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1. UvOD

Medicinskim 1 farmaceutskim postignu¢ima 19. i1 20. stoljeca uvelike je produljen
prosjecni zivotni vijek osobe te je doSlo do intenzivne eliminacije raznih uzroka smrti poput
malnutricije, fizickih ozljeda te infekcija virusima i bakterijama. Kao rezultat te eliminacije i
produljenog zivota uocen je novi statisticki trend koji uz kardiovaskularne bolesti postavlja
rak kao drugi vodeci uzrok smrti na svijetu. Globalno gledano 1 u 6 smrti su prouzrokovane
rakom te godiSnje otprilike umre 9 milijuna ljudi (www.who.int). Takoder prema sadasnjim
projekcijama 39.6% ljudi tijekom zivota ¢e biti dijagnoziran rak (www.cancer.gov). Velika
pojavnost je dovela do potrebe razvitka dijagnosticke, farmaceutske i biotehnoloske industrije
usmjerne prema borbi protiv tumorskih oboljenja. Pri lije¢enju tih bolesti najée$ce koriStena
sredstva su kemoterapeutici ¢ija primarna funkcija je unistavanje tumorskih stanica kroz razne
mehanizme kao §to su primjerice blokiranje topoizomeraza, polimeraza, kinaza te kroz
induciranje apoptoze ili stani¢ne lize. Vrlo Ceste manjkavosti kemoterapije oCituju se u
¢injenici da ne pomaze u svim sluc¢ajevima, a i kada pomaze nece uvijek dovesti do totalnog
unistenja tumora. Takoder bitno je napomenuti postojanje raznih anatomskih zapreka kao $to
je krvomozdana barijera koje sprjeCavaju transport kemoterapeutika do mozga. Najces¢i
uzroci neucinkovitosti kemoterapeutskog rezima je upravo razvijanje otpornosti kod
tumorskih stanica kroz hiperprodukciju p-glikoproteina koje djeluju tako da ispumpavaju
kemoterapeutik van stanice. Jo§ jedan mehanizam je amplifikacija gena koja dovodi do
hiperprodukcije nekog proteina te osigurava nemogucénost kemoterapeutika da inhibira ciljani
protein ili smanji njegovu ekspresiju. Sama rezistencija takoder moze proizlaziti iz
nagomilanih mutacija u genu za odredeni protein koje dovode do smanjenog afiniteta
antitumorskog spoja za njega. Upravo zbog takvih mehanizama veliki dio eksperimentalnih

onkoloskih obrada se odnosi na dokidanje otpornosti takvih rezistentnih stanica.



2. TUMORI | TUMORSKE STANICE

Neoplazma ili novotvorina je tkivha promjena nastala abnormalnim procesima rasta
koja moze i ne mora formirati masu (Cooper, 1992). Prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti
i srodnih zdravstvenih problema (engl. International Statistical Classification of Diseases and
Related Health, ICD-10) od Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health
Organisation) neoplazme se dijele na Cetiri glavne skupine: benigne neoplazme, in situ
neoplazme, maligne neoplazme te neoplazme nepoznatog ili neizvjesnog ponasanja

(http://apps.who.int/classifications/icd10/).

Benigne neoplazme odnosno benigni tumori su masa stanica kojoj manjka sposobnost
invazivnosti okolnog tkiva i metastaziranja Sto su karakteristike potrebne da bi se tumor
definirao kao zlo¢udan (kancerozan). Njihov rast je usporen te tumorske stanice su dobro
diferencirane. Vecina takvih tumora nisu opasni po zivot, ali neki posjeduju potencijal da
postanu maligni ili u slu¢aju da dode do prevelikog rasta da dovode do kompresijskih

oSte¢enja okolnog tkiva (http://apps.who.int/classifications/icd10/)

Karcinomi in situ po nekim autorima se klasificira kao rak, dok ga drugi navode pod
prekancerozna stanja ili neinvazivne forme raka. Definira se kao lokalizirani fenomen bez
potencijala za metastaziranje dok ne dode do progresije u rak. Sastoji se od nakupine
displasti¢nih stanica koje prolaze kroz procese prekomjerne proliferacije i zamjene originalnih
stanica tkiva bez probijanja bazalne membrane i daljnjeg dubljeg Sirenja. Velik broj in situ
neoplazmi je poznato po visokoj vjerojatnosti progresije u rak te zbog toga je vrlo ¢esto nuzno

odstranjivanje (http://apps.who.int/classifications/icd10/).

Rak odnosno maligne neoplazme su skupina bolesti povezanih s abnormalnim
stani¢énim rastom 1 visokim potencijalom invazivnosti i metastaziranja odnosno formiranja
satelitnih (popratnih) metastatskih tumora. Malignom progresijom normalne i prekancerozne
stanice mogu postati stanice raka jednom kada posjeduju sve nuzna karakteristicna svojstva:
angiogeneza, invazivnost, izbjegavanje apoptoze, nekontrolirani rast i dioba, neosjetljivost na

signale mitotske inhibicije te bioloska besmrtnost (http://apps.who.int/classifications/icd10/).

Pod neoplazmama neizvjesnog ponaSanja spadaju lezije ¢ije ponaSanje nije moguce
predvidjeti u trenutku kada su otkrivene. Najces¢i razlog tome je jer ne postoje Cvrsti
histoloski indikatori o benignosti odnosno malignosti takvih stanica i nakupina tkiva. Takva

pojava je karakteristitna za tumore koji prolaze kroz malignu transformaciju u trenutku



biopsije te zbog toga potrebno je kontinuirano pracenje radi uspostave dijagnoze

(http://apps.who.int/classifications/icd10/).

