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Kratice

AKT = PKB (engl. protein kinase B) — protein kinaza B

atRA (engl. all-trans retinoic acid) — trans retinoi¢na kiselina

BMP (engl. bone morphogenic protein) — kostani morfogenetski protein

cAMP (engl. cyclic ATP ) — cikli¢ki ATP

CAR (engl. CXCL12-abundant reticular cells) — CXCL12 bogate retikularne stanice
CDKA4 (engl. cyclin-dependent kinase 4) — o ciklinu ovisna kinaza

CTGF (engl. connective tissue growth factor) — ¢imbenik rasta vezivnog tkiva
DKK1 (engl. Dickkopf-related protein 1) — protein srodan Dickopfu 1

DMP1 (engl. dentin matrix acidic phosphoprotein 1) — dentinski matriksni kiseli fosfoprotein

1

EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) — receptor za epidermalni ¢imbenik rasta

ERK (engl. extracellular signal-regulated kinases ) — izvanstani¢nim signalima regulirana

kinaza

GASG (engl. growth arrest-specific 6) — specifi¢ni protein 6 za regulaciju rasta stanica

Gfi (engl. growth factor independent) — o ¢imbeniku rasta neovisan protein

HGFR (engl. hepatocyte growth factor receptor) — receptor za hepatocitni ¢imbenik rasta
IGF-IR (engl. insulin-like growth factor receptor ) — receptor za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta
JNK (engl. c-Jun N-terminal Kinase) — c-Jun N-terminalna kinaza

MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) — mitogenom aktivirana proteinska kinaza



MIP (engl. macrophage inflammatory protein) — makrofagni upalni protein

Mitf (engl. melanogenesis associated transcription factor) — s melanogenezom povezan
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podobitelj 2 grupa F

PSA (engl. prostate specific antigene) — prostati¢ni specifi¢ni antigen

PTHTP (engl. parathyroid hormone-related protein) — protein srodan paratiroidnom hormonu

RANKL (engl. receptor activator of nuclear factor x-B ligand) — ligand za receptor aktivator

nuklearnog ¢imbenika k-B

RAR (engl. retinoic acid receptor) — receptor za retinoi¢nu kiselinu

RUNX2 (engl. runt-related transcription factor 2) — runt srodan transkripcijski ¢imbenik 2

SDF-1 (engl. stromal-derived factor 1) — ¢imbenik deriviran iz stromalnih stanica 1

SIBLING (engl. small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins) — mali integrin vezuci

ligand N-vezani glikoprotein

SiRNA (engl. small interfering RNA ) — male interferiraju¢e RNA

SLRP (engl. small leucine-rich proteoglycans) — mali proteoglikani bogati leucinom

TNF (engl. tumor necrosis factor) — ¢cimbenik tumorske nekroze

TRAF (engl. TNF receptor-associated factor 1) — ¢imbenik zdruzen s TNF trcrptorom 1



TRAP (engl. tryptophan regulated attenuation protein) — triptofanom regulirani atenuirajuci

protin
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Sazetak
Patogeneza koStanih metastaza solidnih tumora
Ivan Vici¢

Kosti su ucestalo mjesto tumorskih metastaza te su ceS¢e od primarnih kostanih tumora.
Visoka ucestalost 1 velika klini¢ka znaCajnost postavljaju koStane metastaze visoko na listi
prioriteta lijecenja tumorskih bolesti. lako tumorske metastaze mogu zahvatiti bilo koju kost,
gotovo iskljucivo zahvacaju podrucja crvene kostane srzi. Koncept metastaziranja u kosti jest
poremecaj fizioloske koStane pregradnje iskoriStavajuc¢i iste molekularne mehanizme koje
koriste lokalne koStane stanice u regulaciji koStanih metaboli¢kih procesa. KoStane metastaze
mogu se opisati kao osteoliti¢ne, osteoblasticne i mjesovite, iako takve kategorije predstavljaju
samo ekstreme kontinuuma poremecéaja koStane pregradnje. U osteoliticnim koStanim
metastazama, karakteristiénim za tumore dojke, diferencijacija i aktivnost osteoklasta je
pospjesena prvenstveno RANKL/RANK sustavom, i to indirektno, ali i direktno posredovano
drugim ¢imbenicima. Istovremeno je aktivnost osteoblasta inhibirana. Tumorske stanice
iskoristavaju ¢imbenike oslobodene koStanom resorpcijom, uspostavljajuéi sustav pozitivne
povratne sprege koja dalje pospjeSuje metastatski proces. U osteoblasticnih metastaza,
karakteristi¢nih za tumore prostate, ¢imbenici luceni iz tumorskih stanica direktno pospjesuju
diferencijaciju i aktivnost osteoblasta. Osteoklasti¢na aktivnost je takoder pospjeSena, doduse
u manjoj mjeri, a sustav pozitivne povratne sprege je uspostavljen neSto drugacijim
mehanizmom. Tropizam tumorskih stanica je zasebno opisan, a opisani su i mehanizmi vezani
uz ,uspavanost® tumorskih stanica i rani razvoj metastaza. Tumorski ucinak na koStani
mikrookoli§ putem izlucenih ¢imbenika, membranskih ¢imbenika i egzosoma, je kljucni korak
u uspostavi pocetne kostane lezije koja nakon varijabilnog vremena ,,uspavanosti®
diseminiranih tumorskih stanica napreduje u izraZzeno stanje. Mnogi mehanizmi su iskoriSteni

kao terapijske moguénosti, ili su u klinickim studijama, no rezultati su raznoliki.

Kljuéne rijeci: metastaze solidnih tumora, koStani mikrookoli§ u metastatskom procesu,

osteolitiCne metastaze, osteoblasti¢ne metastaze, circulus vitiosus u koStanim metastazama.



Summary
Pathogenesis of bone metastasis in solid tumors
Ivan Vici¢

The bone is a frequent site of tumor metastasis which is more frequently seen than
primary bone tumors. High occurrence and significant clinical features impose bone metastasis
as a prominent issue in the treatment of a wide variety of tumor diseases. Bone metastasis can
involve any bone, but areas of red bone marrow are almost exclusively affected. The basis of
metastasizing to the bone is the disruption of the physiological remodeling process by
employing the same molecular mechanisms native bone cells use in the lifelong bone turnover.
These bone lesions can be characterized as osteolytic, osteoblastic, and mixed, although this
classification only represents extremes of a continuum of the bone remodeling dysregulation.
In osteolytic bone metastasis, as seen most often in breast cancer, differentiation and function
of osteoclasts is promoted via the RANKL/RANK signal pathway indirectly, and other factors
independently of that pathway, directly. At the same time osteoblast function is diminished.
Tumor cells also take advantage of factors released by bone tissue resorption, thus establishing
a vicious cycle that promotes the metastatic process. In osteoblastic metastasis, as seen most
often in prostate cancer, the differentiation and function of osteoblasts is promoted by factors
secreted from tumor cells directly. Osteoclast activity is also promoted, although to a lesser
extent. A positive feedback loop is established by a somewhat different mechanism. Bone
osteotropism is separately approached, and mechanisms involved in early stages of bone
metastasis and cancer cell dormancy are described. Tumor effect on the bone marrow
microenvironment via exosomes, soluble factors, and membrane-bound ligands is of the utmost
importance in the establishment of an initial lesion, which, after a variable duration of
disseminated tumor cells dormancy, progresses to an overt condition. Many of the described

mechanisms are involved in a variety of trials, with a plethora of different results.

Keywords: solid tumor metastases, bone microenvironment in metastatic process, osteolytic

metastases, osteoblastic metastases, vicious cycle in bone metastases



1. Uvod

U danas$nje doba, tumorske bolesti optere¢uju ¢ovjecanstvo u sve ve¢oj mjeri. Proces
metastaziranja ¢ini granicu izmedu bolesti lokalizirane na mjestu pocetne zlocudne preobrazbe
1 bolesti prakticki neogranic¢enog potencijala Sirenja, Sto ¢esto donosi propast nade za izljecenje
1 navjestava skori svrsetak zivota. KoStane metastaze trece su po ucestalosti, iza pluca i jetre
(1), a s obzirom na ucestale klinicke manifestacije i visoki stupanj onesposobljenosti uzrokovan
istim, ¢ine ozbiljan problem u tijeku tumorskih bolesti. lako o ucestalosti kostanih metastaza u
tumorskim bolestima nije lako govoriti u smislu apsolutnih brojeva s obzirom na razlikovanje
po stadijima bolesti, procjenjena je ucestalost u uznapredovalom, metastatskom stadiju

pojedinih primarnih tumora (Tablica 1).

Tablica 1. Procjenjena ucestalost kostanih metastaza u metastatskom stadiju
bolesti

Mjesto primarnog tumora Ucdestalost koStanih
metastaza

multipli mijelom 70-95% (1)
karcinom prostate 65-90% (2)
karcinom dojke 65-75% (3)
karcinom Stitnjace 65% (1)
karcinom pluca 17-64% (1)
melanom 14-45% (1)
karcinom mokra¢nog mjehura 40% (1)
karcinom bubrega 20-25% (1)
kolorektalni karcinom 10% (4)

Osim visoke ucestalosti u ¢estim tumorskim bolestima, i znacajne onesposobljenosti, vazna je
i prediktivna uloga pojave koStanih metastaza. Naime, medijan prezivljenja od dijagnoze
kosStanih metastaza za sljedece tumore jest: za karcinom prostate 12-53 mjeseci, za karcinom
dojke 19-25 mjeseci, za karcinom S§titnjaée 48 mjeseci, za karcinom pluca 6-7 mjeseci, za
melanom 6 mjeseci, za karcinom mokraénog mjehura 6-9 mjeseci, za karcinom bubrega 12

mjeseci (5).



