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1. Sazetak
Naslov: Patofiziologija i znacaj hipoksije tumorskog tkiva
Autor: Lea Korsa
Hipoksija je smanjena razina kisika u tkivima, te je prisutna u vecini solidnih tumora,
uglavhom zbog neadekvatne krvne opskrbe i prebrzog rasta tumora. Razlikuju se
akutna i kroni¢na hipoksija, koje osim patofizioloskih razlika, imaju i razli€ite bioloske i
klinicke posljedice. Aktivacija hipoksija signalnog puta koji se odvija uglavnom preko
HIF-1, stimulira neoangiogenezu, mijenja metabolizam tumora, promovira agresivnije
ponaSanje tumora i znacajno utjeCe na odgovor na terapiju. Mnoga istrazivanja
pokazuju da hipoksija poti¢e transkripciju gena koji sudjeluju u progresiji tumora, sto
dovodi do povecéane stani¢ne proliferacije tumora i veéeg metastatskog potencijala.
Vjeruje se da je hipoksija klju¢an mikrookolisni faktor koji potiCe metastaziranje
tumora. Osim §to je povezana sa agresivnijim fenotipom tumora, hipoksija inducira
rezistenciju na radioterapiju, kemoterapiju i ostale metode lijec¢enja tumora. Zbog toga
se sve vise istraZzuje kombinacija standardnih terapija (radioterapija, kemoterapija) sa
lijekovima koji bi djelovali na HIF-1 faktor (HIF-1 inhibitori) ili na metabolizam glukoze.
Medutim, kako bi se odabrali najbolji pacijenti kojima bi kombinacija HIF-1 inhibitora i
radioterapije bila korisna, potrebno je na neki nacin prikazati hipoksiju u tumorima, $to
je moguce uciniti pomocu standardnih slikovnih tehnika (CT, MRI, PET), pri ¢emu se
PET pokazao najboljim.
Bolje razumijevanje molekularnih puteva u hipoksiji moze pridonijet boljim i

efektivnijim terapijskim opcijama, kao i utvrdivanju prognosti¢kih i prediktivnih faktora.

Kljuéne rijeci: hipoksija, solidni tumor, tumorski mikrookoli§, progresija, metastaze,

rezistencija na terapiju



2. Summary
Title: Pathophysiology and significance of tumor hypoxia
Author: Lea Kora
Hypoxia is the decreased level of oxygen in tissues, and it is present in the majority of
solid tumors, mainly because of the inadequate blood supply and rapid tumor growth.
There are two kinds of hypoxia, acute and chronic hypoxia, which besides of the
pathophysiologic differences, also have different biological and clinical
consequences. Activation of hypoxia signaling pathway, which mainly occurs through
HIF-1, stimulates neoangiogenesis, alters tumor metabolism, promotes a more
aggressive tumor behavior and significantly affects its responsiveness to therapy.
Various evidence suggest that hypoxia induces transcription of tumor progression
genes leading to increased tumor cell proliferation and metastatic potential. Hypoxia
is believed to be the key microenvironment factor that induces tumor metastasis
Besides its connectivity with more aggressive tumor phenotype, hypoxia also induces
resistance of tumorous tissue against radiotherapy, chemotherapy and other
treatment modalities. Because of that, there are many studies of combination of the
standard therapeutic treatment (radiotherapy, chemotherapy) and drugs that have
effect on the HIF-1 (HIF-1 inhibitors), or on the glucose metabolism. However, to
select patients suitable for such treatment (combination of radiotherapy and HIF-
inhibitors), it is necessary to show tumor hypoxia through imaging techniques (CT,
MRI, PET), whereby PET being most useful technique.
Better understanding of molecular pathways in hypoxia can contribute to more
effective treatment options, along with the establishment of useful prognostic and

predictive factors.

Key words: hypoxia, solid tumor, tumor microenvironment, progression, metastasis,

resistance to treatment



3. Uvod

Kisik, osim $to je esencijalna molekula za oksidativnu fosforilaciju u mitohondrijima, takoder
funkcionira kao vazna signalna molekula i ima ulogu u Sirokom spektru bioloskih procesa,
ukljuCujuci eritropoezu, angiogenezu i staniCnu diferencijaciju (Ratcliffe, 2013). Termin
hipoksija se Cesto upotrebljava kako bi se opisalo stanje manjka kisika u tkivima, koje se
moze pojaviti u tumorskom tkivu, ali i u normalnim tkivima (Hammond et al. 2013). Hipoksija
se pojavljuje u veéini solidnih tumora, kao posljedica neravnoteze izmedu metabolickih
potreba tumorskog tkiva zbog brzog rasta i opskrbe kisikom kroz funkcionalno i strukturalno
slabo razvijenu mikrovaskulaturu. Posljedicno tome, tumorske stanice c¢esto imaju
sposobnost prilagodbe na hipoksiju kako bi odrzale unutarnju ravnotezu kisika. Stani¢ne
prilagodbe na hipoksiju ukljuCuju koordiniranu ekspresiju velikog i razli¢itog broja grupe gena
koje su regulirane od strane transkripcijskog faktora HIF-1 ( hypoxia-inducible factor-1)
(Sullivan et al. 2008). HIF je uklju¢en u glavne dijelove tumorske biologije kao 3to je
angiogeneza, stani¢no prezivljenje, rezistencija na apoptozu, metaboliCko reprogramiranje i
pH homeostazu (Semenza, 2007). Sama tumorogeneza je proces koji se odigrava u
nekoliko koraka koji ukljuCuju genetske, epigenetske i somatske promjene koje se pojavljuju
kao rezultat pove¢ane genomske nestabilnosti uzrokovane defektima u kontrolnim to¢kama
stani¢nog ciklusa. Te promjene omogucuju tumorskim stanicama da poprime karakteristike
koje se razlikuju od normalnih stanica: rezistencija na inhibitore faktora rasta, proliferacija u
odsutstvu egzogenih faktora rasta, otpornost na apoptozu, abnormalna angiogeneza,
invazija i metastaze. Uz sve te genetske, epigenetske i somatske promjene koje se pojavljuju
u tumorima, kriti€an faktor koji ima bitnu ulogu u malignoj progresiji i metastaziranju i u
odgovoru na terapiju je tumorski mikrookolis (Hanahan & Weinberg, 2000). Vjeruje se da je
hipoksija kljuan mikrookoliSni faktor koji inducira tumorske metastaze. Ona povecava
adaptacije tumorskih stanica na preZivljenje (neovaskularizacija, rezistencija na apoptozu),

ali s druga strane stimulira tumorsku agresivnost (genska nestabilnost, metastaze,



dediferencijacija) (Lin & Yun 2010).

U posljednjem desetlijecu postignut je velik napredak u istrazivanju tumorske oksigenacije i
njenog utjecaja na tumorsku promociju i metastaziranje, odgovora na terapiju i prognozu kod
pacijenata sa solidnim tumorima. lIstraZivanja pokazuju relativnu rezistenciju tumora na
radioterapiju, kemoterapiju te ostalih ne kirurS8kih metoda lije¢enja (Dedic Plaveti¢ et al.
2014).

U ovom radu prikazat ¢u mehanizme nastanka hipoksije tumorskog tkiva, te bioloski odgovor

na hipoksiju i i njene klinicke implikacije na terapiju i prognozu.



4. Hipoksija tumorskog tkiva

Hipoksija je manjak kisika u tkivima koja dovodi do smanjenog stvaranja energije. Hipoksija u
tkivima i stanicama mozZe nastati u raznim uvjetima, uklju€ujuc¢i poremecaj srca i pluéa,
anemije, i cirkulatorne probleme (Ziello et al.2007). U zdravim tkivima nivo kisika varira
ovisno o organu, ali je dobro adaptiran na potrebe odgovarajucih stanica. S druge strane, u
patoloski promijenjenim tkivima nivo kisika je nizi nego u usporedbi sa zdravim tkivima.
Istrazivanja pokazuju reduciranu oksigenaciju tkiva u malignim i ne-malignim stanjima kao
Sto su kroni¢ne upale (kroni¢na upalna bolest crijeva, reperfuzijska ozljeda, reumatoidni
artritis), sréane bolesti, dijabeti¢ka retinopatija, cistina fibroza, kroni¢ni bronhitis, psorijaza,
rane, infekcije, bubrezna bolest, moZdani udar (Yotnda et.al 2010).

