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POPIS KRATICA | AKRONIMA

HIFs — hipoksijom potaknuti ¢cimbenici, od engl. hypoxia inducible factors

IH — intermitentna hipoksija

IHC — intermitentno hipoksijsko kondicioniranje

OSP —signalni put prepoznavanja kisika, od engl. oxygen sensing pathway

PHD - prolil hidroksilaza, od engl. prolyl hydroxylase domain protein

VHL — von Hippel-Lindau protein

CBP — CREP-vezaju¢i protein, od engl. CREP-binding protein

EPO — eritropoetin

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, od engl. vascular endothelial growth factor

NOS — dusi¢na oksid sintetaza

HO — hem oksigenaza

TGF-B — transformirajuéi ¢imbenik rasta, od engl. transforming growth factor 3

2-0OG — 2-oksoglutarat

TCA — ciklus limunske kiseline, od engl. tricarboxylic acid cycle

ROS - reaktivni kisikovi radikali, od engl. reactive oxygen species

FIH1 — HIF1 inhibicijski faktor, od engl. factor inhibiting HIF1

HDM - histonske demetilaze, od engl. histone demetyhlases

HSP70 — protein toplinskog Soka veli¢ine 70-kilodaltona, od engl. heat shock protein 70



CHIP — C-terminalni dio Hsc70 povezanog proteina, od engl. C terminus of Hsc70-

interacting protein

HAF — faktor povezan s hipoksijom, od engl. hypoxia-associated factor

MAPK — mitogen-aktivirane protein kinaze, od engl. mitogen-activated protein kinase

ERK — izvanstani¢nim signalom regulirana kinaza, od engl. extracellular signal-regulated

kinase

K-IH — kroni¢na intermitentna hipoksija

OSA — opstruktivna apneja u spavanju, od engl. opstructive sleep apnea

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat

NOX — nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat oksidaza, od engl. NADPH oxidase

XO — ksantin oksidaza, od engl. xanthine oxidase

PLC — fosfolipaza C, od engl. phospholipase C

IP3 — inozitol trifosfat, od engl. inositol trisphosphate

DAG — diacilglicerol, od engl. diacylglycerol

PKC — protein kinaza C, od engl. protein kinase C

mTOR - ciljna molekula rapamicina u sisavaca, od engl. mamalian targer of rapamicin

CaMK - kalcij-kalmodulin ovisna kinaza, od engl. calcium/calmodulin-dependent protein

kinase

SOD - superoksid dismutaza

A-IH — akutna intermitentna hipoksija



PKA — protein kinaza A, od engl. protein kinase A

P13K — fosfatidilinozitol-3-kinaza

Akt — protein kinaza B, od engl. protein kinase B

eNOS - endotelna dusikova sintetaza, od engl. endothelial nitric oxide synthase

GSK — glikogen sintetazna kinaza, od engl. glycogen synthase kinase

TNF — faktor tumorske nekroze, od engl. tumor necrosis factor

TNF-2R — receptor faktora tumorske nekroze 2

AMP — adenozin monofosfat

AMPK — adenozin monofosfat- aktivirana protein kinaza

CaMKKB - kalcij/kalmodulin ovisna kinaza kinaze B, od engl. calcium/calmodulinum-

dependent protein kinase kinase B kinaza B

HDACS — histonska deacetilaza 5

HPreC — hipoksijsko prekondicioniranje

HPeriC — hipoksijsko perikondicioniranje

HPostC — hipoksijsko postkondicioniranje

RIC — udaljeno ishemijsko kondicioniranje, od engl. remote ischemic conditioning

PCI — primarna koronarna intervencija, od engl. primary coronary intervention

IL-6 — interleukin 6

CRP — C-reaktivni protein

TLR4 — Toll-u slican receptor 4, od engl. Toll-like receptor 4



IL-1 — interleukin 1

IL-1R —receptor za IL-1

NO — dusikov oksid

H>S — sumporovodicna kiselina

NF-xB — nuklearni faktor kB

IkB — inhibitorna komponenta kB

TAK1 — TGF-B-aktivirana kinaza 1, od engl. TGF-B- activated kinase 1

IKK — inhibitornia IxB kinaza

ER — endoplazmatski retikulum

NEMO — NF-«xB regulatorna podjedinica IKK-y, od engl. NF-«kB essential modulator

TRAF6- adaptorski protein RANK receptora 6, od engl. tumour necrosis factor receptor

associated factor 6
TRK —tirozinske kinaze
GLT1 — glutamatni transporter 1

MyD88 — mijeloidni faktor diferencijacije 88, od engl. myeloid differentation primary

response 88
NLRP3 — NOD-u sli¢an receptor 3, od engl. NOD-like receptor protein 3

HMGBL1 — proteini visoke pokretljivosti iz skupine 1, od engl. high mobility group box one

protein

RAGE - receptori za krajnje proizvode usmjerene glikacije, od engl. Receptor for Advanced

Glycation Endproducts



MCP-1 - monocitni kemokin, od engl. monocyte chemoattractant protein-1
GR — glutation reduktaza

Nrf2 — nuklearni faktor 2 povezan s eritroidnim faktorom 2, od engl. nuclear factor erythroid

2-related factor 2

CO — ugljicni monoksid

NNOS — neuralna dusikova sintetaza

INOS - inducibilna dusikova sintetaza

MCT4 — monokarboksilni transporter 4, od engl. monocarboxylate transporter 4
GLUT — glukozni transporter, od engl. glucose transporter

LDH — laktat dehidrogenaza

CoA —koenzim A

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

FADH: — flavin adenin dinukleotid

PDK1 — piruvat dehidrogenaza kinaza 1

PPP — pentoza fosfatni put

HRE — geni povezani s hipoksijom, od engl. hypoxia responsive elements

MPTP — mitohondrijske tranzicijske pore, od engl. mitochondrial permeability transition

pores
NCX — Na*/Ca?" izmjenjivag¢, od engl. Na*/Ca?* exchanger

BDNF — neurotropni ¢imbenik rasta, od engl. brain-derived neurotrophic factor



1. UvOD

Stanje hipoksije prisutno je u mnogim bolestima ukljucujuéi apneju pri spavanju, tumorski
rast, anginu pectoris, ishemijsku bolest srca, mozdani udar, itd. Hipoksija moze potaknuti
brojne stani¢ne i metabolicke promjene koje promicu daljnje pogorSanje navedenih klinickih
entiteta, a jedan od oblika hipoksije koji moze imati pozitivne i negativne ucinke na tijelo je
intermitentna hipoksija (IH) (1-3). Jedan od klju¢nih mehanizama koji se aktiviraju je visoki
njima centralno mjesto zauzimaju HIF molekule, hipoksijom potaknuti ¢imbenici (od engl.
hypoxia inducible factors, HIFs) (4). Hipoksija oznacava vrijednost kisika ispod fizioloskih
vrijednosti koja naru$ava normalno funkcioniranje stanice odnosno tkiva (5). No, hipoksija
ne uzrokuje nuzno samo patoloske ucinke na tijelo. Njeni pozitivni ucinci poznati su kod
profesionalni sportasa koji vrlo Cesto provode visinske treninge upravo radi pozitivnih
uc¢inaka koji se ocituju kroz prilagodbu tijela na manjak dostupnog kisika. Kada je tijelo
izlozeno umjereno niskim razinama kisika, kratkorocno dolazi do povecanog oksidativnog
stresa, povecanog gubitka plazme i time smanjenog sr¢anog minutnog volumena i povecane
ventilacije pluéa. U svrhu kompenzacije navedenih promjena, dolazi do povecéanja
koncentracije eritrocita i hemoglobina u krvi zbog pojacane eritropoeze, povecava se
aktivnost antioksidativnih enzima, te volumen mitohondrija i iskoristavanje slobodnih masnih

kiselina, kao i gustoca kapilara $to zajedno dovodi do ucinkovitijeg transporta kisika u tijelu

(6).

Patofizioloski u¢inci hipoksije pojavljuju se kada razina hipoksije nadmasi kompenzatorne
mehanizme organizma te dovodi do oStecenja tkiva i1 organa. Takvi ucinci nastaju kada
stanica nema dovoljno energije za odrzavanje elektrolitne 1 osmotske ravnoteze $to dovodi do

nekroze stanica. Postoje mnogobrojna stanja u kojima hipoksija ima patolosko djelovanje ili



ocitovanje dovodeci do spomenutih poremecaja. Jedno od takvih klinickih stanja je i infarkt
miokarda pri ¢emu dolazi do prestanka cirkulacije kroz dio miokarda radi tromboembolijskog
dogadaja, nakupljanja laktata s posljedicnim stanjem acidoze u zahva¢enom tkivu te na kraju
nekroze kardiomiocita. Drugi eklatantni primjer je ishemijski mozdani udar pri ¢emu Ziv¢ane
stanice odumiru ve¢ nakon nekoliko minuta izlozenosti hipoksiji uslijed velike osjetljivosti
mozdanog tkiva na hipoksiju (7). Hipoksija ima vaznu ulogu i U tumorskom rastu pra¢eno
angiogenezom, a povezana je i s bolestima bubrega, endometriozom, preeklampsijom,
aterosklerozom, plu¢nim bolestima, nealkoholnom masnom promjenom jetre, zacjeljivanju
tkiva i drugim bolestima i patofizioloskim stanjima (8,9). No, hipoksija u manjim dozama i
kra¢im intervalima ostvaruje svoje protektivne uc¢inke mehanizmima koji se ve¢ intenzivno
istrazuju. Primjeri takvog zaStitnog ucinka mogu se naci kod profesionalnih sportasa (6),
pacijenata sa zatajivanjem srca (10), kod zacjeljivanja tkiva, dijabetesa (11), bolesti Ziv€anog

sustava i drugih, a IH je oblik hipoksije kojim se potvrduju njeni protektivni u¢inci (3).

IH oznacava stanje u kojem se cikli¢ki izmjenjuju periodi smanjene koncentracije kisika u
krvi i periodi normalne ili fizioloske razine kisika, drugim rije¢ima cikli¢ko izmjenjivanje
perioda hipoksije i normoksije. IH se pokazala protektivhom u brojnim stanjima kao
nefarmakolosko sredstvo kojim se ostvaruju zastitni uc¢inci na mnoge organske sustave i
tkiva. U klinickim uvjetima, Cesto se opisano stanje naziva i intermitentno hipoksijsko
kondicioniranje (IHC) koje se provodi kod pacijenata sa mozdanim ili sr¢anim udarom,
multiplom sklerozom, ozljedama ledne mozdine, metabolickim sindromom i drugim
bolestima, a sastoji se od izazivanja kratkih epizoda hipoksije kako bi se potaknuli zastitni

mehanizmi te njihov terapeutski u¢inak (12).



