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Dwa oblicza hipoksji nowotworow

Anna Gasinskal- 2, Beata Biesaga!

Hipoksja stanowi problem terapeutyczny, poniewaz powoduje opornos¢ na promieniowanie o niskiej gestosci jonizacji
i niektore rodzaje chemioterapii. Obecnie uwaza sig, ze hipoksja wywoluje dwojakiego rodzaju reakcje. Obnizone stezenie
tlenu <1% (pO, <7 mm Hg) z jednej strony, powoduje zahamowanie proliferacji i réznicowania oraz apoptoze i nekroze
komorek. Z drugiej strony, na skutek procesow przystosowawczych, polegajqcych na zmianie ekspresji genow, umozliwia
tworzenie agresywnego fenotypu komorek, ulatwiajgcego wzrost i rozsiew nowotworu. Ostatnio wyrdzniono w nowotworach
cztery hipotetyczne subpopulacje komdorek hipoksycznych: zwigzane ze zroznicowaniem, zwigzane z ograniczonq dyfuzjq tlenu
(chroniczna hipoksja), zwigzane z ograniczong perfuzjq krwi (ostra lub przejsciowa hipoksja) oraz komorki przystosowane
(adaptowane) do zZycia w hipoksji. Obecnie uwaza sie, ze wigksze znaczenie moze mie¢ wyrdznienie subpopulacji komdrek
umiarkowanie utlenowanych (p0, 0,5-20 mm Hg) dla okreslenia obnizonej chemio- i promienioczutosci komorek, niz
subpopulacji znajdujqcych sie w chronicznej hipoksji. Metody stosowane obecnie w praktyce klinicznej do wyrdznienia
hipoksycznych komdrek sq niezadawalajgce. Jednak postep technik obrazowania hipoksji wskazuje, ze w niedalekiej
przyszlosci bedzie mozliwe rozroznienie zmian w poziomie utlenowania komorek oraz rozroznienie chronicznej i ostrej
hipoksji. Rowniez metody z wykorzystaniem markerow molekularnych, odzwierciedlajqce zmiany w profilu genetycznym
i ekspresji bialek, mogq przyczynic si¢ do indywidualizowania leczenia przeciwnowotworowego.

The two apects of tumour hypoxia

Hypoxia is a therapeutic problem as it renders solid tumours resistant to sparsely ionizing radiation and some forms of
chemotherapy. At present it is postulated that tumour hypoxia induces two types of reactions. On the one hand tissue O,
concentration <1 % (pO, <7 mm Hg) can restrict cell proliferation and induce apoptosis and necrosis. On the other
hand, there are clones within the tumour that are adapted to hypoxia through modification of gene expression, and they are
responsible for creating an aggressive phenotype which can promote local and distant spread.

We may, for the present, distinguish 4 dissimilar compartments within the hypoxic component of tumours. They are hypoxia
associated with differentiation, diffusion-limited (chronic), and perfusion-limited (acute or transient) and hypoxia adapted
cells. It is assumed that moderately (p0, 0.5-20 mm Hg), not severely, hypoxic cells may be of the greatest importance in
determining biological resistance. The methods of assessing hypoxia currently applied in clinical practice are not satisfactory.
However, recent advances in imaging technologies suggest that in the near future it might be possible to track temporal
changes in O, level and acute and chronic hypoxic tumour subfractions. The ultimate goal is understanding tumour biology
basing on the clinical biomarkers that reflect hypoxia-associated genetic or proteomic signatures in tumour cells, in order to
individualize therapy.

Stowa kluczowe: hipoksja, hipoksja ostra, hipoksja chroniczna, komorki adaptowane do hipoksji, metody oceny
hipoksji
Key words: hypoxia, acute hypoxia, chronic hypoxia, cells adapted to hypoxia, hypoxia assessment methods

Od dziesiecioleci wiadomo, ze obnizone ciSnienie par-
cjalne tlenu (niedotlenowanie) komorek nowotworowych
prowadzi do opornosci na leczenie (promieniowaniem
i chemiczne) oraz zwigksza ryzyko powstawania przerzu-
tow [1]. Na zjawisko niedotlenowania tkanek (hipoksjg)
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i zwigzang z tym promieniooporno$¢ komorek po raz
pierwszy zwrocit uwage okoto 100 lat temu Gottwald
Schwarz [2]. Wykazatl on, ze komorki skory prawidlowo
utlenowane (normoksja) sa bardziej wrazliwe na pro-
mieniowanie od komoérek niedotlenowanych (hipok-
sycznych). W pierwszej potowie XX wieku sporadycznie
pojawialy si¢ wyniki badan eksperymentalnych i klinicz-
nych, wskazujace na wplyw niedotlenowania komdrek
na odpowiedZ popromienng. Jednak dopiero Hal Gray
wykazal, ze hipoksja jest Zrodtem promienioopornosci
i wprowadzit termin ,,efekt tlenowy” [3]. Hal Gray wraz



z Thomlinsonem, patologiem z Mount Vernon Hospital
w Londynie, w 1955 roku, jako pierwsi udowodnili ist-
nienie hipoksji w nowotworach [3]. Autorzy ci opisali, na
podstawie mikroskopowego obrazu raka ptuca, model,
w ktorym przedstawili mechanizm tworzenia si¢ hipoks;ji
w nowotworach. W modelu tym wyrdznili strefe¢ zywych
komorek nowotworowych, zdolnych do proliferacji, oto-
czong zrebem naczyn krwionoSnych, z ktorego komorki
droga dyfuzji na odlegtos¢ 150-180 um pozyskiwaly tlen
i §rodki odzywcze. W miar¢ wzrostu obwodowej czesci
guza, w jego centralnej cz¢Sci, gdzie st¢zenie tlenu zbliza
si¢ do wartosci zerowej (anoksja), stwierdzano martwi-
c¢. Na granicy miedzy komorkami utlenowanymi i strefa
komorek martwych obserwowano komorki hipoksyczne
—niedotlenowane, lecz zdolne do zycia. Ten rodzaj niedo-
tlenowania zostal po raz pierwszy nazwany przez Graya
i Thomlinsona chroniczng hipoksja.

W 1968 r. Tannock [4] przedstawil inny model
powstawania komorek hipoksycznych w nowotworze,
ktory jest aktualny do dzis, a jest on odwrotnoScia obrazu
przedstawionego przez Thomlinsona i Graya. Przedstawia
on dobrze utlenowane komodrki nowotworowe, rosngce
wokol czynnego naczynia krwiono$nego, nastepnie kilka
warstw komorek hipoksycznych, stwierdzanych w odle-
glosci 100-180 um od naczynia wlosowatego i obszar
nekrotyczny, wystepujacy poza zasiegiem dyfuzji tlenu
i srodkéw odzywcezych (anoksja).