Hipoksija je prisutna u vecini solidnih tumora, oko 90%, zbog nesposobnosti vaskularnog
sustava da opskrbi brzorastu¢i tumor sa potrebnom koli¢inom kisika (Cosse & Michiels
2008). U posliednjem desetlje¢u povecao se broj tumora u kojima se nalaze podrucja
hipoksije i ukljuuje karcinom endometrija, melanom, limfom, karcinom dojke, karcinom
mokrac¢nog mjehura, tumore glave i vrata, karcinom bubrega, kolorektalni karcinom,
karcinom zeluca, karcinom prostate i karcinom pluc¢a. Ti hipoksi¢ni tumori su rezistentni na

konvencionalnu kemoterapiju, radioterapiju i stani¢nu terapiju (Yotnda et.al 2010).

4.1. Uzroci hipoksije tumorskog tkiva

Hipoksija tumora dogada se kao rezultat neravnoteze izmedu stani¢ne potrebe za kisikom i
stani€ne opskrbe kisikom. Hipoksiju moZe uzrokovati viSe faktora, od kojih je vecina
povezana sa perfuzijom, difuzijom i anemijom (Vaupel & Harrison 2004).

Hipoksija povezana sa perfuzijom je uzrokovana sa neadekvatnom krvnim protokom u
tkivima. Brzorastuci hipoksi¢ni tumori imaju slabu vaskularnu biodistribuciju (vaskularnu
arhitekturu) i/ili maniji broj krvnih Zila (vaskularna desintetizacija ) (Yotnda et al.2010).

Takoder tumorska mikrovaskulatura ¢esto ima teSke strukturne i funkcionalne abnormalnosti



kao Sto su disorganizirana vaskularna mreza, dilatacije, produzene i tortuozne krvne Zile,
intermitentna staza, manjak fizioloSkih/farmakoloskih receptora, odsutnost regulacije protoka
koje mogu kompromitirati opskrbu tkiva kisikom (Vaupel & Harrison 2004). Upalni citokini
koji se oslobadaju pod utjecajem hipoksije mogu aktivirati neutrofile koji takoder mogu ostetiti
tumorske krvne zile te na taj nacin povecati permeabilnost zila. Sam rast tumora moze
dovesti do komprimiranja krvnih Zila tumorskom masom i visokim intersticijskim tlakom te
smanijiti dostavu kisika (Yotnda et al.2010).

Hipoksija povezana sa difuzijom je uzrokovana sa povecanom difuzijskom udaljenosti zbog
tumorske ekspanzije (Vaupel & Harrison 2004). Visoko proliferacijske tumorske stanice koje
prerastu neovaskularizaciju takoder sudjeluju u formiranju hipoksi¢nih regija tumora.
Proliferacija direktno povecava udaljenost difuzije za kisik i nutrijente , tako ¢e stanice koje
su udaljene vise od 70 mikrometara dobiti neadekvatnu koli€inu kisika, te e se stvarati
hipoksi¢ne regije u poveéanim tumorima (Vaupel & Harrison 2004).

Dfuzijski povezana hipoksija moZe biti uzrokovana i pogorSanjem difuzijske ,geometrije”, npr.
konkurentni prema kontrakurentni protok krvi unutar tumorske mikrovaskulature (Vaupel &
Harrison 2004). Visoka proliferacija tumorskih stanica povezana je sa visokom
konzumacijom kisika i nutrijenata, takoder uzrokujuéi hipoksiju.

Hipoksije povezane s anemijom su povezane sa smanjenom sposobnosti krvi da prenosi
kisik i mogu nastati kao posljedica s tumorom povezane anemije ili terapijom inducirane
anemije. Eksperimentalne studije su pokazale da je opskrba tumora kisikom znantno
smanjena i hipoksija povecana kada je hemoglobin ispod 100-120 g/L, pogotovo kada
smanjen kapacitet prijenosa kisika korelira sa smanjenom perfuzijom (Vaupel & Harrison
2004). Anemijom uzrokovane hipoksije spadaju u hematopatske hipoksije (smanjene
sposobnosti krvi da prenosi kisik). Kod teskih puSaca u krvi se nalazi poviSen ugljicni
monoksid koji ima visok afinitet za vezanje s hemoglobinom te nastaje karboksihemoglobin
koji ne moze prenositi kisik te moze dovesti do stanja koja se vide u anemi¢noj hipoksiji
(toksi¢na hipoksija) (Cosse & Michiels 2008).

Bilo koja kombinacija ili svi navedeni mehanizmi mogu izazvati hipoksiju tumorskog tkiva.



4.2. Akutna i kroni¢éna hipoksija tumorskog tkiva

Prema klasifikaciji koristenoj u eksperimentalnoj i klini¢koj onkologiji, postoje dva glavna tipa
hipoksije u humanim tumorima: akutna i kroni¢na. Thomlinson i Grey (Thomlinson & Grey
1955) postavili su temelj za opis kroni¢ne, odnosno difuzijski limitirane hipoksije. Kroni¢na
hipoksija je uglavnom uzrokovana u krititnom ograni¢enju difuzije kisika iz tumorske
mikrovaskulature u okolno tkivo (Bayer et. Al 2011). To se uglavhom dogada zbog visoke
stope proliferacije tumorskih stanica koja rezultira brzom ekspanzijom tumora. Zbog toga,
tumorska podruéja imaju vecu udaljenost od najblizih kapilara nego 3to je moguénost difuzije
kisika (Cosse & Michiels 2008). Brown (Brown 1979) je prvi komentirao postojanje akutne
hipoksije i njeno znacenje u biologiji tumora i terapiji. Prema njemu, akutna hipoksija
(perfuzijska) se uglavnom dogada zbog privremenog, lokalnog poremecaja u perfuziji ili
varijacijama u protoku crvenih krvnih stanica (Bayer et al. 2011). Abnormalna vaskularna
mreza i visoki intersticijski tlak mogu kao posljedicu imati abnormalan krvni protok Sto ¢e
rezultirati akutnom (prolaznom) hipoksijom (Cosse & Michiels 2008).

S patofizioloSkog gledista, akutna hipoksija se moze podijeliti u dvije podgrupe: ishemicna
hipoksija i hipoksemi¢na hipoksija. Ishemi¢na hipoksija je uzrokovana prolaznim zastojima
krvotoka (potpuno ili znaCajno smanjena perfuzija) zbog fiziCke opstrukcije nastale
nakupinama tumorskih stanica, krvnih stanica ili fibrinskim ugru$cima unutar lumena krvnih
zila. Akutna hipoksemicna hipoksija nastaje zbog prolazne, znacajne redukcije kisika unutar
krvnih Zila (Bayer et al. 2011).

Kroni¢na hipoksija se moZe podijeliti u tri podgrupe: difuzijska hipoksija, hipoksemi¢na
hipoksija i perfuzijska hipoksija. Kroni¢na hipoksemi¢na hipoksija nastaje zbog dugoro¢nog
reduciranog nivoa kisika u krvi koji moze nastati zbog anemije povezane s tumorom ili
inducirane terapijom (anemicna hipoksija) ili funkcionalne hipoksije koju nalazimo kod
pusaca. Jo$ jedan podtip kroni¢ne hipoksije moze nastati zbog stagnirajuc¢eg protoka koji je
rezultat intersticijske hipertenzije nastale zbog propusnosti mikrovaskulature. U normalnim
tkivima, razlika perfuzijskog tlaka izmedu arterijskog i venskog kraja iznosi otrpilike 20 mmHg

koji potiCe krv kroz kapilare. Tumorska tkiva su obiljezena sa dilatiranom, produzenom,



tortuoznom i propusnom mikrovaskulaturom, nedostatnom limfnom drenazom i povecanim
intersticijskim tlakom. Transmuralni spoj izmedu poviSenog intersticijskog i mikrovaskularnog
tlaka moze rezultirati u prekinutoj razlici perfuzijskih tlakova (oko 0 mmHg). Nedostatak
razlike perfuzijskog tlaka izmedu arterijskog i venskog kraja kapilara ne dopusta protok krvi i
posljedi¢no dovodi do hipoksije (Bayer et.al 2011). Sli¢nost tog fenomena moze se prikazati
preko situacije prikazane na slici 1, gdje je &vrsto zatvorena boca pod vodom komprimirana
zbog povecéanog tlaka u vanjskom hidrostatskom tlaku, dok boca s rupama ( koja predstavlja

propusnu vaskulaturu) nije.

