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1. Uvod

1.1 Porijeklo tumora

Rak je naziv dat prema zbirci srodnih bolesti. Kod svih vrsta raka neke se tjelesne stanice
pocinju dijeliti bez zaustavljanja i Sire se u okolna tkiva. Uobicajeno, ljudske stanice rastu i
dijele se tako da formiraju nove stanice onako kako ih tijelo treba. Kad stanice ostare ili postanu
ostecene, umiru, a nove stanice zauzimaju svoje mjesto. Kada se rak ipak razvije, taj se uredan
proces raspada. Kako stanice postaju sve vise nenormalne, stare ili oSteCene stanice opstaju
kada trebaju umrijeti, a nove stanice nastaju kada nisu potrebne. Te se dodatne stanice mogu
podijeliti bez zaustavljanja i mogu tvoriti izrasline nazvane tumori. (cancer.gov)

Rak je genetska bolest - uzrokovan je promjenom na genima koji kontroliraju
funkcionalnost nasih stanica, naroCito kako se one dijele i rastu. Oni takoder mogu nastati
tijekom Zivota osobe, kao rezultat gresaka koje nastaju dijeljenjem stanica ili zbog ostecenja
DNK uzrokovanog odredenim izlaganjem okoliSu. (cancer.gov)

Sve §to moZe uzrokovati da se normalna tjelesna stanica razvija nenormalno, moze
uzrokovati karcinom; Opce kategorije uzrokovanih rakom ili uzro¢nici su sljedece: izloZenost
kemijskim ili toksi¢nim spojevima, ionizirajuéem zracenju, nekim patogenima 1 ljudskoj
genetici. (medicinenet.com)

Rak svake osobe ima jedinstvenu kombinaciju genetskih promjena. Kako rak i dalje
raste, uslijedit ¢ée dodatne promjene. Cak i unutar istog tumora razli¢ite stanice mogu imati
razli¢ite genetske promjene. Genetske promjene koje pridonose raku imaju tendenciju da utjecu
na tri glavne vrste gena - proto-onkogene, gene za supresiju tumora i gene za popravak DNA

(cancer.gov).
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Rak zapo¢inje kada jedna ili vi$e normalnih stanica postanu mutirane stanice, $to uzrokuje njihovu
razmnozavanje kada normalne stanice ne bi. Kako se mutirane stanice dijele, tvore tumor. Kad tumorske
stanice steknu sposobnost oslobadanja, ulaze u krvotok ili limfne Zile i napadaju druga tkiva i organe u
tijelu, §to rezultira metastazama.

Slika 1. Formiranje tumora i njegovo Sirenje u ostala tkiva (prilagodeno prema

www.coursehero.com)

Proto-onkogeni su ukljuc¢eni u normalan rast i diobu stanica. Medutim, kada se ti geni
izmijene na odredene nacine ili su aktivniji od normalnih, oni mogu postati geni koji uzrokuju
rak (ili onkogene), omogucujuéi stanicama da rastu i opstanu kad ne bi trebale. Geni
supresorskih tumora takoder su ukljuceni u kontrolu rasta i diobe stanica. Stanice s odredenim
izmjenama u genima supresorskih tumora mogu se nekontrolirano podijeliti. Geni za popravak
DNA ukljuéeni su u popravljanje oste¢ene DNK. Stanice s mutacijama u tim genima imaju
tendenciju u razvoju dodatnih mutacija u drugim genima. Ove mutacije zajedno mogu

uzrokovati da stanice postanu kancerogene. (cancer.gov)

Rak je drugi vodeci uzrok smrti na globalnoj razini, a odgovoran je za 9,6 milijuna
smrtnih slucajeva u 2018. Globalno gledano, oko 1 na 6 smrtnih slu¢ajeva je zbog raka.
Otprilike 70% smrtnih slucajeva od raka dogodi se u zemljama s niskim i srednjim dohotkom.

(who.int)



Otprilike jedna tre¢ina smrtnih sluc¢ajeva od raka posljedica je 5 vodec¢ih ponasanja i
prehrambenih rizika: visoki indeks tjelesne mase, nizak unos voca i povréa, nedostatak fizicke
aktivnosti, upotreba duhana i alkohol. Ekonomski utjecaj karcinoma je znacajan i raste. Ukupni

godisnji ekonomski troSak raka u 2010. godini procijenjen je na oko 1,16 bilijuna USD

(who.int).
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Slika 2. Ucestalost 28 najces¢ih vrsta tumora u Europi (prilagodeno prema Ferlay, 2018)



Procjenjuje se da je u Europi u 2018. godini bilo 3,91 milijuna novih slucajeva tumora
(iskljucuju¢i nemelanomski tumor koze) i 1,93 milijjuna smrtnih slu€ajeva uzrokovanih
tumorom. Najc¢e$¢a mjesta tumora bili su; karcinomi Zenske dojke (523 000 slucajeva), zatim
kolorektalni (500 000), plu¢a (470 000) i tumor prostate (450 000). Ova cetiri karcinoma
predstavljaju polovicu ukupnih tumora u Europi. Najces¢i uzroci smrti od tumora bili su;
karcinomi pluca (388 000 smrtnih slucajeva), kolorektalnog (243 000), dojke (138 000) i
karcinoma gusterace (128 000). U EU-28, procijenjeni broj novih slu¢ajeva raka bio je priblizno
1,6 milijuna kod muskaraca i 1,4 milijuna kod Zena, a 790 000 muskaraca i 620 000 Zena umrlo

je od bolesti u istoj godini (Ferlay i sur., 2018).

1.2 Vrste tumora

Rak koji se prosirio od mjesta na kojem je prvi put zapoceo na drugo mjesto u tijelu
naziva se metastatski rak. LijeCenje moze pomo¢i produljiti zivot nekih ljudi s metastatskim
karcinomom. Opéenito, medutim, primarni cilj lijeCenja metastatskog karcinoma je kontrola
rasta raka ili ublazavanje simptoma koji su ga uzrokovali. Metastatski tumori mogu nanijeti
ozbiljnu Stetu funkcioniranju tijela, a ve¢ina ljudi koji umiru od raka umiru od metastatske
bolesti.

Rak ima naziv za podrucje na kojem zapocinju 1 vrstu stanice od koje €ine, ¢ak 1 ako se
Siri na druge dijelove tijela. Na primjer, rak koji poc¢inje u plu¢ima i Siri se u jetri joS se naziva
1 karcinom pluca. Postoji i nekoliko klinic¢kih izraza koji se koriste za odredene opce vrste raka

(cancer.gov)

Postoje 3 nacina na koja se rak moze prosiriti.

1) Izravno Sirenje ili invazija znaci da primarni tumor raste u tkiva ili strukture oko sebe.
Na primjer, rak prostate moze prerasti u mjehur.

2) Sirenje putem limfnog sustava znaéi da se stanice karcinoma odvajaju od primarnog
tumora 1 limfnim sustavom putuju u drugi dio tijela. Limfni sustav je skupina tkiva i organa

koji stvaraju 1 pohranjuju stanice koje se bore protiv infekcija 1 bolesti.



3) Krvotok, ili hematogeni, $iri se zna¢i da se stanice raka odvajaju od primarnog
tumora, ulaze u krvotok i putuju na novo mjesto u tijelu.

Imunoloski sustav obi¢no napada i unistava stanice raka koje putuju kroz limfni sustav
ili krvotok. Ali ponekad stanice karcinoma prezive i nastane se na drugom dijelu tijela, gdje
tvore novi tumor. Da bi prezivio i rastao na novom mjestu, tumor mora stvoriti vlastitu opskrbu

krvlju (cancer.ca).

Karcinom:

Karcinomi su najc¢esca vrsta raka. Formiraju se epitelnim stanicama koje su stanice koje
prekrivaju unutarnju i vanjsku povrsinu tijela. Postoji mnogo vrsta epitelnih stanica koje cesto
imaju oblik stupaca kad se gledaju pod mikroskopom. Karcinomi koji pocinju razli¢itim
tipovima epitelnih stanica imaju specifi¢na imena:

a) Adenokarcinom je rak koji se formira u stanicama epitela koje stvaraju tekucinu ili
sluz. Tkiva s ovom vrstom epitelnih stanica ponekad se nazivaju Zljezdasta tkiva. Vecina
karcinoma dojke, debelog crijeva i prostate su adenokarcinomi.

b) Karcinom bazalnih stanica je rak koji pocinje u donjem ili bazalnom (baznom) sloju
epiderme, Sto je vanjski sloj koze osobe.

¢) Skvamozno stani¢ni karcinom je karcinom koji nastaje u skvamoznim stanicama, a
to su epitelne stanice koje leZe neposredno ispod vanjske povrSine koZe. Skvamozne stanice
takoder linije mnogih drugih organa, ukljucujuéi zeludac, crijeva, plu¢a, mjehur i bubrege.
Skvamozne stanice izgledaju ravne, poput riblje ljuske, ako se promatraju pod mikroskopom.
Skvamozno-stanicni karcinomi ponekad se nazivaju epidermoidnim karcinomima.

d) Karcinom tranzicijskih stanica je karcinom koji se formira u tipu epitelskog tkiva koji
se naziva prijelazni epitel ili urotelium. Ovo tkivo, koje se sastoji od mnogih slojeva epitelnih
stanica koje mogu biti vece 1 manje, nalazi se u oblogama mokra¢nog mjehura, uretera 1 dijela
bubrega (bubrezne zdjelice) 1 nekoliko drugih organa. Neki karcinomi mokra¢nog mjehura,
uretera i bubrega karcinomi su prijelaznih stanica.

e) Sarkoma je rak kostiju 1 mekog tkiva, ukljucuje: miSi¢e, masno tkivo, krvne Zile,
limfne zile 1 vlaknasto tkivo. Osteosarkom je najceS¢i rak kostiju. Najcesc¢i tipovi sarkoma
mekog tkiva su leiomiosarkom, Kaposi sarkom, maligni fibrozni histiocitom, liposarkom i

dermatofibrosarkom protuberans.



