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1. UVOD

Tumor, neoplazija ili novotvorina oznacava bilo koju abnormalnu proliferaciju stanica,
koja moze biti benigna (dobrocudna) ili maligna (zlo¢udna). Benigni tumor, kao npr. kozna
bradavica, ostaje lokaliziran na mjestu nastanka, tijekom rasta ne napada okolno tkivo nego ga
potiskuje i ne Siri se na udaljena mjesta u tijelu. S druge strane, maligni tumor se moze
infiltrirati u okolno normalno tkivo i $iriti se po tijelu preko krvnog ili limfnog sustava zila
(metastaziranje). Drugi naziv za maligni tumor je rak ili karcinom (Cooper, 2000).

Oko 90% ljudskih tumora Cine ¢vrsti tumori. Pocetna neprokrvljena novotvorina nije
opasna, no kada naraste i dosegne promjer od 2 mm, vaskulatura okolnog normalnog tkiva
nije dovoljna da podrzi daljnji rast (Wei i sur. 2007). Procesom angiogeneze dolazi do
stvaranja novih krvnih zila. Tumor stvara opskrbu krvlju izlu¢ivanjem angiogenih signala,
poput normalnog tkiva. Ti se signali stvaraju kao odgovor na hipoksiju kod veéih tumora,
privlace endotelne stanice te stimuliraju rast novih krvnih Zila. Osim $to pomazu u opskrbi
tumora hranjivim tvarima i kisikom, krvne zile omogucuju i da stanice tumora metastaziraju
(Alberts i sur. 2008).

Ipak, inducirane zile su nepravilne, razli¢ite u promjeru, propusne i imaju mnoge
slijepe krajeve. Navedene abnormalnosti vjerojatno nastaju zbog nenormalnih razina signalnih
faktora te dovode do nepravilnog protoka krvi kroz tumor i doprinose stvaranju dodatnih
regija hipoksije (Alberts i sur. 2008). Posto lijeCenje tumora lijekovima uglavnom ovisi o
transportu krvlju, neprokrvljene regije hipoksije zahtijevaju drugaciju terapiju.

Najstarije opazanje spontane regresije 1 oporavka od tumora pacijenata s
istovremenom bakterijskom infekcijom potjece jos od prije 300 godina. Ve¢ 1813. Vautier je
zabiljezio regresiju tumora kod pacijenata koji su bolovali od plinske gangrene, za koju se
danas zna da je uzrokuje infekcija klostridijom (Wei i sur. 2008a). W. Busch je vjerojatno
prvi, jo§ 1868. namjerno bakterijom zarazio pacijenta koji je bolovao od raka. Inducirao je
bakterijsku infekciju u Zeni koja je imala sarkom koji se nije mogao operirati tako §to je tumor
spalio i smjestio zenu u krevet u kojem je prije lezao pacijent koji je bolovao od erizipela
(akutna infekcija uzrokovana streptokokom). U prvom tjednu je zabiljeZzio smanjenje tumora
za 50% te takoder smanjenje limfnih ¢vorova na vratu. Ipak, pacijentica je umrla 9 dana
nakon pocetka infekcije (Pawelek 1 sur. 2003). To je ponovio i F. Fehleisen 1882. koji je i prvi
otkrio da je uzro¢nik erizipela bakterijski soj Streptococcus pyrogenes. Lije¢nik iz New
Yorka, William Coley, je 1890. uz znanje iz dotadasnjih radova zapoceo lijeCenje pacijenata

oboljelih od raka zarazavanjem s bakterijom S. pyrogenes. Rezultati nisu bili dobri kao $to je
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oc¢ekivao pa je za pojacanje toksi¢nosti dodao i bakteriju Serratia marcescens. To se pokazalo
kao krucijalan dogadaj za postizanje efekta u lijeCenju tumora kakav do tada nije bio poznat.
Mjesavina bakterija mrtvin Gram-pozitivnih S. pyrogenes i mrtvih Gram-negativnih S.
marcescens, poznata kao Coley-evi toksini, bila je koriStena u lijeCenju pacijenata sa
sarkomom do 1963. Taj je rad imao glavnu ulogu u razvoju bakterijske terapije tumora i

tumorske imunologije (Wei i sur. 2008).