Da bi doslo do formiranja neoplazije stanice moraju pro¢i kroz razne transformacijske
procese poput metaplazije ili displazije prouzrokovane osteCenjem DNA. Ti procesi ne
moraju nuzno voditi prema neoplaziji, njoj prethodi akumuliranje velikog broja genetskih
promjena kroz dugi niz godina (Reece i sur., 2011). Kroz taj vremenski period dolazi do
promjene bioloskog ponasanja i morfologije zdravih normalnih stanica do stanica raka. Takve
stanice posjeduju karakteristicna histoloska obiljezja vezana uz njihov mitotski potencijal,
varijacije u veli¢ini 1 obliku jezgre koja je najces¢e velika i nepravilnog oblika, gubitku
stani¢ne specijalizacije odnosno dediferencijacije te uniStenje normalnog tkivnog ustroja

(Slika 1.) (Baba i sur., 2007).
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Slika 1. Karakteristicne morfoloSke razlike normalnih i tumorskih stanica (preuzeto i

prilagodeno od: www.phweb.bumc.bu.edu)

Tumorske stanice mogu se klasificirati prema svojoj diferenciranosti 1 staniénom
odnosno tkivnom tipu iz kojega potjecu te ih prema tome dijelimo na: karcinome, najcéesce
epitelnog porijekla, leukemije koje rezultiraju iz hematopoetskih tkiva poput kostane srzi,
limfoma i mijeloma imunosnog porijekla, sarkoma koji nastaju iz vezivnog tkiva, tumorskih
stanica mozga 1 ledne mozdine te mezoteliomi koji nastaju iz mezotela odnosno ovojnice

raznih tjelesnih Supljina (https://www.crs-src.ca/).


http://www.phweb.bumc.bu.edu/

3. KEMOTERAPEUTICI | KEMOTERAPIJA

Pojam kemoterapeutici se najcesce rabi za definiranje svih tvari i medikamenata koji
su nespecifi¢ni unutarstanicni toksini ¢ija je svrha ometanje i inhibicija mitoze. Danas takve
tvari se svrstavaju pod citostatike ili citotoksi¢ne antineoplastike, dok termin 'kemoterapeutici’
moze se koristiti za tvari koje sudjeluju u borbi protiv mikroba, komenzala probavnog sustava

te specifi¢ne antineoplastike koji ne moraju nuzno imati citostati¢ni ucinak.

Kemoterapeutski spojevi se mogu Kkoristiti pojedina¢no iako najc¢e$¢a uporaba jest u
kombinaciji s viSe razli¢itih spojeva koji skupa tvore kemoterapijsku obradu. Priroda takve
obrade ovisno o tipu raka, diferenciranost te stadiju moze biti kurativna ili palijativna (Airley,
2009).

Najces¢i nacin davanja kemoterapeutika je intravenozni i oralni iako u posebnim
slucajevima kao $to je rak centralnog Ziv€anog sustava mogué je intratekalni nacin unosa
kemoterapeutika u spinalni kanal ili subarahnoidni prostor. Takoder, primjenjuje se i izolirana
perfuzija organa; dostava visokih doza kemoterapije na odredeno mjesto bez sistemskog

unosa s ciljem minimaliziranja Stete (Corrie i sur., 2008; Moreno-Ramirez i sur., 2010).

Prema naéinu unosa i primjeni razli¢itih kemoterapeutika i samoj svrsi obrade
razlikuje se velik broj strategija koji se koriste u danasnjoj medicinskoj onkologiji. Neke od
tih strategija bit ¢e kurativne s naglaskom na direktnu obradu raka kemoterapeuticima kao §to
je to sluéaj kod indukcijske kemoterapije. U nekim sluéajevima kemoterapeutici se koriste
kombinirano s resekcijama, radioterapijom 1 induciranjem hipertermije S$to se naziva
kombinirano lijecenje. Kod uspjeSnog lijecenja tijekom remisije da bi se produljilo njeno
trajanje te povecale Sanse preZivljavanja daje se konsolidacijska strategija koju ¢ini isti
kemoterapeutik Kkoji je izazvao remisiju. Kao alternativa konsolidacijskoj strategiji postoji
intensifikacijska u kojoj se koristi drugi kemoterapijski spoj od onog koji je bio koriSten u
indukcijskoj kemoterapiji. U velikom broju slucajeva pacijenti u remisiji moraju biti obradeni
niskodoznom kemoterapijom odrzavanja u trajanju od 12-18 mjeseci. Nadalje, neoadjuvantna
kemoterapija i adjuvantna kemoterapija se primjenjuju prije lokalnih kirur§kih zahvata
odnosno nakon, a njihov cilj je smanjiti primarni tumor ili unistiti potencijalne
mikrometastaze. U slucaju terminalnih malignih bolesti koristi se palijativna kemoterapija

radi produljenja zivota i povecanja njegove kvalitete te smanjenja kompresijske boli (Airley,
2009).



3.1 Citotoksicni antineoplastici

Citotoksi¢ni antineoplastici su spojevi ¢ija citotoksi¢nost je produkt medudjelovanja sa
stani¢nim ciklusom stanica raka. Kao rezultat tog ometanja i izazivanja stanicnog stresa i
osteCenja moze se potaknuti programirana stani¢na smrt odnosno apoptoza. Citotoksi¢ni
kemoterapeutici djeluju ne nuzno samo na stanice raka nego i na normalne zdrave stanice
visokog mitotskog potencijala kao Sto su primjerice, stanice folikula dlake, sluznica
probavnog sustava te kostane srzi; Sto dovodi do karakteristicnih nuspojava kemoterapije kao
Sto je mijelo- 1 imunosupresija, alopecija i mukozitis. Vrlo ¢esto takvi spojevi zbog svojeg
ucinka na leukocite koriste se za modulaciju pretjeranog imunosnog odgovora
karakteristicnog za autoimune bolesti poput sistemskog lupusa eritromatozusa, multiple

skleoroze, reumatoidnog artritisa i slicno (Ben-Ari, 2004).

