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- REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inQen;ie se referd la un procedeu de obtinere a unui adenovirus care induce expresia Fas
Ligand (FasL) functional pe suprafata celulelor pe care le infecteaza si astfel le transforma in celule
ucigase, ce induc Irioairte'a. celulejor tintd dupa un contact direct, prin activarea apoptozei mediata
de interactiunea FasL FasR. Genomul adenoviral contine gena FasL truncatd (mini-gena FasL),
obtinutd prin excma intronului 2 din secventa codificatoare a ADN, iar celule de impachetare
folosite pentru 1mh.ult1rea adenovirusului sunt modificate pentru a rezista la apoptoza mediata de
FasL pr1n supraexpres1a molecule1 FADD dominant negativa si cultivarea in prezenta unui

1nh1b1tor de apoptoza Ty

.DESCRIEREA INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere a unui adenovirus care induce expresia Fas
Ligand (FasL) functional pe suprafata celulelor pe care le infecteaza si astfel le transforma in celule

ucigase. . .
, N

Fask este o pr0tei"né care’ induce apoptoza celulelor {intd care exprima FasR (receptorul specific
pentru FasL). Acest ader;bv1rus poate fi folosit pentru supraexpresia tranzientd a FasL in celule
animale sau umane care vor fi ulterlor transplantate pentru studii preclinice si clinice de testare ale

unor strategii terapcutlce ‘pentru boli autoimune, boli cardiovasculare sau pentru cancer.

Inducerea FasL pe suprafata unor celule sau expunerea FasL prin diferite legaturi fizico-chimice

(precum biotini-streptavidini) prezintd un interes real pentru cercetarea biomedicali. In acest

.
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context, abordarlle terape.utlce bazate pe apoptoza mediatd de FasL au fost concepute ca urmare a
succesului expenmentelor de co-transplant in care mioblastele care exprima FasL au protejat
grefele insulare pancreatice de respingere (Lau si colab., 1996). De asemenea, s-a demonstrat ca

expresia endoteliali a FasL dimhinueaza inflamatia si infiltrarea subendoteliald a leucocitelor,

avand efecte beneffce in ateroscleroza si alte boli cardiace cardiovasculare (Yang si colab., 2004).

O serie de studii aﬁt'érioare au arﬁtat ca transplantul de limfocite T reglatoare ucigase, manipulate
in vitro pentru a devenl celule umgase prin expunerea moleculei FasL pe suprafata celulara,
amelloreaza boala grefé contra gazda (Yolcu si colab., 2013), previn progresia insulitei autoimune
la soarecii NOD (non-obem d1abet1c1) si amelioreaza colita cronica Franke pe modele animale
(Yolcu si colab., 2008, Kaminitz si colab., 2011, Kaminitz si colab., 2013a, Kaminitz si colab.,
2013b, Yolcu si colab. 2013). De asemenea, administrarea locald a FasL s-a dovedit a fi eficienta
in reducerea melanomulul mallgn oral si al osteosarcomului (Bianco si colab., 2003, Modiano si
Bellgrau 2016). Strategu terapeutlce cu celule prezentatoare de antigen care exprima FasL au fost
folosn_e i pentru pfevenlrea dezyoltaru unui atac imun in plaman, ficat, rinichi, articulatii sau
gléndé‘ salivare, prif;-'.eliniinare'a celulelor T infiltrate, fira a produce citotoxicitate hepatici (Zhan

si colab., 2082). , -

Induéerea apoptozei ¢st'e explorata in diverse strategii terapeutice medicale deoarece permite
eliminarea unor celulé daunitoare, precum celulele responsabile de inducerea bolilor autoimune
sau celulele maligne. Metodele de inducere a moleculelor FasL pe suprafata celulelor se pot
clasificd in metode virale. sau non-virale. Dintre acestea, metodele non-virale au ca dezavantaj
randamentul mic de transfectie si expresia scizutd a proteinei induse. Dintre metodele virale,
transductia adenovirald prezmta multiple avantaje: nu modifica genomul celulelor pe care le
1nfecteaza (genele V1rale Ju sunt inserate In genom), are un randament de transductie ridicat si

1nduce 0 putermca _expres1e a genelor pe care le poarta.

