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Suhrn

Kyslik je absolutne nevyhnutny pre fungovanie Zivych organizmov a zmeny v jeho koncentra-
cii maju dramatické nasledky. V nadorovom tkanive zohréava kyslik vyznamnu dlohu v produkcii
energie a moduldcii oxida¢no-redukcnej rovnovahy. Vysledkom jeho nedostatocnej hladiny je
hypoxia, ktora predstavuje charakteristicku ¢rtu nadorového mikroprostredia. Klu¢ovym koordi-
natorom odpovede na hypoxiu na bunkovej Urovni je hypoxiou-indukovany transkripcny faktor,
ktory reguluje expresiu viac ako stovky génov zapojenych do vyznamnych bunkovych procesov.
Z klinického hladiska su fenotypové zmeny navodené hypoxiou velmi zévazné. Nadorova hypoxia
je asociovana s rezistenciou voci terapii, progresiou a rekurenciou ochorenia ako aj so zvysenou
mortalitou. Preto intratumorova hypoxia predstavuje vazny terapeuticky problém a jej detekcia
moze prispiet k zlepseniu stratifikacie pacientov pre vhodnu terapiu. V sti¢asnej dobe dostupné
stratégie zamerané na detekciu hypoxie v nddorovom tkanive prindsaju pomerne dost limitécii,
napr. invazivnost, nedostupnost tkaniva, nizku citlivost, nepresnu interpretaciu a pod. Na druhej
strane sa vsak ponuka vyuzitie endogénnych markerov hypoxie, ktorych detekcia prostrednic-
tvom imunohistochémie je pomerne lahka, dostupna, reprodukovatelna a pouzitelna nielen pro-
spektivne, ale aj retrospektivne na archivovanych vzorkéach tkaniv. Patri medzi ne napr. karbonicka
anhydraza IX (CA IX), ktord v sicasnosti predstavuje jeden z prominentnych indikatorov chronickej
hypoxie v nadoroch. Hypoxiou-indukované proteiny (vratane CA IX) su zaroven aj potencidlnymi
ter¢ami protinadorovej terapie a ich praktické vyuzitie je predmetom intenzivneho vyskumu.
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Summary

Oxygen is absolutely essential for correct functioning of living organisms and alterations in its con-
centration lead to serious consequences. In tumor tissues, oxygen plays an important role in energy
production and modulation of red-ox balance. Insufficient oxygen supply within tissues results in
hypoxia that is a characteristic feature of the tumor microenvironment. Hypoxia-inducible trans-
criptional factor represents a key executor of a cellular and molecular response to hypoxia and can
activate the expression of more than hundred genes involved in various essential cellular proces-
ses. From the clinical point of view, phenotypic alterations caused by hypoxia are serious. Tumor
hypoxia has been associated with resistance to therapy, disease progression and recurrence as well
as increased mortality. Therefore, intratumoral hypoxia represents a clinically relevant problem, and
its detection within tumors is very important for patient stratification for a suitable treatment. Cur-
rently available strategies directed towards the detection of hypoxic regions within tumor tissue
suffer from numerous limitations e. g. invasiveness, inaccessibility of tumor tissue, low sensibility,
inaccurate interpretation etc. On the other hand, the use of an intrinsic endogenous hypoxic marker,
which can be detected through immunohistochemistry, is relatively simple, routinely available, and
reproducible and can be performed on both prospective and retrospective samples. These include
carbonic anhydrase IX (CA IX), one of the most strongly hypoxia-induced proteins and a prominent
indicator of chronic hypoxia. Moreover, hypoxia-induced proteins (including CA IX) are also potential
targets of anticancer therapy, and their practical application is a subject of intense research.
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NADOROVA HYPOXIA — MOLEKULARNE MECHANIZMY A KLINICKY VYZNAM

Uvod

Hypoxia ako stc¢ast nadorového mikro-
prostredia a charakteristika pevnych na-
dorov bola po prvykrat popisana pred
viac ako 60 rokmi. Pomerne rychlo bolo
zrejmé, Zze bude predstavovat vazny kli-
nicky problém spojeny s neudcinnou te-
rapiou. Hoci sa za posledné obdobie
podarilo prostrednictvom mnohych kli-
nickych a experimentélnych studii pris-
piet k pochopeniu hypoxie a jej vplyvu
na bunkovej/molekuldrnej urovni,
cielena terapia hypoxickych nadorov
zostava nadalej otvorena.

Termin hypoxia pouzivame na ozna-
Cenie situdcie s nedostato¢nou hladinou
kyslika, ktora nastava nielen v nddoroch,
ale aj v zdravych tkanivéch a v ranach.
Naproti tomu normalna hladina kyslika
v tkanivéach je oznacovana ako tkanivova
normoxia, resp. physioxia a jej hladina je
medzi tkanivami znacne variabilna. Kym
v pripade obli¢ky bola dokazana hla-
dina kyslika na drovni 9,5 + 2,6 % O,,
tak v pripade mozgu je to hodnota
4,4+03%0,[1].