Leukemija

Rak koji zapocinje u tkivu kostane srzi koji tvori krv naziva se leukemija. Ovi karcinomi
ne tvore solidne tumore. Umjesto toga, veliki broj nenormalnih bijelih krvnih stanica
(leukemijske stanice i leukemijske blast-stanice) nakuplja se u krvi 1 koStanoj srzi, Sto istiskuje
normalne krvne stanice. Niska razina normalnih krvnih stanica moze tijelu otezati dotok kisika
u tkiva, kontrolirati krvarenje ili se boriti protiv infekcija. Postoje Cetiri uobicajene vrste
leukemije, koje se grupiraju na temelju brzine pogorsanja bolesti (akutne ili kroni¢ne) 1 vrste

krvnih stanica u koju rak zapocinje (limfoblasti¢ni ili mijeloidni).

Limfoma

Limfom je rak koji pocinje u limfocitima (T stanicama ili B stanicama). U limfomu se
nenormalni limfociti nakupljaju u limfnim ¢vorovima i limfnim zilama, kao i u drugim
organima tijela. Postoje dvije glavne vrste limfoma:

a) Hodgkin limfom - Osobe s ovom boles¢u imaju abnormalne limfocite koji se nazivaju
Reed-Sternbergove stanice. Ove stanice obi¢no se formiraju iz B stanica.

b) Ne-Hodgkinov limfom - Ovo je velika skupina karcinoma koji po¢inju u limfocitima.

Karcinom moZe brzo ili sporo rasti i moZze nastati iz B stanica ili T stanica.
Multipli mijelom:

Visestruki mijelom je rak koji poCinje u plazma stanicama, drugoj vrsti imunoloskih
stanica. Nenormalne stanice plazme, nazvane stanice mijeloma, nakupljaju se u kostanoj srzi i
tvore tumore u kostima po cijelom tijelu.

Melanoma:

Melanom je rak koji po€inje u stanicama koje postaju melanociti. Ve¢ina melanoma

nastaje na kozi, ali melanomi se mogu oblikovati i u drugim pigmentiranim tkivima, poput oka.

Tumori mozga i ledne moZdine:



Postoje razliCite vrste tumora mozga i ledne mozdine. Ti su tumori imenovani na temelju
vrste stanice u kojoj su se formirali i gdje se tumor najprije formirao u srediSnjem Ziv€anom
sustavu. Astrocitni tumor zapocinje u stanicama mozga u obliku zvijezda koje se nazivaju
astrociti, a koje pomazu u odrzavanju zdravih ziv€anih stanica. Tumori mozga mogu biti

benigni ili zlo¢udni.

Ostale vrste tumora:

Tumori kiselih stanica

Tumori zarodnih stanica su vrsta tumora koji pocinje u stanicama koje stvaraju spermu
ili jajasce. Ti se tumori mogu pojaviti gotovo bilo gdje u tijelu i mogu biti ili benigni ili zlo¢udni

(lumenlearning.com)

Neuroendokrini tumori:

Neuroendokrini tumori nastaju iz stanica koje otpustaju hormone u krv kao odgovor na
signal ziv€anog sustava. Ti tumori, koji mogu stvarati hormone vise od normalnih, mogu
uzrokovati razlicite simptome. Neuroendokrini tumori mogu biti benigni ili zloc¢udni.

(cancer.gov)

Karcinoidni tumori

Karcinoidni tumori su vrsta neuroendokrinog tumora. Oni su sporo rastu¢i tumori koji
se obicno nalaze u gastrointestinalnom sustavu (najéeS¢e u rektumu i tankom crijevu).
Karcinoidni tumori mogu se prosiriti na jetru ili druga mjesta u tijelu te mogu izdvajati tvari

poput serotonina ili prostaglandina, uzrokuju¢i karcinoidni sindrom. (cancer.gov)



1.3 Dijagnoza tumora

Potrebni su brojni testovi kako bi se utvrdilo da li osoba ima rak ili neko drugo stanje
(poput infekcije) oponasa simptome raka. Ucinkovito dijagnosticko testiranje koristi se za
potvrdivanje ili uklanjanje prisutnosti bolesti, pra¢enje procesa bolesti te za planiranje i
procjenu ucinkovitosti lijeCenja. Dijagnosticki postupci raka mogu ukljucivati snimanje,
laboratorijske testove (ukljucujucéi testove za tumorske markere), biopsiju tumora, endoskopski
pregled, operaciju ili genetsko testiranje. (standfordhealthcare.org)

Klini¢ka kemija koristi kemijske procese za mjerenje razine kemijskih komponenata u
tjelesnim tekuc¢inama i tkivima. Naj€es¢i uzorci koji se koriste u klini¢koj kemiji su krv 1 urin.
Postoje brojni razliCiti testovi za otkrivanje i mjerenje gotovo bilo koje vrste kemijskih
komponenti u krvi ili urinu. Komponente mogu ukljucivati glukozu u krvi, elektrolite, enzime,
hormone, lipide, druge metabolicke tvari 1 proteine. Nekih od najces¢ih laboratorijskih

ispitivanja su:

a) Krvni testovi
b) Kompletna krvna slika
c¢) Analiza mokrace

d) Tumorski markeri (standfordhealthcare.org)

Snimanje je proces stvaranja vrijednih slika grade tijela i organa. Koristi se za otkrivanje
tumora 1 drugih abnormalnosti, za odredivanje stupnja bolesti 1 za procjenu ucinkovitosti
lije¢enja. Snimanje se takoder moZe koristiti za obavljanje biopsija i drugih kirurskih zahvata.
Postoje tri vrste snimanja koje se koriste za dijagnosticiranje raka: prenoSenje slike, refleksno
snimanje 1 emitiranje. Svaki koristi drugaciji postupak. Prijenos slike X-zrake, racunalna
tomografija (CT) 1 fluoroskopija su radioloski pregledi ¢ije se slike dobivaju prijenosom. Pri
prenosu slika nastaje snop visokoenergetskih fotona koji prolazi kroz gradu tijela koja se
ispituje. Zraka prolazi vrlo brzo kroz manje guste vrste tkiva poput vodenih sekreta, krvi i masti,
ostavljaju¢i zamraceno podrucje na rendgenskom filmu. MiSica i vezivna tkiva (ligamenti,

tetive 1 hrskavice) izgledaju sivo. Kosti ¢e se pojaviti bijele. (standfordhealthcare.org)



X zrake (rendgen):

X-zrake se svrstavaju u meke X-zrake i tvrde X-zrake. Meke rendgenske zrake imaju
relativno kratku valnu duljinu od oko 10 nanometara, pa spadaju u raspon elektromagnetskog
spektra izmedu ultraljubiCastog svijetla i gama zraka. Tvrde rendgenske zrake imaju valnu
duljinu od oko 100 pikometara. Ti elektromagnetski valovi zauzimaju isto podrucje EM spektra
kao gama-zrake. Jedina razlika izmedu njih je njihov izvor: X-zrake nastaju ubrzavanjem
elektrona, dok gama-zrake proizvode atomska jezgra u jednoj od Cetiri nuklearne reakcije.
Terapija x zraka koristi visokoenergetsku radijaciju da ubije stanice tumora oSte¢ujuci njihovu
DNA. Ionizirajuée zracenje iz rendgenskih zraka zatvara fokusirano podrucje s dovoljno
energije da potpuno oduzme elektrone od atoma i molekula, mijenjajuéi na taj naéin njihova
svojstva. U dovoljnim dozama to moZe oStetiti ili unistiti stanice. lako ovo oStecenje stanica
moze uzrokovati rak, takoder se moze koristiti za borbu protiv njega. Usmjeravanjem

rendgenskih zraka kod karcinoma raka moze unistiti te nenormalne stanice. (livescience.com)

Skenirana racunalna tomografija (CT)

CT skener emitira niz uskih zraka kroz ljudsko tijelo. To se razlikuje od rendgenskog
uredaja koji Salje samo jednu zraku zraCenja. CT pregled daje detaljniju zavr$nu sliku od
rendgenske slike. Na CT detektoru rendgenskih snimaca moze se vidjeti stotine razlicitih razina
gusto¢e. Moze vidjeti tkiva u ¢vrstom organu. Kontrastna boja se moze koristiti kako bi

odredeno tkivo bilo bolje vidljivo. (healthline.com)

Magnetska rezonanca (MRI):

Magnetska rezonancija (MRI) je tehnika skeniranja za stvaranje detaljnih slika ljudskog
tijela. Skeniranje koristi snazno magnetsko polje i radio valove za generiranje slika dijelova
tijela koji se ne mogu dobro vidjeti uz pomo¢ X-zraka, CT ili ultrazvuka. To moZe pomoci
lijecnicima da vide unutar zglobova, hrskavica, ligamenata, miSi¢a i tetiva, $to pomaze u
otkrivanju razli¢itih sportskih ozljeda.  (lifescience.com)

MRI se takoder koristi za ispitivanje unutarnjih tjelesnih struktura i dijagnosticiranje
razli¢itih poremecaja, poput mozdanog udara, tumora, aneurizme, ozljeda ledne mozdine,
multiple skleroze i problema s o¢ima ili unutarnjim uhom. Takoder se Siroko koristi u

istrazivanjima za mjerenje strukture i funkcije mozga, izmedu ostalog. (lifescience.com)



Glavne razlike izmedu CT 1 MRI su:

CT pretraga koristi X-zrake, ali MRI koristi magnete i radio valove.

CT pretraga ne pokazuje tetive 1 ligamente.

MRI je bolja za ispitivanje ledne mozdine.

CT pretraga je pogodnija za rak, upalu plu¢a, abnormalne rendgenske zrake prsnog kosa,
krvarenja u mozgu, posebno nakon ozljede.

Mozdani tumor je jasnije vidljiv na MRI.

CT pretraga brze pokazuje ozljede organa pa moze biti prikladnija za slucajeve traume.
Slomljene kosti i kraljeznici jasnije su vidljivi na CT snimci.

CT pretraga daje bolju sliku pluca i organa u prsnoj Supljini izmedu pluca.

