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Pomen hipoksije pri obsevanju

Peter Korosec, Mitja Anii¢, Monika feinievur, Gaber Plave, Irena Oblak

Povzetek

Uspesnost zdravljenja z radioterapijo (RT) je odvisna od ste-
vilnih dejavnikov, med katerimi je tudi oksigenacija tumorskih
celic. Tumorske celice, ki so dobro preskrbljene s kisikom, so
namre¢ na obsevanje tudi do 3-krat bolj obcutljive kot hipo-
ksicne tumorske celice. Poleg tega deluje hipoksija v tumorjih
kot selekcijski pritisk, zaradi katerega preZivijo le bolj maligne
celice, z manjsim apoptotskim potencialom. V prisotnosti
hipoksije se povecata genomska nestabilnost in metastatski
potencial tumorskih celic, zveca pa se tudi odpornost celic
na kemoterapijo, kar vse vpliva na uspesnost zdravljenja z

RT. Hipoksija je posledica neskladja med celi¢nim dihanjem,
koncentracijo kisika v krvi in perfuzijo tumorja, pri cemer so
najpogostejsi patogenetski mehanizmi neustrezna oziljenost,
motena difuzija kisika ter anemija, ki je lahko posledica
rakave bolezni ali zdravljenja. Z uporabo invazivnih in
novejsih neinvazivnih diagnosti¢nih metod lahko ocenimo
delez hipoksicnih celic v tumorju in temu prilagodimo tera-
pevtski pristop. Boljsi ucinek obsevanja slabse oksigeniranih
tumorjev lahko dosezemo z uporabo radiosenzibilizatorjev, z
izboljsanjem tumorske oksigenacije, s selektivnim unicenjem
hipoksi¢nih celic s citotoksini ter z obsevanjem hipoksi¢nih
predelov z visjimi obsevalnimi odmerki ob pomoci radiopro-
tektorjev in z uporabo sodobnih obsevalnih tehnik.

Uvod

Odziv celic na obsevanje je zelo odvisen od prisotnosti kisika.
To so potrdili ze izsledki raziskav v zacetku dvajsetega stoletja,
ko so leta 1904 Hahn (1) in nato pet let kasneje Se Schwarz
(2) ter leta 1930 Crabtree in Cramer (3) porocali o slabsi
ucinkovitosti radioterapije (RT) ob zmanjsani prekrvljenosti
tumorjev. Podrocja akutne in kroni¢ne hipoksije so prisotna v
prakti¢no vseh solidnih tumorjih, ne glede na njihovo velikost,
zato obstaja veliko zanimanje za razvoj oblik zdravljenja, ki

bi uc¢inkovito unicile radiorezistentne hipoksi¢ne celice (4).

V prispevku predstavljamo pomen hipoksije pri zdravljenju

z obsevanjem, diagnosti¢ne tehnike za oceno hipoksije in
terapevtske pristope za izboljSanje uspesnosti RT pri zdravlje-
nju hipoksi¢nih tumorjev.

Vpliv kisika na bioloski uc¢inek RT

lonizirajoce sevanje povzroca obsevalne poskodbe, ki so
posledica ekscitacije in ionizacije atomov ter molekul. Za
biolosko ucinkovitost RT je najpomembnejsa poskodba
deoksiribonukleinske kisline (DNK), ki je lahko neposredna
ali posredna. Pri prvi sevanje deluje na DNK neposredno,

pri drugi pa pride do poskodbe posredno, prek reakcij, ki jih
povzrocajo visoko reaktivni, a kratko Ziveci (okoli 10"%) prosti
radikali (5-7). Neposredne poskodbe so predvsem dvojni
prelomi DNK, ki so tezje popravljivi kot enojni prelomi DNK,
ki so pogostejsi pri posrednih poskodbah DNK. Pomemben
delez z ionizirajocim sevanjem nizke gostote povzrocenih
poskodb DNK nastane posredno kot posledica delovanja hi-

droksilnih radikalov, ki nastanejo ob radiolizi vode (8). Obseg
te posredne poskodbe je moc¢no odvisen od prisotnosti kisika.
Kisik se namre¢ najprej z visoko afiniteto veze s prostimi
radikali in povzroci nastanek novih reaktivnih produktov, ki
reagirajo z bioloskimi molekulami, med katerimi je za ucinek
RT najpomembnejsa DNK, nato pa kisik poskodbe DNK
kemicno stabilizira oziroma fiksira. Poskodbe tako postanejo
nepopravljive, kar vodi v celi¢no smrt (9, 10).

Za ucinkovito zdravljenje z RT je torej potrebna prisotnost ki-
sika neposredno med obsevanjem oziroma nekaj milisekund
po tem, saj je v nasprotnem primeru zaradi odsotnosti
ucinka kisika na z ionizirajoc¢im sevanjem povzrocene po-
Skodbe DNK za dosezek istega ucinka potreben do 3-krat vigji
obsevalni odmerek kot ob primerni oksigenaciji tkiva (10-13).
Radiosenzitivnost tumorskih celic se za¢ne progresivno nizati
pri vrednosti delnega tlaka kisika (pO,) okoli 25 mmHg

in se prepolovi pri vrednostih med priblizno 4 mmHg in

12 mmHg, pri cemer se te vrednosti med celi¢nimi linijami
razlikujejo (14).

Razmerje med obsevalnim odmerkom v odsotnosti kisika

in obsevalnim odmerkom v prisotnosti kisika, ki povzrocita
enako raven obsevalne poskodbe, se imenuje koli¢nik pove-
¢anja obcutljivosti zaradi kisika (angl. oxygen enhancement
ratio, OER) (10).

OER= RT odmerek v odsotnosti kisika
RT odmerek ob prisotnosti kisika

Na OER vplivata:

- Linearni prenos energije (angl. linear energy transfer, LET)
obsevalnih delcev: LET se med posameznimi vrstami
obsevalnih delcev razlikuje. O visokem LET govorimo,
ko je delez neposrednih poskodb DNK visok, delez
posrednih poskodb DNK pa nizek. Zaradi tega je OER za
obsevalne delce z nizkim LET (npr. zarki X, y zarki) visji,
za obsevalne delce z visokim LET (npr. nevtroni, delci a)
pa nizji (15) in se pribliza vrednosti O pri vrednosti LET
200 keV/um in vec (14).
velikem odmerku, s frakcionacijo pa se njegova vrednost
postopoma znizuje. V primeru X in y zarkov je tako OER
najvedji pri odmerku, visjem od priblizno 3 Gy, in se pod
to vrednostjo sorazmerno z odmerkom niza (14).