Ze wzgledu na znaczenie komorek hipoksycznych
w reakcji popromiennej, z poczatkiem lat 70. ubieglego
wieku, w celu okreslenia cech biologicznych tych komo-
rek, podjeto szereg badan radiobiologicznych, prowadzo-
nych na modelach zwierzecych i liniach komoérkowych.
W pracach tych potwierdzono, ze komorki hipoksyczne
charakteryzuja si¢ okolfo 3-krotnie mniejszg promieniow-
razliwoScig na powszechnie stosowane promieniowanie
o niskiej gestosci jonizacji, w poréwnaniu do komdérek
dobrze utlenowanych oraz brakiem zdolnosci do proli-
feracji [5-9]. Stwierdzono, ze komorki moga przezywac
w warunkach niedotlenowania przez kilka dni, po czym
albo, w sprzyjajacych warunkach, zyskuja dostep do tlenu
i przezywaja lub gina. Wykazano, ze odsetek niedotleno-
wanych komorek rozni si¢ znacznie pomig¢dzy réznymi
nowotworami i wynosi §rednio 20% (0-50%) [10, 11].
Komoérki hipoksyczne, bedace w stanie chronicznego nie-
dotlenowania, mogg by¢ odpowiedzialne za niepowodze-
nia radioterapii. Promieniooporno$¢ tych komorek jest
zwigzana z brakiem tlenu, odpowiedzialnego za utrwa-
lanie uszkodzefi DNA, wywotanych promieniowaniem.
Wykazano, ze w przypadku stosowania wysokiej poje-
dynczej dawki promieniowania odpowiedZ popromienng
determinowata frakcja komoérek hipoksycznych (wystepu-
jaca w ci$nieniu czastkowym tlenu ponizej 0,5 mm Hg).
Zaktadano, ze przy frakcjonowanym napromienianiu
komorki te ulegaja utlenowaniu (reoksygenacji) i dlatego
nie odgrywaja takiego znaczenia, jak przy napromienia-
niu jednorazowym. Jednak juz wowczas zdawano sobie
sprawg z istnienia w nowotworach subpopulacji komoérek
0 posrednim stopniu utlenowania (pomi¢dzy dobrze utle-
nowanymi, a znajdujacymi si¢ w radiobiologicznej hipok-

sji), ktore mogtyby miec istotny wplyw na wynik radiote-
rapii [10], jednak ich znaczenie marginalizowano.

Rodzaj hipoksji, zwigzany ze zbyt duza odlegloscia
od naczynia krwiono$nego, a co za tym idzie brakiem
dostepu do tlenu i sktadnikéw odzywczych, okreslono
mianem hipoksji chronicznej w odrdznieniu od ostrej
(acute) hipoksji przejSciowej, wyrdznionej przez nie-
ktérych badaczy pod koniec lat 70. ubiegtego wieku
[10, 12].

Podzial na 2 rodzaje hipoksji: chroniczng i przej-
Sciowg odzwierciedla rézne mechanizmy jej powstania
w guzie. Chroniczna hipoksja jest wynikiem zaburzenia
rownowagi miedzy zwickszonym zapotrzebowaniem na
tlen w szybko dzielacych si¢ nowotworach, a zmniejszong
dostawa tlenu, przez tworzacg si¢ w guzach nowotworo-
wych sie¢ nieprawidlowych naczyfh krwionosnych. W sieci
tej wystgpuje wiele nietypowych rozgatezien, petli i pota-
czen, co powoduje wolniejszy przeplyw krwi. Dodatkowo
naczynia krwionoSne w guzie cechuje wigksza przepusz-
czalno$¢ biony podstawnej i brak unerwienia. W §cianie
naczyn guza wystepuje tylko niewielka liczba pericytow
i komorek migsni gtadkich, lub komérki te moga w ogole
nie wystgpowac. Skutkuje to mniejsza stabilizacja naczyn
1 gorszym zabezpieczeniem przed przerwaniem lub pek-
nigciem pod wplywem fizjologicznych wahan ciSnienia
krwi. Taka budowa naczynia w nowotworze moze pro-
wadzi¢ takze do niedroznoSci naczynia w wyniku roznicy
ciSnien pomig¢dzy naczyniem i migzszem guza (ograniczo-
na perfuzja krwi). Prowadzi to do stanu ostrej hipoksji
niedokrwiennej, czyli przejsciowego (trwajacego od kilku
minut do kilku godzin) niedotlenowania komorek nowo-
tworowych, potozonych blisko naczynia krwionos$nego.
Powoduje to zmiany (np. fosforylacji lub stanu redox)
biatek obecnych w komoérkach [1].

Od dawna wiadomo, ze nowotwory mogg si¢ r6znié
po wzgledem perfuzji (przepltywu krwi) i gradientu steze-
nia tlenu. Powstanie tego gradientu uwarunkowane jest
r6znymi czynnikami, jak np.: wahania w stezeniu tlenu
we krwi kapilarnej, zalezne od dynamiki mikrocyrkulacji,
wspOlczynnik dyfuzji tlenu, transport tlenu ciecza poza-
naczyniowa, zuzycie tlenu przez tkanke, oraz nagroma-
dzenie produktéw metabolizmu, np. kwasu mlekowego.

Wyniki badan eksperymentalnych i klinicznych,
publikowane w latach 80. ubiegtego wieku, zwracaly
uwage na obecno$¢ w nowotworze trzech subpopulacji
komorek: 1) dobrze utlenowanych, promieniowrazliwych
(ci$nienie parcjalne tlenu okofo 20 mm Hg), 2) w chro-
nicznej hipoksji, uwazanych za promieniooporne (ci$nie-
nie parcjalne tlenu <0,5 mmHg), odpowiedzialnych za
niepowodzenia radioterapii oraz 3) niewielkiej liczby
komorek w ostrej hipoksji, spowodowanej okreso-
wym zamkni¢ciem naczyn wiosowatych (o posrednich
wartosciach parcjalnego ciSnienia tlenu, wynoszacym
0,5-20 mm Hg). Juz w tym okresie sugerowano, ze
komorki chronicznie hipoksyczne moga by¢ bardziej
promieniowrazliwe niz bedace w ostrej hipoksji [12], ale
dopiero wyniki badan klinicznych mialy to potwierdzic.

