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SAZETAK

Sveudiliste u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Zavod za biokemiju i molekularnu biologiju

Onkoliticka viroterapija osteosarkoma visokog stupnja malignosti

CILJ ISTRAZIVANJA:

Cilj istrazivanja je prikazati pregled dosadasnjih spoznaja 0 moguénostima i izazovima lije¢enja

primarnog osteosarkoma visokog stupnja malignosti koriStenjem genske terapije putem

rekombinantnih virusa.

Hipoteze istrazivanja su:

1. Genska terapija rekombinantnim virusima predstavlja potencijal za lijeCenje primarnog

osteosarkoma visokog stupnja malignosti.
2. Mehanizam djelovanja virusa razlikuje se od mehanizma djelovanja protutumorskih
liiekova na tumorske stanice pa se ucinak protutumorskih lijekova moze povecati u

kombinaciji s viroterapijom.

3. Razvojem viroterapije mogao bi se poboljSati ishod lijeCenja osteosarkoma.



MATERIJALI | METODE:

Rad daje pregled moguénosti koje pruza primjena onkolitiCke viroterapije u postizanju boljeg
ishoda lije€enja i kvalitete Zivota osoba oboljelih od primarnog osteosarkoma visokog stupnja
malignosti. Prikazani su problemi dosada$nje terapije osteosarkoma kao i razlozi za trazenje
novih nacina lije€enja ove vrste tumora. Opisani su onkoliticki mehanizmi djelovanja razlicitih
vrsta virusa na tumorske stanice te problemi koje je potrebno rijeSiti da bi ovakva vrsta terapije

bila kliniCki primjenjiva i uspjesna, kao i moguce strategije za rjeSavanje navedenih izazova.

REZULTATI:

Predlozeno istraZivanje daje uvid u mehanizme djelovanja rekombinantnih virusa na tumorske
stanice, strategije za prevladavanije prepreka pri njihovoj primjeni in vivo te potencijalna mjesta
djelovanja rekombinantnih virusa na tumorske stanice osteosarkoma, $to bi moglo posluziti
kao izvor informacija za istrazivanje novih nacina lije€enja osteosarkoma kao i lije€enja drugih

vrsta malignih tumora kod ljudi.

ZAKLJUCAK:

Nemogucénost izlijeCenja svih osoba oboljelih od osteosarkoma visokog stupnja malignosti
dosadasnjim terapijskim protokolima zahtijeva razvoj novih terapijskih pristupa u rjeSavanju
ove bolesti. Pretklinicke i klinicke studije su pokazale znanstvenu i kliniCku utemeljenost
primjene onkolitiCke viroterapije u svrhu poboljSanja ishoda kod osoba oboljelih od
osteosarkoma visokog stupnja malignosti, te da bi se ona mogla koristiti u kombinaciji s drugim
terapijskim modalitetima. Opravdano je stoga nastaviti istraZivanja s ciliem poboljSanja
ucinkovitosti i sigurnosti primjene onkoliticke viroterapije kod osoba oboljelih od osteosarkoma

visokog stupnja malignosti.



SUMMARY

University of Zagreb
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Department of Biochemistry and Molecular Biology

Oncolytic virotherapy for high-grade osteosarcoma

OBJECTIVES:

The aim of the research is to present an overview of the current knowledge about the
possibilities and challenges of a primary high grade osteosarcoma treatment using gene
therapy through recombinant viruses.

Hypotheses are:

1. Gene therapy with recombinant viruses represents potential for the treatment of a primary

high grade osteosarcoma.
2. The mechanism of virus induced oncolysis differs from the mechanism of antitumor drugs
effect on tumor cells, and the effect of antitumor drugs can be increased in combination

with virotherapy.

3. The development of virotherapy could improve the outcome of patients with osteosarcoma.

\



MATERIALS AND METHODS:

The research gives an overview of the possibilities of oncolytic virotherapy application in
achieving a better outcome of treatment and the quality of life for patients with primary high
osteosarcoma. Problems with the current treatment of this tumour and the reasons for seeking
new ways of treating this type of tumour are presented. Oncolytic mechanisms of different
types of viruses on tumour cells and problems that need to be solved in order to make this kind
of therapy clinically applicable and successful are described, as well as possible strategies for

solving these challenges.

RESULTS:

The proposed research provides insights into the mechanism of action of recombinant viruses
on tumour cells, strategies for overcoming problems in their use in vivo, and potential sites of
recombinant virus activity on osteosarcoma tumor cells, which could serve as a source of
information to explore new ways of treating osteosarcoma, as well as treating others type of

malignant tumours in humans.

CONCLUSION:

The inability to cure all persons with osteosarcoma with a high degree of malignancy in the
past therapeutic protocols, requires the development of new therapeutic approaches in
addressing this disease. Preclinical and clinical studies have demonstrated the scientific and
clinical validity of the use of oncolytic virotherapy in order to improve outcomes in persons
suffering from osteosarcoma with a high degree of malignancy, and that it could be used in
combination with other therapeutic modalities. It is therefore justifiable to continue research in
order to improve the efficacy and safety of oncolytic virotherapy in persons suffering from
osteosarcoma with a high degree of malignancy.

Vi
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1 OPCE SPOZNAJE O MALIGNIM TUMORIMA KOSTIJU

1.1.1 Terminologija

Pojam sarkom oznac¢ava maligni tumor mezenhimalnog porijekla. Mezenhim je vrsta
embrionalnog tkiva iz kojeg nastaje miSicno-koStano-zglobni sustav, vezivno i hematopoetsko
tkivo, pa se pojam sarkom odnosi na maligne tumore koji su porijekla iz navedenih tkiva, uz
vaznu napomenu da su maligni tumori hematopoetskog tkiva uglavnom svrstani pod nazivima
limfoma i leukemija (1). Mezenhim pak nastaje iz mezoderma (2), jednog od triju zametnih
listica (ektoderm, mezoderm, endoderm) koji se nalaze u ranoj embrionalnoj fazi. Naime,
gastrulacijom se jednoslojna struktura blastula reorganizira u troslojnu gastrulu, koja se sastoji

od tri zametna listica, iz kojih ¢e se diferencirati specificna tkiva i organi, kao sto je prikazano

na slici 1.
Zigota Blastula (;lstr—ula
|
& T \ ]
ﬂEktodetm (vanjski sloj) ! | Mezoderm (srednji sloj) l I Endoderm (unutamj sloj) g
| N | Probavna ‘ Resgi.tatozm | |
Paraaksijalni & 2 cijav Farinlcs cijav
- &-.

Stanice Stanice  Alveolarne  Sparmij  Jajna stanica
Zaluea i dtitnjae  stanice pluca
cryava (tir=ociti)

Epidermalne Neuront Pizmentns
stanice koZe mMOZEZ  agics
(melanociti)

Somitomers Peritonevm

| Mezenhimalne sastavnics

Kost, hrskavica, ... Krvne stanice
S L Misici
tetive, lizamenti

Slika 1. Tri zametna listi¢a, rane faze razvoja derivata zametnih listi¢a i primjeri tkiva

koja iz njih nastaju (preuzeto i prilagodeno iz 2,3).



U nomenklaturi svih tumora pa tako i mezenhimalnih, nastoje se Koristiti nazivi koji
upucuju na vrstu tkiva iz kojeg tumor potje€e i na njegovo biolosko ponasanje (primjerice
rabdomiosarkom oznacava maligni tumor porijekla iz popre€no-prugastih misic¢a, osteosarkom
kostanog porijekla, hondrosarkom hrskaviénog porijekla, fibrosarkom porijekla iz fibroblasta
koji €ine vezivno tkivo itd). Nerijetko, zbog nedostatka dubljih spoznaja o tumoru, nazivi su
opisni prema histoloskoj slici ili sadrze ime autora (primjerice gigantocelularni tumor i Ewingov
sarkom), a svi maligni tumori mezenhimalnog porijekla ne moraju sadrzavati u svom nazivu

imenicu sarkom (primjerice adamantinom) (1,4).

Napredak molekularno-geneti¢kih analitickih metoda proSiruje saznanja o ovim
tumorima, Sto se odrazava na njihovo reklasificiranje. U skladu s tim, Svjetska Zdravstvena
Organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) svakih nekoliko godina izdaje nove
klasifikacije svih tumora i tumorima sli¢nih tvorbi kod ljudi (engl. WHO Classification of
Tumors), pa je za potrebe ovog rada koristena klasifikacija tumora mekih tkiva i kostiju (engl.

WHO Classification of Tumors of Soft Tissue and Bone), u nastavku teksta WHO Kklasifikacija

(4).

1.1.2 Epidemiologija

Maligni tumori kostiju €ine oko 0,2% svih tumora kod ljudi. U ovaj postotak ulaze samo
primarni sarkomi kostiju, $to ne ukljuuje metastatske procese u kostima niti tumore
hematopoetskog tkiva, koji su za razliku od primarnih malignih tumora kostiju, daleko ucestaliji
kada je rije¢ o kostanoj lokalizaciji. Obzirom na relativno malu zastupljenost ovih tumora u
ukupnoj onkoloskoj problematici, saznanja o njima su jo$ uvijek daleko od dovoljnih. Ipak, to
ne znaci da je problem zanemariv ako uzmemo u obzir da se ovi tumori Cesto javljaju kod

mladih osoba i da prirodni tijek bolesti zavrSava smrcu oboljele osobe.

Osteosarkom je naj¢eséi primarni maligni tumor kosti na kojega otpada oko 35% svih

primarnih malignih tumora kostiju. Ima bimodalnu dobnu raspodjelu. Njegova pojavnost



prevladava u dobnoj skupini ispod dvadeset godina Zivota gdje Cini ¢ak 80% svih malignih
tumora kostiju, uglavnom ekstremiteta (apendikularni skelet), te predstavlja najcesc¢i primarni
maligni tumor kostiju djece i adolescenata. Sljede¢a najuestalija pojava osteosarkoma jest
nakon pedesete godine zivota, gdje on €ini oko 50% svih primarnih malignih tumora kostiju, s
tim da se ovdje nerijetko radi o sekundarnom osteosarkomu koji se ¢eSée javlja u aksijalnom
skeletu (lubanja, kraljeznica, zdjelica). U ovoj dobnoj skupini, osteosarkom je na drugom
mjestu primarnih malignih tumora kostiju, iza hondrosarkoma koji se kod djece i adolescenata

javlja vrlo rijetko (5).

1.1.3 Etiologija

Mezenhimalni tumori uglavnom nastaju de novo, ali za dio tumora se zna da nastaju
na osnovi tzv. prekursorskih lezija, benignih promjena kosti koje pogoduju nastanku malignih
tumora. Kad je rije¢ o osteosarkomu, takva pogoduju¢a stanja su Pagetova bolest, zatim
oStecCenja kosti uzrokovana zraenjem, fibrozna displazija, kroni¢ni osteomijelitis i prisutnost
kostanih implantata. Osteosarkomi se ipak najéeSce javljaju bez nekog jasnog uzroka, te kod
osoba sa sindromima koje obiljezava predispozicija za razvoj tumora, pa tako i osteosarkoma,
u mladoj zivotnoj dobi (primjerice obiteljska pojava retinoblastoma, Rothmund-Thomsonov
sindrom i Li-Fraumenijev sindrom) (5,6,7,8).

Za neke od sarkoma pronadene su genske aberacije svojevrsne odredenom sarkomu,
no to nije sluCaj za sve sarkome. Kod vecine njih, pa tako i kod osteosarkoma, uglavnom se
nailazi na Citav niz razli€itih genskih aberacija, stoga kod takvih tumora nije moguée na temelju
genske analize tumorskog tkiva odrediti njihovu vrstu. Ipak, na temelju nekih genskih aberacija
moze se predvidjeti ponaSanje bolesti, pa se tako neke aberacije povezuju s agresivnijim
klinickim tijekom i loSijjom prognozom. Pojava osteosarkoma kod bolesnika oboljelih od
odredenih sindroma za koje se zna genetic¢ka podloga i koji su skloni obolijevanju od sarkoma
u ranoj zivotnoj dobi, bar donekle rasvjetljava etiologiju osteosarkoma (8). Stani¢ni geni koji

poti¢u malignu transformaciju poznati su kao onkogeni i kodiraju specificne ¢imbenike rasta i



njihove receptore. Onkogeni mogu povecati broj kopija ili mutirati, zbog ¢ega moze nastati
njihova prekomjerna ekspresija u malignim stanicama. Primjer za to je onkogen Bcl-2 koji
sprieCava apoptozu kao glavni mehanizam programirane stanicne smrti i time potice
prezivljenje stanica (9). Druga skupina su tumor supresorski geni koji mogu biti mutirani i time
nefunkcionalni, a predstavnik takvog gena je p53 (10). Genske aberacije koje rezultiraju

poremecajima mehanizama popravaka DNA imaju i kod sarkoma proonkogeni ucinak.

1.1.4 Klinicka slika

Klinicka slika tumora kostiju nije specificna, posebno u ranoj fazi bolesti. Da bi se
posumnjalo na maligni tumor kosti, polazi se od najées¢e kombinacije simptoma, a to su bol,
oteklina, smanjena funkcija ili deformacija zahvacenog dijela tijela, ograniCena pokretljivost
zgloba u blizini tumorske mase i opéi simptomi (poviSena tjelesna temperatura, opc¢a slabost,

gubitak tjelesne tezine i sli¢no).

Bol je znak koji se javlja najCesce i najprije. IspoCetka ona nije stalna, nego povremena
u mirovanju i/ili aktivnosti te je sli¢na reumatskim bolovima. U sluaju tumora, radi se uglavnom
o boli &ija se pojava ne povezuje s optere¢enjem i aktivnoScu. Ipak, ako je zahvaéen zglob ili
je nastala upalna reakcija zgloba na tumorsku masu koja je u blizini zgloba, opterecenje kao i
pokreti mogu izazivati bol. Bol traje tjednima ili mjesecima i pojaCava se u intenzitetu i trajanju,
te je okarakterizirana kao duboka i probadajuéa. Cesto se zamijeni za reumatsku bol i odvuge
paznju Klinicara u pogreSnom smjeru. Znak koji najviSe pobuduje sumnju jest nocna bol uvijek
prisutna na istom mjestu, koja ometa san, posebno kod djece, a dozivljava se vjerojatno jer
nema dnevnih aktivnosti koje bi odvlacile djetetovu paznju. Jedan od mogucéih razloga pojave
noc¢ne boli kod djece s osteosarkomom jest i pojacano luenje hormona rasta nocu koji utjeCe
na rast tumorskih stanica. No¢na bol je vazan klini¢ki znak kod djece, ali nije specifi¢an za
osteosarkom. | razli¢ite druge bolesti se mogu manifestirati no¢nim bolima, primjerice
bakterijske upale kosti. Kod odraslih osoba tumorska masa smjestena u kostima kraljeznice

moze pritiskati korijen zivca i oponasati radikulopatije uzrokovane degenerativnim



promjenama. Stoga svaka bol koja traje dulje od 6 tjiedana svakako zahtijeva detaljniju obradu.
Naglo poja¢anje boli i nemoguénost optereéenja zahvaéene kosti moze znadliti patolo3ki
prijelom, koji se dogada kada tumor toliko oslabi kost da ona nije sposobna podnijeti fizioloSko
opterecenje.

Drugi vazan znak je oteklina koja se kod malignih tumora brzo poveéava, a primjecuje
se ako je tumorska masa u mekim tkivima, dakle izvan kosti. Zbog otekline, vidljivi venski crtez
koZe postaje izraZeniji zbog opstrukcije drenaZe venske krvi koju uzrokuje tumorska masa. U
rijetkim i zapuStenim slu€ajevima, tumorska masa moze probiti kozu (egzulcerirati)
tj.manifestirati se kao ulkus koji ne cijeli.

Op¢i simptomi kao $to su umor, smanjenje tjelesne tezine u relativno kratkom roku bez
poznatih promjena u prehrambenim navikama, kao i povremeno povidena tjelesna

temperatura kasniji su znakovi ve¢ uznapredovale tumorske bolesti (1,5,11).

1.1.5 Dijagnostika

Jo$ uvijek ne postoje klini¢ki primjenjivi laboratorijski pokazatelji koji bi ukazivali na
postojanje ove vrste tumora u organizmu, no poviSena serumska alkalna fosfataza i laktat
dehidrogenaza upucuju da je kost mogucéi izvor tih poviSenih vrijednosti. Navedene
laboratorijske promjene ne koriste se u probiru kostanih tumora jer su nespecificne, ali
ponekad mogu biti korisne u praéenju ve¢ otkrivenog tumora. Ovdje se jasno uocava joS$ jedna
razlika mezenhimalnih malignih tumora prema epitelnima, za koje je poznato da se relativho
pouzdano mogu pratiti koriste¢i adekvatnu paletu tzv. tumorskih biljega. Tumorski biljezi za
sada nisu u klinickoj uporabi kad je rije€ o primarnim malignim koStanim tumorima, pa tako i
osteosarkomu.

Radioloska dijagnostika nastavak je klinickog pregleda. Patoloski nalaz slikovne
obrade odraz je bioloskog ponaSanja tumora. Ona ukljuCuje pregled zahvacene kosti, ali i
Citavog organizma radi uoCavanja metastaza. Obavlja se prije zapocinjanja lijeCenja u

diferencijalno-dijagnosticke svrhe te za planiranje biopsije i lijeCenja, a zatim se, prema



klinickoj potrebi i onkoloskim protokolima, nastavlja tijekom lije€enja radi praéenja bolesti.
Kompjutorizirana tomografija (CT) pokazuje trodimenzionalnu sliku tumora, a magnetska
rezonancija (MR) odnos prema okolnim mekim strukturama, krvnim zilama i zivcima te gradu
tumorske mase, Sto je sve vazno odrediti prilikom planiranja operativhog zahvata kao i
pra¢enja ponaSanja tumorske mase za vrijeme primjene protutumorskih lijekova.

Kod osteosarkoma moguéa je multicentriCnost (pojava vise primarnih tumora u
razlicitim kostima u isto vrijeme), zatim postojanje primarne i metastatske lezije u istoj kosti
(engl. skip metastasis) te metastaza u drugim kostima i udaljenim organima, najéesc¢e u
pluéima. Za detektiranje tih promjena koristi se scintigrafija tehnecijem 99 (Tc99
metilendifosfonat). Pozitron emisijska tomografija (PET) se obi¢no koristi kod procjene
rasirenosti bolesti kao i razlu€ivanja radi li se o povratu bolesti nakon provedenog lijeenja,
ako se navedeno ne moze detektirati drugim radiolo$kim slikovnim metodama. Na temelju
radioloSke dijagnostike procjenjuje se i raSirenost bolesti radi klasificiranja, najéesée su to
Ennekingov sustav za klasificiranje proSirenosti zlocudnih bolesti lokomotornog sustava
(uzima u obzir gradus tumora, proboj tumora izvan kosti i postojanje metastaza), AJCC
(American Joint Committee on Cancer) klasifikacija, te TNM-sustav za procjenu proSirenosti
tumora koji ukljuCuje procjenu primarnog tumora (oznaka T), zahvaéanje limfnih &vorova

(oznaka N) i prisutnost udaljenih metastaza (oznaka M) (5,11).

Klju€nu ulogu u postavljanju ispravne dijagnoze malignog tumora kosti ima biopsija
tumorske promjene, koja se obvezno mora uciniti prije zapocinjanja lije€enja. Biopsija se izvodi
prema odredenim pravilima koja imaju za svrhu dobivanje reprezentativnhog uzorka tkiva uz Sto
manju kontaminaciju okolnih tkiva tumorskim stanicama. Kontaminacija (engl. seeding) i
ulazak tumorskih stanica u cirkulaciju, na zalost se ne mogu izbjeci prilikom biopsije, ali ovaj
neizostavan postupak ima svoje opravdanije u Cinjenici da bez patohistoloSke analize nema ni
dijagnoze, a time niti pravilnog lijeCenja, te da se maligni tumor kosti smatra sistemskom
boleS¢u ve¢ u trenutku otkrivanja. Bioptat (uzorak uzetog tkiva) se u slu€aju kostanih tumora

uglavnom najprije podvrgava procesu dekalcinacije da bi se mogao pripremiti za analizu



mikroskopom. Tanki rezovi tkiva se na kraju uklapaju na predmetna stakalca, ali se prije
moraju obojati da bi se omoguéila vizualizacija tkiva. Bojanje se rutinski provodi
hematoksilinom i eozinom (H&E), odnosno prema potrebi imunohistokemijski pomocu
odredenih protutijela. Imunohistokemijska bojanja u sluaju osteosarkoma su od
eliminacijskog znacenja, Sto znali da ne postoji paleta protutijela koja bi s velikom
vjerojatnos¢u upucivala na dijagnozu. Stoga patohistoloska dijagnoza osteosarkoma uvelike
ovisi o iskustvu lije¢nika patologa, te je zbog posebitosti kostanih tumora, dijagnostika
temeljena na histoloSkoj slici (patohistoloska analiza uzorka tkiva koju obavlja lije€nik patolog)
i na radioloSko-patohistolodko-klinickoj korelaciji. PatohistoloSka analiza tumora kosti nema
samo ulogu u postavljanju dijagnoze. Naime, nakon §to je postavljena dijagnoza osteosarkoma
visokog stupnja malignosti iz bioptata, zapo€inje se onkolosko lije€enje protutumorskim
ljekovima prema EURAMOS (European and American Osteosarcoma Studies) protokolu za
liie€enje osteosarkoma visokog stupnja malignosti. Primjena protutumorskih lijekova u lijeéenju
malignih tumora naziva se i neoadjuvantna kemoterapija i ima za cilj smanjenje lokalne
tumorske mase i metastaza. Kad se tumor smaniji, pogodan je za operativho uklanjanje.
Uklonjeni tumor se ponovno patohistoloski analizira da bi se odredilo koliko tumorske stanice
dopiru do ruba preparata te kakav je odgovor tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju. Odgovor
se opisuje prema Salzer Kuntschik i Huvos klasifikacijama, koje se temelje na odredivanju
postotka Zivih (vijabilnih) tumorskih stanica nakon provedene neoadjuvantne kemoterapije.
Ovo je klju€na informacija za nastavak lijeCenja kao i prognozu. Ako je odgovor slab, to je
najvjerojatnije zbog toga Sto tumorske stanice ne reagiraju na primijenjenu kombinaciju
protutumorskih lijekova, pa nema smisla nastaviti s njima ili bar ne u istoj dozi i kombinaciji. S
druge strane, kako je spektar protutumorskih lijekova koji se primijenjuju za lijeCenje
osteosarkoma relativno uzak, lo§ odgovor na neoadjuvantnu kemoterapiju ujedno je i lo$
prognosticki pokazatelj.

