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Súhrn
Kyslík je absolútne nevyhnutný pre fungovanie živých organizmov a zmeny v jeho koncentrá-
cii majú dramatické následky. V nádorovom tkanive zohráva kyslík významnú úlohu v produkcii 
energie a modulácii oxidačno- redukčnej rovnováhy. Výsledkom jeho nedostatočnej hladiny je 
hypoxia, ktorá predstavuje charakteristickú črtu nádorového mikroprostredia. Kľúčovým koordi-
nátorom odpovede na hypoxiu na bunkovej úrovni je hypoxiou- indukovaný transkripčný faktor, 
ktorý reguluje expresiu viac ako stovky génov zapojených do významných bunkových procesov. 
Z klinického hľadiska sú fenotypové zmeny navodené hypoxiou veľmi závažné. Nádorová hypoxia 
je asociovaná s rezistenciou voči terapii, progresiou a rekurenciou ochorenia ako aj so zvýšenou 
mortalitou. Preto intratumorová hypoxia predstavuje vážny terapeutický problém a jej detekcia 
môže prispieť k zlepšeniu stratifi kácie pa cientov pre vhodnú terapiu. V súčasnej dobe dostupné 
stratégie zamerané na detekciu hypoxie v nádorovom tkanive prinášajú pomerne dosť limitácií, 
napr. invazívnosť, nedostupnosť tkaniva, nízku citlivosť, nepresnú interpretáciu a pod. Na druhej 
strane sa však ponúka využitie endogénnych markerov hypoxie, ktorých detekcia prostredníc-
tvom imunohistochémie je pomerne ľahká, dostupná, reprodukovateľná a použiteľná nielen pro-
spektívne, ale aj retrospektívne na archivovaných vzorkách tkanív. Patrí medzi ne napr. karbonická 
anhydráza IX (CA IX), ktorá v súčasnosti predstavuje jeden z prominentných indikátorov chronickej 
hypoxie v nádoroch. Hypoxiou- indukované proteíny (vrátane CA IX) sú zároveň aj potenciálnymi 
terčami protinádorovej terapie a ich praktické využitie je predmetom intenzívneho výskumu.

Kľúčové slová
hypoxia –  nádorové mikroprostredie –  hypoxiou- indukovaný faktor –  rezistencia –  karbonická 
anhydráza IX

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. Insuffi  cient 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 stratifi cation for a suitable treatment. Cur-
rently available strategies directed towards the detection of hypoxic regions within tumor tissue 
suff er 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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Úvod

Hypoxia ako súčasť nádorového mikro-
prostredia a charakteristika pevných ná-
dorov bola po prvýkrát popísaná pred 
viac ako 60 rokmi. Pomerne rýchlo bolo 
zrejmé, že bude predstavovať vážny kli-
nický problém spojený s neúčinnou te-
rapiou. Hoci sa za posledné obdobie 
podarilo prostredníctvom mnohých kli-
nických a experimentálnych štúdií pris-
pieť k pochopeniu hypoxie a jej vplyvu 
na bunkovej/  molekulárnej úrovni, 
cielená terapia hypoxických nádorov 
zostáva naďalej otvorená.

Termín hypoxia používame na ozna-
čenie situácie s nedostatočnou hladinou 
kyslíka, ktorá nastáva nielen v nádoroch, 
ale aj v zdravých tkanivách a v  ranách. 
Naproti tomu normálna hladina kyslíka 
v tkanivách je označovaná ako tkanivová 
normoxia, resp. physioxia a jej hladina je 
medzi tkanivami značne variabilná. Kým 
v  prípade obličky bola dokázaná hla-
dina kyslíka na úrovni 9,5  ±  2,6  %  O2, 
tak v  prípade mozgu je to hodnota 
4,4 ± 0,3 % O2 [1].

Hypoxia rôzneho stupňa je charakteri-
stická pre väčšinu pevných nádorov. Pris-
pieva k nej mnoho rôznych faktorov vrá-
tane rýchleho rastu nádorovej masy a jej 
nedostatočnej vaskularizácie. Je známe, 
že aj v rámci konkrétneho nádora je situá-
cia veľmi heterogénna, a tak odlišujeme 
miesta s miernou hypoxiou (≤ 2 % O2) od 
miest so striktnou hypoxiou (< 0,1 % O2). 
Pritom pre vyjadrenie hladiny koncen-
trácie kyslíka sa najčastejšie v  medi-
cíne používa buď milimeter ortuťového 
stĺpca (1 mmHg = 0,13 % O2 133,322 Pa) 
alebo percento (1  % O2  =  7,6  mmHg, 
1  013  kPa)  [1]. Okrem toho dochádza 
v tkanive často aj k striedaniu fázy hypo-
xie s fázou reoxygenácie.

K vzniku hypoxie dochádza v dôsledku 
proliferácie nádorových buniek, ktoré 
sa dostanú do vzdialenosti prekračujú-
cej difúznu kapacitu kyslíka z najbližšej 
cievy (100– 150 μm) a sú nedostatočne 
zásobované kyslíkom a  nutričnými lát-
kami. Okrem toho cievny systém ná-
dorového tkaniva je veľmi nedokonalý, 
vytvára množstvo slepých zakončení, 
obštrukcií a nefunkčných arterio- venóz-
nych prepojení, čím prispieva k narasta-
júcej absencii kyslíka a živín v tkanive ako 
aj k vytváraniu nádorového mikrospros-

tredia s nižším pH [2]. Dlhodobá existen-
cia hypoxie v nádorovom tkanive má za 
následok odumieranie buniek a  vznik 
nekrotických oblastí obklopených preží-
vajúcimi adaptabilnými bunkami.