2. BAKTERIJE I TUMORI

Za potpuno izljeCenje tumora treba rijeSiti mnoge nedostatke suvremenih terapija.
Mnoge strandardne terapije nisu efikasne u ciljanom utjecaju na tumor u odnosu na normalno
tkivo Sto ograni¢ava maksimalnu dozu zbog moguce sistemske toksi¢nosti. Problem takoder
predstavlja 1 loSe prodiranje u tumorsko tkivo §to smanjuje koncentraciju lijeka u samom
tumoru tako da on viSe nema efekta. Genetski modificirane bakterije imaju jedinstvenu
sposobnost prevladavanja ovih nedostataka (Forbes i sur. 2008). Anaerobne i fakultativno
anaerobne bakterije se nakon sistemskog unosa preferentno razmnozavaju u hipoksi¢nim
dijelovima tumora. U novije doba to nije jedina karakteristika bakterija koje se koriste u borbi
protiv tumora (Anderson, 2006). Bakterije divljeg tipa imaju sposobnost stvaranja i
izluéivanja proteina i ta je Cinjenica iskoriStena u razvoju ciljane terapije tumora. U bakterije
se ubaci gen za neki protein koji unutar tumora ima terapijsko djelovanje. Ovisno o na¢inu
djelovanja tog proteina mogucée je dobiti tri razlicita terapijska djelovanja: kontrolirana
citotoksi¢nost, enzimatska aktivacija lijeka i sekrecija bioloskih molekula (sl. 1). Te tri opcije,
uz sposobnost ciljanog razvoja bakterija unutar tumora, omogucuju preciznu kontrolu
vremena i lokacije terapijskog djelovanja Sto povecava efikasnost i smanjuje sistemsku

toksi¢nost (Forbes i sur. 2008).
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(Preuzeto iz: Forbes i sur. 2008)




Do sad upotrebljavane bakterije mogu se svrstati u tri glavne grupe: (1) Gram-
pozitivne, obligatno anaerobne bakterije koje proizvode mlije¢nu kiselinu, predstavnik je
bifidobakterija; (2) Gram-negativne, fakultativno anaerobne bakterije s unutarstani¢nim
razmnozavanjem, predstavnik je salmonela; (3) Gram-pozitivne, obligatno anaerobne,
saharolitske/proteolitske bakterije koje stvaraju spore, predstavnik skupine je klostridija (Wei
i sur. 2007).

2.1. Bifidobacterium

Bifidobacterium je Gram-pozitivna anaerobna bakterija za koju je ustanovljeno da
kolonizira velike tumore, vjerojatno zbog njegovih anaerobnih dijelova. Bifidobacteria nisu
patogene i ne stvaraju spore te se prirodno nalaze u probavnom sustavu ljudi i ostalih
sisavaca. Prva studija bila je napravljena 1980-ih na miSu kojem je u bedreni misi¢
implantiran Ehrlich ascitesni tumor (engl. Ehrlics ascites carcinoma, EAC). Sistemski unos
suspenzije Bifidobacteria je doveo do kolonizacije tumora. Taj je efekt pojacan dnevnim
unosom laktuloze, Se¢ernog supstrata kojeg metabolizira bakterija, ali ne i stanice sisavaca.
No nije bio dokazan antitumorski efekt ili produljeno prezivljavanje (Vassaux i sur. 2006).