Obzirom na navedeno, citolodka dijagnostika osteosarkoma nema vece znacenje jer se
uzorak sastoji od rasprsenih stani¢nih elemenata, te nema odnosa medu sastavnicama tkiva
Sto uvelike otezava ionako slozenu dijagnostiku ovih tumora. CitoloSka analiza se jo$ uvijek
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nije pokazala osjetljivijiom niti specifi¢nijom u odnosu na patohistolosku te se kao takva ne
preporucuje u postavljanju dijagnoze. Ipak, obi¢no analiza otiska uzorka tumora (engl. imprint)
uzetog za vrijeme operativnog zahvata bude brze gotova i moze preliminarno uputiti kliniara
na moguce biolodko ponadanje tumora i prije nego to¢na patohistolodka dijagnoza bude

postavljena (12).

Zaklju€no, pristup bolesniku s malignim tumorom kosti se temelji na multidisciplinarnosti
(onkolog, ortoped, radiolog, patolog), u kojoj ¢e sve vazniju ulogu imati genska analiza
tumorskog tkiva radi odredivanja individualne terapije. Kod osteosarkoma, genska analiza i

genska terapija jo$ su uvijek u eksperimentalnoj fazi, te nemaiju Siru klini¢ku primjenu.

1.2 VRSTE OSTEOSARKOMA VISOKOG STUPNJA MALIGNOSTI

Osteosarkom je maligni tumor Cije stanice proizvode osteoid. Osteoid je nemineralizirani
koStani matriks. Pod nazivom osteosarkom najéeSée se podrazumijeva konvencionalni

osteosarkom, ali postoji viSe vrsta osteosarkoma razli¢itog stupnja malignosti (tablica 1).

Maligni kostani tumori najéeSce potje€u iz same kosti (osteogeni), no mogu nastati i u
mekim tkivima kao Sto je to slu€aj s ekstraosealnim osteosarkomom koji, prema WHO
klasifikaciji, spada u skupinu tumora mekih tkiva. Prema najnovijoj WHO Klasifikaciji,
sekundarni osteosarkomi okarakterizirani su kao konvencionalni osteosarkomi, dok su u

prethodnoj klasifikaciji iz 2002. godine bili svrstani u zasebnu kategoriju (13).



Tablica 1. Klasifikacija benignih i malignih kostanih tumora (preuzeto i preradeno iz 4).

Klasifikacija

NAZIV TUMORA tumora prema Biolosko ponasanje
WHO
OSTEOM Tumor kosti Benigni
OSTEOID OSTEOM Tumor Kkosti Benigni
OSTEOBLASTOM Tumor kosti Benigni
KONVENCIONALNI Tumor Kkosti Maligni, visokog stupnja malignosti
OSTEOSARKOM
TELEANGIEKTATSKI Tumor Kkosti Maligni, visokog stupnja malignosti
OSTEOSARKOM
OSTEOSARKOM MALIH Tumor Kkosti Maligni, visokog stupnja malignosti
STANICA
CENTRALNI OSTEOSARKOM Tumor Kkosti Maligni, niskog stupnja malignosti
NISKOG GRADUSA
PAROSTEALNI Tumor Kkosti Maligni, niskog stupnja malignosti
OSTEOSARKOM
PERIOSATELNI Tumor Kkosti Maligni, srednjeg stupnja
OSTEOSARKOM malignosti
POVRSINSKI OSTEOSARKOM Tumor Kkosti Maligni, visokog stupnja malignosti
VISOKOG STUPNJA
MALIGNOSTI
EKSTRAOSEALNI Tumor mekih tkiva | Maligni, visokog stupnja malignosti
OSTEOSARKOM

1.2.1 Konvencionalni osteosarkom

Brojni su sinonimi za ovaj tumor: klasi¢ni osteosarkom, osteogeni sarkom, osteosarkom
koji nije drugadije specificiran, osteohondrosarkom, osteoblasti¢ni sarkom, hondroblasti¢ni
osteosarkom, fibroblasti¢ni osteosarkom, osteofibrosarkom, centralni osteosarkom, centralni
osteogeni sarkom, konvencionalni centralni osteosarkom, medularni osteosarkom,
sklerozirajuéi osteosarkom.

Epidemiologija: Konvencionalni osteosarkom je naj¢eséi primarni nehematopoetski tumor
kostiju koji se javlja s incidencijom 4-5 na 1 000 000. Pojavnost nije povezana s etnickom
pripadno&cu ili rasom, ali pokazuje bimodalnu dobnu raspodjelu. Najéeséi je tumor kosti mladih

osoba, naime 60% bolesnika je u dobi ispod 25 godina, a pojavnost ponovno raste nakon
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40-te godine zivota. Tumor je ¢es¢i kod muskih osoba, u omjeru 3:2, sto je posebno naglaseno
kod mladih, dok se taj omjer poravnava s porastom Zivotne dobi.

Etiologija: Nije poznata. Postoje stanja koja mu predisponiraju, no nisu specificno vezana za
ovu vrstu tumora nego se u podlozi istih stanja mogu javiti i neki drugi tumori. Predisponirajuci
¢imbenici za razvoj konvencionalnog osteosarkoma mogu biti Pagetova bolest, izlozenost
zragenju, kroni¢ni osteomijelitis, fibrozna displazija i prisustvo metalnih implantata u kostima.
Predilekcijska mjesta: Tumor zapoc€inje rast iz medule kosti zbog ¢ega ga se svrstava u
centralne, 91% ih raste iz metafize, a neSto manje od 9% iz dijafize. Epifiza je rijetko kad
primarno mjesto tumorskog rasta. Naj¢e$¢e su zahvaéene duge kosti i to distalni okrajak
bedrene kosti (femura) i proksimalni okrajak goljeniéne kosti (tibije). Vrlo rijetko primarno sijelo
su male kosti Sake i stopala. Lubanja, kraljeznica i zdjelica su primarno zahvaéene naj¢eS¢e u
kasnijoj Zivotnoj dobi. Jedna kost mozZe imati u isto vrijeme viSe primarnih lezija koje nisu
medusobno povezane §to je odraz ili multicentri¢nosti (tumor u isto vrijeme nastaje na razli¢itim
mjestima u kosti) ili se radi o tzv. ,skip“ metastazi.

Klini€ka slika: Simptomi traju nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci. Rani simptomi su
nespecifini, odnosno ne ukazuju na dijagnozu, te postupno postaju izrazeniji. Bol je vodeci

simptom uz eventualno opipljivu bolnu oteklinu (slika 2).

Slika 2. Oteklina (lat. tumor) desnog ramena kod bolesnika s osteosarkomom (preuzeto

i prilagodeno iz 14).

Bol se opisuje kao duboka i jaka, izrazenija no¢u kada nema dnevnih aktivnosti koje bi odvacile
paznju. No¢na bol je vazan klini¢ki znak kod djece, ali nije specifican za osteosarkom. Ostali

znakovi kojim se tumor moZe prezentirati su smanjena pokretljivost susjednog zgloba,
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pojaCana toplina koze i izrazen venski crtez iznad tumora. Obzirom da je kod djece metafiza
Cesta lokalizacija tumora, a tumor ima mogucnost prelaska ploce rasta, moguci su i poremecaji
u rastu kosti, naj¢eS¢e u smislu iskrivljenja. Iznenadan rast tumorske mase i pojacanje boli
mogu upucivati na krvarenje u tumoru. Patoloski prijelom nije najvazniji znak konvencionalnog
osteosarkoma i moze ga se naci kod oko 5-10% bolesnika.

RadioloSka obrada: Rendgenske snimke tumora odraz su njegovog bioloskog ponasanja,
reakcije okolne kosti i mekih tkiva na tumor. NajéeSée se radi o osteolitiCno-osteoblasti¢noj
leziji koja se iz medule kosti Siri prema kortikalisu, stanjuje ga i mjestimi¢no probija te se dalje
prati kao mekotkivna tumorska masa koja potiskuje periost i okolna meka tkiva, ali uglavnom
ostaje dugo unutar periosta (slika 3). Vec¢a tumorska masa moze probiti periost. Unutar kosti,
tumor prelazi plo€u rasta, ulazi u epifizu i rijetko, ali moguce, probija zglobnu hrskavicu i ulazi

u zglobni prostor.

Slika 3. Rendgenska snimka osteosarkoma proksimalnog okrajka nadlakti¢ne kosti
(preuzeto i prilagodeno iz 15).

Makroskopski izgled: Tumorska masa u vrijeme otkrivanja i uklanjanja je u najve¢em broju
sluCajeva veca od 5 cm, razliCite konzistencije. Mjestimicno masa je mekSa, prozeta
krvarenjem, nekrozom, degenerativnim cistama ispunjenima bistrim ili hemoragi¢nim
sadrzajem, a mjestimicno tvrde konzistencije zbog skleroze, hrskavicnog ili koStanog matriksa,
odnosno kalcifikacija (slika 4). Vazno je napomenuti da se kalcifikacije i osifikacije uglavhom

javljaju u sredini tumora zbog €ega su granice tumora neostre prema periferiji, a $to moze biti
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od koristi pri diferencijalno-dijagnosti¢kim nedoumicama koje se ponekad namecu tijekom

interpretacije radioloskih snimki bolesnika.

Slika 4. Makroskopski preparat konvencionalnog osteosarkoma nadlaktiéne kosti

(preuzeto i prilagodeno iz 16).

Mikroskopski izgled: Obzirom da je konvencionalni osteosarkom tumor visokog stupnja
malignosti, histolo$ki je graden od anaplasti¢nih pleomorfnih stanica. Tumorske stanice stoga
mogu razli€ito izgledati, a ako dominira neki stani¢ni izgled, tumor se tako pri opisu moze i
okarakterizirati. Tako primjerice stanice mogu izgledati epiteloidno, vretenasto, male okrugle,
svijetle ili multinuklearne orijaske, a moguce je da u istom tumoru dominiraju dva ili viSe tipova
stani¢nog izgleda. Ipak, ono $to odreduje osteosarkom jest proizvodnja osteoida od strane

tumorskih stanica (slika 5).

Slika 5. Primjer histolo$kog izgleda osteosarkoma (preuzeto i prilagodeno iz 17).

Na histoloskim H&E preparatima osteoid je gusti ruzi€asti materijal kojega treba razlikovati od
drugih materijala kao $to su primjerice fibrin, kolagen ili amiloid, a koji mogu imati sli¢an

histoloSki izgled. Osteoid izgleda poput razgranatih krivulja razliCite debljine koje formiraju
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lakune, a moze se i apozicijski odlagati na normalne kostane trabekule. Maligne stanice koje
proizvode osteoid su uklopljene u njega, stoga pored gore opisanog izgleda, mogu u obilnom
osteoidu izgledati piknoti¢no i pokazivati vrlo malo atipije. Osim podrucja osteoida, tumor moze
imati i podrucja hrskavi€nog i vezivnog tkiva, te se na osnovi prevladavajuce sastavnice tumor
najceS¢e opisuje kao osteoblasti¢ni, hondroblasti¢ni ili fibroblasti¢ni. U oko 50% slu€ajeva
previadava osteoblastiCna sastavnica, oko 25% ih je hondroblasti¢nih, a oko 25% je
fibroblasti¢nih. Hrskavi¢na podrucja izgledom su kao kod tumora hrskaviénog porijekla visokog
stupnja malignosti, izmijeSana s miksoidnim elementima i obi¢no slabo makroskopski
prepoznatljiva. Fibroblasti¢ni tumori imaju vrlo malo osteoida te malo ili ni malo hrskavi¢nog
matriksa. Metastaze uglavnom izgledaju kao primarni tumor, no nije rijetkost da su metastatske
promjene razli€ite od primarnih, najéesc¢e u smislu fibroblasti¢nih. Grupiranje konvencionalnhog
osteosarkoma prema prevladavajuéoj histoloSkoj slici do sada je bilo od akademskog
znacenja, jer nije bilo dokaza da se ono moze iskoristiti kao prognosticki Cimbenik, no to ¢e se
vjerojatno u buduénosti promijeniti, jer prema zadnjim istrazivanjima &ini se da ipak postoje
razlike u o€ekivanom prezivljenju bolesnika obzirom na histoloSki podtip. To pak moze znaditi
da Ce i terapijski pristup biti prilagoden histoloSkom podtipu tumora. Tumorske stanice koje su
unistene preoperativnom kemoterapijom zamjenjuju se upalnim stanicama, granulacijskim i
vezivnim tkivom, ili ostavljaju prazna mjesta u matriksu (engl. ,cell drop out®).

Imunofenotip: Ne postoje imunohistokemijski pokazatelji koji bi govorili u prilog
osteosarkoma, stoga se imunohistokemijske metode primjenjuju uglavnom radi iskljucenja
drugih tumora koji mogu imati sli€an mikroskopski izgled i odredeni imunofenotip. Ipak,
osteosarkom moze biti pozitivan na citokeratin ili SMA (od engl. smooth muscle actin) kao i na
CD99. Osteokalcin i osteonektin se mogu koristiti da se dokaze postojanje osteoida.
Genetika: Svi osteosarkomi pokazuju kromosomske aberacije koje su vrlo sloZene, ali nema
strukturne anomalije kromosoma tumorskih stanica koja bi bila dijagnosticki znacCajna.
Kromosomska podru¢ja 1p11-13, 1q11-12, 1g21-22, 11p14-15, 14p11-13, 15p11-13, 17p i
19913 su najCeSce zahvacena strukturnim promjenama, a najc¢eSée nebalansiranosti su
+1, -6q, -9, -10, -13 i -17 (pojava dodatnog odnosno gubitak dijela ili ¢itavog kromosoma).
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Usporedna genomska hibridizacijska analiza pokazuje da su kromosomska podrucja koja
naj¢esce pokazuju promjene broja DNA kopija: 3926, 4q12-13, 5p13-14, 7q31-32, 8q21-24,
12g12-13, 12914-15i 17p11-12. U 50% slu€ajeva vidi se promjena 8q23 podrucja i povezuje
se s loSijom prognozom. Povecani broj kopija gena MYC (porodica regulatornih i proto-
onkogena koji kodiraju transkripcijske ¢imbenike) koji se nalazi na 8q24 podrucju, dokazan je
FISH metodom (Fluorescentna in situ hibridizacija) u 44% slu€ajeva. Promjena u broju DNA
kopija podrugja 17p se rijetko nade u ostalim tumima. Sto se tie gubitaka genetitkog
materijala, uglavnhom su pogodeni 2q, 6qg, 8p i 10p. Pored navedenih promjena u koli€ini,
primijetan je i gubitak heterozigotnosti 3q, 13q, 17p, i 189, posebno podrué¢ja 3q26.6-26.3 sto
moze ukazivati na supresorsku ulogu navedenog gena. U konvencionalnom osteosarkomu,
naj¢esdce amplifikacije su na 1921-23 i na 17p. Moze biti koamplificirana i regija 12q13-15.
Amplifikacija gena PRIM1 (DNA primaza 1) je uoCena kod 41% slu€ajeva osteosarkoma. U
agresivnim osteosarkomima najceS¢e je amplificiran gen za CDK4 (engl. Cyclin Dependent
Kinase 4), sa ili bez amplifikacije gena za MDM2 (engl. Mouse Double Minute 2 Homolog).
Naime, MDM2 protein se veze za tumor supresorski protein p53 i inaktivira ga, stoga on ima
ulogu u promociji maligne alteracije stanice, a pojatana ekspresija gena za ovaj protein se
moze naci u viSe vrsta malignih tumora. Amplifikacija i pojaCana ekspresija CDK4 i MDM2 ovaj
tumor razlikuju od parostealnog osteosarkoma. FISH pokazuje da su sekvence CCND2 (gen
vazan za sintezu ciklin 2 proteina), ETV6 (gen koji kodira istoimeni transkripcijski ¢imbenik,
tzv. translokacijsku varijanatu 6) i KRS2 (gen za serin-treonin protein kinazu) na 12p te vec
spomenuti MDM2 na 12q razli€ito amplificirani u osteosarkomu niskog i visokog stupnja
malignosti. Naime, amplifikacije na 12p se uo€avaju u oko petine osteosarkoma niskog stupnja
malignosti, u odnosu na 9 od 19 osteosarkoma visokog stupnja malignosti. Pojacana
ekspresija MET (mezenhimsko-epitalni tranzicijski ¢imbenik) i FOS (porodica protoonkogena)
uocena je u oko 50% osteosarkoma, a MYC u 15%. Nadalje, MYC, FOS i katepsin L pokazuju
pojaCanu ekspresiju kod recidiva i metastaza. BMP 6 (koStano-morfogeneticki protein 6) i
receptor za BMP 2 su poviSeni u vise od 50% osteosarkoma, a porodica gena MAGE
(engl. melanoma associated antigen) u nekoliko njih. Profiliranjem genske ekspresije nadena
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je pojatana ekspresija HSP90b (engl. heat shock protein 90b) i PABPL1 (engl. poly(A)binding
protein-like 1), dok FN1 (fibronektin 1) i THBS1 (trombospondin 1) uopée nisu eksprimirani.
Sto se tie nasljednih poremecaja gena, bolesnici s nasljednim retinoblastomom imaju
poviSeni rizik i za razvoj osteosarkoma. Takvi tumori pokazuju gubitak heterozigotnosti za 13q
Rb1 (retinoblastom 1) supresorski gen. Promjene u genu Rb1 u sporadi¢nim osteosarkomima
su prisutne u 30-40% slu€ajeva i prognoza kod takvih bolesnika je loSija u odnosu na bolesnike
koji nemaju promjene gena Rb1. Bolesnici s Li-Fraumeni sindromom imaju mutaciju p53 i
povecan rizik za razvojem razli€itih tumora, ukljuCujuéi i osteosarkom. Kod sporadi¢nih
slu¢ajeva gubitak heterozigotnosti za 17q se uo€ava u oko 35% tumora te je preZivljenje loSije
u odnosu na bolesnike koji nemaju mutaciju p53.

Prognoza: Prirodni tijek bolesti osteosarkoma visokog stupnja malignosti zavr§ava smrtnim
ishodom unutar oko godinu dana. Tumor pokazuje lokalno agresivno i destruktivho pona3anje
te ranu diseminaciju hematogenim putem, naj¢esc¢e u pluc¢a i druge kosti. Najvazniji Cimbenik
koji utje€e na prognozu jest odgovor tumora na kemoterapiju, ali taj se ¢imbenik u procjeni
prognoze prezivljenja mora kombinirati s ostalim ¢imbenicima kao $to su ostatni tumor nakon
resekcije ili primarno sijelo (Celjust i zdjelica predstavljaju nepovoljne lokalizacije primarne
bolesti). Tumor rano metastazira iako sve metastaze ne moraju biti vidljive radioloSkom
obradom pa se osteosarkom smatra sistemskom boleS¢u ve¢ u trenutku postavijanja
dijagnoze. Mutidisciplinarni pristup povecao je petogodiSnje prezivlienje na 60-80% te
omogucio da se ucini resekcija tumora uz oCuvanje funkcionalnog ekstremiteta kod viSe od
80% bolesnika. Ako je nekroza tumora prisutna u vise od 90% tumorske mase, oCekivano
petogodiSnje prezivljenje je 80-90%, a ako je nekroza prisutna u manje od 90% tumorskog
tkiva tada je petogodisnje prezivljenje 15% uz nepromijenjenjeni kemoterapijski protokol. Taj

postotak je veci ako se primijeni novi kemoterapijski protokol (18).

16



1.2.2 Sekundarni osteosarkomi

Pod nazivom sekundarni osteosarkomi, podrazumijevaju se maligni tumori kosti koji
proizvode osteoid, a koji nastaju u ve¢ promijenjenoj kosti. Ovi tumori su takoder visokog

stupnja malignosti i najéesce se javljaju u sklopu Pagetove bolesti ili nakon radioterapije.

Osteosarkom u Pagetovoj bolesti: Pagetova bolest je resorptivha bolest kostiju
nepoznatog uzroka karakterizirana lokalno pojaanom pregradnjom kosti zbog ¢ega nastaju
podrucja resorpcije i reaktivne skleroze. Nesto ¢esée se javlja kod muskaraca, obi¢no nakon
45. godine zivota, bilo da zahvaca jednu kost ili viSe njih. Naj¢eSée su zahvacéene kosti lubanje
i kraljeznice te duge cjevaste kosti. Nastaje postupna deformacija kosti, a u fazama pojacanog
metabolizma i koza iznad zahvaéene kosti mozZe biti toplija. Takva kost je biomehanicki slabija,
stoga mogu nastati patoloSki prijelomi, ali i zlo€udna preobrazba u 0,7-0,95% slucajeva.

U 50-60% slu€ajeva zlo¢udne preobrazbe u Pagetovoj bolesti radi se o osteosarkomu visokog
stupnja malignosti.

Epidemiologija: Osteosarkom u Pagetovoj bolesti ¢eS¢e pogada muskarce s navedenom
bolesti, u omjeru 2:1 i to obi¢no nakon 65. godine Zivota. Zlo¢udna preobrazba se javlja e3c¢e
ako je boleS¢u zahvaceno viSe kostiju. Ako analiziramo skupinu bolesnika koja boluje od
osteosarkoma visokog stupnja malignosti, Zivotne dobi iznad 40 godina, tada 20% njih ima
Pagetovu bolest.

Predilekcijska mjesta: Bilo koja kost koja je pogodena Pagetovom bolesti moze biti mjesto
razvoja osteosarkoma. U slu€aju Pagetove bolesti 2/3 osteosarkoma se javlja u dugim
cjevastim kostima. Lubanja je zahvacena u oko 10-17% slu€ajeva. Multicentrinost je Cesta u
Pagetovoj bolesti, ¢ak kod 17% bolesnika.