Kostane metastaze opisuju se kao osteoliticne 1 osteoblasti¢ne, osteoliti¢ne se tipi¢no
susre¢u u karcinoma dojke, a osteoblasti¢ne u karcinoma prostate (6). Svi poznati mehanizmi
koji opisuju proces metastaziranja u kost ukljucuju poremecaje fizioloske pregradnje kosti,
odnosno poremecaje ravnoteze djelovanja osteoblasta, osteoklasta te osteocita. lako je
tradicionalna podjela na osteoliti¢ne i osteoblasti¢ne metastaze jos uvijek Siroko prihvacena i
koristena, postoji zamjerka takvom nazivlju koja se odnosi na ¢injenicu da se koStane metastaze
ne mogu striktno podijeliti na dvije kategorije, ve¢ da su spomenute kategorije samo ekstremi
jednog kontinuuma. Dokazana je istovremena aktivnost osteoblasta i osteoklasta bez obzira na
ukupni u¢inak na koStanu masu, te pojava podrucja prevladavanja smanjenja, 0dnosno
povecanja koStane mase u razli¢itih koStanih metastaza, Sto potvrduje postojanje obaju procesa

u tim razli¢itim klinickim entitetima (7).



2. KoStani tropizam tumorskih stanica

Od samog pocetka promatranja tumorskih bolesti kao jedinstvenih, pozornost su
privlacili uzroci nastanka metastaza, te ¢cimbenici koji su odredivali sklonost pojedinih tumora
pojedinim udaljenim metastatskim ZariStima. 1889. Stephen Paget predlaze seed and soil
hipotezu kojom pretpostavlja da su za takav organotropizam tumorskih stanica zasluzni osim
karakteristika samih stanica i karakteristike ciljnog organa odnosno tkiva (8). Danasnja
istrazivanja ostvaruju te davne ideje te se koncentriraju i na osobine ciljnog tkiva, odnosno na

interakciju tumorskih stanica, stanica udaljenih organa i1 nestani¢nih komponenti tkiva.

Postavlja se pitanje u kojem trenutku tumorske stanice dobivaju te karakteristike koje
ih odreduju za sklonost prema jednom organu. Intuitivno je, a za neke tumore i dokazano, da je
tome uzrok u promjeni genske ekspresije jo§ na mjestu primarnog tumora, na nacin da se iz
raznih klonova raznovrsnih karakteristika isticu one koje su postale najsli¢nije hematopoetskim
mati¢nim stanicama, ¢ije ¢e im osobine omoguciti djelovanje u kostanom tkivu, no postoji

mogucnost i da su takve osobine steene selekcijom na razini ciljnog organa (9).

2. 1. Utkivljenje tumorskih stanica

Proces utkivljenja podrazumijeva prijelaz tumorskih stanica iz krvotoka u prostor
koStane srzi u kojem one zahvaljuju¢i svojim steCenim karakteristikama opstaju te
medudjelovanjem sa stani¢nim 1 nestani¢nim elementima tkiva naruSavaju strukturu i funkciju

kosti.
2.1.1. Prijelaz kroz stijenku krvne Zile

Specifi¢na struktura krvnih Zila u koStnoj srzi, a koja ukljucuje sinusoidalne krvne Zile
pogoduje lakSoj ekstravazaciji tumorskih stanica kroz krvne zile. Te sinusoidalne krvne Zile su

fenestrirane te im uvelike nedostaje potporna struktura uobicajenog kapilarnog bazena koja,
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izmedu ostalog, utjeCe na prolaz tvari i1 stanica iz lumena, te je na taj nain fizikalnim
karakteristikama povecana vjerojatnost prolaska tumorskih stanica (10, 11). Osim same
strukture krvnih Zila, koja pasivno omogucuje prolaz tumorskih stanica, ulogu u metastaziranju
ima 1 lokalna razlika u koli¢ini krvnih Zzila, $to podrazumjeva uspjelije stvaranje nakupina
tumorskih stanica u jace prokrvljenim djelovima koS$tane srzi (12). U procesu ekstravazacije
sudjeluju i brojne adhezijske molekule ¢ija ¢e uloga biti napomenuta pri njihovom spominjanju

u tekstu.

2.1.2. Prijelaz u kostane prostore

2.1.2.1. Uloga kemokina i kemokinskih receptora

Kemokini su proteini svrstani u jednu superobitelj sa neSto viSe od 50 clanova.
Razvrstani su u Cetiri skupine (CXC, CX3C, CC, C), s obzirom na poziciju cisteinskog ostatka.

Receptori su ¢lanovi skupine G protein-spregnutih transmembranskih proteina (13).

CXCL12 (poznat i kao SDF-1 (stromal-derived factor 1)) pripada skupini CXC
kemokina, identificiran je kao ¢imbenik rasta pre-B limfocita, te kao moéni kemotaksijski
¢imbenik za razne stadije hematopoetskih stanica. Od sedam do sada poznatih izoformi tog
kemokina, CXCL12-a jest najzastupljeniji u ljudskom organizmu te u kostanoj srzi gdje ga
stvaraju ponajvise osteoblasti (14, 15). Njegovi ucinci posredovani su receptorima CXCR4 i
CXCR?7. Djelovanje putem receptora CXCR4 dobro su istrazeni i ukljucuju djelovanje Gai te
posljedi¢no smanjenje razine cAMP-a, promjenu unutarstani¢ne razine kalcija i aktivaciju ERK
1/2, MAPK, JNK, AKT signalnih puteva. Djelovanje ukljucuje promjenu odnosta citoskelenih
elemenata u smislu polimerizacije i polarizacije aktina, formiranja pseudopodija i pospjesenja
adhezije na epitelne stanice i elemente izvanstani¢énog matriksa (15, 16, 17). Pretpostavlja se da
CXCRY receptori djeluju kao koreceptori u heterodimernoj konstelaciji s receptorom CXCR4,

te na taj nacin takoder posreduju djelovanju CXCL12 kemokina (18). Osim koreceptorskog



djelovanja, dokazana je aktivacija MAPK putem [-arestina, dakle djelovanje koje nije
posredovano G proteinima (19). CXCLI12/CXCR4 interakcija Cini se da je ukljuena u
smjeStaju brojnih tumorskih stanica u ko$tane prostore mehanizmom kemotaksije tumorskih
stanica koje izrazavaju CXCR4. Jedno istrazivanje pokazalo je visi izrazaj CXCL12 u tkivima
koja su uCestala mjesta metastaza tumora prostate (kost, jetra, bubreg), u usporedbi s drugim
lokalizacijama, a takoder, pokazan je izrazaj CXCR4 i CXCR7 receptora na tumorskim
stanicama (20, 21), te je blokiranjem prijenosa signala putem CXCR4 umanjen potencijal za
stvaranje koStanih metastaza tumora prostate (22). Sli¢ni rezultati pokazani su i za tumore dojke
(23), sitnostani¢ne tumore plucéa (24), tumore gusterace (25). Za tumore prostate pokazano je i
da se tijekom starenja povecava izrazaj CXCL12 u koStanoj srZi §to odreduje mjesto metastaza
u starijoj dobi ucestalih tumora prostate (26). Uloga ovog sustava pokazana je i u neoplazijama
koje primarno zahvacaju kost kao $to su akutna mijeloi¢na leukemija, multipli mijelom, B
stani¢na limfocitna leukemija, gdje se tom sustvu pridaju uloge ¢imbenika rasta i prezivljena
tumorskih stanica (27). Osim CXCL12/CXCL4 para, kemotakti¢na svojstva pokazuje i
djelovanje CXCL16 te njegov receptor CXCR6, na naéin analogan prethodno opisanom

kemokinu (28).

2.1.2.2. Djelovanje aneksina Il i njegovog receptora

Aneksin 11 je protein mase 36 kDa, prisutan u procesima unutar stanice, kao membranski
protein te komponenta vanstani¢nog matriksa. Postoji u monomernom, heterodimernom i
heterotetramernom obliku (29). Na ekspresiju utjeCu inzulin, ¢imbenik rasta fibroblasta te
epidermalni ¢imbenik rasta (30). Nalazi se izrazen na endotelnim stanicama, gdje igra ulogu u
aktivaciji plazminogena usidravaju¢i komponente fibrinolitiCkog sustava (31). Dokazana je i
njegova ekspresija na osteoblastima gdje sudjeluje u smjestaju i regulaciji prezivljanja
krvotvornih mati¢nih stanica unutar prostora nazvanih niSe mati¢nih stanica (29). Nalazi se

takoder 1 na brojnim tumorskim stanicama kao S§to su stanice hepatocelularnog karcinoma,
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karcinoma zeluca, adenokarcinoma gusterace, akutne promijelocitne leukemije te glioma u
kojima ima ulogu u modifikaciji fibrinoliticke aktivnosti, adheziji i invaziji diseminiranih
tumorskih stanica (32). Interakcija aneksina Il i njegovog receptora pridonosi tropizmu

tumorskih stanica na sli¢an nacin kako regulira smjestaj krvotvornih mati¢nih stanica.

Dokazana je prisutnost receptora za aneksin Il na stanicama tumora prostate, te vaznost
interakcije tih receptora s aneksinom II na osteoblastima u formiranju koStanih metastaza. U
prisutnosti CXCL12 u ulozi kemotaksijskog ¢cimbenika uocena je uloga aneksina Il u migraciji
stanica tumora prostate u kostane prostore, buduci da je onemoguéavanje izrazaja receptora za
aneksin 11, koriste¢i se siRNA koja onemogucuje sintezu receptora za aneksin II, postignut

manji broj metastaza u in vivo modelima bolesti (29).

2.2. Adhezija tumorskih stanica

Za opstanak metastatskih tumorskih stanica neobi¢no je vazna sposobnost adhezije, bilo
za susjedne stanice, bilo za nestanine elemente tkiva. Ta sposobnost osim mehanickog
povezivanja stanica u novoj sredini sudjeluje i u medudjelovanju izmedu tumorskih stanica i

stanica nove sredine djelujuci na procese u tumorskim stanicama (16).

Vaznu ulogu u adheziji tumorskih stanica imaju pri¢vrsni spojevi posredovani
interakcijom E- i N-kadherina u heterotipnim pri¢vrsnih spojeva (33). U patogenezi epitelno-
mezenhimske tranzicije velika vaznost pridana je upravo gubitku spojeva izmedu tumorskih
stanica primarnog tumora, posredovanom smanjenim izrazajem E-kadherina. No takoder je
pokazana i vaznost E-kadherina u pri¢vrsnim spojevima izmedu tumorskih stanica i stanica
kostanog tkiva. Pokazan je izrazaj N-kadherina i OB-kadherina na mezenhimalnim mati¢nim
stanicama u kostanoj srzi te N-kadherina na endotelnim stanicama (34). Pronadeno je da stanice
tumora dojke koje izrazavaju E-kadherin imaju vecu sposobnost stvaranja koStanih metastaza i

slabije prezivljenje (35). Taj pri¢vrsni spoj graden od E- i N-kadherina jest karakteristican za



koStane metastaze, a dokazan je poja¢anom ekspresijom a-katenina, f-katenina i p120-katenina

koji su sastavnice pri¢vrsnih spojeva, te nije identificiran u metastazama ostalih lokacija (34).