W celu poprawy wynikéw leczenia napromienia-
niem przeprowadzano liczne badania kliniczne w celu
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zmniejszenia niekorzystnego wptywu hipoksji poprzez
podawanie promieniouczulaczy, stosowanie zwigzkow
bioredukcyjnych, oddychanie tlenem hiperbarycznym
(praca przegladowa — Overgaard i wsp. [13]). Pod koniec
lat 80. XX wieku okazato si¢, Ze w ten sposob nie uzy-
skano spektakularnej poprawy wynikoéw leczenia [14-17].
Za przyczyne takiego stanu rzeczy uznano wyst¢powanie
w nowotworach komorek przejSciowo niedotlenowanych,
na ktore nie dziataja zwiazki promieniouczulajace, zaste-
pujace dziatanie tlenu oraz inne metody pokonywania
chronicznej hipoksji, jak np. oddychanie tlenem hiper-
barycznym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze drugg przyczyna
niepowodzenia, dotyczaca czesci badan, mogta by¢ mata
liczebnos¢ (Srednio 60) analizowanych grup chorych.
Potwierdza¢ to moze metaanaliza Ovgergaarda i wsp.
[18], przeprowadzona dla okoto 10 000 chorych na réz-
nego typu nowotwory ztoSliwe, ktora wykazala poprawe
wyleczalnosci miejscowej i czasu catkowitych przezy¢ cho-
rych, leczonych napromienianiem skojarzonym z lekami

Potencjalne ominigcie
punktéw kontrolnych
ATM i ATR

Chroniczna hipoksja
(godziny - dni)

« adaptacja komérek

* zmniejszona translacja

* zmieniona transkrypcja

Zmniejszona
efektywnos¢

Aktywacja ATM,
ATR i CHK2

Ostra hipoksja
(minuty - godziny)
« aktywacja HIF1a

* wzrost RFT

Wzrost opornosci

naprawy DNA
(HR, MMR, BER)

Reoksygenacja

* odwracalny blok w G2

Uruchomienie ekspresji genow
(VEGF, LOX) zaleznych od HIF-1

modyfikujacymi promieniowrazliwo$¢ komoérek hipok-
sycznych.

Niepowodzenia stosowanych sposobow terapii spo-
wodowaly rozwdj nowych metod oceny frakcji komorek
hipoksycznych in vivo. Nalezy tu wymieni¢ elektrode
Eppendorfa oraz przeciwciala wigzace si¢ z nitroimida-
zolami (markerami komoérek hipoksycznych), ktére poda-
ne dozylnie umozliwiaja pomiar st¢zenia tlenu w guzie.
W oparciu o wyniki badan eksperymentalnych i klinicz-
nych, prowadzonych z zastosowaniem tych metod, stwier-
dzono, ze w roznych cz¢Sciach guza wystepuja duze roz-
nice w poziomie parcjalnego ci$nienia tlenu, ktére moga
W znaczacy sposob wplywac na odpowiedZ popromienng
[19-21]. Evans i Koch [22], uwzgl¢dniajac wyniki innych
autordw i opierajac si¢ na wynikach wtasnych badan,
wyrdznili w nowotworze cztery subpopulacje komorek
o r6znym stopniu utlenowania. Zaliczyli do nich: komor-
ki dobrze utlenowane (fizjologiczne utlenowanie tkanki
nowotworowej >10% tlenu), komorki w stanie fagodne;j
hipoksji (utlenowanie okoto 2,5%), komdrki w umiar-

Wzrost wrazliwosci
na RT i CHT

i czynniki zmniejszajace

efektywnos¢ naprawy HR

(np. anty-PARP)

Proliferacja Wzrost niestabilnosci

genetycznej
* resztkowe uszkodzenia DNA
« aberracje chromosomowe
« aneuploidia
* bfedna naprawa

Selekcja klonéw
« agresywne fenotypy
komérek nowotworowych

na RT i CHT

Mt potencjatu
do przerzutowania

« zte rokowanie

Ryc. 1. Model niestabilnoSci genetycznej indukowanej przez hipoksj¢. Komorki eksponowane okresowo na hipoksje moga
aktywowa¢ punkty kontrolne odpowiedzialne za cykl komorkowy, w ktorych odgrywaja rolg kinazy ATM i ATR. Powoduje
to zatrzymanie komodrek w cyklu i naprawe uszkodzen wywolanych prze reaktywne formy tlenu (RFT). Nienaprawione usz-
kodzenia DNA w proliferujacych komérkach moga prowadzi¢ do niestabilnoSci genetycznej i selekcji klondw o agresywnym
i zmienionym fenotypie, co moze zwigkszaé potencjal do przerzutowania. Ostra hipoksja moze indukowac ekspresj¢ genu
HIF-1 o, czego nastgpstwem moze by¢ wzrost ekspresji genow odpowiedzialnych za angiogenezg i przerzutowanie (tj. VEGF
i LOX). Przebywanie dluzszy czas komorek w chronicznej hipoksji moze prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej w wyniku
zmniejszonej syntezy bialek, odpowiedzialnych za napraweg uszkodzen DNA, co skutkuje bledng naprawa w komdrkach
proliferujacych i wzrostem czgsto$ci mutacji. Hipoksja moze zwigksza¢ lub zmniejsza¢ wrazliwo$¢ na chemioterapi¢ (CHT)
i radioterapi¢ (RT), co zalezy od poziomu i czasu trwania hipoksji, a takze aktywacji szlakow molekularnych, indukowanych
przez ten proces. Schemat wg Bristowa i Hilla [1], zmodyfikowany

Objasnienie skrotow: ATM - ataxia teleangiectasia, kinaza biatkowa kodowana przez zmutowany gen ATM;

ATR - Rad3-related kinase, kinaza ATR;

CHK?2 - checkpoint kinase 2, kinaza efektorowa;

HR - homologous recombination, rekombinacja homologiczna;

MMR - mismatch repair, naprawa niedopasowanych nukleotydow;

BER - base-excision repair, naprawa z wycigciem zasad;

PARP - poly(ADP-ribose) polymerase, polimeraza poli(ADP-rybozy);

VEGEF - vascular endothelial growth factor, naczyniowo-§rédbionkowy czynnik wzrostu;

LOX - lysyl oxidase, oksydaza lizygnowa



kowanej hipoksji (utlenowanie w przyblizeniu 0,5%)
i komorki w nasilonej hipoksji (w ktorych utlenowanie
wynosi okoto 0,1%). Eksperymentalne badania nad
przezywalnosciag komoérek o r6znym stopniu utlenowania
wykazaly, ze frakcja komorek w stanie posredniej hipok-
sji (parcjalne ci$nienie tlenu w granicach 0,5-20 mmHg)
moze mie¢ wigksze znaczenie w odpowiedzi nowotwo-
réw na frakcjonowang radioterapi¢ (powodowac wigksza
promienioopornos¢), niz frakcja komoérek w chronicznej
hipoksji, jak uwazano dotychczas [22, 23]. W tym okre-
sie wykazano rowniez, ze rézne nasilenie i czas trwania
hipoksji moga wywolywaé rézng reakcj¢ biologicznag
w nowotworze oraz mie¢ r6zny wplyw na punkty kon-
trolne cyklu komorkowego i naprawe uszkodzen DNA
[1,24].