Adaptácia buniek na hypoxiu

Hypoxia predstavuje nepriaznivý fak-
tor, ktorý v  mnohých situáciach môže 
viesť k  bunkovej smrti. Avšak práve 
v  dôsledku adaptácie na hypoxiu do-
kážu mnohé bunky prežiť aj spomínané 
nepriaznivé podmienky. V procese adap-
tácie na hypoxiu sa spúšťa kaskáda rôz-
nych zmien v génovej expresii a metabo-
lizme s cieľom eliminovať stres vyvolaný 
hypoxiou a umožniť prežívanie nádoro-
vých buniek (obr. 1A). Výsledkom toho 
je tzv. tolerancia hypoxie, ktorá výrazne 
prispieva k rozvoju karcinogenézy a k re-
zistencii na rádioterapiu a  chemotera-
piu  [3]. Jedným z  prvých adaptačných 
mechanizmov na hypoxiu je inhibícia 
bunkovej smrti. Okrem toho dochádza 
k  indukcii angiogenézy s  cieľom zvý-
šiť okysličenie nádorových buniek. 
Hypoxické nádorové bunky nadobúdajú 
tzv. onkogénny metabolizmus a  pod-
liehajú s vyššou frekvenciou mutáciám. 
Významný je aj vplyv hypoxie na schop-
nosť buniek invadovať a metastázovať. 
Hypoxia tak vytvára selekčný tlak v pro-
spech klonálnej expanzie nádorových 
buniek s agresívnejším fenotypom [4].

Signálna dráha indukovaná 

hypoxiou a hypoxiou- idukovaný 

faktor

Kľúčovú pozíciu pri reakcii na zníženú 
dostupnosť kyslíka na molekulovej 
úrovni má hypoxiou- indukovaný fak-
tor (HIF), ktorý spúšťa expresiu cieľo-
vých génov nevyhnutných pre prežitie 
buniek [5]. HIF je transkripčný faktor re-
gulujúci expresiu génov zodpovedných 
za reakciu bunky na hypoxické prostre-
die. Je to heterodimér tvorený z dvoch 
podjednotiek, z  konštitutívne expri-
movanej β-podjednotky (označovanej 
HIF- β, resp. ARNT) a  z  regulovateľnej 
α-podjednotky, ktorej stabilita a  tran-
skripčná aktivita závisí od koncentrá-
cie kyslíka. Podjednotka α sa nachádza 
v troch izoformách, HIF- 1α, HIF- 2α (inak 
známa ako EPAS- endoteliálny proteín 
s PAS doménou) a HIF- 3α [6].

Regulácia stability a aktivity 

transkripčného faktora HIF- 1

Transkripcia génu HIF- 1α je závislá pre-
dovšetkým na aktivite transkripčného 
faktora SP1. Avšak v promótorovej ob-
lasti génu HIF- 1α sú prítomné väzbové 
miesta aj pre iné transkripčné faktory, 
ako napr. AP- 1, NF- 1, NF-κB. V podmien-
kach hypoxie je účinnosť translácie pro-
teínu HIF- 1α zaručená prostredníc-
tvom existencie IRES (internal ribosome 
entry site) sekvencie v 5’- neprekladanej 
oblasti [7].

Prolyl-  a asparaginylhydroxylácia 

a ubikvitinácia

K degradácii podjednotky HIF- 1α v nor-
moxických podmienkach dochádza 
prostredníctvom degradačnej domény 
závislej od kyslíka (oxygen- depen-
dent degradation domain  –  ODD)  [8]. 
V  ODD doméne sú dva prolylové zvy-
šky (Pro564 a Pro402), ktoré sú hydroxylo-
vané enzýmami s prolyl hydroxylázovou 
doménou (prolyl hydroxylase domain –  
PHD), pričom k spomínanej reakcii do-
chádza v  závislosti od kyslíka a  iónov 
železa (Fe2+)  [9,10]. Doposiaľ boli iden-
tifi kované tri prolyl hydroxylázy závislé 
na 2- oxoglutaráte (PHD1, PHD2 a PHD3), 
ktorých aktivita je v podmienkach buď 
hypoxie alebo pri nahradení Fe2+ alebo 
2- oxoglutarátu potlačená, čo vedie k sta-
bilizácii HIF-1 α podjednotky [11]. Štúdie 
založené na RNA interferencii odhalili, že 
vo väčšine buniek je pre aktiváciu pro-
teínu HIF postačujúce potlačenie akti-
vity PHD2 [12,13]. Za normálnych okol-
ností je vo väčšine buniek dominantný 
enzým PHD2, avšak v podmienkach so 
zvýšenou expresiou PHD1  (napr. v  od-
povedi na stimuláciu hormónmi) alebo 
PHD3  (napr. pri predĺženom trvaní hy-
poxie) dochádza k posilneniu ich funk-
cie v  rámci hydroxylácie podjednotky 
HIF- 1α [13].