Jos je jedna skupina membranskih proteina vazna u adhezivnim svojstvima tumorskih
stanica u koStanim prostorima, a to su integrini. Integrini su membranski proteini koji posreduju
u mehanickim i signalnim interakcijama stanica sa izvanstani¢énim matriksom. Gradeni su od
dvije transmembranske jedinice a i B. U sisavaca je pronadeno 18 o i 8 B podjedinica koje
zajedno tvore 24 cjelovita integrinska proteina, koji se vezu za vlastite, ne nuzno jedinstvene,
ligande izvanstani¢nog matriksa. Osim adhezivnih svojstava, utjeCu i na polarizaciju stanica,
organizaciju citoskeleta te mogu aktivirati unutarstani¢ne signalne puteve (36). Jedan od
integrina tip a2P1 koji veze kolagen tip I dokazan je na stanicama tumora prostate koje ¢ine
kostane metastaze, za razliku od stanica tumora prostate koje ¢ine visceralne metastaze.
Takoder neutralizacija integrina a2p1 protutijelom specifi¢nim za taj protein oslabljuje adheziju
tumorskih stanica u kosti (37). Za tumore dojke dokazana je i uloga avB3i avfs integrina u
adheziji za koStani sijaloprotein, vitronektin 1 osteopontin, koji su proteini izvanstanicnog
matriksa (38). Integrin ovP3 dokazan je i u tumorima prostate. Na Zivotinjskim modelima
pokazan je u¢inak neproteinskih inhibitora integrina ovfB3 koji su uspjeSno smanjivali stvaranje
kostanih metastaza laboratorijskih tumorskih stani¢nih linija (39, 40). lako multipli mijelom
nije primjer koStane metastatske bolesti, ve¢ primarnog mjesta tumora, ¢ini se da su interakcije
izmedu tumorskih 1 netumorskih elemenata vrlo slicni interakcijama u koStanim metastazama.
Tako je u multiplom mijelomu dokazana veza izmedu integrina osf: Koji se nalazi na
mijelomskim stanicama te VCAM-1 molekula na ST2 stromalnim stanicama kostane srzi. U
ovom je primjeru osim adhezijske uloge dokazana i pojacana osteoklastogeneza neovisna o
tipicnom nacinu pokretanja putem tumorskih citokina, S$to upucuje, osim na mehanic¢ku

adhezijsku funkciju, i na ulogu integrina u medustani¢noj komunikaciji (41).



Osim nabrojanih i opisanih adhezijskih molekula u adheziji tumorskih stanica u koStanim
metastazama, uocena je i uloga ve¢ opisanih membranskih proteina CXCLI12/CXCLA4, te
aneksina Il i njegovog receptora. Oni pospjeSuju osim ve¢ opisane kemotaksije i migracije
tumorskih stanica takoder i mehani¢ku povezanost izmedu tumorskih stanica i stanica koStane
srzi, a mehanizmom koji je neovisan o ve¢ opisanim mehanizmima buduc¢i da se oba nalaze
izrazena na membranama osteoblasta i stromalnih stanica te tamo djeluju kao adhezijske

molekule (23, 29).

E-selektin

¥ CXCL12/CXCR4
d//’/’"j_‘r" E/N kadherin
CXCL16/CXCR6
aneksin II/aneksin IIR

adhezija (krvna zila),
ekstravazacija

migracija i kemotaksija

» RANKL/RANK
Ca/CaSR

3 integrin o.Ps/izvanstaniéni proteini

adhezija (koStana srz)
integrin o.Ps/izvanstaniéni proteini

integrin asf/VCAMI

Slika 1. Zbirno prikazano medudjelovanje tumorskih i netumorskih stanica

2.3. Uloga matricelularnih proteina

U izvanstanicnom matriksu osim proteina koji obavljaju prvenstveno stukturnu i
potpornu ulogu kao Sto su kolagen tip I ili fibronektin, postoje 1 proteini ¢ija je uloga

posredovanje izmedu stani¢nih 1 nestani¢nih te nestanic¢nih i1 nestani¢nih elemenata tkiva, a



nazivaju se matricelularni proteini. Ti proteini ostvaruju svoje modulatorne ucinke preko
membranskih receptora kao Sto su integrini, mehanickom interakcijom sa strukturnim
proteinima, te djelujuci na ¢imbenike rasta ili enzime u izvanstani¢nom matriksu. Zbog njihove
veée zastupljenosti u koStanom tkivu u usporedbi s drugim tkivima, uloga u metastatskim

procesima jest to naglaSenija (42).

Mali proteoglikani bogati leucinom (engl. Small leucine-rich proteoglycans, SLRPs)
obitelj su matricelularnih proteina koji imaju ulogu u izgradnji izvanstanicnog matriksa,
vezivanju citokina, a u procesima upale, koStanog i neuralnog razvoja. U tu skupinu spada 18
proteina medu kojima je dokazana uloga u tumorskim bolestima za dekorin, biglikan, asporin
te lumikan (43). Dekorin je najbolje proucen matricelularni protein u patogenezi koStanih
metastaza. Djeluje u povezivanju izmedu kolagenih vlakana (44). Utvrdena je manja
koncentracija dekorina u stromalnom tkivu karcinoma, a takoder i u izvanstaniénom matriksu
mezenhimalnih mati¢nih stanica i osteoblasta u metastatskoj bolesti u usporedbi s normalnim
kostanim tkivom (43). U mi$jim modelima pokazano je da sistemska primjena onkolitickog
adenovirusa koji eksprimira dekorin sprjeCava koStane metastaze modela karcinoma prostate
(45). Mehanizam djelovanja dekorina na tumorske stanice je inhibitorno djelovanje na tirozin-
kinazne receptore kao $to su receptor za epidermalni ¢imbenih rasta (EGFR), receptor za tip |
inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta (IGF-IR) i receptor za ¢imbenik rasta hepatocita (HGFR ili c-

Met)(46, 47).

Sljedeca skupina matricelularnih proteina jesu SIBLINGs (engl. Small integrin-binding
ligand N-linked glycoproteins), 5 proteina koji imaju vaznu ulogu u funkciji kostanog tkiva, a
dokazana je i njihova uloga u razli¢itim stupnjevima procesa metastaziranja (43). Osteopontin
je matricelularni protein koji obavlja brojne funkcije, a prvi je puta pronaden kao sastavni dio
kosStanog matriksa. Stvaraju ga osteoblasti i njihovi prekursori te osteoklasti. Jedna od funkcija

je sidrenje osteoklasta za kostani matriksa vezujuéi se za integrin avfs, te su misevi bez
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osteopontina otporni na kostanu resorpciju bilo kojeg uzroka (48, 43). Njegova uloga u procesu
metastaziranja ¢ini se od velike vaznosti. Razli¢iti polimorfizmi gena za osteopontin koreliraju
sa razliCitim potencijalom stvaranja koStanih metastaza, te induciran izrazaj osteopontina u
stanicama tumora dojke koje su manjkave za njega rezultira stvaranjem koStanih metastaza (49,
50). U istu skupinu matricelularnih proteina spada i kostani sijaloprotein, protein koji se nalazi
u svim vrstama mineraliziranih tkiva, gdje vezu¢i hidroksiapatit sluzi kao jezgra mineralizacije.
U tumorskim bolestima ima prognosticku ulogu mjeren bilo u serumu ili u tumorskom tkivu
(43). U modelu tumora dojke stanice u kojima je potaknut izrazaj koStanog sijaloproteina,
pokazuju povecano stvaranje koStanih metastaza (51). Takoder in vivo smanjenje izrazaja
kostanog sijaloproteina putem antisense nukleotida smanjuje veli¢inu i incidenciju kostanih
metastaza (52). Osim ova dva proteina iz te skupine ulogu u tumorskom metastaziranju ima i

matriksni protein dentina 1 (DMP1) s nedovoljno utvrdenim utjecajm (43).

Vaznu ulogu u koStanom metabolizmu i procesu metastaziranja imaju i proteini iz
obitelji CCN matricelularnih proteina (43). Povecana ekspresija CCN2 (poznat i kao CTGF)
proteina utvrdena je u stanicama koStanih metastaza tumora dojke u usporedbi s normalnim
epitelnim stanicama dojke, a takoder je CCN2 izrazaj utvrden kao osobina ko$tanih metastaza

u usporedbi sa drugim metastatskim mjestima (50, 53).

Osim nabrojanih  proteina ulogu u stvaranju koStanih metastaza imaju 1 drugi
matricelularni proteini kao $to su osteonektin, trombospondini, te tenascini (43). Njihova
vaznost u smjestaju metastatskih stanica u koStano tkivo sve se viSe povecava, a neke terapijske
strategije, poput upotrebe bisfofonata (54), povezuju se i s mehanizmima djelovanja

matricelularnih proteina.
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3. OsteolitiCcne metastaze

U fizioloskim uvjetima procesi izgradnje i resorpcije kosti su u precizno reguliranoj
dinamic¢koj ravnotezi, a te uravnotezene procese nazivamo koStanom pregradnjom. U raznih
tumorskih bolesti kao Sto su karcinom bubrega, nesitnostani¢ni karcinom pluc¢a, maligni
melanom, karcinomi S§titnjace, ne-Hodgkinov limfom, multipli mijelom te najpoznatiji
predstavnik karcinom dojke, postoji prevaga resorptivnih procesa u kostanim metastazama (6).
Povecéana aktivnost osteoklasta je glavni uzrok resorpcije kostanog tkiva. U uznapredovalim
fazama bolesti uzro¢ni ¢imbenik resorpcije kosti je i kompromitirana vaskularizacija efektom
mase tumorskih stanica u koStanim prostorima (1). Osim ¢imbenika koji pojaavaju aktivnost
osteoklasta, tumorske stanice djeluju i smanjujuci aktivnost osteoblasta takoder lucenjem
skupine ¢imbenika, te iskoriStavaju¢i mehanizme i tvari kostanog tkiva za vlastiti napredak

uprezanjem cijele palete tvari u mehanizam pozitivne povratne sprege (7).