Ovakve spojeve moguce je podijeliti u velik broj skupina prema svojem djelovanju te
prema tome ih najéesée dijelimo na alkilirajuce Spojeve, antimetabolite, anti-mikrotubulne

spojeve te inhibitore topoizomeraza (Corrie i sur., 2008).

Grupa molekula koje ¢e djelovati ometajuée na enzimatske procese sinteze DNA i
RNA molekula se zovu antimetaboliti. Mehanizam njihovog djelovanja proizlazi iz same
njihove strukture odnosno sli¢nosti s uobi¢ajenim metabolitima i prekursorskim molekulama
koje su ukljucene u transformacijske procese sinteze nukleotida (Slika 2.) (Avendano i sur.,
2015). Djelovanje se najéesce ocituje u visokom afinitetu vezanja za enzime koji sudjeluju u
replikaciji DNA ili sintezi nukleotida te ih tako inhibiraju. Takoder je moguce i inkorporiranje
takvih nukleotidnih analoga u samu DNA S§to djeluje destabilizirajuée na njenu strukturu te
daljnju replikaciju. Antimetabolite je najlakse podijeliti prema strukturi i funkciji u nekoliko
osnovnih grupa: purinski i pirimidinski (nukleotidni) analozi, nukleozidni analozi, inhibitori

reverzne transkriptaze te antifolati (analozi ¢estog koenzima) (Woolley, 1987).
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Slika 2. Prikaz strukturalne sli¢nosti antimetabolita i metabolita (preuzeto i prilagodeno od:

https://pocketdentistry.com)



https://pocketdentistry.com/

Alkiliraju¢i spojevi su skupina najstarijih kemoterapeutika deriviranih iz iperita 1950-
ih. Odlikuju se sposobnoscu alkilacije odnosno adicije alkilne skupine (CnH2n+1) na DNA,
RNA te proteine iako njihov antitumorski ucinak je rezultat primarno napada na DNA
molekulu. Kao rezultat tog adicijskog napada dolazi do stvaranja unutarlanc¢anih i
medulan¢anih mostova i poveznica koji tijekom popravka ili replikacije takve promjenjene
DNA mogu dovesti do njenog fragmentiranja, odnosno apoptoze (Slika 3.). Zbog svojeg
nespecifiénog ucinka i djelovanja njihov bioloski ucinak je neovisan o stadiju stani¢nog
ciklusa te djeluju u bilo kojem trenutku. Mogu se podijeliti na nekoliko podskupina kao §to su
dusikovi iperiti, derivati nitrozoureje, alkil sulfonati te spojevi koji sadrze platinu (Corrie i

sur., 2008).

i
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Slika 3. Izgled interkalirane molekule DNA (preuzeto i prilagodeno od: https://wiki.org/)

Diobeno vreteno te strukture koje ga sacinjavaju, mikrotubuli ¢e biti meta anti-
mikrotubulnih spojeva koji su vrlo ¢esto alkaloidi i sli¢ne biljne aktivne tvari. Mikrotubuli su
dinami¢ne strukture izgradene od slozenih molekula a-tubulina i B-tubulina koje si nalaze u
konstantnom stanju depolimerizacije 1 polimerizacije $to omogucava njihovu funkciju
koordiniranja stani¢ne diobe, formiranja stani¢ne ploce i sudjelovanju u pravilnoj raspodjeli
genetskog materijala (Walczak i sur., 2008). Inhibiranjem tih promjena u mikrotubularnim
strukturama dolazi do greSki i sprjeCavanja stanicne diobe te kao rezultat toga dolazi do
apoptoze. Takvi spojevi se dijele prema rodu biljke iz koje su izolirani, a i prema mehanizmu
djelovanja na dva tipa. Vinca alkaloidi su skupina anti-mikrotubulina izoliranih iz biljaka
porodice Vinca te djeluju tako Sto sprjecavaju polimerizaciju mikrotubula. Taksani su prvotno
otkriveni u biljkama roda Taxus poput tise, te je rije¢ o diterpenima Koji zbog svojih
kemijskih svojstava su slabo topovi u vodenom mediju $to otezava njihovu primjenu. Djeluju

tako Sto sprjecavaju depolimerizaciju mikrotubula (Malhotra i sur., 2003; Yue i sur., 2010).

Topoizomerazni inhibitori su spojevi koji utjecu na enzimatsku aktivnost
topoizomeraze I ili topoizomeraze II te tako onemogucuju rjeSavanje topoloSkog stresa pri
procesima replikacije i transkripcije. Kao rezultat toga dolazi do nemoguénosti pravilnog

odmatanja DNA, dvostrukih i jednostrukih lomova te apoptoze (Nitiss, 2009).



3.2 Specificni antineoplastici

Specificni antineoplastici su glavno orude u molekularnoj ciljanoj terapiji koja predstavlja
novu paradigmu i pristup molekularne medicine i pri obradi malignih oboljenja. Za razliku od
klasicne kemoterapije koja cilja opcenito iznimno proliferativne stanice, ciljana terapija
specificno napada odnosno izaziva medudjelovanje s odredenim molekulama bitnih za
karcinogenezu ili daljnji razvitak i progresiju tumora. Kao rezultat toga ciljana terapija je
znacajno ucinkovitija te uzrokuje izrazito manju Stetu prema normalnim stanicama.
Najuspjesniji specificni antineoplastici i terapije ¢e za metu imati jedan tumorski enzim ili
protein koji nosi mutaciju ili neku genomsku promjenu koja ga ¢ini specifiénim samo za

tumorsko tkivo te se ne¢e moci pronaci nigdje u ostatku tijela (https://www.cancer.gov).

