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Terapia genici este o noud metodologie terapeuticd in studiu,
rezultatd din posibilititile aproape nelimitate de clonare a genelor sanitoase
functional normale. in celulele somatice, germinale. embrioni, sau in stadii
incipiente de dezvoltare. Aceste celule vor fi transferate in organismul
indivizilor care au mogstenit o copie anormall a aceleiasi gene (1, 2, 3, 8, 9,
13,17, 18).

Posibilitatea tratarii bolilor umane si a celor mai importante tulburiiri
genetice fundamentale, a fost de mult timp visul clinicienilor. Existenta a
peste 4000 de boli genetice distincte. multe debilitante sau mortale,
majoritatea incurabile prin metode terapeutice obisnuite, justifici
indreptitite speranie in aplicarea terapiei genice (22).

Aplicarea terapiei genice este justificatd in urmatoarele conditii cind:

1. Se poate demonstra ca riscurile aplicani sale sunt mici;

2. Fata de alte mijloace terapeutice. terapia genica este mai valoroass;

3. Pacientii nu pot beneficia de alte alternative terapeutice.

Initial cercetérile au urmarit obtinerea unor metode de tratament prin
reinserfie genicd normald, interesind diferite celule somatice, dar foarte
recent s-au utilizat §i celulele seriei germinale (5, 11, 12).

Insertia genica in celulele germinale

O preocupare foarte actuald a terapiei genice 0 constituie
selectionarea §i modificarea prin reinsertie genica a liniilor de celule
germinale. Opiniile europene in acest sens sunt fie pesimiste, justificate de
pericolele alunecirii spre practicile eugenice. fie optimiste, bazate pe
avantajele reale terapeutice care domina considerentele de ordin etic.

Se apreciazi chiar ci obligatia normala a profesiei medicale, este
aceea de a face utilizabile §i publice unele tehnologii, capabilc de a trata sau
nreveni mutatii, cauzatoare de variate imbolniivin sau moarte, atit pentru
generatiile prezente cit si cele viitoare (8, 24).



Dcoarcce metodele de screening prenatal sau embrionar precoce nu
pot preveni decit o mica parte din tulburdrile genetice cunoscute, interventia
genica directad asupra celulei ou este unica posibilitate pentru exercitarea
drepturilor legale reproductive ale unor cupluri conjugale stigmatizate
genetic (hetcrozigoti) (24).

O premierd geneticd mondiald (aprilie 1993) s-a inregistrat in cazul
fibrozei chistice a pacreasului (mucoviscidoza). Astfel, dupi aplicarea
tehnologiei de fertilizare in vitro a gametilor de analizi computerizata a ADN-
ului uneia din blastomere, dublati de transferul intrauterin’ al blastomerei
gemene normale, s-a putut naste o fetifi normali intr-o familie de heterozigoti
pentru aceasti mutatie si cu primul copil bolnav de mucoviscidoza (11).

Aceasti tehnologie anglo-americana a putut fi aplicata si in cazul altor
boli determinate monogenic, la care produsul de sinteza al genei normale
este cunoscut (hemofilie §i unele miopatii) (11).

Ca urmare a acestui succes, in cazul mucoviscidozei, beneficiem deja
de un program de diagnostic in faza de preimplantare pentru embrionii
umani fecundati in vitro.

lasertia genicd in celule somatice

Utilizarea in scop terapeutic a celulefor somatice manipulate genetic,
poate avea efecte deosebite in caz de deficit si deficiente proteice
determinate monogenic, pentru gene care au fost deja §i clonate, avind sanse
mari de terapie genica, fata de bolile determinate poligenic. De asemenea ele
pot fi aplicate in monosomii (pierderea unui cromozom intreg) sau trisomii
(prezenta unui cromozom suplimentar).