P, = 30 mmHg P, =10 mmHg 30

30

P 20 -
P 20 COP, = 22 mmHg
(iimHG) (mmHg) COP, = 20 mmHg
10 COP, = 22 mmHg 10
COP, = 8 mmHg
0 0 :
fluid (0.5%) fluid (10-15%)
=
PRy IFP = 30 mmHg
K‘:j:o lymphatics
C

vessel
compression

Slika 1. Hipoksija nastala zbog propusne mikrovaskulature. (A) perfuzijske razlike tlaka

izmedu arterijskog i venskog kraja normalne i (B) propusne tumorske vaskulature

(C) normalna plasti¢na boca pod vodom (lijevo) kao znak tlakom uzrokovane kompresije
boce/zile, i plastiCna boca s rupama ispod vode (desno) kao znak izjednaCavanja tlakova kod
propusne tumorske mikrozile. Izvor: Bayer et al. (2011) Int J Radiat Oncol Biol Phys 80:965-

968.



Po definiciji, samnjena/prekinuta opskrba kisikom je zajedni¢ka za svaki podtip hipoksije,
medutim perfuzijski-ovisna opskrba nutrijentima, uklanjanje otpadnih tvari i dostava
antitumorskih tvari moze varirati ovisno o podtipovima, $to je prikazano u tablici 1. Zbog
toga, definiranje podtipova hipoksije ima velik utjecaj na razumijevanje tumorske biologije,

patofizioloSke posljedice, uspjeSnost radijacije, dostavu lijekova (Bayer et al.2011).

Tablica 1. PatofizioloSke posljedice razli€itih tipova/podtipova hipoksije. Izvor: : Bayer et al.

(2011) Acute versus chronic hypoxia: why a simplifield classification is simply not enough. Int

J Radiat Oncol Biol Phys 80:965-968.

Prekinuta Prekinuta Prekinuto Prekinuta

Ishemicna Zastoj

protoka
Hipoksemi€na Odrzana Jako Odrzana Odrzano Odrzana
smanjena
Difuzijska Odrzana Smanjena/  Smanjena/ Smanjena/  Samnjena
prekinuta prekinuta prekinuta /
prekinuta
Hipoksemi¢na Odrzana Smanjena Odrzana Odrzano Odrzana
(anemicna)
IHT-inducirana  Smanjena  Smanjena Smanjena Smanjeno Smanjena

IHT- intersticijska hipertenzija u tumorskom centru



Osim $to se razlikuju u patofiziologiji, akutna i kroni€na hipoksija imaju razliCite bioloske i
klinicke posljedice. Stanice inkubirane pod kroni€nom hipoksijom nekoliko tjedana mogu
imati viSu invazivnu stopu nego pod akutnom hipoksijom. S druge strane, stanice izlozene
kroni¢noj hipoksiji nisu sposobne zapoceti replikaciju nakon reoksigenacije, stoga ne mogu
sudjelovati u tumorogenezi. Podaci o bioloSkim posljedicama sugeriraju da akutna hipoksija
dovodi do agresivnijih, invazivnih fenotipova. To se vjerojatno dogada zbog promjena u
genskoj ekspresiji, proteomu i transkriptomu (Bayer & Vaupel 2012). Eksperimentalna
istraZivanja pokazala su da in vitro akutna hipoksija dovodi do genomske nestabilnosti zbog
smanjenog popravka oStecenog DNA ili zbog oslobadanja slobodnih radikala nakon
reoksigenacije (Bennewith & Durand 2004). Nema to¢no definiranih vremenskih okvira u
kojima se razvijaju akutna i kroni¢na hipoksija u eksperimentalnoj onkologiji. In vitro
inkubacijsko vrijeme i in vivo ekspozicijsko vrijeme koje se pojavljuje u literaturi je varijabilno,
a ponekad se vremena i preklapaju. Vrijeme i posljedice izloZenosti ovise i o tumoru, alii o

metodama detekcije hipoksije (Bayer & Vaupel 2012).



5. Bioloski odgovor tumorskih stanica na hipoksiju

Tumorski mikrookoli§ je metaboli¢ki heterogen; stanice blizu funkcionalne mikrovaskulature
su dobro oksigenirane i ovise o0 oksidativnom metabolizmu, dok su udaljene stanice loSe
oksigenirane i ovise o glikolizi. Tumorske stanice usvajaju promjene u stani¢nom
metabolizmu kao $to su prelazak sa oksidativne fosforilacije na glikolizu, poveéana sinteza
glikogena; prelazak sa glukoze na glutamin kao glavni supstrat za sintezu masnih kiselina
(Ratcliffe 2013).

Staniéni odgovor na hipoksiju je moduliran preko grupe transkripcijskih faktora HIF, koja
sadrzi HIF-1a, HIF-2a i HIF-3a. Smatra se da je glavni regulator opskrbe i potrebe za kisikom
HIF-1, koji koordinira metaboliCko reprogramiranje na transkripcijskom nivou (Koh & Powis
2012). U hipoksi¢nim stanicama HIF-1 povecava ekspresiju transportera glukoze,
glikolitickih enzima (LDH-A, MCT-4) koji stimuliraju potros$nju glukoze, konverziju na laktate i
izbacivanje laktata iz stanice. S druge strane, dobro oksigenirane stanice imaju ekspresiju
MCT-1 i LDH-8, koji posreduju intracelularni transport laktata i njegovu konverziju u piruvat

koji je potreban za oksidativni metabolizam (Semenza 2013).

5.1. Uloga HIF-1
HIF-1 je heterodimer koji se sastoji od dvije podjedinice, HIF-1a i HIF-1b. HIF-1a je reguliran

preko kisika, dok je HIF-1b konstitutivno izrazen. Kada postoji normalan nivo kisika
(normoksija), HIF-1a brzo degradira, dok hipoksija stabilizira HIF-1a i dovodi do njegove
akumulacije. U prisutnosti kisika dolazi do hidroksilacije HIF-la podjedinice i njenog
vezivanja za von Hippel-Lindau (VHL) tumor supresor protein $to dovodi do ubikvitinizacije i
proteosomske degradacije. No, kada je opskrba kisikom limitirana, enzimi koji modificiraju
HIFa (HIF hidroksilaze) postaju inaktivne i dolazi do stabilizacije HIFa i translokacije u jezgru.

Kada dode u jezgru, HIFa heterodimezira sa HIF-1b i veze se za specificne DNA sekvence