2. SVRHA RADA

Svrha ovog preglednog rada je prikazati i opisati ucinke i modele intermitentne hipoksije,
razlu€iti 1 obrazloziti mehanizme kojima se ostvaruje protektivni stanicni fenotip te kriticki
sagledati imunometabolicke pokazatelje kao molekularne posrednike koji oblikuju i

karakteriziraju takav stanicni profil.

3. PREGLED LITERATURE NAZADANU TEMU

3.1. Signalni put prepoznavanja kisika (od engl. oxygen sensing pathway, OSP)

Oksigenacija kao fizioloski pojam oznacava proces dodavanja ili vezanja kisika (13) u
ljudskom tijelu i podrazumijeva proces izdvajanja kisika u plu¢ima iz atmosferskog zraka,
njegov prijenos krvnim zilama do tkiva (14) te difuziju u ciljnom tkivu putem mreze sitnih
kapilara odnosno mikrocirkulacijom (15). ,,Normalna“ tj. fizioloska razina kisika u tkivu koja
bi se definirala kao ,,normoksi¢na“ razina jest Cesto generalizirana i standardizirana na
vrijednosti 160 mmHg ili 21,22 kPa Sto oznacava udio kisika od 20-21% u tkivu (16).
Mjerenja parcijalnog tlaka kisika (pO2) u raznim tkivima ljudskog organizma pokazala su
uvelike razlicite vrijednosti, pa tako vrijednost kisika varira od 3,2-9,5% (24-72 mmHg) u
razli¢itim organima, primjerice u mozgu te se vrijednosti krecu oko 4,4% (33,8 mmHg) (17),
zbog cega je uveden termin ,physioxia“ koja oznaCava fizioloSke vrijednosti pO2 u

odredenom tkivu izmjerenog in situ (18).

Klju¢nu ulogu u kontroli metabolizma stanice u stanjima hipoksije ima transkripcijski faktor
HIF-1a koji potice prepisivanje gena potrebnih za prilagodbu stanice na hipoksiju. Aktivnost
HIF-1a u stanjima normoksije je negativno regulirana s proteinom prolil hidroksilazom (od
engl. prolyl hydroxylase domain protein, PHD) koji hidroksilira HIF protein i omogucava
vezanje von Hippel-Lindau (VHL) proteina s E3 ubikvitin ligaza kompleksom na HIF-1a

¢ime ga oznaCava za proteasomsku degradaciju (19), uz to VHL protein u stanici ima

3



fiziolosku funkciju tumor supresora ¢ija mutacija dovodi do VHL sindroma kojeg obiljezava
nastanak brojnih benignih i malignih tumora (20). U stanjima hipoksije manjak Kkisika
sprjecava aktivnost PHD enzima ¢ime HIF-1a ostaje stabilan te se prenosi u jezgru gdje se

spaja sa HIF-1B podjedinicom ¢ime nastaje HIF transkripcijski ¢cimbenik (slika 1.).

Normoxia Chronic Hypoxia
Proteasomal
Destruction
Gene ...
Ooo OOO r»expression Y
pVHL, p300 hypoxic
UtI{'qU'f'n IFYHIF response
igase
1o J1B
61 OH
P“D HIF-1
/ Nucleus
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constitutive expression in normoxia
Wy — ~ = )
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Intermittent Hypoxia from OSA

-

Slika 1. HIF-1a signalni put u uvjetima normoksije, kroni¢ne hipoksije i intermitentne hipoksije.

U normoksi¢nim uvjetima postoji konstantan izrazaj HIF-1o. molekule koja je hidroksilirana i proteasomski
degradirana. U uvjetima kroni¢ne hipoksije, dolazi do inhibicije hidroksilacije §to omogucava HIF-la
molekuli premjestanje u jezgru i stvaranje HIF transkripcijskog &imbenika i izrazaj gena. U uvjetima
intermitentne hipoksije HIF-1a je pod znakom upitnika §to ozna¢ava da je njegova uloga jo§ nedovoljno
istrazena i definirana.

Preuzeto iz: Martinez CA, Kerr B, Jin C, Cistulli PA, Cook KM. Obstructive Sleep Apnea Activates HIF-1 in a
Hypoxia Dose-Dependent Manner in HCT116 Colorectal Carcinoma Cells. Int J Mol Sci. 2019 Jan
21;20(2):445. https://www.mdpi.com/1422-0067/20/2/445

Za potpunu aktivnost i prepisivanje gena potrebni su dodatni transkripcijski koaktivatori
poput p300 i CREP-vezajuceg proteina (od engl. CREP-binding protein, CBP) (21). 1z svega
navedenog razvidno je kako HIF-1a potiCe izrazaj brojnih gena koji dovode do prilagodbe
stanice na manjak kisika. Primjerice kod eritropoeze i metabolizma Zeljeza hipoksija
povecava izrazaj gena za hormon eritropoetin (EPO) te druge proteine ukljuene u prijenos
zeljeza poput transferina i njegovog receptora, ceruloplazmina i drugih. HIF-1a povecéava
1zraZaj gena za metabolizam glukoze, odnosno svih enzima uklju€enih u glikoliticke procese

te glukozne transportere. Nadalje, povecava izrazaj gena uklju¢enih u angiogenezu 1



vaskularne promjene poput vaskularnog endotelnog c¢imbenika rasta (od engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF), dusi¢ne oksid sintetaze (NOS), hem oksigenaze (HO) i
drugih. Vazni su i ucinci na gene koji potiCu prezivljavanje stanica i1 proliferaciju poput
inzulinu-sli¢nog ¢imbenika rasta i transformiraju¢eg ¢imbenika rasta (od engl. transforming

growth factor g, TGF-B) (22).

3.1.1. Stanic¢ni senzori Kkisika

Molekularni senzori kisika u stanici su spomenuti enzimi prolil hidroksilaze. Trenutno su
poznata 3 homologna enzima PHD1-3. Sva tri enzima doprinose regulaciji HIF aktivnosti, no
PHD?2 enzim je prisutan u najve¢em omjeru i glavni je posrednik u HIF stani¢nom putu (23).
Ovi enzimi pripadaju skupini 2-oksoglutarat (2-OG)-ovisnim dioksigenazama cija je

aktivnost opisana na slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz HIF-ovisnog signalnog puta prepoznavanja Kisika.

U normoksi¢nim uvjetima HIF-1a podjedinica hidroksilirana je na prolilskim mjestima od strane PHD enzima,
koji omogucava vezanje VHL-E3 ligaza kompleksa i poliubikvinitaciju, a potom proteasomsku degradaciju
HIF-1a. molekule. Uz to, HIF1 inhibicijski faktor (od engl. factor inhibiting HIF1, FIH1) katalizira
hidroksilaciju asparaginskih ostataka ¢ime onemogucava vezanje transkripcijskih koaktivatora p300/CBP i
HIF transkripcijsku aktivnost. PHD i FIH enzimi pripadaju skupini 2-oksoglutarat(2-OG)-ovisnih
dioksigenaza sa dvovalentnim ionom Zeljeza u sredi$tu koje koriste kisik i 2-OG za reakciju hidroksilacije uz
stvaranje sukcinata kao nusprodukta. U stanjima hipoksije, aktivnost PHD i FIH1 enzima je znacajno
smanjena zbog manjka kisika u stanici te HIF-1a postaje stabilan, premjesta se u jezgru gdje se spaja s HIF-3
podjedinicom stvaraju¢i HIF transkripcijski faktor koji uz p300/CBP koaktivatore dovodi do prepisivanja
brojnih stani¢nih gena.

Preuzeto iz: Liao C, Zhang Q. Understanding the Oxygen-Sensing Pathway and Its Therapeutic Implications
in Diseases. Am J Pathol. 2020 Aug;190(8):1584-95. doi: 10.1016/j.ajpath.2020.04.003.

Ako u stanici nema dovoljno kisika, ne postoji potreban supstrat za hidroksilaciju i sama
aktivnost enzima se smanjuje (21). 2-OG je vazan meduprodukt ciklusa limunske kiseline (0d
engl. tricarboxylic acid cycle, TCA) odnosno Krebsovog ciklusa, koji predstavlja jedan od
najvaznijih stani¢nih metabolickih procesa, stoga bi mogao biti poveznica izmedu signalnih
puteva vezanih za hipoksiju u okviru stani¢nog metabolizma (24). Nadalje, unutar prikazanog
signalnog puta znacajna je uloga sukcinata kao produkta aktivacije PHD-a u regulaciji HIF-
la. Visak reaktivnih kisikovih radikala (od engl. reactive oxygen species, ROS) u uvjetima
hipoksije inhibira enzim sukcinat dehidrogenazu u mitohondriju §to dovodi do nakupljanja
sukcinata u stanici, pri ¢emu njegov SuviSak kompetitivno inhibira PHD enzime $§to

posljedi¢no aktivira HIF-1a (25).

Drugi vrlo vazan enzim koji takoder pripada skupini 2-OG dioksigenaza te regulira HIF-1
aktivnost je HIF1 inhibicijski faktor (od engl. factor inhibiting HIF1, FIH1). U uvjetima
normoksije, FIH1 hidroksilira HIF-1a molekulu i onemoguéava aktivnost transkripcijskog
koaktivatora p300/CBP. FIH enzimi pokazuju manju osjetljivost na hipoksiju u odnosu na
PHD, sto znac¢i da ¢e se u slucaju hipoksije prvo aktivirati PHD enzimi, a FIH tek u

slu¢ajevima intenzivnije hipoksije (21). lako je FIH manje osjetljiv na manjak Kkisika,



odnosu na PHD (24).

Ostali dokazani senzori kisika u stanici su enzimi koji pripadaju epigenetickim modulatorima,
posebice skupina lizin-specifiénih histonskih demetilaza (od engl. histone demethylases,
HDM) koje sadrze kataliti¢ki aktivan ion Zeljeza sposoban vezati 2-OG. Nekoliko enzima iz
skupine HDM dokazano imaju senzorsku funkciju za koncentraciju Kisika i ulogu u
prepisivanju gena koji dovode do promjena u stani¢nom ciklusu HIF-neovisnim putem
odnosno izravnim reprogramiranjem kromatina. Postoje jo$ brojni drugi enzimi ¢ija struktura
omogucava potencijalno senzorsku funkciju vezanu uz koncentraciju kisika u stanici, no
njihova uloga u imunometabolickoj prilagodbi Stanice na hipoksiju jo§ nije u potpunosti

razja$njena (21).