3.1. Stimulacija funkcije osteoklasta

U procesima koStane pregradnje jedan od sustava koji osiguravaju komunikaciju izmedu
osteoblasta i osteoklasta jest sustav membranskih receptora ephrinB2 i EphB4. EphB4 nalazi
se u koStanom tkivu na osteoblastima i na stromalnim stanicama koStane srzi, a ephrinB2 na
osteoklastima. Pri medusobnom kontaktu izmedu tih stanica dolazi do pojave dvosmjerne
signalizacije Sto znaci da se unutarstani¢ne promjene odigravaju u obje stanice nositeljice
imenovanih molekula. U ovom sluc¢aju govori se o signalizaciji unaprijed, u stanici koja
izrazava Eph receptor, i unatrag u stanici koja izrazava ephrin receptor (55). Rezultat te
interakcije jest smanjenje djelovanja osteoklasta, te promocija djelovanja osteoblasta. U
koStanim metastazama postoji umanjena interakcija ovih receptora fizickim smanjenjem

kontakta izmedu stanica nositeljica, a uzrokovana prisustvom tumorskih stanica u koStanim
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prostorma. To djelovanje tumorskih stanica pridonosi prevagi resorptivnih procesa, a zdruzeno

je s drugim mehanizmima poveéane aktivnosti osteoklasta (56).

U humoralnoj stimulaciji funkcije osteoklasta tumorskim stanicama vaznu ulogu
zauzima ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika kB (RANKL). Nalazi se usidren u
membranu razni razvojnih stadija osteoblasta i osteocita ili izlu¢en kao topljivi produkt tih istih
stanica. Djelovanje mu je posredovano receptorom aktivatorom nuklearnog ¢imbenika xB
(RANK), koji se nalazi na prekursorima osteoklasta (7). Vezanje RANKL za RANK pokrece
unutarstani¢nu kaskadu koja ukljucuje vezanje i1 aktivaciju viSe ¢imbenika povezanih s
receptorom za TNF (TRAF), te nizvodnu aktivaciju brojnih unutarstani¢nih signalnih puteva:
NF«B, NFATcl, c-0s, c-Jun, Mitf. Njihovim djelovanjem pokreée se transkripcija efektora
vaznih za djelovanje osteoklasta: ovf33 integrina, katepsina K, kalcitoninskog receptora, TRAP.
Uloga ovih efektora klju¢na je u povecanoj resorpciji kosti te su neki od njih postali i terapijski
ciljevi (57). Na funkciju RANKL-a djeluje osteoprotegerin, ¢lan obitelji receptora ¢imbenika
tumorske nekroze kojeg luce osteoblasti i stromalne stanice koStane srzi, a koji vezu¢i RANKL
sprjecava njegovu interakciju s RANK-om. Tako je zapravo opseg resorpcije odreden odnosom

koncentracija osteoprotegerina i RANKL-a (7).

Jedan od ¢imbenika koji potice lu¢enje RANKL-a je PTHrP. Sli¢nost s paratiroidnim
hormonom (PTH) ¢ine identi¢nost prvih 8 od 13 aminkiselina te sli¢nost u trodimenzionalnoj
strukturi, pa je djelovanje PTHrP-a posredovano receptorom za PTH (PTHR1) (58). Lucenje
PTHrP-a primjeceno je u preko 90% metastatskih tumora dojke za koje su karakteristicne

kostane osteoliticne koStane metastaze (7).

Na RANKL/RANK sustav djeluje i IL-11. U tumorskim bolestima glavni proizvodaci
su tumorske stanice, a u zdravoj kostanoj srzi ima ulogu u regulaciji hematopoeze i u regulaciji
upalnig odgovora. Poti¢e djelovanje osteoklasta povecavajuci razinu RANKL-a, a smanjujuci

razinu osteoprotegerina kao i PTHrP, te tako neizravno djeluje na aktivnost osteoklasta (59).
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Na diferencijaciju osteoklasta djeluje velik broj drugih interleukina, medu kojima je
dobro utvrdena uloga IL-1, IL-6, IL-8, IL-18. Djeluju na prekursore osteoklasta pospjesujuci
diferencijaciju u osteoklaste, te na taj nacin povecavajuéi resorpciju kostanog tkiva (60). IL-3
djeluje 1 putem RANKL/RANK sustava, a takoder i direktno djeluju¢i na prekursore
osteoklasta, a u multiplog mijeloma aktivin A, ¢iji je izraZaj potaknut djelovanjem IL-3, djeluje

sinergisti¢ki sa istim IL-3 (61).

Snaznu ulogu u osteoklastogenezi ima i upalni protein makrofaga 1 a. (MIP-1a). Djeluje
kao kemotakti¢ni ¢imbenik za prekursore osteoklasta, te inducira diferencijaciju osteoklasta
mehanizmom neovisnim 0 RANKL-u. Njegova uloga od velike je vaznosti za osteoliti¢no
djelovanje multiplog mijeloma. Potie i izraZaj adhezijskih molekula kao $to je 1 integrin te
tako povecava interakciju stanica multiplog mijeloma sa stromalnim stanicama kostane srzi. Ta
interacija rezultira pove¢anom proizvodnjom IL-6, TNF-a, VEGF-a, RANKL-a od strane
stromalnih stanica koStane srzi, $to osim vlastitog djelovanja na diferencijaciju osteoklasta

djeluju povratno na tumorske stanice poti¢uci njihovo djelovanje (56, 62).

U medustani¢noj komunikaciji izmedu tumorskih stanica i osteoblasta, a posredovano
djelovanjem MAP kinaza, inducirana pojacana ekspresija ciklooksigenaze tip 2 koja zatim
stvara PGE; koji putem EP4 receptora autokrino povecava lu¢enje RANKL-a te tako pospjesuje
diferenciranje osteoklasta. Uz to inducirano stvaranje PGE> tumorske stanice i same stvaraju

taj prostaglandin koji djeluje proresorptivno (63).

TNF-o djeluje dvojako. Potice diferencijaciju osteoklasta te inhibira funkciju
osteoblasta. Luce ga tumorske stanice multiplog mijeloma i stromalne stanice koStane srzi, a

on sam potice lu¢enje IL-6 od stromalnih stanica (56).

Uz ve¢ objasnjeno djelovanje aneksina Il direktno na tumorske stanice, djeluje i na

diferencijaciju osteoklasta poti¢uc¢i lu¢enje RANKL-a u stromalnim stanicama (29).
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3.2. Inhibicija funkcije osteoblasta

Paralelno s procesima stimulacije osteoklasticne aktivnosti, dominantne pojave u
osteliti¢nih kostanih metastaza, odvija se i proces inhibicije osteoblasta koji pridonosi ukupnom
utjecaju tumorskih stanica na masu koStanog tkiva. Inhibicija osteoblasta posredovana je

¢imbenicima izlué¢enim iz tumorskih stanica.

Vaznu ulogu u razvoju koStanih metastaza ima inhibitor Wnt/f3-katenin signalnog puta
Dickkopf-1 (DKKZ1). Ima ulogu u razvoju kostanog tkiva, a u patogenezi koStanih metastaza
sudjeluje u razvoju osteoblasti¢nih i osteoliti¢nih procesa. Takoder ima dvojaku ulogu u
metastazama tumora na razliitim lokacijama: inhibira metastaziranje tumora dojke u pluca,
moduliraju¢i nekanonske Wnt signalne puteve te stimulira stvaranje koStanih metastaza
moduliraju¢i kanonske Wnt signalne puteve (64). U osteoliticnih koStanih metastaza, a
pogotovo u multiplog mijeloma, pokazana je poveéana sekrecija DKK1 te njegova uloga u
inhibiciji diferencijacije osteoblasta smanjuju¢i ekspresiju kljuénog transkripcijskog faktora u
diferencijaciji osteoblasta RUNX2. Uz djelovanje na diferencijaciju osteoblasta djeluje i
stimulativno na aktivnost osteoklasta smanjujuci ekspresiju osteoprotegerina, a pojac¢avajuci
ekspresiju RANKL-a (65). U inhibiciji osteoblasta sudjeluju jo$ dva inhibitora Wnt sinaglnih
puteva sFRP2 i sklerostin. Njihova povecana produkcija takoder je otkrivena u multiplog
mijeloma, a inhibicija njihove produkcije ima efekt smanjenja osteoliticnog ucinka koStanih

metastaza tumora dojke (56, 66).

IL-7 jest citokin koji inhibira diferencijaciju i funkciju osteoblasta. Zajedno s TNF-a

inducira Gfi-1, transkripcijski supresor koji smanjuje transkripciju RUNX2 (67).
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3.3. Mehanizam pozitivne povratne sprege u progresiji osteoliti¢nih

metastaza

Tumori koji stvaraju osteoliticne koStane metastaze uplicu se na jo$ jedan nacin u
fizioloSke procese u kostanom tkivu. To podrazumijeva iskoriStavanje komunikacijskih puteva
izmedu osteoblasta i osteoklasta, koji sluze kao kvalitativni, kvantitativni i vremenski regulatori
djelovanja osteoblasta i osteoklasta u smislu ravnotezne regulacije izmedu dva procesa koje te
stanice izvrSavaju. Te tumorske stanice otpocnu svoje djelovanje utjecuéi na poticanje
resorpcije i smanjenje izgradnje kosStanog tkiva, a zatim se koriste produktima te resorpcije za
potenciranje vlastitog napretka uspostavljajuci zacarani krug (circulus vitiosus) koji rezultira

Sirenjem metastatske bolesti u kosStanom tkivu te posljedi¢nim razaranjem tog tkiva (7).

Organski dio kostanog tkiva sastoji se od 98% kolagena tipa | i 2% nekolagenskih
proteina. Osim ve¢ opisanih matricelularnih proteina, tu spadaju i brojni ¢imbenici rasta i
citokini. Od njih po koli¢ini 1 vaznosti isti¢u se TGF-, IGF-1, viSe vrsta BMP-a, INF-y te vise

vrsta IL-a. Od njih najvazniji za interakciju kosti s tumorskim stanicama jest TGF-f3 (68).