Gena'Fa;sL este locali‘iat;c'l_pe cfoﬁlozomul 1, atat la om cét si la soarece, avand structura similara
la ambele specii. Gena murini FasL contine 4 exoni, cu marimi de 395, 57, 46 si respectiv 342
pb, precum si 3,introni, cu marimi de 979, 4102 si, respectiv, 795 pb. O primd problemd tehnicd
in obtlnerea adenov1rusulu1 ce codlﬁca pentru gena FasL o reprezintd faptul cd marimea acestei
gene (7805 perechi de baze, 1nsumand lungimea tuturor intronilor si exonilor) este mai mare decét

margimea acceptablla a insertului in sistemul AdEasy system, ceea ce face imposibild clonarea

3
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intregii gene FasL. Solutia tehnicd pentru aceastd problema este constructia unei gene FasL
truncate (numita mini-gena FasL). Comparativ cu gena FasL intreagd, mini-gena FasL (2887 pb)

nu cbngine intronul 2 (4102 pb) si o parte din regiunea 3’-UTR a genei.

O a doua problemd tehnicd in obtinerea adenovirusului ce codificd pentru gena FasL o reprezinta
faptul .'.cé celulele de impachetare necesare pentru multiplicarea adenovirusului sunt sensibile la
apoptozd indusa de .-FasL, ceea ce scade randamentul de producere al adenovirusului. Solutia
tehnicd pentru aceéstﬁ p,roblemejl este transfectia stabila a celulelor de impachetare AD-293 cu
forma dominant negativé a moleculei de semnalizare FADD (AD-293-FADD DN), ce impiedica
apotoza celulelot purtatoare de virus, concomitent cu cultivarea celulelor in prezenta inhibitorului

de apoptézé.

Datele noastre ‘expé,fimentale aratd ca adenovirusul care poartd mini-gena FasL impachetat in
celule AD-293 rezistente la apoptozid este functional, inducand expresia proteinei FasL pe
plasmaléma celulelor transduse. Acest adenovirus poate fi utilizat pentru: (i) transductia unor
celule éar:e sunt ulterior tré!nspla,ntate in organisme cu boli autoimune (Diabet de tip I, colita cronica
si alt.ele)‘; (ii) transduc;i; unor celule care migreaza in placile aterosclerotice; (iii) omorarea

celulelor canceroasg¢ care-exprima receptorul Fas.

Brevetele identificate in prezent cu privire la FasL se referd la interactiunea FasL in forma
membrarard, trimericd, cu receptorul sau specific, FasR, de pe suprafata celulelor tinti, in urma
careia este activatd calea extrinsecd a apoptozei. Brevetele diferd prin modul de obtinere si de

functionalizare a proteinei FasL si aplicatiile acestuia:

- US7927602B2 descrie metoda de obtinere a unei proteinei himere formatd din proteina FasL
fuzio_nété cu biotina. Pféteina obtinuta se leaga specific de avidina/streptavidina imobilizatd pe
un suport solid (bi_le‘de cauciuc sau 'celule); expunerea limfocitelor activate la aceastd proteina
himerd determind activarea mecanismelor intracelulare de apoptozi, ceea ce contribuie la
modularea réspuﬁsului imun in cazul pacientilor cu astm, alergii sau la cei cérora li se

transplanteaza tesuturi;

- US20040018170A1 are ca subiect o metodi de obtinere a formei membranare a FasL rezistenta
la clivarea proteoliticd fuzionatd cu streptavidina; acestd forma stabila a FasL a fost obtinuta prin

deletia din gena FasL a nucleotidelor care codificéd cei 12 amino acizi care formeazi situsul de
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actiune al metaloproteinazei responabild de clivarea FasL de pe membrana celulara. Ulterior,
acest construct a fost clonat intr-un vector de expresie ce codificd streptavidina si care este folosit
pentru obtinerea proteinei himere FasL- streptavidind cu aplicatii in limitarea supravietuirii

limfocitelor T aloreactive contribuind la supravietuirea alogrefei;

US20040131599A1 breveteazd o metodd de transductie a celulelor stem hematopoietice cu un
vector de expresie retro.\;iral sau lentiviral care contine o gena ce codifica forma stabild a FasL
cu scopul inducerii pe suprafata celulara a proteinei FasL ce nu poate fi indeparta proteolitic de
pe membrana; transplantul acestor celule intr-un organism gazda suprima raspunsul imun al

gazdei contra grefei;