3.2. Akutna/kroni¢na/intermitentna hipoksija

3.2.1. Akutna i kroni¢na hipoksija

Hipoksiju moZzemo kategorizirati Ovisno o razini saturacije kisikom ili njegovim parcijalnim
tlakom (pOz2) u tkivu kao i duzini trajanja hipoksije te o naglom ili postepenom razvoju stanja
hipoksije. S obzirom na navedene parametre razlikuje se akutna (trenutna), kroni¢na
(prolongirana) i intermitentna (periodi¢na, ciklicka ili naizmjeni¢na) hipoksija. Akutna
hipoksija nalazi se u podlozi brojnih bolesti, poput sréanog ili mozdanog udara, pluénih
bolesti, karcinoma, sepse, visinske bolesti i drugih. Akutna hipoksija traje u rasponu od
nekoliko minuta do nekoliko sati te se u literaturi navodi kao perfuzijski ogranicena hipoksija
jer se najceS¢e radi o ogranicenom protoku krvi kroz tkivo. Tijekom kroni¢ne hipoksije,
stanice se nalaze u hipoksijskim uvjetima duzi period odnosno vise od 24 sata pa se
karakterizira kao difuzijski ogranicena hipoksija zbog slabije difuzije kisika kroz tkivo gdje

uzrok moze biti generiran unutar samog tkiva (npr. tumorsko tkivo) ili praten smanjenom



koncentracijom kisika u okviru primarnog uzroka (npr. pluéne bolesti) (26). Kroni¢na
hipoksija najces¢e se spominje u kontekstu kroni¢nih pluénih bolesti poput kronicne
opstruktivne bolesti pluca te kod populacije ljudi koja zivi na visokim nadmorskim visinama
(27). Istrazivanja su pokazala da HIF-la brze dostize svoju maksimalnu koncentraciju
tijekom hipoksije u odnosu na HIF-2a, no i brze opada nakon 4-8 sati, a nestaje u potpunosti
nakon 18-24 sata. Za razliku od njega, HIF-2a ostaje stabilan tijekom duZzeg vremenskog
perioda te se zbog toga smatra da ima klju¢nu ulogu u kroni¢noj hipoksiji. Nekoliko je
razloga zaSto dolazi do tog obrata u stani¢cnom odgovoru, a prvi od njih je enzim ubikvitin
ligaza, protein toplinskog Soka od 70-kilodaltona (od engl. heat shock protein 70,
HSP70)/CHIP protein povezan s C terminalnim dijelom Hsc70 (od engl. C terminus of
Hsc70-interacting protein, CHIP), kompleks koji u stanjima prolongirane hipoksije dovodi do
ubikvinitacije i proteasomske degradacije HIF-1o. molekule, dok na HIF-20 nema uéinka.
Nadalje, druga ubikvitin ligaza poznata kao faktor povezan s hipoksijom (od engl. hypoxia-
associated factor, HAF) ima jednak ucinak kao prethodni enzim odnosno dovodi do
degradacije samo HIF-1a molekule. Ulogu unutar opisanog stani¢nog odgovora imaju i male
nekodiraju¢e RNA molekule koje dovode do destabilizacije HIF-1lo. RNA molekule i
posljedi¢éno manje sinteze proteina. Dodatne promjene odnose se na onaj dio kromatina koji
kodira HIF-1a molekulu ¢ime je sinteza glasnicke RNA molekule manja u stanjima kroni¢ne

hipoksije (26).

U kroni¢noj hipoksiji vazna je aktivacija mitogen-aktiviranih protein kinaza (od engl.
mitogen-acivated protein kinase, MAPK) u kaskadi koju pokreée unutarstani¢ni porast iona
kalcija (Ca?") ili poveéano stvaranje ROS-a. Kaskada zapocinje s p38 proteinskom
podjedinicom ERK-MAPK izvanstani¢nim-signalom reguliranom kinazom (od engl.
extracellular signal-regulated kinase, ERK), a zavrSava aktivacijom c-Jun i JunB enzima Koji

poticu izrazaj proliferativnih i proupalnih gena. MAPK kaskadni put poti¢e aktivnost i



nakupljanje HIF-1a u jezgri te njegovu interakciju s p300 koaktivatorom, a dodatno p38

MAPK fosforilacijom HIF-1a povecéava stabilnost HIF molekule (28).

3.2.2. Intermitentna hipoksija (1H)

3.2.2.1.. Kroni¢na intermitentna hipoksija (K-1H)
IH dijeli zajednicke stanicne metabolicke puteve s akutnom i kroni¢énom hipoksijom, no zbog
svoje karakteristike periodi¢nosti ukljucuje dodatne stanicne mehanizme i signalne puteve.
Ovisno o trajanju i jacini IH, ona moze imati pozitivan i negativan uc¢inak na ljudsko tijelo, pa
se tako njeni pozitivni ucinci odrazavaju na vecinu organskih sustava ako su primijenjeni
intervali kratki (3-10 minuta) s malim brojem ciklusa (3-15 ciklusa dnevno) uz krace
sveukupno trajanje (4-24 tjedna) uz blagi ili srednje jaki intenzitet hipoksije (9-16% udio
udahnutog O) (10, 29). Patoloska IH se najbolje prikazuje kroz klinicko stanje opstruktivne
apneje u spavanju (od engl. opstructive sleep apnea, OSA) gdje postoji velik broj ciklusa (48-
2400) te jak intenzitet hipoksije (3-8% udio udahnutog O.), a trajanje je kroni¢no (30, 31).
Stani¢ni putevi ukljuCeni u patofizioloske posljedice K-IH su temeljito istrazivani radi
njihove potencijalne uloge u nastanku OSA-e i karcinoma. Glavnu ulogu u stani¢nom
metabolizmu K-1H-e ima HIF molekula gdje dolazi do visestrukog porasta HIF-1o molekule,
a pada HIF-2a §to je slicno stanicnom odgovoru u stanjima akutne hipoksije. Glavni
pokretaci signalnih puteva u K-IH-u jesu ROS molekule. Postoje brojni izvori ROS-a, a medu
glavnima jesu nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaza enzimi (od engl.
NADPH oxidase, NOX), ksantin oksidaza (od engl. xanthine oxidase, XQO) te mitohondrijski
kompleksi lanca transporta elektrona (28). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je XO prvi
enzim kojeg K-IH aktivira, a koji stvara velike koli¢ine ROS-a (32). Pod utjecajem hipoksije
(i drugih podrazaja poput citokina kao medijatora upale) proteasomskom pretvorbom ksantin
dehidrogenaza se pretvara u enzim XO koja koristi elementarni Kisik za pretvorbu ksantina i

hipoksantina u urate, a tijekom te reakcije dolazi do stvaranja ROS-a. Upravo zbog

9



spomenutog obrasca cikli¢nosti kod intermitentne hipoksije s izmjenjuju¢im periodima
normoksije i hipoksije, u periodima hipoksije dolazi do stvaranja enzima ksantin oksidaze, a
onda tijekom perioda reoksigenacije i ponovne prisutnosti kisika XO ima potreban supstrat
reakcije kojom dolazi do stvaranja ROS-a (33). Povecana koncentracija ROS-a aktivira
fosfolipazu C (od engl. phospholipase C, PLC), odnosno PLCy koja stvara inozitol trifosfat
(od engl. inositol trisphosphate, 1P3) i diacilglicerol (od engl. diacylglycerol, DAG) koji
mobiliziraju Ca?* iz stani¢nih organela u citoplazmu (34). Povi$ena unutarstani¢na razina
Ca?" aktivira protein kinazu C (od engl. protein kinase C, PKC) koja fosforilira podjedinice
NOX enzima i dodatno povecava stvaranje ROS-a (35). PKC aktivira vazan metaboli¢ki put
ciljne molekule rapamicina u sisavaca (od engl. mamalian target of rapamicin, mTOR) koji
povecava sintezu i translaciju HIF-1o molekule. U periodima reoksigenacije, PDH enzimi
vrlo brzo postaju ponovno aktivni te bi slijedom uobi¢ajenih zakljucaka trebali dovesti do
pada koncentracije HIF-1a proteina, no pokazano je da se razina HIF-1a ne smanjuje tijekom
reoksigenacije i da je za taj fenomen zasluzan mTOR signalni put (36). PoviSena razina
unutarstaniénog Ca?* aktivira kalcij-kalmodulin kinazu (od engl. calcium/calmodulin-
dependent protein kinase, CaMK) koja povecava transkripcijsku aktivnost faktora HIF-1a
(37). Povisena koncentracija Ca®" dovodi i do spomenutog pada u razini HIF-20 molekule
aktivacijom kalpaina, proteaza ovisnim o kalciju, koje dovode do selektivne proteasomske
degradacije HIF-2a molekule. To ima vazan u¢inak na stvaranje ROS-a zbog toga $to HIF-2a
potice izrazaj antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze (SOD), dok HIF-1a potice
izrazaj NOX enzima koji stvaraju ROS zbog ¢ega neravnoteza HIF-1a i HIF-2a ima vaznu
ulogu u patogenezi K-IH (38). Tijekom K-IH, aktiviraju se i HIF-neovisni putevi, poput
epigenetickih modulatora, a povecava se i aktivnost i kolicina HDM enzima koji potom

povecavaju HIF1A gensku ekspresiju (39).
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3.2.2.2. Akutna intermitentna hipoksija (A-1H)

Akutna intermitetna hipoksija se naj¢eS¢e spominje u okviru intermitentnog hipoksijskog
kondicioniranja (IHC) zbog klinickih implikacija u brojnim bolestima. Nekoliko je kinaza
unutar ranije spomenutih signalnih puteva uklju¢eno u procese koji posreduju protektivne
ucinke tijekom IHC-a. Jedan od vaznih za$titnih mehanizama je bolja regulacija
koncentracije kalcijevih iona koja je posredovana protein kinazom A (od engl. protein kinase
A, PKA), PKC i CaMK signalnim putevima. Fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI3K) i protein
kinaza B (od engl. protein kinase B) u okviru PI3K/Akt signalnog puta sudjeluje u
kardioprotektivnim u¢incima aktivacijom endotelne dusikove sintetaze (od engl. endothelial
nitric oxide synthase, eNOS), aktivacijom PKC-¢ i inhibicijom glikogen sintetazne kinaze (od
engl. glycogen synthase kinase, GSK)-3B (40). Inhibicija GSK-3B enzima dovodi do
nakupljanja transkripcijskog faktora B-katenina koji poboljsava prezivljenje kardiomiocita i
smanjuje veli¢inu ishemijske lezije nakon sréanog udara (41). Dokazana je povecana
aktivnost i koncentracija HIF-1a molekule u IHC koja pored kardioprotektivnih posreduje i
neuroprotektivne uéinke. U mozgu povecanje HIF-1a tijekom A-IH uzrokuje aktivacija P2X7
receptora za purine. Aktivacija P2X7 receptora posebno je izrazena kod astrocita, potpornih
stanica u mozgu koje imaju vaznu ulogu odrzavanja homeostaze, gdje blokiranje P2X7
receptora sprjeCava nastanak ovih zastitnih mehanizama. Smatra se da HIF-la aktivacija
ovisna o P2X7 receptoru nije posredovana manjkom kisika ve¢ aktivacijom PI3K/Akt
signalnog puta (42). U prilog toj tvrdnji navodi se ¢injenica da farmakolosko blokiranje P2X7
receptora i izlaganje hipoksiji ne dovodi do porasta koncentracije HIF-1a u astrocitima, vec¢
samo u neuronima. No, za razliku od astrocita razina HIF-1o u neuronima brzo se smanjuje te
je dokazano da neuroprotekcija u mozgu nije primarno posredovana neuronima, vec

astrocitima (43). Ulogu u neuroprotekciji ima i faktor tumorske nekroze (od engl. tumor
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necrosis factor, TNF) ¢ija je aktivacija prikazana na slici 3., koji kod IHC-a svoje protektivno

djelovanje ostvaruje preko TNF 2 receptora (TNF-2R).