TGF-B (preciznije TGF-B1) nalazi se u mineraliziranom koStanom matriksu u dimernom
obliku zdruZen s drugim secerniranim proteinima, te je na taj nacin bioloSki inaktivan.
Djelovanjem osteoklasta, to¢nije niskog pH i secerniranih enzima (MMP, katepsin), na kostani
matriks TGF-B se oslobada i aktivira. Djelovanje mu je vremenski i prostorno razli¢ito. Djeluje
kemotakticki na mezenhimalne stromalne stanice te inducira diferencijaciju osteoblasta, no u
kasnijim fazama inhibira aktivnost osteoblasta. Na osteoklaste djeluje izravno i neizravno preko

osteoblasta (69).

Tumorske stanice iskoriStvaju ovaj regulacijski mehanizam izrazajem receptora za
¢imbenike rasta iz koStanog matriksa, a kao posljedicu njihova djelovanja, pojaano luce

PTHrP, IL-11, CTGF, CXCR4, MMP-1, sve ¢imbenike koji opet poti¢u djelovanje osteoklasta
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a umanjuju djelovanje osteoblasta te nanovo poti¢u oslobadanje topljivih ¢imbenika rasta iz
kostanog tkiva (68, 70). Osim ¢imbenika rasta, tumorske stanice reagiraju na kalcijeve ione
takoder oslobodene u procesu resorpcije kosti. Izrazavaju receptor za kalcij CaSR koji reagira
1 na najmanje promjene u izvanstani¢noj koncentraciji kalcija te poti¢e lu¢enje PTHrP-a uz
djelovanje TGF-p (71). Takoder, prolaktin ima ulogu u potenciranju mehanizma povratne
sprege djeluju¢i na diferencijaciju 1 aktivaciju osteoklasta neizravno, povecavajuci
RANKL/OPG omjer preko djelovanja na osteoblaste, te djeluju¢i na tumorske stanice koje
posjeduju prolaktinski receptor, a u odgovoru na prolaktin lu¢e SHH koji stimulira osteoklaste

izravno (72).
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Slika 3. Mehanizam pozitivne povratne sprege u razvoju osteoliticnim metastaza



4, Osteoblasti¢ne metastaze

Druga krajnost nasuprot dobro istrazenih osteoliticnih metastaza jesu osteoblasti¢ne
metastaze. Susrecu se ponajprije u karcinoma prostate, ali 1 u sitnostanicnog karcinoma pluca,
Hodgkinova limfoma, te meduloblastoma (6). Njihova patogeneze nije ni izbliza toliko
istrazena kao Sto je to slucaj sa osteoliticnim metastazama, a ¢ini se da je njihov razvoj
uvjetovan mehanizmina koji sudjeluju u normalnom razvoju ko$tanog tkiva, dakle tumorske
stanice djeluju mehanizmima i1 ¢imbenicima kojima se kost razvija u fizioloSkim uvjetima te u
ovom slucaju donose prevagu procesa izgradnje. lako je koStana masa povecana, funkcijska

struktura kosti je oslabljena te je povecan broj lomova tako promijenjene kosti (56).

4.1. Prevaga osteoblasti¢nih procesa

Tumorske stanice koji stvaraju osteoblastiéne metastaze luc¢e brojne ¢imbenike koji
povecavaju broj 1 aktivnost osteoblasta. Takav je 1 ¢imbenik rasta iz trombocita (PDGF),
dimerni peptid graden od A i B jedinice. Moze biti lucen kao AA, AB ili BB peptid. BB peptid
identificiran je kao ¢imbenik koji inducira diferencijaciju i aktivnost osteoblasta u koStanim
metastazama tumora prostate (73). Iako ne potpuno razjasnjeno, fibroblastni ¢imbenici rasta
(FGF) imaju vaznu ulogu u povecavanju aktivnosti osteoblasta. FGF1 1 FGF2 povec¢vaju
aktivnost osteoblasta, a FGF2 jo$ i smanjuje aktivnost osteoklasta (74). Vaskularni endotelni
¢imbenik rasta (VEGF) ima dvojaku ulogu u razvoju koStanih metastaza, osim utjecaja na

angiogenezu, potice i aktivnost osteoblasta (75).

U osteoblasticnom odgovoru na tumorske stanice ulogu imaju i IGF-I i IGF-II. lako
samo djelovanje IGF-a nije dovoljno za osteoblasti¢ni u¢inak, uocena je povisena razina IGF-
au agresivnijih tumora, te niza razina IGFBP-a koji negativno utjecu na ucinak IGF-a (76).

Kostani morfogenetski proteini (BMP), koje lu¢e tumorske stanice imaju stimulativni u¢inak
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na stvaranje kosti, 1 to pogotovo BMP 6, 7 i 4. Uz ucinak na osteoblaste imaju i ulogu u

angiogenezi (75).

Za karcinome prostate dokazana je ekspresija mMRNA za Wnt 3a, 7b i 10b koji su
prepoznati u kanonskim putevima Wnt signalizacije, a koja ima ulogu u diferencijaciji i
proliferaciji osteoblasta. Budu¢i da je u primarnim tumorima i ranim metastazama tumora
prostate dokazana i ekspresija Wnt inhibitora DKK1, a za razliku od agresivnih osteoblasti¢nih
metastaza, izvodi se zaklju¢ak da prevagu izgradnje ili razgradnje kosti odreduje ravnoteza

izmedu inhibicije i potenciranja Wnt signalnih puteva (77).

U poticanju osteoblasti¢ne aktivnosti sudjeluje i endotelin 1 (ET1), za kojeg se
pretpostavlja da ga lu¢e tumorske stanice, a on preko svojih receptora ETaR smanjuje sekreciju

DKK1, a povecava sekreciju Wnt stimuliraju¢ih ¢imbenika (78).

U metastazama tumora prostate dokazano je lucenje PTHrP-a. To se <¢ini
kontraintuitivno, buduci da djelovanje tog peptida temeljito dokazano usmjerava djelovanje
metastaza prema osteoliticnom fenotipu (70). Najuvjerljivije 1 najprihvatljivije rjeSenje ovog
paradoksa jest ¢injenica da je NHz-terminalni kraj PTHrP-a strukturno vrlo sli¢an ET1, a pod
djelovanjem enzima izlu¢enih od tumorskih stanica struktura PTHrP-a je modificirana te taj
slijed slican ET1 dolazi do pojaCanog izraZzaja (79). Postoji i objasnjenje da PTHrP takoder
djeluje na interakcije izmedu tumorskih stanica i okolinskih stanica u kostanom tkivu, te na
neki nedovoljno definirani na¢in usmjerava djelovanje metastaza prema osteoblastogenezi (80).

Stanice tumora prostate luce i druge ¢imbenike koji nisu ukljuceni u normalni razvojni
put kosti ve¢ su dio prostaticnog programa ekspresije. Takvi su urokinazni aktivator
plazminogena (uPA) i prostata specifi¢ni antigen (PSA). uPA biva izlu€en od tumorskih stanica
u obliku visokomolekularnog uPA (HMW-uPA), koji nakon vezanja za receptora za uPA
(UPAR) na tumorskim stanicama vrSi proteoliticku aktivnost razgradnje izvanstani¢nog

matriksa, te pospjeSuje invazivnost tumorskih stanica. Zatim se HMW-UPA raspada na
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niskomolekularni uPA 1 na amino terminalni kraj, koji se veze za uPAR na osteoblastima te
pospjeSuje njihovu aktivnost. Takoder uPA djeluje i na inaktivne oblike TGF-B, koje
sintetiziraju osteoblasti, a namjenjeni su ugradnji u novostvoreni koStani matiks. Taj
novooslobodeni TGF-f, osim §to ima ulogu u orkestraciji djelovanja osteoblasta i osteoklasta,
djeluje i izravno na tumorske stanice kao i npr. kod tumora dojke. uPA takoder i pospjesuje
djelovanje IGF-I, razgradujuci negativn regulatore njegove aktivnosti IGFBP (81, 82). PSA,
serinska proteaza vrsi ve¢ napomenutu ulogu odcjepljivanja osteoblasti¢nih fragmenata od

inace osteolitiénog PTHrP-a, te takoder sudjeluje u oslobadanju aktivnih oblika ¢imbenika rasta

kao i uPA (83, 84).

4.2. Mehanizam pozitivne povratne sprege u progresiji osteoblasti¢nih

metastaza

Nasuprot sveprisutnim opisima pozitivne povratne sprege u osteolitiénim metastazama,
malo je govora, o takvim procesima u osteoblasticnih metastaza, iako je takav nacin
promatranja siguran gotovo kao 1 onaj u osteoliticnim procesima. Na pocetku razvoja
metastatske bolesti u kostima tumorske stanice luce tvari koje poticu aktivnost osteoblasta
(opisani u prethodnom tekstu). Odgovor osteoblasta je stvaranje novog kostanog tkiva, §to bi u
iskljucivo toj aktivnosti ubrzo fizicki ogranicilo razvoj tumorskih stanica, 1 iako je primjecen
sporiji razvoj osteoblati¢nih metastaza u usporedbi s osteolitickim, teorijski i prakti¢no je
utvrdeno da nije samo osteoblasti¢na aktivnost prisutna. Povecavajuci osteoblasti¢nu aktivnost,
istovremeno se povecava i aktivnost osteoklasta (RANKL/RANK sustavom, CCL2, IL-6), te je
istovremeno prisutna i razgradnja kostanog matriksa $to dovodi do oslobadanja ¢imbenika rasta
iz razgradene kosti kao i kod osteoliti¢nih metastaza (82, 85). Specefi¢nim obrascem izlucivanja
tvari tumorske stanice poti¢u aktivnost osteoblasta, ali i aktivnost osteoklasta, no rezultantna

je aktivnost izraZzena kao stvaranje koStanog tkiva (82). Imajuci taj zbirni opis na umu, mogu
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se opisati dva kraka povratnog poticajnog djelovanja na tumorske stanice koji zatvaraju krug
pozitivne povratne sprege. Jedan posljedica razgradnje djelovanjem osteoklasta, a drugi
djelovanjem c¢imbenika iz osteoblasta. RANKL kojeg luce osteoblasti djeluje 1 na tumorske
stanice tumora prostate putem RANK-a. Kostani morfogenetski proteini (BMP) luceni iz
osteoblasta takoder imaju stimulativni uéinak na same tumorske stanice (82). Tako circulus

vitiosus i ovdje sudjeluje u samopojacanju tumorskog procesa.

