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1. RAK- KOMPLEKSNA GENETIĈKA BOLEST 
 

Prema izvješću Svjetske zdravstvene organizacije, rak je drugi po redu uzroka smrti u 

svijetu. Upravo ta kompleksna genetska bolest 2018. godine uzrokovala je smrt oko 9,6 

milijuna ljudi. Gledajući na svjetskoj razini uzrok smrti 1 od 6 ljudi je upravo rak (WHO).  

Rak je bolest koju karakterizira ubrzana i nekontrolirana proliferacija stanica koje 

imaju mogućnost širenja po čitavom organizmu. Onkogeni su geni koji u pretjeranoj 

ekspresiji dovode do maligne transformacije stanica. Uglavnom su to mutirane verzije 

normalnih staničnih gena (protoonkogena) zaduţenih za kontrolu stanične diobe, inhibiciju 

apoptoze i diferencijaciju. Proteini eksprimirani od strane onkogena imaju ulogu u signalnoj 

transdukciji ili pak kao transkripcijski faktori aktivirani tim procesom. Signalna transdukcija 

je proces u kojem stanica signal koji primi prevodi u promjenu genske ekspresije koja 

rezultira staničnim odgovorom (Jackson i sur., 2018). Prvi dokaz da su onkogeni usko 

povezani s nastankom tumorskih tvorbi dao je pokus prijenosa gena Coopera i Weinberga 

1981.godine.  

Osim onkogena glavnu ulogu u nastanku raka imaju i tumor-supresorski geni, točnije 

njihova inaktivacija čime dolazi do prestanka regulacije stanične diobe. Inaktivirani tumor-

supresor geni prisutni su kod svih oblika raka. Gubitak funkcije dogaĎa se uslijed mutacije 

bitne regije proteina ili prestankom ekspresije (Jackson i sur., 2018). Dva tumor-supresorska 

gena kodiraju retinoblastoma (RB) i TP53 proteine koji djeluju kao kontrolne točke i 

reguliraju staničnu proliferaciju ili pokreću programiranu staničnu smrt (Hanahan i Weinberg, 

2011).  

Kako bi se podrţao rast tumora i njegovo metastaziranje, stanice raka imaju 

sposobnost angiogeneze tj. stvaranja novih krvnih ţila što zadovoljava potrebu tumorskih 

stanica za kisikom i hranjivim tvarima. Tijekom nekontrolirane proliferacije angiogeneza je 

gotovo uvijek aktivirana (Hanahan i Folkman, 1996). Mutacija protoonkogena i tumor 

supresor gena kao posljedica epigenetskih promjena dovodi do neprirodnog slaganja 

kromatina i netočne ekspresije više različitih gena (Jackson i sur., 2018).  
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2. ŠTO JE GENSKA TERAPIJA 
 

Genska terapija je postupak unošenja gena, genskih segmenata ili oligonukleotida 

modificirajući stanice raka s ciljem liječenja bolesti. Geni koji nose informaciju stvaraju 

protein koji se eksprimira unutar stanice. Napredak genske terapije usmjeren je na somatske 

stanice što osigurava da se genetske modifikacije ne prenose na potomstvo. Ključni elementi 

genske terapije su materijal koji se prenosi, metoda prijenosa i tip ciljane stanice na koju 

djeluje terapeutski gen (Davila i Enciso, 2011).  

Genska terapija ima dva pristupa: in vivo i ex vivo (Slika 1). Kod in vivo pristupa 

djeluje se direktno na ciljane stanice injektiranjem vektora koji sadrţi terapeutski gen. U ex 

vivo pristupu prikupljene stanice tumora se uzgajaju u kulturi pod kontroliranim uvjetima te 

genetski modificiraju uvoĎenjem novog gena u genom stanice te se takve vraćaju u pacijenta 

(Amer, 2014). 

 

 

Slika 1. In vivo i ex vivo strategija za unos gena. Na lijevoj strani je in vivo ili direktni unos 

koji uključuje terapeutski gen direktno injektiran u pacijenta. Na desnoj strani je ex vivo pristup u 

kojem su stanice tumora sakupljene, uzgojene u kulturi i genetski modificirane unošenjem novog gena 

i vraćene u pacijenta (Preuzeto iz Zwaka, 2009). 
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Prednost ex vivo pristupa je mogućnost provjere učinkovitosti pretvorenih stanica prije 

njihovog unosa u pacijenta. Iako je manje invazivan i tako prikladniji za liječenje raka, in vivo 

pristup zahtjeva opseţne pretrage kako bi se procijenila učinkovitost i sigurnost transgena 

(van Haasteren i sur., 2018). Tehnika koja se najčešće koristi u genskoj terapiji je 

rekombinantna DNA tehnologija. Temelji se na unosu gena od interesa u vektor, koji  moţe 

biti virusni ili ne virusni te u obliku nanočestica (Goncalves i Paiva, 2017).  
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3. SUSTAV ZA PRIJENOS GENA KOD GENSKE TERAPIJE 
 

Virusni i ne virusni vektori zasluţni su za uspjeh genske terapije. Unosom DNA i 

RNA posredstvom vektora u stanice pacijenta provedeni su brojni klinički pokusi sa znatnim 

uspjesima za gensku terapiju (Keeler i sur., 2017). Nukleinska kiselina ne moţe sama ući u 

citoplazmu stanice gdje se dogaĎa transkripcija i genomska modifikacija. TakoĎer, nakon 

odreĎenog vremena se raspada i nije funkcionalna. Upravo taj problem rješavaju vektori kao 

sustavi prijenosa gena. Od brojnih vektora upravo virusni vektori su najučinkovitiji za gensku 

terapiju (Lukashev i Zamyatnin, 2016). 