Pri degradácii podjednotky HIF- 1α 
sú hydroxylované prolíny rozpozná-
vané nádorovým supresorovým pro-
teínom von Hippel- Lindau (VHL), ktorý 
sa spolu s elongínom B a C, Cullinom 2
a  Rbx podieľa na vytvorení funkčnej 
E3 ubikvitín ligázy (pVHL-elonginB- elen-
ginC- Cul2- Rbx) ubikvitinujúcej pod-
jednotku HIF- 1α pred následnou de-
gradáciou v  proteazóme (obr.  1B)  [14]. 
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K degradácii podjednotky HIF- 1α v nor-
moxii dochádza za menej ako 5 minút. 
Proteín HIF- 1α má okrem bHLH/ PAS 
a  ODD domény aj transaktivačnú do-
ménu (N- TAD t.j. N-terminálnu resp. 
C- TAD t.j. C-terminálnu)  [15]. V  rámci 
C- TAD domény dochádza k  hydroxylá-
cii asparagínových zvyškov (Asn803) pro-
stredníctvom asparaginyl hydroxylázy 
závislej na 2- oxoglutaráte (inak označo-
vanej ako FIH  –  faktor inhibujúci HIF). 
Spomínaná hydroxylácia bráni navia-
zaniu sa ko- aktivátorov CBP (CREB- väz-
bový proteín) a  p300, čím dochádza 
k  inhibícii transaktivácie HIF- 1α v  nor-
moxických podmienkach [7,16].

V hypoxii sú enzýmy PHD aj FIH 
v  dôsledku nízkej hladiny O2  inaktivo-
vané, čo má za následok stabilizáciu pod-
jednotky HIF- 1α, jej translokáciu do jadra 
a  dimerizáciu s  podjednotkou HIF- 1β. 
Takto vytvorený komplex HIF- 1 sa spolu 
s  ko- aktivátormi (CBP/ p300, Ref- 1, 
SRC- 1, TIF2) viaže na hypoxické respon-
zívne elementy (HRE- hypoxia response 
element; 5’- G/ ACGTG- 3’) nachádzaj-
úce sa v  promótorových, resp. enhan-
cerových oblastiach jednotlivých hy-
poxiou- regulovaných cieľových génov 
a  spúšťa ich transkripciu (obr.  1B). 
Najznámejšie cieľové gény sú zahr-
nuté vo viacerých významných proce-
soch, akými sú glykolýza, erytropoéza 
a angiogenéza [17,18].

Fosforylácia

Fosforylácia podjednotky HIF- 1α je rea-
lizovaná prostredníctvom p42/ p44 
a p38 kináz. Vzhľadom na osem seríno-
vých zvyškov v HIF- 1α, ktoré môžu byť 
fosforylované prostredníctvom mitogé-
nom- aktivovanej proteín kinázy (mito-
gen-activated protein kinases –  MAPK), 
platí, že aktivovaná MAPK signálna 
dráha vedie k zvýšenej transkripčnej ak-
tivite komplexu HIF- 1  [19]. Transakti-
vačná funkcia komplexu HIF- 1 je zvýšená 
nielen v dôsledku preferenčne zvýšenej 
väzby HIF- β k fosforylovanej α- podjed-
notke, ale aj v dôsledku toho, že fosfory-
lácia Thr796 bráni hydroxylácii Asn803 pro-
stredníctvom proteínu FIH [20,21].

Okrem horeuvedených modifikácií 
bola vo vzťahu k regulácii stability a akti-
vity proteínu HIF- 1α popísaná aj lyzínace-
tylácia, nitrozylácia a sumoylácia [22– 24].

Obr. 1A. Molekulárne mechanizmy vedúce k hypoxickej tolerancii. 

1B. Regulácia stabilizácie a transaktivácie transkripčného faktora HIF-1 v závislosti od 

kyslíka. V normoxických podmienkach dochádza k hydroxylácii podjednotky HIF-1α pro-
stredníctvom prolyl hydroxyláz (PHD) a asparaginyl hydroxyláz (FIH). Hydroxylované pro-
líny sú rozpoznávané nádorovým supresorovým proteínom von Hippel-Lindau (VHL). 
Po ubikvitinácii je podjednotka HIF-1α degradovaná v proteazóme. V hypoxických podm-
ienkach nedochádza k hydroxylácii HIF-1α a následne ani k VHL-sprostredkovanej degra-
dácii, čoho výsledkom je stabilizácia a dimerizácia s podjednotkou HIF-1β. Po translokácii 
do jadra a rozpoznaní hypoxického-responzívneho elementu (HRE) je aktivovaná tran-
skripcia hypoxiou-regulovaných génov napr. karbonickej anhydrázy 9 (CA9).
1C. Rezistencia hypoxických nádorov voči terapii a jej klinický význam.
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hodnoty intracelulárneho pH sú medzi 
nádorovými a  zdravými bunkami po-
rovnateľné. Stabilné intracelulárne pH 
je pre každú bunku nevyhnutné. K jeho 
udržiavaniu prispieva expresia viace-
rých membránových transportérov a vý-
menníkov, medzi ktoré patria napr. mo-
nokarboxylátový transportér (MCT4) 
alebo sodíkovo- vodíkový výmenník 
(NHE1). Do  skupiny hypoxiou- induko-
vaných génov, ktorých produkty sa po-
dieľajú na regulácii pH, patrí aj membrá-
nová karbonická anhydráza IX (CA  IX). 
V  podmienkach hypoxie dochádza 
okrem doposiaľ spomínaných génov aj 
k  indukcii expresie génov zodpoved-
ných za bunkovú proliferáciu, adhéziu, 
invazívnosť a i. [33].