Conditiile pentru o terapie ideald au fost enuntate in 1990 de Verma
(14), ele fiind urmatoarele:

- si asigure o vindecare pe viati a bolii;

- insertia genei sa nu prezinte efecte secundare;

- gena sd poatd fi inserati in locusul siu normal (recombinare omo-
logé) in celulele gazdei;

- gena s3nitoasi sa substituie specific copia genei anormale:

- gena inseratd si nu activeze oncogene latente sau si inactiveze 0
antioncogend activi;

- cunoagterea bolilor care se preteazi la terapie genici;

- cunoagterea posibilititilor de control corespunzator a expresiei genei
transferate.

Tehnicile de bazi mai utilizate in transferul de gene normale in
celulele somatice ale pacientilor sunt: microinjectia de ADN normal
purificat direct in celule; transfectia. preluarea de citre celule in timpul
cultivarii a ADN-ului normal administrat: fuziunea protoplastelor bacteriene
sau liposomilor continand ADN cu membrana plasmatica a celulelor {inta;
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- electroporatia, 0 metod2 prin care un soc ekxfic ponewmc face
permeabild membrana celulelor {intA pentru ADN-wd axtracelhfsr Eber
administrat;

- introducerea unor "vectori retrovirali” manipulati gemetic, § eclslete
infectate, care convertesc ARN-ul lor in ADN, integrindad s
cromozom. Utilizarea cu preponderenti a vectorilor viral, pestwn
introducerea de gene normale in ADN-ul celulelor afectate, a permis
constatarea cd numai anumite celule "{inta" pot fi utilizate in transferul
genic, ele trebuind a fi: suficient de rezistente pentru a suporta manipularea;
sd poat3 fi usor recoltate din corp §i reintroduse; s aibi o durata lunga de
via{4, luni, ani sau toata viata.

Celule fintd

Cele mai utilizate celule §i {esuturi, apte pentru a fi manipulate
genetic prin transfer genic sunt:

A. Celule medulare

1. Culturi de celule stem, optimizate ca numir, corectate genetic prin
insertia genei normale, asociate concomitent cu administrarea unor factori
de cregstere celulari ca interleukina 1, 3, 6 si factorul de crestere a coloniilor
de macrofage pentru stimularea proliferarii acestor celule la receptori (12).

2. Culturi de celule medulare cu reinsertia de gene normale, eficiente
atdt in transferul genetic normal, cit §i in exprimarea genelor transferate in
aceste celule (12, 18, 19).

3. Transfer genic in culturi de limfocite T, autologe corectate prin
reinsertie genicd, pentru diferite gene normale umane readministrate
bolnavilor in injectii lunare. Recent National Institute of Health (NIH). a
aprobat aplicarea clinica curentd a acestei metode, in tratamentul cancerului
§i al unor imunodeficiente ale enzimei adenozin-deaminaza, reprezentand
inceputul unei noi ere in medicina moleculara (6, 22).

in cazul adenozin-deaminazei (ADA). dupa reinjectarea celulelor la
bolnavi, gena normald ADA a fost capabild a exprima enzima normald
restaurand potential functia imuna (5).

Sindromul SCID (imunodeficienia combinata severd), are urmétoarele
caracteristici principale:

- deficitul ADA este cauza a 1/4 din cazurile SCID,

- nu se deosebeste clinic de alte cauze SCID,

- din copilérie apar frecvente infectii oportuniste,

- se mogteneste autozomal recesiv,

- are o frecventi rari de 1/100 000 nasten,

- netratat are o evolutie fatald in primul an de viati,

- acumularea metabolitilor deoxiadenosinei, in special dATP, conferd
0 toxicitate selectiva pentru limfocite.



Pe linga tratamentul SCID (3) celulele medulare au ficut posibila
corectarea 3i tratarea talasemiei (prin inserfia genelor pentru alfa si beta
globind normala) (2, 21).

4. Transplant de mdduvd osoasd alogend, de la un donor HILA
compatibil (19). A fost eficace in 60% din defectele congenitale imune, ca
tratament  precoce  in  osteopetrozi,  tezaurizmoze  congenitale
mucopolizaharidoza Hurler sau Gaucher.