Dva načina kojima transgeni  ulaze u stanicu su transfekcija i transdukcija. Pojam 

transdukcije se odnosi na prijenos genetskog materijala u stanicu posredstvom virusnih 

vektora za razliku od transfekcije koja označava prijenos DNA bez upotrebe virusnog vektora 

(Kantor i sur., 2014). Kako bi metoda za prijenos gena bila uspješna treba biti onemogućena 

razgradnja stranog gena. TakoĎer, vektor se treba ugraditi u stanicu koja je meta genske 

terapije. Naposljetku, ne bi smjelo doći do nikakvih nuspojava (Gao i sur., 2007). 

 

3.1. Virusni vektori 
 

Virusi se odlikuju mogućnošću prijenosa genetskog materijala u točno odreĎene 

stanice te ih to čini povoljnim prijenosnicima u genskoj terapiji (Akbulut i sur., 2015). Mogu 

biti jednolančani ili dvolančani u ovisnosti sadrţe li RNA ili DNA. GraĎa virusa i njegov 

proteinski sloj omogućava mu vezivanje za specifičan receptor i štiti ga od razgradnje 

staničnim enzimima (Amer, 2014). 

Virusni vektori imaju mogućnost pročišćenja, stabilnosti i umnaţanja kako bi se 

modificirani gen ugradio u točno odreĎeno tkivo bez rizika zaraze tim istim virusom (Thomas 

i sur., 2003). Danas postoji veliki broj virusnih vektora.  
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3.1.1.  Retrovirusi 

 

Genetski materijal retrovirusa je ribonukleinska kiselina. UgraĎen u stanicu vrši 

transkripciju pomoću enzima reverzne trankriptaze  kako bi se mogao integrirati (integraza) u 

ciljanu stanicu (Jin i sur., 2008). Iako su prvi upotrebljavani, retrovirusni vektori danas se 

malo koriste u genskoj terapiji. Odlika retrovirusnih vektora je njihova visoka učinkovitost i 

stabilnost kojom se ugraĎuju u stanice domaćina (Edelstein et al. , 2007).   

Prva uspješna genska terapija retrovirusnim vektorima bila je tretman X-vezane teške 

kombinirane imunodeficijencije  (X-SCID), gdje su pokazali mogućnosti, ali i probleme u 

borbi protiv nasljednih metaboličkih bolesti (Anson, 2004). Jedan od glavnih nedostataka 

retrovirusa je enzim integraza koja genetski materijal nasumično rasporedi u genom stanice. 

Moţe se dogoditi da se transgen ugradi blizu staničnog gena te ga na taj način blokira ili 

preekscitira (Martínez i Delgado, 2011). 

 

3.1.2.  Lentivirusi 

 

Lentivirusni vektori su retrovirusi koji sadrţe jednolančanu RNA. Prednosti koje ih 

čine raznovrsnim alatom za prijenos gena su uspješnosti transdukcije i stabilna integracija 

transgena u stanicu sa dugotrajnom genskom ekspresijom (Akbulut i sur., 2015). Lentivirusni 

vektori za razliku od drugih retrovirusnih vektora u mogućnosti su transducirati i stanice koje 

nisu u staničnoj diobi npr. dendritičke stanice (Liechtenstein, 2013).  

Lentivirusni vektori najčešće izolirani iz virusa ljudske imunodeficijencije (HIV) ili 

virusa imunodeficijencije kod majmuna (SIV) sličnih su karakteristika kao onkogeni 

retrovirusi, ali s dodatkom gena koji imaju ulogu u replikaciji virusa. Bitno je uklanjanje 

zaraznih dijelova virusa genetičkim inţenjerstvom kako bi se dobio modificirani lentivirus 

(Breckpot i sur., 2007). 
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3.1.3. Adenovirusi 

 

Adenovirusi su otkriveni u laboratoriju pri pokušaju uzgoja adenoidnog (limfatičnog) 

tkiva (Rowe i sur., 1953). Infekcije adenovirusom su blage, ali kod imunosuprimiranih 

bolesnika mogu biti smrtonosne. Virus izoliran iz majmuna najčešće se koristi za klinička 

ispitivanja i istraţivanja. Ovi virusi ne ugraĎuju vlastitu genomsku DNA u stanicu domaćina 

što umanjuje rizik nastanka mutacija (Zhang i Zhou, 2016). 