Jedan od problema kod koriStenja bakterije Bifidobacterium je nedostatak adekvatnog
sustava transformacije. Bifidobacterium longum se moze specifi¢no razmnozavati u B16-F10
melanomu i Lewis karcinomu plu¢a kod misa. U tu svrhu je napravljen prijenosni vektor
(engl. shuttle vector) pBLES100 konstruiran spajanjem plazmida iz bakterije B. longum i gena
za otpornost na spektinomicin iz Enterococcus faecalis u E. coli vektor pBR322. Na taj nacin
je omoguceno da bakterije roda Bifidobacterium mogu sluziti za unos efektorskih gena u
tumor (Yazawa i sur. 2000).

Isti vektor koristen je u razvoju BEST-CD terapije (Bifidobacterial Selective Targeting
- Cytosine Deaminase Therapy) na nacin da je u njega umetnut i gen za citozin deaminazu iz
E. coli. Citozin deaminaza (CD) pretvara 5- fluorocitozin (5-FC) u 5- fluorouracil (5-FU) koji
je toksican lijek protiv raka. Lokalizacija bakterija preferentno unutar tumora omogucuje
stvaranje toksi¢nog lijeka unutar samog tumora te na taj nac¢in smanjuje sistemsku toksi¢nost.
Smatra se da bi BEST-CD terapija bila pogodna za lijeCenje pacijenata s metastaziranim
rakom dojke (Fujimori 2006).

I dalje su u tijeku istrazivanja na plazmidima iz roda Bifidobacteria koji bi omogucili
jednostavniju gensku terapiju (Sangrador-Vegas i sur. 2007, Shkoporov i sur. 2008). Veliki

nedostatak ovih bakterija je Cinjenica da ne stvaraju spore i pokazuju veliku osjetljivost u



nepermisivnim uvjetima. Danas se glavna istrazivanja na bakteriji Bifidobacterium kao

prijenosniku gena rade u Kini i Japanu (Wei i sur. 2008a).

2.2. Salmonella

Salmonella su Gram-negativne, fakultativno anaerobne bakterije koje su uobicajeni
uzro¢nik crijevnih infekcija. Bakterije roda Salmonella su takoder poznate po tome Sto
naseljavaju ljudske tumore. No isto tako, zbog jake imunostimulacije njenim
lipopolisaharidom i ostalim komponentama, sistemska infekcija salmonelom uzrokuje septi¢ni
Sok 1 veliku smrtnost u ljudi. Zato se za terapeutske svrhe koriste genetski izmjenjeni sojevi.
Pokazano je da je kod miSa virulentnost smanjena primjenom nekih auksotrofnih mutanata.
1997. je zabiljezeno da se Salmonella auksotrofi ubrizgani miSu s tumorom preferentno
razmnozavaju u tumoru, te dosezu omjer ve¢i od 1000:1 rasta u tumoru i normalnom tkivu.
No taj omjer, iako velik, i dalje predstavlja opasnost od nuspojava. Takoder je pokazano da
Salmonella inhibira metastaziranje melanoma $to dovodi do znaajnog smanjenja velicine i
broja mikrometastaza (Pawelek i sur. 2003).

Da bi se smanjila opasnost od septicnog Soka uzokovanog lipopolisaharidom
konstruirani su auksotrofni mutanti (purl ") Salmonella s modificiranim lipidom A (msbB °).
Ti su mutanti pokazali promjenjenu toksi¢nost u misu i svinji, uz koju se veze smanjena
indukcija TNFo domacina, no bez gubitka ciljnog napadanja tumora i terapeutskog efekta u
miSa (Vassaux i sur. 2006).

Do sada su zabiljezene dvije klini¢ke studije od nastanka modificirane salmonele kao
sredstva za ciljanje tumora. Antitumorska aktivnost soja salmonele VNP20009 bila je
testirana na psima sa spontanom neoplazijom. VNP20009 je genetski modificiran soj S.
typhimurium koji sadrzi smanjenu virulentnost (purl ) i potencijal za izazivanje septickog
Soka (mshB 7) te osjetljivost na antibiotik. Intravenski unos VNP20009 u toksi¢no
prihvatljivim dozama pokazao je naseljavanje tumorskog tkiva i znaajno antitumorsko
djelovanje, uz potpun odgovor kod 4 od 41 tretirane zivotinje (Vassaux i sur. 2006). Isti je soj
ubrizgan u 26 pacijenata koji su bolovali ili od metastaziranog melanoma ili od
metastaziranog raka renalnih stanica. Pokazane su povecane razine proupalnih citokina u
cirkulaciji ovisne o dozi bakterija no niti jedan pacijent nije pokazao regresiju tumora i samo
su kod tri pacijenta tumori sadrzavali vijabilne bakterije. Nesposobnost salmonele da potpuno