90% \

| ~10%

-

Normoxic conditions Sustained hypoxia Intermittent hypoxia

Slika 3. Utjecaj normoksije, prolongirane hipoksije i intermitentne hipoksije na izrazaj HIF-1o.

U stanjima normoksije dolazi do degradacije HIF-1a molekule i ne dolazi do izrazaja HIF-ovisnih gena. U
stanjima prolongirane hipoksije, visoke razine HIF-1o molekule dovode do prepisivanja HIF-ovisnih gena
poput vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta, eritropoetina i inducibilne dusikove sintetaze (iNOS). U uvjetima
intermitentne hipoksije dolazi do aktivacije nuklearnog faktora kB (NF-kB) i aktivacije gena za faktor tumorske
nekroze o (TNFa) koji posreduje protektivne uéinke posredstvom svojih receptora.

Preuzeto iz: Munir F, Islam N, Hassan Nasir M, Anis Z, Bano S, Naeem S, et al. Impact of Hypoxia on Astrocyte
Induced Pathogenesis. U: Heinbockel T. Neurophysiology - Networks, Plasticity, Pathophysiology and Behavior.
IntechOpen [Internet]; 2022. Dostupno na: http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.106263

TNF-2R u okviru PI3K/Akt signalnog puta potie Stvaranje anti-apoptoti¢kih faktora i
poboljsava prezivljenje neurona. Velika koli¢ina TNF-2R se nalazi na pericitima, stanicama
koje okruzuju krvne Zile u mozgu i doprinose odrzavanju krvno-mozdane barijere, stoga se
pretpostavlja da svoje zaStitne u€inke TNF ostvaruje kroz bolju regulaciju krvno-mozdane

barijere (44).

Drugi mehanizam koji povecava aktivnost HIF-la nastaje kroz aktivaciju adenozin
monofosfatom (AMP)-aktivirane protein kinaze s Hsp70 povezanog (AMPK)/HSP70)
signalnog puta (45). U stanjima hipoksije zbog povisene koncentracije Ca®" dolazi do
aktivacije CaMK kinaze B (CaMKKB) i posljedi¢no aktivacije enzima histonska deacetilaza

5 (HDACS) koja istoimenim mehanizmom deacetilira Hsp protein Sto ubrzava sazrijevanje
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HIF-1o 1 naposlijetku dolazi do akumulacije zrelog oblika HIF-la u jezgri. Ako je
deacetilacija blokirana, nezreli oblik HIF-1a ne prolazi kroz proces maturacije i biva

degradiran (46).

3.2.3. Modeli intermitentne hipoksije

3.2.3.1. Klini¢ki modeli intermitentne hipoksije
IHC se moze klinicki provoditi direktnim ishemijskim kondicioniranjem ciljnog organa,
terapijski djelujuci na sve organe te udaljenim kondicioniranjem jednog organa ili dijela tijela
s ciljem zastite drugog udaljenog organa. Farmakolosko kondicioniranje provodi se
lijekovima poput adenozina, bradikinina, opioida, noradrenalina, op¢ih anestetika i drugim.
IHC se moZe podijeliti u tri grupe ovisno o vremenu kondicioniranja 1 nastanka prave nokse
odnosno Stetnog dogadaja. Prva grupa se naziva hipoksijsko prekondicioniranje (HPreC) kod
kojeg se kondicioniranje dogada prije Stetnog dogadaja. Klinicka istrazivanja su pokazala
najbolju ucinkovitost u zastiti ako se kondicioniranje provodi prije nastanka Stetnog dogadaja.
Smatra se da nastaju dva vremenska prozora tijekom prekondicioniranja odnosno rani period
zaStite koji traje 4-6 sati te kasni koji pocinje 12 sati nakon intervencije 1 traje do 72 sata

poslije (slika 4.).
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Slika 4. Kardioprotektivni uéinci ishemijskog prekondicioniranja.

Hipoksija i veliko stvaranje ROS-a uzrokuje aktivaciju HIF-1a. molekule koja posreduje rane odnosno
akutne zastitne ucinke regulacijom mitohondrijske funkcije i sprje¢avanjem ROS-posredovanog oStecenja
stanice. U kasnijem periodu dolazi do pregradnje krvnih Zila raznim ¢imbenicima rasta, poticanjem izrazaja
eritropoetina, hem oksignaze, vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF), antioksidativnih gena te
prilagodbom metabolizma glukoze.

Preuzeto iz: Tekin D, Dursun AD, Xi L. Hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) and cardioprotection. Acta
Pharmacol Sin. 2010 Sep;31(9):1085-94. doi: 10.1038/aps.2010.132.

No, u hitnim klinickim slu¢ajevima teSko je reagirati na vrijeme i prepoznati da ¢e se u
kratkom vremenu dogoditi nekakav Stetni dogadaj, za razliku od planiranih zahvata i
procedura kada se zna da ¢e nastati ishemijsko oStec¢enje poput operacija na srcu, zahvata na
ekstremitetima, arterijskih premostavanja i drugih (47). Druga grupa je hipoksijsko
perikondicioniranje (HPeriC) odnosno kondicioniranje koje se odvija istovremeno sa Stetnim
dogadajem koje se pokazalo kod farmakoloskog i fizickog kondicioniranja kao terapijska
metoda koja smanjuje ishemijsku ozljedu. Hipoksijsko postkondicioniranje (HPostC) se
odvija nakon Stetnog dogadaja te je prihvatljivije za klinicare jer se odvija nakon Stetnog
dogadaja pa se izbjegavaju mogucée komplikacije. Takoder, HPostC mozZe sluZiti kao metoda
dugotrajne rehabilitacije i multiorganske zastite (48). Udaljeno ishemijsko kondicioniranje
(od engl. remote ischemic conditioning, RIC) oznacava spomenutu tehniku kondicioniranja
jednog organa s ciljem zastite drugog udaljenog organa $to je u klini¢koj praksi najoptimalniji

nacin provodenja ovakve terapije zbog svoje neinvazivnosti i jednostavnosti (49).

RIC se koristi za brojne indikacije, a jedna od njih je primarna koronarna intervencija (od
engl. primary coronary intervention, PCI) ¢iji protokol se provodi i u Klinickom bolnickom
centru Rijeka. Svi oblici ishemijskog kondicioniranja sastoje se od kratkih intervala hipoksije
na ciljanom ili udaljenom organu te perioda reoksigenacije. U klini¢koj provedbi u KBC
Rijeka koristi se protokol HPreC koji se sastoji od 10 ciklusa u kojima se izmjenjuju intervali

od 5 minuta hipoksije i 5 minuta reoksigenacije po svakom ciklusu.
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3.2.3.2. Stani¢ni modeli intermitentne hipoksije
Kako bi se spoznajno produbili i potvrdili mehanizmi koji posreduju stani¢ne ucinke IH
potrebno je razvijati istrazivanja na odgovaraju¢im stani¢nim kulturama. U tu svrhu uvode se
brojni alati poput koristenja hipoksijske komore za izazivanje uvjeta IH na ciljanim stani¢nim
linijma. Unutar izazova Kkoji prate uspostavu takvih modela dominira postizanje odgovarajuce
istovjetne dinamike u izmjeni perioda normoksije i hipoksije koji bi simulirali identi¢ne
promjene u ljudskom tijelu te sukladno klinickim modelima koji koriste kratke intervale
normoksije 1 hipoksije odnosno svega nekoliko minuta po intervalu. Naizmjeni¢no
izmjenjivanje plinova unutar komore na jednako opisani nacin pokazalo se tehnicki vrlo
zahtjevnim i neizvedivim do mjere nereprezentativnosti dobivenih rezultata zbog toga $to
svaki period normoksije ili hipoksije ne traje dovoljno dugo da bi plin iz komore difuzijom
presao u stani¢ni medij. Drugim rije¢ima, proces difuzije plina iz komore u medij traje
predugo te zbog toga stanice nikada ne postignu Zeljene koncentracije kisika. 1z navedenih
razloga, razvile su se druge tehnike pa tako jedna od njih koristi ve¢ pripremljeni hipoksicni
ili normoksi¢ni medij koji se tijekom eksperimenta izmjenjuju u stani¢noj kulturi umjesto
transmisije samog okolnog plina. Ali, i takav model nudi mane radi tehnicke izvedivosti te
stresa kojeg stanice doZive tijekom Cestih izmjena medija. Model koji se pokazao najboljim
jest model koji koristi plinski propusne ploce za razvoj stanica gdje se plin ispusta direktno u
medij sa dna ploce pa se hipoksi¢ni i normoksi¢ni uvjeti izmjenjuju prakticki trenutac¢no. No,
takve ploce su najéesce vrlo male pa je potrebno provesti vise pokusa u cilju postizanja
reprezentativnih rezultata (50). Drugi izazov je definiranje hipoksi¢nih i normoksi¢nih uvjeta,
Sto je ve€ ranije spomenuto, jer razlicita istrazivanja razlicito definiraju razinu pO2 kojima se
postize hipoksi¢no, 0dnosno normoksicno stanje (51). Eksperimentalni stani¢ni model koji se
razvija na Medicinskom fakultetu u Rijeci koristi hipoksijsku komoru s naizmjeni¢nim

promjenama u smjesi plinova kojima se postizu testni uvjeti na stani¢noj liniji BV-2
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mikroglija stanica. Istrazivanje se temelji na saznanjima koja su pokazala kako mikroglije
zadobivaju protektivni protuupalni M2 fenotip u uvjetima ishemijskog kondicioniranja(52),
pracen smanjenjem ckscitotoksi¢nosti, odrzavanjem Krvno-mozdane barijere, modulacijom
upalnog odgovora te odrzavanjem cjelokupne homeostaze tkiva (53). Hipoksijski model na
BV-2 stani¢noj liniji ve¢ je uspostavljen ranije u eksperimentalnom laboratoriju Zavoda za
fiziologiju, Medicinskog fakulteta u Rijeci gdje je potvrdeno da hipoksija u trajanju od 6-24
sata uzrokuje snaznu aktivaciju BV-2 mikroglija i povecan izrazaj HIF-1o molekule ¢ime se
stani¢ni model akutne i kroni¢ne hipoksije smatrao uspostavljenim (Kuci¢ i sur.) s ciljem
daljnjeg istrazivanja moguce uloge mikroglije u neuroprotekciji (slika 5A). Da bi se postigli
uvjeti koji bi odgovarali klinickom modelu intermitentne hipoksije, pokuSavamo dizajnirati
eksperimentalni stani¢ni model intermitentnog hipoksijskog prekondicioniranja prikazan i

opisan na slici 5B.

w

25%
21% 5 min
20%
15%
10%

5%

Koncentracija kisika

5 min
0%

Lo ] ()
F o T

h \'- RS
& ¥ &F

F F &
A.L" "\; bt b= A=)

~ W N T S ]

-
p
o
O

Slika 5A. Izrafaj HIF-lo proteina u hipoksicnim BV-2 mikroglija stanicama prikazana metodom
imunoflorescencije in-situ.