W kolejnych latach nowoczesne techniki z zakresu
biologii molekularnej umozliwily dalszy rozw6j metod
identyfikacji komorek hipoksycznych. I tak, na podstawie
badaf nad profilem ekspresji gendw i biatek, w komor-
kach niedotlenowanych, wyr6zniono komorki przysto-
sowane do zycia w warunkach hipoksji o zachowane;j
zdolnoSci do proliferacji [24-26]. Adaptacja ta polega
na zmianie profilu transkrypcji genéw, ktora pociaga
za soba modyfikacje ekspresji bialek, umozliwiajacych
ucieczke komorki spod mechanizmdédw kontrolujacych
cykl komoérkowy, a tym samym kontynuowanie proli-
feracji [26]. Zmiana profilu transkrypcji jest zwigzana
z aktywacja w stanie hipoksji odpowiednich czynnikow
transkrypceyjnych, stymulujacych ekspresje okreslonych
gendéw (Ryc. 1). Jednym z najwazniejszych czynnikow
transkrypcyjnych, ktérego nadekspresje wykazano w sta-
nie hipoksji, jest biatko HIF 1 (hypoxia induced factor)
[27]. Bialko to w warunkach niedoboru tlenu pobudza
ekspresje okoto kilkudziesieciu gendw kodujacych biatka
odpowiedzialne za przystosowanie komorek do hipoksji.

B.
A. pO, RR

(mmHg)

Sa to migdzy innymi biatka zaangazowane w procesy:
metabolizmu beztlenowego (np. enzymy glikolityczne),
transportu glukozy (np. biatko GLUT 1 - glucose trans-
porter 1), hematopoezy (np. erytropoetyna), transportu
zelaza (np. transferyna), a takze angiogenezy (np. VEGE
naczyniowo — $rodbtonkowy czynnik wzrostu, vascular
— endothelial growth factor) [28].

Omawiajac te zmiany nalezy przypomnieé, ze na
poczatku ubiegtego wieku biochemik niemiecki Otto
Warburg po raz pierwszy zwrocil uwage na zdolnosé
komorek nowotworowych do przezywania w warunkach
niedotlenowania. Postawil on hipotezg, ze rozwo6j raka
jest procesem anaerobowym i do powstania nowotwo-
ru prowadza zaburzenia metabolizmu [29]. Twierdzil,
ze komorki nowotworowe odzywiaja si¢ glukoza, a nie
tlenem, jak komorki zdrowe. Efekt ten, nazwany ,efek-
tem Warburga”, zostal wprawdzie w nast¢pnych latach
podwazony, ale zainteresowanie tg hipoteza wzrosto na
poczatku lat 80. ubieglego stulecia, kiedy stwierdzono,
ze zmieniony metabolizm komoérek nowotworowych jest
wynikiem mutacji, ktére doprowadzily do rozwoju nowo-
tworu.

W 2007 r. Wilson [30] podsumowal éwczesng wie-
dz¢ na temat hipoksji i jej wplywu na odpowiedz popro-
mienng, a takze przedstawil jej potencjalne znaczenie
w praktyce klinicznej. Przedstawil nomogram — hipote-
tyczng zalezno§¢ pomigdzy poziomem niedotlenowania
komorek, wskazujacym na rodzaj hipoksji i wzgledna
promieniowrazliwoscia, jaki ten stan wywoluje (Ryc. 2A).
W modelu tym najmniej promieniowrazliwe sa komorki,
0 najnizszym poziomie utlenowania (parcjalne ci$nienie
tlenu 0,1 mm Hg). PoSrednia promieniowrazliwoScia cha-
rakteryzuja si¢ komorki o stabym i Srednim utlenowaniu
(parcjalne ci$nienie tlenu w granicach 0,1-10 mm Hg),
natomiast najbardziej promieniowrazliwe sa komorki

wzrost
znaczenia

fizjologiczne

. 3.0
utlenowanie  {( -

staba 3.0
hipoksja Przedziat
1 komorek
. utlenowanych
umiarkowana 2.0
hipoksja

nasilona 0.1
hipoksja

klinicznego
komorki
zaadaptowane
do zycia
w hipoksji

komorki
w ostrej hipoksji

komorki
w chronicznej
hipoksji

zroznicowane
komorki
hipoksyczne

p—y

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy (A) nomogram - hipotetyczng zalezno$¢ pomig¢dzy stopniem utlenowania

komorek, wskazujacym na rodzaj hipoksji i wzgledna promieniowrazliwoscia (RR - relative radiosensitivity),

jakie ten stan wywoluje, oraz (B) cztery subpopulacje komoérek hipoksycznych, wyr6zniane w nowotworze
iich domniemane znaczenie kliniczne. Rycina wg G. Wilsona [30], zmodyfikowana
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dobrze utlenowane (parcjalne ci$nienie tlenu 210 mm
Hg). Wilson przedstawit graficznie znaczenie kliniczne
kazdej z czterech subpopulacji komoérek hipoksycznych,
wyroznianych w nowotworze (Ryc. 2B). W podziale tym
uwzglednil wyr6znione niedawno hipoksyczne komorki
zroznicowane, ktore nie stwarzajg istotnego zagrozenia
klinicznego ze wzgledu na ich zdeterminowany los i niz-
szy od dzielacych si¢ komorek metabolizm. Na obecnos¢
tej subpopulacji komoérek zwrocili uwage po raz pierw-
szy Janssen i wsp. [31], ktérzy w obrgbie nowotworow
terenu glowy i szyi, w warstwie komorek zrogowaciatych
wykazali obecno$¢ komoérek w chronicznej hipoksji. Na
przedstawionym schemacie, komorki w stanie przejscio-
wej i chronicznej hipoksji stanowig posrednie zagrozenie
kliniczne, poniewaz w zalezno$ci od nasilenia i czasu
trwania niedotlenowania mogg one albo ulec $§mierci albo
po procesie reoksygenacji z powrotem wrdci¢ do cyklu
komorkowego i podjaé¢ podzialy. Natomiast najwicksze
znaczenie kliniczne posiadaja komorki przystosowane
do zycia w hipoksji (zaadaptowane do hipoksji), ponie-
waz jest to wyselekcjonowana grupa komorek ze zmie-
nionym metabolizmem, charakteryzujaca si¢ trwaltymi
zmianami genetycznymi [25, 32]. Nalezy do nich mutacja
genu GLUT]1, ktora zapewnia komdrkom transport glu-
kozy i oddychanie beztlenowe. Umozliwia to progresj¢
w cyklu komoérkowym, a takze brak wrazliwosci na apop-
toze, zdolno$¢ do réznicowania si¢ i wzrost potencjatu
angiogennego, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu
opornoSci na leczenie i progresji nowotworu. Obecno$¢

tych komorek mozna wykaza¢ w obszarach hipoksji
w preparatach barwionych immunohistochemicznie [30].
Tak wigc, w przeciwienistwie do klasycznego ttumaczenia
zjawiska hipoksji, obecnie uwaza si¢, ze hipoksja ma dwa
oblicza. Z jednej strony, powoduje zahamowanie proli-
feracji, roznicowanie i Smier¢ komorek. Z drugiej strony,
na skutek proceséw przystosowawczych zachodzacych
w komorkach, jest podstawowym biologicznym mecha-
nizmem, powodujacym wzrost i progresje nowotworu [1,
26, 32].