Klini€ka slika: Nema specifi¢nih znakova koji bi upucivali da se radi o zloCudnoj preobrazbi
unutar kosti koja je zahvacena Pagetovom bolesti, no svaka promjena u dotadasnjim
manifestacijama bolesti zahtijeva oprez. Osim toga, vrijednosti alkalne fosfataze takoder mogu

biti neuobicajeno visoke.
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RadioloSka obrada: RadioloSke snimke se ni po ¢emu ne razikuju od snimki konvencionalnog
osteosarkoma, osim po promjeni okolne, tumorom nezahvacene kosti, koja ukazuje na

Pagetovu bolest.

Slika 6. Osteosarkom u Pagetovoj bolesti. Plavi krug pokazuje podrucje malignog tumora.

Okolna kost je promijenjena u smislu Pagetove bolesti (preuzeto i preradeno iz 19).

Makroskopski izgled: Nema razlike u odnosu na makroskopski izgled konvencionalnog
osteosarkoma, osim u izgledu okolne, Pagetovom boleS¢u zahvacene kosti.

Mikroskopski izgled: Naj¢eSce se radi o osteoblasticnom ili fibroblasticnom podtipu
osteosarkoma, a nadeno je i nekoliko sluCajeva teleangiektatskog osteosarkoma i
osteosarkoma malih stanica.

Genetika: Nadeno je da je predispozicija za razvoj Pagetove bolesti povezana s genima na
18q, a upravo se gubitak heterozigotnosti Cesto moze naci na 18q.

Prognoza: Zahvacenost lubanje i zdjelice je povezana s loSijom prognozom, iako je gledajuci
u cjelini, prognoza loSa kad se radi o zlo¢udnoj preobrazbi u osteosarkom u sklopu Pagetove
bolesti. Naime, ocCekivano petogodidnje prezivljenje iznosi samo 11%, a jo$ loSije kod

multicentricnih oblika (18).
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Postradijacijski osteosarkom: Oznacava osteosarkom visokog stupnja malignosti koji
nastaje u kosti koja je prethodno bila uredna ili je imala neku promjenu benigne naravi, a koja
je bila izloZena radioterapiji zbog nekog drugog malignog tumora u tijelu.

Epidemiologija: Ova vrsta osteosarkoma €ini oko 3,4-5,5% svih osteosarkoma, a ako se neka
vrsta sarkoma razvije u ozracivanoj kosti, onda je to u 50-60% slu€ajeva osteosarkom visokog
stupnja malignosti. Ovakva vrsta osteosarkoma je u porastu ¢ak i u mladoj populaciji, posebno
ako se radi o bolesnicima koji su primali kombinaciju kemoterapije i radioterapije. Obzirom da
se poboljSanjem protokola lije€enja malignih tumora produzZava i prezZivljenje bolesnika, za
oCekivati je porast pojavnosti razli¢itih sekundarnih tumora, pa tako i osteosarkoma.
Predilekcijska mjesta: Bilo koja kost koja se nalazila u ozradivanom podruc¢ju moze biti
zahvacena. Obzirom na lokalizaciju naj¢eSéih malignih tumora u populaciji koji se lije¢e
radioterapijom, nadeno je da se postradijacijski osteosarkom naj¢eSée javlja u podrucju
ramena i zdjelice.

Klini€ka slika: Vrijeme proteklo do nastanka novog tumora, u ovom slu€aju osteosarkoma je
izmedu 2 i 40 godina, medijan je oko 11 godina, s tim da je kod bolesnika koji su primali
kemoterapiju i radioterapiju ovaj period kraci. Pojavnost ovisi o primljenoj dozi zraCenja, a koja
kod osteosarkoma prosje¢no iznosi oko 50Gy. Simptomi se ne razlikuju od simptoma
konvencionalnog osteosarkoma.

RadioloSka obrada: RadioloSke snimke ne razlikuju postradijacijski osteosarkom od
konvencionalnog, s tim da je moguée u zahvacenoj kosti uociti promjene koje odgovaraju
postradijacijskom osteitisu te ih valja razlikovati od malignog procesa. Multicentricnost je
opisana i u ovoj vrsti osteosarkoma, ali se javlja vrlo rijetko.

Makroskopski izgled: Odgovara konvencionalnom osteosarkomu.

Mikroskopski izgled: NajéeS¢ée odgovara osteosarkomu visokog stupnja malignosti. Vrlo
rijetko se radi o osteosarkomima nizeg stupnja malignosti.

Genetika: Promjene u broju kopija DNA sliéne su kao u konvencionalnom osteosarkomu. Cest
nalaz je gubitak 1p i 3p. Opéenito, Cest je gubitak genetiCkog materijala u postradijacijskom
osteosarkomu. Mutacija p53 nadena je u oko 58% uzoraka postradijacijskog osteosarkoma.
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Prognoza: Kumulativho petogodidnje prezivljenje bolesnika kod kojih je tumor naden na
ekstremitetima je oko 68%, a loSije, tek oko 27%, Sto je sijelo blize sredistu tijela primjerice

kod zahvacanja ramenog ili zdjeli€nog obruca i kraljeznice (18).

Osteosarkomi povezani s drugim bolestima ili stanjima: Rijetko, osteosarkom
visokog stupnja malignosti se moze javiti uz kostani infarkt, fibroznu displaziju i metalne
implantate u kosti te do sada nije nadena nikakva specifi€nost koja bi ih razlikovala od ostalih

osteosarkoma.

1.2.3 Teleangiektatski osteosarkom

Osteogeni je tumor visokog stupnja malignosti izgraden od razli€ito velikih prostora
ispunjenih krvlju, izmedu kojih su pregrade (lat. septa) sastavljena od malignih tumorskih
stanica koje proizvode osteoid pa se naziva i hemoragi¢nim osterosarkomom.
Epidemiologija: Teleangiektatski osteosarkom €ini 4% svih osteosarkoma, najéesce se javlja
u drugom desetlje¢u Zivota i nesto ¢eSc¢e kod muskih osoba u omjeru 1,5:1.

Etiologija: Nije poznata, nekoliko sluajeva je opisano uz Pagetovu bolest i retinoblastom.
Predilekcijska mjesta: Kao i konvencionalni osteosarkom, ovaj tumor polazi iz medule,
najéesce dugih kostiju i to distalnog okrajka bedrene kosti i proksimalnog okrajka goljeni¢ne
kosti. Ostale primarne lokalizacije su rijetke, a opisana je i multicentri€nost.

Klini€ka slika: Sli¢na je kao kod konvencionalnog osteosarkoma, no obzirom da je tumor
uglavhom graden od prostora ispunjenih krvavim sadrzajem i vrlo malo mineralne
komponente, patoloski prijelom kosti jedan je od vodecéih, iako nespecifi¢nih znakova.
Radioloska obrada: Rendgenska snimka pokazuje destruktivnu liticku leziju bez okolne
skleroze kosti sa Sirenjem mase naj¢eSce iz metafize prema epifizi i mekim tkivima (slika 7a).
Tumor stanjuje i probija kortikalis te izaziva reakciju periosta koja upucuje na agresivan,

brzorastuci proces. MR obrada prikazuje prostore ispunjene tekuéim sadrzajem (slika 7b).
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Slika 7a. Rendgenska snimka Slika 7b. Magnetska rezonancija

teleangiektatskog osteosarkoma teleangiektatskog osteosarkoma
prikazuje litiCku leziju distalnog okrajka prikazuje prostore ispunjene tekuéim
bedrene kosti (preuzeto i preradeno iz 20). sadrzajem (preuzeto i preradeno iz 20).

Makroskopski izgled: Tumor je graden od cisti€nih prostora razliCite veli€ine koji su
nepotpuno ispunjeni krvavim sadrzajem ili krvnim ugruScima s malo solidnog dijela, a koji se
iz medule Siri u meka tkiva (slika 8). Ovakva grada tumora se moZe zamijeniti s
aneurizmatskom koStanom cistom koja spada u skupinu tvorbi sli¢nih tumorima, a koja je po
naravi beninga iako lokalno agresivna (11). Tumor se opisuje kao ,vrec¢a ispunjena krvlju“ te

uzrokuje vrlo neugodna krvarenja za vrijeme operativnog uklanjanja.

Slika 8. Makroskopski preparat distalnog okrajka bedrene kosti zahvaéenog

teleangiektatskim osteosarkomom (preuzeto i preradeno iz 21).
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Mikroskopski izgled: Cisti¢ni prostori su okruzeni septama koje sadrzavaju maligne stanice
koje proizvode razli€ite kolicine osteoida, ali koji je ukupno gledajuci oskudan. Uz to su prisutne
benigne multinuklearne orijaske (engl. giant) stanice, ali nema epitela koji bi okruzivao cisti¢ne

prostore, dakle ne radi se o pravim cistama (slika 9).

Slika 9. Histoloska slika teleangiektatskog osteosarkoma (preuzeto i preradeno iz 21).

Genetika: Vrlo je malo teleangiektatskih sarkoma na kojima su izvrSene geneticke analize. Za
sad je na malom broju uzoraka naden gubitak heterozigotnosti za gen p53. Mutacije CDKN2A
(engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) i Rb1 lokusa te amplifikacije MDM2 i MYC su
rijetke u teleangiektatskom osteosarkomu.

Prognoza: Teleangiektatski osteosarkom osjetljiv je na kemoterapiju i prognoza mu je sli¢na

kao kod konvencionalnog osteosarkoma (18).

1.2.4 Osteosarkom malih stanica

Spada u skupinu osteosarkoma visokog stupnja malignosti koji rastu iz medule, a naziv
je dobio po svom histoloSkom izgledu.
Epidemiologija: Ovaj tumor &ini oko 1,5% svih osteosarkoma te se najCeSc¢e javlja u drugom
desetljeéu zivota. Nesto CeSce se javlja kod zenskih osoba s omjerom 1,1:1.
Predilekcijska mjesta: Polovica tumora se mozZe nac¢i u dugim kostima, najeSce u

metafizama.

22



Klini¢ka slika: Osteosarkom malih stanica se po klini¢koj slici ne razlikuje od konvencionalnog
osteosarkoma.

Radioloska obrada: Na rendgenskim snimkama uo€ava se lokalno agresivna, destruktivna
osteoliti¢na lezija koja je mjestimiéno mineralizirana i koja se stanjuje i probija korteks, i dalje
kao mekotkivha masa raste prema okolnim mekim tkivima. Nije ga moguce na temelju
radiolo$kih snimki sa sigurnoscu razlikovati od konvencionalnog osteosarkoma.
Makroskopski izgled: Tumor se makroskopski ne razlikuje od konvencionalnog
osteosarkoma.

Mikroskopski izgled: Tumor je histoloSki graden od malih okruglih ili vretenastih malignih
stanica razli€ite veli€ine, koje tumoru daju relativno uniformnu sliku i izmedu kojih se uoCava
osteoidni matriks (slika 10). Obzirom na histolo$ki izgled, tumor moZze nalikovati Ewingovom

sarkomu ili nekom od limfoma.

Slika 10. HistoloSka slika osteosarkoma malih stanica (preuzeto i preradeno iz 21).

Imunofenotip: Tumorske stanice mogu biti pozitivne na CD99, osteokalcin, vimentin,
osteonektin, SMA i KP1.

Genetika: Obzirom na histoloski izgled, tumor je vazno prije svega razlu€iti od Ewingovog
sakoma, prema 11:22 translokaciji koja se Cesto nalazi u Ewingovom sarkomu, ali ne i u
osteosarkomu malih stanica.

Prognoza: Ovaj tumor ima nesto loSiju prognozu od konvencionalnog osteosarkoma (18).
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1.2.5 Povrsinski osteosarkom visokog stupnja malignosti

Jedina je vrsta osteosarkoma visokog stupnja malignosti koji spada u skupinu
osteosarkoma koji polaze s povrSine kosti i bioloski se ponada kao konvencionalni
osteosarkom. Ostale dvije vrste osteosarkoma koje polaze s povrSine kosti - parostealni i
periostealni osteosarkom koji su nizeg stupnja malignosti, mogu se dediferencirati i postati
visokomaligni te se ponaS$ati kao konvencionalni osteosarkom.

Epidemiologija: Ova vrsta tumora se naj¢eSce javlja u drugom destelje¢u Zivota, nesto Cesce
kod muskih osoba. Predilekcijska mjesta su bedrena, nadlakti¢na i goljeni¢na kost.

Klinicka slika: Tumor se ocituje kao masa koja vrsi pritisak na okolna meka tkiva i kao takva
uzrokuje bol.

Radioloska obrada: Na klasi¢noj rendgenskoj slici tumor se vidi kao dijelom mineralizirana
masa koja raste iz povrsine kosti prema mekim tkivima i prema unutrasnjosti kosti te stanjuje

kortikalis (slika 11). Rubno se moze uoCiti periostalna reakcija.

Slika 11. Rendgen distalnog okrajka bedrene kosti s povrSinskim osteosarkomom

visokog stupnja malignosti (preuzeto i preradeno iz 22).

Makroskopski izgled: Radi se lobuliranoj masi koja uglavnom zauzima veci dio
cirkumferencije zahvacene kosti (slika 12). Izgled mu ovisi o prevladavajucoj komponenti
(osteoblasti¢noj, hondroblasti¢noj, fibroblasti¢noj), no konzistencija mu je meksa u odnosu na

ostale povrSinske tumore kostiju.
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Slika 12. Makroskopski preparat distalnog okrajka bedrene kosti s povrsinskim

osteosarkomom visokog stupnja malignosti (preuzeto i preradeno iz 23).

Mikroskopski izgled: HistoloSki tumor je identiCne grade kao konvencionalni osteosarkom
stoga je u postavljanju dijagnoze vazna klini¢ko-radioloSko-patoloSka korelacija.
Imunofenotip: Kao kod konvencionalnog osteosarkoma.

Prognoza: Kao kod konvencionalnog osteosarkoma (18).

1.2.6 Ekstraosealni osteosarkom

Osteosarkom visokog stupnja malignosti primarno moze nastati izvan kosti, u mekim
tkivima. Pokazuje sve znaCajke osteosarkoma uklju€ujuéi i hondroblasti¢nu i fibroblasti¢nu
diferencijaciju.

Epidemiologija: Radi se o rijetkom tumoru na kojega otpada oko 1% svih mekotkivnih
sarkoma te oko 2-4% svih osteosarkoma. NajceSce se javlja kod osoba izmedu 50 i 70 godina
zivota, nesto ¢eS¢e kod muskaraca, s omjerom 1,9:1.

Etiologija: Vecina ekstraosealnih osteosarkoma nastaje de novo, a za oko 10% njih se moze
naci poveznica sa zra¢enjem ili traumom.

Predilekcijska mjesta: Ekstraosealni osteosarkom u 90% sluCajeva raste iz dubokih mekih
tkiva i vrlo rijetko iz potkozja ili koze. NajceSce se radi o dubokom mekom tkivu natkoljenice

(50% slucajeva) zatim glutealne, ramene i retroperitonealne regije.
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Klini¢ka slika: Nije specificna i povezana je s primarnim sijelom tumora. U svakom sluc€aju
radi se 0 masi koja se povecava, a koja sekundarno moze zahvatiti kost.
RadioloSka obrada: Pokazuje tumorsku masu nejasnih rubova, sa srediStem uocljive

varijabilne mineralizacije (slika 13).

Slika 13. Rendgen ekstraosealnog osteosarkoma. Vidljiva je mineralizirana masa neostrih

granica u podrudju unutrasnjeg dijela natkoljenice (preuzeto i/ preradeno iz 24).

Makroskopski izgled: Tumorska masa je okruglasta, nehomogena, s mjestimi¢nim
podrucjima osifikacije ili nezrele hrskavice koja su uglavnom u sredi$njem dijelu tumora, te

varijabilnom koli€¢inom i rasporedom cisti¢nih, nekroti¢nih i hemoragi¢nih podrucja (slika 14).

Slika 14. Makroskopski preparat osteosarkoma unutar mekog tkiva (preuzeto i preradeno

iz 25).
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Mikroskopski izgled: Sastavnice su slicne kao u konvenvionalnom osteosarkomu.
Celularnost je izraZenija prema periferiji tumora 3to ga razlikuje od tzv. miozitis osifikansa,
sli¢ne, ali benigne promjene koja naj¢eS¢e nastaje uslijed traume.

Imunofenotip: Sli¢an je osteosarkomu. Stanice su pozitivhe na vimentin i CD 99, a mogu biti
pozitivne na SMA, dezmin, S100, EMA (engl. epithelial membrane antigen). Osteokalcin je
izraZzen u matriksu.

Genetika: Do sada nema dokaza da bi se ekstraosealni osteosarkom po genskom profilu
razlikovao od osteosarkoma kostanog porijekla.

Prognoza: Mortalitet je oko 75% unutar pet godina (26).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja je prikazati pregled dosadasnjih spoznaja o moguénostima i izazovima
lijeCenja primarnog osteosarkoma visokog stupnja malignosti koriStenjem genske terapije

putem rekombinantnih virusa.

Hipoteze istrazivanja su:

1. Genska terapija rekombinantnim virusima predstavlja potencijal za lijeCenje primarnog
osteosarkoma visokog stupnja malignosti.

2. Mehanizam djelovanja virusa razlikuje se od mehanizma djelovanja protutumorskih
liekova na tumorske stanice pa se ucinak protutumorskih lijekova moze povecati u
kombinaciji s viroterapijom.

3. Razvojem viroterapije mogao bi se poboljsati ishod lije€enja osteosarkoma.
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3. MATERIJALI | METODE

- SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI
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3.1 LIJECENJE OSTEOSARKOMA VISOKOG STUPNJA MALIGNOSTI
- DOSADASNJE SPOZNAJE, PROTOKOLI | PROBLEMI

Tumorske stanice osteosarkoma rano metastaziraju $to je jedna od odrednica koja ovaj
tumor svrstava u visoki gradus i razlog zbog C¢ega se osteosarkom pri otkrivanju smatra
sistemskom boleS¢u, bez obzira na postojanje radioloSki detektabilnih metastaza.
Metastaziranje malignih stanica oznacCava njihov ulazak u limfnu ili krvnu cirkulaciju i
naseljavanje na bliZe ili udaljenije mjesto od po&etnog sijela gdje nastavljaju rasti. Dakle ulazak
(invazija) u cirkulaciju je poCetna faza koja ne znaci da ¢ée se maligne stanice doista i proSiriti
na druge organske sustave. One, naime, u cirkulaciji mogu biti unidtene od strane imunosnog
sustava ili, ako dospiju do udaljenog organa, ne znaci da Ce prezivjeti u novom okolisu, i to je
upravo ono $to se u najve¢em broju slu€ajeva i dogada. Jedan manji dio malignih stanica
prezivljava Sirenje cirkulacijom i nastavlja rasti na novoj lokaciji za $to moraju biti ispunjeni
brojni preduvjeti koji se sastoje od slozenih meduodnosa tumorskih i zdravih stanica
posredovanih molekularnim procesima. Molekularni putevi koji podrzavaju metastaziranje i
rast osteosarkoma predmet su istrazivanja, s ciliem da bi se na njih farmakoloski djelovalo.
Okvirno, jedna od milijun tumorskih stanica ima metastatski potencijal, a tisuce ih se otpusta u
cirkulaciju svaki dan. Za ilustraciju, metastaze su radioloski vidljive tek kad tumorska masa
sadrzi oko 107 tumorskih stanica, tumor se moZe napipati ako sadrzi oko 10° tumorskih stanica
(Sto ovisi i o lokalizaciji tumora), a ukupna tumorska masa u organizmu koja se povezuje sa
smrtnim ishodom je oko 10*? stanica, $to naravno nije jedina i nuzna odrednica.

Osteosarkom najéeS¢e metastazira u pluéa i druge kosti. Budu¢i da su tumorske
stanice osteosarkoma sklone metastaziranju, ali su i osjetljive na protutumorske lijekove, nije
neobiCno da su rezultati prezivljenja bolesnika s osteosarkomom bili l0Si prije uvodenja
protutumorskih lijekova krajem 70-tih godina proslog stolje¢a. Tada je postotak prezivljenja od
20% bolesnika koji su bili samo operativno lije€eni u smislu uklanjanja tumorske mase porastao
na 60%. Rezultati su se u narednom desetlje¢u poboljSali uvodenjem kombinacija boljih

protutumorskih lijekova uz operativni zahvat, no od tada stagniraju, te se moze reci da je
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prosjec¢no petogodiSnje prezivljenje bolesnika s osteosarkomom oko 70%, ali ono ovisi o dobi
bolesnika, lokalizaciji tumora, veli€ini tumorske mase, odgovoru na kemoterapiju, histoloSkim
komponentama tumora i ekspresiji gena koji se povezuju s loSijim ishodom. Ovo potonje je jos
uvijek predmet istraZivanja. Osim toga, poznato je da tumorske stanice mogu u bilo kojem
periodu promijeniti svoj morfoloski, molekularni i genski profil, stoga se tumor moze sastojati
od razli¢itih komponenti, ili se od bolje diferenciranog moze dediferencirati (27).

Razmatranje novih modaliteta lijeCenja osteosarkoma polazi od razumijevanja same

bolesti i sadasnjih modaliteta lijeCenja koje ne treba odbaciti, nego nadopuniti i poboljsati.