5. Transplant de mdduvd osoasd sdrdcitd in celulele T de la umd din
parinti, haploidentica (19).

B. Culturi de celule somatice nehematopoietice (fibroblasti, celule
endoteliale, cheratinocite etc.), corectate prin reinserie genici, obisnuit
folosite in terapia de suplimentare, atit in tulburiri ereditare, cit i in vanate
alte boli (infectioase §i cancerul).

1. Implante de celule epiteliale

Scopul acestor implante de celule epiteliale manipulate genetic este
de a asigura sinteza §i secretia unor proteine, produse normal in anumite
celule si deversate in plasma sangvind, care s poati fi utilizate si de alte
tipuri celulare.

Posibilitatile de tratament in acest caz includ: hemofilia, boli prin
deficit hormonal, STH, boli prin deficit proteic.

2. Implante de fibroblaste

Sunt celule preferate, accesibile, rezistente, capabile de cultivare si de
manipulare genic3 prin vectori virali, pot secreta substante in singe, ar putea
fi usor de inlaturat la nevoie, poseda un mare potential terapeutic.

Au fost create fibroblaste manipulate genic pentru factorul VI i IX
a coagularii (desi normal nu-1 produc), pentru a sintetiza proteine diferite ca
STH, NGF-factorul de crestere a nervilor, levodopa.

Verificarea experimentald a eficacitifii terapeutice in vivo pe soareci
si sobolani a demonstrat urmitoarele posibilitai:

a) Gena umani pentru factorul VIII a fost inseratdi in ADN-ul
celulelor ovariene de hamster in culturd. Globulina antihemofilica astfel
sintetizatd se aplica in tratamentul hemofiliei, din anul 1987, produsul fiind
perfect tolerat de pacienti far efecte secundare, sau risc de contaminare virala.

b) In cazul factorului IX uman al coagularii a fost realizata injectarea
la soareci a vectorului viral cu inserfia genei pentru factorul IX uman. S-a
evidengat sinteza acestuia timp de 15 zile, soarecii reactionind imun
impotriva proteinei striine umane.

Au fost deja verificate in modele experimentale animale urmitoarele
irplanse:

L Iepiawe intracerebroie de fibroblaste manipulate genetic cu
xuped de a corecta afectares newronilor; permite depasirea barerei
bamatocmoefalice pentrw produgii  genelor inserate (clonate); permite



programarea fibroblastelor pentru diferite proteine care si difuzeze in
celulele nervoase.

2. Implante de fibroblaste manipulate genic pentru a secreta factorul
de crestere a nervilor (NGF). Au stimulat cresterea neuronilor la sobolan,
iar la om regenerarea neuronilor al ciror deficit se asociazi cu pierderea
memoriei in boala Altzheimer (desi rolul NGF in determinismul bolii nu a
fost evidentiat).

3. Implante de fibroblaste programate pentru sinteza de Levodopa

Au fost verificate in modele animale create pentru boala Parkinson, a
cérei cauzi nu este precis cunoscuti.

4. Celule hepatice manipulate genetic

Au fost create in vederea unei terapii genice in hepatopatiile prin
deficit, hipercolesterolemie familiald sau cu deficit de receptori LDL, fiind
verificate experimental la iepuri.

Hepatocite recoltate de la iepurii din linia Watanabe, o Tinie cu deficit
genetic de receptori LDL (low density lipoprotein), dup3 inserarea genei
normale in ADN-ul celular, celulele au sintetizat un receptor LDL biologic
activ. Acest model extrapolat la om ar permite utilizarea sa in cazuri de
hipercolesterolemie familiala sau cu deficit de receptor LDL.

Injectarea directd a iepurilor Watanabe cu gene pentru receptorii
LDL, a permis detectarea tranzitorie in corpul lor a acestor proteine.

5. Implante de celule endoteliale umane manipulate genetic prin
vectori retrovirali

Aceste celule manipulate genetic, pot insera gene pentru produsii de
secretie in celulele endoteliului care méargineste vasele sangvine, eliberand
mai repede produsii, oferind un ‘contact mai intim cu sangele decit
fibroblastele.