Mehanizem nastanka hipoksije v tumorjih

Hipoksija v tumorijih se pojavlja predvsem zaradi neustrezne
in nezadostne oziljenosti, kar je posledica hitre rasti tumorja,
ob neustrezni angiogenezi, in jo na splosno razdelimo na

z difuzijo omejeno (kroni¢no) ter na s perfuzijo omejeno
(akutno) hipoksijo, ki sta obe najizrazitejsi na venskem koncu
tumorskega mikrozilja (16).

Tumorske celice, ki so od funkcionalnega zilja oddaljene
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dlje kot je difuzijska razdalja kisika, so kroni¢no hipoksicne.
Difuzijska razdalja kisika se zaradi razlik v metabolizmu

celic, mimo katerih kisik difundira, med tumoriji razlikuje in

v povprecju znasa okoli 70 um na arterijskem koncu kapilare
in manj na venskem. Kroni¢na hipoksija je pomembna, saj je
doloc¢ena populacija celic, ki lezi med podrocjem z odli¢no
oskrbo s kisikom (euoksi¢nim) in podroc¢jem, ki s kisikom ni
oskrbljeno (anoksi¢nim), kljub hipoksiji $e vedno viabilna ter
hkrati prav zaradi hipoksije radiorezistentna (17, 18).
Akutna oziroma s perfuzijo omejena hipoksija pa je posledica
prehodne obcasne zapore sicer funkcionalnega zilja. Jasnega
vzroka zanjo ne poznamo, je pa najverjetneje posledica
neprimernega tumorskega zilja. Akutna hipoksija je tezko do-
kazljiva, a je potencialno pomembna, saj se s spreminjanjem
oksigenacije celic spreminja tudi njihova radiosenzitivnost.
Tako lahko tumorske celice, ki so prehodno hipoksi¢ne in
zato radiorezistentne, obdrzijo sposobnost proliferacije in ob
tumorski reoksigenaciji predstavljajo klonogeno Zzarisce (19).
Akutna in kroni¢na hipoksija sta v tumorju prisotni hkrati,
velja pa, da v vecini primerov kroni¢na prevladuje in ima
vedji vpliv na radiorezistenco (9, 13). Razlikovanje med
obema vrstama hipoksije je za odpravljanje te pomembno, saj
zvisanje vsebnosti kisika v krvi ni posebej u¢inkovito pri od-
pravi akutne hipoksije. Na drugi strani pa radiosenzibilizatorji
difundirajo po celotni prostornini tumorja in bi morali v enaki
meri senzibilizirati tako kroni¢no kot tudi akutno hipoksi¢ne
celice (20).

Delez radiorezistentnih celic, ki so med obsevanjem v
tumorjih prisotne kot posledica obeh vrst hipoksije, se
imenuje hipoksicna frakcija. Ta delez se med tumorji razlikuje
in raziskave kazejo, da je Se posebej velik pri plos¢atocelic-
nih karcinomih, kar se pripisuje njihovemu izvoru v slabse
prekrvljenih epitelijskih tkivih z visokim delezem na hipoksijo
prilagojenih celic (13). Ocene velikosti hipoksi¢nih frakcij

v tumorjih se med razli¢nimi diagnosti¢nimi tehnikami
razlikujejo, a vse kazejo na veliko heterogenost tudi med
posameznimi tumoriji iste vrste (21). Raziskave 42 vrst solidnih
tumorjev glodalcev kazejo, da hipoksi¢ne frakcije obsegajo
od 0 do 50 % tumorskih celic, s povprecno vrednostjo okoli
15 %, pri cemer so bile vrednosti dolocene z indirektnimi
metodami, ki niso primerne za uporabo pri ljudeh (17, 22).

Ocena hipoksije v tumorju

Dobra ocena deleza in razporeditve hipoksi¢nih celic v
tumorjih bi omogocila, da bi z ustreznimi ukrepi izboljsali
ucinkovitost zdravljenja z obsevanjem (13).

Posredno oceno o oksigenaciji tumorja pridobimo z oceno
oziljenosti tumorja, pri ¢emer uporabljamo dinamic¢no
slikanje z magnetno resonanco s kontrastom (angl. dynamic
contrast enhanced magnetic resonance imaging, DCE-MRI), ki
omogoca prikaz prekrvljenosti tumorjev. Poznamo pa tudi ve¢
metod neposredne meritve oksigenacije tumorskih celic, ki jih
v grobem razdelimo na invazivne in na neinvazivne oziroma
slikovne metode (23).

Z invazivnimi tehnikami merimo oksigenacijo neposredno

v tumorskem tkivu, zaradi Cesar so pogosto tehnic¢no tezko
izvedljive oziroma neizved|jive. Ob tem tudi ne omogocajo
prikaza velikosti in razporeditve hipoksi¢nih podrocij v celotni
prostornini tumorja. Zlati standard je meritev hipoksije s
polarografskimi kisikovimi elektrodami (12). Poleg Ze nave-
denih slabosti, ki so skupne vsem invazivnim metodam, je pri
kisikovih elektrodah tezava tudi v nezanesljivosti meritev, ki
se pojavljajo pri nizkih vrednostih pO,, pri premikih elektrode

v tkivu, pri krvavitvah v tumorjih, prav tako pa elektrode niso
obcutljive le za kisikove molekule in dajo lazne vrednosti

ob prisotnosti melanina ter Se nekaterih drugih molekul

(24). Uporabnost te metode v kliniki je bila med drugim
predstavljena v raziskavi zdravljenja napredovalih karcinomov
materni¢nega vratu z RT, kjer je bila s polarografskimi kisi-
kovimi elektrodami izmerjena tumorska hipoksija neodvisen
napovedni dejavnik preZivetja (25). Podobna tej je lumine-
scencna opti¢na metoda OxyLite. Ta v nasprotju s kisikovimi
elektrodami ne porablja kisika v elektrokemijski redukciji, kar
sicer pri kisikovih elektrodah povzroci postopno upadanije
moci signala, zaradi Cesar lahko podcenimo hipoksijo, v
izogib temu pa moramo kisikove elektrode stalno premikati.
To pomeni, da lahko z luminiscen¢no opti¢no metodo na
enem mestu koncentracijo kisika merimo dlje. Druga pred-
nost je natan¢nost luminescen¢ne opticne metode pri nizkih
koncentracijah kisika, kjer so kisikove elektrode nezanesljive.
Izpostaviti velja tudi kompatibilnost sistema OxyLite z magne-
tno resonanco. Pomanjkljivosti sistema OxyLite sta predvsem
dve, in sicer relativno velik premer sonde (okrog 200 um v
primerjavi s priblizno 12 um premera kisikovih elektrod),

kar pomeni vecjo poskodbo tkiva pri uvajanju in posledicen
potencialni vpliv poskodbe na meritve, ter dolg cas stabilizaci-
je (1-2 min), ki je potreben pred vsako meritvijo, kar izrazito
podaljsa preiskavo. Zaenkrat je bil sistem OxyLite preizkusen
le v predklini¢nih raziskavah (26-28).