kolonizira ljudske tumore bila je neocekivana, za razliku od opazanja kod misjih modela gdje



je cijelo tumorsko tkivo bilo naseljeno. To ukazuje da se faktor odgovoran za naseljavanje
tumora razlikuje od vrste do vrste i treba ga pazljivo odrediti (Wei i sur. 2008a).

Druga je studija koristila modificirani soj Salmonella koji je imao ekspresiju CD gena
iz E. coli. Baterije su bile ubrizgane u tumore triju pacijenata s refraktornim rakom iza ¢ega je
slijedilo ubrizgavanje 5-FC. Nisu zabiljeZeni nikakvi nepovoljni dogadaji vezani uz terapiju.
Kod dva je pacijenta bila dokazana kolonizacija tumora koja je trajala najmanje 15 dana od
ubrizgavanja. U ta je dva pacijenta takoder dokazana konverzija 5-FC u 5-FU kao rezultat
ekspresije CD. Ipak, niti jedna studija nije uspjela pokazati znacajnu klini¢ku efikasnost,
vjerojatno zbog slabog naseljavanja tumora (Wei i sur. 2008a). U novijem istrazivanju
konstruiran je novi derivat VNP20009 soja koji je nosio gen za fragment protutijela specifican
za antigen tumora CEA (carcinoembryonic antigen) kako bi se pojacalo specifi¢no
naseljavanje tumora. Pokazana je znacajna ekspresija protutijela na povrSini bakterija te
njihovo vezanje za CEA in vivo u modelu misa s tumorom probavnog trakta. CEA je jako
izrazen na stanicama mnogih ljudskih tumora kao $to su onaj probavnog sustava, gusterace,
pluca i dojke tako da predstavlja dobru metu lijeCenja (Bereta i sur. 2007).

Radeni su i ekperimenti upotrebom bakterija Salmonella kao vektorom za izlu¢ivanje
citokina §to je i isprobano u borbi protiv tumora. Sallmonela koja izluéuje IL-2 (soj GIDIL2)
ispitivana je za antitumorsko djelovanje u modelnom misu s melanomom B16. Pokazano je da
je GIDIL2 zaustavio rast tumora i produljio vrijeme prezivljavanja u odnosu na soj koji ne
izlucuje IL-2. Pokazalo se da viSekratno ubrizgavanje manjih doza daje bolji odgovor nego
jednokratno ubrizgavanje velike doze. Antitumorski odgovor se povezuje sa sprje¢avanjem

angiogeneze i pove¢anom nekrozom tumorskog tkiva (al-Ramadi i sur. 2009).

2.3. Clostridium

Treéi tip bakterija proucavanih kao vektor za lije¢enje tumora su strogo anaerobne,
sporogene, Gram-pozitivne bakterije roda Clostridia. Ovaj rod je jedan od vecih, s oko 80
vrsta, od kojih je oko 10 proucavano. Kao strogo anaerobne bakterije sve su vrste za rast
trebale anaerobno okruZenje, ali su njihova osjetljivost na kisik 1 biokemijske karakteristike
bile dosta razli¢ite od vrste do vrste. Spore klostridije su intravenoznim unosom koristene za
induciranje lize tumora i pokazale su izrazite prednosti nad vrstama iz roda Bifidobacterium i
Salmonella u vidu lagane proizvodnje, dobro podno$enje pohrane i zapanjujuceg onkolitickog
efekta. Za terapiju tumora testirane su i saharolitske i proteolitske vrste roda Clostridia (Wei i
sur. 2008a).