1. BMP 6,7,4, IGF-1, PDGF, FGF, 2. BMP 6, RANKL 3. RANKL, CCL2, IL-6
VEGF, ET1, Wnt 3a, 7b, 10b,
PSA, uPA
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Slika 4. Medudjelovanje tumorskih stanica i koStanog tkiva pri osteoblasticnim metastazama
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5. Rani razvoj koStanih metastaza

Do sada opisani mehanizmi, a koji se ticu koStanog tropizma tumorskih stanica i
mehanizama djelovanja uspostavljenih metastatskih zariSta u kosti, fragmenti su jedinstvenog
patogenetskog tijeka koji zapocinje na mjestu primarnog tumora, a zavrSava potpuno
uspostavljenim sustavom metastaza u kostima. Zbog prakticnosti prikaza i jasnoc¢e kazivanja,

tek sada Ce ti opisani mehanizmi biti uklopljeni u Siru, potpuniju sliku cjelovitog procesa.

Tumorske stanice koje se nalaze u cirkulaciji nazivaju se cirkuliraju¢e tumorske stanice.
Njihov nastanak rezultat je zbira procesa na mjestu primarnog tumora a koji ukljucuje promjenu
svojstava tumorskih stanica koja se naziva epitelno-mezenhimska tranzicija, i podrazumijeva
smanjenje izrazaja epitelu karakteristicnih molekula (klaudin, citokeratin, E-kadherin), a
povecanje izraZzaja mezenhimalnim stanicama karakteristi¢nih molekula (N-kadherin, vimentin,
fibronektin, aktin). Na tom mjestu takoder sudjeluju i brojni enzimski sustavi koji omogucéuju
tumorskim stanicama ulazak u cirkulaciju (86, 87). Iako se te cirkuliraju¢e tumorske stanice
mogu otkriti u uzorcima periferne krvi i smatraju se loSim prognostickim ¢imbenikom, imaju
veliki, za sada jo§ neiskoriSten, potencijal u analizi tumorskih osobina (88). Tumorske stanice
koje su prevladale sve prepreke od mjesta primarnog tumora do ciljnog organa (lokalnu
invaziju, intravazaciju, preZivljavanje u cirkulaciji, zaustavljanje u mikrocirkulaciji,
ekstravazaciju), a jo$ nisu uspostavile svoje djelovanje na tom udaljenom mjestu nazivaju se
diseminirane tumorske stanice. Njihov nalaz u kostanoj srzi dokazan je kao lo$ prognosticki
¢imbenik s obzirom na stvaranje koStanih metastaza, ali samo u tumorima dojke i prostate, a ne
u drugim tumorima (89, 90). Ti nalazi upuc¢uju da iako je diseminacija u kostano tkivo nuzan
dogadaj za razvoj kostanih metastaza, on nije odlucujuéi. Dakle termin diseminirane tumorske
stanice nije istoznacan terminu mikrometastaze, pogotovo kada se uzme u obzir da je smjestaj

cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u kostano tkivo (no ne i u pluc¢a i mozak) vrlo vjerojatno
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pasivan proces, zbog ve¢ opisanih karakteristika kostanih krvnih Zzila, pa sam nalaz tumorskih
stanica u koStanoj srzi, koji ih svrstava u skupinu diseminiranih tumorskih stanica, ne implicira
Sirenje tumorske bolesti na kosti. Tu tvrdnju podupire i ¢injenica da €ak 32% pacijenata u
vrijeme operacije primarnog kolorektalnog karcinoma ima diseminirane tumorske stanice u

kostanoj srzi, a razvoj metastatske koStane bolesti je vrlo rijedak dogadaj za tu bolest (91).

Treba spomenuti i vaznost karcinomskih mati¢nih stanica. Smatraju se podskupinom
diseminiranih mati¢nih stanica, koje karakterizira niska mitotska aktivnost, otpornost na
kemoterapeutike ali i ishodisni klon stanica od kojih nastaju svi brzodijele¢i raznoliki klonovi
tumorskih stanica (92). Postoje i u epitelnom i u mezenhimalnom obliku §to podrazumijeva da
je 1 mezenhimsko epitelna tranzicija jedan od procesa koji se odigrava u kostanoj srzi, a
posreduje aktivaciju karcinomskih mati¢nih stanica (93). ldentificirane su u progresiji brojnih
tumora, pa tako i tumora dojke i prostate, a prepoznaju se po adhezijskoj molekuli CD44 (94),

a karakterizirane su visokim izrazajem Oct4, SOX2, NANOG, KIf4 transkripcijskih faktora.

Budu¢i da svi terapijski modaliteti dosad u lijecenju koStanih metastaza nisu pokazali
zeljene rezultate pozornost je usmjerena na ovo, u razli¢itih tumora razlicito, razdoblje izmedu
pojave diseminiranih tumorskih stanica u kosti i klini¢ki izraZzenih koStanih metastaza. To
razdoblje ukljucuje razdoblje ,,uspavanosti tumorskih stanica (engl. tumor cell dormancy) i

razdoblje aktivacije 1 progresije bolesti u klininicki zamjetljive koStane metastaze.

U svakom preciznijem razmatranju koStanog tkiva, a posebice koStnih metastaza
potrebno je definirati pojam niSe, a to je lokalni tkivni mikrookoli$ koji odrzava i regulira jedan
ili viSe tipova maticnih ili progenitorskih stanica. Budu¢i da je koStana srz vrlo dugo poznata
po veéem broju takvih tipova stanica postojanje takvog mikrookolisa je sigurno, te razlikujemo
perivaskularnu i endostealnu nisu. Perivaskularna niSa smjestena je u neposrednoj okolini
kostanih sinusoida, a naseljena je sinusoidalnim endotelom, pericitima, hematopoetskim

mati¢nim stanicama, stromalnim stanicama koStane srzi, retikularnim stanicama (CAR stanice)
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te drugima, a biokemijski je karakterizirana visokim sadrzajem CXCLI12 kemokina.
Endostealna niSa smjeStena je u neposrednoj blizini povrSine mineraliziranom koStanog
matriksa, a u njoj osim stromalnih stanica koStane srzi, obitavaju 1 osteoklasti i razliciti razvojni
stadiji osteoblasta. Takoder je mjesto ranog razvoja stanica limfoidne loze. Takva podjela ne
uvjetuje iskljuciv smjestaj tumorskih stanica u jednu od navedenih ve¢ upucuje na raznolikost
¢imbenika koji djeluju na tumorske stanice, odnosno na razlicitost mikorokolisa koji djeluje na

stanice smjeStene u kostanoj srzi (95).

5.1. Mehanizmi ,,uspavanosti tumorskih stanica

Stanje ,,uspavanosti“ tumorskih stanica opisuje stanice u GO/G1 fazi stani¢nog ciklusa
(96). To stanje karakterizirano niskom metaboli¢kom aktivno$¢u omogucuje razvoj metastatske
bolesti mnogo godina od razvoja primarnog tumora, a u isto vrijeme prilagodbu i otpornost na
kemoterapeutike, odnosno zasti¢enost tumorskih stanica od lije¢enja ali i od imunosnog sustava
je 1. Mikrookoli§ koStanih niSa modulira aktivnost tumorskih stanica, takoder moguc¢ je 1
odgovor 2. Karakteristike primarnog tumora odreduju stanje ,,uspavanosti bez obzira na ciljni
organ, i 3. Stanje ,,uspavanosti‘ ovisi o vremenu odvajanja stanica od primarnog tumora buduci
da se kroz vrijeme mijenjaju karakteristike tumorskih stanica (97). Takoder se pod tim pojmom
osim ove ,,uspavanosti“ u uzem smislu (stanice u GO ili G1 fazi, stani¢na ,,uspavanost), cesto
susre¢u jo$ dva procesa stagnacije tumorskog rasta: takozvana angiogena ,,uspavanost® pri
kojoj je metastatska tumorska masa stalnog broja stanica i volumena zbog ravnoteze izmedu
novonastalih stanica djeljenjem i propadanja stanica zbog nedostatne proziljenosti i imunoloska
,uspavanost™ zbog ravnoteze izmedu novonastalih stanica i stanica uniStenih imunoloskim

sustavom (98).
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Pri promatranju ,,uspavanih® stanica, jedan obrazac unutarstani¢nog signaliziranja jest
iznikao kao zajednicki, a to je specificna ravnoteza izmedu dva signalna puta. Jedan je p38a/p
MAPK signalizacija, a drugi je ERK MAPK signalizacija. U ,,uspavanih“ stanica prevagu
odnosi p38 MAPK aktivnost, a ERK MAPK put je inhibiran i obratno za aktivne tumorske
stanice. p38 MAPK signalni put kona¢no djeluje na stani¢ni ciklus inhibicijom CDK4,
aktivacijom p16 i p53 (98, 99). JNK signalni put moze djelovati dvojako na ,,uspavanost™
tumorskih stanica, te iako je pokazana kao proliferativni ¢imbenik, i za ,,uspavanost* potrebna
aktivacija (100, 101). Takoder MKK4, uzvodni ¢imbenik od p38 u MAPK signalnom putu je
dokazani poticatelj ,,uspavanosti“ (102). Uz djelovanje p38, u regulaciji uspavanosti vaznu
ulogu ima i jezgreni hormonski receptor i transkripcijski regulator NR2F1, koji aktiviraja brojne
transkripcijske faktore NANOG, SOX2, SOX9, RARP a ¢ijim se djelovanjem, posredovano
inhibitorima o ciklinu ovisnih kinaza p15, p16, p27, u stanicama pokre¢u transkripcijski
programi ,,uspavanosti‘. U¢inak tog transkripcijskog regulator ¢ini se da obuhvaca epigenetske

mehanizme pomjene ekspresije gena, a isto tako i snizenu aktivnost myc onkogena (97, 103).