Pri izvedbi ostalih invazivnih metod je potrebna biopsija. Med
te spada uporaba eksogenih markerjev, predvsem nitroimida-
zoloy, ki se v hipoksi¢nih pogojih vezejo z makromolekulami
in jih je nato v biopti¢nih vzorcih mo¢ oznaditi z imunohi-
stokemicnimi tehnikami. Prednost te tehnike v primerjavi z
uporabo polarografskih kisikovih elektrod je v tem, da oznaci
le metabolno aktivne hipoksi¢ne celice in tako razlikuje med
podrodji nekroze ter hipoksije. Tehnike, ki merijo hipoksijo

v tumorjih s pomocjo endogenih markerjev, so v primerjavi s
tehnikami, ki uporabljajo eksogene markerje, enostavnejse,
saj ni potrebe po dragih intravenskih aplikacijah eksogenih
markerjev, omogocajo pa tudi retrospektivno analizo tumor-
skih vzorcev. Kot endogene markerje uporabljamo s hipoksijo
povezane gene in proteine (npr. GLUT-1 in HIF-1a), ki jih
dolo¢amo z imunohistokemicnimi, DNA, proteosomskimi in
drugimi preiskavami. Omeniti velja e sicer nizkospecifi¢ne
seroloske markerje hipoksije, med katerimi je najbolj preisko-
van osteopontin (23, 29).

Neinvazivne tehnike omogocajo slikovni prikaz stopnje
oksigenacije v tumorju v realnem casu in v celotni prostornini
tumorja. Najpogosteje uporabljeno je slikanje s pozitronsko
emisijsko tomografijo (angl. positron emission tomography,
PET), ki omogoca prikaz razporeditve z radioizotopi oznace-
nih specifi¢nih hipoksi¢nih markerjev v tumorju. Uporablja
se tudi enofotonska emisijska racunalniska tomografija (angl.
single photon emission computed tomography, SPECT).
Prednosti teh metod so neinvazivnost, prikaz razlicno oksi-
geniranih predelov celotne prostornine tumorja in obicajno
kratka razpolovna doba uporabljenih radioizotopov. Omejitev
je nizka prostorska locljivost. V preliminarnih in pilotnih
klini¢nih raziskavah so bili kot hipoksi¢ni markerji preizkuseni
mizonidazol, azomicin arabinozid, BMS181321 in HL-91.
Sele vecje raziskave bodo pokazale, e velikost hipoksi¢ne
frakcije, ugotovljene s slikovnim prikazom razporeditve
markerjev hipoksije, sovpada s tumorsko radiorezistenco

21, 29).
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Tabela 1. Klju¢ne diagnosticne metode za dolocanje hipoksije v tumorjih in njihove glavne pomanjkljivosti

Polarografske kisikove elektrode

—  Luminiscené¢na opti¢na metoda

Uporaba eksogenih markerjev hipoksije

—  Dolocanje endogenih markerjev hipoksije

Metode Glavne pomanijkljivosti

Posredne

- DCE-MRI* Oceni le perfuzijo, ki vedno ne korelira s stopnjo tumorske hipoksije (23).
Neposredne

Invazivne Ne omogocajo hkratne ocene hipoksije v celotni prostornini tumorja.

Nezanesljivost meritev pri nizkih vrednostih pO, in potreba po stalnem premikanju
elektrode v tkivu (24).

Vedje poskodbe tkiva zaradi relativno velikega premera sonde in dolgotrajnost meritev
zaradi ¢asovno zamudne stabilizacije sonde (26-28).

Potreba po biopsiji in visoka cena markerjev (29).

Potreba po biopsiji in velika heterogenost v korelaciji razlicnih endogenih markerjev s
stopnjo hipoksije (74).

Neinvazivne

—  PETt z radioizotopi oznacenimi markerji
hipoksije

V primerjavi z invazivnimi imajo niZjo prostorsko locljivost.

Omejena obcutljivost in specificnost znanih markerjev hipoksije ter posledi¢no nizko
razmerje med signalom hipoksi¢nega predela in ozadja intrinzicne omejitve locljivosti
PETH, zaradi naklju¢nega gibanja pozitronov (73).

*Dinamicno slikanje z magnetno resonanco s kontrastom (angl. dynamic contrast enhanced magnetic resonance imaging, DCE-MRI), t
pozitronska emisijska tomografija (angl. positron emission tomography, PET).

Terapevtski pristopi k odpravi hipoksije v tumorjih

Nekatere raziskave so dokazale vpliv modifikacije oksige-

nacije tumorjev na lokalno in lokoregionalno kontrolo, na

prezivetje brez ponovitve bolezni in na celokupno prezivetje

bolnikov (12, 13, 30, 31). V 8tevilnih predklini¢nih in

klini¢nih raziskavah so za izboljSanje ucinka zdravljenja z RT

uporabili razlicne terapevtske pristope, ki jih lahko razdelimo

v 8tiri osnovne skupine (4, 13):

- izboljsanje tumorske oksigenacije;

- dvig radiosenzitivnosti hipoksi¢nih celic;

—  uporaba hipoksi¢nih citotoksinov;

—  zvisanje obsevalnih odmerkov ob pomoc¢i radioprotek-
torjev in z uporabo sodobnih obsevalnih tehnik.