Malmgren i1 Flanagan su pokazali da je mi§ s tumorom umro unutar 48h nakon
intravenoznog unosa spora C. tetani, dok misevi bez tumora nisu imali nikakvih posljedica,
Sto ukazuje na ¢injenicu da su spore proklijale samo u tumorima uz proizvodnju i otpusStanje
toksina pogubnih za Zivotinje. M6se and Mase su kasnije izvjestili da se nepatogeni soj C.
butyricum M-55 lokalizira i klija u Ehrlich ascitesnim tumorima, uzrokuju¢i jaku lizu bez
popratnog utjecaja na normalno tkivo. Ta opazanja su potvrdili i pro$irili mnogi istrazivaci na
modelnim tumorima u misevima, $takorima, hrécima i zeCevima nakon ¢ega su uslijedile i
klini¢ke studije na pacijentima oboljelim od raka kod kojih se kao posljedica pojavila samo
slaba vruc¢ica (Brown i sur. 2002). U jednom od tih poku$aja su spore C. butyricum M-55
nakon intrakarotidnog unosa uzrokovale da su se glioblastomi pretvorili u teku¢inu. Onkoliza
je bila ocita i kod 49 ostalih pacijenata tretiranih na sli¢an nacin. No na stupanj ponovnog
povratka tumora nije bilo utjecaja i kod niti jednog pacijenta nije opazeno produljenje Zivota.
To se opazanje pripisuje Cinjenici da iako rast bakterija uzrokuje uniStenje velikog dijela
tumora, rubni viabilni dijelovi tumora ostaju netaknuti i iz njih tumor ponovno izraste (Wei i
sur. 2008a).

Grupa pod vodstvom Vogelstein-a je 2001. usporedila 26 najce$ée upotrebljavanih
vrsta anaerobnih bakterija iz rodova Bifidobacterium, Lactobacillus i Clostridium na
ksenograftima kolorektalnog karcinoma i dosli su do zakljucka da dva soja divljeg tipa C.
novyi i C. sordellii — imaju bolje djelovanje od ostalih zato $to su vrlo pokretni unutar tumora
i jako osjetljivi na Kisik. No, unato¢ odli¢cnom naseljavanju i §irenju unutar tumora, ovi sojevi
su pokazali 1 veliku toksi¢nost, tako Sto je umrlo 40% Zivotinja kojima su ubrizgane spore.
Posto se gen za letalan toksin (o) C. novyi nalazi na fagu, on je zagrijavanjem uklonjen iz
bakterije i tako je dobiven genetski modificiran i nepatogen soj C. novyi-NT. Spore C. novyi-
NT kod intravenoznog ili intratumoralnog unosa nisu pokazale dovoljnu kontrolu nad
razaranjem tumora, ostavljajuci netaknutim vijabilni vanjski dio tumorskih stanica kao i C.
butyricum M-55 (Wei i sur. 2007).

Tako je za efektivnu borbu protiv unutranjeg i vanjskog dijela tumora predlozena
kombinirana bakteriolitiCka terapija COBALT (engl. combination bacteriolytic therapy) u
kojoj se tretman bakterijama C. novyi kombinirao s uobic¢ajenim kemoterapeuticima.
Drastican antitumorski efekt bio je nazalost popracen jakom sistemskom toksi¢noscu u
pokusnim Zivotinjama, utoliko da je toksi¢nost bila veca Sto je bio vecéi tumor. To se
objasnjava izlazenjem toksi¢nih produkta iz tumora ili kao posljedicom ,sindroma lize
tumora®. Takoder je opaZeno da nisu svi oblici tumora jednako osjetljivi na COBALT (Van

Mellaert i sur. 2006). U nastojanju da se smanji opazena toksi¢nost pocela se kombinirati
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bakterijska terapija s kemoterapeuticima koji utjeCu na mikrotubule, kao $to su vinorelbin i
docetaxel, te su dobiveni vrlo obecavajuéi rezultati. U tijeku je prva faza testiranja
kombinirane terapije na pacijentima (Wei i sur. 2008a).