koje se nazivaju HRE (hypoxia responsive element). Neki od cilijnih gena do Cije aktivacije
dolazi su vaskularni endotelni ¢imbenik rasta A (VEGF), karbonska anhidraza 1X (CA IX),
GLUKL1 i eritropoetin (Hammond et al.2014). Medutim, u nekim uvjetima dovoljne opskrbe
kisikom, ekspresija HIF-1a se moze povecati. HIF-1 u tumorskim stanicama moze biti
aktiviran ako tumor supresor geni izgube funkciju (npr. VHL), ifili ako onkogeni poprime
funkciju Sto rezultira porastom aktivnosti PISBK/AKT/mTOR signalnog puta. Nacini na koje
dolazi do poviSenog nivoa HIF-1 proteina su razliciti, tako ¢e VHL protein mutacija stabilizirati
HIF-1a protein, dok c¢e aktivacija PISK/AKT/mMTOR signalnog puta stimulirati mRNA
translaciju HIF-1a. Nakon stabilizacije, HIF-1a aktivira transkripciju brojnih gena uklju¢enih u
angiogenezu, proliferaciju, glikolizu, i pH regulaciju (slika 2) (Meijer et.al 2012). Regulacija
angiogeneze i metabolizma je posredovana preko transkripcijske aktivnosti HIF-1a/HIF-1b
heterodimera, dok je regulacija stani¢ne proliferacije posredovana i preko transkripcijskih i
netranskripcijskin efekata HIF-la (Semenza 2013). HIF-1 je takoder medijator u
metaboli¢kim promjenama koje pogoduju tumorskoj progresiji i rezistenciji na terapiju.
Inhibitori HIF-a ili metaboli¢kih enzima mogu tumor uciniti pogodnijim za antineoplasti¢ke
tretmane (Wilson & Hay 2011). Isto tako, HIF pridonosi transaktivaciji gena koje kodiraju
mikro RNA molekule (miRs). Mirko RNAs su male RNA molekule koje povezuju specifine
MRNA sekvence, i na taj nacin inhibiraju translaciju ili stimuliraju njihovu degradaciju. Mnogi
tipovi stanica pokazuju povecanu ekspresiju miR-210 koja je tipi¢na za hipoksi¢an odgovor
(Qin et al.2014). Pokazalo se da je prekomjerna ekspresija HIF-1 u tumorima povezana sa

loSijom prognozom i pove¢anom tumorskom agresivno$¢éu (Rohwer & Cramer 2011).
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Slika 2. Hipoksija regulira brojne transkripcijske factore. HIF ima kljuénu ulogu u transkripciji
gena koji sudjeluju u tumorskoj progresiji, angiogenezi, eritropoezi, metabolizmu, apoptozi i

remodeliranju tkiva. Prema: Dedi¢ Plaveti¢ et al.(2014) Period biol 116:361-364.

5.2. Metaboli¢ko reprogramiranje
U aerobnim uvjetima, normalne stanice proizvode energiju preko mitohondrijske oksidativhe

fosforilacije i malim dijelom glikolizom. U hipoksi¢nim uvjetima, tumorske stanice se
prebacuju na glikolizu za proizvodnju energije; proces kojim se dobiva piruvat, laktat i
vodikovi ioni se naziva anaerobna glikoliza (Pasteurov efekt). Medutim, obiljezje tumorskih

stanica je visoka konzumacija glukoze i proizvodnja laktata ¢ak i u prisutnosti kisika (aerobna
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glikoliza, Warburg efekt). HIF-1 zapocinje transkripciju gena koji kodiraju transportere i
enzime koji sudjeluju u glikolizi i pentoza fosfathom putu. Ti transporteri i enzimi sudjeluju u
ulasku glukoze u stanicu (GLUT1, GLUT3), fosforilaciji glukoze u glukoza-6-fosfat (HK),
konverziji glukoza-6-fosfata u 6-fosfoglukanolakton koji sudjeluje u pentoza fosfatnom putu
(G6PD), konverziji piruvata u laktat( LDHA), transport laktata (MCT4) i pH regulaciji (CAIX,
NHE1). Takoder aktivacija PDK1 inhibira konverziju piruvata u acetil koenzim A (acetil CoA),
Sto rezultira u smanjenom prolasku kroz oksidativhu fosforilaciju. Pentoza fosfatni put
sintetizira prekursore nukleotida i aminokiselina koje su potrebne za rast tumorskih stanica i
proliferaciju, te se oslobada ugljicni dioksid koji dovodi do acidifikacije ekstracelularnog
matriksa preko karbonska anhidraze (CAIX). Glikoliticki metabolizam u tumorima korelira sa
rezistencijom na radioterapiju. Laktati i kiseline mogu dovesti do sekrecije hijaluronidaze i
metaloproteinaze te na taj nacin povecati incidenciju metastaza. Takoder inhibiraju funkciju
dendritickih stanica i T stanica te mogu izazvati angiogenezu (slika 3) (Meijer et al. 2012).
Glikoliticki produkti piruvat i laktat induciraju akumulaciju HIF-1a, te na taj nalin stvaraju
mehanizam povratne sprege u kojem HIF-1 uzrokuje glikoliticki metabolizam sa povisenom
koncentracijom piruvata/laktata koji za uzvrat povecavaju HIF-1 aktivhost (Semenza 2010).
Osim HIF-1, aktivirani onkogeni (npr. RAS, MYC) i PIBK/AKT/mTOR put takoder sudjeluju u
regulaciji metabolicke promjene na glikolizu (Meijer 2010). Hipoksija takoder potice
ekspresiju gena za enzime potrebne za pretvorbu glukoze u glukagon kao Sto su HK1,
PGM1, UGP2, GYS1; inhibira jetrenu glikogen fosforilazu (PYGL) te time inhibira
glikogenolizu. Pretvorba glukoze u glukagon sluzi kao rezerva metabolickog supstrata

(Semenza 2013).
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Slika 3. Metabolizam glukoze u tumorima i agresivno ponasanje tumora

Izvor: Meijer et al.(2012) Clin Cancer Res 858: 5585-5594.

5.3. Supresija DNA popravka

U pokuSaju da se prilagode na hipoksi¢ne uvjete, tumorske stanice smanjuju stani¢ne
procese koji ukljuCuju veliku energetsku potroSnju. Pokazalo se da je u hipoksi¢nim uvjetima
generalni odgovor na hipoksiju supresija DNA popravka (homologna i nehomologna
rekombinacija, popravak krivo sparenih baza). Sami mehanizmi koji su uklju¢eni u supresiju
su razni i ukljuCuju ulogu HIF-a, micro-RNA i epigenetske modifikacije (Hammond 2014).
Inaktivacija MMR pridonosi mutagenezi i tumorogenezi jer MMR popravlja krivo sparene

baze tijekom replikacije DNA i ima ulogu u zastoju stani¢nog ciklusa i apoptozi kod odredenih
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oSteCenja DNA. Hipoksija utjee na popravak krivo sparenih baza inhibicijom ekspresije
MLH1, MSH2 i MSH6 §to rezultira u promjenama prepoznavanja i inicijacije popravka krivo
sparenih baza. Inhibicija ekspresije MSH2 i MSH6 je inducirana putem HIF-1, dok je
histonska deacetilacija uzrok inhibicije MLH1 (Cosse & Michiels 2008). Za vrijeme replikacije
DNA, osteCenja od strane slobodnih kisikovih radikala (ROS) mogu dovesti do prekida
dvostruke zavojnice. Prekid dvostruke zavojnice je genotoksicni tip odteCenja DNA koje
moze dovesti do kromosomske fragmentacije, translokacije i delecije, te je potreban brz
popravak. Popravak prekida dvostruke zavojnice se dogada kroz homolognu rekombinaciju,
koje se dogada u S ili G2 fazi stani¢nog ciklusa, i nehomolognu rekombinaciju koja se
dogada u svim fazama stani¢nog ciklusa. Hipoksija smanjuje ekspresiju RAD51, BRCA1,
BRCA2 koji su odgovorni za homolognu rekombinaciju, i NSB1, Ku70, Ku80 koji su
odgovorni za nehomolognu rekombinaciju (Cosse & Michiels 2008). Mehanizam smanjene
regulacije RAD51 i BRCA1 ovisi o formaciji represivnog E2F4/p130 kompleksa na E2F
mjestu promotora i neovisan je o HIF-1a i fazi stani¢nog ciklusa. Vazno je da se hipoksijom
posredovana supresija popravka DNA moze dogoditi u raznim stanjima oksigenacije, a ne
samo u sluéaju anoksije, 8to ukazuje da ¢e veéi udio tumora imati smanjenu moguénost DNA
popravka. U slu€aju teZe hipoksije (<0.1% kisika), pojavljuju se specifi¢ni odgovori kojih nisu
opazeni u slucaju blazih hipoksija. Pod teSkom hipoksijom dva mehanizma (brzi i odgodeni)
mogu utjecati na Clanove faktora eukariotske inicijacije (elFs), koji uniStavaju inicijaciju
MRNA translacije. U brzom odgovoru inhibiran je elF2a, dok je u odgodenom odgovoru
inaktiviran elF4 zbog produljene izloZenosti teskoj hipoksiji. U odsutnosti kisika, aktivnost
ribonukleotidnih reduktaza je smanjena , Sto dovodi do smanjenja nivoa dNTPa i
replikacijskog stresa (Hammond 2014). Inhibicijom popravka DNA, vjerojatno kako bi
oCuvala potroSnju energije, hipoksija pridonosi genetskoj nestabilnosti, te izabire klonove

tumorskih stanica agresivnijeg fenotipa (Cosse & Michiels 2008).
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6. Uloga hipoksije u obiljezjima tumora

6.1. Stani¢na proliferacija

Hipoksija i sa hipoksijom povezan nedostatak nutrijenata pridonosi usporavanju proliferacije,
zajedno sa povecanom udaljenosti od tumorskih krvnih Zila. Hipoksija regulira stani¢nu
proliferaciju preko staniénog ciklusa i sinteze proteina.