(medicalnewstoday.com)

Ultrazvuk:

Ultrazvu¢no skeniranje koristi visokofrekventne zvucne valove za stvaranje slika u
unutrasnjosti tijela. Prikladna je za upotrebu tijekom trudnoce. Ultrazvucne pretrage koriste se
za procjenu razvoja fetusa 1 mogu otkriti probleme u jetri, srcu, bubrezima ili trbuhu. Takoder
mogu pomo¢i u obavljanju odredenih vrsta biopsije. Dopplerov ultrazvuk moZe procijeniti
protok krvi u zili ili krvni tlak. MoZe odrediti brzinu protoka krvi i bilo kakve prepreke.
Ehokardiogram (EKG) je primjer Dopplerovog ultrazvuka. Moze se koristiti za stvaranje slika
kardiovaskularnog sustava 1 za mjerenje protoka krvi i pokreta sréanog tkiva u odredenim
tockama. Dopplerov ultrazvuk moZze procijeniti funkciju i stanje podrucja sr¢anih zalistaka, bilo
kakve nepravilnosti u srcu, regulitaciju zalistaka ili curenje krvi iz ventila, a moZe pokazati 1
koliko srce pumpa krv. MoZe se koristiti 1 za: pregledati zidove krvnih zila provjeriti ima li
DVT ili aneurizmu provjerite srce i otkucaje fetusa procijenite nakupljanje plaka 1 ugrusaka

procijenite blokadu ili suzavanje arterija (medicalnewstoday.com)

Vrste endoskopije ukljucuju: Cistoskopija, kolonoskopija, endoskopska retrogradna

kolangiopankreatografija (ERCP), ezofagogastroduodenoskopija, sigmoidoskopija.
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Biopsija

Biopsija je postupak koji se izvodi iz tkiva ili stanica iz tijela radi ispitivanja pod
mikroskopom. Neke se biopsije mogu obaviti u lijecni¢koj ordinaciji, dok se druge moraju
obaviti u bolnickom okruzenju. Osim toga, neke biopsije zahtijevaju koriStenje anestetika za
ostecenje podrucja, dok druge ne zahtijevaju sedaciju. Obicno se obavljaju biopsije kako bi se
utvrdilo je li tumor zlo¢udan ili kako bi se utvrdio uzrok neobjasnjive infekcije ili upale.

(standfordhealthcare.org)
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2. ObrazloZenje teme

Tumori su drugi uzrok smrtnosti na svijetu. Mogu se podijeliti u dvije skupine: benigni
i zlocudni. Benigni tumori se ne Sire i ne metastaziraju u okolna tkiva i znatno su manje opasni

od zlo¢udnih tumora. Zlo¢udni tumori su skloni Sirenju u okolna tkiva i metastaziranju.

Tretiranje tumora kemoterapeuticima ¢esto zna biti neefikasno i Stetno za okolna tkiva
i/ili organizam. Da bi se poboljsala efikasnost kemoterapeutika, razne terapije su koriStene u
cilju bolje apsorpcije, boljeg iskoriStenja 1 sveukupuno bolje klinicke slike pacijenta nakon

kemoterapije.

Koristenje elektri¢nih polja u terapijama bolje dostave lijekova i/ili unistenje tumorskog
tkiva pocelo se istrazivati u Sirem spektru pocetkom 2000-ih godina. Ona mogu biti veoma
korisna bilo u pogledu bolje dostave odredene supstance ciljano do tkiva, bez da oStecuje okolna

tkiva, ili u direktnom uniStenju ciljanog tkiva uz minimalno oste¢enje okolnog tkiva .
Cilj ovog rada je prikazati utjecaj i1 efikasnost koriStenja elektri¢nih polja u lijeCenju

tumora, njegovom sprjecavanju Sirenja, te sveukupnom doprinosu kod poboljSanja kvalitete i

duljine zivota kod pacijenata sa tumorom.
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3. Materijali i metode

Za potrebe ovog teorijskog diplomskog rada koriSteni su razli¢ite znanstvene literature,
preglednici znanstvene literature (Cochrane, PubMed), znanstvene 1 strucne knjige i
pregledavane su mrezne stranice sa stru¢nim sadrzajem.

Primijenjeno je znanje steCeno na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu. U
pretrazivanju baza koriSteni su kljuéni pojmovi: tumor, metastaze, elektriCna polja,

elektroporacija, ireverzibilna elektroporacija, reverzibilna elektroporacija, genska terapija.
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4. Rezultati i rasprava

4.1 Elektri¢na polja u lijeCenju tumora

Mnoge bolesti poput imunodeficijencije, karcinoma, Parkinsonove bolesti,
Alzheimerova bolest prvenstveno su potaknute poremecajem i neispravnoséu stanica. Za
lijeCenje ovih bolesti, unoSenje vanjskih molekula i odgovaraju¢ih materijala u stanice je vazna
strategija u deSifriranju stanica funkcije, usmjeravanju sudbina stanica i reprogramiranju stanica
ponasanja za koja se oCekuje da ¢e uvelike pridonijeti normalnoj funkciji stanica i oporavku

stanica tkiva. (Shi i sur., 2018)

Unato¢ zna¢ajnom napretku u terapiji, rak je i dalje vode¢i uzrok smrtnosti. Uz to,
toksic¢nost tradicionalnih terapija predstavlja znacajan izazov za podnosljivost i pridrzavanje.
Terapija tumor tretiraju¢im poljima, neinvazivni nacin lije¢enja protiv raka koristi izmjeni¢na
elektri¢na polja specifi¢nim frekvencijama i intenzitetima kako bi selektivno poremetila mitozu
u stanicama karcinoma. Terapija tumor tretiraju¢im poljima ciljaju proteine presudne za stani¢ni
ciklus, §to dovodi do zaustavljanja mitoze i1 apoptoze. Klinic¢ka ispitivanja tumor tretirajucih
polja pokazala su se sigurno 1 djelotvorno u bolesnika s multiformnim glioblastomom (GBM),

a FDA ga je odobrila za upotrebu u novo dijagnosticiranom 1 rekurentnom (Jun i sur., 2018 )

Terapija tumora tretiraju¢im poljima niskih intenzitet (1-3 V / cm), srednje frekvencije
(100-300 kHz), izmjenjujuci elektri¢na polja do tumora pomocu pretvarackih polja smjeStenih
na koZzi oko regije tijela koja sadrzi tumor. Terapija tumor tretiraju¢im poljima utjece na
metafazu, prekidaju¢i formiranje mitotickog vretena 1 anafazu, dielektroforetskom
dislokacijom unutarcelijskih sastojaka, Sto rezultira apoptozom. Terapija tumor tretirajuéim
poljima je ucestalo prilagodena specificnim tipovima stanica raka. Antimitoti¢ki u¢inak terapije
tumor tretiraju¢im poljima dokazan je u vise stani¢nih linija kada je koriStena odgovarajuca
ucestalost. Ispitivanje monoterapije tumor tretiraju¢im poljima fazom III u usporedbi s
aktivnom kemoterapijom kod pacijenata s ponavljaju¢im glioblastomom utvrdilo je da je
terapija tumor tretiraju¢im poljima povezana s minimalnom toksi¢noscu, boljom kvalitetom

zivota 1 usporedivom ucinkovito$¢éu s kemoterapijom (Davies 1 sur., 2013).
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Gotovo sve stanice odrzavaju elektri¢nu razliku izmedu unutarnje i vanjske strane
plazma membrana, generirana i regulirana sustavom ionskih pumpi i kanala u membrani, i
nazvana mirujuci transmembranskim naponom (TMV). U eukariotskim stanicama TMV obi¢no
varira od —40 do —70 mV, odnosno da je unutarnji potencijal nizi od vanjskog. Kako je ovo
prirodno stanje bioloskih membrana, i njihovih lipida i proteina, komponente su evolucijski

dobro prilagodene i u tom rasponu djeluju pod naponima. (Kotnik i sur., 2019)

Poznato je da je stani¢na membrana u osnovi sastavljena od lipidnog dvosloja debljine
oko 5 nm, koja djeluje kao prepreka stani¢nim komponentama iz izvanstani¢ne okoline. Kao
elektri¢ni izolator koji pokazuje izvrsna dielektricna svojstva u normalnim fizioloskim
uvjetima, on odrzava elektri¢ni potencijal (~ 0,07 V) kroz membranu zbog znacajne razlike
koncentracije iona izmedu citosola i tekuc¢ine u izvanstanicnom mikro okruzenju. Teoretski,
elektroporacija je ucinkovita strategija za stvaranje pora u stani¢noj membrani primjenom
potencijalne razlike kroz te membrane. Kada razlika potencijala dosegne odredenu veli¢inu
napona, vjerojatnost elektroporacije koja se dogada na stanicnoj membrani drasti¢no raste. (Shi

i sur., 2018).

Iz teoretske perspektive, elektropermealizacija membrane - bilo da je to posljedica
strukturnog preuredenja njegovih lipida ili kemijskih modifikacija njegovih lipida ili
funkcionalne modulacije proteina ili njihove kombinacije - nije strogo odreden prag voltaze da
bi se ti procesi odvijali samo u elektricnom polju koje prelazi odredenu vrijednost. Brzine ovih
procesa rastu nelinearno s povecanjem amplitude polja do koje stanice su izloZene. Ipak, za
svaku vrstu stanica, vrstu molekula koje se transportiraju, trajanje izlozenosti i odredeni skup
uvjeta kao Sto su temperatura, postoji kriticna vrijednost polje koje se mora prekoraciti kako bi
se transport posredovao elektropermealizacijom mogao ostvariti. Postoji i veca kriticna
vrijednost polja koja se ne smije premasiti ako Zelimo da se stanica povratno moze stabilizirati,

oporavati 1 ponovno uspostaviti funkcionalnu membranu. (Kotnik 1 sur., 2019)
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4.2 Elektroporacija

Elektroporacija je u€inkovita strategija za stvaranje pora u stani¢noj membrani pomoc¢u
razlike potencijala duz membrane. Kad razlika potencijala dosegne to¢no odredenu jacinu
napona, vjerojatnost elektroporacije na stani¢noj membrani se drasticno povecava. Elektri¢no
pucanje stanicne membrane dogada se kada transmembranski potencijal preko lipidnog sloja
prijede preko praga koji ima kriticnu vrijednost oko 1 V. Molekule lipida unutar membrane
preusmjeravaju i stvaraju male hidrofilne otvore na stanicnoj membrani, koja je inace
hidrofobna u nesmetanom stanju . Ova ras¢lamba mozZe biti reverzibilna ili nepovratna, ovisno

o tome jacini i intenzitetu elektricnog podraZaja. (Shi i sur., 2018)