- EP2823040B1 se referi la obtinerea unui dispozitiv si a unui kit care permite selectarea celulelor
cu capacitate delgrefare_(celule stem si celule imune), dintr-o populatie heterogena (celule izolate
din maduva osoasa, sénge periferic sau din cordonul ombilical), concomitent cu eliminarea
celulelor imune activafg' ce pot induce reactia grefi contra gazdi in cazul unui transplant
alogeneic; dispozitivul este realizat dintr-un material biocompatibil captusit pe fata interna cu un
ligand de moarte celulara (FasL, TNF-a, Trail sau Tweak) pentru a induce apoptoza celulelor

imune activate.

US20130287750A1 descrie o metoda de izolare a celulelor stem dintr-o populatie heterogena de
celu.le pe baza rezistentei la apoptoza indusda de FasL (forma rezistentd la proteoliza

metaloproteazelor), cu scopul transplantarii sau diferentierti lor.

US20150104428A41 breveteaza strategia terapeutica de injectare sistemica a celulelor stromale
mezenchimale izolate din maduva osoasi, care au FasL exprimat pe membrani; aceste celule au
capacitatea de a induce apoptoza celulelor T pe calea mediatd de FasL; de asemenea, FasL
controleaza secretia de MCP-1 "care determina recrutarea celulelor T; celulele T apoptotice cresc
secretia de TGF[ care detennirfé reglarea pozitiva a celulelor T reglatoare si inducerea tolerantei

pentru celulele stromale mezenchimale;

US5858990A breveteaza utilizarea cateterului cu balon, acoperit cu polipeptidul FasL sau cu
secventa de acid hucleic ce codifica pentru FasL, pentru oprirea proliferarii celulelor musculare

netede in procesul de ateroscleroza.
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Etapele parcurse pentru realizarea adenovirusului care induce expresia FasL in celulele transduse

sunt urmatoarele:

1. Obtinerea mini-genei FasL. Strategia de clonare este ilustratd in Figura 1. Fragmentul 1-1690
al genei murine FasL (fragmentul FasL I), contindnd Exonul 1, Intronul 1, Exonul 2 i o portiune
scurtd din capatul 5° al Intronului 2, a fost amplificat prin PCR din ADN genomic murin, folosind
primerii descrisi in Tabelul 1 si apoi clonat in vectorul pBluescript (PBSK, Stratagene) in situsurile
KpnI/SalI din situsul de clonare multipla, rezultdnd plasmida pBSK-FasL. I. Fragmentul 4997-
6970 al genei murine FasL (fragmentul FasL II), continind o portiune scurtd din capatul 3’ al
Intronﬁhii 2, Exonul 3, Intronul 3, Exonul 4 a fost clonat in situsurile Sall/Notl ale pBSK-FasL 1.
FasL mini-gena a fost construitd prin excizia celor doua capete scurte din intronul 2, prin PCR de
supr;ipunére. Mini-gena amplificata a fost inseratd direct in vectorul adenoviral pAdTrack-CMV,

dupé:.,un protocol descris in literatura. (He si colab., 1998).

Prima etapa a clonarii mini-genei FasL a constat in amplificarea celor doua fragmente, FasL I
(1670 pb) si FasL I1 (1974 pb), utilizand o polimeraza de inalta fidelitate (Figura 2A). Fragmentul
FasL I a fost clonat in vectorul pBluescript SK (pBSK) intre situsurile de restrictiec Kpnl/Sall,
rezultdnd plasmida pBSK-FasL I. Digestia plasmidei pBSK-FasL I cu Kpnl si Sall a determinat
excizia fragmentului FasL I (1670 pb), asa cum este ilustrat in Figura 2B. Fragmentul FasL II a
fost clonat in plasmida pBSK-FasL I, intre situsurile Sall si Notl, rezultdnd plasmida pBSK-FasL
[+ FasL IL. Digestia plasmidei pBSK-FasL [ + FasL II cu diferite enzime de restrictie (Pstl, Scal
si BglII)' a confirmat fragmentele asteptate, asa cum este ilustrat in Figura 2C. Plasmida pBSK-
FasL I + FasL II contine la capetele 5 'si 3' fragmente scurte din cel de-al doilea intron legate prin
situsul de restrictie Sall. Aceste fragmente au fost indepartate prin PCR de suprapunere (Figura
2D), iar produsul reéultat a fost inserat in vectorul adenoviral pAdTrack-CMV (care exprima GFP
sub un al doilea promotor CMV), obtindndu-se plasmidul pAdTrack-GFP-FasL. Introducerea
corectd a mini-genei FasL in vectorul pAdTrack a fost verificata prin digestie cu diferite enzime
de restrictie (Pstl, BamHI, EcoRI, Bglll, Kpnl/Xhol); digestiile au avut ca rezultat produsii de

