zaporedje ami-
nokislin (zgradbo) eritopoetina. Z uporabo
gensko spremenjenih misi, pri katerih so
odstranili razliéne in razli¢no dolge odseke
zaporedja DNA na razli¢nih razdaljah pred
eritropoetinskim genom in za njim, je odkril
zaporedja DNA, ki so odlo¢ilna za odgovor
eritopoetinskega gena v prisotnosti oziroma
odsotnosti kisika. V odkrivanje teh, urav-
nalnih (regulatornih) zaporedij se je kmalu
vkljucil tudi Ratcliffe, ki je ugotovil, da je
mehanizem odgovora na razpolozljivost ki-
sika ni omejen samo na ledvice, temve¢ je
navzo¢ skoraj v vseh tkivih in na enak nacin
deluje v razli¢nih vrstah celic. Konéno so s
skupnimi mo¢mi ugotovili osnovno uravnal-
no (regulatorno) zaporedje DNA, ki urav-
nava izrazanje genov eritropoeze, in ga po-

imenovali »element odgovora na hipoksijo«
(anglesko Hypoxia Response Element, HRE).
Na obmoc¢ja DNA, ki v vedji ali manjsi raz-
dalji od genov uravnavajo njihovo izrazanje,
pa se, da jih aktivirajo, morajo vezati tako
imenovani »transkripcijski dejavniki«: ti so
proteini, katerih oblika je izrazito prilagoje-
na za vezavo na omenjena zaporedja DNA.
Semenza je iz razli¢nih vzorcev kultiviranih
celic kmalu izoliral proteinski kompleks, ki
se veze na »element odgovora na hipoksijo«
(HRE) v odvisnosti na razpolozljivost kisi-
ka. Poimenoval ga je »s hipoksijo spodbujeni
dejavnik« (anglesko Hypoxia-Inducible Factor,
HIF) in kmalu za tem odkril tudi gena, ki
zapisujeta njegovo dvokomponentno zgrad-
bo, HIF-1a. in ARNT (anglesko Ary/ Hydro-
carbon Receptor Nuclear Translocator). Prote-
in ARNT je bil sicer odkrit ze pred tem,
kot protein, ki se kot sestavna komponenta
povezuje s tevilnimi drugimi proteinskimi
dejavniki, vendar je bil Semenza tisti, ki je
ugotovil, da se povezuje tudi s HIF-1a, ki
je v dimernem kompleksu HIF dejavnik od-
govora na razpolozljivost kisika.

Ugotovili so, da ko je kisika dovolj, je v ce-
licah zelo malo HIF-podenote HIF-1a.. Ko
pa kisika zmanjkuje, se raven HIF-1la bli-
skovito poveca, toliko ga je, da se uspesno
poveze s podenoto ARNT v funkcionalni
dimer HIF, ki se kot prepisovalni (tran-
skripcijski) dejavnik lahko veze na uravnal-
no (regulacijsko) DNA-zaporedje HRE in
sproZi izrazanje eritropoetinskega in tudi
drugih, v eritropoezi sodelujo¢ih genov. Ge-
na HIF-1o. in ARNT se sicer stalno (kon-
stitutivno) izrazata in naceloma bi zato v
celicah vedno moralo biti dovolj obeh prote-
inov, sestavnih delov dimera HIF, vendar so
stevilni raziskovalci prisli do ugotovitve, da
je protein HIF-1a zelo nestabilen in je pod-
vrzen razgradnji v razmerah, ko je kisika
dovolj, pri hipoksiji pa nenadoma postane
pred razgradnjo zasciten. Kje je torej stika-
lo, ki odloc¢a o stabilnosti proteina HIF-1a
in njegovi razpolozljivosti, da se vklju¢i v
proces eritropoeze?
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K odgovoru na ta vprasanja je bistveno
prispevala ugotovitev, da razgradnja pro-
teina HIF-1a poteka preko specifi¢nega
proteasoma. Proteasomi so proteinski kom-
pleksi, ki so v celicah namenjeni proteoli-
zni razgradnji prekomernih, odsluzenih ali
poskodovanih proteinov. Take proteine za
razgradnjo oznali dodatek posebne, majhne
proteinske molekule, ubikvitina, kar opravi
encim ubikvitinska ligaza. Kako se v pri-
meru proteina HIF-1a nanj v odvisnosti od
kisika veze ubikvitin, pa je ostalo osrednje
vprasanje, ki je mucilo Semenzo in Ratclif-
fa, najpomembnejsa raziskovalca, ki sta se
ob sodelovanju §tevilénih drugih posvecala
raziskavam uravnavanja eritropoetinskega
gena in eritropoeze. Odgovor je prisel iz
nepric¢akovane smeri, s strani Williama Ka-
elina, ki je raziskoval redko dedno bolezen,
imenovano sindrom von Hippel-Lindau.
Bolezen, ki povzroc¢a §tevilne in raznolike
sistemske tezave organizma in pri druzi-
nah, ki podedujejo zaradi genskih mutacij
spremenjeni oziroma okvarjeni gen VHL,
se tudi zelo povela tveganje za nastanek
razli¢nih oblik raka. Kaelin je ugotovil, da
neokvarjeni gen VHL nosi zapis za protein,
ki preprecuje nastanek raka, obenem pa tudi
to, da rakave celice, pri katerih je gen VHL
spremenjen in zato nefunkcionalen, kazejo
nenavadno velike ravni proteinov, katerih
izrazanje sicer poteka v razmerah hipoksije.
Ko je v rakavih celicah okvarjeni gen VHL
nadomestil z normalnim, se je vzpostavilo
normalno ravnovesje proteinov, kar je bil
dokaz za domnevo, da je protein VHL na
neki nac¢in udelezen pri nadzoru odgovora
na raven kisika v organizmu. V nadaljevanju
so raziskovalci ugotovili, da je protein VHL
del proteinskega kompleksa, ki proteine
oznacuje z ubikvitinom in jih s tem povede
v proteasomsko razgradnjo. Ratcliffe je na-
to priSel do odlocilnega odkritja, da protein
VHL v razmerah z dovolj kisika fizi¢no in-
teragira s HIF-1a in da je to pogoj za raz-
gradnjo tega proteina.