Zjawisko hipoksji jest przedmiotem bardzo intensyw-
nych badan w licznych laboratoriach radiobiologicznych.
Dzigki nowoczesnym metodom z zakresu biologii mole-
kularnej coraz lepiej poznawane sa procesy biologiczne
zachodzace w niedotlenowanych komorkach. Wydaje
si¢ jednak, ze klinicySci w dalszym ciagu nie sa w petni
przekonani o znaczeniu tego parametru biologicznego
dla odpowiedzi nowotwordéw na réznego typu leczenie
i w dalszym ciagu aktualne jest stwierdzenie Overgaarda
o tym, ze hipoksja jest adorowana tylko w laboratoriach,
ale ignorowana w praktyce klinicznej [18].

Metody oceny hipoksji w nowotworach

W celu wyrdznienia komoérek hipoksycznych w ludzkich
nowotworach opracowano szereg metod, ktére moga
stuzy¢ jako markery prognostyczne w wyborze odpo-
wiedniego sposobu leczenia. Metody pomiaru hipoksji
w nowotworach mozna podzieli¢ na cztery grypy (Ryc. 3).

obrazowanie utlenowania

hemoglobiny

Y

NMR-BOLD - pomiar pO, w tkance
na podstawie wysycenia
hemoglobiny fluoroweglowodorami
NIR - pomiar tlenu w hemoglobinie
w podczerwieni

o mikroelektrody

.~ - polarograficzne Eppendorfa

. czujniki tlenu oparte na
fluorescenciji - OxyLite

analiza ekspresji
|  biatek komérkowych
| markery zewngtrzkomoérkowe
- pimonidazole EF5, NITP
markery wewngtrzkomorkowe
v - CA-9, GLUT-1, HIF-1, VEGF
obrazowanie
obszaru hipoksiji
PET - '® F-MISO, '® F-EFS
EPR - wykorzystanie czgstek paramagnetycznych
do pamiaru pO,

Ryec. 3. Schemat przedstawiajacy metody pomiaru hipoksji w nowotworach. Obrazowanie utlenowania

hemoglobiny w krwi obwodowej i rejonéw hipoksycznych w tkance nowotworowej; analiza ekspresji

bialek wewnatrz- i zewnatrzykomdrkowych, zwigzanych z hipoksja oraz pomiar utlenowania za pomoca
mikroelektrod. Rycina wg G. Wilsona [30], w modyfikacji wiasnej

Objasnienie skrotow:

NMR-BOLD - nuclear magnetic resonance - blood oxygenation level, NIR — near infrared spectroscopy,

EPS — fluoropochodna etanidazolu, NITP — 7(-)[4’-(2-nitroimidazol-1-butyl)-theophilline,

CA 9 - carbonic anhydrase 9, GLUT-1 — glucose transporter-1, HIF-1 — hypoxia-inducible factor 1,

VEGF - vascular enothelial growth factor, PET — positron emission tomography, F-MISO — ISF-Misonidazole,

EPR - electron paramagnetic resonance



Naleza do nich: 1. metody oceny ekspresji bialek komorki
— markery wewnatrzkomodrkowe lub zewnatrzkomoérkowe,
2. mikroelektrody, 3. obrazowania utlenowania hemoglo-
biny oraz 4. obrazowania obszaru hipoksji. Metody te, ze
wzgledu na sposéb pomiaru, mozemy ogdlnie podzieli¢
na poSrednie i bezpoSrednie. Posrednie metody pomiaru
hipoksji dostarczajg pozytywnego wyniku w przypadku
braku obecnosci tlenu. BezpoSredniego pomiaru st¢zenia
tlenu w nowotworze mozna dokonaé przy zastosowaniu
mikroelektrod lub analizy obrazowej utlenowania hemo-
globiny.

W praktyce klinicznej najwcze$niej zaczgto stoso-
wac metody posrednie, oparte gléwnie na immunohisto-
chemicznym barwieniu egzo- i endogennych markerow
komoérek znajdujacych si¢ w stanie niedotlenowania.
Wazng zaleta tych metod jest mozliwo$¢ uzyskania na
ich podstawie informacji na temat przestrzennego roz-
mieszczenia komoérek hipoksycznych w guzie. Warunki
niedotlenowania wywotuja w komodrkach zmiany w eks-
presji wielu gendw, ktore zalezg od nasilenia i czasu trwa-
nia hipoksji. Tak wigc, endogenne markery hipoksji sa
produktami gendw, ktore sg aktywowane w warunkach
hipoksji. Reguluja one takie procesy biologiczne jak:
metabolizm glukozy, proliferacja komorek, angiogeneza,
apoptoza, unieSmiertelnienie i migracja.

Wyréznienie ekspresji endogennych markerow
metoda immunohistochemiczng stalo si¢ popularng
metoda zastepcza (surrogate markers) dla pomiaru pozio-
mu utlenowania nowotworu w warunkach klinicznych.
Zaleta tej metody jest takze to, Ze nie wymaga ona dozyl-
nego podania znacznika i jest prosta w wykonaniu. Nie-
stety, stwierdza si¢ trudnoSci w interpretacji barwienia
i wiarygodno$ci markeréw odzwierciedlajacych hipoksje.
Ekspresja wielu z endogennych markeréw hipoks;ji kieru-
je czynnik transkrypcyjny HIF-1 (hypoxia-inducible trans-
cription factor 1). Bialko to jest heterodimerem, ktory
skfada si¢ z podjednostek HIF-1o i HIF-18. W warun-
kach normoksji poziom HIF-1o jest niski, poniewaz
podjednostka ta podlega procesowi ubikwitynizacji
i degradacji w proteosomach. Proces ten zachodzi po
potaczeniu HIF 1o z grupami hydroksylowymi, katali-
zowanym przez hydroksylaze prolinowa i biatko VHL
(Hippel-Lindau tumour suppressor protein). Natomiast
w stanie hipoksji rozktad podjednostki HIF-1a zostaje
zahamowany, poniewaz hydroksylaza prolinowa wymaga
jako kosubstratu tlenu. Podjednostka o przedostaje si¢
wowczas do jadra komorkowego i taczy si¢ z podjednost-
ka B. Powstaly heterodimer przytacza si¢ do specyficz-
nych sekwencji genéw HRE (hypoxia response elements)
i w ten sposob uruchamiana jest ekspresja okreslonych
genoéw w odpowiedzi na niedotlenienie [1, 27]. Sa to mig-
dzy innymi geny kodujace VEGE, dehydrogenaze mlecza-
nowa A, enzymy glikolityczne — anhydraza weglanowa 9
(CAO9 - carbonic anhydrase 9) oraz transportery glukozy
(GLUT1 i GLUT3) oraz syntaza tlenku azotu i insuli-
nopodobny czynnik wzrostu. Tak wi¢c, biatkoe HIF 1, czy
tez jego podjednostka o jest endogennym markerem,
stosowanym do badania poziomu jego ekspresji i czgsto
wykorzystywanym dla oceny poziomu hipoksji w guzie