Slika prikazuje pozitivan izrazaj HIF-1o molekule u BV-2 mikroglija stanicama nakon izazivanja hipoksije u

BV-2 mikroglija stanicama.
Slika 5B. Eksperimentalni model stani¢nog prekondicioniranja ciklusima intermitentne hipoksije.

Uspostava eksperimentalnog modela sastoji se od 10 ciklusa izmjenjivanja smjese plinova s 21% Kkisika u
normoksi¢noj fazi i smjesi plinova s 5% kisika u hipoksi¢noj fazi gdje svaka faza u ciklusu traje pet minuta.
Eksperiment bi se provodio u hipoksijskoj komori s pracenjem koncentracije kisika u komori kako bi se osigurali
tocno odredeni uvjeti hipoksije i normoksije.
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Nakon uspostave ovog eksperimentalnog modela, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
rasvijetlili mehanizmi koji stoje u pozadini protektivnog fenotipa IH na stani¢nim modelima
kardiomiocita i mikroglija stanica koji bi predstavljali stanicne korelate odgovaraju¢im
klinickim entitetima u srcu 1 mozgu. U konacnici, razumijevaju¢i zmacajke IH, bili bismo

blize smjernicama koje rukovode primjenu IH u terapijske svrhe.

3.3. Hipoksija kao prototip stresa i sterilne upale

Hipoksija i upala su dva usko povezana stanja gdje hipoksija dovodi do upale, ali i sama
upala moze dovesti do tkivne hipoksije. U brojnim patoloskim stanjima se hipoksija 1 upala
isprepli¢u, poput ateroskleroze, karcinoma, reumatoidnog artritisa, ishemijske bolesti srca i
drugih (54). Dokazi da hipoksija uzrokuje upalu u organizmu su brojni, tako je dokazana
povecana razina faktora upale u stanjima hipoksije poput interleukina 6 (IL-6), C reaktivnog
proteina (CRP-a), Toll-u sli¢nog receptora 4 (od engl. Toll-like receptor 4, TLR4) (1),
interleukina 1 (IL-1) i receptora za IL-1 (IL-1R) (55). Stupanj hipoksije uvjetuje nacin
aktivacije upalnih signalnih puteva, odnosno u slucaju jake hipoksije dolazi do nekroze
stanica 1 otpuStanja unutarstani¢nog sadrzaja koji poti¢e nastanak upale. U slucaju blaze
hipoksije koja ne dovodi do smrti stanica, dolazi do stvaranja drugih molekula poput
dusikovog oksida (NO), sumporovodi¢ne kiseline (H.S), ROS-a, sukcinata i drugih
metabolita koji poticu nastanak upale (56). Stanicni mehanizmi koji posreduju ovakvu vrstu
upale uzrokovane hipoksijom uklju¢uju HIF-ovisne i HIF-neovisne stani¢ne puteve (54).
Nuklearnim faktorom-kB (NF-xB) posredovan signalni put jedan je od glavnih upalnih
puteva u organizmu koji regulira izrazaj proupalnih citokina, kemokina, adhezijskih
molekula, brojnih drugih proteina te enzima. Aktivnost NF-xB je negativno regulirana sa
inhibitornom komponentom kB (IkB) $to sprjecavaju interakciju NF-kB i DNA molekule u

jezgri stanice Sto je prikazano na slici 6. (57).
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Slika 6. Hipoksijska aktivacija NF-«xB sighalnog puta.

Tijekom hipoksije dolazi do otpustanja proupalnih molekula poput faktora tumorske nekroze o koji aktiviraju
membranske receptore i dovode do aktivacije inhibitornih IkB kinaza B(IKKB). IKKB enzimi fosforiliraju
IkB ¢ime ga oznafavaju za proteasomsku razgradnju i omoguéavaju premjeStanje NF-xB u jezgru i
prepisivanje proupalnih gena, ukljucujuéi gen za HIF-la. HIF-1a u stanjima hipoksije ostaje stabilan radi
inhibicije prolil hidroksilaza i aktivacijom protein kinaza B signalnog puta §to omoguéuje prepisivanje HIF-
ovisnih gena, ukljucujucéi gen za vaskularni endotelni ¢imbenik rasta i njegov receptor.

Preuzeto s: Ghirelli EA, Silva FPGD, Oricil AGG, Paula CBV, Nagashima S, Oldenburg Neto CF, et al. Role
of the NF-kB/parkin/vegfr-1 pathway associated with hypoxic-ischemic insult in germinal matrix samples of
newborn infants. Rev Paul Pediatr. 2023;41:2022034.doi: 10.1590/1984-0462/2023/41/2022034.

Hipoksija aktivira HIF neovisni- NF-xB signalni put porastom unutarstani¢ne koncentracije
iona Ca?* §to aktivira CaMK2 i TGF-B-aktiviranu kinazu 1 (od engl. TGF-B-activated kinase
1, TAK1) koja je neophodna za aktivaciju inhibitornih 1kB (IKK) enzima (58). TAKL ima
ulogu integriranja brojnih signalnih puteva koji prepoznaju strane antigene u organizmu (59).
Porast unutarstani¢ne razine Ca®* nastaje zbog depolarizacije stanica u stanjima hipoksije $to
aktivira kalcijeve kanale i omogucava prelazak kalcija iz izvanstani¢énog prostora u stanicu.
Endoplazmatski retikulum (ER) je drugi izvor poveéane unutarstani¢ne razine Ca* koji u

stanjima hipoksije pojacano propusta ione Ca®" (60).
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Za razliku od prethodno navedenih, nekoliko je HIF-ovisnih signalnih puteva Kkoji
interferiraju s NF-xB. Dokazana je interakcija HIF-2a. podjedinice s NF-xB regulatornom
podjedinicom IKK-y (od engl. NF-xB essential modulator, NEMO) koji je potreban za
aktivaciju NF-kB gotovo bilo kojim podrazajem (61). Potencijalnu ulogu imaju PHD enzimi
jer je uoceno da IKKB sadrzi odgovarajuci hidroksilacijski obrazac kojeg PHD enzimi mogu
hidroksilirati i posljedi¢no uzrokovati promjene u NF-kB putu. No, potrebna su dodatna
istrazivanja da se otkrije potpuna uloga PHD enzima u hipoksijskoj upali. Istrazivanja su
pokazala da FIH enzimi hidroksiliraju brojne komponente NF-xB puta poput pl05
podjedinice i IkBa te ushodne regulacijske faktore, no njihova uloga se tek mora razjasniti
(62). Adaptorski protein RANK receptora 6 (od engl. tumour necrosis factor receptor
associated factor 6, TRAF6) je vrlo vazan signalni medijator koji integrira viSe proupalnih
puteva, a sudjeluje u regulaciji urodene i1 adaptivne imunosti te metabolizmu i1 razvoju
organizma. TRAF6 aktivira NF-kB put preko ve¢ spomenutog TAK1 kompleksa i time
aktivira proupalne puteve. Dokazano je da TRAF6 dodatno regulira izrazaj i aktivnost HIF-
1a molekule odnosno povecava njegovu stabilnost i aktivnost zbog ¢ega TRAF6 predstavlja
komunikacijski kanal izmedu NF-«kB i HIF signalnog puta (63). Vaznu ulogu u imunolo§kom
odgovoru i tumorskom rastu ima TGF-f koji svoje ucinke posreduje preko TRAF6 i TRAF4
receptora. TGF-f potice razvoj tumorskih stanica te kolagenih vlakana u tumorskom tkivu, a
u fizioloskim uvjetima sluzi kao tumor supresor i inhibitor stani¢nog ciklusa. Nadalje, zna se
da posreduje protuupalne ucinke aktivacijom protuupalnog fenotipa makrofaga i T-
regulacijskih limfocita. Poznato je da hipoksija poti¢e izrazaj TGF-B, no njegovi zastitni

ucinci kod intermitentne hipoksije tek trebaju biti potvrdeni (64).

NF-kB ima vaznu ulogu u poticanju i posredovanju zastitnih mehanizama intermitentne
hipoksije jer njegova farmakoloska blokada ponistava u¢inke kondicioniranja u mozgu i srcu,

odnosno ne dolazi do pojave neuroprotekcije i kardioprotekcije nakon IHC-a (65). Jos 1999.
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istrazivanja su pokazala da je NF-«kB klju¢na molekula za razvoj kardioprotekcije te da su za
aktivaciju NF-xB nuzni NOS, povecéana koli¢ina ROS-a, PKC i tirozinske kinaze (TRK) (66).
No, postoje odredena opre¢na misljenja temeljena na istrazivanjima koja pokazuju da IHC
inhibira NF-kB i time sprjeCava ishemijsku ozljedu jetre. IstraZivanje Sun Ya-Wei et al.
(2021.) je pokazalo da tijekom IHC-a dolazi do povecéane sinteze glutamatnog transportera 1
(GLT1), koji uvjetuje nastanak neuroprotekcije nakon IHC-a eliminacijom glutamata iz
sinapticke pukotine i sprjeCavanjem nhjegove ekscitotoksi¢nosti, aktivacijom p38 MAPK
kinaze i NF-xB puta (65). Neuroprotektivni u¢inci RIC-a posredovani su NF-xB aktivacijom
Notch signalnog puta, koji u fizioloskim okolnostima ima ulogu u razvoju i obnavljanju
ziv€anih stanica. NF-kB potice izrazaj antiapoptotskih gena poput Bcl-2 te smanjuje izrazaj
proapoptotskog gena Bax ¢ime doprinosi neuroprotektivnom ucinku THC-a (67). Klju¢nu
ulogu u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi mozga imaju TLR4 koji aktivacijom mijeloidnog
faktora diferencijacije 88 (od engl. myeloid differentiation primary response 88, MyD88) i
NF-kB dovodi do upale u mozdanom tkivu poticanjem stvaranja i otpuStanja proupalnih
medijatora poput IL-1B, TNF-a i drugih faktora. Primjena HPeriC i HPostC smanjuje razinu
TLR4 receptora te ekspresiju MyD88 i NF-kB, a razina proupalnih medijatora IL-1p, IL-6 i
TNF-a je snizena uz klinicki smanjenu veli¢inu ishemijske lezije, manji moZdani edem i
bolju klinicku sliku (68). IL-1f je snazan aktivator ve¢ spomenutog TRAF6 proteina koji ima
bitno proupalno djelovanje. Inhibicijom PHD enzima, odnosno oponaSanjem hipoksijskih
uvjeta pokazalo se da aktivnost IL-1p pada kao i njegovog signalnog puta, $to je u skladu i s
manjim razinama IL-1f u krvi u tako izazvanim uvjetima (69). Glavni element u
protuupalnom djelovanju intermitentne hipoksije je inhibicija proinflamatornih signalnih
puteva ovisnih o NF-«kB smanjenom sintezom proteina NOD-u sli¢nog receptora 3 (od engl.
NOD-like receptor protein 3, NLRP3) inflamosoma (70). NLRP3 je proteinski kompleks