Hypoxia rézneho stupna je charakteri-
stickd pre vacsinu pevnych nadorowv. Pris-
pieva k nej mnoho roéznych faktorov vra-
tane rychleho rastu nadorovej masy a jej
nedostato¢nej vaskularizacie. Je zndme,
Ze ajvramcikonkrétneho nadora je situa-
cia velmi heterogénna, a tak odliSujeme
miesta s miernou hypoxiou (<2 % O,) od
miest so striktnou hypoxiou (< 0,1 % O,).
Pritom pre vyjadrenie hladiny koncen-
tracie kyslika sa najcastejsie v medi-
cine pouziva bud milimeter ortutového
stlpca (1 mmHg = 0,13 % O, 133,322 Pa)
alebo percento (1 % O, = 7,6 mmHg,
1 013 kPa) [1]. Okrem toho dochddza
v tkanive casto aj k striedaniu fazy hypo-
xie s fdzou reoxygendcie.

Kvzniku hypoxie dochadza v dosledku
proliferacie nadorovych buniek, ktoré
sa dostanu do vzdialenosti prekracuju-
cej difuznu kapacitu kyslika z najbliz3ej
cievy (100-150 pm) a su nedostato¢ne
zasobované kyslikom a nutri¢nymi lat-
kami. Okrem toho cievny systém néa-
dorového tkaniva je velmi nedokonaly,
vytvara mnozstvo slepych zakonceni,
obstrukcii a nefunk¢nych arterio-vendz-
nych prepojeni, ¢im prispieva k narasta-
jucej absenciikyslika a Zivin v tkanive ako
aj k vytvéraniu nadorového mikrospros-

tredia s nizsim pH [2]. DIhodoba existen-
cia hypoxie v nadorovom tkanive ma za
nasledok odumieranie buniek a vznik
nekrotickych oblasti obklopenych prezi-
vajucimi adaptabilnymi bunkami.

Adaptacia buniek na hypoxiu
Hypoxia predstavuje nepriaznivy fak-
tor, ktory v mnohych situdciach moze
viest k bunkovej smrti. Aviak prave
v dosledku adaptacie na hypoxiu do-
kazu mnohé bunky prezit aj spominané
nepriaznivé podmienky.V procese adap-
tacie na hypoxiu sa spusta kaskada roz-
nych zmien v génovej expresii a metabo-
lizme s ciefom eliminovat stres vyvolany
hypoxiou a umoznit prezivanie nadoro-
vych buniek (obr. TA). Vysledkom toho
je tzv. tolerancia hypoxie, ktora vyrazne
prispieva k rozvoju karcinogenézy a k re-
zistencii na radioterapiu a chemotera-
piu [3]. Jednym z prvych adaptacnych
mechanizmov na hypoxiu je inhibicia
bunkovej smrti. Okrem toho dochadza
k indukcii angiogenézy s cielom zvy-
Sit okyslicenie nadorovych buniek.
Hypoxické nadorové bunky nadobudaju
tzv. onkogénny metabolizmus a pod-
liehaju s vysSou frekvenciou mutéacidm.
Vyznamny je aj vplyv hypoxie na schop-
nost buniek invadovat a metastézovat.
Hypoxia tak vytvara selekény tlak v pro-
spech klonélnej expanzie nddorovych
buniek s agresivnejsim fenotypom [4].

Signalna draha indukovana
hypoxiou a hypoxiou-idukovany
faktor

Kla¢ovu poziciu pri reakcii na znizenu
dostupnost kyslika na molekulovej
urovni ma hypoxiou-indukovany fak-
tor (HIF), ktory spusta expresiu cielo-
vych génov nevyhnutnych pre preZitie
buniek [5]. HIF je transkripcny faktor re-
gulujuci expresiu génov zodpovednych
za reakciu bunky na hypoxické prostre-
die. Je to heterodimér tvoreny z dvoch
podjednotiek, z konstitutivne expri-
movanej B-podjednotky (oznacovanej
HIF-B, resp. ARNT) a z regulovatelnej
a-podjednotky, ktorej stabilita a tran-
skrip¢nd aktivita zavisi od koncentra-
cie kyslika. Podjednotka a sa nachadza
v troch izoformach, HIF-1a, HIF-2a (inak
znama ako EPAS-endotelidlny protein
s PAS doménou) a HIF-3a [6].

Reguldcia stability a aktivity
transkrip¢ného faktora HIF-1
Transkripcia génu HIF-1a je zavisla pre-
dovsetkym na aktivite transkripéného
faktora SP1. Avsak v promadtorovej ob-
lasti génu HIF-Ta su pritomné véazbové
miesta aj pre iné transkripcné faktory,
ako napr. AP-1, NF-1, NF-kB. V podmien-
kach hypoxie je Gc¢innost translacie pro-
teinu HIF-1a zarucend prostrednic-
tvom existencie IRES (internal ribosome
entry site) sekvencie v 5’-neprekladanej
oblasti [7].