6. Mugchii

Terapia degenerescenfei musculare Duschenne, beneficiazd de
rezultatele cercetirilor de inginerie geneticé (16).

S-a demonstrat c& copiilor suferinzi de aceastd boalad le lipseste o
proteind numita distrofind. Gena care codificd aceastd proteind este prea
mare pentru a putea fi inseratd intr-un vector retroviral. Severitatea
simptomelor poate fi mult amelioratd prin inlocuirea doar a unei jumatiii a
genei absente sau anormale. Verificarea eficientei terapeutice s-a facut la
soareci cu distrofie musculard prin injectarea intramusculard directad de
ADN normal crud sau numai a genei normale pentru sinteza distrofinei.
Administrarea a dus la ameliorarea simptomatologiei cu sinteza produsulu?
timp de céteva luni. in mod similar, aite gene injectate direct in mgschil
unor animale de experien{ad au dus la o crestere a cantitafii proteinelor
codificate de acestea timp de cateva luni, chiar dacd ADN-ul injectat nu s-a
integrat in cromozomi.



fn prezent se fac cercetiri pentru gisirea unui vehicul potrivit, care
prin administrarea in vivo sau in vitro in culturi de celule deficitare si
insereze gena in ADN-ul propriu, celulele urmand a fi reinjectate bolnavului
in tesutul tinti (16).

7. Plamdnul

Se preconizeazd in cazul tratamentului fibrozei chistice a
pancreasului, inhalarea de spray sau aerosoli continand vectori retrovirali,
cu gene normale umane inserate,

Terapia genicd anticanceroasd

Orice celuld modificata genetic in sens malign, v-a prezenta una din
urmatoarele modificiri care intereseaza:

- factorii de crestere celulard sau receptorii pentru factorii de cresterc
si diferentiere celulard;

- clile lor pentru transducerea semnalelor nucleare si citoplasinatice;

- cregterea rezistentei la factorii citotoxici;

- alterarea comunicirii intercelulare intre celulele invecinate (4, 7, 10).

in misura descifririi mecanismelor genice si biochimice de
cancerizare, scopul terapiei genice in afectiunile maligne urmareste:

- identificarea indivizilor cu antioncogene defective mostenite sau
castigate (gene supresoare ale tumorilor);

- identificarea modificarilor precursoare ale cancerizirii;

- caracterizarea gradului de progresie a unei-tumori nediagnosticabile;

- formarea de anticorpi antimembranari ai celulelor tumorale;

- sinteza de substante imune variate, care s transporte citotoxine sau
izotopi radioactivi in anumite populatii celulare;

- folosirea semnalelor celulare pentru a modifica proliferarea
tumorali (15).

Strategiile genetice ale supresiei tumorale prin terapie genica se
bazeaza pe urmitoarele considerente:

- clonarea §i caracterizarea genelor supresoare ale tumorilor,
descoperite pani acum;

- constatarea prezentei aceleiasi gene supresoare (antioncogend) sau
oncogena in mai multe tipuri tumorale;

- prezenta in aceeagi tumoare a mai multor tipuri de oncogene sau
antioncogene;

- tipuri de gene supresoare §i oncogene, caracteristic alterate in tipun
tumorale specifice;

- observarea c3 antioncogenele au ca functie controlul activitdtii
celulelor normale in special proliferarea, diferentierea si senescenta;

- wlentificarea genelor implicate in invingerea senescentei (ele duc la
smortalitate avind on potential de proliferare nelimitat);
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- utilizarea vectorilor retrovirali in scopun terapeutice prin terapie genica.

Vectorii retrovirali dupa Sincovics (20) poseda urmitoarele avantaje:

1. rup si transduc oncogene celulare;

2. pot introduce in ADN-ul celulelor maligne antioncogene (gena Rb),
pentru a le transforma in celule revertante normale urmind a fi reinjectate
intratumoral dupa cultivarea lor in vitro;

3. virusurile oncolitice lizeazi celulele tumorale.