kojeg aktiviraju razni upalni medijatori i signalni putevi, a uloga mu je pokretanje glavnih
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proupalnih signalnih puteva u stanici aktiviranjem prokaspaze 1 ¢ime dolazi do stvaranja
aktivnih proupalnih citokina (71). IHC smanjuje koli¢inu proteina visoke pokretljivosti iz
skupine 1 (od engl. high mobility group box one protein, HMGB1) koji pokrece sekreciju
proupalnih citokina preko IkB ili ERK enzima vezuci se za TLR4 receptore ili receptore za
krajnje proizvode usmjerene glikacije (od engl. Receptor for Advanced Glycation
Endproducts, RAGE). IHC smanjuje plazmatsku razinu HMGB1, ali i ekspresiju RAGE
proteina na membrani, no mehanizmi u pozadini te inhibicije jo$ nisu poznati. IHC dodatno
smanjuje aktivnost mijeloperoksidaze, enzima koji u normalnim okolnostima povecava
migraciju neutrofila u upaljeno podruéje, stoga njegova inhibicija smanjuje dolazak
imunosnih stanica u podruéje upale pa tako i monocita uslijed smanjenog lu¢enja monocitnog
kemokina (od engl. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1). Smatra se da
endokanabinoidni receptori imaju ulogu u IHC posredovanoj zastiti jer aktiviraju¢i CB1/CB2
endokanabinoidne receptore smanjuju produkciju ROS-a, aktivaciju upalnih stanica, tjelesnu
temperaturu te uzrokuju vazodilataciju koronarnih i cerebralnih krvnih zila (70). Iz svega
navedenog proizlazi kako ITHC djeluje pozitivno na upalu i imunoloski odgovor, no potrebna
su dodatna istraZivanja kako bi se u potpunosti razumio utjecaj IHC-a na stani¢ni odgovor u

uvjetima upale.

3.4. Oksidacijski status kao prilagodba na hipoksiju

Homeostaza stani¢nog oksidativnog metabolizma mora biti ocuvana kako bi svi stani¢ni
procesi mogli nesmetano funkcionirati. U normoksi¢nim uvjetima, postoji ravnoteza izmedu
stvaranja  kisikovih radikala, najviSe tijekom procesa oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima, i njihove eliminacije kroz stani¢ni antioksidativni sustav kojeg uglavnom
¢ine SOD i glutation reduktaza (GR). U stanjima akutne hipoksije dolazi do povecanog
stvaranja ROS-a i smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima $to vodi prema oksidaciji

lipida, proteina i nukleinskih kiselina te posljedicno do oste¢enja DNA molekule,
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nefunkcionalnih proteina i enzima, poremecaja u metabolizmu i smrti stanice (72). Vazno je
spomenuti da velike koli¢ine ROS-a uzrokuju citotoksi¢ne efekte, no male koli¢ine poti¢u
adaptivne mehanizme koji Stite stanicu, StoviSe farmakoloska deplecija ROS-a sprjecava
nastanak kardioprotekcije i neuroprotekcije nakon IHC-a (40). IHC primarno aktivira
antioksidacijske sustave i time sprjeGava oSteCenje neurona i kardiomiocita zbog suviska
ROS-a (70). Glavni medijator oksidativne zaStite nakon IHC-a je nuklearni faktor 2 povezan
s eritroidnim faktorom 2 (od engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2) koji je
najvazniji stani¢ni signalni put prepoznavanja ROS-a i transkripcijski faktor koji regulira
izrazaj antioksidativnih gena. IHC aktivira PI3K/AKkt signalni put te time dovodi do aktivacije
Nrf2 faktora koji potice izrazaj mnogih gena ukljucujuéi gen za HO-1, antiapoptotske gene te
druge antioksidativne enzime poput glutationa i SOD (73). HO-1 enzim oksidira molekulu
hema, koja nastaje uslijed oStecenja stanice i stvara veliku koli¢inu ROS-a (74), stvarajuci
bilirubin, uglji¢éni monoksid (CO) i dvovalentni ion Zeljeza. Bilirubin se potom pretvara u
biliverdin, no obje molekule dokazano imaju antioksidativno i protuupalno djelovanje. Zbog
svoje karakteristike lipofilnih molekula, ugraduju se u membrane stani¢nih organela te ih
tako Stite od oSteCenja. Smatra se da CO moze smanjiti unutarstani¢nu produkciju ROS-a
inhibicijom aktivnosti NOX enzima te da ima vazodilatacijsko, antiapoptotsko i protuupalno
djelovanje (75). Nrf2 dodatno smanjuje razinu oksidativnih enzima NOX i XO time $to
smanjuje sintezu nitrotirozina, kataliticke podjedinice potonjih enzima (70). NO je vaZna
molekula koja moZe uzrokovati brojne patoloSke i protektivne ucinke $to uvelike ovisi o
njegovoj koncentraciji. Ako je koncentracija prevelika dolazi do lipidne peroksidacije,
ostecenja  DNA molekule te aktivacije proapoptotskih puteva. Ipak, u umjerenim
koncentracijama NO ima zastitne ucinke te je njegova prisutnost neophodna za IHC
posredovanu neuroprotekciju i kardioprotekciju. Postoje tri tipa NOS, enzima koji stvara NO,

odnosno endotelna NOS (eNOS) koja ima protektivne stani¢ne ucinke, zatim neuralna NOS
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(nNOS) koja uzrokuje oste¢enje i smrt neurona te inducibilna (iNOS) koja moze imati
dvojake, patoloske i protektivne ucinke. eNOS ima protektivne ucinke zbog svog
vazodilatacijskog djelovanja na cerebralne krvne Zile, inhibicije stvaranja trombocitnog Cepa,
smanjenja upalnog odgovora te antiapoptotskog djelovanja. Smatra se da je za aktivaciju
eNOS zasluzan ve¢ spomenuti PI3K/Akt signalni put jer Akt enzim fosforilira eNOS u
neuronima i endotelnim stanicama ¢ime ga aktivira (76). Arginin predstavlja supstrat za NOS
enzime odnosno molekulu iz koje nastaje NO. Suplementacija argininom se pokazala kao
terapijska mogucénost za  brojne  bolesti poput hipertenzije, ateroskleroze,
hiperkolesterolemije, ishemijske bolesti srca, sréanog i bubreZznog zatajenja te u brojnim
drugim bolestima (77). U stanjima hipoksije, povecana je razina arginina kao adaptivni
odgovor organizma (78). No, istrazivanja su pokazala da IHC smanjuje dostupnost arginina
NOS enzimima kako bi se sprijeila pretjerana produkcija NO koji moze biti Stetan za

stanice, stoga se uloga arginina intenzivno istrazuje (79).

3.5. Metabolic¢ka prilagodba na hipoksiju

Ucinci hipoksije odrazavaju se brojnim metaboli¢kim promjenama koje se najbolje o€ituju u
energetskom statusu stanice povezanog s metaboliCkim procesima koji usmjeravaju stanicu
na prelazak iz oksidativne fosforilacije, uz upotrebu kisika, u metabolizam anaerobne
glikolize bez kisika koja je znatno manje u€inkovita u proizvodnji adenozin trifosfata (ATP),
poznatog kao glavna energetska molekula stanice (80). Takav metaboli¢ki odgovor stanice
kao rezultat anaerobnog glikolitickog metabolizma vodi ka povecanju razine laktata koji se
stvara iz piruvata. Istrazivanja su pokazala da je porast laktata u korelaciji s porastom razine
monokarboksilnog transportera 4 (od engl. monocarboxylate transporter 4, MCT4) za
transport laktata (81). Hipoksicna stanica na genskoj razini povecava razinu glukoznih
transportera (od engl. glucose transporter, GLUT) te enzima glikolize, posebice laktat

dehidrogenaze (LDH) (80). Sredisnju ulogu u oksidativnom katabolizmu aminokiselina i
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ugljikohidrata imaju mitohondriji u kojima se dogadaju procesi TCA i oksidativne
fosforilacije. TCA se sastoji od osam kemijskih reakcija koje zapocinju sintezom citrata iz
acetil koenzima A (CoA) i oksaloacetata, a zavrSavaju stvaranjem ponovno oksaloacetata. Niz
tih kemijskih reakcija stvara energiju u obliku ATP-a, nikotinamid adenin dinukleotida
(NADH) i flavin adenin dinukleotida (FADH2) uz niz meduprodukata (82). U stanjima
hipoksije dokazano je da dolazi do obrata ciklusa limunske kiseline i stvaranja citrata iz a-
ketoglutarata i glutamina, koji je potreban za stvaranje masnih kiselina. Osim toga, povecava
se unos izvanstani¢nih masnih kiselina i triglicerida putem membranskih transportera i
procesom endocitoze odnosno uvrtanjem stani¢ne membrane i stvaranjem unutarstani¢nih
mjehuri¢a kojeg razlazu stani¢ni enzimi (83). Smanjuje se i katabolizam masnih kiselina, §to
vodi prema iskori$tavanju masnih kiselina za energetske potrebe (84). Cijeli proces promjene
stanicnog metabolizma iz oksidativne fosforilacije u anaerobni glikoliti¢ki put reguliran je
isklju¢ivo HIF-1o molekulom. HIF-1a poti¢e izrazaj svih vaznih enzima glikolitickog puta
poput aldolaze, enolaze, MCT4 transportera, GLUT transportera, LDH i drugih te sprjecava
ulazak metabolita u TCA kako bi se smanjio nastanak ROS-a. Smanjen ulazak metabolita u
TCA posredovan je HIF-1a potaknutim povec¢anim izrazajem piruvat dehidrogenaze kinaze 1
(PDK1) enzima koji fosforilira piruvat dehidrogenazu i time sprjecava pretvrobu piruvata u
acetil CoA $§to zajedno s povecanim izrazajem LDH smanjuje ulazak metabolita u TCA.
Takoder, HIF-1o inducira mitohondrijsku autofagiju i smanjuje izraZaj citokrom oksidaze

¢ime se smanjuje stvaranje ROS-a i oksidativna fosforilacija (80).