3.1.1 Osnovna nacela primjene i djelovanja protutumorskih lijekova kod

bolesnika s osteosarkomom

Obzirom na visok metastatski potencijal osteosarkoma, a time i velike Sanse za ranu
pojavnost mikrometastaza, ucinkovitost lijeCenja se poveéava primjenom protutumorskih
lijekova. Protutumorski lijekovi spadaju u skupinu kemoterapeutika te se takav nacin lijeCenja
naziva kemoterapijom. Opcenito, kemoterapija se provodi kroz tri nacina. Prvi je tzv. primarno
indukcijsko lije€enje kada nema drugog ucinkovitog terapijskog nacina osim primjene
protutumorskih lijekova. Drugi je neoadjuvantna kemoterapija koja se primijenjuje kada je
samo lokalno lijeCenje poput operativhog zahvata ili zratenja neucinkovito (primjerice kod
tumora s visokim metastatskim potencijalom). Trece je adjuvantna ili pomoéna kemoterapija
koja se primjenjuje nakon obavljenog lokalnog lije€¢enja operativnim zahvatom ili zracenjem.
Primarna indukcijska kemoterapija kod bolesnika s osteosarkomom se primjenjuje samo u
slu¢aju uznapredovale bolesti za koju nema drugog nacina lije¢enja, sto je obi¢no slu€aj kod
tzv. inoperabilnih tumora koji bilo svojom masom, lokalizacijom ili ope loSim statusom
bolesnika prijeCe operativni zahvat, jer bi u suprotnom postojao veliki rizik ranog nepovoljnog
ishoda. Ovaj oblik kemoterapije ima za cilj ublaziti simptome tumorske bolesti i usporiti njezino
napredovanje, te omogucava bolje prezivljenje u odnosu na suportivhu njegu. Za razliku od

nekih drugih tumora (primjerice akutne limfoblastiCne leukemije ili limfoma) kod kojih je ovaj
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oblik lije¢enja ujedno i kurativan, u slu¢aju osteosarkoma vrlo je mala moguc¢nost da sama
kemoterapija dovede do izlje¢enja bolesnika.

Kod vecine bolesnika s osteosarkomom najprije se zapocinje s neoadjuvantnom
kemoterapijom jer se bolest a priori smatra sistemskom, a nakon operativnog uklanjanja
tumora nastavlja se s adjuvantnom kemoterapijom da bi se djelovalo na eventualno zaostale i
radioloski ,nevidljive* tumorske stanice. Time se smanjuje moguénost ponovnog lokalnog i
sistemskog pojavljivanja bolesti, te se poboljSava ukupno preZivljenje bolesnika $to se izraZava
kroz tzv. prezivljenje bez bolesti (engl. disease-free survival) i ukupno prezivljenje (engl. overall
survival). Protokol mozZze omoguciti izljeCenje ako se uz kirurSko uklanjanje tumora primijene
protutumorski lijekovi u odgovarajuéim kombinacijama dozama i dosljednim intervalima,
uzimajuci u obzir odgovor tumora na neoadjuvantnu kemoterapiju. Naime, pojedinacéni lijekovi
u lije€enju osteosarkoma su neucinkoviti i uspjeh u lije€enju protutumorskim lijekovima
zabiljezen je tek kada su se oni poceli primjenjivati u kombinacijama, jer se tako djeluje na
maligne stanice u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa i razliitim mehanizmima (slika 15 i

tablica 2).

Slika 15. Staniéni ciklus (preuzeto i preradeno iz 28).
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Tablica 2. Pojasnjenje faza staniénog ciklusa (preuzeto i obradeno iz 28).

STANJE | FAZA | SKRACENICA OPIS
Mirovanje | Gap 0 Go Faza u kojoj je stanica napu_gtﬂg_ staniCni ciklus i
prestala se dijeliti.
Gap 1 G Povec¢avanje stanica. Kontrolni mehanizam u G1
P ! fazi osigurava da je sve spremno za sintezu DNA
Sinteza S Replikacija DNA
Interfaza
Stanica nastavlja rasti. Kontrolni mehanizam u G2
Gap 2 G2 fazi osigurava da je sve spremno za ulazak u fazu
M i dijeljenje.
. Rast stanice se zaustavlja u ovoj fazi i stani¢na
Dioba , g . : . \
) Mitoza M energija je usmjerena na podjelu na dvije stanice
stanice Kéeri

Neki protutumorski lijekovi mogu djelovati u samo odredenim fazama stani¢nog ciklusa

zlo¢udne stanice i kao takvi se ubrajaju u skupinu lijekova specifi€nih za fazu stani¢nog ciklusa.

Drugi pak djeluju na tumorske stanice u bilo kojoj fazi stani¢nog ciklusa, pa se govori o

lijekovima bez specifinosti za faze stani¢nog ciklusa.

Kombiniranje protutumorskih lijekova omogucuje maksimalno unistenje zlo¢udnih

stanica uz podnoSljivu toksi¢nost svakog pojedina¢nog lileka u odgovarajucoj dozi. Ono

omogucuje viSe raznih medudjelovanja lijeka i tumorskih stanica te sprjeCava ili bar usporava

razvoj otpornosti tumorskih stanica na protutumorske lijekove.

Takoder se naglaSava vaznost ispravnog doziranja lijekova i davanja u dosljednim

intervalima, obzirom da je pokazano da smanjenje doze i produzavanje intervala izmedu

ciklusa negativno utje€u na uspjeh lijecenja.
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Vrijeme kada se zapocéne s primjenom protutumorskih lijekova takoder utjee na uspjeh
lijeCenja. Poznato je da ranije otkrivanje tumora poveéava mogucnost izlje¢enja. Naime,
eksperimentalni podaci za solidne tumore u koje spada i osteosarkom podupiru tzv.
Gompertzov model tumorskog rasta i regresije (slika 16). Prema tom modelu, rastuca frakcija
tumora nije stalna nego eksponencijalno pada tijekom vremena. Dakle, uo¢ava se usporavanje
rasta, a ne eksponencijalni rast tumora, vjerojatno zbog ograni€enja resursa koje tumor
eksploatira da bi rastao, primjerice krvne opskrbe. Obiéno lijecenje bolesnika zapo¢ne kada je
tumorska masa veca, ali tada je i frakcija rasta manja, stoga protutumorski lijek djeluje na
manju frakciju stanica. Dolazi se do zaklju¢ka da je terapijski odgovor tumora osjetljivog na
protutumorske lijekove ovisan o njegovom polozaju na krivulji rasta u trenutku otkrivanja bolesti
i zapocCinjanja lijeCenja. Time se mozZe objasniti i bolji u€inak protutumorskih lijekova ako se

operativnim uklanjanjem smanji ukupna tumorska masa.

Veli¢ina tumora
[}
y
N

Vrieme

Slika 16. Gompertzov model tumorskog rasta i regresije. U poletku tumor raste
eksponencijalno (1) dok ne prijede tocku infleksije na (2) nakon Cega njegov rast usporava.
Kako tumor raste, nedostaje mu kisika i hranjivih tvari te postaje nekroti¢an. Kad je brzina rasta

jednaka stopi nekroze, veli¢ina tumora ostaje konstantna (3) (preuzeto i preradeno iz 29).

Kad je rije€ o uspjehu lijeCenja osteosarkoma protutumorskim lijekovima vazno je
istaknuti mogucénost razvoja otpornosti tumorskih stanica na protutumorske lijekove.
Osteosarkom obi¢no nije primarno otporan na protutumorske lijekove tj. pri prvom izlaganju
tumora lijekovima opaza se njihov ucinak. Ali osteosarkom moze pokazati ste€enu otpornost

kao odgovor na izlaganje lijekovima. Moze se raditi o otpornosti na jedan lijek kao posljedici
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specifi€¢inih promjena u tumorskim stanicama, ili na vise lijekova zbog pojatane ekspresije
gena koji kodiraju transportne proteine na povrsini stanice zbog ¢ega se lijek pojacano izbacuje
iz stanice i smanjuje se njegova unutarstani¢na koncentracija.

Osim &to djeluju na tumorske stanice, protutumorski lijekovi djeluju i na zdrave stanice,
posebno na one koje se intenzivno dijele (npr. stanice probavnog i reproduktivnog sustava,
koStane srzi, koze) $to dovodi do nuspojava. Naj¢escée nuspojave kod primjene protutumorskih
ljekova su: neuropatija, ototoksi¢nost, kardiotoksicnost, nefrotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost,
alopecija, imunosupresija, febrilna neutropenija sa ili bez infekcije, supresija kostane srzi,

stomatitis, mucnina i proljev.

3.1.2 Protutumorski lijekovi koji se primjenjuju za lijeéenje osteosarkoma

Ifosfamid spada u skupinu alkilirajuéih lijekova te toksi¢ni ucinak na stanicu ostvaruje
prijenosom alkilne skupine na razliite staniCne dijelove, pri Eemu je alkiliranje DNA vjerojatno
najvazniji uzrok stani€ne smrti. Alkiliranje se ostvaruje kroz proces unutarmolekularne
ciklizacije i stvaranja etilamonijevih iona. Alkilacija pogada jedan ili oba lanca DNA te dolazi do
ukrizenog povezivanja, sto je i najvazniji u€inak svih lijekova koji spadaju u skupinu alkilirajucih
ljekova, pri ¢emu su najosjetljivije stanice koje se dijele. Alkiliranje gvanina moze rezultirati
pogrjeSnim sparivanjem s timinom ili depurinacijom zbog izrezivanja gvaninskih ostataka, a to
uzrokuje lom DNA lanca cijepanjem veze izmedu Secera i baze. Osim toga, ifosfamid moze
reagirati sa sulfidrilnim, amino, hidroksilnim, karboksilnim i fosfatnim skupinama dugih
struktura u stani¢noj jezgri. lako nije specifi€an za stani¢ni ciklus, ifosfamid najjace djeluje na
kasnu G1 i S fazu stani¢nog ciklusa. Tumorske stanice mogu biti otporne na ovaj lijek kao i na
ostale lijekove iz skupine alkilirajucih lijekova tako $to razviju pojacanu sposobnost popravka
DNA, smanje transport lijeka u stanicu i poveéaju razinu glutationa i ostalih proteina potrebnih
za konjugaciju alkilirajucih tvari, odnosno povecaju aktivnost glutation-S-transferaze koja

katalizira konjugaciju.
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Cisplatina spada u skupinu analoga platine (cis-diaminodiklorplatina (II)). Radi se o
anorganskom metalnom kompleksu Ciji mehanizam djelovanja nije sasvim razjasSnjen, no
smatra se da je sli¢an alkiliraju¢im lijekovima. Djeluje na tumorske stanice u svim stadijima
stani€nog ciklusa i stvara ukrizene veze unutar i izmedu lanaca DNA i tako inhibira njezinu
sintezu i funkciju. Osim toga, veze se za citoplazmatske i jezgrine proteine $to dodatno
pridonosi citotoksi¢nom ucinku. Moze pokazivati sinergiju s drugim lijekovima pa tako i
alkilirajucim.

Metotreksat je analog folne kiseline koji se veZze na aktivno kataliticko mjesto dihidrofolat
reduktaze i tako ometa sintezu tetrahidrofolata. Tetrahidrofolat je inae nosa¢ ugljika za de
novo sintezu timidilata, purinskih nukleotida, serina i metionina. Dakle, metotreksat ometa
razliCite metaboliCke procese kljuéne za sintezu DNA, RNA i proteina. Unutarstani¢no
stvaranje glutamatnih ostataka najvaZznije je za terapijski u¢inak metotreksata, a taj proces
katalizira folilpoliglutamat-sintaza. Takvi metotreksat poliglutamati se zadrzavaju unutar
tumorske stanice i inhibiraju enzime za de novo sintezu purina i timidilata. Mogu¢a je otpornost
i na ovaj lijek uslijed smanjenog transporta lijeka zbog smanjenog broja nosaca folata ili folatnih
receptora, zatim smanjenog stvaranja citotoksiC¢nih poliglutamata, povec¢anja razine ciljnog
enzima dihidrofolat reduktaze zbog amplifikacije njegovog gena, te zbog promjene dihidrofolat
reduktaze koja rezultira smanjenim afinitetom za metotreksat.

Etopozid je pulusintetski derivat podofilotoksina koji spada u skupinu epipodofilotoksina i koji
se dobiva iz korijena bunovine (Podophyllum peltatum). Inhibira topoizomerazu Il $to uzrokuje
prekid lanca DNA i stvaranje kompleksa lijek-DNA-enzim.

Doksorubicin spada u skupinu protutumorskih antibiotika i to antraciklina, koji su izolirani iz
Streptomyces peucetius var caesius. Citotoksi¢ni u€inak ostvaruje inhibicijom topoizomeraze
I, specificnim umetanjem izmedu parova baza $to dovodi do blokiranja sinteze DNA i RNA,
zatim stvaranjem slobodnih radikala i vezanjem na staniCnu membranu s posljedicnim

poremecajem transporta iona i tekuéine. Izaziva crveno obojenje urina (30).
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3.1.3 Operativno lije€enje osteosarkoma

Operativno uklanjanje tumora sastavni je dio protokola za lije€enje osteosarkoma i
poduzima se u svim slu€ajevima kada lokalizacija i op¢e stanje bolesnika dozvoljavaju da se
zahvat ucCini u okvirima prihvatljivih rizika. Uklanjanje tumora u specijaliziranim centrima
obavlja visokoeducirani ortopedski tim obzirom da su navedeni zahvati iznimno slozeni, a
pored uklanjanja tumora Cesto ukljuuju i rekonstrukcijski zahvat. Glavno nacelo u pristupu
lieCenja osteosarkoma jest spaSavanje zivota, a ako je moguce onda i ekstremiteta.
Napretkom rekonstrukcijskihn moguénosti, sve viSe se polaze vaznost na ocCuvanje
funkcionalnog ekstremiteta kad god je to moguce. Osnovni princip uklanjanja tumora
(resekcije) jest uklanjanje tumorske mase ,do u zdravo tkivo“ §to znaci da se tumor uklanja
zajedno s dijelom okolnog zdravog tkiva i kao takav, tumor se ne izlaZe da bi se umanijio rasap
zlo¢udnih stanica za vrijeme manipulacije. Stoga, kad je rije¢ o osteosarkomu moguce opcije
su uklanjanje tumora zajedno s Citavom anatomskom loZzom u kojoj se on nalazi (resekcija u
bloku) ili uklanjanje €itavog ili dijela zahvacenog ekstremiteta (radikalno uklanjanje tumora, bilo
amputacijom - kroz kost ili egzartikulacijom - kroz zglob). Neke lokalizacije su zahtjevnije i
povezane s povecéanim operativnim rizikom, ali i sku€enim mogucnostima resekcije u bloku
kao Sto je primjerice kraljezak. Medutim vecina osteosarkoma se javlja u kostima ekstremiteta
i zdjelice Sto ipak najCeSc¢e ostavlja dovoljno prostora za kvalitetno operativno uklanjanje i
rekonstrukciju. Sama rekonstrukcija ima za cilj o€uvati funkcionalan ekstremitet, Sto je pak
vazno i s psiholodkog gledisSta, posebno mladih bolesnika. Stoga se svaki napor ulaZze u
oCuvanje ekstremiteta. Napredak medicinske tehnologije odrazava se na rekonstrukcijske
mogucnosti u Kirurgiji tumora sustava za kretanje i iskorak prema tzv. personaliziranoj
medicini, kada se u konkretnim slu¢ajevima nastoji izraditi implantat za svakog bolesnika

ponaosob, oslanjajuci se na planiranje i 3D printanje implantata (slika 16a i 16b).
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Slika 16a. Primjer 3D rekonstrukcijskog  Slika 16b. Fotografija 3D implantata zdjelice

implantata zdjelice. (Ljubaznoscéu ugradenog nakon resekcije tumora.
prof.dr.sc.Roberta Kolundzi¢a, (Ljubazno$¢u prof.dr.sc.Roberta Kolundzi¢a,
Klinika za traumatologiju Klinika za traumatologiju

KBC Sestre milosrdnice). KBC Sestre milosrdnice).

Slike 16ai 16b su zasti¢ene autorskim pravima te se ne smiju koristiti bez dopustenja autora.

Unato€ napretku rekonstrukcijskih moguénosti, poznato je da su takvi zahvati podlozni
pove¢anom riziku od neuspjeha i komplikacija u smislu infekcije i mehanickih problema s
implantatima. Poseban izazov su rekonstrukcijski zahvati kod djece koja rastu te kroz neko
vrijeme postane uocljiva razlika u duzini ekstremiteta Sto je s biomehaniCkog stajaliSta
nepovoljno kad je rije¢ o donjim ekstremitetima. Nije stoga neuobitajeno da se bolesnici,
posebno mladi, kojima je u€injen rekonstrukcijski zahvat i koji su izlije€eni od primarne bolesti,
Cesto u buducnosti moraju podvrgavati ponovnim operativhim zahvatima. Obzirom na
napredak proteticke opskrbe i kvalitetno u€injena amputacija odnosno egzartikulacija ima vrlo
vazan doprinos u lije€enju bolesnika s osteosarkomom, a izvodi se kada nije moguce oCuvati
funkcionalan ekstremitet. To moze biti u€injeno ve¢ u primarnom operativhom lije€enju, ili zbog
komplikacija koje se razviju nakon rekonstrukcijskog zahvata, a koje znacajno narusavaju
zdravlje i kvalitetu Zivota bolesnika (11).

Metastaze se mogu razlikovati od primarnog tumora i pokazivati otpornost na kemo i
radioterapiju. Tada teoretski preostaje samo operativno lije€enje, Sto mozZe predstavljati veliki

problem posebno ako postoji viSe metastaza i ako one svojim polozajem i veli¢inom uzrokuju
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poremecaj funkcioniranja zahvacenog organa i ¢itavog organizma. Plu¢ne metastaze najces¢i

su razlog nepovoljnog ishoda kod osoba oboljelih od osteosarkoma.

Slika 17. Makroskopski preparat pluéa s metastazama osteosarkoma (preuzeto i

preradeno iz 31).

3.1.4 EURAMOS

Godine 2001. Cetiri istrazivatke skupine ujedinile su se da bi istrazivanja na
osteosarkomima provodila brZe i u€inkovitije, obzirom da se radi o relativno rijetkom i geneticki
varijabilnom tumoru, te su oshovale skupinu EURAMOS (European and American
Osteosarcoma Studies). Krajnji cilj skupine EURAMOS je poboljSanje ishoda lije€enja
osteosarkoma kroz provodenje velikih medunarodnih kolaborativnih randomiziranih
kontroliranih studija, prouavanje bioloSkog ponaSanja osteosarkoma i pronalaska novih
terapijskih pristupa osteosarkomu. Prva takva studija na 2260 bolesnika koja je trajala od 2005.

do 2011. godine rezultirala je terapijskim protokolom EURAMOS-1 (32,33), (slika 18a i 18b).
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Slika 18a. Shema dijagnostike i lijeGenja osteosarkoma prema protokolu EURAMOS-1

(preuzeto i preradeno iz 33).
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Slika 18b. Terapijska shema protokola EURAMOS-1 (preuzeto i preradeno iz 33).
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3.2 VIROTERAPIJA OSTEOSARKOMA

Ograni€eni rezultati lije¢enja osteosarkoma upucuju na potrebu pronalazenja novih
metoda lijeCenja ove bolesti, trazeéi rijeSenja kroz sve vece spoznaje o bioloskim procesima
organizma i tumora na molekularnoj razini. Gensko lije€enje jedno je od mogucih rjeSenja za
postizanje boljih ishoda kod bolesnika oboljelih od osteosarkoma, bilo kroz djelovanje na
mutacije tumorskih stanica, bilo na poboljanje djelovanja protutumorskih lijekova ili
obrambenog sustava organizma. Zbog nuspojava protutumorskih lijekova i njihovog djelovanja
na zdrave stanice, napose stanice imunosnog sustava, namece se potreba da gensko lijecenje
bude selektivho. Gensko lije¢enje osteosarkoma pretpostavlja razumijevanje genske osnove
ovog tumora, koja je na zalost vrlo varijabilna, $to znaci da bi za njezinu ucinkovitu primjenu
trebalo najprije odrediti individualne genske aberacije svih populacija tumorskih stanica i
razumijeti njihov ucinak na funkciju zloc¢udnih stanica. lako u svom teorijskom konceptu gensko
lije€enje otvara velike moguénosti, valja napomenuti da ono nije isklju€ivi pravac kojim bi se u
budu¢nosti trebalo pristupati ovoj bolesti. UsavrS8avanjem i ostalih modaliteta lijeCenja,
multidisciplinarnim, individualnim i holistickim pristupom bolesniku, opravdano je ocekivati

postizanje pozitivnih pomaka u lijecenju ove bolesti.

3.2.1 Gensko lijeéenje (engl. gene therapy)

Opcenito, gensko lijeCenje obuhvaéa unos rekombinantnih nukleinskih kiselina u
tielesne ili spolne stanice s ciliem nadomjeStanja aktivnosti uCinaka mutiranog gena ili
unosenja u stanicu nekog novog gena s ciljem usporavanja ili lije€enja bolesti. U svrhu ovog
rada razmatrat ¢e se gensko lijeCenje koje se primjenjuje na tjelesne stanice i na stanice
tumora Cime je djelovanje lijeCenja ograniceno na jedinku na kojoj se ono provodi te promjena
geneti¢kog materijala nema ucinka na buduce generacije.

Najprije je potrebno sintetizirati gen, odnosno sekvencu nukleinske kiseline koja se

planira unijeti u stanicu, a zatim razviti mehanizam kojim ¢e se Zeljeni terapeutski gen unijeti u
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ciline stanice tako da u njima ostvari planirani u€inak. Geni se mogu unositi ex vivo sto znadi
da se stanice genski mijenjaju izvan tijela, a zatim se izmijenjenog geneti¢kog sastava vrate u

tijelo, ili in vivo kada se u ciljne stanice unose geni dok su u tijelu (slika 19).

Ex vivo In vivo

Prikuplianje stanica

Sinteza virusnog vektora od bolesnika Sinteza virusnog vektora
il mp Transdukcija y;
\ *% Direkino unoSenje
vektora u bolesnika
Sinteza nevirusnog vektora UnoSenje stanica s Sinteza nevirusnog vektora

izmijenjenim genetickim
materijalom u bolesnika

Slika 19. Ex vivo i in vivo unoSenje terapijskog gena (preuzeto i preradeno iz 34).

Gen se u stanicu moze unijeti direktno ili indirektno putem prijenosnog sustava
(vektora). Da bi gen koji je uneSen u stanicu ostvario svoju funkciju, on bi se trebao ugraditi u
to¢no odredeni dio genoma domacdina (nasumiéna ugradnja znacila bi poremeéenu kontrolu
njegove ekspresije) ili djelovati u jezgri kao episom.