dimensiuni a§teptaté, asa cum este prezentat in Figura 2E.

Pentru a verifica daci ARN mesager produs de mini-gena FasL este procesat normal prin splicing,
celulele HEK-293 au fost transfectate cu plasmida pAdTrack-GFP-FasL. La doua zile dupi

transfectie, celulele au fost recoltate si s-a izolat ARN total. Rezultatele RT-PCR au aratat c& mini-
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gena FasL este functionald, obtindndu-se prin amplificare o banda adecvata de 931 pb (Figura 2F,
Proba), cu aceeasi marime ca si banda obtinuta prin amplificarea FasL din ADN complementar

(Figum 2F, Control).

Secventierea mini-genei FasL s-a facut prin metoda Sequencing Sanger Dye-terminator DNA,
folosind primerii ilustrati in tabelul 2, kitul de secventiere a ciclului Dye Terminator si un aparat
secventiere Sequencer Beckman Coulter. Rezultatele au ardtat ca secventa FasL din plasmida
pAdeack-FasL contine 5 substitutii punctiforme: una in primul intron (649 C — T), una in al
treilea intron (2054 T — C) si alte trei mutatii in ultimul exon (2378 G — A, 2361 A— G 512464
A —>‘ (3). Mutatiile gasite in introni i una din substitutiile in ultimul exon (2378 G—A) sunt
silentioase si nu afecteazi structura proteinei FasL. Celelalte doud substitutii gasite in al patrulea
exonﬁ’afécteazé structura proteinelor prin transformarea 184 Thr — Ala si respectiv 218 Glu —
Gly. Aceste mutatii sunt raportate in literaturd ca polimorfisme pentru soarecii Balb/c (Kayagaki
s c_olz;b., 1997), iar secventele sunt depozitate in GenBank (nr. U58995.1). In plus, aceste mutatii

punctiforme nu afecteaza functionalitatea proteinei FasL (Kayagaki si colab., 1997).

2. Impachetarea si purificarea adenovirusului cu mini-gena FasL. Plasmidele pAdTrack
contindnd mini-gena FasL au fost linearizate cu Pmel, purificate si apoi utilizate la transformarea
bacteriilor BJ5183 ce contin plasmida pAdEasy! (celule AdEasier-1, primite cadou de la Dr. Bert
Vogelé,téin). Bacteriile AdEasier-1 competente au fost preparate folosind kitul de transformare
Mix & Go E. coli (Zymo Research). Dupa transformare, celulele au fost crescute in mediu
imbogﬁ;if cu nutrienti (SOC) timp de 1 h si apoi au fost insdmantate pe mediu LB solid continidnd
kanamicina. Coloniile au fost preluate si testate prin PCR (pentru integritatea pAdTrack si pentru
prezenta mini-genei FasL). Integritatea pAdTrack a fost testatd (Figura 3A) folosind primeri
pAdTracic 4631F si pAdTrack 5616R complementari cu fragmente de ADN adiacente situsului
Pmel d1n pAdTrack (Tabelul 1). Obtinerea unui produs de 986 pb prin PCR demonstreaza ca
recombinarea nu s-a efectuat, deoarece plasmida pAdTrack este intactd (Figura 3A, liniile 3, 4 si
6). Abse;hga produsului de 986 pb dupa reactia de PCR indicd o posibild recombinare, deoarece
insertia ﬁnui fragment mare de ADN in pAdTrack, face imposibila amplificarea fragmentului de
citre polimerazé. Prezenta FasL a fost testatd prin PCR a utilizand primeri FasL 471F si FasL
1070R care genereaza un produs de 600 pb (Figura 3B). Drept control pozitiv a fost folosita
plasmida pAdTrack-GFP-FasL ca matrita care a dat banda de 986 pb pentru integritatea pAdTrack
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(Figura 3 A, linia 1) si o banda de 600 pb pentru FasL (Figura 3B, linia 3). Clonele negative pentru
integrifatea pAdTrack (Figura 3 A, liniile 2 si 5) si pozitive pentru FasL (Figura 3B, liniile 1 si 2)
au fost selectate crescute in 4 ml mediu SOC cu kanamicind, iar ADN plasmidial a fost izolat prin
liza alcalina si utilizat ulterior pentru transformarea bacteriilor DH5a. Plasmidele recombinante
amplificate iIn DHSa au fost izolate utilizdind InnuPREP Plasmid Minikit (Analytic Jena) si testate
prin digestie enzimaticd cu HindIIl. Rezultatele au ardtat ca cele doud clone pozitive testate au
prezentat un model sirﬁilar cu vectorul pAdEasy (Figura 3C, linia 3), avand Insd si benzi
suplimentare. in urma digestiei cu Pacl a unei clone pozitive a fost obtinut un fragment de mirimea
asteptatd (Figura 3D, linia 1). Plasmida recombinantd neclivatd este reprezentata in Figura 3D,
linia 2. Markerul de greutate moleculard a ADN este reprezentat in Figura 3C, linia 4 si Figura 3D,