Prolyl- a asparaginylhydroxylacia

a ubikvitinacia

K degradacii podjednotky HIF-1a v nor-
moxickych podmienkach dochadza
prostrednictvom degradaénej domény
zédvislej od kyslika (oxygen-depen-
dent degradation domain - ODD) [8].
V ODD doméne su dva prolylové zvy-
Sky (Pro®¢* a Pro*?), ktoré su hydroxylo-
vané enzymami s prolyl hydroxylazovou
doménou (prolyl hydroxylase domain -
PHD), pricom k spominanej reakcii do-
chadza v zdvislosti od kyslika a iénov
Zeleza (Fe*) [9,10]. Doposial boli iden-
tifikované tri prolyl hydroxylazy zavislé
na 2-oxoglutarate (PHD1, PHD2 a PHD3),
ktorych aktivita je v podmienkach bud
hypoxie alebo pri nahradeni Fe?* alebo
2-oxoglutaratu potlaceng, ¢o vedie k sta-
bilizacii HIF-1a podjednotky [11]. Studie
zalozené na RNA interferencii odhalili, ze
vo vacsine buniek je pre aktivaciu pro-
teinu HIF postacujuce potlacenie akti-
vity PHD2 [12,13]. Za normalnych okol-
nosti je vo vacsine buniek dominantny
enzym PHD2, avsak v podmienkach so
zvysenou expresiou PHD1 (napr. v od-
povedi na stimuldciu horménmi) alebo
PHD3 (napr. pri predizenom trvani hy-
poxie) dochadza k posilneniu ich funk-
cie v ramci hydroxylacie podjednotky
HIF-1a [13].

Pri degradécii podjednotky HIF-1a
su hydroxylované proliny rozpozna-
vané nadorovym supresorovym pro-
teinom von Hippel-Lindau (VHL), ktory
sa spolu s elonginom B a C, Cullinom 2
a Rbx podiela na vytvoreni funkénej
E3 ubikvitin ligdzy (pVHL-elonginB-elen-
ginC-Cul2-Rbx) ubikvitinujucej pod-
jednotku HIF-1a pred naslednou de-
graddciou v proteazéme (obr. 1B) [14].

184

Klin Onkol 2015; 28(3): 183-190




NADOROVA HYPOXIA = MOLEKULARNE MECHANIZMY A KLINICKY VYZNAM

K degradacii podjednotky HIF-1a v nor-
moxii dochddza za menej ako 5 minut.
Protein HIF-1a ma okrem bHLH/PAS
a ODD domény aj transaktiva¢nu do-
ménu (N-TAD t.j. N-termindlnu resp.
C-TAD t.j. C-terminalnu) [15]. V ramci
C-TAD domény dochadza k hydroxyla-
cii asparaginovych zvyskov (Asn®3) pro-
strednictvom asparaginyl hydroxylazy
zavislej na 2-oxoglutarate (inak oznaco-
vanej ako FIH - faktor inhibujuci HIF).
Spominana hydroxylacia brani navia-
zaniu sa ko-aktivatorov CBP (CREB-vdz-
bovy protein) a p300, ¢im dochadza
k inhibicii transaktivacie HIF-1a v nor-
moxickych podmienkach [7,16].

V hypoxii su enzymy PHD aj FIH
v désledku nizkej hladiny O, inaktivo-
vané, ¢o ma za nasledok stabilizaciu pod-
jednotky HIF-1q, jej translokaciu do jadra
a dimerizaciu s podjednotkou HIF-1p.
Takto vytvoreny komplex HIF-1 sa spolu
s ko-aktivatormi (CBP/p300, Ref-1,
SRC-1, TIF2) viaZe na hypoxické respon-
zivne elementy (HRE-hypoxia response
element; 5-G/ACGTG-3’) nachadzaj-
Uce sa v prométorovych, resp. enhan-
cerovych oblastiach jednotlivych hy-
poxiou-regulovanych cielovych génov
a spusta ich transkripciu (obr. 1B).
Najznamejsie cielové gény su zahr-
nuté vo viacerych vyznamnych proce-
soch, akymi su glykolyza, erytropoéza
a angiogenéza [17,18].

Fosforylacia

Fosforylacia podjednotky HIF-1a je rea-
lizovand prostrednictvom p42/p44
a p38 kinaz. Vzhladom na osem serino-
vych zvyskov v HIF-1q, ktoré mézu byt
fosforylované prostrednictvom mitogé-
nom-aktivovanej protein kindzy (mito-
gen-activated protein kinases - MAPK),
plati, ze aktivovana MAPK signalna
draha vedie k zvySenej transkripénej ak-
tivite komplexu HIF-1 [19]. Transakti-
vacna funkcia komplexu HIF-1 je zvySend
nielen v dosledku preferencne zvysenej
vazby HIF-B k fosforylovanej a-podjed-
notke, ale aj v dosledku toho, ze fosfory-
lacia Thr”®¢ brani hydroxylacii Asn®® pro-
strednictvom proteinu FIH [20,21].

Okrem horeuvedenych modifikacii

bola vo vztahu k regulacii stability a akti-
vity proteinu HIF-1a popisand aj lyzinace-
tyldcia, nitrozylacia a sumoylacia [22-24].
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Obr. 1A. Molekularne mechanizmy veduce k hypoxickej tolerancii.

1B. Regulacia stabilizacie a transaktivacie transkrip¢ného faktora HIF-1 v zavislosti od
kyslika. V normoxickych podmienkach dochadza k hydroxylécii podjednotky HIF-1a pro-
strednictvom prolyl hydroxylaz (PHD) a asparaginy! hydroxylaz (FIH). Hydroxylované pro-
liny su rozpoznavané nadorovym supresorovym proteinom von Hippel-Lindau (VHL).
Po ubikvitindcii je podjednotka HIF-1a degradovana v proteazéme. V hypoxickych podm-
ienkach nedochdadza k hydroxylacii HIF-1a a nasledne ani k VHL-sprostredkovanej degra-
dacii, ¢oho vysledkom je stabilizacia a dimerizacia s podjednotkou HIF-1p. Po translokacii
do jadra a rozpoznani hypoxického-responzivneho elementu (HRE) je aktivovana tran-
skripcia hypoxiou-regulovanych génov napr. karbonickej anhydrazy 9 (CA9).