Odprto je ostalo Se vprasanje, na kaksen

nacin kisik uravnava interakcijo med prote-
inom VHL in proteinom HIF-1la? Odgovor
sta leta 2001 v vzporednih objavah podala
Kaelin in Ratcliffe, ki sta pokazala, da v
razmerah z normalno oskrbo kisika encim,
imenovan prolil hidroksilaza, na dve spe-
cifi¢ni mesti proteina HIF-lo uvede hi-
droksilni skupini, tako spremenjena oblika
proteina pa omogoci njegovo prepoznavo s
strani proteina VHL, ki se zato poveze z
njim, omogo¢i oznacbo z ubikvitinom in
nadaljevanje v proteasomsko razgradnjo.

Kaj pa se zgodi, ko je kisika premalo?

V razmerah slabe oskrbe s kisikom tega ni
dovolj, da bi ga encim prolil hidroksilaza
lahko porabil za uvedbo hidroksilnih skupin
na prolinske ostanke proteina HIF-1la. Zato
protein VHL ne prepozna nehidroksilirane
oblike proteina HIF-1a in se nanjo ne veze,
proteina HIF-1a brez proteina VHL pa ne
prepozna ubikvitinska ligaza in brez ubikvi-
tinske oznake protein ne gre v proteasomsko
razgradnjo. Nedotaknjeni protein HIF-1a se
v celici nakopi¢i do te mere, da se zlahka
poveze s proteinom ARNT v funkcionalen
dimer HIF, ki z vezavo na DNA-zaporedja
HRE sprozi program izrazanja s hipoksijo
spodbujenih genov.

Raziskave iz sedemdesetih in osemdesetih
let preteklega stoletja so razkrile, da je v
odgovor na spremembe v koncentraciji kisi-
ka lahko vpletenih tudi do tristo razli¢nih
genov, katerih spremenjeno izrazanje spre-
minja oziroma prilagaja celi¢no presnovo in
sodeluje pri uravnavanju klju¢nih fizioloskih
procesov, kot so razvoj organov med razvo-
jem zarodka, regeneracija poskodovanih tkiv
in pravilno delovanje imunskega sistema. Z
odkritjem s HIF posredovanega nadzora
molekulskih dogodkov pri odgovoru orga-
nizma na prisotnost ali pomanjkanje kisi-
ka so Semenza, Ratcliffe in Kaelin ostali
osrednji igralci v raziskavah izrazanja genov
pod vplivom kisika, ki jim danes namenja-
jo posebno pozornost Stevilne raziskovalne
skupine. Njihova odkritja so omogo¢ila glo-
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Prilagajanje spremembam v razpolozljivosti kisika. V razmerah pomanjkanja kisika (hipoksije) se dimer HIF-I1a. :
ARNT kot transkripcijski dejavnik HIF veze na DNA-zaporedje HRE in s tem aktivira izrazanje genov v proteine,
pomembne za prilagoditev na razmere z malo kisika (1). V razmerah normalne oziroma visje oskrbe s kisikom se protein
HIF-1a razgrajuje v proteasomu (2), potem ko se pod vplivom kisika vanj vgradita hidroksilni skupini (3), kar je
signal za prepoznavo s strani proteinskega ubikvitinacijskega kompleksa VHL (4). Prirejeno po The Nobel Prize in
Physiology or Medicine 2019, https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2019/summary/.

bji vpogled v vlogo s kisikom uravnavanih
presnovnih poti v zdravju in bolezni.

Kaj odkritje molekulskih osnov odgovora
organizma na razlike v ravni kisika
prinasa medicinski znanosti?

Odkritje prolinskih hidroksilaz, ki uravna-
vajo raven proteina HIF-1a, je omogocilo
iskanje zaviralcev (inhibitorjev) tega encima
z namenom, da bi omogo¢ili povisanje rav-
ni HIF in s tem sprozili proces eritropoeze
pri bolnikih, ki trpijo zaradi anemije. Do-
volj visoka raven HIF je pomembna tudi za
pravilno delovanje imunskega sistema, tvor-
bo hrustanca in celjenje ran. Po drugi strani
pa pri nekaterih boleznih, kot so razli¢ne
oblike raka in bolezni srca in ozilja (moz-
ganska kap, sréni napad, povian krvni tlak
v plju¢nih arterijah), pride do povisanja rav-
ni HIF, kar odpira nove poti pri raziskavah
teh bolezni in iskanju nacinov za njihovo

zdravljenje. Stevilne raziskovalne skupine in
farmacevtske druzbe se zato usmerjajo v ra-
zvoj zdravil, s katerimi bi lahko omogo¢ili
zdravljenje bolezni z aktiviranjem ali zavira-
njem proteinov, ki so del sistema organizma
za zaznavanje in odgovor na razli¢ne ravni

kisika.
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