Izboljsanje tumorske oksigenacije

Tumorsko oksigenacijo lahko izboljsamo z vdihavanjem
normo- ali hiperbari¢nega kisika, z vdihavanjem mesanice
95- do 98-odstotnega kisika in 2- do 5-odstotnega ogljikovega
dioksida, ki ji pravimo karbogen, z zvisanjem koncentracije
hemoglobina (Hb) v krvi, z uporabo nikotinamida, z zmerno
podrocno hipertermijo, z zdravili, ki vplivajo na oziljenost
tumorja, z omejitvijo kajenja ter s kombinacijami posameznih
pristopov (13, 32, 33).

Vdihavanje 100-odstotnega kisika ali karbogena pred ali med
RT zvisa koncentracijo kisika v krvi in posledi¢no razpolo-
Zljivost kisika v tumorskem tkivu, kar z zvecanjem difuzijske
razdalje kisika zniza kroni¢no hipoksijo (4, 13, 34, 35).

Eden najenostavnejsih nacinov za izboljsanje tumorske
oksigenacije je vdihavanje 100-odstotnega kisika v normoba-
ricnih pogojih, tik pred oziroma med obsevanjem. Izboljsanja
lokalne kontrole in prezivetja pri tej terapiji niso dokazali,

kar pripisujejo predvsem premajhnemu povecanju vsebnosti
kisika v krvi, saj se zasi¢enost Hb s kisikom pribliza platoju

ze pri vdihavanju zraka (21-odstotnega kisika), ter s kisikom
povzroceni vazokonstrikciji (4). Vdihavanje karbogena v
normobaric¢nih pogojih naj bi bilo zaradi manjsega vazokon-

strikcijskega ucinka ter posledi¢no daljse difuzijske razdalje
kisika ucinkovitejse, vendar kljub temu pri bolnikih, ki so bili
delezni RT ob socasni modifikaciji hipoksije s karbogenom,
izboljanja lokalne kontrole in celokupnega prezivetja niso
dokazali (4).

Vdihavanje 100-odstotnega kisika v hiperbari¢nih pogojih
(angl. hyperbaric oxygen, HBO), obicajno pri 2 do 3 atm,
zvisa koncentracijo kisika v krvi na racun raztopljenega kisika
v plazmi, kar posledi¢no zvisa tumorsko oksigenacijo v ¢asu
izpostavitve HBO in Se nekaj minut za tem (36). TakSen nacin
modifikacije tumorske hipoksije med obsevanjem je zaradi
tehni¢ne zahtevnosti zamuden, nenatanc¢en in v nekaterih
raziskavah povezan s pogostejSim pojavom nezelenih
ucinkov, predvsem radionekroz (36). Metaanaliza 26 klini¢nih
raziskav, v katerih so bili bolniki delezni RT ob so¢asni modi-
fikaciji hipoksije le s HBO, je dokazala statisticno pomembno
izboljsanje lokoregionalne kontrole in celokupnega prezivetja
bolnikov s tumoriji razli¢nih lokacij v primerjavi z RT brez
HBO (13). RT ob socasni modifikaciji hipoksije s HBO je
ucinkovita le pri tumorjih z visokim delezem hipoksi¢nih
celic, kar zahteva predhodno oceno deleza hipoksije v tumor-
ju. Tezavo pri uvajanju RT s so¢asno modifikacijo hipoksije s
HBO v vsakdanjo klini¢no prakso predstavljajo tudi tehnicni
vidiki tovrstnega zdravljenja, saj mora biti RT izvedena
socasno ali najkasneje nekaj minut po izpostavitvi HBO. Poleg
tega pa modifikacija hipoksije s HBO poveca produkcijo
Zilnega endotelijskega rastnega dejavnika (angl. vascular en-
dothelial growth factor, VEGF) prek aktivacije HIF-1a senzorja
za hipoksijo v celicah in posledi¢no povzroci vaskularizacijo
tumorja. Vpliv na ucinkovitost RT e ni pojasnjen (36).

Boljso tumorsko oksigenacijo lahko dosezemo tudi z dvigom
koncentracije Hb v krvi. Anemija je pred in med zdravljenjem
z RT prisotna pri 40 do 75 % bolnikov z rakom, vzroki zanjo
pa se med bolniki razlikujejo (30, 37). Matematicen model je
pokazal, da bi lahko 20-odstotno zvisanje koncentracije Hb
teoreti¢no znizalo delez hipoksicnih celic v tumorju za 30 %
(38). Koncentracija Hb med RT, pri kateri bi bila oksigenacija
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Tabela 2. Terapevtski pristopi k modifikaciji hipoksije v tumorjih, mehanizmi delovanja in njihove klju¢ne pomanjkljivosti

Terapevitski pristop | Mehanizem delovanja

| Klju¢ne pomanjkljivosti

Izboljsanje tumorske oksigenacije

Normobari¢ni 100-odstotni O,
raztopljenega O, v plazmi.

Zveca zasicenost Hb z O, in zveca kolicino

Majhno zvecanje vsebnosti O, v krviin z O,
povzroCena vazokonstrikcija (4).

Karbogen

CO, v mesanici zmanjsa vazokonstrikcijo v tkivih.

Vpliva predvsem na z difuzijo omejeno hipoksijo (50).

Hiperbari¢ni 100-odstotni O,

Zelo poveca kolicino raztopljenega O, v plazmi.

Tehnic¢na zahtevnost izvedbe (36).

Transfuzija koncentriranih

eritrocitov kapaciteto krvi.

Zvisanje koncentracije Hb poveca oksiformno

Vecja viskoznost krvi ima neugoden vpliv na perfuzijo
tumorskih celic (39).

Eritropoetin
kapaciteto krvi.

Zvisanje koncentracije Hb poveca oksiformno

Poleg povecanja viskoznosti krvi je bilo predlagano
tudi njegovo pospesevanje angiogeneze in
antiapoptoti¢no delovanje (47).

Molekule z veliko kapaciteto
za prenos O,
oddaje O,.

Povecajo kapaciteto krvi za O, in imajo v primerjavi
z nativnim Hb ugodnejse lastnosti prenosa ter

Za uporabo ob RT so potrebne Stevilne aplikacije
visokih odmerkov teh ucinkovin, kar lahko vodi v
toksi¢nost (4).

Zmanjsanije afinitete Hb za O,

Z alosteri¢no spremembo strukture Hb pove¢amo
razpoloZljivost O, v hipoksi¢nih tkivih.

Lahko povzroci hipoksemijo (75).