U trenutku ekstravazacije, tumorske stanice mezenhimalnog fenotipa prolaze kroz
perivaskularnu, a zatim i1 endostealnu niSu. Budu¢i da su te niSe bogate ¢imbenicima koji
reguliraju fenotip hematopoetskih mati¢nih stanica, tumorske stanice postaju izloZene tim
¢imbenicima 1 same reagiraju vrlo sli€no stanicama koStane srzi. Jedan od tih ¢imbenika je
specificni protein 6 za regulaciju rasta stanica (GAS6), kojeg luce osteoblasti. Veza izmedu
tumorskih stanica i1 osteoblasta posredovana aneksinom II, poti¢e ekspresiju tirozin kinaznih
receptora AXL, Sky, Mer na tumorskim stanicama, ¢iji je ligand upravo GAS6. na taj nacin
osigurana je signalizacija GAS6/AXL koja je dokazani inicijator ,,uspavanosti® tumorskih
stanica (104, 105). Uz GAS6 u kostanoj srzi luce se i TGF-P2 i trans-retinoi¢na kiselina (atRA),

te BMP 4 i BMP 7. Svi oni imaju dokazano potic¢uce djelovanje na p38 MAPK signalni put te

tako djeluju na tumorske stanice inducirajuéi ,,uspavanost* (106, 107). Ovi ¢imbenici imaju
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prevladavaju¢u ulogu u djelovanju na tumorske stanice smjeStene u endostealnoj nisi, no
postoje i mehanizmi koji pospjesuju ,,uspavanost i u perivaskularnoj nisi. Miruju¢i endotel luci
trombospondin 1, koji inducira program ,,uspavanosti‘ u tumorskim stanicama, a proliferirajuci
endotel Iu¢i TGF-B1 i periostin koji uzrokuju aktivaciju tumorskih stanica. Tako stanice
smjesStene u perivaskularnoj nisi dobivaju signale koje ih usmjeruju u ,,uspavanost” ili

metaboli¢ku i mitotsku aktivnost (108).

Uz ve¢ spomenute nadine prekidanja ,,uspavanosti“ putem TGF-f1 i periostina iz
pupajucih krvnih zila, VCAM-1 ima odlucujucu ulogu. Njegova ckspresija potaknuta je
djelovanjem NFkB, ¢ija je aktivnost stimulirana djelovanjem RANKL-a, PTH(rP)-a, IL-6.
Inerakcija VCAM-1 i integrina os4P1 na prekursorima osteoklasta te tako promoviraju
osteoklastogenezu (109). Takoder su vazni i enzimski sustavi koji oslobadaju ¢imbenike rasta
iz ko$tanog matriksa kao §to je ADAMTS1 i MMP1 (110). Sli¢nu ulogu ima i MMP7 djelujuci
stabiliziraju¢ée na RANKL (111). Tumorske stanice lu¢e i heparanazu koja nepoznatim
mehanizmom promice osteoklasti¢nu aktivnost (112), a hipoksijom induciran izrazaj lizil
oksidaze moze, osim $to djeluje na strukturu kolagena u izvanstani¢cnom matriksu, i nezavisno
od toga potencirati osteoklasti¢nu aktivnost (113). Osteoklastogeneza potice reaktivaciju
,uspavanih* tumorskih stanica te progresiju metastatskog procesa kroz ve¢ opisane mehanizme.
Dakle, boravak tumorskih stanica u perivaskularnoj nisi s miruju¢im endotelom i endostealnoj
nisi bez resorptivnih procesa pogoduje stanju ,,uspavanosti®, a pupanje endotela 1 pospjesena
resorpcija kosti posredovana tumorskim stanicama ili fizioloSkim mehanizmima prekida to

stanje te dovodi do napretka metastatskog procesa.
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Slika 5. Shema dijela mehanizma pokretanja ,,uspavanosti“ tumorskih stanica

5.2. Uloga miRNA u kostanim metastazama

Od mnostva podskupina RNA u stanici u ovoj tematici isti€u se mikro RNA (engl.
microRNA, miRNA). Biologija tih RNA molekula pokazala se kao vrlo vazan ¢imbenik u
regulaciji izraZaja proteina na viSe razina. To su male (oko 22 nukleotida dugacke) RNA koje
se u citoplazmi vezu za mRNA te koc¢e njihovu translaciju u proteine i/ili ih usmjeravaju u
razgradnju. Procjenjuje se da je oko 30% protein kodiraju¢ih gena, odnosno njihove mRNA,
kontrolirano na neki nac¢in nekom od mnogobrojnih miRNA (114). kodiraju¢e sekvence za
miRNA smjeStene su uglavnom u nekodiraju¢im djelovima DNA gdje takoder podlijezu
preciznoj regulaciji transkripcije svim uobifajenim mehanizmima. Nakon transkripcije

podvrgnute su strukturnoj prilagodbi u jezgri posebnim enzimom (Drosha) tvoreéi strukturne
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motive slicne ukosnici (hairpin), zatim su transportnim sustavom premjestene u citoplazmu
gdje su ponovno stukturno modificirane drugim enzimskim sustavom (Dicer). U citoplazmi se
vezu za ciljane mRNA po principu djelomi¢ne podudarnosti sekvenci, te tvore strukturne oblike
nazvane RISC (engl. RNA-induced silencing complex) koje sprjecavaju translaciju (115).
Sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta, diferencijacije, apoptoze i odgovora na stres. Djeluju po

nacelu tkivne specifi¢nosti i pleiotropnosti u¢inaka (116).

U biologiji tumora miRNA su otkrivene u podlozi brojnih procesa: regulaciji
protoonkogena i tumor supresijskih gena, regulaciji epitelno mezenshimske tranzicije te
komunikaciji izmedu tumorskih i tkivnih stanica putem egzosoma. Tako je primjerice u
tumorima dojke pokazana veza izmedu miR-10a i miR-10b i koStanih metastaza iako nije to¢no
utvrdena njihova ciljna miRNA. S druge strane je utvrdeno da su te miRNA regulirane od
transkripcijskog faktora RUNX2, a miR-10b od transkripcijskog faktora TWIST1. Dakle
miRNA jest dio regulacijskih mehanizama poznatih u¢esnika u metastatskom procesu, kao ova
dva navedena (117, 118). Nadalje utvrdeno je i da je izrazaj miR-135 i miR-203 povezan sa
smanjenom ekspresijom RUNX2 u metastatskim tumorima dojke, a takoder i potencijalnu
terapijsku primjenu tih miRNA u zaustavljanju progresije primarnog tumora i koStanih
metastaza (taipaleenmaki2015). Ovo su samo pokazni primjeri brojnih identificiranih miRNA
koje poticu procese kostanih metastaza (120), no isto tako postoje i miRNA koje su povezane

cilj RANKL (122).

Osim djelovanja miRNA unutar tumorskih stanica, postoji i proces prijenosa miRNA iz
tumorskih u netumorske stanice putem egzosoma. Egzosomi su kuglasti membranski mjehurici
u promjeru veliki 40-100 nm. U sastavu membrane imaju brojne fuzijske proteine (kao Rab
GTPaze, koneksini), HLA molekule razreda I i 1l i brojne druge transmembranske protein.

Nastaju iz unutarstani¢nih endosoma 1 treba ih razlikovati od drugih secerniranih lipidnih
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mjehuri¢a mikrovezikula i ektosoma (123). Tako se egzosomi izluceni iz tumorskih stanica
karcinoma dojke spajaju s endotelnim stanicama te u njih unose miR-105 koja smanjuje
ekspresiju proteina u sastavu cvrstih spojeva ZO-1 te na taj nafin smanjuju povezanost
endotelnih stanica krvnih zila 1 olakSavaju prolaz tumorskih stanica kroz stijenku krvne zile
(124). Jos je jedan primjer miR-122 preneSena egzosomima iz tumorskih stanica metastaza u
stanice niSe koja umanjuje koli¢inu piruvat kinaze M2, smanjuje izrazaj GLUT]1 transportera te
na taj nacin osigurava metabolicko prvenstvo i obilje supstrata za tumorske stanice (125).
Egzosomi daju jo$ jednu zanimljivu dimenziju razumijevanju procesa razvoja metastaza te

potencijalnu terapijsku moguénost u buduénosti.

5.3. Utjecaj imunosnih stanica

Odnos izmedu tumorskih stanica i stanica imunoloSkog sustava je viSestran i ima veliku
ulogu u kontroli razvoja koStanih metastaza. Tumorske stanice proizvode veliku koli¢inu
antigena koje obraduju i1 prezentiraju dendriticke stanice, te u suradnji s citotoksi¢nim i
pomagackim T limfocitima pokre¢u odgovor protiv tumorskih stanica. One tumorske stanice
koje izbjegnu djelovanju citotoksi¢nih T limfocita, podlozne su djelovanju NK stanica. Unato¢
tom naizgled u¢inkovitom sustavu, koji doista eliminira veliki broj tumorskih stanica, taj odnos

ima i drugu stranu koja dopusta razvoj tumorskog procesa (126, 127).