Adenovirusni vektori jedni su od najučinkovitijih prijenosnika gena u stanice. Najviše 

korišten vektor je tip 5 (Ad5) (Nicklin i sur., 2005). U usporedbi s drugim virusnim vektorima 

adenovirusni su jako imunogeni te su tako u mogućnosti prouzročiti uroĎene i stečene 

imunološke odgovore u stanicama (Zhang i Zhou, 2016). Mogu dovesti do infekcije stanica 

koje jesu ili nisu u diobi. Rekombinantni adenovirusni vektori zbog svoje velike moći 

transdukcije, transgenske ekspresije i tropizma (sposobnost virusa da se umnoţava samo u 

stanicama odreĎenih tkiva domaćina) imaju široku primjenu. Adenovirusi posredstvom Ad 

proteina ulaze u stanicu vezujući se za koksakivirusni i adenovirusni receptor (CAR). Vezanje 

Ad vektora za CAR receptor odlučujući je faktor za staničnu selektivnost virusa (Ura i sur., 

2014).  

Prvi Ad vektor korišten za klinička ispitivanja je ONYX-015 kojem nedostaje genska 

regija koja kodira za E1B-55K, protein bitan za replikaciju adenovirusa u normalnim 

stanicama. Na taj način infekcija normalnih stanica ovim vektorom dovodi do odgovora p53 

tumor supresor gena koji obustavlja rast stanica i replikaciju. Tumorske stanice nemaju p53 

gen i replikacija se dogaĎa normalno (Ries i Korn, 2002). Ovaj vektor ispitan je za rak 

prostate, gušterače, debelog crijeva i jajnika (Wold i Toth, 2013). 

 

3.1.4. Bakulovirusi 

 

Laka manipulacija, veličina, pročiščavanje i mogućnost unošenja velikih DNA 

segmenata osobine su bakulovirusa. Njihova nemogućnost replikacije u stanicama sisavaca i 

nisko toksično djelovanje na stanice čini ih ozbiljnim kandidatom za prijenos gena (Airenne i 

sur., 2013). Hepatociti su bile prve ne-insektne stanice koje su podvrgnute transdukciji 

bakulovirusima (Hofman i sur., 1995). Aktivacija promotora homolognom regijom u 
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genetskom materijalu bakulovirusa sisavaca jedan je od faktora koji ima utjecaj na uspješnost 

transdukcije i stupanj genske ekspresije (Hu, 2006). 

Autographa californica višestruki je nukleopolihedrovirus (AcMNPV) koji sadrţi 

kruţnu dsDNA u proteinskoj ljusci. Za gensku terapiju od posebne vaţnosti je sposobnost 

AcMNPV-a da izazove imunološki odgovor u stanici domaćina. AcMNPV kao 

antiangiogensko sredstvo koristi se za liječenje raka prostate i jajnika u modelnim 

organizmima (Airenne i sur., 2013). 

 

3.1.5. Herpes-simplex virus (HSV) 

 

Herpes-simplex virus sadrţi dsDNA (150 kb) i kodira za više od 70 gena. HSV je prvi 

virus formiran kao onkolitički vektor u borbi protiv raka (Ma i sur., 2018). Martuza i 

suradnici (1991.) pokazali su kako se herpes simplex virus tipa 1 sa mutacijom u genu za 

timidin kinazu replicira u stanicama raka i kao takav moţe pomoći u liječenju tumora mozga. 

Rekombinantni virus prvotno je napravljen za cijepljenje protiv HSV-1 i HSV-2 dok su tek 

naknadno razmatrani kao sustavi za prijenos gena. Blokiranjem ekspresije virusnog gena u 

ranim stadijima ili korištenjem mutanta kojima nedostaje neurovirulentni gen γ34.5 smanjuje 

se toksičnost herpes simplex virusa (Jacobs i sur., 1999). 

Tri tipa HSV-1 vektora koji se koriste su amplikoni, replikacijski defektni i 

replikacijski kompetentni vektori (Manservigi, 2010). HSV ima znatne prednosti koje ga čine 

dobrim prijenosnim sustavom poput brze replikacije i mogućnosti infekcije više stanica raka 

kao i veliki genom koji se dodatkom transgena lako modificira. Glikoproteini herpes simplex 

virusa mogu se modificirati za pronalazak tumorskih stanica ( Ma i sur., 2018).  

 

3.1.6. Adeno-asocirani virusi (AAV) 

 

Adeno-asocirani virus pripada porodici Parvoviridae i sadrţi jednolančanu DNA 

veliku 4.8 kb. Adenovirusi odlikuju se ovisnošću o drugim virusima pomagačima za 

replikaciju i infekciju- dependovirusi. Jedna od prednosti AAV je da transgen mogu 

integrirati u ljudski kromosom 19 u obliku provirusa za mirovanje u slučaju nedostatka 

pomoćnog virusa (Park i sur., 2008). 
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Od dosad navedenih vektora, AAV je jedan od najbliţih idealnom vektoru iako 

postoje neki problemi poput ograničenog kapaciteta terapeutskog gena, purifikacije i imunosti 

na AAV kod ljudi (Park i sur., 2008). Kako bi se odabrao odreĎeni AAV vektor za prijenos 

gena potrebno je poznavati na koje stanice je usmjerena terapija, sigurnost gena ugraĎenog u 

vektor te korištenje tkivno specifičnih promotora (Naso i sur., 2017). 

Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) protein je koji ima ulogu signalizacije i 

regulacije angiogeneze kod rasta i širenja tumora. U istraţivanju objavljenom 2012. godine 

AAV2 je korišten kao vektor kako bi se postigla dugotrajna ekspresija VEGF-Trap proteina u 

modelnom organizmu. Rezultati su pokazali da se AAV2-VEGF-Trap moţe koristi kao 

inhibitor primarnog rasta tumora dojke i spontanih plućnih metastaza u miša oboljelog od 4T1 

tumora dojke (Lu i sur., 2012).   

 

3.2. Ne virusni vektori: Nanočestice 

 

Čestice veličine 1-100 nm nazivaju se nanočesticama. Interes o upotrebi nanočestica 

kao vektora za gensku terapiju raste iz dana u dan. Jedna od glavnih prednosti ovih 

prijenosnih sustava je efekt poboljšane permeabilnost i retencije (EPR). Taj efekt omogućava 

nanonositeljima akumuliranje u tumorskim tkivima u puno većim koncentracijama nego li 

kod normalnih tkiva. Druga prednost je ta što mogu zaštititi RNAi molekule od razgradnje 

enzimima i imunološkog odgovora. Nadalje, zbog svoje veličine prijenos preko stanične 

membrane je uspješniji u odnosu na druge vektore (Xin i sur., 2017). 

Kationski lipidi, kao na primjer Transfectam i biokompatibilni polimeri korišteni su za 

unutarstanično unošenje nukleinske kiseline zbog njihove djelotvornosti transfekcije i lake 

masovne produkcije. MeĎutim njihov mali kapacitet, niska efikasnost ciljanja gena i 

limitirano in vivo praćenje ograničava njihovu kliničku upotrebu kao ne virusni vektori 

(Mendes i sur., 2017).  Kako ne bi došlo do imunološkog prepoznavanja nanočestica i kako bi 

se duţe zadrţale u krvotoku, predstavljen je proces u kojem nanočestice maskiraju svoju 

površinu sa polietilenglikolnim slojem (Singh i sur., 2018). Nanočestice kao prijenosnici gena 

mogu se svrstati u 3 glavne skupine: anorganske, organske i biološke nanočestice (Slika 2).  
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Slika 2. Podjela nanočestica koje se koriste za dostavu gena. Primjer za metalne nanočestice 

su zlatne nanočestice povezane sa shRNA za utišavanje gena. Ostali primjeri anorganskih nanočestica 

su superparamagnetične ţeljezov oksid nanočestice (SPION), silika nanočestice i ugljikove 

nanocjevčice. U organske nanočestice spadaju liposomi, nanočestice od čvrstih lipida i polimerne 

nanočestice. U biološke nanočestice spadaju egzosomi izlučeni od strane eukariotskih stanica 

(Preuzeto iz Roma-Rodrigues i sur., 2020). 

 

 

3.2.1. Zlatne nanočestice  

 

Anorganske nanočestice (NPs) jedne su od obećavajućih nevirusnih vektora za 

prijenos gena. Zlatne nanočestice nisu toksične su za stanicu, biokompatibilne su, promjenjive 

veličine i izravne djelotvornosti (Patil i sur., 2019). Promjenjiva veličina i ostale 

karakteristike mogu kontrolirati otpuštanje lijekova na različite lokacije (Pang i Liang, 2019). 

Dokazano je kako zlatne nanočestice imaju odgovarajući kapacitet prijenosa kao vektori za 

nekodirajuću DNA i siRNA te se lako ugraĎuju u stanicu i tako omogućuju obustavljanje 

genske ekspresije (Mendes i sur., 2017). Mnoga istraţivanja provedena su korištenjem upravo 

AuNPs pokazavši tako njihovu moć detekcije jako malih tumora što je od velike vaţnosti za 

ranu dijagnozu bolesti (Peng i Liang, 2019). 
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3.2.2. Liposomi 

 

Liposomi su organske nanočestice. Sastoje se od jednoslojnih ili višeslojnih 

fosfolipida koji imaju hidrofobne i hidrofilne interakcije s vodom. Glavne prednosti liposoma 

kao vektora su biokompatibilnost, biorazgradivost, mala veličina i niska toksičnost što ih čini 

uspješnima u terapiji raka (Alavi i sur., 2017). Modifikacije površina liposoma slojem 

polietilenglikola (PEG) čine ih povoljnima za prijenos lijekova. Felgner i suradnici (1987) 

razvili su prijenos gena kationskim liposomima pri čemu dolazi do inhibicije Grb2 proteina i 

smanjenja proliferacije bcr-abl stanica pozitivnih na leukemiju. TakoĎer, Zuo i suradnici 

(2019) su koristili liposome povezane sa EGF proteinom za prijenos p53 tumor supresorskog 

gena u miša s rakom jajnika. 