1C. Rezistencia hypoxickych nadorov voci terapii a jej klinicky vyznam.
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Ostatné izoformy a-podjednotky
proteinu HIF
Vzhladom na podobnu Strukturu a ami-
nokyselinovu sekvenciu medzi podjed-
notkami HIF-1a a HIF-2a je zrejmé, Ze
budud mat aj podobné mechanizmy re-
gulacie. Okrem toho viak existuju aj
rozdiely, napr. v distribucii jednotlivych
izoforiem. Kym HIF-1Ta mRNA je expri-
movand vo vacsine fudskych tkaniv, tak
expresia HIF-2a je obmedzena a skor
$pecificka pre endotelové bunky [25].
Podjednotka HIF-3a je v hypoxic-
kych podmienkach schopnd rovnako
ako ostatné dve izoformy dimerizacie
s B-podjednotkou a naslednej trans-
aktivacie cielovych génov [26]. Dopo-
sial' bolo identifikovanych niekolko skra-
tenych variantov HIF-3a vznikajucich
v dosledku zostrihu (splicingu). Z nich
najviac charakterizovany je tzv. inhibi¢ny
protein s PAS doménou (IPAS), ktory je
skrateny o ¢ast nachadzajucu sa za PAS
B doménou. Vzhladom na chybajuce do-
mény (ODD a TAD) nie je IPAS schopny
transaktivacie ciefovych génov. Jeho
expresia vSak méze byt v hypoxickych
podmienkach zvysend prostrednictvom
HIF-1a transaktivacie. Naproti tomu bolo
pozorované, ze IPAS ma dominantne ne-
gativny vplyv na HIF-1q, ¢o naznacuje
existenciu negativnej spatnej vazby [27].

Hypoxiou-indukované cielové
gény a ich uloha v bunke
S ohladom na in vivo rozdiely medzi jed-
notlivymi bunkami a tkanivami, ktoré sa
na zmeny v dostupnosti kyslika musia
nevyhnutne adaptovat, nie je vébec
prekvapivé, ze désledky vyvolané akti-
véciou transkripéného komplexu HIF sa
od bunky k bunke lisia. Jednou z foriem
adaptacie nadorovych buniek na hypo-
xiu je pomerne rychle znizenie syntézy
proteinov (az na uroven 30-40 % nor-
malnej hladiny), nakolko proteosyntéza
predstavuje energeticky ndrocny proces,
ktory je pre bunku v takto obmedzenych
podmienkach neudrzatelny (obr. 1A) [3].
Na druhej strane napriek znizenej hla-
dine proteosyntézy existuje skupina
proteinov, ktorych hladina je v pod-
mienkach hypoxie indukovana.

V dnesnej dobe je zndma viac ako stovka
cielovych génov, ktoré su rozpoznavané
transkripénym komplexom HIF a ktoré sa

podielaju na erytropoéze, angiogenéze
a metabolizme glukdzy [28,29]. Najstarsi
a najviac preskimany mechanizmus re-
guldcie transkripcie v podmienkach hy-
poxie je zndmy pre hormén erytropoetin
(EPO) produkovany prevazne v oblicke
a nevyhnutny pre erytropoézu [30].
V podmienkach s nizkou hladinou kyslika
je indukovana expresia EPO, ktora vedie
k zvysenej tvorbe cervenych krviniek
v snahe zachovat homeostazu dostato¢-
nym prisunom kyslika do tkaniv. Hypo-
xia indukuje aj expresiu vaskuldarneho
endotelového rastového faktora (VEGF)
ajeho receptora (VEGFR), ktoré sa ztcast-
nuju na angiogenéze a stimuluju prolife-
raciu endotelovych buniek. Okrem toho
je cirkulacia krvi regulovana cievnym tla-
kom prostrednictvom produkcie: NO
(NO syntazou - iNOS), CO (hém oxyge-
nazou 1 — HO-1), endotelinu (ET-1), adre-
nomedulinu (ADM) a a1 -adrenergného
receptora. V hypoxii dochadza aj k zvy-
Senej expresii proteinov, akymi su mat-
rixovd metaloproteindza (MMP), inhibi-
tor plazminogénového aktivatora (PAI)
a angiopoetin [28].

Expresia génov erytropoézy a angio-
genézy je zahrnutd v celkovej a systé-
movej odpovedi organizmu na hypoxiu.
Okrem toho v3ak prebiehaju aj reakcie na
urovni bunky. Jednou z nich je prepnutie
bunky z aerébneho na anaerébny meta-
bolizmus. Spominany efekt, ktory zahira
znizenie oxidac¢nej fosforylacie a zvyse-
nie anaerébnej glykolyzy, bol po prvy-
krat popisany Pasteurom. V désledku
anaerdbnej glykolyzy je viak hladina vy-
tvoreného ATP nedostatoc¢na. Z dévodu
zvyseného prijmu glukézy do bunky je
indukovana expresia glukézovych trans-
portérov (GLUT1 a GLUT3). Okrem toho
vsak dochddza aj k indukcii a zvysenej
aktivite glykolytickych enzymov (napr.
hexokinaza 1/2 — HK1/2, laktat dehyd-
rogenaza A — LDHA, pyruvat dehydro-
gendza kindza 1 - PDK1). Ich expresia je
regulovand préave prostrednictvom kom-
plexu HIF-1 a v procese adaptacie bunky
na hypoxické prostredie [31,32].