Nádorová hypoxia a jej klinický 

význam

Na základe mnohých klinických štúdií 
je zrejmé, že hypoxické nádory sú rezi-
stentnejšie voči dostupnej protinádoro-
vej terapii, vrátane rádio-  a chemotera-
pie  [34]. K  chemorezistencii dochádza 
nielen na základe faktu, že aplikované 
chemoterapeutiká sú vzhľadom k nedo-
statočnej cievnej sieti neefektívne doru-
čované do hypoxických oblastí nádorov, 
ale aj kvôli zníženej proliferačnej aktivite 
hypoxických buniek a zníženej apoptóze 
(v dôsledku mutácie p53) (obr. 1C) [35]. 
K chemorezistencii prispieva tiež hypo-
xiou- indukovaná expresia génu mno-
hopočetnej liekovej rezistenice (MDR1), 
v  promótorovej oblasti ktorého sa na-
chádza funkčné HRE miesto a  produk-
tom ktorého je P- glykoproteín  [36]. 
Takto rezistentné bunky nie sú prostred-
níctvom konvenčnej chemoterapie efek-
tívne eliminované.

Nádorová hypoxia predstavuje vážny 
problém aj z  hľadiska rádioterapie. 
Pa cienti s  hypoxickými nádormi do-
sahujú oveľa horšie liečebné výsledky 
s  celkovo kratšou dobou prežívania. 
Fenomén rádiorezistencie bol po prvý-
krát popísaný v  roku 1955 Thomlinso-
nom a Grayom, ktorí odhalili prítomnosť 
hypoxických nádorových buniek v ma-
lígnych nádoroch [37]. Rádiosenzitivita 
tkanív je založená na fakte, že dobre 
okysličené tkanivá sú senzitívnejšie na 
letálny efekt ionizujúceho žiarenia na-
koľko molekuly kyslíka reagujú s vznika-

podieľajú na erytropoéze, angiogenéze 
a metabolizme glukózy [28,29]. Najstarší 
a najviac preskúmaný mechanizmus re-
gulácie transkripcie v podmienkach hy-
poxie je známy pre hormón erytropoetín 
(EPO) produkovaný prevažne v  obličke 
a  nevyhnutný pre erytropoézu  [30]. 
V podmienkach s nízkou hladinou kyslíka 
je indukovaná expresia EPO, ktorá vedie 
k  zvýšenej tvorbe červených krviniek 
v snahe zachovať homeostázu dostatoč-
ným prísunom kyslíka do tkanív. Hypo-
xia indukuje aj expresiu vaskulárneho 
endotelového rastového faktora (VEGF) 
a jeho receptora (VEGFR), ktoré sa zúčast-
ňujú na angiogenéze a stimulujú prolife-
ráciu endotelových buniek. Okrem toho 
je cirkulácia krvi regulovaná cievnym tla-
kom prostredníctvom produkcie: NO 
(NO syntázou  –  iNOS), CO (hém oxyge-
názou 1 –  HO- 1), endotelínu (ET- 1), adre-
nomedulínu (ADM) a α1B-adrenergného 
receptora. V hypoxii dochádza aj k zvý-
šenej expresii proteínov, akými sú mat-
rixová metaloproteináza (MMP), inhibí-
tor plazminogénového aktivátora (PAI) 
a angiopoetín [28].

Expresia génov erytropoézy a angio-
genézy je zahrnutá v  celkovej a  systé-
movej odpovedi organizmu na hypoxiu. 
Okrem toho však prebiehajú aj reakcie na 
úrovni bunky. Jednou z nich je prepnutie 
bunky z aeróbneho na anaeróbny meta-
bolizmus. Spomínaný efekt, ktorý zahŕňa 
zníženie oxidačnej fosforylácie a zvýše-
nie anaeróbnej glykolýzy, bol po prvý-
krát popísaný Pasteurom. V  dôsledku 
anaeróbnej glykolýzy je však hladina vy-
tvoreného ATP nedostatočná. Z dôvodu 
zvýšeného príjmu glukózy do bunky je 
indukovaná expresia glukózových trans-
portérov (GLUT1 a GLUT3). Okrem toho 
však dochádza aj k  indukcii a zvýšenej 
aktivite glykolytických enzýmov (napr. 
hexokináza 1/ 2  –  HK1/ 2, laktát dehyd-
rogenáza A  –  LDHA, pyruvát dehydro-
genáza kináza 1 –  PDK1). Ich expresia je 
regulovaná práve prostredníctvom kom-
plexu HIF- 1 a v procese adaptácie bunky 
na hypoxické prostredie [31,32].