Nikotinamid Zmanjsa s perfuzijo omejeno hipoksijo. Vpliva predvsem na s perfuzijo omejeno hipoksijo (9).
Blaga podroc¢na hipertermija Izboljsana tumorska oksigenacija je verjetno Tehni¢no zahtevno je doseci uniformno hipertermijo
(39-42°C) posledica manjse porabe O, in boljse perfuzije v tumoriju in jo potrditi z neinvazivno termometrijo

(76).

tumorja, natanc¢en mehanizem ni znan.

Inhibicija angiogeneze

Zavira nastanek morfolosko nefunkcionalnega Zilja in
s tem normalizira tumorsko Zilje.

Dolgotrajnejsa uporaba lahko poslabsa tumorsko
hipoksijo (55).

Zilno razdiralna zdravila

Z unicenjem tumorskega Zilja spremenijo hipoksi¢ne

Lahko povzrocijo nastanek novih hipoksi¢nih

predele v ishemicne.

predelov (56).

Opustitev kajenja

Zmanjsanje koncentracije CO v krvi zveca
razpoloZljivost O, v hipoksi¢nih tkivih.

Pogosto tezka ocena kadilskega statusa zaradi
nezanesljivega samoporocanja bolnikov (33).

Dvig radiosenzitivnosti hipoksicnih celic

Radiosenzibilizatorj
DNK.

Stabilizirajo z obsevanjem povzrocene poskodbe

Ozko terapevtsko okno pri nekaterih ucinkovinah
(63).

Unicenje hipoksicnih celic

Hipoksicni citotoksini
pretezno le v hipoksi¢nih tkivih.

Selektivna aktivacija in posledi¢na citotoksi¢nost

Potreba po identifikaciji tumorjev z visoko
koncentracijo citotoksine aktivirajocih encimov (66).

Podrocna hipertermija
(42-45°C)

Hipoksi¢ne celice so obcutljivejse na citotoksi¢en
ucinek hipertermije, ob tem pa hipertermija tudi
inhibira popravljalne mehanizme DNK.

Tehnicno zahtevno je doseci uniformno tumorsko
hipertermijo in jo potrditi z neinvazivno termometrijo
(76).

Zvisanje obsevalnih odmerkov

Radioprotektorji

Kot lovilci prostih radikalov ali kot donorji
vodikovega atoma S¢itijo zdrava tkiva pred ucinki RT.

Ozko terapevtsko okno (70).

Sodobne obsevalne tehnike

S konformnejso prostorsko porazdelitvijo
obsevalnega odmerka omogocajo obsevanje z vigjimi
odmerki ob enaki poskodbi zdravih tkiv.

Strm padec doze na robovih tarce lahko vodi v
poddoziranje, uporaba je povezana z visjimi stroski in
visjimi celokupnimi doznimi obremenitvami (9).

tumorja optimalna in posledi¢no ucinek RT najboljsi, naj bi
bila pri moskih med 130 in 150 g/l, pri Zenskah pa med 120
in 140 g/l (31, 39).

Vpliv koncentracije Hb v krvi, kot neodvisnega dejavnika na
ucinek RT, je tezko oceniti. Anemija je namre¢ pogostejsa pri
agresivnejsih oblikah raka in pri bolnikih s slabsim stanjem
zmogljivosti, kar sta Zze sama po sebi slaba prognosti¢na
dejavnika (31, 40).

Negativen vpliv nizkih vrednosti Hb na izid zdravljenja z RT
so raziskave pokazale pri raku glave in vratu (40), anusa (41),
materni¢nega vratu (31, 42), mehurja (43) in pljuc (44). Sicer
so nizke vrednosti Hb Ze same po sebi neodvisen napovedni
dejavnik prezivetja bolnikov in imajo negativen vpliv na
kakovost zivljenja (45).

Zvisanje koncentracije Hb lahko dosezemo s transfuzijo kon-
centriranih eritrocitov (KE) ali z uporabo eritropoetina (EPO)
(39). Transfuzija omogoca hiter dvig koncentracije Hb v krvi,
vecina klini¢nih raziskav, v katerih so anemijo med RT zdravili

s transfuzijo KE, pa zaenkrat ni pokazala pomembnega izbolj-
Sanja lokalne kontrole in prezivetja bolnikov (30). Nekateri
raziskovalci so dokazali celo nasproten ucinek, saj so imeli
bolniki, ki so prejeli transfuzijo KE, slabso lokalno kontrolo in
prezivetje v primerjavi z bolniki, ki transfuzije KE niso prejeli
(39). Vzrok naj bi bil prekomeren dvig koncentracije Hb in
posledi¢no zmanjsanje prekrvavitve zaradi zvecanja visko-
znosti krvi ter pojav trombemboli¢nih dogodkov (4, 33, 39).
Poleg tega kot posledico transfuzije KE opisujejo imunosupre-
sijo, ki bi lahko celo pospesila tumorsko rast (30).

Uporaba EPO povzroci postopnejse zvisanje koncentracije
Hb v krvi. Prospektivna nerandomizirana raziskava, v kateri so
anemijo pri bolnikih z rakom poziralnika med zdravljenjem

z radiokemoterapijo zdravili z EPO, do koncentracij Hb okoli
140 g/l, je pokazala izboljSanje tako lokalne kontrole kot
prezivetja bolnikov (46). Druge raziskave teh izsledkov ne
podpirajo in ugotavljajo celo neugoden vpliv uporabe EPO
na izid zdravljenja (33, 39). EPO naj bi namrec¢ prek celi¢nih
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receptorjev v tumorjih zavrl apoptozo in spodbudil angioge-
nezo ter s tem pospesil tumorsko rast (30, 47).

Povezava med nizko koncentracijo Hb v krvi, hipoksijo
tumorja in radiorezistenco je kompleksne narave ter zaenkrat
v klini¢nih raziskavah Se ni bilo jasno potrjenega pozitivnega
vpliva zvisanja Hb na lokalno kontrolo in prezivetje bolnikov
z rakom (4, 47). Dejstvo pa je, da zvisanje Hb pri simptomat-
skih pacientih med zdravljenjem pomembno vpliva na izbolj-
Sanje psihofiziénega pocutja (30). Oblak in sod. priporocajo,
da se v ¢asu standardnega zdravljenja z radioterapijo vzdrzuje
koncentracija Hb nad 120 g/l (40).