Stani¢na proliferacija je kontrolirana preko c-Myc koji inducira ekspresiju nekoliko ciklina
(D1,D2) i ciklin ovisnih kinaza (CDK4) (Cosse & Michiels 2008). C-Myc je transkripcijski
faktor koji regulira masu mitohondrija i potrosnju kisika i poznato je da je smanjen u raznim
tumorima (Ziello et al. 2007). Takoder, c-Myc smanjuje ekspresiju ciklin ovisnih inhibitora
(p21, p27) i kodirajucéih gena proteina koji su ukljueni u zastoj rasta. U hipoksiji, stabilizacija
HIF-1a dovodi do zastoja staniénog ciklusa preko inhibicije transkripcijske aktivnosti c-Myc
(Cosse & Michiels 2008). Smanjene razine c-Myc u tumorskim stanicama dovode do
poveéane glikolize i smanjene mitohondrijske oksidacije , $to su kljuéne karakteristike
tumorskih stanica koje preZivljavaju i proliferiraju u hipoksi¢nim uvjetima tumorskog
mikrookoliSa ( Zhang et al. 2007). Kako bi o¢uvala vitalne funkcije i sprijecila stani¢nu smrt,
hipoksi¢na stanica smanjuje procese koji uklju€uju visoku energetsku potroSnju, uklju€ujudi i
translaciju. Medutim, translacija mRNA koja je vazna za stani¢nu adaptaciju na hipoksiju, kao
Sto je HIF-1a, HIF-1b, VEGF, PDGF, se odvija preko neovisnog puta translacije zbog
prisutnosti unutarnjeg ribosomskog ulaza (IRES) u 5'-nekodirajuée regije mRNA. Smanjena
proliferacija tumorskih stanica mozZe utjecati na efektivnost kemoterapeutika, posto su oni
viSe efektivni prema proliferacijskim stanicama (Cosse & Michiels, 2008).

Kako bi nastavile rasti u u hipoksi¢nim uvjetima, tumorske stanice se prilagode na odsutnost
egzogenih signala rasta, i postanu otporne na anti-proliferativne signale (Harris, 2002).

U hipoksi€nom mikrookolidu, tumorske stanice rastu neovisno o0 egzogenim signalima rasta
jer same izrazavaju Cimbenike rasta ili konstitutivno aktiviraju signalni put tih Cimbenika rasta.
Hipoksija moZe potaknuti tumorske stanice na ekspresiju raznih signala rasta kao Sto su

EGF, inzulin, IGF-1, IGF-2 i PDGF, koji su poznati da promoviraju stani¢nu proliferaciju. HIF-
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la aktivira transkripciju vaskularnog endotelnog Cimbenika rasta (VEGF) i VEGFR1 koji
promovira proliferaciju endotelnih stanica i formaciju krvnih Zila. Tumorske stanice takoder
modificiraju signalni put inhibitora rasta. Tumor supresor PTEN moze inhibirati PISK/AKT put
i regulirati staniCni rast i prezivljenje. Mutacije PTEN mogu promovirati rast tumora i

sinergisticki preko HIF posredovanih odgovora (Ruan et al. 2009).

6.2. Apoptoza

Tumor raste nekontrolirano zbog neravnoteze izmedu staniéne proliferacije i stani¢ne smrti.
Za razliku od normalnih stanica, tumorske stanice mogu slomiti ravnotezu izmedu pro-
apoptoti¢nih i anti-apoptoti¢nih ¢imbenika kako bi promovirali stani¢no prezivljenje u razli€itim
okolisnim uvjetima, kao $to je hipoksi¢ni stres, radijacija, kemoterapija. Sami menhanizmi
regulacije apoptoze u hipoksiji nisu posve jasni. Smatra se da je mitohondrijska propusnost
centralni mehanizam u hipoksiji-posredovanoj apoptozi. HIF-1a promovira otpustanje
citokroma ¢ iz mitohondrija u citoplazmu , i ta p53 ovisna apoptoza je posredovana preko
Apaf-1 i kaspaze 9. Taj proces mozZe biti poniSten preko ¢&lanova Bcl-2 grupe anti-
apoptoti¢nih molekula kao $to su Bcl-2 i Bel-xL. Medutim Bax, jo$ jedan ¢lan Bcl-2 grupe,
spada u pro-apoptoticnu molekulu, i moze povecati apoptozu izazvanu hipoksijom. HIF-1
aktivira BNIP3 i NIX, koji poti¢u mitohondrijsku propusnost i stani¢nu smrt preko mehanizma
koji ne uklju€uje citokrom c i kaspazu (Ruan et al.2009). Dvostruka uloga hipoksije na
regulaciju apoptoze je djelomi¢no zbog uloge HIF-1, buduéi da HIF-1 promovira ekspresiju
gena koji kodiraju i pro-apoptoticne proteine (PUMA, BNIP3, BNIP3L) i anti-apoptoti¢ne
proteine (Mcl-1, IAP-2) (Cosse & Michiels 2008). Takoder, samo fosforilirana HIF-1a veze
HIF-1b u hipoksiji, dok defosforilirana forma HIF-1a veze p53 i poti€e pro-apoptoticke efekte.
Inicijacija apoptoze preko p53 se dogada preko indukcije gena koji kodiraju pro-apoptoticne
proteine kao $to su Bax, Puma, Fas, i preko direktne interakcije sa ¢lanovima Bcl2 obitelji.

Dolazi do aktivacije Bax, a do inhibicije anti-apoptoti¢nih Bcl-XL i Bcl-2 (Cosse & Michiels
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2008). Zbog toga, fosforilacijski status HIF-1a u hipoksiji je klju€an faktor u odluci potice li
HIF apoptozu ili ne. Efekt HIF-1a na apoptozu takoder ovisi o tipu tumora i o prisutnosti ili
odsutstvu genetickih promjena koje mijenjaju ravnotezu izmedu pro i anti-apoptotickih faktora
(Ruan et al.2009).

Medutim, izloZzenost hipoksiji moze i povecati otpornost na apoptozu. lako je hipoksija
toksiCna i za tumorske stanice i normalne stanice, tumorske stanice mogu poprimiti genetske
i adaptivne promjene u odgovoru na hipoksiju, $to im moze omoguciti otpornost na apoptozu
i povecati njihovu sposobnost na prezZivljenje i proliferaciju u usporedbi s normalnim
stanicama (Harris 2002). Tumorske stanice su razvile brojne mehanizme za izbjegavanje
apoptoze posredovane preko HIF-1 u hipoksiénim uvjetima. Hipoksija moze povecati
ekspresiju MDM2, p-53 negativhog modulatora, i povecati stani¢nu otpornost na apoptozu in

Vivo, i promovirati metastaziranje (Zhang & Hill 2004).