Razlic¢iti ¢cimbenici proucavani su za modeliranje transmembranskog potencijala Am.
Schwanova jednadZba jedan je od naj¢eSce koriStenih modela za izracunavanje Am:
Am=—f-E(t)-R-cosO-1-e-tt(l)
gdje je f faktor oblika ¢elije (1,5 za sferne ¢éelije), E je primijenjeno vanjsko elektri¢no polje, R
je polumjer ¢elije, 0 je polarni kut izmedu smjera E i odredenog mjesta na ¢eliji membrana, t je
vrijeme, a T vremenska konstanta "kondenzatora" membrana Celije. Stoga u stanju mirovanja
mogu biti T <<t i gornju jednadZbu mozemo pojednostavljeno pisati:

Am=1,5-E-R-cos® (Shiisur,2018)

Elektroporacija se Siroko primjenjuje za isporuku raznolikog spektra molekula od
znacaja za unutarstani¢ni prostor. Konvencionalna tehnika elektroporacije za unutarstanicni
primjenu se vrs$i u paralelnim postavkama plo¢a u kivetama, gdje su stani¢ne suspenzije 1
molekule koje se isporucuju pomijesane u vodenoj puferskoj otopini izmedu dviju spojenih
elektroda na generator visokog elektricnog napona, pa se zbog toga naziva skupna
elektroporacija (BEP). Podrucje koje obuhvaca skupna elektroporacija se primarno kontrolira

jakoS¢u impulsa, dok je ukupna veli¢ina pora veca povezano s trajanjem pulsa. (Shi 1 sur., 2018)

Prema teoriji stvaranja vodenih pora, koja se u najve¢oj mjeri temelji na
termodinamicnosti, formiranje vodenih pora pokrece se prodorom vodenih molekula u lipidni
dvosloj membrane, $to dovodi do preusmjeravanja susjednih lipida sa njihove polarne glave
glave usmjerene prema tim molekulama vode. Nestabilne pore se tijekom trajanja nanosekunde

obi¢no mogu formirati ¢ak 1 ako nema vanjskog elektriénog polja, ali izlaganje membrane
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takvom polju smanjuje energiju potrebnu za prodiranje vode u dvosloj. U toku prvih
nanosekundi, ovo prodiranje uglavnom je uzrokovano prijenosom vanjskog polja do
membrane, a zatim unutar mikrosekunde, transmembransko polje pojac¢ava se polarizacijom,

Sto rezultira nakupljanjem induciranog transmembranskog napona. (Yarmush i sur., 2014).
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Zivotni cikhus elektriéno uzrokovane pore u lipidnom dvosloju. Stupnjevi formiranja i nestajanja pora su prikazani po redu kako
nastaju, ali nisu vremenski ekvivalenti. Formacija pocinje s uspostavijanjem elektriénog polja, a nestajanje pocinje sa prestankom
djelovanja elektriénog polja. Samo molekule vode 1 atomi fosfora su prikazani na slici.

Slika 1. Formiranje i nestanak pora uzrokovanih elektri¢nim polje (prilagodeno prema Kotnik,

2019)

Elektroporacija se moZe primijeniti jednako na sve vrste stanica i u svim fazama
stani¢nog ciklusa. Kolateralna Steta elektroporacijom moze biti ozbiljna u usporedbi s nekim
drugim fizickim metodama. Kada se elektroporacijsko polje primjenjuje kroz kozu pomocu
povrsinskih elektroda, kozni edemi su Cesta posljedica. Elektroporacija jezgre zahtijeva daljnji
korak koriStenjem veceg praga napona i krace duljine impulsa (nukleoporacija). lako je princip

elektroporacije primjenjiv na sve vrste stanica, njegova ucinkovitost ovisi o elektri¢nim
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svojstvima stanica. Manje stanice zahtijevaju jace polje. Stanice s manje provodnim sadrzajem
poput adipocita, su manje osjetljive. Tako bi pragovi za razli¢ite stanice u heterogenom tkivu
varirali. Otkriveno je da formulacija DNA s odredenim vrstama polimera povecava uc¢inkovitost
elektroporacije 1 da u nekim sluajevima smanjuje toksicnost vezanu za lijeCenje. Anionski
polimeri, ukljucuju¢i poli-L-glutamat, poliakrilnu kiselinu, poli-L-aspartat, dekstran sulfat i
pektin poboljSavaju prijenos gena posredovanog elektroporacijom u skelethom miSi¢u

(Bolhassani i sur., 2014).

4.2.1 Vrste elektroporacija

Kada se na stanice primjenjuju elektriéni impulsi, opazaju se 2 razli¢ita fenomena:
reverzibilna elektroporacija (EP) i ireverzibilna elektroporacija (IRE), koji se oboje koriste u
klinickoj praksi. Reverzibilna elektroporacija poveéat ¢e propusnost stanicne membrane i
otvoriti put za molekule koje su prevelike da bi presle na stani¢nu membranu (DNA, RNA) ili
olaksali ulazak stanica hidrofilnim molekulama (bleomicin, cisplatin). Ove molekule jednom
kada produ stani¢nu membranu, pokazuju svoj u€inak na ponovno zatvaranje stanice. Suprotno
tome, IRE (> 600 V / cm) koristi se kao netermalni oblik ablacije mekog tkiva u klinickoj rutini.
Ireverzibilna elektroporacija stanicnth membrana dovodi do poremecaja stani¢ne homeostaze,
a time u konacnici do apoptoze u tretiranom tkivu. Ova metoda ablacije tkiva nasla je Siroku

upotrebu za uniStavanje malignog tkiva (Probst i sur., 2018).

Tablica 1. Stupnjevi elektropermeabilizacije (Kotnik 1 sur., 2019).

Stupnjevi Vremensko trajanje

Inicijacija: Kada transmembranska voltaza | Nanosekunde (vodljivost)
(TMS) prede "kriti€nu" vrijednost, elektri¢na | Mikrosekunde (propusnost)
propusnost i vodljivost membrane se pocinje
znacajno povecavati

Sirenje: Sve dok TMS ostaje iznad "kriti¢ne" | Do kraja podrazaja (do nekoliko milisekundi)
vrijednost, propusnost i vodljivost su prisutne
i/ili se povecavaju

Djelomi¢an oporavak: Nakon $to TMS Mikrosekunde (provodljivost)
padne ispod "kriti¢ne" vrijednosti, elektri¢na | Milisekunde (propusnost)
vodljivost 1 propusnost membrane se pocinje
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drasti¢no padati, ali ne potpuno, stabilizira se
na povecanoj vrijednosti koji se moze
detektirati jos uvijek dopustajuci
membransku difuziju iona i molekula

Ponovno formiranje: Membrana postepeno |Sekunde do minute (20-37 stupnjeva celzija)
vraca svoj fizioloski stupanj nepropusnosti Satima (4 stupnja celzija)

(osim ako Steta nije ireverzibilna i stanica je
izgubila sposobnost za funkcioniranje)

Sjecanje: Cak i nakon potpunog zatvaranja  |Satima
membrane, stanica moze iskusiti promjene u
fizioloskim procesima i reakcijama na
podrazaje prije nego se konac¢no vrati u
prvobitno stanje

Postoje Cetiri opca neprekidna podrucja jakosti elektricnog polja koja mogu biti najbolje
karakterizirana srodnim molekularnim transportom i funkcioniranjem stanice:

1) Nema elektroporacije koja se moze otkriti: ovo je najnizi raspon i onaj u kojem nema
uoc¢enog molekulskog transporta.

2) Reverzibilna elektroporacija: Ovdje se formiraju privremeni i ograni¢eni putevi za
molekularni transport, ali nakon zavrSetka elektricnog impulsa transport prestaje, a stanice
ostaju sposobne za funkciju.

3) Netoplinska ireverzibilna elektroporacija: ovdje transport kroz membranu -
posebno curenje unutarstani¢nog sadrzaja - previSe je opsezno i/ili jako da se stanice oporave,
Sto rezultira njihovom smrcu 1 eventualnim raspadom. Ipak, ovdje op¢enito nema termickog
oStecenja stanice niti oslobodenih molekula.

4) Ireverzibilna elektroporacija popracena toplinskim ucincima: U dovoljno jakim
poljima, elektri¢ne struje uzrokuju porast temperature dovoljno visok za termicka oStecenja

stanicu kao 1 na oslobadanje molekula (Yarmush i sur., 2014).

Eksperimentalno utvrdena kinetika transmembranskog transporta grubo se moze
podijeliti u pet stupnjeva: pokretanje propusnog stanja, njegovo Sirenje, stabilizacija s
djelomi¢nim oporavkom, ponovno uspostavljanje membrane i konacno postupni prestanak
onoga Sto se naziva zaostali efekti memorije koji se odrazavaju u stani¢nim izmjenjenim

fizioloSkim procesima i reakcijama na razne stresore (Kotnik 1 sur., 2019).
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Slika 2. Utjecaj elektri¢nog polja s obzirom na jacinu i duljinu trajanja (prilagodeno prema

Yarmush, 2014)

Izravna mikroskopska opaZanja otkrila su da mehanizmi prijenosa tijekom
elektroporacije ovise o vrsti molekula. Na primjer, male nabijene molekule kao propidijev jodid
(PI), ulaze u stanice tijekom i nakon primjene elektricnog polja na oba pola izloZena
elektrodama. Negativno nabijena mala interferiraju¢a RNA (siRNA) molekula se, medutim,
ulazi u stani¢nu citoplazmu isklju¢ivo na strani koja je okrenuta katodi i to samo kada se
primjenjuje elektricno polje. Ako se doda nakon elektroporacije, siRNA je nesposobna
suprimirati gene jer nije prodrla u stanice. Suprotno tome, penetracija plazmidne DNA pocinje
indukcijom lokalne fizicke interakcije izmedu nukleinske kiseline i stanicne membrane tijekom
primjene elektri¢ne polja; nakon cega slijedi sporo unutarstani¢no otpustanje u citoplazmu
nakon izlaganja elektricnom polje, a zatim putuje do jezgre. Te su razlike vazne za planiranje

lije¢enja ECT 1 GET (Yarmush i sur., 2014).
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4.2.2. Mikroelektroporacija i nanoelektroporacija