Vecjo razpolozljivost kisika v tumorskem tkivu lahko doseze-
mo tudi z uporabo molekul, ki imajo v primerjavi z nativnim
Hb visjo kapaciteto za prenos kisika, in z uporabo molekul,
ki z zmanjsanjem afinitete Hb za kisik zvecajo razpoloZzljivost
kisika v tumorju (4). Prve razdelimo na hemoglobine in na
perfluorokarbone. Z modifikacijo zivalskih in ¢loveskih he-
moglobinov ter z vkljucitvijo teh v umetne rdece krvne celice
lahko namre¢ ustvarimo Hb, ki ima v smislu oksigenacije
tumorjev ugodnejse lastnosti v primerjavi z nativnim Hb (4).
Emulzije perfluorokarbonov so tekoce perfluorokemikalije,
stabilizirane z lipidnim ovojem, ki imajo veliko sposobnost
raztapljanja kisika, ki ga nato oddajo v hipoksicnih tkivih.
Med molekulami, ki z zmanjsanjem afinitete Hb za kisik zve-
c¢ajo razpolozljivost kisika v tumorju, pa je najbolj preiskovan
efaproxiral. Ta z vezavo na Hb povzroci alostericno spremem-
bo strukture Hb in tako premakne disociacijsko krivuljo Hb
za kisik v desno. Predklini¢ne in klini¢ne raziskave, kjer so

za modifikacijo hipoksije uporabili te pristope, niso pokazale
povsem enoznacnega vpliva na uc¢inkovitost RT (4, 33,

48, 49).

Nikotinamid, vodotopen vitamin kompleksa B, vpliva na pre-
hodne spremembe pretoka krvi in s tem zmanjsa s perfuzijo
omejeno (akutno) hipoksijo (9, 10). Pogosto se uporablja v
kombinaciji s terapevtskimi pristopi, ki zmanjsajo kroni¢no
hipoksijo (13).

Enega izmed taksnih kombiniranih pristopov zdravljenja
imenujemo ARCON (angl. Accelerated Radiotherapy +
CarbOgen + Nicotinamid, ARCON). Sestavlja ga vdihavanje
karbogena, ki zniza kroni¢no hipoksijo, uporaba nikotinami-
da, ki vpliva na znizanje akutne hipoksije, ter hiperfrakciona-
cija obsevanja z namenom zmanjsanja repopulacije celic med
posameznimi frakcijami (50). Klini¢ne raziskave so dokazale
tako izboljsanje lokalne kontrole kot dalje prezivetje, brez
ponovitve bolezni pri anemicnih bolnikih z napredovalo
oblika raka grla (cT2-4), ki so bili zdravljeni z metodo
ARCON (50).

Boljso prekrvavitev tumorja in s tem boljSo oksigenacijo
lahko doseZzemo tudi z uporabo blage podroc¢ne hipertermije
(39-42°C), z uporabo podrocne hipertermije visjih tempera-
tur (42-45°C) pa inhibiramo popravljalne mehanizme DNK
(32, 51, 52). Metaanaliza vec klini¢nih raziskav je pokazala,
da je uporaba podrocne hipertermije tik pred oziroma ne-
posredno med RT povezana z izboljsanjem lokalne kontrole.
Zaenkrat velja za enega najvarnejsih nacinov zvecanja ucinka
RT, vendar je bila v zadnjih letih redko uporabljena (53).
Vpliv lokalne hipertermije na uc¢inek RT pa se med tumorji
razlikuje in je odvisen od intrinzi¢ne senzitivnosti tumorja na
hipertermijo (54).

Clede na to, da je eden izmed glavnih dejavnikov v razvoju
hipoksije v tumorju neustrezna oziljenost, je tumorsko Zilje
privlacna tar¢a za modifikacijo hipoksije. Poznamo dva
osnovna tovrstna terapevtska pristopa, in sicer uporabljamo
zdravila, ki zavirajo nastanek novega Zzilja, in zdravila, ki spe-

cificno poskodujejo Ze razvito Zilje (54). Med prvimi so najpo-
gosteje uporabljeni zaviralci Zilnega endotelijskega rastnega
dejavnika (angl. anti-vascular endothelial growth factor, anti-
-VEGF), s katerimi prepre¢imo nastanek morfolosko nefunk-
cionalnega Zilja, ki nastane v tumorjih v procesu neustrezno
regulirane angiogeneze. Z uporabo Zilno razdiralnih zdravil
(angl. vascular disrupting agent, VDA), ki delujejo predvsem
prek vezave na mikrotubule endotelijskih celic, pa dosezemo
unicenje ze prisotnega tumorskega Zilja. S tem spremenimo
hipoksi¢ne predele tumorja v ishemi¢ne in zmanjsamo

delez radiorezistentnih hipoksi¢nih celic v tumorju (54-56).
Casovna komponenta v odmerjanju teh zdravil je kljucna. Pri
kratkotrajnem odmerjanju zaviralcev angiogeneze je lahko
normalizacija tumorskega Zilja le prehodna, pri predolgem
pa lahko Se poslabsamo hipoksijo. Pri Zilno razdiralnih
zdravilih pa lahko z RT ¢asovno neusklajeno odmerjanje
povzroci, da nekaj predhodno hipoksi¢nih celic zaradi na
novo povzroc¢ene ishemije umre, a hkrati to isto unicenje Zilja
povzroci nastanek novih podrocij hipoksije in posledi¢nih
radiorezistentnih fokusov (56). V predklini¢nih raziskavah

je bilo dokazano izboljsanje ucinka RT ob uporabi obeh
skupin zdravil, ki delujeta na tumorsko zilje (57). V klini¢nih
raziskavah so potrdili potencialne koristi kombinacije RT in
anti-VEGF pri zdravljenju karcinomov rektuma ter sarkomov.
V klini¢ni raziskavi faze I/Il s 35 bolniki z napredovalim
rektalnim karcinomov, predoperativno zdravljenih z bevaci-
zumabom v kombinaciji s standardno kemoradioterapijo, so
ugotovili obetavne rezultate zdravljenja (100-odstotna 5-letna
lokalna kontrola in celokupno prezivetje ter 75-odstotno
5-letno prezivetje brez ponovitve bolezni) ob ugodnem var-
nostnem profilu (58). V klini¢ni raziskavi faze Il z 20 bolniki z
mehkotkivnimi sarkomi razli¢nih lokalizacij, predoperativno
zdravljenih z bevacizumabom v kombinaciji z RT, so porocali
o dvakrat ve¢jem obsegu tumorske nekroze (= 80 % nekroze
v 45 % tumorjev) v primerjavi z obsegom tumorske nekroze
po sami RT, pri ¢emer so bili nezeleni ucinki zdravljenja
obvladljivi (59). Skrb vzbujajoci pa so bili nezeleni ucinki pri
uporabi tovrstne terapevtske kombinacije v nekaterih drugih
raziskavah. O teh so, na primer, pri zdravljenju raka glave

in vratu porocali Salama in sod. (60) ter pri zdravljenju raka
plju¢ Sandler in sod. (61) ter Spigel in sod. (62).