V hypoxii pozorujeme okrem zmien 
v metabolizme buniek aj iné javy. Jed-
ným z nich je acidóza, ktorá v nádoro-
vých bunkách spôsobuje kyslejšie ex-
tracelulárne pH oproti extracelulárnemu 
pH v  zdravom tkanive. Naproti tomu 

Ostatné izoformy α- podjednotky 

proteínu HIF

Vzhľadom na podobnú štruktúru a ami-
nokyselinovú sekvenciu medzi podjed-
notkami HIF- 1α a  HIF- 2α je zrejmé, že 
budú mať aj podobné mechanizmy re-
gulácie. Okrem toho však existujú aj 
rozdiely, napr. v distribúcii jednotlivých 
izoforiem. Kým HIF- 1α mRNA je expri-
movaná vo väčšine ľudských tkanív, tak 
expresia HIF- 2α je obmedzená a  skôr 
špecifi cká pre endotelové bunky [25].

Podjednotka HIF- 3α je v  hypoxic-
kých podmienkach schopná rovnako 
ako ostatné dve izoformy dimerizácie 
s  β- podjednotkou a  následnej trans-
aktivácie cieľových génov  [26]. Dopo-
siaľ bolo identifi kovaných niekoľko skrá-
tených variantov HIF- 3α vznikajúcich 
v  dôsledku zostrihu (splicingu). Z  nich 
najviac charakterizovaný je tzv. inhibičný 
proteín s PAS doménou (IPAS), ktorý je 
skrátený o časť nachádzajúcu sa za PAS 
B doménou. Vzhľadom na chýbajúce do-
mény (ODD a TAD) nie je IPAS schopný 
transaktivácie cieľových génov. Jeho 
expresia však môže byť v  hypoxických 
podmienkach zvýšená prostredníctvom 
HIF- 1α transaktivácie. Naproti tomu bolo 
pozorované, že IPAS má dominantne ne-
gatívny vplyv na HIF- 1α, čo naznačuje 
existenciu negatívnej spätnej väzby [27].

Hypoxiou- indukované cieľové 

gény a ich úloha v bunke

S ohľadom na in vivo rozdiely medzi jed-
notlivými bunkami a tkanivami, ktoré sa 
na zmeny v  dostupnosti kyslíka musia 
nevyhnutne adaptovať, nie je vôbec 
prekvapivé, že dôsledky vyvolané akti-
váciou transkripčného komplexu HIF sa 
od bunky k bunke líšia. Jednou z foriem 
adaptácie nádorových buniek na hypo-
xiu je pomerne rýchle zníženie syntézy 
proteínov (až na úroveň 30– 40  % nor-
málnej hladiny), nakoľko proteosyntéza 
predstavuje energeticky náročný proces, 
ktorý je pre bunku v takto obmedzených 
podmienkach neudržateľný (obr. 1A) [3]. 
Na druhej strane napriek zníženej hla-
dine proteosyntézy existuje skupina 
proteínov, ktorých hladina je v  pod-
mienkach hypoxie indukovaná.

V dnešnej dobe je známa viac ako stovka 
cieľových génov, ktoré sú rozpoznávané 
transkripčným komplexom HIF a ktoré sa 
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buniek, ktoré sú následne citlivejšie voči 
rádioterapii [46].

Za posledné dve desaťročia sa do po-
predia dostávajú nové zobrazovacie 
stratégie, ktoré ponúkajú širší pohľad 
vzhľadom na lokalizáciu a  dynamiku 
nádorovej hypoxie. Takýto neinvazívny 
prístup stanovenia hypoxie v  nádoro-
vom tkanive ponúka napr. pozitrónová 
emisná tomografi a (PET). Táto stratégia 
je veľmi vhodná nie len preto, že ponúka 
celkový pohľad na nádorové tkanivo, 
ale aj z dôvodu možnosti opakovaného 
merania, ako aj širokej aplikovateľnosti 
pre všetky typy nádorov. Pre úspeš-
nosť a  relevantnosť zobrazovania je 
však veľmi dôležité, aby mal použitý rá-
dioaktívne-značený nosič optimálne 
farmakokinetické parametre a  aby bol 
minimalizovaný signál z pozadia. Zjed-
nodušene sa PET nosiče dajú rozde-
liť do dvoch skupín vzhľadom na to, či 
majú alebo nemajú nitroimidazolový 
charaktrer.

Medzi vybraných zástupcov nitroimi-
dazolovej skupiny patria [18F]- fl uoromi-
sonidazol ([18F]- FMISO),  [18F]- fl uoroazo-
mycín arabinozid ([18F]- FAZA) a [18F]- fl u-
oroerytronitroimidazol ([18F]- FETNIM). 
Mechanizmus ich fungovania spočíva 
v  redukcii NO2  skupiny v  hypoxických 
bunkách a  v  naviazaní sa vytvorených 
aniónov na makromolekuly nádorových 
buniek. V  nekrotických oblastiach ne-
dochádza k  redukcii, v  dôsledku čoho 
nosič difunduje von z bunky  [47]. K zá-
stupcom druhej skupiny nosičov pa-
tria [18F]- fl uorodeoxyglukóza ([18F]- FDG; 
s  pomerne širokým klinickým využíva-
ním) a  Cu- ATSM (komplex medi-  a  di-
thiosemikarbazónu, pri ktorom do-
chádza k  redukcii Cu2+ na Cu1+). Prvý 
zavedený nosič, [18F]- FMISO, predstavuje 
tzv. zlatý štandard a bol najviac použí-
vaný na identifi káciu hypoxických ob-
lastí v nádorových tkanivách pa cientov. 
V porovnaní s novoobjavenými nosičmi 
však vykazuje suboptimálne vlastnosti. 
Do popredia sa preto dostáva Cu- ATSM 
nosič, ktorý je účinnejšie vychytávaný 
bunkami a poskytuje lepšie zobrazova-
cie možnosti [48]. Navyše kým v prípade 
nitroimidazolových nosičov značených 
s  izotopom  [18F] je polčas rozpadu ne-
celé 2 hod, tak vzhľadom na skutočnosť, 
že nosič Cu- ATSM môže byť značený 