V hypoxii pozorujeme okrem zmien
v metabolizme buniek aj iné javy. Jed-
nym z nich je acidéza, ktord v nadoro-
vych bunkdch sposobuje kyslejsie ex-
tracelularne pH oproti extracelularnemu
pH v zdravom tkanive. Naproti tomu

hodnoty intraceluldrneho pH su medzi
nadorovymi a zdravymi bunkami po-
rovnatelné. Stabilné intraceluldrne pH
je pre kazdu bunku nevyhnutné. K jeho
udrziavaniu prispieva expresia viace-
rych membranovych transportérov a vy-
mennikov, medzi ktoré patria napr. mo-
nokarboxylatovy transportér (MCT4)
alebo sodikovo-vodikovy vymennik
(NHET). Do skupiny hypoxiou-induko-
vanych génov, ktorych produkty sa po-
dielaju na reguldcii pH, patri aj membra-
nova karbonickd anhydraza IX (CA IX).
V podmienkach hypoxie dochadza
okrem doposial spominanych génov aj
k indukcii expresie génov zodpoved-
nych za bunkovu proliferaciu, adhéziu,
invazivnost ai. [33].

Nadorova hypoxia a jej klinicky
vyznam

Na zaklade mnohych klinickych studii
je zrejmé, Ze hypoxické nadory su rezi-
stentnejsie voci dostupnej protinadoro-
vej terapii, vratane radio- a chemotera-
pie [34]. K chemorezistencii dochadza
nielen na zaklade faktu, ze aplikované
chemoterapeutika su vzhladom k nedo-
statocCnej cievnej sieti neefektivne doru-
¢ované do hypoxickych oblasti nadorov,
ale aj kvoli znizenej proliferacnej aktivite
hypoxickych buniek a znizenej apoptéze
(v désledku mutacie p53) (obr. 1C) [35].
K chemorezistencii prispieva tiez hypo-
xiou-indukovand expresia génu mno-
hopocetnej liekovej rezistenice (MDR1),
v promoétorovej oblasti ktorého sa na-
chadza funkéné HRE miesto a produk-
tom ktorého je P-glykoprotein [36].
Takto rezistentné bunky nie su prostred-
nictvom konven¢nej chemoterapie efek-
tivne eliminované.

Nadorova hypoxia predstavuje vazny
problém aj z hladiska radioterapie.
Pacienti s hypoxickymi nadormi do-
sahuju ovela horsie lie¢cebné vysledky
s celkovo kratSou dobou prezivania.
Fenomén radiorezistencie bol po prvy-
krat popisany v roku 1955 Thomlinso-
nom a Grayom, ktori odhalili pritomnost
hypoxickych nadorovych buniek v ma-
lignych nadoroch [37]. Radiosenzitivita
tkaniv je zaloZzenda na fakte, Ze dobre
okyslicené tkaniva su senzitivnejsie na
letélny efekt ionizujuceho Ziarenia na-
kolko molekuly kyslika reaguju s vznika-
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jucimi volnymi radikalmi v miestach po-
Skodenia DNA a fixuju ich, v dosledku
¢oho dochadza k bunkovej smrti.
Vysledkom nedostato¢nej hladiny kys-
lika je az trojnasobne vyssia rezisten-
cia hypoxickych buniek voci radiotera-
pii v porovnani so situaciou v normoxii.

Sucasné chemo- a radioterapeutické
pristupy su v dosledku hypoxiou-indu-
kovanej rezistencie schopné dostatocne
a ucinne eliminovat len senzitivne nado-
rové bunky. Rezistentné bunky su ochra-
nené a nasledne poskytuju zdklad pre
relaps ochorenia a vznik novych nado-
rov a metastdz, ktoré su malignejsie, in-
vazivnejsie a rezistentnejsie, ¢im sa pro-
gnoza pacienta vyrazne zhorsuje. Preto
sa do pozornosti dostdvaju nové straté-
gie, ktoré by prispeli k rieSeniu spomi-
naného problému. V pripade radiote-
rapie sa vyuziva zvySenie oxygenacie
tumoru (prostrednictvom hyperbarickej
oxygenacie, transfizie a aplikécie ery-
tropoetinu) a frakcionovana radiotera-
pia. Prinosom frakcionacie je dosiahnu-
tie vyvadzeného ucinku radioterapie,
t.j. maximalny biologicky G¢inok na na-
dorové bunky a su¢asne minimalny uci-
nok na zdravé tkanivo [38]. V pripade
chemoterapie sa ako rieSenim javi vyuzi-
tie metronomickej chemoterapie, ktord
je zalozend na dlhodobom podavani niz-
kych ddvok chemoterapie. Na rozdiel od
konvencnej chemoterapie je Ucinnejsia
a dobre tolerovand [39].