Jedan od najvaznijih stani¢nih adaptivnih ucinaka koji poboljsava prezivljenje stanica nakon
IHC-a je optimizacija stanicnog metabolizma i energije (85). Intermitentna hipoksija potice
prilagodbe koje poboljsavaju respiratorni kapacitet stanice s pove¢anom produkcijom ATP-a i
smanjenom potraznjom za ATP-om tijekom ishemijskih dogadanja. IHC uzrokuje stvaranje

zaliha glikogena kod kardiomiocita koje se kasnije mogu iskoristiti i omoguciti stanici da
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duze prezivi (40). Nadalje, IHC povecava ckspresiju glukoznih transportera GLUTI i
GLUTS3, enzima fosfofruktokinaze i LDH (86). Tijekom ishemijskih dogadanja zbog
anaerobnog glikolitickog metabolizma dolazi do hipermetabolizma glukoze i tzv.
‘hiperglikolize' koja vodi ka povecanoj proizvodnji ROS-a i lakti¢ne acidoze $to dovodi do
jo§ veceg mozdanog oStecenja. Mozdane stanice imaju vlastiti adaptivni mehanizam Koji
regulira ovaj fenomen, a on se naziva pentoza-fosfatni put (PPP). PPP koristi glikoliticke
produkte kako bi stvarao citoplazmatski NADPH koji predstavlja nuzni redoks supstrat za
regeneraciju reduciranog glutationa koji sluzi kao snazni antioksidans. IHC ima supresivan
uc¢inak na hiperglikolizu te viSak glukoze usmjerava u PPP povecanjem ekspresije enzima
glukoza-6-fosfat dehidrogenaze koja regulira ulazak glukoze u PPP. Ovaj ucinak IHC-a
dovodi do povecane antioksidativne aktivnosti glutationa i manjeg oste¢enja stanice. U prilog
tome govori ¢injenica da su razine glutamina i glicina, koji su potrebni za sintezu glutationa,
u cerebrospinalnom likvoru snizene nakon IHC-a (87). Uz aktivaciju glikolitickog puta, IHC
potie aktivaciju alternativnih izvora energije prvenstveno ketonskih tijela i laktata. Dokazana
je povecana razina B-hidroksibutirata u plazmi i mozdanom tkivu nakon IHC-a ¢ime se stvara
viSe energije i sprjecava hiperglikoliza (88). Astrociti imaju bitnu ulogu u adaptivnim
promjenama nakon IHC-a jer pojacano luce laktat u izvanstani¢ni prostor kojeg onda neuroni
preuzimaju i iskoriStavaju za svoje metabolicke potrebe. Ezgogeni laktat dokazano uzrokuje
neuroprotekciju, stoga pojacano stvaranje i transfer laktata iz astrocita u neurone potice

opisane zastitne mehanizme (87).

3.6. HIF-1a kao kljuéni i sveobuhvatni regulator imunometabolickog odgovora na
hipoksiju

Glavni regulatorni imunometabolicki put stani¢ne prilagodbe u hipoksijskim uvjetima jest

aktivacija HIF signalnog puta. HIF protein sastoji se od 2 podjedinice a i B u obliku

heterodimera. B podjedinica je konstantno prisutna, dok je o podjedinica prisutna samo u
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stanjima hipoksije (89). Trenutno se zna za postojanje tri a podjedinice nazvane HIF-1a, HIF-
2a i HIF-3a. HIF-1a i HIF-2a imaju sli¢nu funkciju, strukturu i pokazuju sli¢no ponasanje u
uvjetima hipoksije gdje se oba proteina vezu za HIF-B podjedinicu te aktiviraju gene
povezane s hipoksijom (od engl. hypoxia responsive elements. HRE). Unatoc sli¢nosti, HIF-
lo prisutan je u gotovo svim stanicama ljudskog tijela, dok je HIF-2a tkivno specifican
odnosno njegova ekspresija ogranicena je na endotel, bubrege, pluca, srce i tanko crijevo.
Takoder, odredeni transkripcijski faktori poti¢u aktivnost jedne podjedinice, dok na drugu
nemaju uéinka (90). HIF-3a dijeli strukturu i ponasanje u uvjetima hipoksije sa HIF-1a i
HIF-2a, no njegova funkcija je najmanje istraZzena vezano uz uvjete hipoksije. IstraZivanja su
pokazala da inhibira aktivnost HIF-1a i HIF-20. podjedinice kompetitivnim vezivanjem za
HIF-B podjedinicu, a s obzirom da HIF-3a ne sadrzi transkripcijski aktivnu domenu ne dolazi

do izrazaja HRE gena u jezgri (91).

HIF-1o ima centralnu ulogu u regulaciji stani¢nih funkcija 1 odrzavanja homeostaze kisika.
Ovaj transkripcijski kompleks zasluZan je za izraZaj nekoliko stotina gena koji ukljucuju gene
za angiogenezu, vaskularnu reaktivnost, energijski metabolizam stanice, eritropoezu,
neurogenezu, upalu, regulaciju pH i Zeljeza te proliferaciju i preZivljenje stanica. HIF-1la
glavni je medijator kardioprotektivnih i neuroprotektivnih ucinaka ¢ije su koncentracije u
stanjima intermitentne hipoksije poviSene, dok primjena HIF-1a antagonista blokira nastanak
zastitnih mehanizama (70, 92). Smatra se da HIF-1a stvara akutne kardioprotektivne ucinke
primarno djeluju¢i na mitohondrijsku funkciju i1 stani€ni metabolizam ekspresijom PDK-1
enzima, inhibicijom mitohondrijske respiracije i aktivacijom glikolize i PPP. Kasne
kardioprotektivne u¢inke HIF-la omogucéuje ekspresijom raznih ¢imbenika rasta i enzima
poput VEGF-a, EPO, INOS, HO-1 i drugih (92). VEGF je snazan induktor angiogeneze koji
se u stanjima hipoksije pojacano luci te uzrokuje remodelaciju krvnih zila. U kardioprotekciji

igra vaznu ulogu s poticanjem razvoja kolateralnih krvnih Zila i kapilara koje sprjecavaju
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nastanak ishemijskih ozljeda (93). Takoder, razine EPO dokazano su poviSene nakon
intermitentne hipoksije i regulirane HIF-1a kompleksom. EPO uz svoju glavnu funkciju
poticanja eritropoeze, ima brojne druge pozitivne uinke kojima ispoljava svoje zasStitne
ucinke. Njegova protektivna uloga povezana je s antiapoptotskim i protuupalnim uc¢inkom.
Kao snazan antioksidans pomaze neuronima u boljoj regulaciji oksidacijskog metabolizma, a
svoje antiapoptotske ucinke ostvaruje povecavanjem ekspresije antiapoptotskih proteina iz
Bcl-2 obitelji, dok smanjuje izrazaj i otpusStanje proapoptotskih mitohondrijskih faktora poput
citokroma c i kaspaze 3 (72). HIF-1lo ima klju¢nu ulogu kao stani¢ni senzor dostupnosti
kisika, a HIF-1o inducirana genska ekspresija predstavlja osnovu za razvoj zastitnih stani¢nih
mehanizama protiv hipoksije. Intermitentna hipoksija omogucava aktivaciju HIF-la u dozi
koja nije letalna za stanicu, ali omogucava razvoj svih adaptivnih mehanizama koji
naposlijetku Stite stanicu od pravih ishemijskih dogadaja poput akutnog koronarnog sindroma
ili mozdanog udara. Regulacijom stani¢nog energijskog metabolizma, HIF-la aktivira
glikoliticke enzime, alternativne izvore energije i naCine iskoriStavanja energije poput PPP
puta i ketonskih tijela, smanjenjem mitohondrijske respiracije i stvaranjem glikogenskih
zaliha, ¢ime dolazi do boljeg odgovora stanice na hipoksiju. Kroz gensku regulaciju
oksidativnih enzima i mitohondrija, HIF-la umanjuje oksidacijsko oStecenje stanice te
povecava antioksidativne kapacitete stanice (40, 70, 92, 94). HIF-1a ima vrlo vaznu ulogu u
nastanku upalnih procesa te aktivira NF-«kB, jedan od najvaznijih stani¢nih upalnih signalnih
puteva koji je neizostavan faktor u razvoju protektivnih u¢inaka (95). HIF-1a regulira izrazaj
proteina vaznih za prezivljenje stanice odnosno potice sintezu antiapoptotickih proteina poput
Bcl-2 i Bel-xL, dok smanjuje izrazaj proapoptotskih proteina poput Bid, Bax i Bak faktora
(70). HIF-1a kroz razlic¢ite spomenute stani¢ne procese regulira odgovor i adaptaciju stanice
na hipoksiju, $to dovodi do brojnih zastitnih uc¢inaka koji se nalaze u pozadini razumijevanja

hipoksijskog kondicioniranja.
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3.6.1. Stani¢ni fenotip u uvjetima intermitentne hipoksije

Intermitentna hipoksija kroz brojne mehanizme prilagodbe ostvaruje specifi¢an stani¢ni
fenotip koji omoguéava otpornost stanice na buduce hipoksijske dogadaje. Taj fenotip
posredovan je aktivacijom specifiénih signalnih puteva poput HIF-la i NF-xB. HIF-1a
najvise utjeCe na stani¢ni fenotip koji prati intermitentnu hipoksiju, a prvenstveno promjenom
stani¢nog energijskog metabolizma koji je prepoznatljiv po glikolitiCkom fenotipu, odnosno
po visokom izrazaju glikoliti¢kih enzima, transportera (GLUTI i GLUT3), LDH, MCT4
transportera, PDK1 enzima te aktivacijom PPP puta (85, 87). Dodatni u¢inak IH ima u
sprjeCavanju apoptoze kroz smanjenje otvaranja mithondrijskih pora (od engl. mitochondrial
permeability transition pores, MPTP) koji otpustaju citokrom ¢ dovodeci do apoptoze stanice
(40). U nastanku protektivnih u¢inaka, vaznu ulogu ima regulacija elektrolita i njihovih
transportera, pa je dokazano da intermitentna hipoksije poti¢e visok izrazaj Na'/Ca®'
izmjenjiva¢a (od engl. Na*/Ca?* exchanger, NCX), odnosno NCX1 i NCX3 koji osiguravaju
homeostazu Ca?* (96). Fenotip se nadalje povezuje s visokim izrazajem kalretikulina koji se
pod utjecajem ICH povecava, a to je protein koji veze Ca" i time sprjeava porast razine Ca®*
u stanici (40). Upalni signalni medijatori oblikuju imunoloski odnosno upalni odgovor na TH.
U suvisku proupalnih molekula poput interleukina 1 adhezijskih molekula koji nastaju kada je
doza hipoksije prevelika dolazi do upalnog oStecenja stanica. Ipak, IH poti¢e izrazaj
protuupalnih stani¢nih puteva i smanjuje razinu proupalnih molekula u tijelu $to dovodi do
prezivljavanja stanica i protuupalnog odgovora stanice (70). Fenotipski izrazaj stanice U
uvjetima IH povezan je s visokom razinom oksidativnog metabolizma, odnosno IH potice
izrazaj antioksidativnih enzima Sto ponajvise ovisi o Nrf2 faktoru. Nrf2 omogucava visoku
razinu HO-1 enzima, glutationa, SOD i CO u stanici, dok smanjuje izrazaj NOX oksidativnih
enzima (73). IH obiljezava visok izrazaj NOS enzima posebno eNOS i iNOS koji posreduju

protektivne ucinke u mozgu i srcu (40). Takoder, fenotipski postoji visok izrazaj ¢imbenika
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rasta poput VEGF i EPO koji su posredovani HIF-la te drugih poput neurotropnog
¢imbenika rasta (od engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), kojeg aktivira pove¢ana
koli¢ina ROS-a, a on potice izrazaj HIF-1a i Nrf2 (70). Stoga, fenotipski izrazaj IH mogao bi
se okarakterizirati kao glikoliticki, protuupalni, antioksidativni, pro-regeneracijski i

antiapoptotski fenotip.