linia 3.

3. Inmultirea adenovirusului cu mini-gena FasL. Plasmida recombinanti a fost folosita pentru
transfectia celulelor de impachetareAD-293, utilizind reactivul de transfectie K2 (Biontex
Laboratories GmbH) si urméand instructiunile producatorului. Pentru un randament mare de
obtinere a unor sarje de adenovirus cu FasL, a fost necesara inhibarea apoptozei in celulele de

impachetare, care s-a facut prin doua cai:

- Blocarea semnalizarii cailor apoptotice in celule de impachetare AD-293 prin supraexpresia
formei dominant negativé (DN) a FADD (Fas Death Domain). Astfel, prin expresia proteinei
FADD DN care contine domeniul de moarte FADD (aa30-124), dar nu contine domeniul efector
al mortii care se leagd de caspaza-8, celulele de impachetare AD-293 modificate sunt mai
rezistente la apoptoza indusd de catre FasL. Pentru aceasta, celulele AD-293 au fost transfectate
stabil cu o plasmida care codificd forma dominant negativd a moleculei FADD, obtinandu-se
celulele AD-293-FADD-DN care au fost folosite la impachetarea adenovirusului. Plasmidul

pLVX-FADD-DD a fost primit de la Dr. Joan Massague (Addgene plasmid # 58263).

- Inhibarea apoptozei brin folosirea unor inhibitori. Pe tot parcursul impachetarii si amplificarii
adenovirale, celule au fost crescute in prezenta de inhibitor de Caspaza-3 Z-VAD-FMK (0.8 uM)
de la R&D System, (Minneapolis, USA).

Celulele AD-293-FADD-DN au fost insimantate la o densitate de 0,5x10° celule in flacoane T25
in DMEM cu glucoza 4,5 %o si 10% ser fetal bovin. Cu doud ore inainte de transfectie, s-a adaugat

50 pl de amplificator K2 in flaconul cu celule. Transfectia s-a realizat utilizdnd 6 pg plasmida
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liniarizata cu Pacl si 21,6 pul reactiv de transfectie K2. Dupa 24 de ore, mediul care contine
amestecul de transfectie a fost schimbat cu mediu complet proaspit. La momentul inlaturarii
amestecului de transfectie, ~50% dintre celule au exprimat deja GFP. Cultura a fost mentinuta in
acelasi flacon in incubatorul cu 5% COg, timp de 10-12 zile, in prezenta de inhibitor de Caspaza-
3. Ulterior, celulele au fost lizate (prin trei cicluri de congelare in azot lichid si decongelare la
37°C) pentru a elibera particulele virale. Adenovirusul a fost amplificat prin transductia succesiva
a unui numar tot mai mare de celule AD-293-FADD-DN. Astfel, lizatul celular si mediul au fost
adaugate intr-un flacon T75 care continea 70-80% celule AD-293-FADD-DN confluente. Dupa 3-
5 zile, celulele transduse au fost lizate prin soc termic i omogenatul celular a fost utilizat pentru
transducerea celulelor insdmaéntate in flacon T175. Omogenatul obtinut dintr-un flacon T175 a fost

utilizat pentru transducerea a cinci flacoane T175.