1) Mikroelektroporacija

Mikroelektroporacija (MEP) je pokazala znacajne prednosti u odnosu na BEP u pogledu
kontroliranog unoSenja strane tvari u stanicu tokom zadanog vremena za gotovo bilo koje
stanice. Dizajniran je koncept MEP-a, membranski sustav elektroporacije sendvica kroz dobro
definiran niz mikro-nozeva i postignuta je veca uc¢inkovitost isporuke, ujednacenija transfekcija
gena i bolja vitalnost stanica u odnosu na uobicajeni BEP. U takvim MEP sustavima, buduc¢i da
je elektricno polje precizno kontrolirano i fokusirano u kanalima veli¢ine mirkometara,
pojedina¢nim stanicama koje su zarobljene unutar mikro otvora ili koji prolaze kroz mikrokanal
mogu se elektroporirati sa mnogo manjim naponom. Koriste¢i prednosti mikrokanala MEP
sustava, niz sustava temeljenih na MEP-o0j unutarstani¢noj dostavi je razvijen.. Uz pomo¢
mikrofluida, stvoreni su uredaji MEP-a za poboljSanje isporuke siRNA i proteina u HeLa
stanice 1 B stanice. Takoder je dizajniran trodimenzionalni MEP sustav temeljen na visokoj
propusnosti magnetskih pinceta. U kombinaciji sa slabim vanjskim magnetskim poljem, takav
MEP sustav trebao je ostvariti visoku propusnu transfekciju 1 zadrzati odrzivost stanica. Unato¢
nekoliko prednosti MEP-a, gore spomenutih sustava, precizna kontrola doziranja joS nije
postignuta jer dijeli slicni mehanizam za isporuku s BEP-om koji se temelji na difuziji 1

nakupljanju slicnom endocitozi. (Shi 1 sur., 2018)
2) Nanoelektroporacija

PodeSavanjem veli¢ine otvora oko 90 nm, ucinak elektroporacije na membranu bi
mogao biti koncentriran na vrlo malo podruc¢je na stani€noj povrSini. Znacajna prednost
nanoelektroporacije (NEP) je precizna kontrola doze 1 visoka odrZivost stanica Sto se ne moze
posti¢i niti jednom drugom metodom. Takva elektroporacija na bazi nanokanala uvodi sredstva
brze 1 dublje u citoplazma. U usporedbi s konvencionalnom elektroporacijom (BEP i MEP) 1
drugim granskim oblicima elektroporacije, predlozeno je da se mehanizam za isporuku
nanokanala zasniva radije na elektroforezi sile nego na difuzija i/ili endocitozi. Medutim, jedna
je slabost metode propusnost prirode tehnike, u kojoj ¢elija koja se mora transficirati mora biti
smjeStena u jednoj mikrokanal pomocu optickih pinceta. Za tu svrhu, razvijen je uredaj sa

visokom propusnosc¢u baziran na silikonu koji se koristi za preciznu i benignu NEP transfekciju.
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Potencijalne biomedicinske primjene takvog uredaja sa visokom propusnos$cu su: mjerenje
unutarstani¢nih koncentracija biomarkera kod karcinoma, preuredenje stanice, testiranju na

lijekove protiv tumora itd. (Shi i sur., 2018).

Uz NEP sustav platformi, postoje jos drugi nacini nanoelektroporacije kao nanostub,
nanonavojne cijevi i nanofontanska sonda. Nanostubne elektrode, koje ne samo da mogu
zabiljeziti izvanstani¢ne i unutarstani¢ne akcijske potencijale kultiviranih stanice, nego se mogu
opetovano izmjenjivati u mjerenju unutarstanicnog i izvanstani¢nog procesa ponovnog
zatvaranja stanice. Takoder, mogu mjeriti male promjene u akcijskom potencijalu izazvanog
lijekom koji pogada ionske kanale, to je veoma obecavajuca osobina, pogotovo u pregledavanju
stanice kada su one pod utjecajem vanjskih signala. Za razliku od NEP sustava, otvori
nanonavojne cijevi strSe u ciljnu stanicu kao Suplje nanoigle, koje otkriva da aktivne sile, poput
opticke pincete ili dielektroforeze, nisu potrebe za uspostavljanje optimalnog kontakta izmedu

stanica i nanonavojne cijevi (Shi i sur., 2018).

4.3 Ireverzibilna elektroporacija

Ireverzibilna elektroporacija (IRE) je tehnika koja se bavi ubijanjem nepozeljnih
stanica, uglavnom stanica karcinoma, izravno, bez upotrebe bilo kakvih citotoksic¢nih lijekova.
U ovoj se tehnici obi¢no koristi vrlo visoko elektri¢no polje do 1000 V / cm, ali za vrlo kratko
vrijeme izlaganja (nanosekunde). Niska elektricna polja (LEF) koriste se prije za internalizaciju
molekula 1 lijekova unutar stanica (elektroendocitoza), ali uglavnom ne za ubijanje stanica

(Shawki., 2013).

IRE koristi kratke (~ 100 ps), ali intenzivne kvadratne valove elektri¢ne impulse (50—
400), koje se dostavljaju pomocu elektroda umetnutih u ili susjedno ciljano tkivo. Ti impulsi
induciraju raspodjelu elektri¢nog polja u ciljnom 1 okolnom tkivu, ovisno o konfiguraciji
elektrode, amplitudi impulsa 1 vrsti tkiva. Za odredeno tkivo 1 skup parametara impulsa (duljina
pulsa, broj impulsa, brzina isporuke) moze se odrediti prag elektriénog polja koji inducira
stani¢nu smrt 1 formira leziju. Numeric¢ki modeli ¢esto se koriste za predvidanje inducirane zone
raspodjele i ablacije elektricnog polja, koriste¢i apriorno znanje o elektri¢nim svojstvima tkiva

(Bhonsle i sur., 2016).
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Ako je broj impulsa prevelik, njihovo trajanje je predugo ili je amplituda polja kojemu
je stanica izlozena prejako, stanica umire zbog nepovratne elektroporacije, vjerojatno uslijed

gubitka homeostaze (Miklav¢i¢ 1 Davalos, 2015).

Elektricni impulsi koriSteni za isporuku tretmana IRE induciraju kolateralno
zagrijavanje zbog otpornih svojstava bioloskog tkiva, poznatog kao Joule grijanje. Kako bi se
odrzala razlika IRE-a od termicki zasnovanih terapija, impulsni protokoli moraju biti
dizajnirani tako da ogranicavaju Joule-ovo zagrijavanje ispod pragova koji uzrokuju strukturno

termicko oStecenje tkiva i okolnih osjetljivih struktura (Bhonsle i sur., 2016).

Izabrana su cetiri IRE protokola koji predstavljaju IRE vrlo visokog, visokog,
umjerenog i blagog napona, a zatim za svaki od tih protokola stvaramo ekvivalentnu energiju
koriste¢i razli¢ite LEF-ove parametre razli¢itih amplituda (7, 10, 14 1 20 V), razliite brojeve
impulsa (40, 80, 160 i 320 impulsa), razlicite frekvencije od 0,5 do 106,86 Hz i razlicite Sirine
impulsa od 9,38 do 2000 ms. Svaki od izraCunatih LEF ekvivalentnih IRE primijenjen je na
stani¢nu liniju Hela. Rezultati pokazuju potpuno uniStavanje stanica raka za sve testirane
protokole izlozenosti. Ovo oSte¢enje nije nastalo zbog toplinskog ucinka, jer izmjerena
temperatura nije bila promijenjena prije i nakon izlaganja. Letalni u¢inak na stanice raka moze

se posti¢i pomoc¢u LEF ako se koristi isti energetski ekvivalent IRE (Shawki, 2013).

IRE se moze izvesti uz CT ili ultrazvu¢no navodenje pod opfom anestezijom. Opca
anestezija je obvezna za IRE postupke; postupak se ne moze izvesti pod svjesnom sedacijom.
Kompletna neuromuskularna blokada je bitna za sprecavanje stimulacije skeletnih miSi¢a zbog
isporucenog visokog napona i za sprjecavanje kretanja sondi sekundarnih kontrakciji misica.
Cesto koristena paralizirajuéa sredstva ukljuduju cisatracurium besilat ili rokuronijev bromid.
Trostruka faza CT trbuha provedena je s primjenom 65 mL jodiranog kontrasta nakon cega
slijedi 65-ml fizioloski bolus, te se odreduje namjeravana konfiguracija i broj sondi. Izmedu
sondi isporucuje se 70 visokonaponskih impulsa istosmjerne struje (1.500-3.000 V) kako bi se
zavrsio tretman jednog para sondi. Ovisno o broju parova, generator se automatski prebacuje
na sljedec¢i par (e) kako bi dovrSio tretman. Vrijeme lijeCenja izmedu para je 70 sekundi

(Narayanan, 2015)

Dok se 50 ° C obicno bira kao prag za pocetak uvodenja toplinskih oSte¢enja na

stani¢noj skali, a primije¢eno je da dugotrajno izlaganje blago poviSenim temperaturama od 43
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° C moze dovesti do smrti stanice. Trenutnim toplinskim oSte¢enjem se smatraju temperature

jod 83,6 © C za prostatu ili 74,7 ° C za jetru (Bhonsle i sur., 2016).

4.3.1 Klinicke studije

Studija koja je istrazivala takve ishode otkrila je da je medijan prezivljavanja bolesnika
s karcinomom gusterace III faze porastao sa 6-13 na 24,9 mjeseci u studiji na 200 osoba nakon
lijecenja IRE, Sto je otprilike udvostrucilo prezivljavanje pacijenta nakon tretiranja sa IRE

(Sweeney i sur., 2017).