Primjena vektora ima svoje izazove. Da bi vektori bili u€inkoviti moraju biti imunosno
inertni. Imunosni sustav domacina moze djelovati na vektore, $to s jedne strane moze ugroziti
sigurnost bolesnika zbog mogucih nezeljenih ucinaka, ili s druge strane dovesti do
neucinkovitosti lije¢enja zbog slabe isporuke terapeutskog gena u ciljnu stanicu, odnosno
snizene razine ekspresije gena. To pak moze zahtijevati opetovano unoSenje gena. Upravo su

uCinkovita isporuka genskog materijala u ciljnu stanicu i odrZzavanje terapijske razine
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ekspresije gena najveci izazovi genskog lije€enja na klini¢koj razini, pri ¢emu svaka bolest i

organizam oboljele osobe imaju svoje posebitosti (35).

3.2.2 Prijenosni sustavi (vektori)

Vektori se mogu podijeliti na virusne i nevirusne.

Virusni vektori:

Virusi su evolucijski oblikovani da ulaze u stanicu domacina i u njoj eksprimiraju svoje
gene iskoriStavajuci resurse i regulatorne mehanizme stanice domadina, stoga su i prikladan
vektor za unos terapijskih gena. Zivotni ciklus virusa sastoji se od infekcije stanice domacina,
replikacije virusa i oslobadanja virusa iz stanice. Ovisno o vrsti, neki virusi mogu ugraditi svoj
geneti¢ki materijal u genom stanice domacina dok drugi ne ugraduju svoj geneti¢ki materijal u
DNA domacina nego ostaju u obliku episoma u jezgri. U oba slu€aja genom virusa se
eksprimira, stvaraju se virusni regulacijski i strukturni proteini, $to za posljedicu ima stvaranje
novih virusa, koji zatim mogu izaci iz stanice domacina i inficirati druge stanice.

Virusni vektori koji se koriste za gensko lije€enje imaju izmijenjen genom i sadrze
terapijske gene umjesto onih potrebnih za replikaciju samoga virusa. Tako izmijenjeni virusi uz
pomoc¢ svojih regulacijskih sekvenci ili egzogeno dodanih promotora potaknu terapijske gene
na ekspresiju, dok se virus kao takav ne replicira. Svaki virusni vektor ima svoje posebitosti
ovisno o tome kojoj vrsti virus pripada i te se posebitosti mogu koristiti za razliCite viroterapijske
svrhe.

Neki virusni vektori se ugraduju u genom tumorske stanice, a neki se ne ugraduiju, te
je za gensku terapiju tumora logi¢nije koristiti one koji se ne ugraduju. Naime, oni koji se
ugraduju to rade nasumicno zbog ¢ega mogu dovesti do insercione karcinogeneze.

Obzirom da su virusi u organizmu prepoznati kao Stetni, evolucijski je razvijen
obrambeni odgovor imunosnog sustava s ve¢om ili manjom ucinkovito$¢u u njihovoj eliminaciji.

U kontekstu viroterapije, ovaj odgovor organizma na prisutnost virusa ima svoje ozbiljne
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implikacije. S jedne strane moze dovesti do uniStavanja virusnih vektora i time ponistavanja
lije€Cenja, a s druge strane pokretanje sloZenog imunosnog odgovora moZe imati sustavne
ucinke na organizam dije je posliedice zbog slozenosti samog procesa teSko predvidjeti

(36,37,38).

Nevirusni vektori:

Sintetski su proizvodi koje je jednostavnije proizvesti od virusnih te nisu podlozZni
imunosnom odgovoru domacina. Napretkom tehnologije proizvodnje ovih vektora, povecava
se njihova efikasnost. Oni mogu biti u razli€itim oblicima:

1. Gola DNA (plazmid) se primjerice moze nanijeti na Cestice zlata ili teSkih metala i pod

visokim pritiskom ubaciti u ciljnu stanicu (genski pistolj, engl. gene gun);

2. Lipopleksi koji se sastoje od liposoma i dostavljaju terapijsku DNA sekvencu. Tako
Lupakirani“, terapijski geni su zasti¢eni od degradacije i imunosnog sustava. Kationski
liposomi su se pokazali boljima u odnosu na anionske i neutralne jer stvaraju stabilnije
komplekse obzirom na negativni naboj DNA, bolje prolaze kroz stanicnu membranu i
otporniji su na degradaciju;

3. Terapijski geni se mogu uklopiti i u razli€ite polimere pa se dobiju polipleksi, napredni
oblici vektora koji obzirom na polimere koje sadrze imaju specifi€an nacin interakcije i

oslobadanja terapijskih gena u ciljnu stanicu (39).

3.2.3 Op¢i koncept genskog lijeéenja zloéudnih tumora

Jedan od razloga pokuSaja uvodenja genskog lijeCenja zlocudnih bolesti jest Cinjenica da
dosadasnji modaliteti lije€enja ne mogu unistiti svaku tumorsku stanicu, pa one stanice koje
su izbjegle djelovanje primijenjenih terapijskih postupaka nastavljaju s rastom i obnovom
tumorske mase, Sto u konacnici dovodi do nepovoljnog ucinka na funkcioniranje organizma i
smrtnog ishoda. Da bi gensko lijeCenje doista bilo uspje$no, ono mora dovesti do unistenja

svih zlocudnih stanica. To bi se moglo posti¢i kroz:
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1. Povecanje ekspresije tumor supresorskih gena ili ko¢enje ekspresije onkogena;

2. Uvodenjem gena koji blokiraju diobu tumorskih stanica i pokreéu mehanizme
samounistenja;

3. Molekularnu kemoterapiju uvodenjem gena Ciji produkt pretvara netoksi€an spoj u
toksi¢an koji unisti ciljnu stanicu;

4. Imunoterapiju koja se temelji na Cinjenici da tumorske stanice eksprimiraju tumor
specificne antigene koji potiCu imunosni sustav na djelovanje. U tom slu¢aju trebalo bi
pojacati imunogenost tih antigena, odnosno potaknuti ja¢e djelovanje T-limfocita koje
te antigene prepoznaju. To se postize unoSenjem gena za odredene citokine u
tumorske stanice ili stanice imunosnog sustava, a koji su inace kljuéni u pokretanju

imunosnih reakcija (40).

3.2.4 Onkoliti€ka viroterapija

Pocetkom proSlog stolje¢a u literaturi su se pojavili sporadicni izvjestaji o remisiji tumora
uslijed istovremene virusne infekcije organizma $to je dovelo do ideje da se virusi iskoriste u
lije€enju zlo¢udnih bolesti i uvodenja viroterapije kao novog terapijskog pravca. Uslijedili su
laboratorijski pokusi na Zivotinjskim modelima i izvjeStaji o regresiji tumora kod miSeva nakon
provedene viroterapije, ali i opisi toksi€¢nosti navedenog postupka. Nepromijenjeni virusi poceli
su se koristiti i u kliniCkoj praksi 1960-tih godina njihovim unoSenjem u organizam na razli€ite
nacine, no opazeno je da imunosni sustav imunokompetentnog organizma uspjesno svlada
virusnu infekciju, ali ne i tumor. S druge strane uno$enje virusa u imunodeficijentan organizam
povezano je s povecanim morbiditetom i mortalitetom jer je virusna infekcija svladala
obrambene moguénosti organizma. 1z svega navedenog nakon poc¢etnog entuzijazma jasno
je bilo da ovakav modalitet terapije ima svojih negativnih i potencijalno opasnih strana, Sto opet
nije znacilo njezin kraj, nego se napretkom znanja i tehnologije genskog inzenjerstva
viroterapija poboljSala. Ljudi su uklju€eni u brojne kliniCke studije koje koristec¢i rekombinantne

viruse otvaraju nove mogucénosti u lijecenju razliCitih zlocudnih bolesti. Ono $to se moze
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istaknuti kao problem primjene virusa u organizam, bez obzira o kojem tumoru je rijec, jest da
virusi mogu inficirati ne samo ciljne tumorske stanice nego i druge tipove stanica u organizmu
Sto nije jednostavno kontrolirati. Tako inficirane zdrave stanice mogu podle¢i promjeni svog
geneti¢kog materijala s razli¢itim posljedicama koje nije uvijek moguce jednoznacno predvidjeti
(41).

Virus je potrebno dostaviti u ciljnu stanicu, $to znaci da na putu do njih virus mora prodéi
razliCite prirodne obrambene mehanizme, od imunosnog sustava do fizikalno-kemijskih
svojstava okoliSa u kojem se nalaze ciljne stanice. Onkoliza mora biti kontrolirana i ograni¢ena
samo na tumorske stanice, i to u dovoljnoj mjeri da sve budu unistene, stoga je sigurnost
primjene prva pretpostavka viroterapije. Cinjenica jest da su pretklinicke studije za sada
pokazale bolje rezultate od klini¢kih, no to i dalje nije omelo istrazivae da se suoCe sa
izazovima rjeSavanja zapreka kako bi viroterapiju doveli u red uspjesnih terapijskih opcija u
kliniCkoj primjeni. Glavna strategija viroterapije se sastoji u pobolj$anju onkolitickog potencijala
prirodnih (engl. wild-type) ili rekombinantnih (geneticki izmijenjenih) virusa koji ciljaju na
odredene molekule ili signalne puteve eksprimirane u tumorskim stanicama. Potrebno je
detaljno razumjeti mehanizme kojim virus unisti stanicu u koju je unesen, kao i koje su prepreke
uspjeSne dostave virusa u ciljnu stanicu. Uz to je svakako vazno razumijeti ulogu imunosnog
sustava u virusnoj onkolizi. Viroterapija o€ito nudi dobar strateSki pristup jer koristi viSe
mehanizama &ime se postiZze u€inkovitije unistenje tumorskih stanica, a $to je nuzno kad je
rije€ o agresivnim tumorima koje treba ,napadati“ na viSe polja istovremeno i ne dozvoliti
povratak i napredak bolesti. Uz to, viroterapija dozvoljava kombiniranje s dosadasnjim

terapijskim modalitetima, povecavajuci izglede za kontrolom bolesti i izljeCenjem.

3.2.5 Onkoliti€ka viroterapija osteosarkoma

Osteosarkom je u kontekstu primjene onkoliticke terapije vrlo izazovan tumor zbog
svog slozenog i varijabilnog geneti¢kog profila te histoloskog izgleda, posebno kad je rije¢ o

metastatskom tumoru. Jasno je da viroterapija nije jedini modalitet lijeCenja koji se istrazuje za

48



poboljSanje ishoda ove bolesti, $to je zapravo ispravno obzirom na slozenost i prirodu bolesti.
Vecina opcih principa i izazova onkolitiCke viroterapije mozZe se primijeniti i na osteosarkom s
tim da on ima i svoje posebitosti. U pretklinickim studijama kao zivotinjski model uglavnom se
koriste psi, obzirom na sliChosti u imunosnom odgovoru te prirodnom pona3anju
osteosarkoma. Naime, da bi se postigao oc€ekivani uspjeh u klinickom dijelu istrazivanja,
potrebno je imati u vidu §to viSe klju¢nih ¢imbenika u pretklini¢kom dijelu istrazivanja.

Osteosarkom je poseban zbog svog histoloskog izgleda i lokalizacije $to predstavija
izazov dostave virusa u ciljne stanice. On sadrzi razliCite koli¢ine osteoida, gustog matriksa
koji proizvode tumorske stanice i koje se njime okruze. Osteosarkom uglavnom raste unutar
odredenog odjelika ¢ije Evrste granice dugo odrzavaju tumor unutar tog jednog odjelika. To
stvara veliki pritisak u samoj tumorskoj masi koja raste brzo i nastoji se pro8iriti, a otvaranje
odjeljka u sklopu medicinske intervencije nije pozZeljno radi lokalne kontrole bolesti. Tumorska
masa nije uniformna. Sredi$niji dio je u razli¢itom postotku nekroti¢an i u njemu vlada hipoksija,
kiseli medij te pomanjkanje krvne opskrbe. Nekroza, medu ostalim, nastaje zbog
neproporcionalnosti brzine rasta tumorske mase i stvaranja krvnih zila koje dostavljaju
tumorskim stanicama elemente potrebne za njihov rast. Podru¢ja nekroze se organiziraju u
degenerativne ciste koje mogu biti ispunjene tekuéinom, a mogu se i sekundarno inficirati
obzirom da nema uvjeta za adekvatnu reakciju imunosnog sustava na mikroorganizme.
Tumorska masa je proZeta i cistama ispunjenim zgruSanim krvavim sadrzajem kao odraz
krvarenja iz brojnih krhkih, nezrelih, slabo formiranih krvnih Zila koje su takve zbog ubrzane
angiogeneze kao odgovora na povecéane sintetske i metaboli¢ke potrebe tumorskih stanica. U
taj dio tumora dakle nije jednostavno dopremiti terapijske viruse. Vijabilne tumorske stanice su
uglavnom na periferiji tumora gdje se nalazi vecina krvnih spletova koji se odvajaju od vecih
krvnih Zila da bi iz cirkulacije dovele krv u tumor. Nije stoga neobi¢no da se vecina tumorske
mase nalazi uz velike krvne Zile, Sto teoretski znaci da virusi primijenjeni u cirkulaciju uglavnom
mogu doprijeti u vijabilni dio tumora.

Nadalje, osteosarkom sadrzi i tumorske maticne stanice koje zahtijevaju posebnu
pozornost da bi se moglo uspjedno djelovati na tumor u cjelini, jer predstavljaju posebnu
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populaciju stanica i pona$aju se drugacije od ostalih tumorskih stanica. Predstavljaju izvor iz
kojeg se tumorska masa obnavlja, mogu razvoj tumora dijelom ili u cijelosti usmjeriti prema
potpuno novoj vrsti iz skupine mezenhimalnih tumora tj. mogu dovesti do dediferencijacije
tumora. Njihova posebitost je i ta Sto su relativno otporne na kemoterapiju i radioterapiju,
samoobnavljaju se i uspjeSno metastaziraju zbog €ega se bolest moze opetovano javljati bez
mogucnosti da se na njih zna¢ajno djeluje dosadasnjim modalitetima lije€enja.

Kad je rije€ o genetickoj strukturi tumora, nagladeno je vise puta da je ona varijabilna
kao i signalni putevi unutar tumorskih stanica. Da bi se uspjesno djelovalo virusima, ocito je
potrebno analizirati molekularnu strukturu tumora individualno za svakog bolesnika te testirati
i odabrati mete za najbolji u€inak, pri ¢emu valja uzeti u obzir prisutnost razli€itih subpopulacija

stanica u tumoru i signalne puteve kojima ostvaruju medudjelovanje (42).

3.2.6 Virusi u onkoliti¢koj viroterapiji osteosarkoma

Adenovirusi (AdV) su uglavnom uzrocnici infekcija diSnih puteva i probavnog sustava, a
mogu uzrokovati i keratokonjunktivitis. Prvi put su izolirani iz tonzila (adenoida) ¢ovjeka pa su
po tome dobili ime. Postoji vise rodova i serotipova virusa koji se svrstavaju u porodicu

Adenoviridae, a svima je zajednicCka ista grada (slika 20).
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Slika 20. Grada adenovirusa (Preuzeto i preradeno iz 43).
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Adv nemaju ovojnicu, kapsida je gradena od razli¢itih proteina od kojih u kontekstu
viroterapije najvazniju ulogu imaju povrsinska vlakna koja strde iz kapside poput antena (engl.
adenovirus fiber protein). Naj¢eSc¢e koristeni serotip je adenovirus tip 5 (Ad5). Navedena
vlakna na Ad5 posreduju prilikom njegovog vezanja na coxsackie-adenovirus receptor (CAR)
i sadrze tri domene: N-terminalni rep (engl. tail) koji vezuje protein za virusnu kapsidu, zatim
podrucje srediSnje osovine (engl. shaft) promjenjive duljine i fleksibilnosti, i C-terminalnu

glaviCastu domenu (engl. knob) koja se veZe na CAR (slika 21).
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Slika 21. PovrSinsko vlakno vezano na virusnu kapsidu (preuzeto i preradeno iz 44).

Prvi komercijalno razvijeni onkoliti¢ki virusi su adenovirusi divljeg tipa (engl. wild type)
te imaju brojne osobitosti zbog ¢ega bi mogli posluZziti kao virusni vektori, posebno serotip 5
koji inficira stanice gornjeg diSnog sustava (Ad5). Ad5 mogu inficirati razliCite vrste stanica, i
one koje se dijele i koje se ne dijele (mogu proizvesti takav ucinak da stanica bude u fazi koja
je sli¢na S fazi stani¢nog ciklusa). Nadalje, virusni titar brzo raste, virusna DNA se ne ugraduje
u stanicu domacina &to smanjuje rizik mutagenog ucinka na zdrave stanice. Virusna DNA je
dvolan€ana, sadrzi oko 36 kb i kodira oko 40 gena. Nalazi se u jezgri i tamo se prepisuje.
PovrSinska viakna na kapsidi sluze za povezivanje Ad5 na coxsackie-adenovirus receptor
(CAR) stanice domacina nakon Cega slijedi interakcija s koreceptorom integrinom koiji je
takoder na stanicnoj membrani domacina, Sto stimulira internalizaciju virusa u obliku
endosoma, tj. proces endocitoze. U endosomu virus pod utjecajem kiselog medija mijenja
topologiju i oslobada se u citoplazmu, virusne Cestice migriraju preko mikrotubula i disociraju

te slobodna virusna DNA kroz pore ulazi u jezgru. Virusna DNA se veze s histonima.
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Slijedi prepisivanje virusne E1A i E1B regije (engl. early-region) i stvaranje virusnih proteina
E1A i E1B. Protein E1A inaktivira retinoblastom (Rb) protein, a protein E1B inaktivira tumor
supresorski protein p53 i tako potic¢u stani¢ni ciklus da bi omogucili proces replikacije virusa.
Naime, u normalnoj situaciji Rb protein se veze za transkripcijski ¢imbenik E2F i takav
kompleks sprje€ava ulazak stanice u S fazu stani¢nog ciklusa. Vezanje virusnog proteina E1A
na Rb protein dovodi do otpustanja transkripcijskog Cimbenika E2F, Sto poti€e replikaciju
virusne DNA. Sto se ti¢e p53, on djeluje na zaustavljanje staniénog ciklusa sprecavajuci
replikaciju oSte¢éene DNA. Osim toga, moze zaustaviti rast stanice i aktivirati transkripciju
proteina uklju¢enih u popravak DNA. Ako se navedeni mehanizmi ne pokazZu djelotvornima,
slijedi apoptoza kao zadnji mehanizam da bi se izbjegla proliferacija stanica koje sadrze
abnormalnu DNA. Vezanje virusnog proteina E1B na p53 dovodi do njegove inaktivacije ¢ime
se takoder potice stani¢ni ciklus i replikacija virusne DNA. Zatim se proizvedu strukturni proteini
virusa od kojih se izgrade cjelovite virusne C&estice, koje se otpustaju iz stanice uslijed

induciranja citolize (slika 22).
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Slika 22. Shematski prikaz zivotnog ciklusa Ad5. 1. Povezivanje virusa sa specificnim
receptorom, 2. endocitoza, 3. disocijacija virusa i migracija virusnih Cestica preko mikrotubula
do jezgre, 4. ulazak virusnog genoma u jezgru, 5. ekspresija virusnog gena E1A, 6. vezanje
proteina E1A na Rb protein, otpustanje ¢imbenika E2F i replikacija virusne DNA, 7. formiranje

virusnih Cestica (preuzeto i preradeno iz 44).
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Viroterapija adenovirusima meduostalim se moze provesti koristeéi uvjetno
replicirajuce adenovirusne vektore (engl. conditionally replicating AdV vectors, CRAdS), a ima
i onih s delecijom na E1A ili E1B regiji. Da bi se dokinuo Stetan ucinak na zdrave stanice,
promjena virusne DNA u smislu delecije na E1A regiji rezultira ukidanjem vezivanja E1A na
Rb protein, ¢ime se moze ograniciti proizvodnja virusa u normalnim stanicama. Takav ucinak
ispitan je na virusu VCN-01. Inaktivacija gena Rb i p53 nerijetko se moze naéi u osteosarkomu.
Uvodenjem virusa s delecijom na E1A i E1B regiji, znacilo bi da ¢e se virus amplificirati in situ
i inficirati druge tumorske stanice, a u isto vriieme neée dodatno poticati diobu tumorske stanice
s defektnim Rb i p53 mehanizmom, niti ¢e ostecivati zdrave stanice.

Ekspresija gena E1A isklju€ivo u tumorskim stanicama se moze potaknuti preko tumor

specificnih promotora kao $to je hTERT (engl. human telomerase promoter) (slika 23).
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Slika 23. Primjer strategije postizanja selektivnosti AdV za tumorske stanice (preuzeto i

preradeno iz 44).

Virus bi se trebao uvesti preko CAR receptora no ekspresija CAR je relativno slabo
izraZen na stanicama osteosarkoma, zbog ¢ega je ograni¢en ulazak virusa u tumorske stanice,
stoga su rezultati istrazivanja pokazali relativno nisku protutumorsku aktivnost virusa.
Djelomi¢ni nacin prevladavanja ovog problema postignut je kroz sintezu Ad5 virusa Delta24
(Delta24-RGD) koji na svom povrSinskom vlaknu sadrzi inserciju RGD4C koja se veZe na RGD
vezujuce integrine tumorske stanice (slijed od tri aminokiseline Arg-Gly-Asp) Sto dovodi do
direktne internalizacije virusa u stanicu (slika 24). Cisteini C (547) i C (549) iz slijeda C (547)
DC (549) RGDC (553) FC (555) umetnuti u HI petlju Ad5 vlakana tvore jednu disulfidnu vezu,

pri Cemu je ova disulfidna veza presudna za AdSRGD4C preusmjeravanje na a.-integrin (45).
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Slika 24. Dodatak slijeda aminokiselina na glaviéastu domenu povrsinskog vliakna preko

Hl-petlje (engl. Hi-loop) (preuzeto i preradeno iz 44).

Dokazano je da je prisutnost ayBss integrina na tumorskim stanicama primarnih kultura
i stani¢nih linija osteosarkoma povezana s ve¢om osjetljivoS¢u tumorskih stanica na infekciju
virusom koji ima inserciju RGD u usporedbi s nemadificiranim virusom. Ipak, nadeno je da u
ksenograftovima osteosarkoma implantiranih u potkoZje miSeva virus ne zaraZava sve
tumorske stanice, mogucée upravo zbog otezanog Sirenja kroz tumorski matriks. Isti autori su
utvrdili nesto bolji odgovor metastatskog tumora na intravensko primijenjeni virus Delta24-

RGD. Nadalje, obec¢avajuc¢om se €ini i primjena navedenog virusa u kombinaciji s cisplatinom.