In scopul purificarii adenovirusului FasL, douszeci si cinci de flacoane T175 au fost transduse cu
virus contindnd omogenat de celule. Dupa 3-5 zile, celulele (aproape desprinse de pe flacon) s-au
lizat in tampon Tris 10 mM pH 8 si omogenatul obtinut a fost supus ultracentrifugarii (18 ore la
100.000 g, rotor SW41Ti) pe un gradient discontinuu de CsCl format dintr-o solutie de CsCl cu

urmatoarele densitati: 1,2 g/1 si, respectiv, 1,4 g/1.

Pentru a creste randamentul de productie a particulelor virale, in paralel cu izolarea adenovirusului
din celulele de impachgtare, particulele adenovirale au fost izolate si din mediul de culturd
(eliberate prin liza celuleior infectate). Pentru aceasta, in mediul de cultura au fost adaugate 242 g
sulfat de amoniu pentru fiecare litru de mediu cu adenovirus (asigurdndu-se o saturatie a solutiei
de 40-42% sulfat de amoniu). Dupa solubilizarea sulfatului de amoniu, amestecul a fost lasat la
incubat minim 2,5 ore la temperatura camerei pentru precipitarea particulelor adenovirale. Dupa
centrifugarea la 1614xg, 15 min, sedimentul a fost solubilizat in 3 ml TrisHCI 10 mM pH 8, iar
amestecul rezultat a fost supus ultracentrifugarii pe gradient de clorura de cesiu in vederea
purificarii adenovirusului, in mod similar cu lizatul celular. Banda inferioara observata pe gradient,
reprezentand virusul purificat, a fost colectatd, dializatd cu tampon 10 mM Tris pH 8 continind 2
mM MgCI2 si utilizatd in continuare pentru transductia celulelor tinti. In scopul depozitirii pe
termen lung a adénovinisului, a fost addugata o concentratie finald de 4% zaharoza inainte de

inghetarea stocului adenoviral la -80°C.

1>
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Pentru determinarea titrului viral (exprimat in unitati infectioase per ml stoc adenoviral) s-au
folosit serii de dilutii FasL-adenovirus (1/10° -1/107) pentru infectarea celulelor AD-293; dupi 48
ore, procentul celulelor care exprima gena reporter (GFP) a fost determinat prin citometrie in flux.

n mediul, titrul adenoviral obtinut prin procedeul descris a fost de ~ 10! TU/ml.

4. Validarea adenovirusului prin inducerea expresiei FasL in celulele transduse. Pentru a
examina daca adenovirusul purtator al mini-genei FasL are capacitatea de a infecta celule eucariote
si de a induce sinteza mRNA FasL, translatia proteica si expresia membranard a FasL, a fost
utilizata linia de celule Hepa 1-6, cu o mare capacitate de transductie adenovirala. Rezultatele au
aratat cd aproape 100% din celule au fost pozitive pentru GFP dupa transductia cu 5 MOI. Expresia
ARNmMm pentru FasL si actina a fost evaluaté prin RT-PCR utilizand primeri specifici. Asa cum este
prezentat in Figura 4, transductia celulelor Hepa 1-6 cu adenovirusul FasL a indus expresia ARNm
pentru FasL (Figura 4A, FasL banda 2). In experimentele de control, in care celulele nu au fost
transfectate (Figura 4A, FasL banda 1) nu a fost obtinuta o banda specificd pentru FasL. Cantitati
minore de ARNm pentru FasL au fost detectate in celulele transfectate cu adenovirusul control
(fard mini-gena FasL; Figura 4A, FasL banda 3). Controlul endogen, ARNm al B-actinei a fost
exprimat in mod similar in toate probele (Figura 4A, B-actina). Dupa validarea expresiei FasL
mRNA, s-a evaluat daca adenovirusul care transportd mini-gena FasL este capabil sd induca
expresia proteinei FasL in celulele transduse. Pentru aceasta, celulele Hepa 1-6 au fost transduse
cu adenovirusul FasL, iar proteina FasL a fost determinata dupa 48 de ore de la transductie prin
Western blot. Rezultatele au ardtat cd proteina FasL este puternic sintetizatd in celulele transduse
cu adenovirusul FasL (Figura 4B, FasL banda 2), in timp ce celulele netransduse nu contin FasL
(Figura 4B, FasL banda 1). In mod surprinzitor, adenovirusul control a indus o expresie slabi de
FasL in celule Hepa 1-6 (Figura 4B, FasL banda 3). Controlul endogen, B-actina, a fost detectata

in mod similar in toate probele (Figura 4B, B-actina).