[33]. W przysztosci biatko to moze by¢ wykorzystane do
terapii przeciwnowotworowe;j [34].

Anhydraza weglanowa 9 jest czg¢sto oznaczanym
endogennym markerem poziomu niedotlenowania. Jest
to enzym katalizujacy odwracalng reakcje powstawania
wodoroweglanowego jonu z wody i dwutlenku wegla.
Anhydrazy weglanowe sa metaloenzymami, o szerokim
spektrum dziatania w komorkach ssakow i wystepuja
przynajmniej w 14 izoformach. Niektore z nich zlokali-
zowane sa w cytozolu, inne, jak np. anhydraza weglanowa
9, zwiazane sa z btona komorki. Dane eksperymentalne
wykazuja, ze w warunkach hipoksycznych (z progowa
wartoscig parcjalnego ciSnienia tlenu od 20 mm Hg;
2,6% O,) poziom biatka CA-9 wzrasta w czasie od 4 do
24 godzin. Ekspresja bialtka CA-9 jest zwigzana z chro-
niczng hipoksja. Enzym ten bierze udzial w procesach
zwigzanych z utrzymywaniem odpowiedniego zewna-
trzkomoérkowego stezenia pH, co taczy si¢ ze wzrostem
komorek nowotworowych i tworzeniem przerzutow. Pod-
wyzszone st¢zenie tego biatka wystepuje na powierzchni
komorek niektérych zdrowych tkanek (erytrocyty, §lu-
zowka zofadka, jelit i pgcherzyka zdiciowego), a takze
w wielu nowotworach w martwiczo zmienionych okoli-
cach. Znaczenie prognostyczne tego markera wykazano
w wielu badaniach klinicznych [35, 36].

Biatko GLUT1 jest przedstawicielem rodziny bia-
tek odpowiedzialnych za transport glukozy przez blony
komorek, ktora jest waznym substratem w metaboli-
zmie komoérek. W warunkach fizjologicznych biatko to
jest obecne wylacznie w erytrocytach, komorkach $rod-
btonka naczyh mézgu i migsniach [37]. Ekspresja tego
biatka koreluje z przewleklym niedotlenieniem tkanek
i ograniczonym dost¢pem do glukozy, dlatego czgsto jego
obecnos¢ stwierdza si¢ w nowotworach [38, 39]. Dla nie-
kontrolowanego wzrostu komoérki nowotworowe potrze-
buja stalego zrodta energii, ktora zapewnia przyspieszony
proces glikolizy (oddychania beztlenowego). Glikoliza
beztlenowa to proces, w wyniku ktorego glukoza jest
metabolizowana do pirogronianu, a nastgpnie do kwasu
mlekowego. Proces ten dostarcza znacznie mniej energii
(dwie czasteczki ATP), niz spalanie glukozy w warunkach
tlenowych (36 czasteczek ATP). W wielu nowotworach
wysoki poziom tego transportera koreluje z krotszym
czasem wolnym od przerzutéw i gorszym catkowitym
przezyciem chorych [35, 40-43].

Do egzogennych markeréw komoérek hipoksycznych
zaliczamy gléwnie 2- nitroimidazole, takie jak: pimonida-
zol (najczesciej stosowany w prospektywnych badaniach
klinicznych), EF5 (fluoropochodna etanidazolu) i NITP
(2-nitroimidazol sprz¢zony z teofiling — substancja, dzig-
ki ktorej powstajg stabilne kompleksy z biatkami, RNA
i DNA w komoérkach hipoksycznych). Te zwiazki che-
miczne (uwrazliwiacze) sa prolekami podawanymi dozyl-
nie, ktore przy niskim stezeniu tlenu (pO, <1 mm Hg)
wiaza si¢ z makroczasteczkami komorki przy udziale
nitroreduktaz i s3 biochemicznie degradowane wytacznie
w komorkach hipoksycznych [20, 22]. Ich iloS¢ jest zatem
odwrotnie proporcjonalna do stezenia tlenu w guzie,
a obecno$¢ wykrywana najczeSciej immunohistochemicz-
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nie, dzigki sprz¢zonym z nimi przeciwcialom monoklo-
nalnym. Wykazano, ze zwigkszony wychwyt pimonidazo-
lu wskazuje raczej na obecno$¢ komorek w chroniczne;j
hipoksji — zréznicowanych i skeratynizowanych.

Przedstawione metody oceny hipoksji w guzie
nowotworowym oparte sa na analizie jednego markera.
Metody diagnostyczne oparte na jednym markerze maja
szereg ograniczen, jak np. utrata czuloSci i swoistoSci
w przypadku zastosowania do diagnozowania licznej
i heterogennej grupy. Dlatego nowe podejscie do testow
radiobiologicznych opiera si¢ na analizie setek lub tysiecy
genow lub bialek, na podstawie ktérych mozna uzyskaé
wzOr genetyczny czy biatkowy dla tkanki, narzadu, r6z-
nych nowotworéw, osob chorych lub zdrowych. Zaleta
tych metod jest potrzeba niewielkiej iloSci materialu do
analizy — w przypadku badania ekspresji genow niewielki
fragment $wiezej tkanki, a w przypadku testow prote-
omicznych kropla krwi, wydzieliny czy poptuczyn.