Glava podjela takvih specifiénih spojeva je na male molekule i monoklonalna
protutijela. Sintagma male molekule u farmakoloskom pogledu odnosi se na organske tvari
molekularne mase nize od 900 Daltona koje se vezu za specifiéne bioloske mete poput
proteina ili nukleinskih kiselina te uzrokuju promjene u funkciji i aktivnosti ili stani¢noj
signalizaciji. Po svojoj kemijskoj gradi mogu biti prirodne ili sintetske molekule koje spadaju
pod lipide, terpene, glikozide, alkaloide, fenole te razne neribosomalne proteine te takoder
mogu biti konjugirane za druge male molekule ili za protutijela. Takve molekule u
onkofarmakologiji se mogu svrstati u nekoliko razli¢itih skupina prema svojoj specifi¢nosti
na: tirozin kinazne inhibitore, mTOR inhibitore (mehanisticke mete rapamicina), retinoide,

imunomodulatorne spojeve te histon deacetilazne inhibitore (Sundberg i sur., 2014).

Terapija monoklonalnim protutijelima je forma imunoterapije koja Koristi
monoklonalna protutijela specifi¢no proizvedena na odredeni protein, enzim ili tip stanice pri
¢emu uzrokuju stimulaciju pacijentovog imunosnog sustava. Modalnost odnosno sposobnost
proizvodnje protutijela na prakticki bilo koji stani¢ni epitop ¢ini imunoterapiju primjenjivom
ne samo za lijeCenje raka nego i Alzheimerove bolesti, autoimunih bolesti te do sada
neizljecivih virusnih infekcija poput HIV-a, Ebole i slicno (Rang, 2003). Proizvodnja tih
monoklonalnih protutijelo naj¢es¢e se dobiva iz stani¢ne kulture hibridoma tehnikom koja
podrazumijeva fuzioniranje mijelomskih stanica s misjim stanicama slezene te uzgajanje na
mediju selektivnom za hibride. Proizvedena protutijela se proc¢is¢avaju od ostatka uzorka te se
mogu po potrebi hibridizirati za razne toksine, citokine, radionuklide, prolijekove, liposome i
neke tipove stanica te na taj nacin postoje razliCiti tipovi imunoterapija (Carter, 2010).
Najcesce ciljane molekule takvih protutijela su CTLA4, CD20, CD33, CD52, VEGF, EGFR,
RANKL.



U zadnje vrijeme istrazuje se uporaba antitijela koja se vezu na molekule ukljucene u
T-stani¢nu regulaciju sa svrhom inaktivacije inhibitornih regulatornih stani¢nih puteva poput
PD-1 i PD-L1 (Slika 4.) (Guha, 2014). Monoklonalna antitijela koja ciljaju imunoloske
kontrolne tocke (engl. immune checkpoints) djeluju kroz inhibiciju koinhibitornih imunosnih

puteva ili aktivaciju kostimulacijskih puteva.

T-Stanicni receptor Antigen

f

-’

PD-1
inhibitor
T-stanica Tumorsks
stanica
—z
D D
PD-L1
PD-LI

Slika 4. Shematski prikaz mehanizma djelovanja ,,checkpoint “imunoterapije (preuzeto i

prilagodeno od: http://labiotech.eu/)
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4. KARAKTERISTICNI MEHANIZMI ELIMINACIJE I REZISTENCIJE NA
KEMOTERAPEUTIKE

Antineoplasti¢na rezistencija odnosno otpornost na kemoterapeutike pojednostavljeno
je rezistencija neoplasticnih stanica na viSe razliCitth spojeva Sto im daje sposobnost
prezivljavanja i izrazitu sposobnost proliferacije unato¢ kemoterapijskom rezimu. Tumorska
rezistencija je produkt vise razli¢itih ¢imbenika koji doprinose otpornosti. Glavni medu njima
su farmakokinetski i citokinetski koji nisu stalni te su svojstvo cijelog tumora odnosno
nakupine stanica te djelovanjem opcenito na tumor su promjenjivi. Takoder postoje joS
biokemijski koji su u pravilu stalno svojstvo pojedinih tumorskih stanica, njihove genske i
epigenetske ekspresije, raznih metabolickih 1 signalnih puteva te izmjenjenih proteina i
enzima. Danasnjim metodama moguc¢ je utjecaj te dokidanja tih biokemijskih ¢imbenika koji

vode rezistenciji.
4.1 Farmakokinetski cimbenici

Farmakokinetski ¢imbenici usko su povezani uz arhitekturu samog tumora te
sacinjavaju velik dio cjelokupne rezistencije. Kako tumorske stanice proliferiraju njihova
opskrba krvlju Cesto je marginalna. Krvne kapilare nastale angiogenezom vrlo esto su
nepravilno i jako loSe formirane te sinusoidnog oblika Sto uzrokuje jako usporeni protok krvi.
Smanjeni protok krvi dovodi smanjene opskrbe kisikom, nutrijentima te do gomilanja raznih
toksi¢nih metabolitskih produkata. Sve ove stavke vode do smrti stanica te formiranja
nekroti¢nih tkivnih masa koje mogu uzrokovati komplikacije pri lijeCenju. Nekroti¢no tkivo u
kombinaciji s manjkavom i slabom krvnom opskrbom vodi do slabog unosa dostatnih koli¢ina
kemoterapeutika te dolazi do smanjenja ucinkovitosti obrade. Farmakokineticka svojstva
takoder su povezana sa absorpcijom, biotransformacijom te eliminacijom tih citotoksi¢nih

tvari koja ovise od pacijenta, dobi i slicno (Coppoc, 1985; Garattini, 2007).
4.2 Citokinetski cimbenici

Citokinetiski ¢imbenici odnose se na klju¢ne ¢imbenike poput stope brzine rasta i
frakcije mitotskih stanica koja je kod responzivnijih tumora na kemoterapeutike relativno
visoka. Vecina lijekova su toksi¢ni samo za stanice koje prolaze kroz razlicite faze stanicnog
ciklusa i to samo u odredenim fazama. Iz toga se moze zakljuciti da mitotski inaktivne stanice
odnosno one koje su u GO-fazi ili nekoj fazi stani¢nog ciklusa za koju nisu specifi¢ni
kemoterapeutici vrlo vjerojatno izbjegavaju vecu Stetu. Kao rezultat toga odredene klase

kemoterapeutika ne mogu se dozirati u visokim koli¢inama te ocekivati njihov kumulativni
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ucinak, tek u niZim dozama kroz duzi period moguca je ucinkovita obrada tumora s

heterogenim stani¢nim ciklusom (Coppoc, 1985).