34 pacijenta lijjecena su s IRE, sonde su stavljene sa transrektalnim ultrazvu¢nim
vodstvom s dvije do Sest IRE sondi i transperinalno su postavljene unutar karcinomne lezije.
Funkcionalni ishod je zabiljezen kod svih bolesnika s pracenjem od najmanje 6 mjeseci. Za
pracenje ishoda lijeCenja, koriSten je MRI s pojacanim kontrastom 1 tjedan nakon Sto je
proveden postupak, te daljnji MRI 6 mjeseci nakon provedenog postupka kako bi se iskljucili
dokazi preostalog vidljivog karcinoma. Sveukupno, ukljucena su 34 pacijenta s prosjecnom
staroS¢u od 65 godina (standardna devijacija = = 6) i srednjim antigenom specificnim za
prostatu (PSA) od 6,1 ng / mL (interkvartilni raspon [IQR] = 4,3-7,7) , Nakon praéenja od 6
mjeseci, pojavilo se 12 komplikacija prvog stupnja i 10 komplikacija drugog stupnja; nijedan
pacijent nije imao komplikacije stupnja 3 ili viSe (stupnjevi 1-5). S funkcionalnog stajalista,
100% (24/24) bolesnika bilo je uzdrzljivo, a potencija je sacuvana u 95% (19/20) musSkaraca
koji su bili potentni prije lijeCenja. Primije¢en je medijan PSA nakon 6 mjeseci od 3,4 ng / ml
(interkvartilni raspon = 1,9-4,8 ng / ml). MRI je pokazao sumnjivu rezidualnu bolest u Sest

bolesnika, od kojih je ¢etvero podvrgnuto drugom obliku lokalnog lijecenja (Narayanan, 2015)

Studija iz 2014. ukljucivala je IRE tretman 221 pacijenta (325 tumora) u 16 studija i nije
bilo ve¢ih nuspojava. Studija je primijetila samo nekoliko manjih komplikacija u jetri i 3
komplikacije guSterace; 2 curenja iz Zuci i 1 slucaj tromboze portalne vene. Od 200 pacijenata
koji su bili podvrgnuti IRE tretmanu lokalno uznapredovalog adenokarcinoma gusterace, otkrili
su da je 37% bolesnika imalo komplikacije, te da je srednja ocjena komplikacija bila 2 (raspon
1-5). Ucinkovitost lijecenja IRE u lijeCenju karcinoma jetre i gusterace takoder je vidljiva iz

klini¢kih podataka. Sistemski pregled 129 bolesnika koji su podvrgnuti IRE zbog tumora jetre
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izvijestio je da je ukupna stopa remisije u 3 mjeseca bila 67-100% za tumore vece od 3 cm 1

93-100% za tumore manje od 3 cm (Chih-Yang Hsiao, Kai Wen Huang, 2017).

Vecina bolesnika koji su prisutni s karcinomom gusterace nisu pogodni za operaciju, jer
je 40% bolesnika dolazi s lokalno uznapredovalim karcinomom gusterace (LAPC) stadija 3, a
40% prisutno s metastatskim karcinomom gusterace (MPC). 1- 1 5 -ugodiSnja relativna stopa
prezivljavanja je losa (27% 1 6% za sve faze kombinirane, respektivno). U bolesnika s lokalnom
bolescu, petogodisnje prezivljavanje je 24%, u usporedbi s onima s udaljenom boles¢u u kojima

je samo 2%. (Narayanan, 2015).

43 pacijenta su bili podvrgnuti 50 IRE zahvata perkutanim pristupom. 30 od 43 (69,8%)
bolesnika imalo je LAPC, a prosjecno preZivljavanje tih bolesnika bilo je 16,2 mjeseca (95%
CI: 10,1-22,3 mjeseca). Preostalih 13 pacijenata (30,2%) imalo je MPC, a prosjecno
prezivljavanje je bilo 8,6 mjeseci (95% CI: 3,1-14,1 mjeseci). Devetnaest pacijenata (44%)
primilo je kemoterapiju nakon IRE. Dvoje pacijenata s LAPC-om su reagirali izvrsno na
tretman 1 bili su u mogucénosti podvrgnuti se operaciji s RO (marginalan) resekcijama.
Komplikacije od IRE gusterace ukljucuju bol u trbuhu (n = 10), pankreatitis (n = 7), hematom
(n = 7), spontani pneumotoraks (n = 1), potrebu za postavljanjem stenta u dvanaesniku (n = 1),
tromboza glavne portalne vene (pronadena nakon mjerenja CT-om nakon mjesec dana) (n = 1),
1 sepsa 48 sati nakon IRE (n = 1). Slu¢ajevi pankreatitisa rjeSavali su se produZenim bolni¢kim
boravkom i konzervativnim lijjeCenjem. Od 20 pacijenata do kraja objave ¢lanka, nijedan smrtni
slucaj nije bio izravno povezan s postupkom. Ova serija je pokazala potencijalnu korist za
prezivljavanje kod odabranih bolesnika s lokaliziranim ili metastatskim karcinomom gusterace

koriste¢i perkutanu IRE (Narayanan, 2015).
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4.4 Elektrokemoterapija (ECT)

Osnovno nacelo ECT-a je upotreba elektroporacije za isporuku slabo ili ne -propusnih
kemoterapijskih lijekova u stanice, Sto olakSava njihov transmembranski transport s ciljem
povecanja njihove citotoksicnosti. U pretklinickim studijama identificirani su bleomicin (BLM)
1 cisplatin kao najprikladniji lijekovi za klini¢ka ispitivanja. Ucinkovitost ECT-a bila je
demonstrirana na razli¢itim modelima ¢vrstih tumora, a tretman je potpun ili djelomican.
Prednost ECT je da ima izvrstan terapeutski indeks za antitumorsku ucinkovitost, stoga su
potrebne vrlo niske koncentracije lijekova kemoterapeutika izbjegavajuci toksicnost (Yarmush

isur., 2014).

Pacijent koji prima ECT tretman najprije ¢e dobiti intravensku ili intratumoralnu
primjenu antitumorskog lijeka (npr. BLM, cisplatin) tako da se moZe ravnomjerno rasporediti
po vaskularnom sustavu i izvanstani¢nom prostoru tkiva. Elektrode koje se nalaze oko ili unutar
tumora dostavljaju to¢no odredene elektricne impulse koji omogucéuju difuziju inace
membranskog nepropusnog lijeka protiv tumora u ciljne stanice. Nakon kratkog vremena,
propusnost membrane ¢e se vratiti u prvobitno stanje, a specificni kemoterapeutici ¢e
uzrokovati viSestruko pucanje tumorske DNK (BLM) ili pucanje unutar i medulan¢ane DNK
veze (cisplatin ) u stanicama tumora. Prednosti koje proizlaze iz ove kombinirane terapije
ukljucuju malu dozu citostatickog lijeka zbog lokalno pojacanog citotoksi¢nog uc¢inka (BLM,
1000 puta i cisplatin, 80-puta povecanje toksicnosti), jer je za indukciju potrebno samo nekoliko
molekula po stanici da bi uzrokovali stani¢nu smrt tijekom jedne sesije lije¢enja. Drugi u¢inak
uzrokovan tretmanom je oslobadanje netaknutih antigena tumora uslijed izlaska tvari iz
oStecenih stanica. Oslobodeni tumorski antigeni izloZeni su imunoloskom sustavu pacijenata 1
aktiviraju imunoloski odgovor usmjeren na antigen. Budu¢i da je ECT lokalno lijecenje,

udaljene metastaze nisu pogodene ovim tretmanom (Probst 1 sur., 2018).

Osim osnovnog mehanizma povecane propusnosti membrane $to dovodi do povecane
citotoksicnosti lijeka, opaza se smanjeni protok krvi tumora §to rezultira efektom vaskularnih
poremecaja ECT. Vaskularni poremecaja se javlja zbog odumiranja tumorskih stanica koje
onda, raspadajuci se, blokiraju vaskularni sustav tumorskog tkiva, te time uzrokuju daljnje

propadanje preostalih tumorskih stanica. Poja¢an imunoloski odgovor takoder se opaza, stoga
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se kombinacijom ECT s imunostimuliraju¢im rekombinantnim citokinima ili plazmidima koji
se isporucuju sa GET kodiraju ove citokine; IL-2, IL-12, IL-15, GM-CSF i TNF-0, mogu

znacajno potencirati u¢inak ECT tretmana (Yarmush i sur., 2014).

Raspon primjene ECT moze se podijeliti u 3 skupine:
1) lijecenje koznih i1 potkoznih metastaza smjesStenih u glavi ili vratu, melanom,
nemelanomski kozni tumor ili metastaze tumora dojke na kozi;
2) lijecenje nekutnih metastaza lociranih u sarkomu kosti, jetre ili mekog tkiva ;
3) klinicka ispitivanja za lijeCenje primarnih tumora, poput tumora jajnika ili

debelog crijeva (Probst i sur., 2018).

4.4.1 Bleomicin

Bleomicin izaziva izravno oSte¢enje DNK, tako da uzrokuje pucanje jednostrukih i
dvostrukih DNK lanaca u stanicama sisavaca. Postoje 2 mehanizma pomoc¢u kojih bleomicin
moze uzrokovati stani¢nu smrt. Ako je u stanici prisutno samo nekoliko tisu¢a molekula
bleomicina, stanica se zaustavlja u fazi G2-M 1 postaje povecana, §to dovodi do izlaska
polinukleusa 1 mikronukleusa. Zatim stanice umiru u sporem procesu koji traje oko 3
udvostrucenja puta. Ako, s druge strane, stanice sadrze nekoliko milijuna molekula bleomicina,
one se unistavaju mnogo brze, u roku od nekoliko minuta, zbog pseudoapoptoze jer bleomicin
uzrokuje apoptozu skra¢enim putem tako da stvara karakteristi¢ne fragmentacije DNA. Nakon

toga slijedi smanjenje stanica, pucanje membrane i kondenzacija kromatina. (Chen 1 sur., 2019).

Testiran je pomoc¢u misjih fibrosarkoma SA-1 stanica koje su dobivene iz ascitnog
oblika tumora kod miSeva s 4 razli€ita tretmana, ukljucujuci (1) kontrolnu skupinu (nelijeceni
tumori), (2) tumore lijjeCene samo bleomicinom, (3) tumori koji se tretiraju samo
elektroporacijom i (4) tumori lije¢eni ECT bleomicinom. Vazni fenomeni su uoceni, koji
ukljucuju da je:

(1) ECT s bleomicinom imao znac¢ajno bolju inhibiciju rasta tumora i nekroze tumora,

dosegnuvsi ~50% u 48 sati nakon tretmana u usporedbi s drugim skupinama lijecenja,
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(2) na 8 sati nakon ECT-a s bleomicinom, u nekim su Zilama endotelne stanice s
apoptotskim morfoloskim karakteristikama 1 krvne zile bile nagomilane eritrocitima i
sadrzajem eritrocita,

3) je pronadeno trenutno smanjenje perfuzije tumora (oko 10% perfuzije tumora u

kontroli tumori) nakon primjene ECT-a s bleomicinom (Chen 1 sur., 2019).