Opustitev kajenja je nasledniji dejavnik, ki lahko pomembno
vpliva na izboljSanje ucinkovitosti obsevanja. Ogljikov mo-
noksid v cigaretnem dimu se veze s Hb in povzroci nastanek
karboksi-hemoglobina, ki pomakne disociacijsko krivuljo

Hb za kisik v levo, kar povzroc¢i do 30-odstotno znizanje
razpolozljivosti kisika v tkivih, kar zmanjsa ucinek RT. Poleg
tega pa nikotin v cigaretnem dimu deluje vazokonstrikcijsko,
kar dodatno zmanjsa oksigenacijo tumorjev (33). Raziskave
kazejo, da kajenje pred in med zdravljenjem z RT zmanjsa
lokoregionalno kontrolo kot tudi celokupno prezivetje (39).
Pred pri¢etkom zdravljenja z RT je zato vsaj za ¢as zdravljenja
priporocljiva popolna opustitev kajenja (33).

Dvig radiosenzitivnosti hipoksicnih celic

Izboljsanje obcutljivosti tumorskih celic na obsevanje lahko
dosezemo tudi z uporabo hipoksi¢nih radiosenzibilizatorjev.
Podobno kot kisik imajo visoko afiniteto do prostih radikalov
in povzrocijo stabilizacijo poskodbe DNK (31). V primerjavi

s kisikom se v celicah pocasneje metabolizirajo in tako
difundirajo v podrodja, ki jih kisik ne doseze (9, 31).

V prisotnosti radiosenzibilizatorja je za enako raven obsevalne
poskodbe potreben nizji obsevalni odmerek. Razmerje med
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obsevalnim odmerkom v odsotnosti in v prisotnosti radio-
senzibilizatorja imenujemo koli¢nik povecanja obcutljivosti
zaradi radiosenzibilizatorja (ang. sensitization enhancement
ratio, SER), ki je analogen prej omenjenemu OER (10).

RT odmerek brez radiosenzibilizatorja
RT odmerek z radiosenzibilizatorjem

SER=

Da bi imel radiosenzibilizator kar najvecji u¢inek na izid zdra-
vljenja z RT, mora biti kemi¢no ter metabolno stabilen, visoko
topen v vodi in lipidih, u¢inkovit skozi celoten celi¢ni cikel,
selektiven za hipoksi¢ne celice ter u¢inkovit ob obicajnih
nizkih dozah RT (63).

Poznamo ve¢ razli¢nih vrst radiosenzibilizatorjev, vec¢ina

jih spada v skupino nitroimidazolov (31). Med prvimi in
najpogosteje preiskovanimi je misonidazol (29). Misonidazol
v vecini raziskav, med drugim tudi v raziskavi DAHANCA Il
(64), ni pomembno izboljsal lokalne kontrole ali prezivetja.
Zaradi visoke nevrotoksi¢nosti misonidazola, ki povzroci
pojav periferne nevropatije ze pri koncentracijah, nizjih od
terapevtskega odmerka, namrec ni bilo mogoce doseci dovolj
velikih odmerkov RT (63). Analog misonidazola, etanidazol, je
zaradi krajse razpolovne dobe sicer manj toksi¢en, vendar v
dveh vegjih raziskavah ni bilo dokazanega pozitivnega vpliva
na izid zdravljenja (63). Drugi analog, nimorazol, ima sicer
manijso ucinkovitost, vendar tudi dosti manjso toksi¢nost,
zaradi Cesa so mogoce aplikacije visokih odmerkov. Danska
raziskava bolnikov z rakom glave in vratu, DAHANCA 5-85,
je dokazala pomemben vpliv nimorazola na zvisanje lokalne
kontrole ter prezivetja z RT zdravljenih bolnikov (65) in danes
se nimorazol na Danskem uporablja v standardnem rezimu
zdravljenja bolnikov z rakom glave ter vratu z radioterapijo

v vseh ustanovah (53). Metaanaliza 18 klini¢nih raziskav z
okoli 3.400 bolniki s plos¢atoceli¢nim rakom glave in vratu,
pri katerih so preiskovali ucinek hipoksicnih radiosenzibiliza-
torjev na zdravljenje z RT, je prav tako pokazala izboljsanje
lokalne kontrole in preZivetja bolnikov, kar kaze na to, da je
tovrstno modifikacijo hipoksije smiselno vkljuciti v zdravljenje
izbranih rakov (34).

Uporaba hipoksic¢nih citotoksinov

Tretji pristop k zviSanju ucinkovitosti obsevanja je unicenje
hipoksi¢nih celic s hipoksicnimi citotoksini. Gre za toksine,

ki se ob prisotnosti kisika nahajajo v izhodis¢ni neaktivni
obliki, endogene celicne oksidoreduktaze pa jih reducirajo

v citotoksi¢ne metabolite. Oksidoreduktaze razdelimo na
tiste, ki povzrocijo eno-elektronsko redukcijo, in na tiste, ki
povzrocijo dvo-elektronsko redukcijo. Eno-elektronske oksi-
doreduktaze katalizirajo na kisik obcutljivo aktivacijo toksinov,
kar pomeni, da pride v prisotnosti kisika do reoksidacije, s
¢imer je zagotovljeno, da je aktivacija toksinov omejena na
hipoksi¢no tumorsko tkivo in na redka fiziolosko hipoksi¢na
zdrava tkiva. Kataliza aktivacije hipoksi¢nih citotoksinov s
strani dvo-elektronskih oksidoreduktaz pa lahko poteka tudi
v prisotnosti kisika in se pojavlja tudi v zdravih tkivih. Slednje
reakcije so sicer redkejse in v nekaterih primerih vodijo do
neaktivnih metabolitov (9, 66).