V suvislosti s rezistenciou na terapiu
sa v slUcasnej dobe do pozornosti do-
stava aj problematika nadorovych kme-
novych buniek, ktoré sa podielaju na
raste a udrziavani nadorov a prispie-
vaju k rekurencii nddorového ochorenia
po terapii [40]. Hypoxia prispieva k de-
diferenciacii nddorovych buniek ako aj
k navodeniu a udrziavaniu kmernového
fenotypu. Hoci mechanizmy a signalne
drahy ovplyvrujuce hypoxiu a nddorové
kmerové bunky nie st Uplne objasnené,
vysledky vyskumu poukazuju na inter-
akciu medzi transkripénym faktorom
HIF-1a a trankripénymi faktormi zodpo-
vednymi za fenotyp kmenovych buniek,
napr. Sox2, KlIf4, c-Myc, Oct4 a Nanog
ako aj signalnymi drdhami napr. Notch,
Wnt alebo Smad/TGF, ktoré su zod-
povedné za proliferaciu a diferenciaciu
buniek [41-43].

Okrem spominanej rezistencie voci
konvenénym protinddorovym straté-
giam je existencia hypoxie spojend aj
s horSou prognézou z pohladu chi-
rurgického rieSenia ochorenia. Hlav-
nou pri¢inou je predovsetkym fakt, ze
hypoxické nddory maju predispozi-
ciu k ziskaniu metastatického fenotypu
a invazivnosti, a pre nadorové bunky
je charakteristickd zvysena frekvencia
mutacii [35].

Stratégie stanovenia nadorovej
hypoxie

Nadorovd hypoxia predstavuje rele-
vantny klinicky fenomén, ktory ovplyv-
nuje terapiu a progresiu naddorového
ochorenia ako aj celkové prezivanie
pacientov. Detekcia hypoxickych oblasti
v nadoroch je preto kritickd z pohladu
stratifikdcie pacientov pre optimdlnu
terapiu ako aj z pohladu prognézy
ochorenia.

Jeden znajstarsich sposobov, ktory bol
po prvykrat popisany v roku 1986 Weis-
som a Fleckensteinom, predstavuje lo-
kélne pouzitie polarografickej mikro-
elektrédy v nddorovom tkanive pacienta
in vivo. Aplikaciou tohto merania bola
potvrdend existencia hypoxického mik-
roprostredia v nadorovom tkanive (po-
rovnanie hladiny koncentracie kyslika
v zdravom prsniku — 65 mmHg vs. v prs-
nikovom karcinéme - 30 mmHg) [44].
Kym na jednej strane je tato metdda
vzhladom na technické vybavenie lahko
realizovatelna, tak na druhej strane ma
invazivny charakter a jej pouZzitie je limi-
tované vzhladom k dostupnosti nadoro-
vého tkaniva.

Alternativu k mikroelektréde pred-
stavuje aplikdcia pimonidazolu - nit-
roimidazolovej zlG¢eniny, ktord je redu-
kovana v podmienkach hypoxie a ktord
sa selektivne viaze na makromolekuly
v hypoxickych bunkéach. Pimonidazol
sa poddva pred odberom biopsie a na-
sledne je jeho akumuldcia v hypoxic-
kych oblastiach tkaniva (pod hladinou
koncentracie kyslika 10 mmHg) vizua-
lizovana prostrednictvom Specifickych
protildtok a imunohistochémie [45].
Tento pristup je prinosny nielen z po-
hladu detekcie nadorovej hypoxie pro-
strednictvom tzv. exogénneho markera,
ale aj z dévodu senzitizacie hypoxickych

buniek, ktoré su nasledne citlivejsie vodi
radioterapii [46].

Za posledné dve desatrocia sa do po-
predia dostavaju nové zobrazovacie
stratégie, ktoré ponukaju Sirsi pohlad
vzhladom na lokalizéciu a dynamiku
nadorovej hypoxie. Takyto neinvazivny
pristup stanovenia hypoxie v nadoro-
vom tkanive ponuka napr. pozitronova
emisna tomografia (PET). Tato stratégia
je velmi vhodna nie len preto, Ze ponuka
celkovy pohlad na nadorové tkanivo,
ale aj z dévodu moznosti opakovaného
merania, ako aj Sirokej aplikovatelnosti
pre vsetky typy nadorov. Pre Uspes-
nost a relevantnost zobrazovania je
vsak velmi dolezité, aby mal pouzity ra-
dioaktivne-znaceny nosi¢ optimalne
farmakokinetické parametre a aby bol
minimalizovany signal z pozadia. Zjed-
nodusene sa PET nosice daju rozde-
lit do dvoch skupin vzhladom na to, ¢i
maju alebo nemaju nitroimidazolovy
charaktrer.