6.3. Angiogeneza

Lolakni rast i mogucnost metastaziranja velikog broja malignih tumora ovisi o formaciji novih
krvnih Zila. Da bi rasli viSe od 1 do 2 mm u promjeru , solidni tumori zahtijevaju krvnu
opskrbu kako bi dobili dovoljno nutrijenata i kisika (Ruan et al. 2009). Tumorska
angiogeneza zapoc€inje sa aktivacijom endotelnih stanica od strane specifi€nih ¢imbenika
rasta. Aktivacija endotelnih stanica dovodi do degradacije ekstracelularnog matriksa i
bazalnih membrana od strane aktiviranih proteaza, dopustaju¢i migraciju i proliferaciju
endotelnih stanica i formaciju nezrelih krvnih Zila. U usporedbi s normalnim tkivima, krvne
Zile tumora su dilatirane , imaju brojne arterio-venske shuntove , i nisu diferencirane u
arteriole, kapilare i venule. Zbog tih obiljezja, krvni protok je diskontinuiran i krvna opskrba
tumora je neadekvatna, te i dalje postoje podruCja akutne i kroni€ne hipoksije u
vaskulariziranim tumorima (Cosse & Michiels 2008).

Hipoksija moZe inducirati brojne faktore angiogeneze kao Sto su VEGF, IL-8, angiogenin,
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FGF, PDGF. VEGF ima klju¢nu ulogu u fiziologiji formacije krvnih Zila i patoloskoj
angiogenezi u rastu tumora. PojaCana regulacija VEGF i drugih ¢imbenika, kao sto je
angiopoetin 2 (Ang 2), promovira inicijaciju i progresiju angiogeneze. VEGF-A je izrazen u
vecini stanica i privla€i vodi neovaskulaturu u hipoksi¢na podruéja tumorskog tkiva (Ruan et
al. 2009). Za vrijeme hipoksije, HIF-1 veze regulatornu regiju na VEGF genu, te time potice
njegovu transkripciju i ekspresiju (Ziello et al. 2007). Hipoksija moze promovirati aktivnost
HIF-1 da poveca regulaciju VEGF kao okidaCa za inicijaciju angiogeneze, ali takoder moze
smanijiti aktivnost angiogenog inhibitora trombospondina kako bi stvorila okoli§ pogodan za
angiogenezu (Ruan et al. 2009). Takoder, hipoksija regulira nekoliko metaloproteinaza koje
posreduju u razgradnji ekstracelularnog matriksa i time pridonose proliferaciji i migraciji
endotelnih stanica u matriks (Cosse & Michiels 2008).

S obzirom na dosadasnje postoje¢e dokaze, postoje dva razliC¢ita modela, hipoksi¢ni krizni
model i akceleracijski model, koji objaSnjavaju ulogu hipoksije za vrijeme inicijacije ili
ubrzanja angiogeneze. U vaskularnom kriznom modelu, hipoksija moze inducirati VEGF da
promovira inicijaciju angiogeneze. Medutim, akceleracijski model predlaZze da hipoksija nije
odgovorna za inicijaciju angiogeneze i da je ta inicijacija posredovana preko ne-hipoksi¢nih
mehanizama, kao $to je indukcija VEGF preko aktivacije onkogena. Jednom kada je
angiogeneza zapoceta, tumorske stanice rastu brzo Sto dovodi do hipoksije. HIF-1 je tada
povecan da bi ubrzao angiogenezu (Dewhirst et al. 2008).

Kada se sve uzme u obzir, hipoksija moze promovirati angiogenezu na dva nacina: prvo,
preko direkine stimulacije ekspresije brojnih faktora angiogeneze koji su uklju€eni u rast i
preZivljenje endotelnih stanica; i drugo, inducirajuc¢i mikrookoli§ koji omogucuje prezivljenje

tumorskih stanica, migraciju, i invaziju (Ruan et al. 2009).
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6.4. Invazija i metastaze

Metastaziranje tumora je diseminacija tumorskih stanica iz primarnog rasta tumora prema
udaljenim organima, praceno stvaranjem sekundarnih tumora. Tumorske stanice se mogu
Siriti preko dva puta : krvnim Zilama ili limfnim Zilama. Tumorske stanice mogu pristupiti
krvotoku direktno iz krvnih zila primarnog tumora ili indirektno, preko limfnog sustava (Gilkes
& Semenza, 2013). Proces stvaranja metastaza se sastoji od nekoliko koraka, prvo
tumorske stanice trebaju prekinuti kontakt sa susjednim stanicama, invadirati ekstracelularni
matriks, penetrirati krvne zile (intravazacija), zatim trebaju prezivjeti obranu imunog sustava
domacina, te izadi iz krvnih zila (ekstravazacija) u tkivo gdje se mogu implantirati i proliferirati
(Cosse & Michiels 2008). U hipoksi¢nim uvjetima , tumorske stanice poprimaju seriju
promjene kako bi preZivjele, ali i kako bi se proSirile i promovirale invaziju i metastaze.
Klinike studije su pokazale da je hipoksija tumora jedna od vaznih obiljezja mikrookoliSa za
diseminaciju tumorskih stanica. Medutim, mehanizmi koji dovode do povisenog metastatskog
potencijala tumorskih stanica izloZzenih hipoksiji i uloga HIF-1a u metastaziranju nisu to¢no
definirani (Ruan et al. 2009).

Prvi korak u metastaziranju ukljuCuje epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT). Dobro
polarizirane, adhezivne epitelne stanice su pretvorene u ne-polarizirane mezenhimalne
stanice. EMT je proces koji zahtijeva koordinaciju nekoliko stani¢nih dogadaja, uklju€ujuci
prekid intracelularne adhezije posredovane preko kadherina i adherina, reorganizaciju
citoskeletne arhitekture i degradaciju bazalne membrane. Hipoksija i prekomjerna ekspresija
HIF-1 a promoviraju EMT i metastatske fenotipove (Ruan et al.2009). Hipoksijom inducirana
aktivacija HIFa je povezana sa gubitkom E-kadherina, $to je obiljezje invazije i kljucni
element EMT. Mnogi geni koji reguliraju EMT su inducirani hipoksijom, kao §to su SNAIL1,
SLUG, TWIST, te smanjuju ekspresiju E-kadherina. Gubitak ili redukcija ekspresije E-
kadherina je ¢esto naden u naprednim stadijima karcinoma, uklju€ujuéi i duktalni karcinom
dojke (Gilkes & Semenza 2013).

Da bi se dogodila invazija, tumorske stanice moraju degradirati bazalnu membranu. Matriks

metaloproteinaze (MMP) su obitelj cink ovisnih endopeptidaza koje degradiraju

19



ekstracelularni matriks. MMP-2 i MMP-9 razgraduju kolagen tipa 4, koji je glavna
komponenta bazalne membrane. Poveéane razine MMP-2 u bioptatima karcinoma dojke
povezan je sa loSijom prognozom. Hipoksija poti¢e povecanu ekspresiju i aktivnost MMP-2 i
MMP-9 preko HIF-1 ovisnog procesa (Gilkes & Semenza 2013).

Aktivacija plazminogena putem urokinaze (UPA/UPAR) je regulirana od strane hipoksije
inducirane ekspresije UPAR i ukljuena je u razgradnju esktracelularnog matriksa. uPA se
veze za UPAR receptro i potiCe aktivaciju uPA proteaze , koja pretvara plazminogen u
plazmin. Plazmin oslobada nekoliko proteolitickih enzima ukljuujuci gelatinaze i kolagenaze.
Stadij intravazacije je takoder reguliran preko hipoksije, posto hipoksija promovira
angiogenezu i samim time ekspresiju vazodilatatora kao Sto je VEGF. Obiljezja krvnih zila
tumora, kao i visoki intersticijski tlak, pomazu intravazaciji tumorskih stanica u krvne Zile
tumora (Cosse & Michiels 2008).

Ekstravazacija ukljuCuje adheziju tumorskih stanica na endotel krvnih Zila, poznato kao
marginacija. Nedavno su identificirani HIF ciljni geni koji poti€u ekstravazaciju putem
marginacije tumorskih stanica (LLCAM, CD24) (Gilkies & Semenza 2013).

U pretklinickim modelima, uspjeSna delecija HIF-1a inhibira primarni rast tumora, suprimira
pluéne metastaze i produljuje prezivljenje. Gubitak HIF-1a inhibira ekspresiju markera
bazalnog karcinoma dojke , kao i brojne gene ukljuCene u epitelno-mezenhimalnu tranziciju
(Fu et al. 2014). Ekspresija brojnih gena koji su povezani sa metastazama karcinoma dojke
su povecani u hipoksi¢nim uvjetima, Sto je povezano sa loSijom prognozom. Bolje
razumijevanje molekularnih mehanizama koji uklju€uju hipoksijom stimulirane metastaze
karcinoma dojke moze pridonijeti boljim prognostiCkim kao i terapeutskim implikacijama

(Dedic Plavetic et al. 2014).