V osnovi hipoksi¢ne citotoksine razdelimo v stiri vecje
skupine: dusikove heterocikli¢ne spojine, N-okside, kinone
in kovinske komplekse (56, 66). Tirapazamin (TPZ) iz skupine
aromatskih N-oksidov spada med najpogosteje preucevane

hipoksic¢ne citotoksine. Ugodna naj bi bila njegova uporaba v
kombinaciji s cisplatinom (67). Kljub njegovemu selektivnemu
delovanju na hipoksi¢ne celice in obetavnim rezultatom
predklini¢nih raziskav ter klini¢nih raziskav faze Il pa vecje
ucinkovitosti kombinacije TPZ, RT in cisplatina v primerjavi s
samo RT ter cisplatinom klini¢na raziskava faze Ill ni dokazala
(68). Eno izmed potencialnih ovir pri izbolj$anju rezultatov
RT ob uporabi TPZ predstavlja visok metabolizem TPZ v
ekstravaskularnem prostoru, drugo pa tezavna izbira bolnikov
s pretezno hipoksi¢nimi tumorji, ki bi imeli od tovrstnega
zdravljenja najvec koristi (66).

V kinonski skupini hipoksi¢nih citotoksinov je najbolj znan
mitomicin C (MMC), ki se sicer Ze leta uspesno uporablja

kot radio-kemosenzibilizator, kasneje pa se je izkazalo, da
deluje predvsem v hipoksi¢nem okolju (56). Prospektivne
randomizirane klini¢ne raziskave kazejo statisticno pomemb-
no izboljsanje lokalne kontrole in preZivetja brez ponovitve
bolezni, ob dodatku MMC k obsevanju pri karcinomih
analnega kanala, karcinomih glave in vratu ter karcinomih
materni¢nega vratu, ob tem, da so pri RT slednjih rezultati
primerljivi s kombinacijo RT in cisplatina, a z manj resnimi
nezelenimi ucinki, kar pa ne velja pri karcinomih analnega
kanala. Tezavo pri vrednotenju hipoksi¢no-citotoksi¢ne
ucinkovitosti MMC predstavlja njegova nizka in spremenljiva
specifi¢nost za hipoksi¢ne celice (4).

V zadnijih 30 letih je bilo odkritih in preiskovanih veliko
razli¢nih citotoksinov, vendar navkljub obetavnim rezultatom
predklini¢nih raziskav klini¢ne raziskave pomembnega
izboljSanja ucinka RT niso dokazale. Znanje, pridobljeno pri
dosedanjih predklini¢nih in klini¢nih raziskavah, bo pomagalo
pri razvoju selektivnejsih, varnejsih ter ucinkovitejsih hipo-
ksi¢nih citotoksinov. Njihova uspesna uporaba bo odvisna od
slikovnih diagnosti¢nih metod, ki bi omogocile izbiro bolnikov
s pretezno hipoksi¢nimi tumorji, in od moznosti dolocitve
vrst tumorjev, ki moc¢no izrazajo prej omenjene citotoksine
aktivirajoce oksidoreduktaze (66).

Zvisanje obsevalnih odmerkov ob pomoci
radioprotektorjev in z uporabo sodobnih obsevalnih tehnik

IzboljSanje ucinkovitosti zdravljenja slabse oksigeniranih
tumorjev z RT je mogoce doseci tudi z zvisanjem obseval-
nih odmerkov, kar omogoca uporaba radioprotektorjev in
sodobnih obsevalnih tehnik.

Radioprotektorji so ucinkovine, ki delujejo kot lovilci prostih
radikalov, s ¢imer zmanjsajo od kisika odvisen ucinek RT, ali
pa kot donatorji vodikovega atoma, s ¢imer pomagajo pri
neposredni kemic¢ni popravi poskodb DNK. Med zdravlje-
njem z RT tako znizajo tveganje za pojav nezelenih ucinkov
obsevanja (69). Najpogosteje uporabljen radioprotektor je
amifostin, ki je bil sprva razvit v ameriskem vojaskem progra-
mu kot zascita pred ionizirajo¢im sevanjem (70). Amifostin
je v osnovi neaktivna ucinkovina, ki tezko prehaja v celice.
Njegova selektivna zas¢ita normalnih tkiv je posledica vec¢jih
koncentracij alkalne fosfataze v zdravih tkivih in kapilarah,
ki defosforilira amifostin v aktiven metabolit WR-1065.

Ta metabolit lazje prehaja v celice, kjer deluje kot lovilec
prostih radikalov, s ¢imer varuje celicne membrane in DNK
pred poskodbami. Nekatere raziskave pa kazejo, da deluje
radioprotektivno tudi tako, da inducira prehodno celi¢no
anoksijo in s tem zas¢iti zdrava tkiva pred ionizirajo¢im seva-
njem (70). S svojim delovanjem bi lahko radioprotektorji ob
neupostevanju terapevtskega okna pred ucinkom RT zas¢itili
tudi tumorske celice, kar bi zmanjsalo njihovo uporabnost.
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Metaanaliza 14 randomiziranih klini¢nih raziskav, v katere je
bilo vklju¢enih 1.451 bolnikov, ki so primerjale ucinek RT z
ucinkom RT ob uporabi amifostina, je pokazala, da amifostin
pomembno zmanjsa pojav stranskih ucinkov RT in hkrati
zvisa delez popolnih odgovorov na RT (71).

Uporaba sodobnih obsevalnih tehnik, kot je intenziteto
modulirajoce obsevanje (angl. Intensity Modulated Radi-
oTherapy, IMRT), pa zmanjsuje vlogo radioprotektorjev, saj
so v primerjavi z ne-IMRT tehnikami zadnje bolj konformne,
kar pomeni, da so zdrava tkiva delezna nizjih odmerkov
sevanja (9, 72). V povezavi s slikovnimi preiskavami, kot sta
PET-slikanje, ob aplikaciji z radioizotopi oznacenih specific-
nih hipoksi¢nih markerjev, in DCE-MRI, bi sodobne visoko
konformne obsevalne tehnike omogocale natanc¢no obsevanje
hipoksi¢nih predelov tumorjev z visjimi obsevalnimi odmerki
(73). Tezavo pri tem pristopu lahko predstavlja spremenljiva
narava prekrvavljenosti tumorjev.
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