Okrem spomínanej rezistencie voči 
konvenčným protinádorovým straté-
giám je existencia hypoxie spojená aj 
s  horšou prognózou z  pohľadu chi-
rurgického riešenia ochorenia. Hlav-
nou príčinou je predovšetkým fakt, že 
hypoxické nádory majú predispozí-
ciu k získaniu metastatického fenotypu 
a  invazívnosti, a  pre nádorové bunky 
je charakteristická zvýšená frekvencia 
mutácií [35].

Stratégie stanovenia nádorovej 

hypoxie

Nádorová hypoxia predstavuje rele-
vantný klinický fenomén, ktorý ovplyv-
ňuje terapiu a  progresiu nádorového 
ochorenia ako aj celkové prežívanie 
pa cientov. Detekcia hypoxických oblastí 
v nádoroch je preto kritická z pohľadu 
stratifikácie pa cientov pre optimálnu 
terapiu ako aj z  pohľadu prognózy 
ochorenia.

Jeden z najstarších spôsobov, ktorý bol 
po prvýkrát popísaný v roku 1986 Weis-
som a Fleckensteinom, predstavuje lo-
kálne použitie polarografickej mikro-
elektródy v nádorovom tkanive pa cienta 
in vivo. Aplikáciou tohto merania bola 
potvrdená existencia hypoxického mik-
roprostredia v nádorovom tkanive (po-
rovnanie hladiny koncentrácie kyslíka 
v zdravom prsníku –  65 mmHg vs. v prs-
níkovom karcinóme  –  30  mmHg)  [44]. 
Kým na jednej strane je táto metóda 
vzhľadom na technické vybavenie ľahko 
realizovateľná, tak na druhej strane má 
invazívny charakter a jej použitie je limi-
tované vzhľadom k dostupnosti nádoro-
vého tkaniva.

Alternatívu k  mikroelektróde pred-
stavuje aplikácia pimonidazolu  –  nit-
roimidazolovej zlúčeniny, ktorá je redu-
kovaná v podmienkach hypoxie a ktorá 
sa selektívne viaže na makromolekuly 
v  hypoxických bunkách. Pimonidazol 
sa podáva pred odberom bio psie a ná-
sledne je jeho akumulácia v  hypoxic-
kých oblastiach tkaniva (pod hladinou 
koncentrácie kyslíka 10  mmHg) vizua-
lizovaná prostredníctvom špecifi ckých 
protilátok a  imunohistochémie  [45]. 
Tento prístup je prínosný nielen z  po-
hľadu detekcie nádorovej hypoxie pro-
stredníctvom tzv. exogénneho markera, 
ale aj z dôvodu senzitizácie hypoxických 

júcimi voľnými radikálmi v miestach po-
škodenia DNA a  fi xujú ich, v  dôsledku 
čoho dochádza k  bunkovej smrti. 
Výsledkom nedostatočnej hladiny kys-
líka je až trojnásobne vyššia rezisten-
cia hypoxických buniek voči rádiotera-
pii v porovnaní so situáciou v normoxii.

Súčasné chemo-  a  rádioterapeutické 
prístupy sú v dôsledku hypoxiou- indu-
kovanej rezistencie schopné dostatočne 
a účinne eliminovať len senzitívne nádo-
rové bunky. Rezistentné bunky sú ochrá-
nené a  následne poskytujú základ pre 
relaps ochorenia a vznik nových nádo-
rov a metastáz, ktoré sú malígnejšie, in-
vazívnejšie a rezistentnejšie, čím sa pro-
gnóza pa cienta výrazne zhoršuje. Preto 
sa do pozornosti dostávajú nové straté-
gie, ktoré by prispeli k  riešeniu spomí-
naného problému. V  prípade rádiote-
rapie sa využíva zvýšenie oxygenácie 
tumoru (prostredníctvom hyperbarickej 
oxygenácie, transfúzie a  aplikácie ery-
tropoetínu) a  frakcionovaná rádiotera-
pia. Prínosom frakcionácie je dosiahnu-
tie vyváženého účinku rádioterapie, 
t.j. maximálny bio logický účinok na ná-
dorové bunky a súčasne minimálny úči-
nok na zdravé tkanivo  [38]. V  prípade 
chemoterapie sa ako riešením javí využi-
tie metronomickej chemoterapie, ktorá 
je založená na dlhodobom podávaní níz-
kych dávok chemoterapie. Na rozdiel od 
konvenčnej chemoterapie je účinnejšia 
a dobre tolerovaná [39].