Elektri¢ni impulsi i ECT s bleomicinom znacajno su smanjili protok krvi lijeCenog
tumora. Medutim, 48 sati nakon ECT-a, nakon ECT-a s bleomicinom i dalje je primije¢en
smanjeni protok krvi u tumoru, suprotno samim elektri¢nim impulsima. Apoptoza vaskularnih
endotelnih stanica, kao i nakupljanje krvnih zila i ex-osmoza eritrocita, mogu povecati
otpornost krvnih zila na protok krvi, zbog ¢ega je opazen smanjeni protok krvi u tumorima.
Stovise, smanjeni protok krvi unutar tumora moze takoder izazvati staniénu hipoksiju, $to

dovodi do smrti stanica raka (Chen i sur., 2019).
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4.4.2 Cisplatin

Cisplatin je jo$ jedan toksicni lijek koji se obi¢no koristi u ECT-u. Cisplatin je
kemoterapijski lijek specifican za fazu koji stvara umrezene veze izmedu susjednih lanaca DNA
1 unutar istog lanca, ¢ime ogranicava replikaciju DNA tumorskih stanica. Plu¢ne metastaze
karcinoma gusterace bile su tretirane sa primjenom ECT-a s cisplatinom s elektri¢nim poljem
od 1000 V / cm i dozom cisplatina od 10 uM, u usporedbi sa samim cisplatinom, samom
elektroporacijom, i bez lijeCenja. Mitohondrijska aktivnost tumorskih stanica takoder je ispitana
24,48 1 72 sata nakon eksperimenta, $to je rezultiralo smanjenjem otprilike 68%, 61%, odnosno
67% u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder su zabiljezili porast imunoreaktivnosti
stanica duktalnog adenokarcinoma gusterace, dok je intenzitet pulsa bio oko 1000 V / cm.
Rezultati postignuti ovim istrazivanjem takoder sugeriraju da elektri¢ni impulsi od oko 1000 V
/ cm moze poboljSati transport 1 antikancerogeni uc¢inak cisplatina, $to moze biti signal za

oksidativni stres ili apoptozu (Chen i sur., 2019).

Studija na 19 pacijenata sa metastatskim melanomom je provedena da se usporedi
antitumorska aktivnost koriste¢i bleomicin u kombinaciji sa ECT-om i bleomicin koriSten sam.
Tijekom razdoblja duljeg od 12 tjedana, pacijenti tretirani sa bleomicinom 1 ECT su pokazali
78% poboljSanje stanja, Sto je znacajno visSe od 32% pobosljanja stanje koje su pokazali
pacijenti tretirani samo sa bleomicinom. Najnovije studije pokazuju da pulsirajuce elektri¢no
polje u trajanju u rasponu nanosekunda (obi¢no oko 10ns) i megavolt po metru utje¢u na
unutarstani¢ne strukture, ali ne dovode do formiranja velikih pora na membrani. Tako kratak,
snazan elektric¢ni puls moze prodrijeti u unutrasnjost tumorske stanice i ubrzano smanjiti jezgru
tumorske stanice 1 zaustaviti protok krvi do tumora. "Unutarstani¢na elektromanipulacija" moze
smanjiti mealnom do 90% unutar 2 tjedna od izlaganja elektricnom polju jacine 20 kV / cm i
trajanju od 300ns. Svaki puls obi¢no sadrzi energiju u vrijednosti od 0,2J 1 100 takvih pulseva
povecava temperaturu pogodenog podrucja za samo 3 stupnja celzija, $to je joS uvijek manje

od minimalne temperature potrebne za hipertermijske efekte (Besi¢, 2007).
Cimbenici koji utjeéu na uéinkovitost ECT-a uklju¢uju veli¢inu tumora, prethodno

lijecenje, lokaciju 1 histoloski tip. KoZne metastaze manje od 3 cm, koje nisu prethodno zracene,

pokazuju najbolju objektivnu stopu odgovora. Geometrija, broj i razdvajanje elektroda utjecat
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¢e na elektricno polje u tumoru kao i na rezultat lijeCenja. Medutim, stanicna homeostaza moze
se trajno poremetiti ako se premasSe odredeni pragovi. Kriti¢ni ¢imbenici su medu ostalim
posebno amplituda i trajanje pulsa. Ako se poveca trajanje ili amplituda elektriénih impulsa,
dogodit ¢e se nepovratan poremecaj homeostaze stanica; reverzibilni EP: npr. 1,3 kV / cm, 99

us; IRE: npr. 1,5 kV / cm, 300 ps) (Probst i sur., 2018).

Analizom podataka potvrdeno je da isporuka putem ECT-a ima znacajno (p <0,001)
vecu ucinkovitost (za vise od 50%) od bleomicin ili injekcija cisplatina kada se upotrebljuju u
monoterapiji. Ukupna ucinkovitost ECT-a nakon jednog tretmana bila je 84,1% odgovora
(ukljucuje potpune i djelomicne odgovore), a od toga je bilo 59,4% potpunih odgovori
(pokazuju potpunu regresiju tumora nakon terapije). Prednost ovog postupka je da se moze
ponoviti vise puta sa slicnim rezultatima. Nedostatak postupka se nalaz u nedovoljno odredenim
uvjetima postupka i nedovoljnoj efikasnoti kod tumora ve¢ih od 3 milimetara u promjeru

(Yarmush i sur., 2014).
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4.5 Genska Terapija

Genska terapija je postupak koji se koristi za lijeCenje ili poboljSanje zdravstvenog
stanja pacijenta modificiranjem pacijentovih stanica. Pruza jedinstven pristup lije¢enju i
nasljednih 1 steCenih bolesti isporucivanjem terapijskog genskog materijala i njegovih
povezanih regulatornih elemenata u jezgru; da se ispravi gubitak funkcije uzrokovan mutacijom
ili da se eksprimira genski proizvod s nedostatkom na fizioloSkoj razini (Ramamoorth 1 sur.,

2015).

Doza terapijskog proteina trebala bi biti prikladna za lije¢enje bolesti. lako mala doza
moze biti neucinkovita, visoka doza moze biti toksi¢na ili pokrenuti signalne kaskade koje
reguliraju odgovor na protein ili aktivnost. Ekspresija transgena takoder bi trebala biti
prilagodena tako da se terapeutski protein nalazi na odgovaraju¢em mjestu tkiva i stanica. Na
primjer, u slu¢aju misi¢ne distrofije, ispravljeni protein treba biti izrazen u miSi¢nim stanicama.
Faktor VIII za hemofiliju treba na odgovaraju¢i nacin izraziti u cirkulaciji. Za bilo koju vrstu
genske terapije, teSko je predvidjeti razinu ekspresije i trajanje terapijskog proteina jer
proizvodnja proteina ovisi o stanici ili tkivu koje je transficirano. Vrsta stanice, odrZivost stanica
1 status stani¢nog ciklusa mogu utjecati na transkripciju, obradu mRNA 1 razgradnju mRNA.
Nakon prevodenja, posttranskripcijske modifikacije poput proteolitickog cijepanja ili
glikozilacije moraju biti prikladne za funkciju proteina. IzraZeni protein mozda nema isti
poluzivot kao prirodni protein. Zbog ovih poteskoca, farmakokinetika 1 farmakodinamicka
varijabla eksprimiranih terapijskih proteina, ukljuujuéi brzinu nakupljanja, vrSne razine i

brzinu razgradnje, slabo su istrazene (Heller, 2016).

Biomedicinska primjena elektroporacije ukljucuje genski elektrotransfer (GET) na
stanice 1 tkiva za gensku terapiju i DNA cijepljenje. Ova se tehnika koristi uglavnom za DNA
cijepljenje protiv zaraznih bolesti, raka, artritisa, multiple skleroze i upale nakon transplantacije
organa i genetski modificirati stanice za primjenu regenerativnih lijekova . U lijecenju raka,
vec¢ina GET pretklinickih studija usredotoCena je na isporuku imunomodulatorne gene, poput
IL-12, IL-2, IL-15, i GM-CSF. Nekoliko studija dokumentira uporabu gena koji ciljaju
vaskularnu tumorsku vaskularu, poput vazostatina, endostatina i vaskularnog endotelnog

faktora rasta. GET od antiangiogeni metargidinski peptid (AMEP) koji cilja integrise i dobiva
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ciljanje siRNA dokazano je da endoglin djeluje antiproliferativno i antiangiogeno na tumore
melanoma (za AMEP) i tumore karcinoma mlijecne zlijezde (za siRNA). Klinicke studije koje
su uspjesno koristile GET, pokazali su sigurnost i u¢inkovitost GET-a na tumorima. Jedna
studija pokazala je da IL-12 dolazi do koZnog melanoma kod ljudi vrlo uc¢inkovito, jer je uocena
tumorska nekroza u vecini lijeCenih lezija; Nadalje, kod dva pacijenta, odgovor je opazen i kod
dalekog nelijecenog lijeCenja metastaze. Druga klinicka studija koja je ispitivala intratumorni
GET plazmida AMEP u bolesnika s koznim metastazama melanoma pokazala je ne samo

sigurnost prijenosa molekule u tumore, nego i odredenu ucinkovitost (Yarmush 1 sur., 2014).

Metode isporuke gena, cjepiva i lijeka dijele se na: a) fizicke / nevirusne pristupe poput
tetoviranja, genskog pistolja, ultrazvuka, elektroporacije, lasera; b) Kemijski / nevirusni sustavi
kao Sto su: kationski lipidi / liposomi, polisaharidi, kationski polimeri, kationski peptidi, mikro-
/ nano-Cestice 1 ¢) Bioloski / virusni vektori. Nevirusni vektori sigurni su za ¢ovjekovo tijelo 1
jednostavni za upotrebu. Medu njima se elektroporacijom moze raspodijeliti fragmenti
nukleinske kiseline, oligonukleotidi, siRNA i plazmidi u stanice. Studije s elektroporacijom
provedene su in vivo; medutim, elektroporacija je ponekad Stetna za diferencirane stanice

odraslih (Bolhassani i sur., 2014).