Tumorska heterogenost nije nuzno vezana samo uz stani¢ni ciklus ve¢ je rije¢ o pojmu
koji opisuje morfolosku i fenotipsku raznolikost koje mogu pokazati tumorske stanice §to
vodi do razliCite ekspresije gena, metabolizam, proliferacije te metastatskog potencijala. Rije¢
je o pojavi koja nastaje kao rezultat nesavr§ene DNA replikacije te epigenomske i genomske
nestabilnosti koja kroz vrijeme dovodi do nastanka raznolike populacije stanica tumora, $to
¢ini obradu tumora izazovnom te zahtjeva primjene inovativnih adaptivnih terapija. Dva
modela koja opisuju heterogenost tumorskih stanica se zovu model mati¢nih stanica raka te
model klonalne evolucije. Model mati¢nih stanica raka navodi da unutar populacije tumorskih
stanica postoji mali set stanica sa sposobnosti samoobnavljanja te diferencijacije u tumorske i
netumorske stanice. Heterogenost tumorskih stanica proizlazi iz epigenetskih razlika, ali i
takoder klonalne evolucije tih mati¢nih stanica. Po modelu klonalne evolucije tumori nastaju
iz pojedina¢ne mutirane stanice koja akumulira dodatne mutacije te dolazi do nastanka
subpopulacija koje se nastavljaju dijeliti 1 medusobno razilaziti. Ta evolucija i razilazenje
mogu nastati kroz dva procesa, linearnu ekspanziju te razgranatu ekspanziju. Linearna
ekspanzija nastaje akumulacijom greski na tumor supresorskim genima, enzimima popravka
DNA dok razgranata ekspanzija dovodi do nastanka viSe razli¢itih subklonalnih populacija
kroz divergentne mehanizme povecane genomske nestabilnosti nakon svake nove generacije.
Oba modela nisu medusobno isklju¢iva te postoje razli¢iti kombinirani modeli (Slika 5.)
(Shackleton i sur., 2009).

U skladu s heterogenosti u tumoru mogu se razluc€iti razli€iti tipovi stanica prema
senzitivnosti: senzitivne mitotski aktivne stanice, mirujue privremeno rezistentne stanice,
diferencirane 'mrtve' stanice koje nisu rezistentne, problemati¢ne ali pridonose tumorskoj
masi te rezistentne mirujuce i mitotske stanice. Unos kemoterapeutika vodi do inicijalnog
smanjena tumora kao rezultat odumiranja nerezistentnih stanica. Heterogena tumorska
populacija dozivljava u¢inak uskog grla (engl. bottleneck effect) gdje nekada prezivljava
malen udio rezistentnih stanica koje kroz proces razgranate ekspanzije repopuliraju tumor te
pridonose heterogenosti te rezistenciji na inicijalnu terapiju; repopulirani tumori vracaju se
mnogo agresivnije. Prema Skipperu i Schabelu (1984) omjer trajno rezistentnih stanica (TR)
te senzitivnih stanica (TO0) je visi kod sporo rastu¢ih tumora nego brzo rastuéih iste velicine. U
slu¢aju da TR:TO omjer postane vec¢i od 1 zbog umjetne selekcije kemoterapeuticima dolazi

do rezistencije na takav rezim (Coppoc, 1985).
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Slika 5. Shematski prikaz razli¢itih modela heterogenosti te ,bottleneck “u¢inak tijekom

kemoterapeutskih rezima (preuzeto i prilagodeno od: http://web.stanford.edu/)
4.3 Biokemijski cimbenici

Biokemijski mehanizmi kemoterapeutske rezistencije u nekim pogledima su vrlo sli¢ni
onima bakterijske rezistencije na antibiotike. U velikom broju slucajeva rije¢ je o produktu
izmijenjenog membranskog transporta, enzimatske deaktivacije kemoterapeutika, promjeni u
popravku DNA te promjenjenim i oSteCenim signalnim i apoptotickim stani¢nim putevima.
Takvi mehanizmi nastaju kao produkti epigenomski modifikacija te genomskih poput

mutacije, amplifikacije 1 delecije odredenih gena.

Primjerice promjenjeni transport ¢e uzrokovati rezistenciju samo na kemoterapeutike
¢iji utok u stanicu je vezan uz transportne proteine nosace ili transmembranske kanale. On
moze nastati kao rezultat smanjenog unosa ksenobiotika kao u sluaju metotreksata,
smanjenog unosa nukleozida kod citarabina te povecanog istoka iz stanice karakteristicnog za
doksorubicin. Smanjeni unos je prouzrokovan smanjenom ekspresijom ili mutacijama u
proteinima nosafima kao Sto je primjerice slucaj kod kolinskog i leucinskog transportnog
sustava, manjkavost u odredenom sustavu dovodi do rezistencije samo na to¢no odredene
kemoterapeutike. Velike probleme u transportu kemoterapeutika proizvode posebni
fosforilizirani i glikolizirani membranski transporteri poput p-glikoproteina (CD243) kodirani
genom MDR1 (engl. multidrug resistance) koji spadaju u skupinu ABC transportera. Njegova

funkcija je uz troSak ATP-a ispumpavanje raznih ksenobiotika izvan stanice ¢ime se smanjuje
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potencijalna Steta. Vrlo niska specificnost omogucava uéinkovito izbacivanje velikog broja
strukturalno raznolikih molekula. Ekspresija MDR1 gena najcesée se povecava pri doticaju s
raznim toksi¢nim tvarima, ali takoder pri uporabi antibiotika poput rifampicina,
kemoterapeutika 1 drugih lijekova. Povecana ekspresija vodi do subletalnih koncentracija
kemoterapeutika. MDRL1 je aktiviran preko visokih razina IL-6 ili putem NF-xB koji moze
postati konstitutivno aktivan zbog mutacije u njegovom ili inhibitornom IkB genu. Inhibicija
bilo NF-xB ili MDRI vodi prema boljem odgovoru na kemoterapeutike
(Bentires-Alj i sur., 2003).