Napredak tehnologije rekombinamtne DNA pobudio je ponovno zanimanje za ovo
podrucje stvaranjem mogucnosti za geneticko poboljSanje onkolitickih sposobnosti klostridije.
Krenulo se s nekoliko strategija: genetsko modificiranje sojeva za ekspresiju enzima koji bi
aktivirali spojeve u toksi¢ne lijekove, neke druge terapeutske proteine ili citokine (Wei i sur.
2008). Posto nisu postojali protokoli za transformaciju bakterije C. sporogenes (drugi naziv za
C. butyricum M-55 ili C. oncolyticum), za prijenos proteina kao vektori prve su upotrebljene
saharolitske bakterije koje su se mogle efikasno transformirati nakon $to je pokazano da mogu
naseljavati tumore. Kod svih saharolitskih sojeva zapazena je aktivnost umetnutog enzima U
tumoru nakon intravenoznog unosa spora no nakon sistemskog unosa neaktivnog lijeka nije
opazena ocekivana antitumorska aktivnost. Pretpostavlja se da je razlog tome nedovoljno
naseljavanje tumora te stoga premale koli¢ine aktivnog lijeka. Doista, pokazano je da je
stupanj naseljavanja saharolitskih Clostridia 1000 puta manji u odnosu na proteolitske C.
sporogenes (Wei i sur. 2008a).

Veca sposobnost C. sporogenes da naseljava tumore navela je znanstvenike da
pronadu ucinkovit nacin transformacije tih bakterija. ZabiljeZena je uspjeSna transformacija
C. sporogenes plazmidom Kkoji je na sebi nosio gen za CD, metodom izmjenjene
elektroporacije (u pufer dodani inhibitori DNAaza) no dobivena frekvencija transformacije je
bila jako mala (Liu i sur. 2002). Do veée frekvencije transformacije doslo se koristenjem
konjugacije uz E. coli kao donora. Transformacija konjugacijom je bila u¢inkovita no nije se
nastavila pomno istrazivati I tek je nedavno prvi puta opisan standardiziran nacin konstrukcije

prijenosnog plazmida za konjugaciju E. coli — Clostridium (Minton i sur. 2009).



3. USPOREDBA BAKTERIJSKIH S VIRUSNIM VEKTORIMA

— prednosti Clostridia

U istrazivanjima vektora za ciljan prijenos gena direktno u tumor uz bakterije se
koriste jo§ samo virusi. Misao 0 upotrebi virusa za borbu protiv tumora potjece jos s pocetka
20. stoljeca. Izmedu 1950. i 1960. nekoliko je virusa bilo testirano u eksperimentalnim
uvjetima i na ljudima. Iako su ta istraZivanja bila inovativna i dala prve naznake potencijala za
lijeCenje ljudi, efikasnost viroterapije nije bila zna¢ajna ili su virusi nakon primjene pokazali
nuspojave $to je na kraju dovelo do prestanka testiranja te se u sljede¢im desetlje¢ima smanjio
broj radova na tu temu. Kasnije, 90-tih godina, razvojem moderne biotehnologije i koncepta
genske terapije, ponovno je pobuden interes za viruse U terapiji tumora i danas se viroterapija
potvrduje kao korisna terapija uz operaciju, kemo- i radioterapiju (Vaha-Koskela i sur. 2007).