Veé spomenuti virus VCN-01 uz deleciju na genu E1A za vezanje na Rb, $to mu
omogucava selektivnu replikaciju u tumorskim stanicama, ima jo$ dvije modifikacije. To su
RGD dodatak na povrSinskom vlaknu virusa ¢ime je pojaCan tropizam prema tumorskim
stanicama, te PH20 hijaluronidaza zahvaljujuc¢i kojoj se virus ucinkovitije prenosi kroz
izvanstani¢ni matriks da bi doSao do drugih tumorskih stanica (Slika 25). Stoga se ovaj virus

pokazao dobrim potencijalom u onkolitickoj viroterapiji osteosarkoma.
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Slika 25. Prijenos onkoliticCkog AdV kroz izvanstaniéni matriks. 1. Stanice inficirane
onkolitickim AdV okruzene izvanstani¢nim matriksom, 2. virus VCN-01 koji proizvodi PH20
hijaluronidazu, 3. degradacija izvanstanicnog matriksa i Sirenje onkolitickih virusa na tumorske

stanice (preuzeto i preradeno iz 44).

Da bi se postigla selektivnost, kao promotor ekspresije gena E1A za replikaciju virusa
koristen je i osteokalcin kojega nerijetko eksprimiraju razni solidni tumori, ukljuCujuéi i
osteosarkom. U pretklinickim modelima nadena je aktivhost navedenog gena E1A pod
utjecajem osteokalcina, pa se istrazuju mogucnosti ekspresije raznih gena pod utjecajem
osteokalcina kao promotora, primjerice suicidnog gena HSV-TK (herpes simpleks virusna
timidin-kinaza).

Telomeraze su takoder Cesto eksprimirane u brojnim tumorima i kao takve su
potencijalna meta djelovanja virusa dok ih u normalnim odraslim stanicama nema. Telomelizin
je replikacijski defektan CRAd vektor koji djeluje na tumorske stanice koje eksprimiraju
telomerazu. Pokazao je citolitiCki u€inak na stanice osteosarkoma in vitro i in vivo te dobru
sigurnost u prvoj fazi klini¢kih studija na bolesnicima s uznapredovalim osteosarkomom, ali i

drugim solidnim tumorima.
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Valja imati na umu da su ispitani virusi svoj ohrabrujuci ucinak postizali i zahvaljujuéi
isklju€enju imunosnog odgovora imunodeficijentnih Zivotinjskih modela, stoga je potrebno
ispitati njihovo ponasanje obzirom na kompetentan imunosni odgovor. U tom smislu, onkoliti¢ki
virusi se mogu iskoristiti tako da potaknu prezentaciju specificnih antigena na tumorskim
stanicama (engl. tumor asociated antigens) kako bi ih imunosni sustav prepoznao i unistio, ili
da replikacijom virusi dovedu do onkolize, uslijed koje bi se tumorski antigeni oslobadali i
aktivirali imunosni odgovor posredstvom T-limfocita. Radi se dakle o sinergistickim
mehanizmima koje bi onkolitiCki adenovirusi pokretali u imunokompetentnom organizmu
(42,44,45,46,47,48,49,50).

Pocetkom 2000-tih zavrSene su | i Il faza klini¢kih ispitivanja onkolitickog adenovirusa
ONYX- 015 koji je pokazao dobar sigurnosni profil i umjereno, ali obeéavajuée protutumorsko
djelovanje. Kasnije je kineski Shanghai Sunway Biotech, kojemu su prodana prava, zavrsio I
fazu kliniCkog ispitivanja koristeéi onkoliti¢ki adenovirus H101 (modificirani ONYX-015, prodaje
se pod trgovackim imenom Oncorine). Njegova uporaba ima odobrenje od kineskih vlasti za
lijeCenje planocelularnog karcinoma glave i vrata. Medutim, vazno je istaknuti da je ovaj
tretman odobrila kineska regulatorna agencija bez ikakvih podataka o prezivljavanju pacijenta,
niti je tvrtka dala podatke o ukupnom prezivljenju bolesnika (44). Za sada, u Europi i SAD-u

onkoliticka viroterapija adenovirusima nije odobrena za kliniCku primjenu.

Herpes virusi (HSV): Clanovi su porodice Herpesviridae, te se svrstavaju u rod
Simplexviridae i vrste HSV-1 ili HSV-2. Sadrze dvolancanu DNA koja ima oko 80 gena, kapsidu
i lipidnu ovojnicu (slika 26). HSV-1 obi¢no uzrokuju ulceracije podrucja nosnica i usnica, dok
HSV-2 uzrokuje genitalne ulceracije. Virus u stanicu sluznice ulazi inokulacijom, a zatim se
retrogradno preko ziv€anih ogranaka naseljava u ganglijske stanice zivca gdje ostaje latentan
te se povremeno aktivira pri éemu se virusne stanice ponovno umnaZzaju u stanicama sluznice
uzrokujuéi njihovu lizu. HSV-1 potencijalno moze izazvati encefalitis jer naseljava ganglijske

stanice srediSnjeg Zziv€anog sustava. Imunosne stanice neutraliziraju, ali ne uspijevaju
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iskorijeniti virus iz organizma. Ovdje valja primijetiti da HSV uglavhom prelazi iz jedne u drugu
stanicu te hematogeni prijenos virusa ili njegovo Sirenje limfnim sustavom nemaju znacajniju

ulogu.

_.~ Glikoproteini

Kapsida

_~Ovojnica

DNA

~-. Tegument

Slika 26. Grada herpes virusa (Preuzeto i preradeno iz 51).

HSV je prvi genetiCki modificirani onkolitiCki virus testiran u laboratoriju. Naime, virusna DNA
je velika i dopusta razliCite manipulacije, medu ostalim umetanje zeljenih gena ili delecije na
genima koje reguliraju nepozeljna svojstva virusa.

Virus se veze preko glikoproteina C svoje ovojnice na heparan-sulfat proteoglikanski receptor
stanice domacina. Vezivanje se nastavija preko viSe razli€itih virusnih glikoproteinskih
receptora, stvaraju se molekularni kompleksi izmedu virusne ovojnice i staniéne membrane
domacina da bi se naposljetku virusna &estica oslobodila u citoplazmu. Cestica se sastoji od
proteinskog tegumenta (lat. tegumentum — ljuska, ovojnica) koji okruzuju virusnu DNA. Virusni
protein VHS (engl. virion host shutoff) zaustavlja sintezu proteina stanice domacina, degradira
mMRNA domacina i regulira ekspresiju virusnih proteina. Rani a proteini ulaze u jezgu i aktiviraju
transkripciju virusnih gena, rani B proteini reguliraju tu transkripciju, a kasni y proteini sudjeluju
u izgradnji virusnih strukturnih proteina. Nakon replikacije DNA i proizvodnje proteina koji tvore
kapsidu, stvori se ovojnica oko kapside virusa i to od membrane jezgre domacina, i nakon toga
Cestice virusa izlaze u citoplazmu. Virus u stanici ganglija moze ostati latentan i tada eksprimira
LAT (engl. Latency Associated Transcript) RNA koja interferira s mehanizmima stani¢ne smrti.
Potonje je predmet istrazivanja no za sada nema dokaza da LAT RNA aktivira dsRNA - ovisnu
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protein kinazu (engl. double-stranded RNA - dependent protein kinase, PKR). Ostavljajuci
stanicu na Zivotu, ona sluzi kao virusni rezervoar.

Po ulasku virusa u stanicu, premda se radi o DNA virusu, dolazi do aktivacije PKR,
(engl.innate activation®) (42). Navedena protein kinaza osigurava temeljni korak u kontroli i
regulaciji inicijacije sinteze proteina kroz fosforilaciju alfa podjedinice eukariotskog
inicijacijskog ¢imbenika 2 (elF-2a), €ime se sprjeCava inicijacija stvaranja polipeptidnog lanca.
Na taj nacin, aktivirana PKR inhibira staniéni rast i inducira apoptozu, dok poremeéaj
normalnog PKR signaliziranja rezultira nereguliranim stani¢nim rastom. elF-2a je prisutan u
normalnim stanicama, ali ne i u stanicama s aberantnim putem PKR.

Virusni protein ICP34.5 (engl. infected cell protein) kodiran virusnim y134.5 genom
djeluje na defosforilaciju elF-2a tako da virus moze sintetizirati svoje proteine potrebne za
replikaciju. Obzirom da HSV moZe izazvati encefalopatiju, za onkoliticku primjenu potrebno ga
je atenuirati kroz promjenu gena yi134.5. Signalni put Ras/MapK (Ras/proteinska kinaza
aktivirana mitogenom) je €esto aktivan u brojnim tumorima pa tako i osteosarkomu te suprimira
PKR put, zbog ¢ega se HSV s promijenjenim genom y134.5 moze umnazati u takvim
stanicama.

Virusni gen UL39 kodira protein ICP6, podjedinicu ribonukleotid reduktaze, enzima
vaznog za replikaciju virusne DNA, a koji je jako eksprimiran i u tumorskim stanicama koje se
brzo dijele. Ribonukleotid reduktaza je enzim koji katalizira stvaranje deoksiribonukleotida iz
ribonukleotida, Sto je vazno za sintezu DNA. Inaktivacijom virusnog ICP6, HSV-1 ¢e se
selektivno replicirati u tumorskim stanicama. UL39 i y134.5 delecije omoguéavaju onkolitiCku

aktivnost u tumorskim stanicama, Stedeci normalne stanice.

HSV-TK (Herpes simplex virus — timidin kinaza) je kodirana virusnim genom UL23. Fosforilira
timidin, a moze fosforilirati i ganciklovir pa nastane toksi¢ni derivat koji se ugraduje u DNA
domacina poti€uci smrt stanice, zbog ¢ega se naziva i suicidnim genom. Prijenos gena za

HSV-TK i koridtenje ganciklovira je u eksperimentalnoj fazi s dobrim djelovanjem na stanice
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osteosarkoma kod Stakora. Prednost ovog pristupa je ,bystander effect” - difuzija toksi¢nog

produkta u okolne stanice.

Eksperimentalne studije djelovanja HSV onkolitickih virusa na osteosarkom su
provedene modificiranim HSV-1 virusima NV1020 i G207. Virus NV1020 sadrzi glikoproteinsku
inserciju HSV-2 virusa (da mu se atenuira utjecaj na normalne stanice), zatim deleciju jedne
kopije ICP34.5 (da mu se pojac¢a ucinak na tumorske stanice) i gen HSV-1 TK. Virus G207 ima
deleciju na UL39 i na obje kopije ICP34.5. Oba su za sada pokazali umjereni u¢inak na stanice
osteosarkoma. Obecavajuéima su se pokazali i rezultati pretklinickih i klinickih studija s
intratumorski injiciranim HSV1716 koji ima deleciju ICP34.5, a koji je primijenjen i kod djece s
ciliem izazivanja imunosnog odgovora na tumorske antigene. Plan je razviti nacin za sistemsku
dostavu virusa u metastatske stanice (42,52,53,54,55).

T-VEC (Imlygic ™) je atenuirani HSV-1, modificiran umetanjem GM-CSF na mjesto oba
lokusa gena ICP34.5 te delecijom gena ICP47. Ove izmjene su povecale selektivnost za
replikaciju u tumorskim stanicama, pojaCavajuci imunosni odgovor usmjeren za tumor. Nakon
Sto je u klinickim studijama dokazao svoju sigurnost i djelotvornost, FDA (Food and Drug
Administration) je odobrila 2015. godine T-VEC za lijeCenje bolesnika s metastatskim
melanomom. To je prvi i za sada jedini onkoliticki virus odobren od FDA za navedenu
indikaciju. Povoljan sigurnosni profil i sposobnost poboljSanja imunosnog odgovora T-VEC €ini
priviaénim kandidatom za uporabu u kombinaciji s inhibitorima imunosnih kontrolnih toCaka:
anti-CTLA-4 (ipilimumab) i anti-PD-1 (pembrolixzumab). T-VEC poboljSao je ucinkovitost
ipilimumaba povecavajuci objektivni odgovor gotovo dvostruko u usporedbi s lijec¢enjem
ipilimumabom. Objektivni odgovor je postotak bolesnika Ciji se rak smanjuje ili nestaje nakon
ljeCenja. Kada se koristi kao krajnja toCka za kliniCka ispitivanja lijeCenja raka, obi¢no se koristi
termin objektivha stopa odgovora (engl. objective response rate, ORR). Objektivni odgovor za
pembrolixzumab u studiji koja je uklju€ila 22 bolesnika je bio 62%. Ovi rezultati sugeriraju da

je kombinacija onkolitiCkih virusa i inhibitora imunosnih kontrolnih to€aka uspje$nija u lije€enju
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melanoma nego ako bi se onkolitiCki virusi odnosno inhibitori imunosnih kontrolnih tocaka

koristili sami (56).

Virus vakcinije (engl. vaccinia virus) spada u porodicu Poxviriadae (slika 27). Ima
dvolan€anu DNA veli€ine oko 190 kb i kodira oko 250 gena. Uzrokuje male boginje te je prvi

virus koriSten za cijepljenje i iskorijenjivanje navedene bolesti.
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Slika 27. Cestice virusa vakcinije (preuzeto i preradeno iz 57).

Virus se replicira bez potrebe za aktivacijom domacinovih stani¢nih mehanizama.
Ostaje u citoplazmi te se ne integrira u genom domacina. Stanice podlijezu nekrozi uslijed
virusne replikacije. Virus posjeduje prirodni tropizam za gotovo sve stani¢ne linije i pokrece
snazan imunosni odgovor, koji u imonosuprimiranom organizmu izostaje te virus moze izazvati
encefalitis. Kad je rije¢ o ispitivanjima onkoliticke sposobnosti vakcinija virusa na stanice
osteosarkoma, koristen je atenuirani virus s delecijom na genu za timidin-kinazu, $to sprjeCava
sintezu virusne DNA, nuzne za replikaciju virusa. Buduéi da tumorske stanice s mutacijom
gena RAS ili p53 imaju visoke razine timidin-kinaze, virus s navedenom delecijom ce se
replicirati upravo u takvim stanicama. Virus vakcinije proizvodi VGF (engl. vaccinia growth
factor) koji se veze za EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) i aktivira ga, §to je vrlo
vazno za Sirenje virusa. Virusi s dvostrukom delecijom za timidin-kinazu i VGF, te virusi koji su
uz ove delecije eksprimirali i GM-CSF (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor) pokazali su se jo$ ucinkovitiima. Naime, GM-CSF inicira protutumorski imunosni

odgovor domacina (42, 58, 59).
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Reovirus spada u porodicu Reoviridae te ima dvolan¢anu RNA kao genom. U ovu porodicu

spada i rotavirus (slika 28), pa iako se reoviruse moze Cesto izolirati u diSnom i probavnom

sustavu ljudi, oni najéesc¢e ne uzrokuju bolest. Osim toga, vrlo su rasireni u prirodi.

VP4
VP7

VP6
VP2

VP1/3
dsRNA

Slika 28. Shematski prikaz rotavirusa. VP predstavljaju strukturne proteine (preuzeto i

preradeno iz 60).

Virus je ovisan o signalnom putu Ras koiji je Cesto aktiviran u stanicama osteosarkoma.
Reolysin je rekombinantni reovirus koji se koristi u studijama o onkolitickom djelovanju na
stanice sarkoma te se pokazalo da je statistiCcki znacajno bolje prezivljenje zivotinja s
osteosarkomom koje su tretirane Reolysinom u usporedbi s kontrolnim skupinama Ciji tumori
nisu tretirani Reolysinom. Osim toga, Reolysin se u kombinaciji s cisplatinom pokazao
uspjeSnim u kontroli progresije bolesti na miSjem modelu. Djelovanje Reolysina je zatim
testirano kod odraslih osoba, i do sada je pokazano da uzrokuje relativno blage nuspojave
sliéne prehladi koje nije potrebno lijeciti. U novije studije su uklju€ena i djeca sa solidnim

tumorima koji ne odgovaraju na terapiju (42,61,62,63,64).

Virus Sume Semliki (engl. Semliki Forest Virus, SFV) prvi put je izoliran iz komaraca Sume

Semliki u Ugandi. Spada u porodicu Togaviridae te ima RNA kao genom (slika 29). Uzrokuje
bolesti kod Zivotinja, posebice glodavaca, kod kojih zbog svoje neurotropnosti izaziva

encefalitis. Rijetko je patogen za ljude.
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Slika 29. Shematski prikaz virusa Sume Semliki (preuzeto i preradeno iz 65,66).

Ispitan je atenuirani virusni vektor SFVA7 koji eksprimira EGFP (engl. enhanced green
fluorescent protein) koji daje bolju vizualizaciju, te se virus pokazao ucinkovitim pri injiciranju
u supkutane osteosarkomske ksenografte miSeva u smislu zna¢ajnog poboljSanja prezivljenja

Zivotinja (42,67).

Virus vezikularnog stomatitisa (engl. Vesicular Stomatitis Virus, VSV) je RNA virus (slika

30) koji spada u porodicu Rhabdoviridae u koju spada i uzro¢nik bjesnoce te se replicira u

citoplazmi. Uglavhom zaraZava domace Zivotinje, a kod ljudi moze izazvati simptome sli¢ne

gripi.
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Slika 30. Shematski prikaz virusa vezikularnog stomatitisa. Veliki protein L (engl. large

protein), fosfoprotein (P), matriks protein (M) i nukleoprotein (N) (preuzeto i preradeno iz 68).
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Zanimljivo je §to se moze replicirati i u hipoksi¢nim dijelovima tumora. Ispitan je
atenuirani virus VSV-G/GFP koji daje zelenu fluorescenciju, te je utvrdena njegova izrazita
sklonost ka sarkomskim stanicama u odnosu na normalne mezenhimalne stanice. Virus je u
apliciran u femoralnu arteriju Stakora s osteosarkomom, tako da minimalno dospije u sistemsku
cirkulaciju. Tumori su se u tretiranim zivotinjama znacajno smanijili u odnosu na kontrolnu
skupinu, a osim toga, zivotinje nisu gubile na tjelesnoj tezini te nisu pokazivale znakove

infekcije, a zahvaéeni ekstremitet je bio vijabilan (42,69,70).

Virus ospica (engl. Measles Virus, MeV) je RNA virus iz porodice Paramyxoviridae. Prirodni
domadini ovog virusa su ljudi te do sada nisu dokazani Zivotinjski rezervoari. Siri se
respiratornim putem i uzrokuje ospice koje su vrlo zarazne. Na povrsini ima dva glikoproteina,
hemaglutinin (H) i membranski fuzijski protein (F). Ti proteini su odgovorni za vezanje i invaziju
stanica domacina (slika 31). Jednolangana RNA (engl. single stranded, ssRNA) se koristi za
stvaranje pozitivhe kopije, a zatim se Koristi za stvaranje nove negativne kopije itd. sSSRNA se
zatim prevodi preko ribosoma domacina, proizvodedi potrebne virusne proteine. Virusi se tada

sastavljaju, a stanica domacina podlijeze citolizi i ciklus replikacije se ponovno pokrece.
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Slika 31. Shematski prikaz virusa ospica (preuzeto i preradeno iz 71).

Medutim, stanice ostosarkoma su se pokazale otpornima na citolizu zbog inhibicije replikacije
virusa. Smatra se da otpornost djelomino nastaje zbog poviSene razine interferona u
tumorskim stanicama, no mehanizam otpornosti je slozen i tek ga treba objasniti, obzirom da
tretiranje tumorskih stanica protutijelima na interferon nije ucinilo stanice osjetljivima na MeV
(42,72).

63



Poliovirus je uzro¢nik poliomijelitisa. Radi se o RNA virusu iz porodice Picornaviridae.
Stanice inficira vezanjem na transmembranski glikoproteinski receptor CD155 (poliovirusni
receptor, PVR) koji se nalazi na stani¢noj povrSini. Interakcija poliovirusa i CD155 olakSava
ireverzibilnu konformacijsku promjenu virusne Cestice potrebne za ulazak virusa endocitozom.
Odmah nakon internalizacije Cestice, oslobada se virusna RNA i dolazi do inhibicije sinteze

stani¢nih proteina u korist proizvodnje virusnih proteina (slika 32).
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Slika 32. Infekcija stanice poliovirusom (preuzeto i preradeno iz 73).

Funkcija CD155 je uspostavijanje medustani¢nih spojeva izmedu epitelnih stanica.
Poliovirus je najprije testiran na tumorima neuroektodermalnog porijekla, no nadeno je da
stanice mnogih malignih tumora kostiju i mekih tkiva imaju navedeni receptor. Stoga su i
stanice osteosarkoma in vitro tretirane zivim atenuiranim poliovirusom koji je kroz aktivaciju
kaspaznog kaskadnog sustava, proteaza koje igraju klju¢nu ulogu u procesu apoptoze, doveo

do njihove apoptoze (42,74).
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Virus bolesti Newcastle je RNA virus koji uzokuje bolesti ptica, ali se moze prenijeti i na
ljude kod kojih uzrokuje upalu one spojnice i simptome sli¢ne prehladi. Spada u porodicu
Paramyxoviridae. Interes za protutumorsku primjenu se temelji na opaZanjima da virus
selektivno inficira tumorske stanice. Atenuirani virus PV701 primijenjen je na kulturama stanica
bolesnika s osteosarkomom te je doslo do selektivhog nakupljanja u tumorskim stanicama, ali
ne i u normalnim fibroblastima, vjerojatno zbog defekta u interferonskom signalnom putu
tumora (42). Prema zadnjim podacima, studija ,New Castle Disease Virus (NDV) in
Glioblastoma Multiforme (GBM), Sarcoma and Neuroblastoma“ je oznaena kao povucéena

(engl. withdrawn).