PoteSkoc¢e u aktivnosti kemoterapeutika mogu nastati takoder zbog enzimatske
neutralizacije i manjkave metabolizacije u slu¢aju prolijekova odnosno inertnih oblika koje je
nuzno prethodno aktivirati. To se najcesce ostvaruje kroz prekomjernu ekspresiju
metabolickih enzima koji prevode antineoplastike natrag u inaktivne forme ili stvaraju
konjugate koje je potom lakSe eliminirati iz stanice. Primjerice povecana ekspresija glutationa
vodi do lakse inaktivacije spojeva kroz vezanje za njih te olakSavanje izlu¢enja iz sustava. U
nekim slucajevima delecija gena ili smanjena ekspresija takoder mogu voditi prema
rezistenciji jer se onemogucava aktivacija prolijeka kao u slucaju uporabe arabinozida, gdje je
nuzna ekspresija deoksicitidin kinaze koja ga prijevodi u citozin arabinozid trifosfat.
Smanjena enzimatska aktivnost citokroma P-450 igra veliku ulogu kod nastanka rezistencije
na doksorubicin zbog smanjene stope formacije toksi¢nih semikinona (Coppoc, 1985;
Lugmani, 2005).

Povremeno pri ciljanim terapijama sama molekula meta moze pro¢i kroz velik broj
promjena $to ju ¢ini neprepoznatljivom za Spoj ili moze do¢i do velikog pada u njenoj
ekspresiji §to ju ne ¢ini vise u¢inkovitom metom. To je slucaj kod tubulina i topoizomeraza
¢ije mutacije dovode do prestanka vezanja kemoterapeutika te vodi do rezistencije. Slican
primjer je u slucaju pada ili kompletnog prestanka ekspresije estrogenskog 1 progesteronskog
receptora u slucaju anti-estrogenske obrade raka dojke poput tamoksifena. Drugi tip
terapeutika raka dojke cilja receptor humanog epidermalnog faktora (HER2) C¢ija
karakteristi¢cna mutacija EGFR-T920M nalazi se u 50% pacijenata s rakom pluc¢a (Housman i
sur., 2014).

Jedan od mehanizama je i poboljSana sposobnost reparacije DNA koja igra klju¢nu
ulogu u umanjivanju Stete prouzrokovane antineoplasticima. Spojevi poput cisplatine i
doksorubicina interkaliraju u DNA ili dovode do nastanka kriznih (engl. cross-link) veza

medu lancima S§to uzrokuje mutacije, oSteenje te apoptozu. Nastala Steta se uklanja
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povecanom ekspresijom i aktivno$¢u ligaza u slucaju pucanja lanaca DNA te ERCC-1 (DNA
ekscizijski reparacijski protein) koji uklanja kemoterapeutike s DNA (Coppoc, 1985; Youn i
sur., 2004).

Genomske promjene poput amplifikacije gena te delecije mogu dovesti do velikih
nestabilnosti s razli¢itim fenotipskim ucincima. Amplifikacija gena, proces u kojem nastaje
viSestruki broj kopija odredenog gena bilo unutar kromosoma ili u sklopu
ekstrakromosomalnih fragmenata. Vise kopija gena zna¢i nastanak veceg broja mRNA
molekula te njihovu translaciju u proteine. Kao rezultat te povecane koncentracije ciljane
molekule dolazi do potrebe za veCom koncentracijom kemoterapeutika ili inhibitora za
sprijeCavanje aktivnosti odredenog stani¢nog puta ili enzima. Takav uéinak je zamijeéen u
sluc¢aju aspartat transkarbamoilaze i dihidrofolat reduktaze koji su ciljani enzimi u slucaju
metotreksata (Coppoc, 1985) ili kod timidilat sintetaze i 5-fluorouracila. Delecija gena je
suprotni proces od amplifikacije gena koji ukljucuje gubitak kromosomskih regija, najcesce
dijelova koji sadrze tumor supresorske gene poput TP53. Njegov gubitak dovodi do pogreski
u apoptotickim putevima gdje unato¢ oste¢enju DNA dolazi do daljnje proliferacije stanice.

Sli¢an u¢inak nastaje kod amplifikacije i mutacija gena H-ras i Bcl-2 (Youn i sur., 2004).