 

3.2.3.  Egzosomi 

 

Egzosomi su biološke vezikule za prijenos lijekova u terapiji raka.  zbog svoje 

netoksičnosti i neimunogenosti (Mashouri i sur., 2019). Relativno su stabilni vektori, imaju 

mogućnost modifikacije i fuzije s plazma membranama stanica što im omogućava direktan 

ulaz u stanicu. Direktna modifikacija egzosoma moţe se postići lipofekcijom, 

elektroporacijom i inkubacijom. Porozna strukutura egzosoma pogoduje elektroporaciji. 

Interesni lijek zajedno s egzosomima se stavlja u otopinu uz primjenu električnog polja, što 

omogućava lijeku da proĎe kroz njegove pore (Gilligan i Dwyer, 2017). 
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4. MEHANIZMI GENSKE TERAPIJE RAKA 
 

Kad doĎe do prijenosa genetskog materijala u ciljanu stanicu i njegove ugradnje u 

DNK jezgre, uneseni gen moţe izazvati utišavanje, modifikacije, smanjenje količine staničnih 

komponenata ili popravak ciljanog staničnog gena. U ovisnosti o jačini genske ekspresije, gen 

„samoubojica“ (eng. suicide gene) moţe dovesti do smrti stanice i tumorske nekroze ili do 

umanjenog staničnog rasta sa regresijom tumora kao posljedicom utišavanja gena. Promjene u 

genima mogu dovesti do poboljšane reakcije na kemoterapiju ili radijaciju. Popravak ciljanog 

gena moţe spriječiti dodatne komplikacije i malignosti. U budućnosti ove bi se metode mogle 

primijeniti kao prevencija nasljednih malignih oboljenja (Amer, 2014). Trenutna istraţivanja 

imaju naglasak na uvoĎenje gena u tumorske stanice kako bi blokirali ekspresiju onkogena i 

angiogenezu ili potaknuli imunološki odgovor protiv tumorskog tkiva (Akbulut i sur., 2015). 

 

4.1. Utišavanje onkogena 

 

Ciljanje onkogena u središtu je istraţivanja lijekova protiv raka. Tirozin kinazni 

inhibitori onkogena korišteni su za liječenje raznih oblika raka. Strategija utišavanja onkogena 

je usmjerena na inhibiciju gena na mRNA razini. Za utišavanje onkogena (RAS, MYC, BCL-

2) najčešće se koriste mali oligonukleotidi ili RNA inhibitori poput siRNA, shRNA ili 

miRNA (Akbulut i sur., 2015). Postoji povezanost izmeĎu uloge genske ekspresije i apoptoze. 

Različiti tipovi aktiviranih mRNA onkogena mogu biti inhibirani RNAi tehnologijom i 

zaustaviti rast različitih tumora (Xin i sur., 2017).  

MDR1 je gen koji je zasluţan za rezistenciju na tumorsku kemoterapiju. Za promjenu 

ovog gena dvije molekule siRNA konstruirane su kako bi inhibirale MDR1 ekspresiju. siRNA 

par korišten je za liječenje stanica ljudskog raka gušterače i raka ţeluca. Mala interferirajuća 

RNA (siRNA) uspješno je inhibirala 91% MDR1 na razini mRNA i proteina. Smanjena je i 

otpornost na kemoterapijski lijek daunorubicin u oba slučaja bolesti (Nieth i sur., 2003). 

Aktivirana mutacija u RAS onkogenu dovodi do stanične proliferacije i inhibicije apoptoze. 

Sun i suradnici (2009) objavili su istraţivanje u kojem su ciljali RAS onkogen koristeći 

shRNA za liječenje stanica primarnog raka jetre(hepatom) kod ljudi. 
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4.2. Zamjena tumor supresorskih gena 
 

Tumor supresorski geni u normalnim uvjetima inhibiraju staničnu proliferaciju i 

nastanak tumora. Gubitak funkcije tumor supresorskih gena ima vaţnu ulogu u nastanku 

malignih oboljenja stoga su upravo ovi geni meta u genskoj terapiji raka. 

RB1 je tumor supresorski gen inaktivan kod različitih vrsta raka. Ispitivanja su 

pokazala da adenovirusom posredovan (Ad)-RB94 prijenos gena dovodi do potiskivanja rasta 

karcinoma mokraćnog mjehura, glave i vrata, gušterače i  jednjaka u in vitro i in vivo uvjetima 

kod ljudi (Liu i sur., 2015). Drugi bitan tumor supresorski gen je p53. 80-ih i 90-ih godina 

prošlog stoljeća transfekcija ljudskih tumorskih stanica divljim tipom p53 gena uzrokovala je 

njihovu apoptozu i inhibiciju staničnog rasta. SiRNA moţe se koristiti kao aktivator p53 u 

tumorima u kojima normalni p53 gen nije aktivan zbog ekspresije negativnih regulatornih 

proteina (Lane i sur., 2010). Glavni pristupi kojima se cilja p53 u stanicama raka su uvoĎenje 

divljeg tipa p53 ili selektivno uništenje mutiranog p53 gena u stanicama raka (Morrism i 

Chan, 2015).  