3.2.7 Rizici primjene onkoliticke viroterapije

Virusna se infekcija odvija kroz nekoliko glavnih stadija. Tijekom prvog stadija virusi se
ubrzano umnazaju i Sire uzrokujuci bolest, nakon ¢ega slijedi drugi, klinicki latentan period, u
kojem imunosni sustav organizma stavlja virusnu infekciju pod kontrolu. Medutim, virus se
moze i kasnije nastaviti umnazati i dovesti do klinicki manifestne bolesti to se svrstava pod
treci stadij. Virusi Ciji se genom ne ugraduje u genom domacima ili koji se umnazaju u
citoplazmi ne nose rizik izazivanja treceg stadija, niti pojave mutacija na genomu domacina.
Razvoj novih virusa nosi rizik stvaranja nezeljenih i teSko predvidivih mutacija odnosno
stvaranja novih bolesti. Do sada testirani onkolitiCki virusi imaju dobre sigurnosne profile ako
ih promatramo u kontekstu pretklinickih modela koji su naj¢eSce imunodeficijentni organizmi.

Kad je rijeC o imunokompetentnom organizmu, provode se opseznije studije o sigurnosti,

toksicnosti i uCinkovitosti terapijskih virusa u lijeCenju malignih tumora (44).
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4. RASPRAVA
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Nakon sto su se pocetkom 1900-tih godina pojavili prvi izvjestaji o regresiji tumora
nakon virusne infekcije organizma, zapoceo je razvoj viroterapije koji je intenzivnije nastavljen
razvojem molekularne biologije. Uc€inak divljih tipova i geneti¢ki promijenjenih virusa ispituje se
na kulturama tkiva, Zivotinjskim modelima i ljudima. Zamijeceno je da je ucinak viroterapije kod
ljudi skromniji u odnosu na ucinke postignute na prva dva spomenuta modela, stoga su
sadasnja istrazivanja usmjerena ka razumijevanju mehanizama kojima virusi uniStavaju
tumorske stanice, prevladavanju zapreka uspjeSne dostave virusa u tumorske stanice te uloge
imunosnog sustava u onkolizi. Citav niz in vitro istraZivanja se moze naéi u literaturi, u kojima
se koriste modificirani virusi usmjereni na razliCite genske i proteinske mete stanica
osteosarkoma. Tim istrazivanjima predstoje dodatna istrazivanja da bi se doSlo do

opravdanosti provodenja pretklini¢kih i klini¢kih studija.

U tijeku je veliki broj klinickih studija u kojima se koriste onkoliticki virusi

www.clinicaltrials.gov) i koje je vrijedno pratiti kako od strane istrazivaca, tako i klinickih

onkologa. Maniji broj tih studija se odnosi na osteosarkome (75,76), no i one studije koje imaju
obecCavajuée rezultate u lijeCenju drugih malignih tumora mogu biti dobro polaziste za
razmatranje u kontekstu potencijalnog lije€enja osteosarkoma. Neke studije koje se odnose
na djelovanje rekombinantnih virusa na osteosarkome su zavrSene i spomenute u prethodnom

poglavlju ovog rada (HSV1716, Reolysin).

Obzirom da je virus VCN-01 pokazao snazan ucinak protiv osteosarkoma in vitro i in
Vivo te se pokazao sigurnim u smislu toksi¢nosti, u tijeku je studija ,Phase | Dose Escalation
Study of Intravenous VCN-01 With or Without Gemcitabine and Abraxane® in Patients With
Advanced Solid Tumors® (75). Svrha ove studije je odredivanje sigurnosti i podnosljivosti VCN-
01, bilo da se primjenjuje samostalno ili u kombinaciji s Abraxane® / Gemcitabinom, te

odredvanje preporucene doze VCN-01.

Druga studija koja se provodi je ,iC9-GD2-CAR-VZV-CTLs/Refractory or Metastatic
GD2-positive Sarcoma and Neuroblastoma (VEGAS)* (76), a koja predstavlja primjer

koriStenja virusa u svrhu stimulacije imunosnog sustava. Istrazivaci su u T-stanice unijeli novi
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gen, zbog kojega ¢e one prepoznati i ubiti stanice sarkoma i neuroblastoma. Novi gen kodira
CAR (engl. chimeric antigen receptor), radi se o protutijelu 14g2a koje prepoznaje protein GD2,
a koji se nalazi na stanicama sarkoma i neuroblastoma (GD2-CAR). Osim njega, unijeli su i
dijelove gena CD28 i OX40 koji mogu stimulirati T-stanice kako bi Zivjele dulje. Istrazivaci su
otkrili da stanice CAR-T mogu ubiti dio tumora, ali se ne zadrzavaju dugo u tijelu pa se tumor
naposljetku vrati. T-stanice koje prepoznaju vari¢ela zoster virus (VZV), ostaju u krvotoku dugi
niz godina, posebno ako su stimulirane ili pojaane VZV cjepivom. IstraZivacdi su stoga unijeli
gen GD2-CAR u T-stanice koje prepoznaju VZV. Ove stanice se nazivaju iC9-GD2-CAR-VZV-
specificne T stanice, ali se za jednostavnost nazivaju GD2-T stanice. Svrha ove studije je
pronaéi najveéu sigurnu dozu stanica GD2-T (takoder nazvane iC9-GD2-CAR-VZV-CTL) u
kombinaciji s cjepivom protiv VZV (Herpesviridae) i kemoterapijom. Osim toga, registrirat ¢e
se i nuspojave ovog lijeCenja i vidjeti moze |i ova terapija pomoc¢i pacijentima s

uznapredovalom osteosarkomom i neuroblastomom.

Osteosarkom je vrlo izazovan tumor za primjenu onkolitiCke viroterapije zbog svoje
grade i genetiCke sloZenosti. SuoCavanje s tim izazovom zahtijeva definiranje problema i

osmidljavanje strategije za suoCavanje sa svakim pojedinim problemom.

Prvi problem je dostava terapijskih virusa u tumor. Dostava moZzZe biti lokalna ili
sistemska. Lokalna ili intratumorska dostava bi osigurala da virus ude u sami tumor &ime bi se
dobrim dijelom smanjila mogucénost djelovanja neutraliziraju¢ih protutijela organizma na
terapijske viruse. Sistemsko unoSenje virusa u organizam bilo bi usmjereno prema primarnom
tumoru, ali joS viSe prema metastatskim stanicama te tumorskoj masi koja je teSko dostupna

za lokalno unosenje.

Drugi problem je selektivha dostava terapijskih virusa u tumorske stanice. Ovaj problem
bi se mogao rjesavati transdukcijskim ciljanjem stanica $to podrazumijeva razvoj strategije

ulaska virusa u ciljnu stanicu, primjerice preko primjene protutijela ili molekularnim
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inzenjeringom promijenjenih povrsinskih proteina, da bi virus inficirao samo one stanice koje
eksprimiraju specificne receptore. Rjedenje bi moglo biti i u transkripcijskom ciljanju, $to znadi
da bi se kljucni virusni geni stavili pod kontrolu tumor specifi€nih promotora. | napokon, rijeSenje
bi se moglo potraziti u virusnom tropizmu. Naime, da bi se virus replicirao u stanici potrebne
su za virus brojne povoljne interakcije sa stanicom. U kontekstu selektivne dostave virusa,
tropizam bi se iskoristio kroz koristenje aberantnih signalnih puteva u tumorskim stanicama.

Jasno, iskoristive bi bile i kombinacije navedenih strategija.

Treci problem je replikacija virusa u tumorskom tkivu. Ona bi trebala biti ograni¢ena
samo na tumor, pri ¢emu se moze Koristiti strategija proizvodnje virusa koji se ne mogu
umnazati u normalnim stanicama, kao npr. ve¢ spomenuti CRAD ili strategija proizvodnje

takvih virusa Cije umnaZzanje ovisi o stani¢noj diobi.

Cetvrti problem je imunosni odgovor organizma na terapijske viruse. Taj bi odgovor,
koji unistava terapijske viruse, trebalo izbjeéi, primjerice pakiranjem virusnih ¢estica u polimere
ili u neke nosace koje neutraliziraju¢a protutijela domacina ne prepoznaju ili pak suprimiranjem
imunosnog odgovora domacina (primjerice kemoterapijom, kortikosteroidima). Potonje bi u
klini¢koj primjeni potencijalno izazvalo niz drugih problema. Imunosni odgovor domacina bi se
takoder mogao iskoristiti protiv tumora induciranjem imunogenosti tumorskih stanica kroz
procesiranje i prezentaciju viralnih protutijela na stani¢noj povrsini posredstvom MHC-I
proteina (engl. major histocompatibility), €ime bi se pojacao virusima-posredovani

protutumorski imunosni odgovor domacina.

Peti problem je postizanje u€inkovite onkolize tumorskih stanica. Taj bi se problem
mogao rjeSavati kroz promjenu viralnog genoma ¢ime bi se pojatao ucinak kemoterapije te
kroz kombinaciju terapija (primjerice protutumorskih lijekova, radioterapije, imunomodulatornih
liiekova) €ime bi se unistilo Sto viSe tumorskih stanica i smanjila moguc¢nost razvoja njihove

rezistencije na protutumorske lijekove (slika 33) (42,77).
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Slika 33. Strategije za rjeSavanje izazova onkoliticke viroterapije (preuzeto i preradeno iz
42).



SpecifiCni izazovi viroterapije osteosarkoma vidljivi su ponajprije kroz izrazenu razliku
u uspjesnosti pretklini¢kih studija u odnosu na klini¢ke. Idealan pretklini¢ki model trebao bi biti
prije svega imunokompetentan organizam, dok je vecina pretklini¢kih studija provedena na
imunodeficijentnim miSevima. Osim toga, najéesc¢i uzrok smrti uslijed osteosarkoma su plu¢ne
metastaze stoga bi tijek bolesti u pretklinikim modelima morao biti sli€an onome kod ljudi. Za
sada se pokazalo da psi kao model najbolje zrcale odnos ljudskog organizma spram bolesti,
no za sada nema studije o onkolitiCkoj viroterapiji na psima (78,79).

Sto se tite prodora virusnih Sestica kroz gusti osteoid, na pretklinickim modelima
ucinkovitim se pokazala dostava nanoCestica koji sadrze porfirin putem mezenhimalnih
mati¢nih stanica, u stanice osteosarkoma diji se ucinak temelji na fotoinduciranoj stani¢noj
smrti. U slicne svrhe su posluZile i kolagenaza i hijaluronidaza premda se postavlja pitanje
kako bi se one primijenile u ljudskom organizmu i koliko bi doista imale ucinka u smislu
omogucavanja ulaska virusa u svaku tumorsku stanicu (80,81).

Vecina solidnih tumora, pa tako i osteosarkom vjerojatno se sastoji od periferne, dobro
vaskularizirane zone u kojoj se umnaZzaju tumorske stanice i srediSnje, pretezno nekroti¢ne
zone sa slabom krvoZilnom mrezom. Razvijene su molekule (Th-3012, PR-104) koje za cilj
imaju upravo stanice u hipoksi¢nim dijelovima, engl. hypoxia-activated prodrugs (HAPs) koje
bi u kombinaciji s drugim terapijskim modalitetima mogle pomo¢i u znac¢ajnijem smanjenju
tumorske mase (82).

Uklanjanje tumorskih mati¢nih stanica odgovornih za obnavljanje tumorske mase,
metastaziranje i dediferencijaciju tumora te rezistenciju na protutumorske lijekove predstavija
dodatni izazov. Navedene stanice pokazuju povrSinske biljege CD133, CD117 i Stro-1 te
ALDH (aldehid dehidrogenaza), a u stani¢nim kulturama formiraju sfere (83,84). Za sada nema
studija o onkoliti€kom djelovanju virusa na navedene stanice u osteosarkomima, no na nekim
drugim tumorima koji se obi¢no pojavljuju kod djece (rabdomiosarkom, neuroblastom) CD133
pozitivne i CD133 negativhe stanice pokazale su se jednako osjetljivima na djelovanje

onkolitickih HSV-1 virusa.
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Genska slozenost tumora navodi na potrebu odredivanja specificnih tumorskih
varijacija kod svakog bolesnika. Farmakogenomika podrazumijeva primjenu genske
tehnologije u odredivanju bioloskih biljega vezanih za ucinkovitost djelovanja lijekova i njihove
potencijalne toksi¢nosti s ciliem optimalnog odabira lijekova i terapijskih pristupa za svakog
pacijenta ponaosob. Saznanja o genskom profilu osteosarkoma, bioloSkim biljezima koje
izrazavaju tumorske stanice, odnosno genskim polimorfizmima koji se povezuju s
metaboliziranjem protutumorskih lijekova i popravku tumorske DNA, mogu se upotrijebiti i u
svrhu stvaranja individualizirane onkoliticke viroterapije, posebno kod bolesnika kod kojih se
drugi modaliteti lijeCenja pokazu neuspjeSnima. Tablica 3. za ilustraciju pokazuje gene
odnosno njihove produkte i polimorfizme koji su povezani s loSijim ishodima bolesti. To je samo
spektar osteosarkomskih genskih varijacija koje se detaljnije mogu istraziti u genskim
podatkovnim bazama o osteosarkomu s ciliem eventualnog usmjerenja dubljeg istrazivanja

onkoliticke viroterapije ka nekom od gena (85,86,87,88).

Tablica 3. Primjer gena odnosno njihovih produkata i polimorfizama koji su povezani s

losijim ishodima bolesti (preuzeto i preradeno iz 87).

Geni/njihovi produkti povezani s loSijim Uloga gena/njihovih produkata u
ishodom kod bolesnika s pospjesenju tumorskog rasta
osteosarkomom
ABCBL1 (engl. ATP-binding cassette, Otpornost na doksorubicin
subfamily B)
SLC19A1/RFC1 (engl. solute carrier family Otpornost na metotreksat
19 member 1/reduced folate carrier 1)
HER 2 Pojacana ekspresija se povezuje s
(engl. epidermal growth factor receptor) pospjesSenjem rasta tumora i otpornosti na
protutumorske lijekove
PIBK/mTOR (engl.phosphatidylinositol 3- PojaCana ekspresija se povezuje s loSijom
kinase/mammalian target of rapamycin) prognozom zbog pospjesenja rasta tumora
Polimorfizam rs1053129 DHFR Ces¢i razvoj metastaza
(dihidrofolat-reduktaza)
Polimorfizam rs2236225 Slab odgovor na metotreksat
MTHFD1(metilentetrahidofolat-reduktaza)
Polimorfizam rs 1695 GSTP1 Slab odgovor, leukopenija i kardiotoksi¢nost
(glutation-S-transferaza-Pi 1) pri primjeni doksorubicina i cisplatine
GSTT1 (glutation-S-transferaza-Theta 1) Veca toksiCnost i slabije prezivljenje pri
primjeni doksorubicina i cisplatine
Polimorfizam rs Slabije prezivljenje pri primjeni
1805794+rs709816+1063054 NBN (nibrin) doksorubicina, cisplatine i ifosfamida
CGA haplotip
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Potencijalna primjena virusa u kirurS§kom lije€enju osteosarkoma sastojala bi se u
obiljezavanju tumorskih stanica bojom ili kemijskom tvari koju bi virusi unosili u stanice, s ciljem
skretanja paznje operatera na njihovo postojanje i ciljano uklanjanje nekom od operativnih
metoda. Vizualizacija moZze biti golim okom ili uz pomo¢ operacijskog mikroskopa, a uz to bi
bilo moguce ukljuditi i zvuénu signalizaciju nakupine stanica, koju obzirom na sadrzani kemijski
agens uneSen virusom detektira prikladan uredaj. Naime, jedan od problema onkoloske
kirurgije jest nemogucnost vizualiziranja ostatnih nakupina tumorskih stanica, zbog ¢ega one
postaju izvor zanavljanja tumorske mase (89).

Nedavni razvoj i poboljanje neinvazivhog snimanja pomoc¢u gena NIS i njegovog
proteinskog produkta osigurava tehnologiju za pracenje farmakokinetike i terapije genima,
stanicama i virusima in vivo. NIS je tiroidni natrij jodid kotransporter koji koncentrira radiojod i
srodne radioaktivne anione (kao 3to je Tc-99 m pertehnetat i 18F-tetrafluoroborat) u NIS-
eksprimirajué¢im stanicama. NIS se klini¢ki koristi za dijagnosticiranje poremecaja Stitnjace
putem snimanja gama kamerom. Za snimanje i kvantificiranje preuzimanja radioaktivhog
obiljezivata posredstvom NIS-a koriste se SPECT (engl. single-photon emission computed
tomography) i PET koji su superiorniji u odnosu modalitete snimanja temeljene na
fluorescenciji ili bioluminiscenciji. NIS je pogodan za in vivo prac¢enje normalnih fiziolokih
procesa regeneracije te patoloskih procesa kao Sto su fibrozacija, upala, onkogeneza i
metastaziranje (90). Navedeno pracenje NIS-om uspjesno je koristeno kod testiranja virusa
ospica (Edmonston) na stanice osteosarkoma kod miSeva (91).

Napokon, osteosarkom je rijedak tumor koji u primarnom obliku uglavnom pogada
mladu populaciju. To znaci ogranicen broj bolesnika koji sudjeluju u studijama, a varijabilnost
tumora dodatno ograniCava mogucénost dizajniranja studija koje se oslanjaju na velike brojeve.
Stoga dizajn studija, analiza i tumacenje rezultata moraju biti prilagodeni ovim €injenicama.

Dodatno poglavlije se otvara u etiCnosti uklju€ivanja malodobnih osoba u kliniCka
istrazivanja. Dobivanje dozvole eti¢kih povjerenstava opéenito je teze kad je rije€ o djeci i
adolescentima jer su oni ranjiva skupina koju je potrebno maksimalno zastititi. Obzirom da se
zapravo radi o vrsti genske terapije, svako manipuliranje genskim materijalom podvrgava se
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jos rigoroznijem odabiru ispitanika. Ipak, potrebno je i ovdje pronaéi mudru ravnotezu jer
organizam mladih osoba koje rastu ima svoje posebitosti te kao takav ne mozZe u svom
funkcioniranju uvijek biti usporediv s organizmom odraslih osoba, tj. primjena postulata
lijeCenja odraslih osoba se ne moze u cijelosti preslikati na djecu. Stoga se ukljucivanje
malodobnih osoba u istrazivanja €ak i ovakvog tipa ne moze a priori odbaciti, bez pomnog

razmatranja okolnosti te potencijalne Stete i koristi za svakog ispitanika ponaosob.
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5. ZAKLJUCAK
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Nemoguénost izlije¢enja svih osoba oboljelih od osteosarkoma visokog stupnja malignosti
dosadasnjim terapijskim protokolima zahtijeva razvoj novih terapijskih pristupa u rjeSavanju

ove bolesti.

Mehanizam djelovanja onkolitickih virusa razlikuje se od djelovanja protutumorskih lijekova
¢ime onkoliticka viroterapija pruza nove mogucnosti u lijeCenju osoba oboljelih od

osteosarkoma visokog stupnja malignosti.

PretkliniCke i klinicke studije pokazale su znanstvenu i klinicku utemeljenost primjene
onkoliticke viroterapije u svrhu poboljSanja ishoda kod osoba oboljelih od osteosarkoma

visokog stupnja malignosti.

OnkolitiCka viroterapija bi se mogla koristiti u kombinaciji s drugim terapijskim modalitetima u
lije€enju osteosarkoma visokog stupnja malignosti radi postizanja boljih ishoda lije€enja,

uzimajuci u obzir individualne znac€ajke bolesnika i specifiCnih genskih varijacija tumora.

Opravdano je nastaviti istrazivanja s ciliem poboljanja ucinkovitosti i sigurnosti primjene

onkoliticke viroterapije kod osoba oboljelih od osteosarkoma visokog stupnja malignosti.
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POPIS SKRACENICA

ABCBL1 - engl. ATP-binding cassette, subfamily B, skupina stani¢nih transportnih proteina.
Ad5 - Adenovirus tip 5.
AdV - Adenovirus.

AJCC - engl. American Joint Committee on Cancer, ameri¢ko udruzenje za klasificiranje i
promociju lije€enja malignih bolesti temeljeno na dokazima, koje djeluje u suradniji s
multidisciplinarnim organizacijama posvecenim prouc¢avanju malignih bolesti i poboljSanju
skrbi za onkoloske bolesnike.

ALDH - aldehid dehidrogenaza, enzim koji sudjeluje u brojnim metaboli¢kim putevima.

Bcl-2 - engl. B-cell ymphoma je protein kodiran genom BCL2, spada u skupinu regulatornih
proteina koji reguliraju apoptozu djelujuci bilo inhibirajuéi bilo poti€¢uci apoptozu. BCL2 gen
moze biti mutiran i djelovati kao onkogen.

BMP - engl. bone morfogenic protein, koStano-morfogeneticki proteini, skupina proteina koji
predstavljaju ¢imbenike rasta i diferencijacije s osteoinduktivnim svojstvom.

CAR - engl. coxsackie-adenovirus receptor, transmembranski receptor za coxackie i
adenovirus koji se moze naci na viSe vrsta somatskih stanica.

CAR - engl. chimeric antigen receptor, kimeri¢ni antigenski receptor.

CCND2 - gen vazan za sintezu proteina ciklin D2. Protein ciklin D2 je vazan u regulaciji G1-S
prijelaza stani¢nog ciklusa i klju€an za upravljanje brzine rasta i diobe stanica. Reguliran je
signalizacijskim putem PI3K-AKT-mTOR. Ova signalizacija utjeCe na brojne kriti€ne stanicne
funkcije, uklju€ujuci stvaranje novih proteina, stani¢nu proliferaciju i opstanak stanica. PI3K-
AKT-mTOR put je vazan za normalan razvoj mnogih dijelova tijela, uklju€uju¢i mozak.

CDK4 - engl. Cyclin Dependent Kinase 4, kinaza 4 ovisna o ciklinu je kataliticka podjedinica
kompleksa protein kinaze koja je vazna za napredovanje stani¢nog ciklusa u G1 fazi. Pokazalo
se da je ova kinaza odgovorna za fosforilaciju genskog produkta retinoblastoma (Rb).
Fosforilacija Rb1 omogucéava disocijaciju transkripcijskog Cimbenika E2F iz Rb / E2F
kompleksa i naknadnu transkripciju E2F ciljnih gena koji su odgovorni za napredovanje kroz
G1 fazu.