Antineoplasti¢na rezistencija moze nastati kao rezultat epigenetskih remodelacija
kromatina koje igraju kljuénu ulogu u progresiji karcinoma. Dvije od najces$¢ih takvih
promjena su histonska metilacija i acetilacija te DNA metilacija. Histonske modifikacije
poput deacetilacije dovode do utiSavanja velikih kromatinskih regija te se mogu posti¢i
inaktivacija tumor supresorskih gena. Za DNA metilaciju je ve¢ prethodno potvrdeno da je
zastupljena u 25-35% pacijenata s rakom jajnika u blizini hMLH1 gena $to vodi do promjene
njegove transkripcijske aktivnosti te otpornosti na cisplatinu (Marsh i sur.,, 2014).
Hipometilacija MDR1 u velikom broju stani¢nih linija raka vodi do njegove prekomjerne
ekspresije (Kantharidis i sur., 1997), dok hipermetilacija SOCS-3 gena uzrokuje aktivaciju
STAT3 proteina te nekontroliranu proliferaciju ili u slu¢aju MGMT gena rezistenciju na
nekoliko alkiliraju¢ih spojeva kroz njihovo uklanjanje s DNA molekule (Al-Jamal i sur.,
2014).
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5. NOVI PRISTUPI U DOKIDANJU TUMORSKE REZISTENCIJE NA
KEMOTERAPEUTIKE

Kao rezultat postojanja rezistencije tumorskih stanica na kemoterapeutsku obradu
pojacati senzitivnost i sprijeéiti rezistenciju. Pristup tih tehnika prema rjeSavanju problema
moze biti direktan po djelovanju na ciljani protein, geneticki zbog moduliranja ekspresije
odredenih gena, epigeneticki zbog kromatinskog i histonskog remodeliranja te interaktomski

zbog utjecaja na razne unutarstani¢ne signalne puteve.

Tumorske stanice pri podrazivanju uobicajenim antineoplasticima uz pokazivanje
rezistencije simultano poprimaju svojstva mati¢nih stanica §to je upravo razlog te otpornosti.
Lijekovi koji uzrokuju stani¢na oSte¢enja i apoptozu mogu dovesti do aktivacije specificnih
molekularnih puteva koji vode do te transformacije. Reverzija stani¢ne transformacije i
resenzitacija tumora na lijeCenje je moguéa kroz nekoliko postoje¢ih lijekova poput

Bortezomib (Wang i sur., 2011).

Sve ve¢im znanjem o kompleksnim signalnim putevima dolazi do sve vise kreativnijih
zahvata poput uporaba spojeva s uc¢inkom narusavanja gradijenta kalcija u stanicama $to
utjece na metabolizam, tumorski mikrookoli§ te metabolizam. Medu njima nalazimo
blokatore kalcijevih kanala poput Verapamila i Diltiazema, kalmodulinske inhibitore te

kalcijev antagonist perheksilin maleat (Coppoc, 1985).

Razvoji u imunologiji 1 nanotehnologiji doveli su do inovativnih terapija Ciji je
naglasak na ucinkovitoj dostavi lijekova te specifi¢no djelovanje samo na tumorske stanice.
Primjerice, konjugiranje toksina na protutijela ili enkapsuliranje kemoterapeutika u feritinske
mikrosfere oznafene albuminom. Takve mikrosfere se injiciraju izravno u tumor te se
snaznim magnetnim poljem lokaliziraju s ciljem da se sprije¢i odlazak u okolna tkiva i ostatak
tijela kroz tumorski krvozilni sustav (Coppoc, 1985). Osim mikrosfera razlikujemo vise
razli¢itih tipova 'pametnih' nanolijekova te njihovih omotaca. Neki od njih su micele,
polimerni konjugati, dendrimeri, nanocestice zlata i srebra uglji¢ne nanocjevcice i liposomi

(Slika 6.) (Kumari i sur., 2016).
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Slika 6. Shematski prikaz razli¢itih nanolijekova i njihovih omotaca (preuzeto i prilagodeno
od: Kumari i sur., 2016)

Liposomi su sferi¢ne vezikule sastavljene od lipidnog dvosloja u ¢ijoj se unutra$njosti
mogu inkorporirati razni lijekovi, one se zbog toga koriste kao sustav za prijenos te zbog
njihove toplinske osjetljivosti omoguéeno je specifiéno i1 kontrolirano otpusStanje tvari u
tumoru. Toplinska osjetljivost je razlog zbog kojega primjena liposoma prati hipertermijska
terapija da se oslobodi lijek (Kumari i sur., 2016). Za hipertermijsku terapiju takoder je
dokazano da moze sprijeciti ili dokinuti kemorezistenciju izmjenom tumorskog mikrookolisa
te aktivacijom prolijekova §to je posebice prethodno dokazano na stanicama rezistentnim na
cisplatinu. Uloga hipertermije je takoder zamijeCena pri vracanju senzitivnosti tumorskih
stanica na mitomicin C, BCNU te antracikline. Osim u borbi protiv rezistencije primjena

hipertermije je i pri izravnom unistavanju stanica ablacijom odnosno evaporacijom.

Velik broj obrada tumora usmjeren je prema svladavanju rezistencije nastale putem
MDR proteina i slicnih drugih prijenosnika ABC obitelji tako S§to se kemoterapija potpomaze
njihovim inhibitorima. Inhibitori aktivnosti poput Osimertiniba pridonose ravnotezi izmedu
uéinkovitosti i smanjene toksi¢nosti $to osigurava lakSu akumulaciju antineoplastika u
tumorskim stanicama bez nanosenja velikih oste¢enja zdravim stanicama, $to je dokazano na
misevima koji nisu pretrpjeli gubitak teZine, Cesti znak toksi¢nosti (Chen i sur., 2016). Geni
MDR i sli¢nih proteina su visoko amplificirani i eksprimirani u raznim genima te izravna
inhibicija transkripcije bi takoder dovela do kemosenzitivnosti 1 smanjene proliferacije kao $to
je u slucaju primjene Reversina 121 ili posebnih inzenjerski pripremljenih antisense MDR
mRNA (Hoffman i sur., 2008). Reekspresija divljeg tipa gena TP53 dovodi do popravka
oSte¢enog apoptotickog puta te je in vitro dokazana da dolazi do prekida stani¢nog ciklusa i
apoptoze u stanicama raka. Transkripcijski ¢imbenik NF-kB koji je ukljucen u stani¢ne puteve
vezane uz imunosti i brojne druge stani¢ne procese, vrlo ¢esto je abnormalno eksprimiran u
stanicama raka, te je dokazana njegova povezanost s rezistencijom na kemoterapeutike
bazirane na platini. Njegova inhibicija genisteinom vodi do povecane kemosenzitivnosti i