 

4.3. Popravak gena 

 

Tri glavne nukleaze korištene za popravak gena su nukleaze s cinkovim prstima 

(ZFN), efektorska nukleaza nalik transkripcijskim aktivatorima (TALEN) i CRISPR/Cas9 

sistem (Maeder i Gersbach, 2016). Mogućnost nukleaza poput ZFN i TALEN da proizvedu 

dvostruki prekid na točno odreĎenom mjestu u genomu donijelo je optimizam za terapeutsku 

translaciju i direktni genomski inţenjering. Popravak gena pomoću ZFN moţe se postići 

njegovim vezivanjem za lentivirusni vektor (Cai i sur., 2014). CRISPR-Cas 9 je nov i 

efektivan alat za popravak gena. Njegova jednostavnost korištenja i moćno djelovanje 

privukli su brojne znanstvenike u utrku za korištenje ovog sistema u humanim genskim 

terapijama (Liu i sur., 2017). Geni za humani papiloma virus (HPV) gube funkciju primjenom 

CRISPR-Cas 9 sistema inducirajući tako apoptozu i inhibirajući rast stanica raka maternice 

(Hu i sur., 2014).   
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     4.4.  Genski usmjerena enzimska terapija (GDEPT) 
 

Tumor specifično ciljanje gena koji metaboliziraju lijekove i korištenje prolijeka koji 

je preinačen u citotoksični agens djelovanjem transduciranih enzima zove se genski 

usmjerena enzimska terapija (GDEPT)  ili genska terapija „samoubojstva“  (Akbulut i sur., 

2015). U odnosu na druge načine genske terapije u kojima samo stanice koje primaju 

terapeutske gene podlijeţu apoptozi ili nekrozi, u slučaju GDEPT terapeutski se efekt i 

citotoksičnost širi i na susjedne stanice (Karjoo i sur., 2016). Uspješnost ovog pristupa leţi u 

selektivnoj ekspresiji samoubilačkog enzima primarno u tumorskim stanicama. Nadalje, 

prolijek kao i samoubilački enzim ne bi trebali biti toksični prema normalnim stanicama 

(Ardiani i sur., 2012).  Gen „ubojica“ moţe ući u stanicu na više načina. Prvi način je efekt 

izravnog „ubojstva“, gdje dolazi do prijema samoubilačkog gena (engl. suicide gene) u 

tumorske stanice (Slika 3). Efekt promatrača je drugi način u kojem dolazi do eliminiranja ne-

transduciranih stanica skupa s transduciranim stanicama. Citozin deaminaza (CD) i herpes 

simplex virus timidin kinaza (HSV-TK) najviše su istraţivani u terapiji „samoubilačkih gena“ 

(Sun et al., 2019). Ispitani su neoplastični BALB/c miševi sa unesenim genom za herpes 

simplex virus timidin kinazu. Miševi su izloţeni herpes timidin kinaznom specifičnom 

supstratu- gancikloviru koji je djelovanjem na tumorske stanice kod BALB/c miševa 

inducirao kompletnu regresiju tumora (Moolten, 1986). Citozin deaminaza, enzim prisutan 

kod bakterija i gljiva, pretvara ne toksični 5-flourocitozin u toksični 5-fluorouracil. 

Primjenom enzimskih sistema s imunomodulacijskim citokinima dolazi do povećane 

efikasnosti terapije. Dodatak IL-2 (interleukin-2) vektora HSV-TK vektoru dovelo je do 

antitumorske imunosti (Chen i sur., 1995). TakoĎer kombiniranjem interleukina IL-12 i IL-18 

sa citozin deaminazom došlo je do redukcije RM1 raka prostate i plućnih metastaza kod 

miševa što se pokazalo boljim nego primjenom pojedinačnih tretmana (Khatri i sur., 2009). 

Ljudska telomeraza u velikom postotku aktivna je u većini tumora bez obzira na 

podrijetlo tkiva i povezana je s ekspresijom ljudske telomerazne reverzne transkriptaze 

(hTERT). Pomoću Ad5 vektora (telomelysin, OBP-301) (Oncolys BioPharma) tumorske 

stanice s eksprimiranom  telomerazom u mogućnosti su aktivirati hTERT promotor što dovodi 

do ekspresije i replikacije gena u tumorskim stanicama i  smrti stanice karcinoma (Fujiwara, 

2011). 
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Slika 3. Genetski modificiran adenovirusni vektor u ulozi gena „samoubojstva“. Telomelizin 

inficira stanice raka i u njima se replicira, uslijed čega dolazi do smrti i lize stanice (Preuzeto iz Amer, 

2014). 