Parvovirusurile se replicd numai in celulele in curs de diviziune pe
care le lizeaza, exercitind astfel un efect selectiv antitumoral, fira a afecta
celulele normale aflate in repaus mitotic.

- infectia cu mixovirusuri §i paramixovirusuri asigurd cresterea
capacitdfti de rispuns a antigenelor de suprafatid celulard s§i stimularea
capacitijii de apérare a gazdei. actionand §i asupra altor celule de acelasi tip,
neinfectate cu virus, fiind denumita imunitate antitumorala postoncoliticd.

4. Virusurile, celulele infectate viral si celulele tumorale, induc
sinteza de limfokine, citochine §i a factorului de necrozi a tumorilor (TNF),
care activeazd celulele NK (natural killer) si T (celulele T citotoxice),
impotriva celulelor infectate viral si a celulelor tumorale.

5. Virusul rujeolei poate activa direct sau indirect celulele supresoare,
cauzind remisia limfopatiilor §i_hematopatiilor maligne. Activarea directd
are loc prin infectarea celulelor de limfom cu virusul rujeoclei, iar activarea
indirectd se realizeazi prin inducerea mediatorilor moleculari ai celulelor
mononucleare supresoare, fa{a de proliferarea celulelor tumorale in limfo- gi
hematopatiile maligne, cauzind remisiunea lor.

6. Vectorii retrovirali pot introduce in celulele tumorale antioncogene
(gene supresoare tumorale normale) sau alte gene virale (herpes) ce codifici
noi antigene de suprafati, sau proteine specifice normale, crescand astfel
antigenitatea celulelor tumorale, care devin mai vulnerabile in reactia de rejet a
gazdei impotriva tumorii. Vectori ca retrovirusurile au urmnitoarele avantaje:

a) In celulele infectate, retrovirusurile convertesc ARN-ul propriu in
ADN, integrandu-1 intr-un cromozom (dar numai in celulele care se divid).

b) Pot include mai mult material genetic striin pentru vehiculare decét
virusurile ADN.

c) Pot infecta o gami larga de specii §i tipuri celulare.

d) Retrovirusul modificat in vector retroviral nu contine genele
proprii pentru sinteza proteinelor virale §i ca urmare el nu se va reproduce in
organism, decat gena striiné inclusa in genomul sdu.

e) in transferul genic se utilizeazi numai anumite “celule {inta"
suficient de rezistente pentru a suporta manipularea genicd (celule medulare,
limfocite, fibroblaste ete.). Celulele inti trebuie sa poata fi recoltate usor de
la pacienfi si reintroduse in organism cu ugurin{a: s3 aiba o durata de viafa
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fn prezent se fac cercetdri pentru gasirea unui vehicul potrivit. care
prin administrarea in vivo sau in vitro in culturi de celule deficitare sa
insereze gena in ADN-ul propriu, celulele urmand a fi reinjectate boinavului
n tesutul pintd (16).

7. Plamanul

Se preconizeazi 1in cazul tratamentului fibrozei chistice a
pancreasului, inhalarea de spray sau aerosoli continand vectori retrovirali,
cu gene normale umane inserate.

Terapia genicd anticanceroasa

Orice celuld modificata genetic in sens malign, v-a prezenta una din
urmitcarele modificiri care intereseaza:

- factorii de crestere celulara sau receptorii pentru factorii de cresterce
si diferentiere celular,

- cdile lor pentru transducerea semnalelor nucleare §i citoplasmatice;

- cregterea rezistentei la factorii citotoxici;

- alterarea comunicinii intercelulare intre celulele invecinate (4, 7, 10).

in masura descifrdrii mecanismelor genice §i biochimice de
cancerizare, scopul terapiei genice in afectiunile maligne urmareste:

- identificarea indivizilor cu antioncogene defective mostenite sau
castigate (gene supresoare ale tumorilor);

- identificarea modificarilor precursoare ale cancerizirii;

- caracterizarea gradului de progresie a uneitumori nediagnosticabile;

- formarea de anticorpi antimembranari ai celulelor tumorale;

- sinteza de substanfe imune variate, care sa transporte citotoxine sau
izotopi radioactivi in anumite populatii celulare;

- folosirea semnalelor celulare pentru ‘a modifica proliferarea
tumorali (15).