Djelovanje tumorskih stanica na dendriticke stanice usmjerva ih u regulacijski fenotip
¢ijim su djelovanjem zahvaceni i limfociti T. Tumorske stanice lu¢e TGF-B i PGE2, koji u
dendriti¢kim stanicama pokrecu izlu¢ivanje brojnih ¢imbenika, kao $to su VEGF, IL-10, NO,
TGF-B, arginaza 1. Ti ¢imbenici djeluju na CD4+ i CD8+ limfocite T te umanjuju njihovu
funkciju (127, 128, 129). Uloga makrofaga u interakciji s tumorskim stanicama mnogo je
opisivana. Vazna je polarizacija makrofaga u M1 populaciju koja se smatra zasluzna za

protutumorski u¢inak makrofaga, a lu¢i IL-12, i M2 populaciju, koja se jos i naziva tumorima
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pridruzeni makrofazi, a koji lu¢e pretezno IL-10, te potic¢u tumorsku progresiju (130). veza
izmedu tumorskih stanica i monocita/makrofaga posredovana je VCAM-1/a4 integrin parom i
CCL2/CCR2 kemokinom i kemokinskim receptorom. CCL2 kemokin djeluje kemotakticno na
CCR2+ monocite te pogoduje infiltraciji makrofaga u masu tumorskih stanica, a VCAM-1 u
vezi s a4 integrinom pokreée u tumorskim stanicam posredstvom PI3K-AKT signalnog puta
antiapoptotski u¢inak (131, 132). U odnosu s tumorskim stanicama su i supresijske stanice
mijeloidnog porijekla (MDSC). Te stanice se u fizioloSkim uvjetima difeenciraju u dendriticke
stanice, makrofage i granulocite, a u tumorskoj okolini u osteoklaste ili u stanice sa
supresijskom ulogom koje suprimiraju funkciju T limfocita (133). Tumorske stanice koje luce
GM-CSF, G-CSF, IL-6 pospjesuju stvaranje MDSC iz mati¢nih stanica u kostanoj srzi (134).
Te stvorene MDSC stvaranjem arginaze I suprimiraju djelovanje citotoksi¢nih T limfocita, a 1
pospjesuju diferncijaciju Treg populacije limfocita (135). GM-CSF koji lu¢e tumorske stanice
potice i stvaranje onkostatina M kojeg stvaraju neutrofili, a koji poti¢e diferencijaciju
osteoklasta, pa tako i neutrofili imaju ulogu u razvoju kosStanih metastaza (136). Ve¢ spomenuti
Treg limfociti imaju inhibitorno djelovanje na NK stanice §to ima vaznu ulogu u pocetnoj
migraciji tumorskih stanica budué¢i da NK stanice imaju vaznu protutumorsku ulogu (137). U
kostanim metastazama primjecena je i prevaga Th17 nad Thl limfocita. IL-17 posredstvom
RANKL/RANK sustava povecava stvaranje osteoklasta. IL-17 takoder pospjeSuje rast
tumorskih stanica tumora prostate (138, 139). Uobi¢ajeno NK stanice vezu se za tumorske
stanice preko NKR/NKR-L i TRAIL/DR4 parova §to pokrece apoptozu u tumorskim stanicama,
no u tumorskim stanicama postoji sustav koji ometa to djelovanje a to je izrazaj C2GnT (engl.

Core2 -1,6-Nacetylglucosaminyltransferase) sto predstavlja lo§ prognosticki ¢imbenik (140).
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6. Klinic¢ki primjenjene spoznaje

Kostane metastaze iziskuju znacajne napore u lijeCenju pacijenata s tumorskim
bolestima. One su klinicki vrlo problemati¢ne, postaju¢i nakon uklanjanja primarnog tumora
glavni izvor poteskoc¢a uzrokujuéi bol, oteZzanu pokretljivost, patoloske frakture, kompresiju
spinalne mozdine, aplaziju ko$tane srzi i hiperkalcemiju (141). Zbog toga je razumijevanje
mehanizama kao zahvatnih mjesta potencijalnih terapijskih sredstava vrlo izraZzen motiv
istrazivanja tumorske biologije i1 jasno postavljen cilj. Medutim, rezultati su jo§ uvijek

ograni¢eni na ublaZzavanje simptoma i usporavanje napretka bolesti te nisu ljecidbeni.
6.1. Registrirane terapijske opcije

Bisfosfonati su analozi pirofosfata s visokim afinitetom vezanja za kalcij, odnosno za
hidroksiapatit, pogotovo u tijeku pregradnje. Djeluju poglavito na osteoklaste izazivajuci
inhibiciju njihova metabolizma i apoptozu. Tocan mehanizam ovisi o gradi. Bez dusi¢ni
bisfosfonati (kao $to je klodronat) su metabolizirani u analoge ATP-a koji inhibiraju
mitohondrijsku adenin nukleotid translokazu te na taj nacin izazivaju apoptozu poremecejem
energijskog metabolizma na razini mitohondrija. Dusi¢ni bisfosfonati (npr. alendronat,
ibandronat, zoledronat) inhibiraju farnezil pirofosfat sintazu, a to sprjeavajuci prenilaciju
proteina i nakupljanjem uzvodnih enzimskih supstrata takoder izaziva apoptozu (142). Unato¢
optere¢uju¢im nuspojavama, bisfosfonati su jo$ uvijek vrlo zastupljena terapijska opcija i
pokazuju ucinak smanjivanja klinickih manifestacija bolesti, smanjivanja broja metastaza i

smanjenog proziljenja tumorske mase u kostima (143, 144).

Zbog vrlo vazne i ve¢ vrlo dugo poznate uloge RANKL/RANK sustava u djelovanju
kostanih metastaza, u razvoju terapije za koStane metastaze razvila se strategija inhibicije tog

sustava. Budu¢i da je RANK vrlo rasiren u organizmu, paznja je usmjerena na razvoj molekula
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koje ciljaju RANKL. Isprva je stvorena OPG-Fc molekula, no zbog njenih antigenskih
svojstava razvijeno je ljudsko monoklonalno protutijelo ciljano na RANKL (kao Sto je
denosumab) (145). 1gG2 protutijelo denosumab inhibira osteoklastogenezu i aktivnost
osteoklasta te umanjuje resorpciju kostanog tkiva. U koStanih metastaza tumora dojke i prostate
denosumab se pokazao ucinkovitijim od zolendronata u odgadanju prvih klinickih
manifestacija tumorske bolesti, a u ostalih tumora se pokazao neinferiornim (146). buduci da je
RANK receptor takoder izrazen i na ranim stadijima tumorskih stanica predlozena je i

mogucnost kemoprevencije karcinoma dojke u Zena s potvrdenom BRCA1 mutacijom (147).

S obziroma na djelovanje RANKL-a, M-CSF-a, TNF-a, ¢ije djelovanje posreduje
MTOR, inhibitori mTOR-a su svrstani u terapijske strategije za kostane metastaze. Inhibicija
MTOR-a uzrokuje povecanu ekspresiju OPG-a, apoptozu osteoklasta te vjerojatno pospjesuje
diferencijaciju osteoblasta (148, 149). Buduci da im je djelovanje ispitano ve¢inom kao dodatak
bisfosfonatima, tako je njihova primjena rezervirana za uznapredovale stadije tumorskih bolesti

(150).

Upotreba radijacije u lije€enju tumorskih metastaza obuhvaca, osim klasi¢nih protokola
zracenja koji su rezervirani za lokalizirane procese zbog teSkih nuspojava, upotrebu
radionuklida. B emitirajuci radionuklidi stroncij-89 i s bisfosfonatom konjugirani samarij-153,
zbog Sirokog pojasa djelovanja B Cestica imaju znacajne nuspojave, te je njihova upotreba
ograni¢ena na palijtivne sluCajeve. Radij-223 je a-emitirajué¢i radionuklid, te je zbog manje
prodornosti, a viSe energije o Cestica, pogodniji za sigurniju upotrebu. Ucinak radionuklida
posljedica je dvostrukih lomova DNA, koji se akumuliraju do letalne doze za izloZene stanice

(151).
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6.2. Terapijske opcije u razvoju

Za funkciju osteoklasta od velike je vaznosti cisteinska proteaza katepsin K, koja u
prisutnosti niskog pH razgraduje mineralizirani koStani matriks. U nastojanju sprjecavanja
kostane resorpcije razvijeni su inhibitori katepsina K dutacatib, odanacatib, balicatib. lako su
neke studije pokazale ucinkovitost u inhibiciji koStane resorpcije, neke su studije prekinute

zbog loseg sigurnosnog profila tih tvari, ipak terapijski cilj jo$ uvijek postoji (150, 152).

Protoonkogen c-Src (tirozin kinaza) je takoder identificiran kao terapijski cilj, zbog
svoje uloge u diferencijaciji osteoklasta. U istrazivanju su bosutinib, dasatinib, ponatinib,
vandetanib. Zbog strukturne sli¢nosti sa brojnim drugim protein kinazama, odnosno krizne
aktivnosti, spektar djelovanja tih lijekova je doista Sirok te su ukljuéeni u istrazivanja u sklopu

razli¢itih tumorskih bolesti (153).

Protutijela specifi¢na za sklerostin su jo$ jedan moguci terapijskoi cilj. Sklerostin luce
brojne tumorske stanice kao stanice tumora dojke i multiplog mijeloma te preko njegovog
djelovanja inhibiraju osteoblaste. On je Wnt inhibitor ¢ijim se djelovanjem utiSavaju kanonski
putevi Wnt signalizaciji. Buduc¢i da je Wnt signalizacija modulirana od brojnih ¢imbenika u
patogenezi koStanih metastaza, a djelovanje Cesto ima dvojake konotacije, oprez pri
farmakoloskom djelovanju je vrlo izrazen (154). Protutijela sprecifi¢na za DKK1, jo$ jedan
Whnt inhibitor, su isto tako u istrazivanju kao terapijsko zahvatno mjesto u metastatskoj bolesti

kostiju (155).

MET (c-Met) ili HGFR inhibitor cabozantinib (takoder inhibira i VEGFR2, AXL, KIT,
RET), je proucavan kao inhibitor angiogeneze 1 tumorskog rasta u mnogim tumorskim

bolestima. Djeluje takoder i na kostanu pregradnju pogodujuéi osteoblasti¢noj aktivnosti (156).
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7. Zakljucak

Raznovrsni mehanizmi pridonose razvoju koStane metastatske bolesti. Njihovo
razumijevanje uvelike nadmasuje raspolozive terapijske opcije. Ta ¢injenica pones§to govori o
ukupnoj nedostatnosti razumijevanja tih procesa, koje nam nije u stanju podariti dovoljno
ucinkovito oruzje protiv tog stanja. Imajuci to na umu predstoji ostvariti jo§ znacajan napredak
tumorske biologije. Osobito znacajna se u ovom trenutku ¢ini problematika karcinomskih
maticnih stanica, odnosno potpuno razumijevanje mehanizama ,,uspavanosti i ranih faza
razvoja metastaza — konceptualno odlucuju¢e u zasijavanju ko$tanog tkiva tumorskim
stanicama, koje od tog trenutka nadalje ostvaruju otpornost na dosadasnje nacine lijecenja te se
nakon razdoblja naizgledne odsutnosti tumorske bolesti pokrenu u razaraju¢em zacaranom

krugu.
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