 

4.5. Imunoterapija 
 

Imunološki sustav najbitniji je obrambeni mehanizam protiv raka ili novotvorine 

(kancerogeni tumor). Nastanak raka uz prije navedeno uključuje i bijeg tumorskih stanica od 

imunološke reakcije. Glavni cilj imunoterapije je kontrola ili eliminacija zloćudnih tumora 

pojačavajem imunološkog odgovora domaćina na tumorske antigene (Martínez-Dávila i 

Delgado-Enciso, 2011). Kako bi došlo do nekroze stanica tumora dovoljan broj imunosnih 

stanica sa visokom moći razlučivanja tumorskih antigena treba biti umetnut u tumorsku 

stromu. TakoĎer, na mjestu tumora dolazi do aktivacije imunosnih stanica sa mehanizmima za 

nekrozu stanica ili sekrecije citokina za uništenje tumora (Rosenberg i sur., 2004). 
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Imunogenska terapija usmjerena je na unos gena u ciljane stanice tumora kako bi se potakla 

antitumorska imunost kod ljudi. Najčešće korišteni pristupi u imunogenskoj terapiji su genska 

terapija citokinima, terapija tumorskim cjepivima i terapija kimernih antigenskih receptora 

(CAR-T) (Sun i sur., 2019). 

 

4.5.1.  Tumorska cjepiva 

 

Tumorska cjepiva djeluju na tumor putem imunološkog sustava i tako uzrokuju 

dugoročan imunološki odgovor. Cjepiva su podijeljena na osnovi antigena predstavljenih 

imunosnom sustavu. Kod nestaničnih cjepiva pacijentima je direktno ubrizgan tumorski 

antigen koji dolazi u kontakt sa antigen prezentirajućim stanicama (APC) domaćina kako bi 

došlo do imunološkog odgovora. Stanična cjepiva sastoje se od APC i tumor antigena 

unesenih ex vivo. Unos u domaćina cijepljenjem dovodi do prezentiranja antigena i pojačanja 

odgovora tumor specifičnih T stanica (Srinivasan i sur., 2017).  

Dendritičke stanice (DC) su najjače antigen prezentirajuće stanice u ljudskom 

organizmu (Sun i sur., 2019). Sipuleucel-T odobren je od strane FDA 2010. godine za 

liječenje raka prostate. Dendritičke stanice su uklonjene iz periferne krvi, aktivirane i kao 

takve vraćene u pacijenta (Handy i sur., 2018). 

Većina tumorskih cjepiva korištena su kako bi se pokušao zaustaviti rast već 

formiranih tumora. Nekoliko ispitivanja provedeno je s cjepivima prije napretka raka (Patel i 

sur., 2017). Cjepiva protiv virusa hepatitisa B (HBV) ili humanog papiloma virusa (HPV) 

polučila su znatan uspjeh u prevenciji raka jetre i maternice (Lowy i Schiller, 2006). 

 

4.5.2.  CAR-T stanična terapija 

 

Novi tip ciljane genske terapije je CAR-T stanična terapija. U ovom pristupu dolazi do 

ekspresije kimernih antigenskih receptora u T limfocitima koje se prenose natrag u pacijenta 

kako bi uništili antigen povezane tumorske stanice (Sun i sur., 2019). Stanice sa prezentiranim 

antigenom će biti napadnute od strane CAR. Prema tome, najizravnije i najuspješnije 

nadilaţenje toksičnosti tumora bez ugroţavanja efikasnosti je ciljanje tumor specifičnih 

antigena eksprimiranih isključivo na tumorskim stanicama. Problem je što su za većinu CAR 
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meta tumorski antigeni (TAA) koji su osim na tumorskim stanicama izraţeni i u normalnim 

„bystander“ stanicama (Wang i sur., 2017). Pristupi unošenja CAR transgena mogu biti ne 

virusni genski prijenosi ili virusna transdukcija (Dai i sur., 2016). Zhong i suradnici (2010) 

kreirali su treću generaciju kimernih antigenskih receptora. Unijeli su proizvedene T stanice u 

imunodeficijentnog miša sa tumorom. Rezultati su pokazali bolju aktivaciju T stanica zbog 

pojačanog djelovanja puta protein kinaze B koji pomaţe u regulaciji staničnog ciklusa. 

Trenutno ima preko 20 objavljenih kliničkih ispitivanja uz korištenje CAR 

modificiranih T stanica za akutnu limfoblastičnu leukemiju, kroničnu limfoblastičnu 

leukemiju, multipli mijelom, limfom ili akutnu mijeloidnu leukemiju (Dai i sur., 2016). 

Kimerni antigen receptor modificirana T stanična terapija protiv CD19 (B-limfocitni antigen) 

pokazala se uspješnom u liječenju recidiva i otpornosti akutne limfoblastične leukemije 

(ALL). CD19 usmjeren kimerni antigen receptor (CTL019) transduciran lentivirusnim 

vektorom povezan je s visokim postotkom remisije do 24 mjeseca čak i kod pacijenata sa 

neuspješnom transplatacijom matičnih stanica (Maude i sur., 2016). Nadalje, Wang i 

suradnici (2017) su testirali CAR usmjeren protiv CD133 (antigen-glikoprotein, dio 

transmembranskih glikoproteina na staničnim izbočenjima) pokazavši tako antitumorsku 

imunost koja bi mogla doprinjeti u dugoročnoj kontroli bolesti.  

 

4.5.3. Citokini 

 

Citokini su graĎeni kao polipeptidi ili glikoproteini molekulske teţine ispod 30 kDa. 