O sigurnosti se uvijek najviSe treba brinuti kada se genskoj terapiji ljudi koriste zivi
vektori. Od raznih terapijskih sustava koji koriste viruse, najvise obecCava terapija viralnim
vektorom koji ima sposobnost replikacije. No kod koristenja virusnih vektora jo$ postoje neke
nedoumice §to se tice sigurnosti, da li su vektori dovoljno usmjereni na sam tumor, da li niske
razine ekspresije virusnih gena vektora mogu dovesti do povecane toksi¢nosti i imunogenosti
i da li se virusne Cestice zadrzavaju u ciljnom tkivu ili se izlu¢uju u tjelesne tekucine kao $to
je urin §to moze dovesti do Sirenja u okoliS. Po tim pitanjima smatra se da su vektori bazirani
na sporama klostridije sigurniji od virusnih vektora. Clostridia su strogo anaerobne bakterije
koje ciljano napadaju tumor i1 ne bi mogle Zivjeti u nehipoksicnom okoliSu. Nedavni
eksperiment s C. novyi je pokazao da taj soj bakterija ne moze naseliti umjetno stvoreno srce
nakon infarkta gdje je razina hipoksije bila nedovoljna da podrzi razmnoZzavanje klostridija.
Kod malo vjerojatnih nuspojava klostridija moze biti odstranjena iz krvi pomocu $iroko
dostupnih lijekova kao §to je metronidazol koji moze ukloniti spore iz krvi u roku 9 dana
(Wei i sur. 2008b).

Hipoksi¢ne, apoptoti¢ne 1 mirujuce stanice su otporne na ulazak i replikaciju virusa §to
predstavlja velik problem terapiji virusnim vektorima jer vektor ne moze djelovati i unjeti
terapeutski gen. Posljedica toga je da vecina tumorske mase ostaje netaknuta s moguc¢noscu
ponovnog rasta. S druge strane, spore klostridije su sposobne naseliti se u svim tim okoliSnim
niSama jer im njihove jedinstvene metabolicke potrebe omogucuju da iskoriste posebne uvjete

unutar tumora i pripadajucih tkiva za vlastitu proliferaciju (Wei i sur. 2008b).
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Svi sustavi virusnih vektora trebaju sofisticirane kulture stanica, skupe medije, niz
filtracija 1 proCiS¢avanja, pazljivo centrifugiranje i skladiStenje. Spore klostridije se mogu
jednostavno i jeftino proizvesti iz kultura anaerobnih bakterija. Potrebno je samo nekoliko
koraka za pripremu i dobivene se spore mogu ¢uvati na sobnoj temperaturi najmanje 3-6
mjeseci (Wei i sur. 2008b).

Vecinu virusnih vektora treba ubrizgati direktno u tumor da bi pokazali efekt. To je
daleko od idealnog posto je vec¢ina tumora nedostupna i Sire se kroz tijelo tako da ih je tesko
otkriti i lijeciti. Intravenski unos suspenzije spora Klostridije je mogu¢ i dovoljan da dodu do
tumora i kroz nedovrSene zile udu u njega. Na taj nacin specifi¢no cilja i naseljava hipoksi¢ne
regije tumora (Wei i sur. 2008b).

Cvrsti tumori se ne sastoje samo od malignih stanica, ve¢ i od ekstracelularnog
matriksa i drugih ne malignih stanica kao $to su fibroblasti, stanice endotela i upalne stanice.
Vektorske klostridije ubijaju tumor pomocu transgena koji kodira za neki enzim ili citokin,
Sto je isto kao i mehanizam virusnih vektora. No jedinstven antitumorski efekt klostridija je
posljedica stvaranja hidrolitickih enzima kao Sto su proteaze, lipaze i nukleaze. Takoder
postoji natjecanje za iskoriStavanje nutrijenata u kojem pobjeduje klostridija jer se brze dijeli
od okolnih stanica tumora koje na taj nacin izgladni i ubije. To su karakteristike koje nemaju
viralni vektori kao ni bilo koji drugi oblik terapije tumora (Wei i sur. 2008b).