V súvislosti s  rezistenciou na terapiu 
sa v  súčasnej dobe do pozornosti do-
stáva aj problematika nádorových kme-
ňových buniek, ktoré sa podieľajú na 
raste a  udržiavaní nádorov a  prispie-
vajú k rekurencii nádorového ochorenia 
po terapii [40]. Hypoxia prispieva k de-
diferenciácii nádorových buniek ako aj 
k navodeniu a udržiavaniu kmeňového 
fenotypu. Hoci mechanizmy a signálne 
dráhy ovplyvňujúce hypoxiu a nádorové 
kmeňové bunky nie sú úplne objasnené, 
výsledky výskumu poukazujú na inter-
akciu medzi transkripčným faktorom 
HIF- 1α a trankripčnými faktormi zodpo-
vednými za fenotyp kmeňových buniek, 
napr. Sox2, Klf4, c- Myc, Oct4  a  Nanog 
ako aj signálnymi dráhami napr. Notch, 
Wnt alebo Smad/ TGFβ, ktoré sú zod-
povedné za proliferáciu a diferenciáciu 
buniek [41– 43].
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podieľa na regulácii bunkovej adhézie 
ako aj pH regulácie na okraji migrujúcich 
buniek  [71]. Vzhľadom na spomínané 
skutočnosti môžeme konštatovať, že 
proteín CA IX zohráva kľúčovú úlohu pri 
vzniku proinvazívneho nádorového mik-
roprostredia a súčasne predstavuje rele-
vantnú molekulu metastatickej kaskády.

CA IX –  marker nádorovej hypoxie

Na základe mnohých štúdií bolo potvr-
dené, že expresia CA IX stanovená pro-
stredníctvom imunohistochémie, alebo 
PCR- amplifi kácie je úzko spojená s agre-
sívnejším fenotypom a so zlou prognó-
zou nádorového ochorenia, s  mno-
hými histopatologickými parametrami, 
s rezistenciou na terapiu a  prežívaním 
pa cientov. Okrem toho vo vzťahu k iným 
metódam detekcie hypoxie v  nádoro-
vom tkanive bola dokázaná korelácia 
medzi CA IX a  meraniami s  mikroelek-
tródou, resp. medzi CA IX a  exogén-
nym markerom hypoxie –  pimonidazo-
lom [72– 75]. K detekcii CA IX dochádza 
v relatívne rozsiahlych perinekrotických 
oblastiach, ktoré sú tvorené aj mierne 
hypoxickými a/ alebo reoxygenovanými 
bunkami. Je teda zrejmé, že v porovnaní 
s imunohistochemickým značením pro-
teínu HIF- 1 ako aj jeho cieľových génov 
(VEGF, GLUT1) dochádza k miernym dis-
krepanciám oproti proteínu CA IX. 
Vysvetlenie spočíva najmä v rôznej sen-
zitivite analyzovaných proteínov na hla-
dinu kyslíka, v rôznych spôsoboch regu-
lácie expresie hypoxických génov, resp. 
v rôznej stabilite proteínov (polčas roz-
padu CA IX v okysličených bunkách je až 
38 hod) [76– 79]. Navyše Olive et al doká-
zali, že CA IX  exprimujúce bunky z peri-
nekrotických oblastí sú viabilné, klono-
génne a rezistentné voči ionizujúcemu 
žiareniu [73].

S príchodom moderných prístupov za-
ložených na multianalýzach bol identifi -
kovaný set hypoxických génov (tzv. hy-
poxic signature), ktorého súčasťou je aj 
CA IX a ktorého význam bol potvrdený 
z  pohľadu prognózy ochorenia ako aj 
predikcie terapie [80– 82].

Vzhľadom na unikátny profi l expresie 
proteínu CA IX v nádorových tkanivách 
(v  porovnaní so zdravými tkanivami) 
ako aj jeho významnú funkciu vo vzťahu 
k pH regulácii, adhézii a migrácii nádo-

-viažúcich metaloenzýmov, ktoré kata-
lyzujú reverzibilnú hydratáciu oxidu uh-
ličitého na bikarbonátový ión a protón 
a  prostredníctvom tejto aktivity sa zú-
častňujú na rôznorodých bio logických 
procesoch.

Prvotné informácie týkajúce sa identi-
fi kácie, charakterizácie a distribúcie CA IX 
boli získané prostredníctvom špecifi ckej 
monoklonovej protilátky M75  [51– 53]. 
Na základe imunohistochemických ana-
lýz ľudských tkanív je potvrdená expre-
sia proteínu CA IX v prirodzených pod-
mienkach predovšetkým v  tkanivách 
tráviaceho traktu, hlavne v bunkách sliz-
nice žalúdka  [54]. Proteín CA IX sa tiež 
nachádza v epiteli tenkého čreva a jeho 
expresia klesá smerom ku konečníku. 
Na druhej strane v porovnaní s obmed-
zenou expresiou CA IX v  normálnych 
tkanivách je k dnešnému dňu identifi ko-
vané a popísané celé spektrum najroz-
ličnejších typov nádorových tkanív deri-
vovaných z obličiek, pažeráka, hrubého 
čreva, pankreasu, pečene, pľúc, mater-
nice, vaječníkov, mozgu, prsníka a štítnej 
žľazy [55– 67].