20



7. Klinicke i terapijske implikacije tumorske hipoksije

Vaznost hipoksije na prognozu i terapiju pokazala se u nekoliko studija, te je povezana sa
rezsitencijom na postojecu terapiju, ukljuCujuci kemoterapiju, radioterapiju i kirurgiju.(slika 4)
HipoksiCne stanice su rezistentne na kemoterapiju iz nekoliko razloga, ukljuujuci udaljenost
od krvnih zila, niska proliferacija stanica u hipoksi¢nim podrucjima. Efikasnost radioterapije
ovisi o brojnim faktorima, kao 3to je postotak stanica izloZzenih radiobioloSkim razinama
hiposkije tumora. Prisutnost kisika u vrijeme ioniziraju¢eg zraenja dovodi do proizvodnje
slobodnih radikala koji oSte¢uju DNA, te je otezan stani¢ni popravak DNA. Posljedica toga je
da hipoksi¢ne stanice mogu biti do tri puta rezistentnije na zracenje od stanica u normalnim
koncentracijama kisika. Hipoksija tumora je povezana s loSom prognozom i kod kirurskog
odstranjenja , posto bioloski odgovori na hipoksiju ukljuéuju povec¢anu invaziju i metastaze

(Hammond et al.2014).

Kemoterapija

Dostava lijekova |
aktivnos je smanjena
u hipoksi¢nim
regijama. Adaptacija
na hipoksiju potice
kemorezistenciju.

Veéina
kemoterapeutika je
manje ucinkovita.

Operacija

BioloSki odgovor na
hipoksiju  ukljucuje
povecanu invaziju |
matestaze.

Vjerojatno je tumor
ve¢ metastazirao
kada dode do
operacije.

Radioterapija

U prisutnosti kisika,
zraCenje dovodi do
stvaranja slobodnih
radikala koji
oStecuju DNA.

Hipoksi¢ne
tumorske stanice
imaju 3 puta manje
osSteéenja DNA za
vrijeme zracenja.

Povecéana genska nestabilnost i smanjen popravak DNA

OTPORNOST NA TERAPIJU | LOSA PROGNOZA

Slika 4. Hipoksi¢ni tumori su rezistentni na terapiju i povezani s loSom prognozom

Izradeno prema Hammond et al.(2014) Clinical Oncology 26:277-288.
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7.1. Efekt hipoksije na radioterapiju

HIF-1 ima vaznu ulogu u rezistenciji tumora na radioterapiju, kroz postradijacijsku vaskularnu
zastitu, ili kroz povecan anti-oksidativni kapacitet preko inicijacije glikolitickog metabolizma
tumora (Meijer et al.2012).

Radijacijom inducirana reoksigenacija je proces u kojem prezZivjele hipoksi¢ne tumorske
stanice postanu bolje oksigenirane poslije zratenja zbog smrti aerobne populacije stanica.
Zbog toga, nekoliko sati poslije zracenja dolazi do pada aktivnhosti HIF-1, medutim u isto
vrijeme stvaraju se slobodni kisikovi radikali koji poti¢u stabilizaciju HIF-1a. HIF-1 je
odgovoran za vaskularnu zastitu, oporavak krvne opskrbe tumora postradijacijski zbog
stimulacije angiogeneza i vaskulogeneze. Regulacija HIF-1 stimulira tumorske stanice na
proizvodnju VEGF i drugih proangiogenih faktora koji poti€u angiogenezu i Stite
mikrovaskulaturu od radijacijom izazvana endotelne apoptoze. Drugi razlog zbog kojeg su
hipoksicne tumorske stanice rezistentne na radioterapiju je zbog poveéanih endogenih
antioksidansa  kroz  akumulaciju  piruvata, laktata, glutation/glutation disulfida,
NAD(P)H/NAD(P)+ koji se nakupljaju tijekom glikolitic(kog metabolizma. Te molekule
uspjesno skupljaju slobodne radikale i na taj nacin smanjuju oSteCenja DNA koje slobodni
radikali uzrokuju. U pretkliniCkim istraZivanjima, blokada HIF-1a i tumorskog metabolizma
glukoze utjeCe na tumorski mikrookoli§, stimulira metaboliCke alternacije i senzitizira brojne
tumore na radijaciju (Meijer et al. 2012). Postoji nekoliko skupina lijekova koji inhibiraju
aktivnost HIF-1 i rast tumora kao Sto su antraciklini (doxorubicin), inhibitori receptora
epidermalnog faktora rasta (cetuximab), inhibitori topoisomeraze 1 (topoectan) (Semenza
2010). Posto HIF-1 nije izrazen u svim tumorskim stanicama, inhibicija aktivosti HIF-1 ne bi
bila efektivha kao monoterapija. Zato bi klini¢ka istrazivanja trebala kombinirati inhibiciju HIF-
1 sa radioterapijom i fokusirati se na optimalnu selekciju pacijenata (Moeller & Dewhirst
2006).

Modulacija metabolizma glukoze u tumorima se moze dogadati na nekoliko razina, direktno

preko inhibicije enzima i transportera uklju¢enih u metabolizam glukoze, ili indirektno preko
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anti-HIF-1 terapije (Tennant et al. 2010). Buduca istrazivanja trebala bi istraziti jesu li
inhibitori HIF-1 i metabolizma glukoze korisni u klini¢koj praksi. Posebnu paznju treba
posvetiti efektu inhibicije HIF-1 na glikolitiCki i redoks status tumora, te je potrebno utvrditi
optimalno vrijeme za uvodenje inhibitora tijekom terapije (Meijer et al.2012).

Kako bi se odabrali prikladni pacijenti za takvu kombinaciju terapije, potrebno je koristiti
slikovne pretrage koje bi pokazale ekspresiju HIF-1, promjene u metabolizmu glukoze i
samim tim odgovor na radioterapiju. Postoje brojni potencijalni slikovni pristupi koji bi se
mogli koristiti za identifikaciju hipoksi¢nih tumora. PET, MRI i CT su tehnike koje se koriste u
rutinskoj klini¢koj praksi, i kada se koriste da pokazu hipoksiju predvidaju loSiju prognozu na
radioterapiju u onih tumora koji se identificiraju kao hipoksi¢ni. PET markeri, posebno
nitroimidazol, su vjerojatno najtoCnija metoda posto direktno identificiraju prisutnost hipoksije,
dok su oni bazirani na perfuziji indirektni te stoga i manje specificni. PET oslikavanje
hipoksije se moze iskoristiti kako bi se izabrali pacijenti sa hipoksi¢nim tumorima koji bi mogli
i¢i na dodatne terapije, ili preko hipoksija posredovanih lijekova, ili povisenjem radijacijske
doze na cijeli tumor ili, ako je pretraga dovoljno precizna, samo na hipoksi¢na podrudja

(Horsman et al. 2012).