Viralni vektori trebaju pristup vijabilnim stanicama i njihovim stani¢nim masinerijama
da bi postigli prijenos i ekspresiju transgena no nisu sve stanice vijabilne u vrijeme unosa
gena. Takoder, ni jedan postoje¢i vektorski sustav ne moze efikasno transformirati sve
tumorske stanice Sto ostavlja prostora za ponovni rast tumora. Replikacija klostridija nije
ovisna o tumorskim stanicama i odvija se ekstracelularnim umnoZavanjem bakterija. Isto tako,
klostridije ubijaju stanice tumora bez potrebe prijenosa gena i umetanja u genom domacina
Sto uklanja mogucénost insercijske mutageneze kod koriStenja klostridije (Wei i sur. 2008b).

Jedno od glavnih ogranicenja viralnih vektora su mali virioni, koji dopustaju pakiranje
samo malih egzogenih DNA. No za klostridiju su ograni¢enja veli¢ine daleko manja, ne samo
jer plazmidi mogu nositi mnogo vece fragmente DNA, nego ako se strani gen ugradi u
kromosom postoji zapravo neogranicena moguénost insercija terapeutskih gena, $to navjesta

obecavajucu buducnost razvoju snaznih vektora (Wei i sur. 2008b).
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5. SAZETAK

U danasnje vrijeme tumor je jedan od naj¢escih i najraSirenijih uzro¢nika smrti u ljudi.
Velikim povecanjem broja oboljelih doSlo je i do veceg interesa znanstvenika za razvoj
efikasnijih nac¢ina lije¢enja tumora od dugo primjenjivanih radio- i kemoterapije. Povoljno
djelovanje nekih bakterijskih bolesti na regresiju tumora bilo je poznato ve¢ nekoliko stoljeca,
no tek je razvojem genetickog inzinjerstva ponovno pobuden interes za bakterije, ovaj puta
kao vektore za ciljano lije¢enje tumora.

U ovom radu su predstavljena tri soja bakterija na kojima je raden najveci broj
istrazivanja: Bifidobacterium, Salmonella i Clostridium. Svaki soj ima svoje prednosti i
nedostatke, ali za sada najviSe obecava soj bakterija Clostridium, najviSe zbog svoje izrazite
anaerobnosti, velike efikasnosti naseljavanja tumora i moguc¢nosti stvaranja spora. U bakterije
se ugraduju geni za enzime koji ¢e u samom tumoru pretvarati lijekove u aktivan oblik i time
smanjiti njihovu sistemsku toksi¢nost.

Do sada su se bakterije pokazale kao uc¢inkovitiji i sigurniji vektori za lijeCenje tumora
u odnosu na virusne vektore. Unato¢ uspjehu modelnih pokusa potrebno je jo§ mnogo
testiranja i istrazivanja prije nego bakterijski vektori produ sve faze klini¢kih studija i udu u
Siroku upotrebu, no mogli bi znaciti prekretnicu u lijeenju ne samo tumora nego i ostalih

bolesti nedostupnih uobicajenim terapijama.
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6. SUMMARY

Tumour is one of the most common and the most widely spread cause of death in
humans in the modern world. Scientists became more interested in finding a more effective
tumour treatment than those commonly used, such as radio- and chemotherapy, with the
increase in the number of tumour patients. Although the beneficial effect of some bacterial
infections on tumour regression was observed a few centuries ago, the interest in bacteria
arose once again with the development of genetic engineering, which led to the use of bacteria
as vectors for targeted tumour treatment.

Most researches were performed on three genera of bacteria: Bifidobacterium,
Salmonella and Clostridium, which are presented in this work. All of these genera have their
advantages and disadvantages but the most promising seems to be Clostridium because they
are strictly anaerobic, spore forming bacteria with a great capacity to colonize tumours.
Bacteria were engineered to express prodrug activating enzyme inside the tumour, thus
lowering systemic toxicity induced by the activated prodrug.

Engineered bacteria have been shown to serve as a more efficient and safer vector for
tumour treatment then the viral vectors. Although bacterial vectors have been shown to be
successful in many tumour models, further experiments and researches are necessary for
completing all clinical trials and entering a wide use in treating tumour patients. However,
bacterial vectors could be a turning point in tumour treatment as well as for other diseases

unreachable to conventional therapies.
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