Genske terapije spadaju u pet osnovnih kategorija. Prvo, u zamjeni proteina dovodi se
divlja vrsta komplementarne deoksiribonukleinske kiseline (cDNA), tako da eksprimirani
terapeutski protein nadoknaduje nedostajuéi ili mutirani protein, kao kod cisticne fibroze ili
hemofilije. Drugo, terapije tumora uglavnom su dizajnirane da izravno induciraju stani¢nu smrt,
ili da bi se potaknuo imunoloski sustav protiv tumora 1 njegovih metastaza ili za modificiranje
mikrookoline tumora. Trece, za proizvodnju klasi¢nih cjepiva protiv zaraznih bolesti organizam
gena ili cDNA za ekspresiju antigena omogucava da se komponente cjepiva prilagode za
ucinkovitost, a da se izbjegne mogucnost infekcije. Za cjepiva protiv raka, isporucuju se
tumorski antigeni da aktiviraju imunoloski odgovor pacijenta na antigen i izazovu preventivni
u¢inak. Cetvrto, cDNA se moZe isporuiti za proizvodnju proteina koji modulira endogeni
odgovor, na primjer, za podrsku zacjeljivanju rana. Konac¢no, bjelancevine povezane sa boles¢u
mogu se regulirati ili stanice osjetiti na specificne terapije koriste¢i nekoliko mogucih

mehanizama temeljenih na nukleinskoj kiselini (Heller, 2016).

32



Pred tretiranje sa

kemoterapijom
"“J‘{j T stanicni i
VIV receptor (TCR)Tumorska stanica \ &
- & b J
_ N
] Virusno ii ne

T stanice virusno umetanje Tstanicesa  Infuzija stanice

w2 genau T stanice TCR genom  salL-2

- Kimerni antigen

/ receptor  Tumorska stanica

: ‘:"};“
0 v M T stanica

T

%9 \ S & L
il Antigen na

stanicnoj povrsini

Pred tretiranje sa
kemoterapijom

Slika 3. Dijagram genske terapije u personaliziranoj medicini (prilagodeno prema Shi, 2018)

Negativno nabijeni oligonukleotidi poput malih interferiraju¢ih RNA imaju veli¢inu
otprilike 6 kDa i slobodno ulaze u citoplazmu stanice kad su prisutni tijekom elektrotransfera,
ali ne ulaze kad se dodaju nakon primjene impulsa. Prosjecni plazmid je teZzak vise od 3000
kDa, a mehanizam kojim ulazi u stanicu zahtijeva kombinaciju elektroporacije membrane,
elektroforeze DNA, endocitoze i intracelularnog transporta kroz citoskelet. Plazmidi su najc¢esci
oblik prijenosa genske terapije elektricnim putem. Sekvence vece od 15 kilobaza mogu se
umetnuti u DNA plazmida, iako s ve¢im umetcima manipuliranje plazmidom postaje teze. Za
promociju eukariotske proteine, uz promotore i pojacivace, potrebno je pocetno mjesto
prijevoda ili Kozak slijed. Sekretorna sekvenca omogucava izlu€ivanje proteina ako je
potrebno. Unutarnje mjesto ulaska u ribosom omogucava polikistroni¢nu koekspresiju u istoj
transficiranoj stanici. Ovo je korisno za terapeutske molekule koje kodiraju viSe mRNA kao §to

je interleukin 12 i za koekspresiju komplementarnih terapijskih gena kao $to su angiogeni

faktori. Slijed mora imati signal poliadenilacije da bi se proizvela Citljiva mRNA. (Heller, 2016)
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Skeletni mi$i¢ je najpogodnije ciljno tkivo iz viSe razloga, ukljucujuéi dugotrajno
luCenje terapeutskih proteina za sistemsku raspodjelu i promicanje snaznih humoralnih i
stani¢nih imunoloskih odgovora nakon cijepljenja. Brojni ¢imbenici utjecu na unos plazmida i
ekspresiju nakon intramuskularne injekcije, a potom elektroporacije. Oni ukljucuju: ciljani
misi¢, starost, formulaciju plazmida, koncentraciju i dozu plazmida, pulsni obrazac, intenzitet
elektri¢nog polja (struja, napon i otpor), duzinu pulsa, vrijeme kasnjenja, konfiguraciju i
orijentaciju elektrode. Ova poboljSanja u uvjetima elektroporacije mogu povecati uc¢inkovitost
prenosenja plazmida 1 smanjiti ukupnu koli¢inu plazmidnih i DNA cjepiva potrebnih za

stvaranje ciljanih razina bioloski aktivnih proteina ili antitijela (Bolhassani i sur., 2014).

Dvije osnovne vrste pulsa mogu se koristiti za isporuku nukleinskih kiselina in vivo.
Eksponencijalno propadajuci impulsi nastaju kada se nabijeni kondenzator ispusta u tkivo. Oni
se obi¢no koriste u bakterijskoj transfekciji i kori§teni su u pocetnim demonstracijama in vivo
isporuke kemoterapijskih sredstava i plazmidne DNA. Impulsi kvadratnih valova omogucuju
bolju kontrolu parametara impulsa neophodnih za klini¢ki razvoj in vivo isporuke. Da bi se
stvorili kvadratni valni impulsi, eksponencijalni impuls se skracuje brzim prebacivanjem. lako
se ovi impulsi nazivaju "kvadratni val", tijekom pada impulsa i dalje dolazi mali pad napona.
Promjene pulsa mogu se koristiti za isporuku nukleinskih kiselina 1 za prilagodavanje
naknadnih razina ekspresije proteina i kinetike terapijskog proteina. Te varijable ukljucuju
napon, duzinu, broj 1 frekvenciju koji se primjenjuju na impuls. Za in vivo primjene, omjer
napona 1 udaljenosti izmedu pulsa 1 udaljenosti obi¢no je manji od 1500 V / cm. Pojedina¢na
duljina pulsa moZe varirati izmedu 100 ps 1 100 ms. Opcenito, ukupni broj impulsa (manje od
10) i frekvencija pulsa (manje od 10 Hz) su niski. Kratki, visokonaponski impulsi imaju
vrijednost u mikrosekundama, dok dugi, niskonaponski impulsi imaju vrijednost u
milisekundnom podrucju. Kombinacije ovih tipova impulsa mogu se koristiti za iskoriStavanje

mehanizma elektroporacije-elektroforeze plazmidnog elektrotransfera DNA (Heller, 2016).

U nedavnom 3D NEP-u uz pomo¢ dielektroforeze (pDEP-NEP) implementirana je za
obradu ne virusna platforma imunoloskih stanica (stanica NK-92) unutarstanicnom isporukom
himernog antigenskog receptora (CAR) koji kodira plazmide i transfekcijom je postignuta
ucinkovitost ve¢a od 70%, u usporedbi s BEP-om koji ima uc¢inkovitost manju od 30% (Shi i

sur., 2018).
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5. Zakljucak

Rak je bolest sa visokim postotkom smrtnih ishoda. Kompleksna je bolest ¢iji
mehanizmi jo$ uvijek nisu potpuno razjasnjeni . LijeCenje moze biti dugotrajno, skupo i
neefikasno. Godine istrazivanja i milijarde dolara su utroSene na pronalazak u¢inkovitog lijeka.
Tri glavna nacina lijeCenje raka su kirurski zahvat, lijekovi (kemoterapija, ciljana terapija,
imunoterapija, hormonska terapija) i radioterapija.

Zbog raznolikih vrsta tumora i mutacija koje se pojavljuju, veoma je teSko pronaci
standardiziranu terapiju. Nemaju svi pacijenti istu reakciju na terapiju. Kod nekih terapija uopcée
ne djeluje, kod nekih je prekasno otkriven tumor, kod nekih su nuspojave preopasne da bi se
nastavilo sa terapijom.

Unatoc problemima sa kojim se moderna medicina suocava u terapiji tumora, odredena
postignuca su zabiljeZena. Smrtnost zbog tumora se smanjuje, kvaliteta Zivota se poboljSava,
stupanj ponovnog pojavljivanja tumora je reduciran.

Koristenje elektri¢nih polja spada u novije metode pri lije¢enju tumora i jo$ je relativno
neistrazeno, ali obec¢avajuce podrucje. PoboljSava unos lijekova u stanicu, koristi se kod genske
terapije 1 u ablaciji tumorskog tkiva. Terapija je veoma sigurna, nuspojave nisu izraZene i
postotak oporavka pacijenata je veoma visok. Kod pacijenata kod kojih operativni zahvati nisu
moguci, terapija elektriénim poljima pokazala se u¢inkovitom u vidu produljenja Zivota.

U buduéim istraZivanjima fokusiranje ¢e biti na doprinosu elektri¢nih polja genetskom

inZinjeringu 1 personaliziranoj imunoterapiji.
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7. SAZETAK

Rak je druga po smrtnosti najucestalija bolest na svijetu. Zbog svoje kompleksnosti,
lijecenje jos uvijek nije efikasno u mnogim slucajevima. Zbog raznolikih vrsta tumora i
mutacija koje se pojavljuju, veoma je teSko pronaci standardiziranu terapiju.

KoriStenje elektricnih polja spada u novije metode pri lijeCenju tumora i jos je
relativno neistrazeno, ali obecavajuée podrucje. Pobosljava unos lijekova u stanicu, koristi se
kod genske terapije i u ablaciji tumorskog tkiva. Terapija je veoma sigurna, nuspojave nisu
izrazene 1 postotak oporavka pacijenata je veoma visok.

Dva su glavna ishoda djelovanja elektriénog polja na membranu. Ireverzibilna i
reverzibilna elektroporacija. Kod ireverzibilne elektroporacije, struktura membrane je trajno
naru$ena i ona se nece vratiti u prvotno stanje , te se time postize smrt stanice. Kod
reverzibilne elektroporacije, membrana se vraca u prvobitno stanje, te ne dolazi do smrti
stanice.

Elektrokemoterapija je poboljSan nacin dostave lijeka u tumorsku stanicu. Pomoc¢u
elektricnog polja se povecava propusnost membrane, te lijek lakse ulazi u tumorsku stanicu.
Primjenom elektrokemoterapije, smanjuje se potreba doza kemoterapeutike za lijecenje, broj
nuspojava je reduciran, profil lijeenja je poboljSan.

Bleomicin i cisplatin su indentificirani kao lijekovi koji bi mogli imat poboljSanu
terapiju sa elektrokemoterapijom. Istrazivanja sa bleomicinom su pokazala da ima 50%
poboljsano djelovanje kada se primjenjuje sa elektrokemoterapijom, u odnos na
primjenjivanje njega samog.

Genska terapija je nov pristup lijecenju tumora. MozZe se koristiti da se ispravi gubitak
funkcije uzrokovan mutacijom ili da se eksprimira genski proizvod s nedostatkom na

fizioloskoj razini.
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