W ostatnich latach opracowano szereg metod stu-
zacych do bezpoSredniej oceny stopnia utlenowania
komoérek nowotworowych, ktére znalazly zastosowanie
w praktyce klinicznej. Nalezy do nich mikroelektro-
da Eppendorfa, ktora przez wiele lat uwazana byta za
metode referencyjng (,,ztoty standard”) dla pomiaru
hipoksji. Elektroda ta, wprowadzona do praktyki kli-
nicznej z poczatkiem lat 80. ubieglego wieku, mierzy
w guzie stezenie tlenu zuzywanego w procesie oddycha-
nia, w oparciu o polarograficzng metode oceny stezenia
tlenu. Mierzy ona bezposrednio stezenie tlenu w objeto-
Sci guza (a nie w pojedynczych komorkach czy warstwie
komorek), poniewaz jest ona chroniona przez metalowa
igte o Srednicy 300 mikronow, ktdra stuzy do penetracji
tkanki. Tak wigc, elektroda Eppendorfa podaje przecigt-
na warto$¢ st¢zenia tlenu w mierzonej objetosci (w ktorej
moga znajdowac si¢ rowniez komorki dobrze utlenowa-
ne). W przeprowadzonym niedawno wieloo$rodkowym
badaniu klinicznym, dotyczacym 397 chorych, przy zasto-
sowaniu tej metody wykazano, iz Srednia wartoS¢ p0, dla
rakow terenu gltowy i szyi wynosi 9 mm Hg (1,2% O,),
z tym, ze 38% guzOw posiadalo warto$¢ ponizej S mm
Hg (0,66% O,) i 19% ponizej 2,5 mm Hg (0,33% O,).
Wskazuje to na fakt, ze w badanych nowotworach wick-
szo§¢ komorek hipoksycznych znajduje si¢ w slabej lub
umiarkowanej hipoksji [44]. Badania eksperymentalne
dowodza, ze bardzo niskie wartoSci pO,, wykazywa-
ne przez elektrodg, sa najprawdopodobniej wynikiem
pomiaru w obszarze, w ktorym przeplyw krwi czasowo
zostal zamkniety, tj. ostrej hipoksji. Jest to takze meto-
da inwazyjna, ktorej stosowanie ogranicza si¢ do fatwo
dostepnych guzéw [30]. Ograniczenia w stosowaniu tych
elektrod stwarza gléwnie ich budowa.

Ostatnio zastosowano nowg technologi¢ do pomiaru
bezpoSredniego stezenia pO,, opartg na zjawisku wyga-
szania fluorescencji przez tlen. Technika ta oparta jest
na fluoryzujacych kompleksach rutenu, zanurzonych
w matrycy gumowej z koncodwka o Srednicy 220 mikro-
néw, umieszczonej w sondzie z widkna optycznego.
Wibékno optyczne wprowadzone jest bezposrednio do
guza. Zwiazek fluoryzujacy jest wzbudzany przez foto-

diode, emitujaca fale o diugosci 460 nm. Poziom fluore-
scencji jest odwrotnie proporcjonalny do stezenia tlenu
na koficu sondy. Metoda ta jest zalezna od temperatury,
dlatego pomiar iloSciowy wymaga korekty dla tempera-
tury, na podstawie czujnika umieszczonego na sondzie.
Jest to takze metoda inwazyjna, ktorej stosowanie jest
ograniczone do tatwo dostepnych guzéw, a ponadto przy
zastosowaniu tej techniki nie jest mozliwe odrdznienie
komorek nekrotycznych od hipoksycznych, jak rowniez
zréznicowanie poziomu hipoksji. Urzadzenie dostepne
komercyjnie nazywa si¢ OxyLite.

W ostatnich latach opracowano szereg nieinwazyj-
nych metod bezposredniego pomiaru tlenu, zwigzanych
z nowoczesnymi technikami obrazowania. Najbardziej
obiecujaca z tych metod to technika pozytonowej tomo-
grafii emisyjnej PET (positron emission tomography).
Opiera si¢ ona na detekcji promieniowania y, powstaja-
cego w wyniku anihilacji pozytonu emitowanego z krétko
Zyjacego izotopu, ulegajacego rozpadowi B+, np. fluoru
- 18F, podawanego dozylnie przed badaniem. Do okre-
Slenia stezenia tlenu wykorzystuje si¢ wiele radiofarma-
ceutykow, ktore gromadza si¢ specyficznie w tkankach
hipoksycznych. Do zwigzkéw tych nalezg pochodne nitro-
imidazolu, zawierajace 8F, takie jak: fluoromisonidazo-
le (18F — MISO, misonidazol znakowany fluorem F18),
I8F-EF5 ((2-(2-nitro-1H-imidazolo-1-yl1)-N-(2,2,3,3,3-
['8F] pentafluoropropylo)-acetamid)) i arabinozyd flu-
oroazomycyny (18F-FAZA), ®4Cu lub ®Cu diacetylo-bis
N4-metytiosemikarbazon (Cu ATSM). Fluor 18 jest naj-
czesciej stosowanym izotopem w badaniach PET z uwagi
na stosunkowo diugi okres poéirozpadu, w poréwnaniu
z izotopami innych pierwiastkow mozliwych do zastoso-
wania w tej metodzie. Dodatkowo '8F cechuje si¢ naj-
krotszym zasiggiem pozytonéw w badanym Srodowisku
(organizmie pacjenta), zanim dojdzie do ich anihilacji
z elektronami.

Inna zaleta pozytonowej tomografii emisyjnej jest
mozliwos¢ Iaczenia tej metody z innymi technikami obra-
zowymi, takimi jak tomografia komputerowa, a przez to
uzyskanie doktadnejszej informacji o lokalizacji obsza-
réw niedotlenowania i zmian obszardw hipoksji w trakcie
leczenia [45-47]. Na podstawie badania PET mozna uzy-
skaé tr6jwymiarowe mapy hipoksji w obrebie ciata. Ogra-
niczeniem tej metody jest niewielki zasieg glebokosciowy
pomiaru hipoksji (wynoszacy 5-8 mm), a takze trudnosci
spowodowane stabg rozdzielczoScig w przypadku analizy
duzych obszaréw [48], jak réwniez wysokie koszty apa-
ratu PET.