Medzi vybranych zastupcov nitroimi-
dazolovej skupiny patria ["®F]-fluoromi-
sonidazol (['®F]-FMISO), ['®F]-fluoroazo-
mycin arabinozid (['®F]-FAZA) a ['®F]-flu-
oroerytronitroimidazol (['®F]-FETNIM).
Mechanizmus ich fungovania spociva
v redukcii NO, skupiny v hypoxickych
bunkach a v naviazani sa vytvorenych
aniénov na makromolekuly nddorovych
buniek. V nekrotickych oblastiach ne-
dochédza k redukcii, v désledku ¢oho
nosi¢ difunduje von z bunky [47]. K za-
stupcom druhej skupiny nosi¢ov pa-
tria ['8F]-fluorodeoxyglukéza (['8F]-FDG;
s pomerne Sirokym klinickym vyuzZiva-
nim) a Cu-ATSM (komplex medi- a di-
thiosemikarbazénu, pri ktorom do-
chadza k redukcii Cu?* na Cu'™). Prvy
zavedeny nosi¢, ['®F]-FMISO, predstavuje
tzv. zlaty Standard a bol najviac pouzi-
vany na identifikaciu hypoxickych ob-
lasti v nddorovych tkanivach pacientov.
V porovnani s novoobjavenymi nosi¢mi
vsak vykazuje suboptimalne vlastnosti.
Do popredia sa preto dostava Cu-ATSM
nosi¢, ktory je ucinnejdie vychytavany
bunkami a poskytuje lepSie zobrazova-
cie moznosti [48]. Navyse kym v pripade
nitroimidazolovych nosi¢ov znacenych
s izotopom ['®F] je polcas rozpadu ne-
celé 2 hod, tak vzhladom na skuto¢nost,
Ze nosi¢ Cu-ATSM moze byt znaceny
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aj s izotopmi s dlhsim pol¢asom roz-
padu (12,7 hod pri [¢*Cu] alebo 61,9 hod
pri [’Cul), je jeho pouzitie vhodné tiez
na predizené merania [49].

Alternativou k PET je magnetickarezo-
nancia (MRI), predovsetkym BOLD MRI
(blood oxygen level dependance MRI).
Princip tejto metddy spociva v existen-
cii deoxyhemoglobinu v hypoxickych
podmienkach, ktory vytvara lokdlny
magneticky gradient a dokaze interago-
vat v externom magnetickom poli [50].
Nevyhoda spociva v negativnom vplyve
distribucie krvi ako aj celkového ob-
jemu krvi v organizme na ziskané udaje.
Metéda ako takd neposkytuje abso-
ldtne hodnoty koncentracie kyslika
v tkanive, ale zachytava len zmeny
v oxygendcii krvi. Okrem BOLD MRI sa
najnovsie objavuje aj DCE MRI (dyna-
mic contrast-enhanced MRI) stratégia
zalozena na nizkomolekulovom gado-
liniovom nosici.

Doposial spominané pristupy zame-
rané na detekciu nadorovej hypoxie pri-
ndasaju mnozstvo vyhod, ale aj mnohé ne-
vyhody. Okrem toho, Ze niektoré z nich
maju invazivny charakter, s pomerne
dost zatazené nadorovou heterogeni-
tou a daju sa uplatnit len prospektivne.
Naproti tomu detekcia tzv.endogénneho
bunkového markera charakteristického
pre hypoxiu umoznuje jeho aplikéciu aj
v retrospektivnych studiach.

Prostrednictvom 3pecifickej protilatky
je mozné pritomnost markera stanovit
imunohistochemicky, rutinnym spdso-
bom, prospektivne aj retrospektivne na
archivovanych vzorkach. Na zaklade zis-
kanych vysledkov je mozné konfronto-
vat expresiu endogénneho hypoxického
markera s histopatologickymi paramet-
rami, progresiou a rekurenciou ochorenia,
vysledkom lie¢by a pod. Okrem moznosti
detekcie samotného realizatora bunkovej
odpovede na hypoxiu - proteinu HIF-1,
ponuka sa aj moznost detekcie jeho cielo-
vych génov (v podobe proteinov), ako
napr. GLUT1 a VEGF. Na zaklade mnohych
doposial publikovanych studii sa za naj-
relevantnejsi marker nddorovej hypoxie
oznacuje protein CA IX.

Karbonicka anhydraza IX
Karbonicka anhydraza IX (CA IX) patri do
rodiny karbonickych anhydraz - zinok-

-viazucich metaloenzymov, ktoré kata-
lyzuju reverzibilnu hydrataciu oxidu uh-
licitého na bikarbonatovy i6n a protén
a prostrednictvom tejto aktivity sa zu-
¢astiiuju na réznorodych biologickych
procesoch.

Prvotné informdcie tykajuce sa identi-
fikacie, charakterizacie a distribucie CA IX
boli ziskané prostrednictvom Specifickej
monoklonovej protilatky M75 [51-53].
Na zaklade imunohistochemickych ana-
lyz ludskych tkaniv je potvrdend expre-
sia proteinu CA IX v prirodzenych pod-
mienkach predovsetkym v tkanivach
traviaceho traktu, hlavne v bunkach sliz-
nice zaludka [54]. Protein CA IX sa tiez
nachadza v epiteli tenkého ¢reva a jeho
expresia klesd smerom ku konecniku.
Na druhej strane v porovnani s obmed-
zenou expresiou CA IX v normalnych
tkanivéach je k dnesnému dnu identifiko-
vané a popisané celé spektrum najroz-
licnejsich typov nadorovych tkaniv deri-
vovanych z obliciek, pazerdka, hrubého
¢reva, pankreasu, pecene, pliuc, mater-
nice, vaje¢nikov, mozgu, prsnika a stitnej
zlazy [55-67].