Strategiile genetice ale supresiei tumorale prin terapie genicd se
bazeazi pe urmitoarele considerente:

- clonarea §i caracterizarea genelor supresoare ale tumorilor,
descoperite pani acum,

- constatarea prezentei aceleiasi gene supresoare (antioncogend) sau
oncogena in mai multe tipuri tumorale,

- prezenta in aceeagi tumoare a mai multor tipuri de oncogene sau
antioncogene;

- tipuri de gene supresoare §i oncogene, caracteristic alterate in tipun
tumorale specifice;

- observarea ci antioncogenele au ca functie controlul activitifii
celulelor normale in special proliferarea, diferentierea §i senescenta;

- identificarea genelor implicate in invingerea senescentei (ele duc la
imortalitate avind on potential de proliferare nelimitat);
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- utilizarea vectorilor retrovirali in scopun terapeutice prin terapie genica.

Vectorii retrovirali dupé Sincovics (20) poseda urmatoarele avantaje:

1. rup si transduc oncogene celulare;

2. pot introduce in ADN-ul celulelor maligne antioncogene (gena Rb),
pentru a le transforma in celule revertante normale urmand a fi reinjectate
intratumoral dupa cultivarea lor in vitro,

3. virusurile oncolitice lizeaza celulele tumorale.

Parvovirusurile se replicd numai in celulele in curs de diviziune pe
care le lizeaza, exercitind astfel un efect selectiv antitumoral, fard a afecta
celulele normale aflate in repaus mitotic.

- infectia cu mixovirusuri §i paramixovirusuri asigurd cresterea
capacititii de ridspuns a antigenelor de suprafatid celulard si stimularea
capacitijii de aparare a gazdei, actionand §i asupra altor celule de acelasi tip,
neinfectate cu virus, fiind denumita innmitate antitumorald postoncoliticd.

4. Virusurile, celulele infectate viral si celulele tumorale, induc
sinteza de limfokine, citochine gi a factorului de necrozi a tumorilor (TNF),
care activeazd celulele NK (natural killer) si T (celulele T citotoxice),
impotriva celulelor infectate viral i a celulelor tumorale.

S. Virusul rujeolei poate activa direct sau indirect celulele supresoare,
cauzind remisia limfopatiilor §i hematopatiilor maligne. Activarea direct
are loc prin infectarea celulelor de limfom cu virusul rujeolei, iar activarea
indirectd se realizeazi prin inducerea mediatorilor moleculari ai celulelor
mononucleare supresoare, fata de proliferarea celulelor tumorale in limfo- gi
hematopatiile maligne. cauzind remisiunea lor.

6. Vectorii retrovirali pot introduce in celulele tumorale antioncogene
(gene supresoare tumorale normale) sau alte gene virale (herpes) ce codifici
noi antigene de suprafati sau proteine specifice normale, crescind astfel
antigenitatea celulelor tumorale, care devin mai vulnerabile in reactia de rejet a
gazdei impotriva tumorii. Vectori ca retrovirusurile au urmatoarele avantaje:

a) In celulele infectate, retrovirusurile convertesc ARN-ul propriu in
ADN, integrandu-! intr-un cromozom {dar numai in celulele care se divid).

b) Pot include mai mult material genetic stridin pentru vehiculare decat
virusurile ADN.

¢) Pot infecta o gama larga de specii §i tipuri celulare.

d) Retrovirusul modificat in vector retroviral nu contine genele
proprii pentru sinteza proteinelor virale §i ca urmare el nu se va reproduce in
vrganism, decat gena striind inclusé tn genomul sau.