In final, s-a investigat daci adenovirusul induce distributia FasL pe membrana celulari. Pentru
aceasta, s-au utilizat celule endoteliale aortice bovine care au fost transduse cu 50 MOI FasL-GFP-
adenovirus, pentru a obtine o expresie a GFP in mai mult de 95% din celule (Figura 5). Analiza
prin citometrie de flux a aratat ca ~ 64% endoteliale transduse cu 50 MOI FasL-GFP-adenovirus

(reprezentand 2/3 din totalul de celule transduse) exprimad FasL pe suprafata celulard. Aceste
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rezultate confirma functionalitatea moleculei de FasL introdusd in celule prin transductie

adenovirala utilizand mini-gena FasL-GFP-adenovirus.

5. Demonstrarea eficientei adenovirusului prin comparatii intre transductia cu mini-gena FasL
-GFP—adenovirus. si ADNc-FasL-adenovirus. Transductia celulelor Hepal-6 cu 5 MOJI/celula
adenovirus contindnd mini-gena FasL-GFP-adenovirus sau cDNA-FasL-adenovirus a ardtat ca
faptul ca adenoyirusul care contine ADN complementar (ADNCc) codificator pentru FasL a indus
formarea de ARN mesager tarziu si in cantitate mica, comparativ cu mini-gena FasL-GFP-
adenovirus. Acest rezultat aratd superioritatea mini-genei FasL-GFP-adenovirus, comparativ cu

cDNA-FasL-adenovirus in transductia celulelor eucariote (Figura 6).
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Prezentarea pe scurt a figurilor:

Figura 1. Etapele clondrii moleculare pentru generarea vectorului adenoviral care poartd mini-
gena FasL murind. Fragmentele FasL 5' (FasL 1) si fragmentul FasL 3' (FasL II) au fost clonate
succesiv in pBSK. Fragmentele rimase ale intronului IT au fost indepartate prin PCR de
suprapunere, iar mini-gena obtinuta a fost clonata in vectorul adenoviral pAdTrack in situsul de

restrictie Kpnl/Notl.

Figura 2. Validarea constructiei mini-genei FasL (A) Evidentierea in gel de agaroza a celor doua
fragmente FasL I si FasL II prin PCR; (B) Prin digestia plasmidei pAdTrack-GFP-FasL I cu
Kpnl/Sall (care excizeaza insertul) s-au obtinut doua benzi: FasL I (1670 pb) si restul plasmidei
pBSK (2940 pb). (C) Digestia plasmidei pAdTrack-GFP-FasL I + FasL II cu enzima Pstl a produs
doua benzi: 1959 pb si 4425 pb, digestia cu Scal a produs 3 benzi de 1359 pb, 2025 pb si 3000 pb,
iar digestia cu BglII a produs 2 fragmente de 2732 pb si respectiv 3652 pb; (D) Mini-gena FasL
(2715 pb) a fost obtinuta prin PCR de suprapunere care a indepartat total fragmentele celui de-al
doilea intron. (E) Mini-gena FasL clonatd in pAdTrack a fost supusd digestiei cu enzime de
restrictie care au clivat ADN in fragmente de dimensiuni asteptate: 6090 pb si 5615 pb
(nediferentiate pe gel) pentru BamHI, 3718 pb si 7986 pb pentru EcoRI, 84 pb, 1932 pb si 9689
pb pentru BglII, 2714 pb 51 8991 pb pentru Kpnl/Xhol. (F) Transfectia tranzienti a celulelor HEK -
293 cu plasmida pAdTra'lck-GFP-FasL a aratat ca mini-gena FasL este functional, iar banda de
ARN mesager este amplificatd prin RT-PCR (Proba) si are aceeasi marime (931 pb) cu cea obtinuta

prin amplificarea ADN complementar clonat in plasmida (Control).