Hypoxickd regulacia génu CA9 sa usku-
to¢nuje prostrednictvom vdzby tran-
skripéného faktora HIF-1 do oblasti HRE
lokalizovanej v pozicii -10/-3 vzhladom
na transkripény pociatok [68]. V pripade
svetlobunkovych obli¢ckovych nadoroy,
u ktorych v désledku mutacii génu VHL
dochddza k stabilizacii proteinu HIF-1 aj
v normoxickych podmienkach, pozoru-
jeme vysoku hladinu CA IX a tzv. difuzny
profil jej expresie v tkanive [69]. Na dru-
hej strane v pripade nadorov s funk¢-
nym proteinom VHL je expresia proteinu
CA IX viazand do perinekrotickych ob-
lasti a vykazuje tzv. fokalny profil [68].

CA IX predstavuje vysoko aktivny
transmembranovy enzym, ktorého
hlavna funkcia spociva v ochrane hy-
poxickych nadorovych buniek pred in-
traceluldrnou acidézou [70]. V koope-
racii s bikarbonatovymi transportérmi
umoznuje efektivnejsi prenos bikarbo-
natovych iénov do bunky, ¢im neutrali-
zuje vnutrobunkové pH. Navyse akumu-
lacia proténov vo vonkajsom prostredi
vedie k acidifikacii nadorového mikro-
prostredia. Okrem toho protein CA IX
predstavuje aktivny komponent bunko-
vého migrac¢ného aparatu, v ktorom sa

podiela na reguldcii bunkovej adhézie
ako aj pH regulacie na okraji migrujucich
buniek [71]. Vzhladom na spominané
skuto¢nosti méZzeme konstatovat, ze
protein CA IX zohrdva kltucovu ulohu pri
vzniku proinvazivneho nadorového mik-
roprostredia a sucasne predstavuje rele-
vantnu molekulu metastatickej kaskady.

CA IX - marker nadorovej hypoxie
Na zdklade mnohych studii bolo potvr-
dené, Ze expresia CA IX stanovena pro-
strednictvom imunohistochémie, alebo
PCR-amplifikacie je Uzko spojena s agre-
sivnejsim fenotypom a so zlou progné-
zou nadorového ochorenia, s mno-
hymi histopatologickymi parametrami,
s rezistenciou na terapiu a prezivanim
pacientov. Okrem toho vo vztahu k inym
metdédam detekcie hypoxie v nadoro-
vom tkanive bola dokdzand korelacia
medzi CA IX a meraniami s mikroelek-
trédou, resp. medzi CA IX a exogén-
nym markerom hypoxie - pimonidazo-
lom [72-75]. K detekcii CA IX dochddza
v relativne rozsiahlych perinekrotickych
oblastiach, ktoré su tvorené aj mierne
hypoxickymi a/alebo reoxygenovanymi
bunkami. Je teda zrejmé, Ze v porovnani
s imunohistochemickym znacenim pro-
teinu HIF-1 ako aj jeho cielovych génov
(VEGF, GLUT1) dochadza k miernym dis-
krepanciam oproti proteinu CA IX.
Vysvetlenie spociva najma v réznej sen-
zitivite analyzovanych proteinov na hla-
dinu kyslika, v réznych sposoboch regu-
lacie expresie hypoxickych génov, resp.
v rdznej stabilite proteinov (polcas roz-
padu CA IX v okysli¢cenych bunkach je az
38 hod) [76-79]. Navyse Olive et al doka-
zali, ze CA IX exprimujuce bunky z peri-
nekrotickych oblasti su viabilné, klono-
génne a rezistentné vodi ionizujucemu
Ziareniu [73].

S prichodom modernych pristupov za-
loZzenych na multianalyzach bol identifi-
kovany set hypoxickych génov (tzv. hy-
poxic signature), ktorého sucastou je aj
CA IX a ktorého vyznam bol potvrdeny
z pohladu prognézy ochorenia ako aj
predikcie terapie [80-82].

Vzhladom na unikatny profil expresie
proteinu CA IX v nddorovych tkanivach
(v porovnani so zdravymi tkanivami)
ako aj jeho vyznamnu funkciu vo vztahu
k pH reguldcii, adhézii a migracii nado-
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rovych buniek nie je prekvapivé, Ze patri
k pomerne ¢asto Studovanym nadoro-
vym biomarkerom. Vyznamna je vsak
nielen pozicia CA IX ako endogénneho
markera hypoxie a prognostického in-
dikatora, ale aj potencidl proteinu CA IX
sluzit ako terapeuticky ter¢ bud pre Spe-
cifické protilatky alebo inhibitory jeho
enzymatickej aktivity [83].

Zaver

Nadorova hypoxia je klinicky vyznamny
fenomén so zna¢nym vplyvom na se-
lekciu agresivnych nadorovych sub-
populacii a progresiu nadorovej cho-
roby. Poznatky ziskané pri Studiu tohto
javu znacne prispeli k pochopeniu pri-
¢in rezistencie hypoxickych nadorov
voci konvencnej protinddorovej liecbe.
Podnietili tieZ rozvoj novych, cielenych
diagnostickych a terapeutickych stra-
téqii, ktoré pri raciondlnom uplatneni
v onkologickej praxi mozu podstatne
zlepsit klinicky manazment pacientov
s rakovinou.
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