¢) in transferul genic se utilizeazd numai anumite "celule {inta"
suficient de rezistente pentru a suporta manipularea genici (celule medulare,
limfocite, fibroblaste etc.). Celulele {inta trebuie s& poata fi recoltate usor de
la pacienti si reintroduse in organism cu usurind: sa aiba o duratd de viaja
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lunga (luni sau ani); in celule expresia genei terapeutice inserate in vector si
imite exact pe aceea a genei normale.

Metode de terapie genica anticanceroasa

1. Metoda TIL (limfocite T care infiltreazi tumorile).

A fost creatd si utilizati cu mare succes de Rozenberg, in terapia
antineoplazica umana. Consta in prelevarea din tesutul tumoral de limfocite
T care se cultiva in vitro in prezenta interleukinei.

in urma cultivarii, limfocitele devin ucigase numite si celule LAK
(limphokine activated killers). Reinjectarea intratumorala a acestor limfocite
a dus la disparitia tumorilor §1 metastazelor la zeci de pacienti.

2. Transfectia (preluarea directa de gene normale sau de mici fragmente
de ADN normal) in vivo sau in vitro urmata de reinjectarea celulelor.

Aceastid tehnicd terapeutici a fost verificati in culturi de celule
tumorale din retinoblastom, transfectate cu gena Rb normali sau cu celule
dintr-o tumoare mamara sau prostatica, transfectate cu ADN normal.

Reinjectarea celulelor transfectate la bolnavi a prevenit dezvoltarea
tumorilor primare, prin aparitia fenomenului de revertant (transformarea
celulei canceroase in celula normal3) (7, 27).

3. Imunomodularea genetica prin introducerea in celulele canceroase
sau limfocite a genelor pentru citokine. acizi nucleici antisens, ribozimi
(molecule circulare mici intronice care funcfioneaza ca gene mobile) sau
gene pentru diferii factori de crestere sau necroza a tumorilor (12).

Insertia factorului de necrozi al tumorilor (TNF) in limfocitele LAK
extrase din tumori, cultivate in prezenia interleukinei este o tehnica terapeutica in
lucru, determinand stimularea capacitifii antitumorale a imfocitelor LAK.

4. Utilizarea de vectori virali cu afinitdji tisulare specifice (herpes,
hepatiti B) special construiti, pentru replasarea {intit a unor gene.

Virusul herpes modificat a putut insera in ADN-ul celulelor tumorale
in culturd o gend care le confera sensibilitate la distrugerea prin ganciclovir,
medicament antiviral. Administrarea de ganciclovir cobailor sau bolnavilor
la o siptimini de la reinjectarea intratumorald a celulelor cultivate a
determinat regresia tumorilor. Ca urmare National Institute of Health a
solicitat autorizarea aplicarii metodei la pacientii fard sanse de supraviefuire.

5. Transfer de gene mediat de cromozomi in celulele rransfeciate

Se realizeazi izolarea cromozomilor metafazici printr-o tehnica
speciald, care vor interactiona cu o suspensie de celule tumorale (2-10%)
cultivate initial pe un mediu neselectiv, apoi pe un mediu selectiv, permitind
proliferarea doar a celulelor transfectante, in care a patruns cromozomul
strdin administrat.

in cazul tumorilor renale s-a realizat in culturd replasarea in celule
tumorale a unui cromozom 11 normal. Reinjectarea celulelor la bolnavi a
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suprimat dezvoltarea tumorii (Stanbridge citat de 7). Cromozomul 11
contine diferite oncogene dintre care amintim: HRAS 1 (sarcom de sobolan
tip Harvey 1); TCL2 (leucemie/limfom cu celule T); MEN (neoplazii
endocrine multiple); SEA (eritroblastozi aviara S 13); BCL 1 (leucemie cu
celule B); ANC (carcinom de canal anal-2); CBL 2 (secventd retrovirald
wansformant); antioncogena ST 3 (gend supresoare a tumorigenititii-3)
(Mc Kusick. Mendelian Inheritence in Man. Ed. 9-a.1993).