Njihova uloga je omogućavanje različitim tipovima stanica rast, diferencijaciju i upalne ili 

protuupalne signale. Do otpuštanja citokina najčešće dolazi tijekom odreĎenog vremenskog 

razloga kao odgovor na podraţaj. Aktivnost citokina u cirkulaciji je kratkog vijeka zbog 

njihovog ograničenog vremena poluţivota. Iznimka su citokini poput interleukina-7 (IL-7) ili 

hematopoetskih faktora rasta koji se kontinuirano i ravnoteţno proizvode u krvi. Ciljane 

stanice imaju na svojim staničnim membranama receptore visokog afiniteta za citokine. 

Vezivanjem dolazi do pokretanja unutarstaničnog signaliziranja kojem je posljedica 

modifikacija gena na razini transkripcije (Berraondo i sur., 2019). 

Cutrera i suradnici (2015) su u svojem istraţivanju o sigurnosti i efikasnosti genske 

terapije interleukina 12 ciljanog na tumor dokazali da se plazmidna DNA sa ttIL12 citokinom 

moţe sigurno i djelotvorno primijeniti za liječene i neliječene metastatske lezije. Nadalje, IL-

2 ključni je citokin u promicanju širenja stanica ubojica (NK) i T limfocita. Unošenje ovog 
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citokina u visokim dozama odobreno je za liječenje metastatskog karcinoma bubrega i 

melanoma (Berraondo i sur., 2019). Još jedan citokin, faktor stimulacije granulocitno-

makrofagnih kolonija (GM-CSF), značajan je stimulator hematopoeze. koji moţe potaknuti 

staničnu proliferaciju, sazrijevanje i funkciju anitgen prezentirajućih stanica (APCs). IL-12 i 

GM-CSF korišteni u kombinaciji pokazali su  jači i djelotvorniji učinak u terapiji raka  (Choi i 

sur., 2012). 
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5. PROBLEMI I BUDUĆNOST GENSKE TERAPIJE 
 

 Na svjetskoj razini trenutno se odvija više od 600 kliničkih ispitivanja genske terapije. 

Veliki postotak ovih ispitivanja posvećen je upravo malignim obljenjima i provodi se na 

pacijentima u završnoj fazi bolesti. Većina ispitivanja su u prvoj ili drugoj fazi dok je jako 

mali broj ispitivanja u trećoj fazi (Razi Soofiyani i sur., 2013). DogaĎale su se mnoge 

pogreške tijekom kliničkih ispitivanja. Jedan takav slučaj dogodio se 1999. godine u kojem je 

pacijent, prema sluţbenoj istrazi, umro zbog imunološke reakcije na adenovirusni vektor 

kojim je unesen gen za ornitin dekarboksilazu. Iako je genskom terapijom omogućen direktan 

popravak ili zamjena gena, sveprisutan je problem toksičnosti i djelotvornosti iste jer se jaki 

imunološki odgovor na unesene genetski modificirane viruse javlja kod brojnih pacijenata. Iz 

godine u godinu na trţište izlaze novi vektori za gensku terapiju koji bi omogućili sigurniji i 

efikasniji prijenos u ciljane stranice. Sva ispitivanja genske terapije danas prolaze više 

provjera i regulacija od strane Nacionalnog instituta zdravlja (NIH) i Američke agencije za 

hranu i lijekove (FAD) (Cotrim i Baum, 2008). Korištenje novih molekularnih oruţja poput 

interferirajuće DNA i CRISPR-Cas9 sustava ciljne korekcije mutiranog gena trebalo bi 

omogućiti napredak u genskoj terapiji koji uključuje utvrĎivanje raspodjele sadrţaja vektora i 

rizika za karcinogenezu (Keeler i sur., 2017).  
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6. ZAKLJUĈAK 
 

Rak ili novotvorina je jedna od bolesti sa najvišom stopom smrtnosti. Brojni 

znanstvenici diljem svijeta svakodnevno tragaju za lijekom protiv ove kompleksne genetičke 

bolesti. Genska terapija svakako je sadašnjost, ali i budućnost u liječenju onkoloških 

bolesnika. Ovaj terapijski pristup u liječenju raka sve se češće primjenjuje najvećim dijelom 

još uvijek samo na eksperimentalnoj razini. Razvoj virusnih i nevirusnih vektora kao 

prijenosnika gena omogućilo je uvoĎenje zdravog gena u stanice i poboljšanje kvalitete ţivota 

oboljelih. Ograničenja koje imaju virusni vektori riješena su razvojem nanotehnologije i 

nanočestica. Različitim mehanizmima postignuto je uvoĎenje gena u stanice pacijenta s ciljem 

blokiranja ekspresije onkogena ili stvaranja imunološkog odgovora. Budućnost genske 

terapije je u kombinaciji tehnika koje ona nudi sa uobičajenim pristupima u borbi protiv raka 

poput kirurškog liječenja, kemoterapije i radioterapije. Genska terapija je naţalost cijenom još 

uvijek nepristupačna za veliku većinu ljudske populacije.  
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