Hypoxická regulácia génu CA9 sa usku-
točňuje prostredníctvom väzby tran-
skripčného faktora HIF- 1 do oblasti HRE 
lokalizovanej v pozícii – 10/ – 3 vzhľadom 
na transkripčný počiatok [68]. V prípade 
svetlobunkových obličkových nádorov, 
u ktorých v dôsledku mutácií génu VHL 
dochádza k stabilizácii proteínu HIF- 1 aj 
v normoxických podmienkach, pozoru-
jeme vysokú hladinu CA IX a tzv. difúzny 
profi l jej expresie v tkanive [69]. Na dru-
hej strane v  prípade nádorov s  funkč-
ným proteínom VHL je expresia proteínu 
CA IX viazaná do perinekrotických ob-
lastí a vykazuje tzv. fokálny profi l [68].

CA IX predstavuje vysoko  aktívny 
transmembránový enzým, ktorého 
hlavná funkcia spočíva v  ochrane hy-
poxických nádorových buniek pred in-
tracelulárnou acidózou  [70]. V  koope-
rácii s  bikarbonátovými transportérmi 
umožňuje efektívnejší prenos bikarbo-
nátových iónov do bunky, čím neutrali-
zuje vnútrobunkové pH. Navyše akumu-
lácia protónov vo vonkajšom prostredí 
vedie k  acidifi kácii nádorového mikro-
prostredia. Okrem toho proteín CA IX 
predstavuje aktívny komponent bunko-
vého migračného aparátu, v ktorom sa 

aj s  izotopmi s  dlhším polčasom roz-
padu (12,7 hod pri [64Cu] alebo 61,9 hod 
pri  [67Cu]), je jeho použitie vhodné tiež 
na predĺžené merania [49].

Alternatívou k PET je magnetická rezo-
nancia (MRI), predovšetkým BOLD MRI 
(blood oxygen level dependance MRI). 
Princíp tejto metódy spočíva v existen-
cii deoxyhemoglobínu v  hypoxických 
podmienkach, ktorý vytvára lokálny 
magnetický gradient a dokáže interago-
vať v externom magnetickom poli [50]. 
Nevýhoda spočíva v negatívnom vplyve 
distribúcie krvi ako aj celkového ob-
jemu krvi v organizme na získané údaje. 
Metóda ako taká neposkytuje abso-
lútne hodnoty koncentrácie kyslíka 
v  tkanive, ale zachytáva len zmeny 
v oxygenácii krvi. Okrem BOLD MRI sa 
najnovšie objavuje aj DCE MRI (dyna-
mic contrast- enhanced MRI) stratégia 
založená na nízkomolekulovom gado-
líniovom nosiči.

Doposiaľ spomínané prístupy zame-
rané na detekciu nádorovej hypoxie pri-
nášajú množstvo výhod, ale aj mnohé ne-
výhody. Okrem toho, že niektoré z nich 
majú invazívny charakter, sú pomerne 
dosť zaťažené nádorovou heterogeni-
tou a dajú sa uplatniť len prospektívne. 
Naproti tomu detekcia tzv. endogénneho 
bunkového markera charakteristického 
pre hypoxiu umožňuje jeho aplikáciu aj 
v retrospektívnych štúdiách.

Prostredníctvom špecifi ckej protilátky 
je možné prítomnosť markera stanoviť 
imunohistochemicky, rutinným spôso-
bom, prospektívne aj retrospektívne na 
archivovaných vzorkách. Na základe zís-
kaných výsledkov je možné konfronto-
vať expresiu endogénneho hypoxického 
markera s  histopatologickými paramet-
rami, progresiou a rekurenciou ochorenia, 
výsledkom liečby a pod. Okrem možnosti 
detekcie samotného realizátora bunkovej 
odpovede na hypoxiu  –  proteínu HIF- 1, 
ponúka sa aj možnosť detekcie jeho cieľo-
vých génov (v  podobe proteínov), ako 
napr. GLUT1 a VEGF. Na základe mnohých 
doposiaľ publikovaných štúdií sa za naj-
relevantnejší marker nádorovej hypoxie 
označuje proteín CA IX.

Karbonická anhydráza IX

Karbonická anhydráza IX (CA IX) patrí do 
rodiny karbonických anhydráz –  zinok- 
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rových buniek nie je prekvapivé, že patrí 
k  pomerne často študovaným nádoro-
vým bio markerom. Významná je však 
nielen pozícia CA IX ako endogénneho 
markera hypoxie a  prognostického in-
dikátora, ale aj potenciál proteínu CA IX 
slúžiť ako terapeutický terč buď pre špe-
cifi cké protilátky alebo inhibítory jeho 
enzymatickej aktivity [83].

Záver

Nádorová hypoxia je klinicky významný 
fenomén so značným vplyvom na se-
lekciu agresívnych nádorových sub-
populácií a  progresiu nádorovej cho-
roby. Poznatky získané pri štúdiu tohto 
javu značne prispeli k pochopeniu prí-
čin rezistencie hypoxických nádorov 
voči konvenčnej protinádorovej liečbe. 
Podnietili tiež rozvoj nových, cielených 
dia gnostických a  terapeutických stra-
tégií, ktoré pri racionálnom uplatnení 
v  onkologickej praxi môžu podstatne 
zlepšiť klinický manažment pa cientov 
s rakovinou.
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