7.2. Hipoksijom posredovana rezistencija na kemoterapiju

Hipoksija u tumorima je povezana sa rezistencijom na kemoterapiju. Velika difuzijska
udaljenost koja odvaja hipoksi¢na podrucja od krvnih Zila ograni¢ava distribuciju lijekova, dok
nizak ekstracelularni pH u tumorima smanjuje ulazak lijekova u stanice. S druge strane,
obiljeZja mikrookoliSa tumora, osobito hipoksija, poti€u stani¢ne prilagodbe koje pridonose
rezistenciji na kemoterapeutike. Te prilagodbe smanjuju primitak lijekova preko smanjenog
ekstracelularnog pH i preko ekspresije ksenobiotske pumpe. Efektivnost kemoterapeutika je
takoder smanjena zbog hipoksijom inducirane promjene puta staniéne smrti i selekcije

rezistentnih stanica (Cosse & Michiels 2008).
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Nizak ekstracelularni pH pridonosi tumorskoj invazivnosti jer poti€e degradaciju
ekstracelularnog matriksa. Uz to, nizak pH smanjuje stani¢ni primitak kemoterapeutika koji
imaju disocijacijsku konstantu izmedu 7.5 i 9.5, kao $to su doksorubicin i vinkristin (Cosse &
Michiels 2008). Jedan od molekularnih mehanizama kojim HIF-1 pridonosi u rezistenciji na
liekove je to Sto HIF-1 aktivira MDR1 gen u odgvoru na hipoksiju. MDR1 kodira za
membranski P-glikoprotein (P-gp) koji pripada obitelji ABC transportera (Rohwer & Cramer
2011). ABC transporteri funkcioniraju kao energetski ovisne membranske pumpe koje
transportiraju ksenobiotike kako bi odrZale intracelularnu koncentraciju ispod toksi¢nog nivoa
(Cosse & Michiels 2008). P-gp moZe smanijiiti intracelularnu koncentraciju nekoliko
kemoterapeutika kao $to su vinka alkaloidi, antraciklini i paclitaxel. Ekspresija P-gp kao
odgovora na hipoksiju je uo€ena u mnogim tumorskim stanicama, uklju€ujuéi gliom, karcinom
zeluca, karcinom dojke, i karcinom kolona (Rohwer & Cramer 2011).

Kemoterapeutici su djelotvorniji prema stanicama u proliferaciji, te ¢e =zato sporo
proliferacijske stanice koje se nalaze na vecéoj udaljenosti od tumorskih krvnih Zila biti
otpornije na kemoterapiju. Cilj kemoterapije je oStetiti komponente tumorskih stanica kako bi
ih eliminirale apoptozom, nekrozom ili autofagijom. Nacin stani¢ne smrti je odreden tipom
prouzroCene Stete, dozom lijeka i stani€nog tipa. Vecina kemoterapeutika poti€u ostecenje
DNA, a apoptoza je primarni mehanizam stani¢nog odgovora na DNA o&tecenje. Tako je jo$
jedan mehanizam rezistencije na kemoterapiju uzrokovan hipoksijom, inhibicija apoptoze
(Cosse & Michiels 2008).

Mnogi mehanizmi hipoksijom posredovane rezistencije na kemoterapiju pokazani su na
MDA-MB 231 stani¢noj liniji karcinoma dojke. Prekondicioniranje hipoksijom tih stanica
karcinoma dojke dovodi do rezsitencije na mnoge skupine kemoterapeutika kao $to su
antraciklini, etoposid, mitoxantron. Akutna izloZenost tim lijekovima dovodi do brojnih
jezgernih i citoplazmatskih promjena (Sullivan et al. 2008).

Stanice sa vecom ekspresijom HIF-1a su efektivnije u popravku dvostruke zavojnice DNA,
rezistentnije na karboplatinu, etoposid i zraenje u usporedbi sa stanicama kojima nedostaje

HIF-1a. Hipoksija moze stimulirati kemorezistenciju na doksorubicin u eksperimentalnim
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modelima na MCF-7 i HCC1973 stani¢nim linijama. Hipoksija pridonosi i poveéanoj epitelno
mezenhimalnoj tranziciji preko modulirane ekspresije E-kadherina i vimentina. Hipoksija
smanjuje ekspresiju E-kadherina i poveéava ekspresiju vimentina. Tan IIA vraéa njihovu
ekspresiju na kontroliranu razinu. Ti efekti trebaju biti joS potvrdeni u dodatnim in vivo

istrazivanjima (Dedi¢ Plaveti¢ et al.2014).

7.3. Bioloska terapija u hipoksiji

Hipoksija potiCe neoangiogenezu koja dovodi do formiranja abnormalne vaskularne mreze.
Strukturne abnormalnosti krvnih zila tumora dovode do abnormalnog tumorskog mikrookolisa
(hipoksija, acidoza, visoki intersticijski tlak). Ta obiljezja onemogucuju dostavu lijekova i
smanjuju efektivost terapije. Zbog toga se u terapiji koriste antiangiogeni lijekovi koji dovode
do normalizacije vaskulature i poboljSavaju efektivnost kemoterapije i radioterapije.
Normalizacija se moZze postiéi preko VEGF signalnog puta, koji ima klju¢nu ulogu u stvaranju
tumorskih krvnih zila. Uglavnom se koriste bevazicumab (protutijelo na VEGF) i protutijelo na
VEGFR2 (Dc101) kako bi poboljali strukuru i funkciju krvnih Zila (Cosse & Michiels 2008).
Medutim, nedavna klinicka istrazivanja dovode u pitanje njihovu efektivhost u karcinomu
dojke. PretkliniCki pokusi sugeriraju da bi antiangiogeni lijekovi mogli i povéati invaziju i
metastaze karcinoma dojke. Sunitinib i bevazicumab dovode do proliferacije tumorskih
mati¢nih stanica preko stimulacije intratumorkse hipoksije u ksenograftima karcinoma dojke.
PretkliniCka ispitivanja indiciraju da bi HIF inhibitori i dikloracetat (DCA) mogli povecati
efikasnost bevazicumaba kao inhibitora angiogeneze ( Dedic¢ Plavetic et al.2014).

Topotekan je inhibitor topoizometaze | koji potiCe DNA oStecenje i citotoksicnost. Takoder,
inhibira HIF-1a te se koristio zajedno sa bevazicumabom kako bi se pokazalo utjeCe li na
aktivnost bevazicumaba. Dodatak topotekana bevazicumabu u ksenograftima doveo je do
dodatne inhibicije transkripcijske aktivnosti HIF-1, znacajne inhibicije proliferacije i indukcije

apoptoze. Ti rezultati znaajno sugeriraju mogucnost kombinacije anti-VEGF protuijela i HIF
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inhibitora u terapiji protiv hipoksi¢nog tumorskog mikrookoliSa (Rapsidara et al. 2009).
Dikloracetat (DCA) reaktivira mitohondrijsku respiraciju te povecava efekt bevazicumaba.
DCA i bevazicumab zajedno su drasti€no smanijili rast tumora u usporedbi sa samostalnom
terapijom. Te je njihova kombinacija jo$ jedna potencijalna antineoplasticna strategija
(Kumar et al. 2013).

Melanomi koji imaju V600E BRAF mutaciju pokazuju poveéanu ekspresiju HIF-1a.
Vemurafenib koji cilja mutirani BRAF odobren je za tretman uznapredovalih melanoma.
Rezistencija na vemurafenib je u prepoznata u sve veéem broju. Vemurafenib rezistentni
melanomi odgovaraju na terapiju sa porastom razine HIF-1a, 8to sluzi kao jedan od

mehanizama njihove rezistencije (Dedi¢ Plaveti¢ et al.2014).
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8. Zakljuc€ak

Hipoksija je prisutna u mnogim solidnim tumorima, uglavhom zbog neadekvatne krvne
opskrbe i brzog rasta tumora. Kako bi se prilagodile na hipoksiju, tumorske stanice poprimaju
brojna obiljezja, ukljucujuéi i povecanu ekspresiju HIF-1 faktora koji poti€e transkripciju gena
uklju¢enih u progresiju tumora, angiogenezu, eritropoezu, promjene u metabolizmu,
apoptozu i remodeliranje tkiva. Zbog tih obiljezja, hipoksija i povec¢ana ekspresija HIF-1
faktora povezana je sa loSijom prognozom i rezistencijom na radioterapiju, kemoterapiju i
bioloSku terapiju tumora. Provedena su istraZivanja u kojima se pokazala bolja djelotvornost
radioterapije i bioloSke terapije u kombinaciji sa HIF-1 inhibitorima, ili inhibitorima
metabolizma glukoze. To otvara moguénost za kombinaciju dosadasnjih metoda lijecenja
(radioterapija, kemoterapija, bioloska terapija) sa specificnim lijekovima koji djeluju na HIF
kako bi se postigli bolji rezultati, nego primjenom samo jedne metode, npr.radioterapiije.
Bolje razumijevanje efekta tumorske hipoksije i tumorskog mikrookoli§&a moze nam omoguditi

nove strategije kojima bi mogli djelovati na hipoksi¢ne tumore.
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