stope apoptoze, ali i do nespecifi¢nih vidljivih u¢inaka (engl. off-target effect) (Li i sur. 2005).
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Osim genetskih promjena kroz genske terapije i CRISPR-Cas terapiju koje se trenutno
nalaze u povojima bitno je spomenuti epigenetske promjenekoji imaju klju¢nu ulogu u obradi
oboljenja. Antineoplasti¢na rezistencija nastala kao rezultat epigenetskih promjena primjerice
u slucaju metilacije hMLH1 gena moze se obraditi kombinacijom cisplatina i decitabinea,
lijek koji inhibira DNA metilaciju te tako vodi do reverzije epigenetskih promjena te
resensitacije tumorskih stanica na kemoterapiju (Marshi sur., 2014). Daljnja klinicka
istrazivanja ukazala su da predobrada epigenetskim inhibitorima poput decitabinea povecava
osjetljivost tumorskih stanica na karboplatin u 35% pacijenata, dok inace u prosjeku na njega
reagira samo 10% pacijenata. Obrada histon deacetilaznim inhibitorima uzrokuje demetilaciju
i ponovnu ekspresiju tumor supresorskih gena Sto vodi do suzbijanja rezistencije. Korisnost
epigenetskih lijekova pokazuje se ne samo u borbi protiv rezistencije ve¢ i pri smanjenju
vjerojatnosti relapsiranja kao §to je pokazano u istrazivanju na pacijentima s rakom pluca koji
su prethodno tradicionalnim kemoterapeuticima obradeni s DAC i HDACI (Slika 7.) (Kelly i
sur., 2010). Prema tome se moze zakljuciti da kombinacija konvencionalne kemoterapije i

epigenetskih lijekova je u¢inkovitija u obradi tumora bilo rezistentnih ili ne.
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Slika 7. Prikaz kemijskih struktura nekoliko istrazivanih epigenetickih lijekova

(preuzeto i prilagodeno od: Kelly i sur., 2010)
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7. SAZETAK

Neoplazma ili novotvorina je tkivha promjena nastala abnormalnim procesima rasta
koja moze i ne mora formirati masu. Da bi doslo do formiranja neoplazmi i neoplasti¢nih
stanica one moraju pro¢ kroz razne transformacijske procese poput metaplazije ili displazije
prouzrokovane oste¢enjem DNA. Ti procesi sami za sebe ne moraju nuzno voditi prema
neoplaziji, njoj prethodi akumuliranje velikog broja genetskih promjena kroz dugi niz godina.
Takve jednom transformirane tumorske stanice mogu se Kklasificirati prema svojoj
diferenciranosti i stani¢nom odnosno tkivnom tipu iz kojega potjecu. Velika pojavnost takvih
oboljenja gdje prema projekcijama 39.6% ljudi tijekom zivota ¢e biti dijagnoziran rak dovelo
je do iznimne potrebe za razvitkom dijagnosticke, farmaceutske 1 biotehnoloske industrije
usmjerne prema borbi protiv tumorskih oboljenja. Pri lije¢enju tih bolesti najéesée koristena
sredstva su kemoterapeutici ¢ija primarna funkcija je unistavanje tumorskih stanica kroz razne
mehanizme kao S§to su primjerice blokiranje replikacijskih enzima, bitnih stani¢nih signalnih
proteina, metaboli¢kih puteva te kroz izmjenu imunoregulacije ili induciranje apoptoze. Cesta
manjkavost kemoterapije oCituju se u ¢injenici da nije uspjesna u svim sluc¢ajevima, a i kada
pomaze nece nuzno uvijek dovesti do totalnog unistenja tumora. Glavni razlog tog problema
kemoterapeutskih rezima je razvitak otpornosti kod tumorskih stanica koja se postize kroz
hiperprodukciju raznih zastitnih proteina primjerice p-glikoproteina i PD-L1, geneticki zbog
moduliranja ekspresije 1 amplifikacije odredenih gena, epigeneticki zbog kromatinskog 1
histonskog remodeliranja te interaktomski zbog utjecaja na razne unutarstani¢ne signalne
puteve. Upravo zbog takvih mehanizama veliki dio eksperimentalnih onkolo$kih istrazivanja
se odnosi na dizajniranje inovativnih tretmana za dokidanje otpornosti takvih rezistentnih

stanica.
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8. SUMMARY

Neoplasm is an abnormal tissue change caused by aberrant growth processes which
can sometimes lead to mass formation. For formation of neoplasms and neoplastic cells
healthy cells need to undergo transformation such as metaplasia and dysplasia which are
caused by DNA damage. These processes by themselves do not necessarily lead to neoplasia,
but accumulation of many genetic mutations over long period of time will increase the
likelihood. Once transformed tumor cells can be classified by degree of their differentiation
and cellular or tissue type they originate from. High occurence of neoplastic disease where it
is projected that 39.6% of general population will be diagnosed with cancer in a lifetime led to
significant need for development of diagnostic, pharmaceutical and bioindustries aimed at
solving this problem. When treating the most used agents are chemotherapeutics whose
primary function is the destruction of tumor cells thought many different mechanisms, such
as, inhibition of replication enzymes, blocking of cellular and metabolism pathways and
immunoregulation or induction of apoptosis. Often chemotherapy is not succesful and when it
is does not necessarily lead to complete destruction of tumor. Resistance is a major cause of
treatment failure in chemotherapeutic drugs which is attained through overproduction of
protective proteins such as p-glycoproteins and PD-L1, genetically through modulation of
expression and gene amplification, epigenetically through chromatin and histone remodeling
and interactomic by influencing cellular pathways. Because of these mechanisms great deal of
experimental oncological research is focused on designing innovative treatments for

overcoming chemotherapeutic resistance.
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