CDKNZ2A - engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, inhibitor 2A kinaze ovisne o ciklinu gen
je koji se kod ljudi nalazi u kromosomu 9, eksprimiran u mnogim stanicama. Gen kodira dva
proteina, uklju€ujuéi ¢lana obitelji INK4 p16 (ili p16INK4a) i p14arf. Oboje djeluju kao supresori
tumora regulirajuci stanic¢ni ciklus. p16 inhibira kinaze 4 i 6 ovisne o ciklinu (CDK4 i CDK®6) i
na taj nacin aktivira retinoblastomsku skupinu proteina, koja blokira prijelaz G1-S faze.
p14ARF aktivira supresor tumora p53. Somatske mutacije CDKN2A uobicajene su kod vecine
karcinoma Covjeka, a procjene su da je CDKN2A drugi najéeSc¢e inaktivirani gen u karcinomu
nakon p53.

CD99 - engl. cluster of differentiation 99 je transmembranski protein kodiran genom CD99 i
eksprimiran na svim leukocitima, ali najviSe na timocitima. Nalazi se na stani¢noj povrsini
Ewingovog sarkoma. Izrazeniji je u zlocudnim gliomima nego u mozgu, a takva prekomjerna
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ekspresija rezultira ve¢om invazivnoS¢u i nizim stopama prezivljavanja. Protutijela na CD99
koriste se u dijagnosti¢koj imunohistokemiji da bi se razlikovao Ewingov sarkom od ostalih
tumora sli¢nog histoloskog izgleda.

CD117 - engl. cluster of differentiation 117 je vazan biljeg na stani¢noj povrsini koji se koristi
za identifikaciju odredenih vrsta hematopoetskih progenitornih stanica u kostanoj srzi.

CD133 - engl. cluster of differentiation 133 je naj¢es¢ée koristeni biljeg za izolaciju populacije
tumorskih mati¢nih stanica ( engl. cancer stem cells CSCs).

CRAdSs - engl. conditionally replicating AdV vectors, uvjetno replicirajuéi adenovirusni vektori
dizajnirani promjenom AdV prirodnih gena koji kodiraju regulatorne proteine stani¢nog
ciklusa virusa.

CT - kompjutorizirana tomografija.

DHFR - dihidrofolat-reduktaza, enzim vazan u metabolizmu folne kiseline.
DNA - deoksiribonukleinska kiselina.

dsRNA - engl. double-stranded RNA, ribonukleinska kiselina s dvostrukom uzvojnicom.
E1A i E1B - proteini vazni u blokiranju apoptoze stanica koje su inficirane AdV-om.

E2F - skupina gena koji kodiraju transkripcijske ¢imbenike vazne za regulaciju stani¢nog
ciklusa i sinteze DNA.

EGFP - engl. enhanced green fluorescent protein, protein koji fluorescira zeleno kada je
izloZzen UV zrakama.

EGFR - engl. epidermal growth factor receptor, receptor za epidermalni ¢imbenik rasta
transmembranski je protein i ¢lan porodice receptora ErbB u koju se ubrajaju Cetiri usko
povezane receptorske tirozin kinaze: EGFR (ErbB-1), HER2 / neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) i
Her 4 (ErbB-4). Mutacije koje utjeCu na ekspresiju ili aktivnost EGFR-a mogu rezultirati rakom.

elF-2 - engl. Eukaryotic Initiation Factor 2, eukariotski inicijacijski ¢imbenik 2 je heterodimer
sastavljen od q, B i y podjedinica, vazan za sintezu proteina eukariota.

EMA - engl. epithelial membrane antigen, antigen na membrani epitelnih stanica.

ETV6 - engl. translocation-Ets-leukemia virus, gen koji kodira istoimeni transkripcijski
Cimbenik, tzv. translokacijsku varijanatu 6, ETV6. Protein ETV6 regulira razvoj i rast razli€itin
tipova stanica, posebno hematoloskih tkiva. ETV6 je klini¢ki znaajan protoonkogen jer se
moze fuzionirati s drugim genima za pokretanje razvoja i/ili napredovanja odredenih
karcinoma.

EURAMOS - engl. European and American Osteosarcoma Studies, multicentri¢ne
kolaborativne studije usmjerene k poboljSanju ishoda lijeCenja osteosarkoma.

FDA - engl. Food and Drug Administration, agencija Sjedinjenih Americkih Drzava odgovorna
za zastitu i promicanje javnog zdravlja kroz kontrolu i nadzor sigurnosti hrane za ljude i
Zivotinje, lijekova, kozmetike, dodataka prehrani, medicinskih proizvoda, bioloSkih proizvoda i
proizvodi od krvi. Bez odobrenja agencije, navedeni proizvodi ne mogu biti pusteni u prodaju
u Sjedinjenim Americki Drzavama.

FISH - Fluorescentna in situ hibridizacija, molekularna je citogenetska tehnika koja koristi
fluorescentne probe koje se vezu samo na one dijelove sekvence nukleinske kiseline s visokim
stupnjem komplementarnosti sekvenci.
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FN1 - gen koji kodira dvije vrste proteina naziva fibronektin 1: topljivi plazmatski fibronektin 1 i
netopljivi stani¢ni fibronektin 1. Stanice jetre proizvode topljivi plazmatski fibronektin 1 te ga
oslobadaju u krvotok. Ima ulogu u zgruSavanju krvi i zacjeljivanju rana. Mnoge druge vrste
stanica proizvode netopljivi stani¢ni fibronektin 1 koji se oslobada u izvanstani¢ni prostor i
doprinosi stvaranju vlakana i izvanstani€énog matriksa. Obje vrste fibronektina 1 pomazu
migraciju stanica, a utjeCu i na stani¢nu diferencijaciju.

FOS - porodica protoonkogena.

GM-CSF - engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, ¢imbenik za stimulaciju
rasta granulocita i makrofaga.

GSTP1 - glutation-S-transferaza-Pi 1, polimorfni je gen koji kodira aktivne, funkcionalno
razliCite proteinske varijante GSTP1 za koje se smatra da djeluju u metabolizmu ksenobiotika
i igraju ulogu u osjetljivosti na rak i druge bolesti. Glutation-transferaze (GST) su obitelj enzima
koji imaju vaznu ulogu u detoksifikaciji, kataliziranjem konjugacije mnogih hidrofobnih i
elektrofilnih spojeva sa reduciranim glutationom. Na temelju njihovih biokemijskih, imunoloskih
i strukturnih svojstava, topljivi GST-ovi su kategorizirani u Cetiri glavne skupine alfa, mu, pi i
theta.

GSTTL1 - glutation-S-transferaza-Theta 1.
H&E - hematoksilin i eozin, naj¢eSce koriSteno bojanje u histologiji.
HAPs - engl. hypoxia-activated prodrugs, molekule koje se aktiviraju u hipoksi¢nim uvjetima.

HER2 - engl. human epidermal growth factor receptor 2, receptor za epidermalni ¢imbenik
rasta koji moze imati ulogu u razvoju raka dojke. Vidjeti objasnjenje kratice EGFR.

HSV - Herpes virus.

HSP90b - engl. heat shock protein 90b , proteini koje stanice proizvode kada su izlozene
stresu.

HSV-TK - herpes simpleks virusna timidin-kinaza. Gen za navedeni enzim je najCeS¢e
koriSteni suicidni gen koji se koristi u lije€enju tumora. HSV-TK moze fosforilirati neke
nukleozidne analoge (npr. Ganciklovir, protuherpeticki lijek), pretvarajuci ih u toksi¢ne. Terapija
suicidnim genima poznata je i kao genski usmjerena enzim/predlijek terapija (engl. Gene
Directed Enzyme/Prodrug therapy, GDEPT) ili kao terapija aktiviranjem gena predlijeka (engl.
Gene Prodrug Activation Therapy, GPAT). Da bi se gen smatrao suicidnim, njegov proteinski
proizvod treba biti bilo odsutan bilo prisutan u niskim koncentracijama (niska ekspresija) u
domacinu. Trebao bi imati visoku katalitiCku aktivnost, tako da tumorske stanice mogu
pretvoriti predlijek ¢ak i u niskoj koncentraciji supstrata. Da bi se smatralo idealnim terapijskim
sredstvom, predlijek bi trebao ispunjavati sljedece kriterije: 1) treba biti netoksi¢an ili minimalno
toksi¢an prije aktivacije i vrlo toksi¢an nakon enzimske aktivacije. 2) trebao bi biti u stanju
ucinkovito prodrijeti u tumor i distribuirati se u svim stanicama 3) trebao bi imati visoki afinitet
za produkt transducirang suicidnog gena i nizak afinitet prema stani¢nim enzimima (92).

hTERT - engl. human telomerase everse transcriptase, katalitiCka je komponenta enzima
ljudske telomeraze koja zajedno s komponentom telomeraze RNA (TERC) ¢&ini najvazniju
jedinicu kompleksa telomeraze. Telomeraze su polimeraze ovisnih o0 RNA. Telomeraza
produzuje telomere u lancima DNK, omogucavajuci tako stanicama koje bi inaCe postale
postmitotiCne i podvrgnute apoptozi da postanu potencijalno besmrtne, kao $to je to Cesto
slu€aj sa stanicama karcinoma. TERT je odgovoran za kataliziranje dodavanja nukleotida u
TTAGGG sekvenci na krajeve kromosoma. Ovaj dodatak ponavljaju¢ih DNK nizova sprijeCava
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degradaciju kromosomskih krajeva nakon viSestrukih krugova replikacije. Odsutnost hTERT-a
(obi¢no kao rezultat mutacije kromosoma) povezana je s poremecajem Cri du chat.

ICP34.5 - engl. infected cell protein, protein zarazenih stanica 34.5 kodiran genom 34.5 u
virusima poput herpes simplex virusa. Blokira odgovor staniénog stresa na virusnu infekciju.

ICP6 - podjedinica ribonukleotid reduktaze, enzima vaznog za replikaciju virusne DNA, a koji
je jako eksprimiran i u tumorskim stanicama koje se brzo dijele

KP1 - poznat kao CD68 i makrosijalin, u patohistologiji se koristi kao biljeg za histiocitne
stanice.

KRS2 - gen za serin-treonin protein kinazu, sinonim STK4, ima vaznu ulogu u promociji
apotoze, posebno u kondenzaciji kromosoma tijekom programirane stani¢ne smrti.

LAT - engl. Latency Associated Transcript je glavni virusni transkript otkriven hibridizacijom in
situ u stanicama senzornih ganglija koje su latentno zaraZzene herpes simplex virusom.

MAGE - engl. melanoma associated antigen, antigeni uglavnom eksprimirani u razli¢itim
tumorima.

MDM?2 - engl. Mouse Double Minute 2 Homolog, takoder poznat i kao E3 ubikvitin-protein
ligaza, protein koji kod ljudi kodira MDM2 gen. MDM2 vaZan je negativni regulator tumor
supresora p53.

MET - mezenhimsko-epitelna tranzicija, proces koji se pojavljuje tijekom embriogeneze i
cijeljenja.

MeV - engl. Measles Virus, virus ospica

MHC-I - engl. major histocompatibility, glavni genski kompleks histokompatibilnosti.

MR - magnetska rezonancija

MTHFD1 - metilentetrahidofolat-reduktaza, enzim vazan u metabolizmu folne kiseline.

MYC - porodica regulatornih i protoonkogena koji kodiraju transkripcijske ¢imbenike.

NBN - nibrin, protein koji se sastoji od 754 aminokiseline i ¢lan je NBS1 / hMre11 / RAD50 (N
I M /R, ¢edce nazvan MRN) dvolananog kompleksa za popravak loma DNA.

NDV - engl. New Castle Disease Virus, virus bolesti New Castle.
NIS - tiroidni natrij jodid kotransporter.
ORR - engl. objective response rate, objektivna stopa odgovora na terapiju.

PABPL1 - engl. poly(A)binding protein-like 1, regulira procese metabolizma mRNA, kao $to su
pre-mRNA spajanje i stabilnost mRNA.

PET - Pozitron emisijska tomografija.

PISBK/mMTOR - engl.phosphatidylinositol 3-kinase/mammalian target of rapamycin, vidjeti
pojasnjenje u skracenici za CCND2.

PKR - engl. protein kinase R, protein kinaza R aktivirana dvolan¢anom RNA (dsRNA), koja se
virusnim infekcijama unosi u stanice.

PRIML1 - engl. DNA primase small subunit, DNA primaza 1 je enzim kojega kod ljudi kodira gen
PRIM1. Replikacija DNA u eukariotskim stanicama je slozen mehanizam u kojem su DNA

86



polimeraza alfa i primaza dvije klju¢ne enzimske komponente. Primaza sintetizira male RNA
primere za Okazaki fragmente tijekom replikacije DNA.

PVR - receptor za poliovirus poznat kao CD155, transmembranski je glikoprotein iz porodice
imunoglobulina koji ima viSe uloga, meduostalim vazan je za adheriranje stanica te
transendotelnu migraciju leukocita.

p53 - Tumorski protein p53, takoder poznat kao p53, stani¢ni tumorski antigen p53 (naziv
UniProt), fosfoprotein p53, supresor tumora p53, antigen NY-CO-13 ili protein 53 (TRP53)
klju€an je u viSestani¢nim organizmima za sprjeCavanje nastanka raka, pa djeluje kao tumor
supresor. Kao takav, p53 je opisan kao "Guvar genoma" zbog njegove uloge u ocCuvanju
stabilnosti sprjeavanjem mutacije genoma.

Ras/MapK - Ras/proteinska kinaza aktivirana mitogenom sudjeluje u istoimenom signalnom
putu vaznom za brojne stani¢ne procese u organizmu.

Rb1 - gen za Retinoblastom 1 tumor supresorski protein.
RNA - ribonukleinska kiselina
SFV - engl. Semliki Forest Virus

SLC19A1/RFCL1 - engl. solute carrier family 19 member 1/reduced folate carrier 1. Membranski
protein kodiran ovim genom je prijenosnik folata i ukljuen je u regulaciju unutarstani¢ne
koncentracije folata. Pronadene su tri inacice koje kodiraju razli€ite izoforme za ovaj gen.

SMA - engl. smooth muscle actin, aktin glatkih misi¢a, koristi se kao biljeg miofibroblasta.

SPECT -engl. single-photon emission computed tomography, jednofotonska emisijska
kompjutorizirana tomografija.

ssSRNA - engl. single stranded, jednolan¢ana ribonukleinska kiselina.
Stro-1 - proteinski biljieg mezenhimalnih matic¢nih stanica.

S100 - proteini normalno prisutni u stanicama neuralnog grebena (Schwannove stanice i
melanociti), hondrocitima, adipocitima, mioepitelnim stanicama, makrofazima,
Langerhansovim stanicama, dendritickim stanicama i keratinocita. Uklju€eni su u regulaciju
fosforilacije proteina, ¢imbenika transkripcije, homeostazu Ca?*, dinamiku citoskeleta,
aktivnost enzima, rast i diferencijaciju stanica te upalni odgovor. Koristi se za
imunohistokemijsku analizu patohistoloskih uzoraka.

THBS1 - trombospondin 1 je protein kodiran istoimenim genom vaZan za odvijanje viSe
bioloskih procesa, ukljuCuju¢i angiogenezu, apoptozu, aktivaciju TGF-beta i imunoloSku
regulaciju.

TNM-sustav - klasifikacijski za procjenu proSirenosti tumora koji uklju€uje procjenu primarnog
tumora (oznaka T), zahvacéanje limfnih ¢vorova (oznaka N) i prisutnost udaljenih metastaza
(oznaka M).

VGF - engl. vaccinia growth factor, ¢imbenik rasta vaccinia virusa koji stimulira diobu stanica
koje se nalaze oko virusom inficiranih stanica $to vjerojatno olakSava kasniju replikaciju
poksvirusa u njima.

VHS - engl. virion host shutoff, protein herpes simpleks virusa kodiran genom UL41 koji igra
presudnu ulogu u virusnom preuzimanju stani¢nih funkcija domacina. VHS je RNAza koja ulazi
u stanicu kao dio tegumenta.
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VPg - engl. viral protein genome-linked je protein koji je kovalentno vezan na 5 'kraj virusne
RNA i djeluje kao primer tijekom sinteze virusne RNA

VSV - engl. Vesicular Stomatitis Virus, virus vezikularnog stomatitisa.
VZV - variCela zoster virus.

WHO - engl. World Health Organisation, Svjetska zdravstvena organizacija, ustanovljena
1948. godine u Zenevi, medunarodna je organizacija Ujedinjenih naroda (UN-a) posvecena
javhom zdravstvu.
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ZIVOTOPIS

OSOBNI PODACI:

Ime i prezime: Sandro Jovici¢

Datum i godina rodenja: 23.02.1977., Zagreb; Hrvatska
Adresa: Tijardovi¢eva ulica 22, 10 000, Zagreb

Broj mob.: 098/ 95 88 210

e-mail: sandrojovicic@yahoo.com

OBRAZOVANJE:

2017.-2020. Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista Zagreb, Poslijediplomski
specijalisti¢ki studij Razvoj lijekova

1999.-2006. Prirodoslovno-matematicki fakultet SveuciliSta u Zagrebu, smjer : Diplomirani
inZenjer kemije

1991.-1995. Skola za zdravstvene tehni¢are, smjer : Farmaceutski tehnicar

RADNO ISKUSTVO:
Od 09/2019. zaposlen u Genera d.d., Kalinovica, na mjestu Specijalista za registraciju.

Opis poslova i odgovornosti: Sudjelovanje u pripremi dokumentacije potrebne za izradu
dosjea, priprema registracijskog dosjea u skladu s zakonodavstvom ciljnih trzista, distribucija i
pohranjivanje registracijske dokumentacije, poznavanje regulatorne situacije na ciljnim
trziStima, pretrazivanje literature i dopuna znanstveno-struénih podataka o VMP.

Poznavanje regulative i zakona na podrucju registracije lijekova na svim trzistima od interesa:
I:Irvatska, Bosna i Hercegovina, Albanija, Kosovo, Crna Gora, Makedonija, Srbija, Poljska,
Ces8ka, Bugarska, Slovenija i ostale; sudjelovanje u DCP postupcima registracije.

Svakodnevni rad na pripremi i odrzavanju ,up-to-date” stanja registracijske dokumentacije za
sva trzidta od interesa, kao i dokumentacije za prijavu varijacija, prvih registracija te obnova
prema nacionalnim i EU pravilnicima, pokretanje kontrola izmjene, pisanje Quality Overall
Summary-a.

U opisu posla je i svakodnevnha komunikacija sa suradnim partnerima (licencnim), kao i s
predstavnistvima tvrtke u svrhu ishodenja najnovije dokumentacije i razmjene informacija o
izmjenama i dopunama u registracijskoj dokumentaciji.
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Od 07.2016. do 09.2019. zaposlen u Genera d.d., Kalinovica, na mjestu Suradnika za
registraciju.

Opis poslova i odgovornosti: Sudjelovanje u pripremi dokumentacije potrebne za izradu
dosjea, priprema registracijskog dosjea u skladu s zakonodavstvom ciljnih trzista, distribucija i
pohranjivanje registracijske dokumentacije, poznavanje regulatorne situacije na ciljnim
trzistima, pretrazivanje literature i dopuna znanstveno-stru¢nih podataka o VMP.

Od 03.2015. do 07.2016. zaposlen u Genera d.d., Kalinovica, na mjestu Suradnika za
ambalazu.

Opis poslova i odgovornosti: Kreiranje i izrada specifikacija primarne ambalaze sa naslova
materijala, geometrije i kvalitete, odobravanje izmjena na postojecCoj kontaktnoj ambalazi te
odobravanje nove kontaktne ambalaze, pracenje regulative vezano za primarnu, sekundarnu
i transportnu ambalazu te u skladu sa time koordiniranje promjena, unapredivanje podrucja
tehnologije opremanja i uvodenje novih pakirnih materijala u podrucju razvoja proizvoda,
suradnja sa proizvodaCima primarne ambalaZze, izrada tehnoloSke i registracijske
dokumentacije iz podrucja pakiranja peroralnih i parenteralnih dozirnih oblika, sudjelovanje u
procesu opremanja stabilitetnih serija.

Od 07.2010. do 03.2015. zaposlen u Genera d.d., Kalinovica, na mjestu Tehnologa u
proizvodnji veterinarskih lijekova.

Opis poslova i odgovornosti: Razradivanje tehniCko-tehnoloSke dokumentacije, pripreme
uputa za tehnoloSke postupke rada, unapredivanje tehnologije proizvodnje, izrada tjednih i
mjesecnih planova proizvodnje, osiguranje provodenja tehnoloskih postupaka izrade i opreme
proizvoda u skladu s vazecom Dobrom proizvodackom praksom, provodenje i nadzor
zaposlenika u pridrzavanju regulativa Dobre proizvodacke prakse, kontroliranje ekonomi¢nosti
i produktivnosti.

Od 07.2008. do 07.2010. zaposlen u Veterina d.d., Kalinovica, na mjestu Suradnika u
Osiguranju kvalitete.

Opis poslova i odgovornosti: Izrada kontrolno-analititke dokumentacije, suradnja sa odjelom
registracije u poslovima izrade sekundarne ambalaZe, sudjelovanje u rieSavanju reklamacija,
sudjelovanje u rjeSavanju kontrola izmjena, suradnja s dobavljaima, koordiniranje rada
operativne kontrole, koordiniranje, planiranje i provodenje validacijskih i kvalifikacijskih
aktivnosti, odgovornost za izdavanje validacijske dokumentacije, nadziranje provodenja
IRV/STP ispitivanja, provodenje internih GMP audita, sastavljanje izvjeStaja za godiSnje
preglede kvalitete proizvoda, sudjelovanje u aktivnostima pripreme i provedbe vanjskih
inspekcija.

0Od 01.2008. do 07.2008. zaposlen u Veterina d.d., Kalinovica, ha mjestu Suradnika u Kontroli
kvalitete.

Opis poslova i odgovornosti: Izvodenje analiza prema postupcima kontrole kvalitete, vodenje
laboratorijske dokumentacije.
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