In acest caz, suprimarea dezvoltirii tumorale a fost indusd de
antioncogena ST3 normald, existenti pe cromozomul 11, transfectat in
celulele tumorale.

6. Metode specifice de imunoterapie

a) Utilizarea terapeuticd a anticorpilor monoclonali (25).

Administrarea anticorpilor monoclonali in carcinoame de glanda
mamari (antigen pozitiv) impotriva oncogenei neuw/Her-2, exerciti un efect
direct de inhibare a dezvoltirii tumorale (25).

b) Imunoterapia antitumorala bazati pe manipularea genelor pentru
sinteza antigenelor tumorale specifice. Schema cea mai actuali gi eficace de
imunoterapie specifica se bazeazi pe descoperirea ci limfocitele T citolitice,
izolate de la unii pacienti cancerosi pot fi induse a reactiona cu un complex
molecular numit antigen E (o moleculd specifica HLA-Al §i o peptidi
derivatd dintr-o proteind MAGE-1).

MAGE-1 este prezenti la peste 30% din melanoame 1a peste 15% din
tumorile mamare $i pulmonare. Metoda nu e aplicatd decit la pacientii cu
alele HLA-A,; (26% albi §i 17% negri). Se cauti variante tehnice pentru
aplicarea schemei la pacientii care au mostenit alte tipuri de alele HLA.

Redam dupa Boon Thiery (29) schema etapelor de imunizare.

Metastazd
Tumord
s — | B
Inde-
phrtare
cheror-
Scald

| ¢ bTE

Celule Un esantron Pacicntul este In caz de succes

sangvine dﬁ. tomoral se dacd  oumizat cu celule umfoeiteie T .

esiate M testeazd e le omorite rispund p

pentu POTtY  pentru POBUV ceptind sntigen E impotriva cchule-

HLA-A, MAGE-1 lor tumorale §i
le distrug

Fig.mr.1: Terapia genici a bolii SIDA
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O terapie eficace a bolii SIDA este dificil de realizat {inand cont de
existenfa genelor suprapuse in genomul viral. In principiu se urmareste
cresterea rezistentei limfocitelor fata de atacul virusului HIV (SIDA).

Ipoteza de lucru vizeazi dou obiective i anume:

- manipularea genici a limfocitelor recoltate de la bolnavii de SIDA,
prin insertia in ADN-ul celulelor a unor gene care si impiedice patrunderea
virusului SIDA in celule §i diseminarea sa in organism;

- obtinerea unor celule de diferite tipuri programate a sintetiza o
proteind de invelig (CD,) gasita pe limfocitele T, de care se fixeaza virusul.
Se speril ¢ lansarea in circulatie a unor celule programate pentru sinteza
proteinei CDy ar deveni o capcand de fixare a virusului salvind limfocitele
T, care gi-ar mentine capacitatea de aparare antiviral (26).
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GENE THERAPY IN HUMAN PATHOLOGY

Livia Chiorean

Gene therapy is a new therapeutic methodology under study,' muhmg t‘rom
the almost limitless possibilities of cloning healthy, normally functioning genes in
the somatic, germinal cells, or embryos or in initial developrqeni stages. Ater
inserting the gene in the patient’s cells, they will be retransferred in the body of ths
individuals who inherited an abnormal copy of the same gene. The conditions ::



application of gene therapy, as well as the technologies of gene insertion in germinai
and somatic cells are specified.

The transfer of normal genes into the somatic genes of patients is achieved
through: direct microinjection of normal purified DNA into the cells: transfection
(the taking over of normal DNA during cell culturing); the fusion of bactenal
protoplasts or DNA containing liposomes (artificial phospholipidic vesicles in
bimolecular layer) with the plasmatic membrane of the target-cells; electroporanion.
the permeation of targetcell membrane by means of a strong electric shock for free
extracellular DNA; the use of retroviral vectors, genetically manopulated etc.

This study analyzes different targetcells used for genetic reinsertion in
different diseases, cancer therapy included.
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