Inne nieinwazyjne techniki obrazowania, stosowane
do pomiaru stezenia tlenu, to techniki zwigzane ze zja-
wiskiem rezonansu magnetycznego, jak spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR — nuclear
magnetic resonance) i spektroskopia elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (EPR — electron paramagne-
tic resonance) [49]. Metoda spektroskopii NMR polega
na wzbudzaniu spinéw jader atomoéw, znajdujacych sie
w zewnetrznym polu magnetycznym, poprzez szybkie
zmiany kierunku wektora pola magnetycznego, z odpo-
wiednig czestotliwoscia, a nast¢pnie rejestracje promie-



niowania elektromagnetycznego, powstajacego na skutek
zjawiska relaksacji. W oparciu o t¢ technike dokonuje si¢
bezposredniego pomiaru miejscowego st¢zenia tlenu, na
podstawie widma NMR perfluoroweglowodordéw, zalez-
nych od st¢zenia tlenu [50]. Zwiazki te podawane sa do
regionu zainteresowania przez iniekcje — bezpoSrednio
do guza lub dozylng. Jednak, poniewaz zwiazki te tacza
si¢ z tlenem, lokalizacja fluoroweglowodorow i depo-
nowanie tych zwiazkéw sa ograniczone do regionow
o dobrym przeptywie krwi. Podstawowe fizyczne zatoze-
nia techniki elektronowego rezonansu paramagnetyczne-
go sg analogiczne do wykorzystywanych w spektroskopii
NMR, ale badane sa spiny elektrondw, a nie spiny jader
atomowych. Pomiary te sg nieinwazyjne i w zaleznoSci
od typu rezonatora i zastosowanej frekwencji mozliwe sg
pomiary na réznej gigbokosci (powierzchniowe rezona-
tory i spektroskopia 1200 MHz — glebokos¢ od 10 mm;
bardzo niska czestotliwo$¢ 300-600 MHz lub bardziej
inwazyjne rezonatory 1200 MHz — glebokos¢ do wigcej
niz 80 mm).

W celu oceny poziomu hipoksji w guzie wykorzy-
stuje si¢ takze poSrednie parametry, zwigzane z dostawa
tlenu. Jedna z najczgSciej stosowanych metod byt pomiar
stezenia hemoglobiny w krwi obwodowej i w wielu pra-
cach wykazano prognostyczne znaczenie tego parametru.
Jednak, poniewaz nowotwory rd6znig si¢ zdolnoScia do
perfuzji krwi, ktora zalezy od unaczynienia i ciSnienia
Sr6dmiazszowego, coraz czesciej do pomiaru przeplywu
krwi stosuje si¢ obecnie metode BOLD — MRI (blood
oxygenation level-dependent magnetic resonance imaging),
to jest rezonansu magnetycznego, opartego na efekcie
zaleznym od poziomu utlenowania krwi. Technika ta
jest poSrednig metoda pomiaru perfuzji i utlenowania
krwi, oparta o roznice w paramagnetycznych wiasciwo-
Sciach deoksyhemoglobiny i oksyhemoglobiny. BOLD-
MRI nie wymaga podawania materialow kontrastowych
i umozliwia wykonanie szeregu obrazéw przestrzennych
o duzej rozdzielczosci. Jednak pomiary te odzwierciedla-
ja tylko zmiany w wysyceniu hemoglobiny, natomiast do
obliczenia calkowitego wysycenia hemoglobiny, czy tez
poziomu tlenu wymagane sa dodatkowe informacje, doty-
czace roznicy w poziomie sygnalu MRI migdzy chorymi
oddychajacymi przed pomiarem powietrzem o zawartosci
21% tlenu i pacjentami, ktérym podano karbogen (95%
tlenu + 5% CO,) [51]. Z kolei, metoda spektroskopii
w podczerwieni — NIR (near infrared spectroscopy) polega
na iloSciowym pomiarze tlenu w hemoglobinie naczyn
krwionos$nych, na podstawie analizy widma w podczer-
wieni. Ciata ludzkie emituja promieniowanie elektro-
magnetyczne w zakresie dalekiej podczerwieni, ktérego
czestotliwos$¢ zalezy od temperatury ciata. Ciala o tem-
peraturze pokojowej emitujg najwigcej promieniowania
o diugosci fali rzgdu 10 um. Obszary cieplejsze moga
emitowac wigcej promieniowania i o mniejszej dtugosci,
co pozwala na wykrycie przeptywu krwi. Dlatego zasto-
sowanie tej metody moze dostarczy¢ dodatkowych infor-
macji na temat dostawy tlenu z naczyn do tkanki i jego
pojemnosci. Porownanie danych na temat hemoglobiny

i stezenia tlenu moze dostarczy¢ dodatkowych informacji
na temat podazy i popytu tlenu w tkance [52].

Podsumowanie

Nowotwory stanowia heterogenna populacje komdrek
o réznym stopniu utlenowania. Decydujaca role w po-
promiennej odpowiedzi na frakcjonowana radioterapie
odgrywa nie chroniczna hipoksja, ktorej obecnos$¢ oka-
zala si¢ mniej istotna dla nowotworéw niz sadzono, lecz
komorki zaadaptowane do zycia w warunkach hipoksycz-
nych (0,5-20 mm Hg). W warunkach niedoboru tlenu ko-
morki te moga oddychac beztlenowo, a zdobyta energic
podczas glikolizy wykorzystywa¢ do proliferacji. Dlatego
uwaza sie¢, ze okreslenie ,frakcja komérek hipoksycz-
nych” moze by¢ mylace.

W celu wyboru odpowiedniej terapii powinno si¢
odréznia¢ hipoksje ostra od chronicznej, cho¢ nie jest
to tatwe, poniewaz obecnie nie sa dostgpne metody
rozrozniajace te dwa rodzaje hipoksji. W przysziosci,
przypuszczalnie stosowane beda rdzne rodzaje leczenia
w celu pokonywania réznych rodzajow hipoksji. Przy-
ktadem takiej strategii moze by¢ leczenie wedtug sche-
matu ARCON z tirazapaming. Obecnie, do wyrdznienia
komorek niedotlenowanych mozna stosowaé rownocze-
$nie dwie metody, ktére moga dostarcza¢ uzupetniaja-
cych informacji. Przykladem moga by¢ nitroimidazole,
wyrdzniajace komdrki o nizszym stezeniu tlenu (0,02-
2%) i elektrody igtowe, ktore sa najbardziej wrazliwe
przy wyzszych st¢zeniach tlenu [54]. Przy stosowaniu
nitroimidazoli nalezy pamigtac, ze potowiczny czas zycia
komorek hipoksycznych wynosi 24 godziny [53] i dlatego
zaleca si¢ pobranie wycinka nowotworu po uplywie 1-2
godzin od podania tych Srodkéw [24].

Jest jednak prawdopodobne, ze metoda oceny nie-
dotlenowania komdrek odpowiednia dla jednego typu
nowotworu moze by¢ niemiarodajna dla drugiego typu
nowotworu i moze dawaé rozne wyniki, w zaleznoSci od
stopnia zfoSliwosci i stanu zaawansowania klinicznego
[22]. Przyszie propozycje dotycza opracowania niein-
wazyjnych technik oraz biomarkeréw do oceny frakcji
komoérek w ostrej i chronicznej hipoksji, réwnocze$nie
z pomiarem st¢zenia tlenu w komorkach, co umozliwi-
foby wybor odpowiedniego leczenia. A nowe spojrzenie
na hipoksje moze przyczynic si¢ do opracowania nowych
schematow radioterapii i indywidualizacji leczenia.
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