4. RASPRAVA

Intermitentna hipoksija predstavlja potencijalno snazan terapeutski alat koji je primjenjiv i
pristupacan na jednostavan klinicki nacin velikom broju pacijenata. Ipak, u¢inak kroni¢ne IH
koju nalazimo u OSA-i kao patofiziolosku podlogu bolesti naglasava da intermitentna
hipoksija moze imati vrlo negativne odnosno patoloske posljedice u organizmu. lako klinicki
jednostavan terapijski model, mehanizmi koji stoje u pozadini IH su kompleksni zbog
Cinjenice da u odredenim uvjetima ispoljava negativne ucinke na tijelo, dok u drugim
uvjetima vrlo pozitivne i protektivne. Kao svaka farmakoloska terapija, tako i IH ima svoju
terapijsku dozu te se u literaturi to naglasava kao najbitniji element o kojem ovisi kakve
ucinke ¢e izazvati [H. Analiza protokola IH koriStenith u brojnim klini¢kim istraZivanjima
pokazala je da patoloske efekte izazivaju visoke doze IH s udjelom 2-8% Oz u smjesi plinova
te 48-2400 ciklusa na dan, dok protektivne u¢inke stvaraju niske doze IH s udjelom 9-16% O>
u smjesi plinova te 3-15 ciklusa na dan (29). Centralnu ulogu u regulaciji stani¢nog odgovora
na IH ima HIF-1la ¢ija aktivnost poti¢e razvoj adaptivnih mehanizama u odgovoru na IH.
HIF-10 ima vaznu ulogu u nastanku OSA-g, ali je neizostavan faktor u nastanku protektivnih
mehanizama potaknutih s IH (9). Vazan doprinos ima i NF-kB signalni put ¢ija aktivnost je
dokazana u pozitivnim 1 negativnim ucincima IH. Nastanak protektivnih ucinaka uvelike
ovisi 0 aktivaciji protuupalnih signalnih puteva ovisnih o NF-«xB, a inhibiciji proupalnih, dok

u kroni¢nim uvjetima poput OSA-e nastaje aktivacija proupalnih puteva. HIF-1a i Nrf2
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reguliraju metabolicki 1 oksidativni odgovor na IH, stoga nastanak protektivnih ili patoloskih
ucinaka ovisi o kapacitetu antioksidativnog sustava stanice koji se suprotstavlja pove¢anom
nastanku ROS-a. Stanica se brojnim metaboli¢ckim procesima prilagodava na manjak kisika,
Sto djeluje povoljno i protektivno na stanicu sve dok uspijeva kompenzirati manjak Kisika
(70, 86). U trenutku kada oksidativni procesi nadvladaju antioksidativni sustav te kada se
istrose kompenzacijski metabolicki mehanizmi u stanici, tada nastaje oSteCenje stanice i
patoloski ucinci IH. Brojni signalni putevi posreduju ove ucinke, stoga je vazno razlikovati
one puteve koji posreduju protektivne, a koji patoloske ucinke, kako bi se mogle razvijati
terapijske mogucnosti koje ¢e djelovati na ciljne molekule unutar tih signalnih puteva. 1z tog
razloga, potrebni su reprezentativni klini¢ki i stani¢ni modeli IH, kako bi se spoznali stani¢ni
procesi koji posreduju IH te utjecaj komponenti njenog protektivnog profila na cijeli

organizam.

5. ZAKLJUCCI

e Hipoksija uzrokuje znacajne stanicne promjene i adaptacije koje mogu biti letalne, ali

i vrlo korisne za stanicu.

e Nedovoljno istrazena intermitentna hipoksija ima bitne u¢inke na stani¢éne mehanizme

koji reguliraju prilagodbu na manjak kisika.

e Aktivacijom brojnih signalnih puteva, ukljucuju¢i HIF-1la i NF-xB, intermitentna

hipoksija stvara specifi¢an stani¢ni fenotip Koji je otporniji na stanje hipoksije.

e HIF-1a ima klju¢nu ulogu u regulaciji genske ekspresije proteina i enzima vaznih za

prilagodbu stanice na nedostatak kisika.

¢ Intermitentna hipoksija ima Sirok spektar pozitivnih i zastitnih u¢inaka na stanicu koji

omogucavaju stanici da prezivi puno znacajnije hipoksi¢ne epizode.
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e Klinicki modeli IH pokazuju znacajne terapeutske 1 protektivne ucinke na
mnogobrojne organske sustave, dok nam stani¢ni modeli pruzaju osnovu za bolje

razumijevanje svih mehanizama koji dovode do tih ucinaka.

e Bolje razumijevanje svih stani¢nih odgovora na intermitentnu hipoksiju pruza osnovu
za razvoj novih terapijskih moguénosti i klinickih implikacija koje ¢e omoguditi bolje

ishode lijecenja.

6. SAZETAK

Hipoksija je stanje koje je obiljezeno nedostatkom kisika u stanicama i tkivima koje ima
bitnu ulogu u brojnim patoloSkim stanjima. Kljuéni mehanizam koji regulira stani¢ne procese
u uvjetima hipoksije jest aktivacija hipoksijom potaknutih ¢imbenika (HIF). HIF aktiviraju
osjetljivi stanicni senzori kisika, a sam HIF regulira kompleksnu mrezu stani¢nih signalnih
puteva koji kontroliraju adaptivne odgovore na hipoksiju. Kategorizirane su tri vrste hipoksije
i karakterizirani parametri akutne, kroni¢ne te intermitentne hipoksije. Intermitentna
hipoksija (IH) oznacava ciklicko izmjenjivanje perioda hipoksije s periodima reoksigenacije.
IH se pojavljuje u nekim patoloSkim stanjima poput opstruktivne apneje u spavanju, dok se u
drugim stanjima pokazala kao vrlo protektivan ¢imbenik koji zna€ajno poboljsava klinicki
ishod. Intermitentna hipoksija posreduje neuroprotektivne i kardioprotektivne ucinke kroz
modulaciju upalnog odgovora djeluju¢i na nuklearni faktor «B (NF-xB) signalni put,
povecanjem aktivnosti antioksidativnog sustava, prilagodbom energijskog metabolizma
stanice prema anaerobnoj glikolizi, sprjecavanjem apoptoze te aktivacijom drugih adaptivnih
signalnih puteva i gena. Za pojavu zastitnih mehanizama intermitentne hipoksije zasluzni su
brojni signalni putevi, no glavni medijatori su HIF-1a, nuklearni faktor 2 povezan s
eritroidnim faktorom 2, NF-kB, eritropoetin, vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta i drugih ¢ija

je uloga objasnjena u ovom radu.
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Kljuéne rije¢i: HIF1a, intermitentna hipoksija, ishemijsko kondicioniranje, klini¢ki i stani¢ni

modeli

7. SUMMARY

Hypoxia is a condition characterized by a lack of oxygen in cells and tissues that plays a
crucial role in numerous pathological conditions. The key mechanism that regulates cellular
processes in hypoxic conditions is the activation of hypoxia-inducible factors (HIFs). HIF is
activated by sensitive cellular oxygen sensors, while activated HIF regulates a complex
network of cellular signaling pathways that control adaptive responses to hypoxia. There are
categorised three types of hypoxia and it’s parameters for acute, chronic, and intermittent
hypoxia. Intermittent hypoxia (IH) involves cyclic shifts between hypoxic periods and
reoxygenation periods. IH is present in specific pathological conditions like obstructive sleep
apnea, while in other cases, it is a significant protective factor that notably enhances clinical
outcomes. Intermittent hypoxia mediates neuroprotective and cardioprotective effects through
modulating the inflammatory response by acting on the nuclear factor kB (NF-«B) signaling
pathway, increasing the activity of the antioxidant system, adjusting cellular energy
metabolism towards anaerobic glycolysis, preventing apoptosis, and activating other adaptive
signaling pathways and genes. Various signaling pathways contribute to the development of
protective mechanisms of intermittent hypoxia, with the primary mediators being HIF-1a,
nuclear factor erythroid 2-related factor 2, NF-xB, erythropoietin, vascular endothelial

growth factor, and others whose roles are elucidated in this thesis.

Key words: clinical and cellular models, HIF 10, intermittent hypoxia, ischemic conditioning
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9. ZIVOTOPIS

Alen Sari¢ roden je 1. rujna 1999. godine u PoZegi gdje je pohadao osnovu $kolu, a nakon
toga prirodoslovno-matematicku gimnaziju PoZzega. Nakon zavrSetka srednjoskolskog
obrazovanja 2018. godine upisuje integrirani preddiplomski i diplomski sveucilisni studij
medicine na Medicinskom fakultetu u Rijeci. Uz redovito obavljanje obveznih duznosti i
zadada vezanih uz studij, bavio se s drugim izvannastavnim aktivnostima. U sklopu toga
obnasao je pet godina duznost demonstratora na Zavodu za anatomiju, dvije godine je bio
predsjednik organizacijskog odbora projekta Tjedan mozga Rijeka te je osnivac i predsjednik
Studentske sekcije za neurokirurgiju. Sudjelovao je na brojnim studentskim i znanstvenim
kongresima, od kojih 11 pasivno i 3 aktivno za $to je dobio nagradu za najbolju oralnu
prezentaciju 2022. na 6. Kongresu Hitne medicine i 2023. na 12. Studentskom kongresu
Neuroznanosti s internacionalnim sudjelovanjem te nagradu za jedan od tri najbolja sazetka
na istom kongresu. Uz volontiranje na Klinici za neurokirurgiju KBC-a Rijeka tijekom srpnja
i kolovoza 2021. godine, sudjelovao je na medunarodnim razmjenama, pa je tako 2022.
godine proveo vise od 2 mjeseca u Njemackoj na Erasmus praksi te 2023. 30 dana na Hyogo

University of Medicine u Japanu u sklopu bilateralnog ugovora.
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