5
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Figura 3. Obtinerea genomului adenoviral cu mini-gena FasL integratd. Recombinarea
vectorului adenoviral pAdTrack-GFP-FasL cu plasmida pAdEasy a fost testatd prin PCR pentru
integritatea pAdTrack (A) cét si pentru prezenta mini-genei FasL (B). Clonele negative la testul
integritatii pAdTrack (A, godeurile 2 si 5) au dat rezultate pozitive pentru prezenta FasL (B,
godeurile 1 si 2). Banda control pozitiva pentru integritatea pAdTrack are 986 pb (A, linia 1), iar
banda pentru FasL are 600 pb (B, linia 3). Clonele negative pentru recombinare (in care pAdTrack
ramane intact) sunt reprezentate in A, godeurile 3, 4 si 6. Digestia enzimatica cu HindIII a doua
clone pozitive (C, godeurile 1 si 2) a aratat un model similar cu cel obtinut prin digestia plasmidei
pAdEasy (C, linia 3) dar cu benzi aditionale. Digestia cu Pacl a doud clone pozitive a excizat un
fragment de 4500 pb, asa cum era de asteptat (D, linia 1). Plasmida recombinanta ne-clivata este

redatd in D, linia 2. Markerul ADN este reprezentat in C, linia 4 si D, linia 3.

Figura 4. Expresia FasL in celulele Hepa 1-6 transduse cu adenovirus FasL. Hepatocitele Hepa
1-6 au fost transduse cu 5 MOI / celuld. Rezultatele RT-PCR (A) si Western Blot (B) au aratat ca
expresia FasL este indusa puternic in celulele transduse cu FasL (banda 2 FasL, A si, respectiv,
B). Celulele care nu au fost transduse n-au exprimat FasL (banda 1 FasL, A si B), in timp ce
celulele transduse cu adenovirusul control exprima cantitati minore de FasL (banda 3 FasL, A si

B). Controlul endogen, B-actina a fost exprimat in mod similar in toate probele (B-actina, A si B).

Figura 5. Expresia FasL de catre celulele endoteliale aortice bovine transduse. Celulele au fost
transduse cu 50 MOI FasL-GFP-AdV si analizate prin microscopie de fluorescenta (imaginea de
sus) si prin citometrie in flux. Se observa ca mai mult de 95% din celule transduse cu FasL-GFP-

Ad sunt pozitive la GFP. Dintre acestea, expresia FasL a fost identificata in ~64 % din celule.

Figura 6. Testarea eficientei mini genei-FasL-Adenorirus. Celule Hepa 1-6 au fost transduse cu
5 MOI/ celula adenovirus care poartd minigena FasL sau FasL- ADN complementar si analizate

comparativ in timp prin RT-PCR.

7
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Tabelul 1. Primerii utilizati pentru clonare, selectia recombinantilor si reactia de RT-PCR. Primerii
de clonare contin situsuri de restrictie (rosu, italic) pentru enzimele numite in coloana din stanga.

Cifrel¢ din denumirea primerilor arati pozitionarea lor in gena FasL murina.

Primer Secventa
mFasL1F (Kpnl) 5°-ggggtaccTGAGGCTTCTCAGCTTCAGATGCAAG
mFas[L1690R (Sall) | 5’-ggggtcgacAAGGAGCCAAGGGAGAAGGTCCAGG
mFasL 4997F (Sall) | 5'-ggegtcgacTGGGAATAGACTGTAGGATGATAACC
mFasL 6970R | 5’-ggcggccgcCCTGGTGCCCATGATAAAGAATAGTAG
mFasLgene 364R | 5°-CAGAGGGTGTACTGGGGTTGGCTATAAGCATTTCAAAAGATGATAC
mFasLgene 409F | 5’-GTATCATCTTTTGAAAAGCAAATAGCCAACCCCAGTACACCCTCTG
pAdTrack4631F 5’-CAGTAGTCGGTGCTCGTCCAG
pAdTrack5616R 5’-TATGGGGGCTGTAATGTTGTCTC
FasL 471F ;| 8-TGTGGGCTACTGTGTTGCTTGC
FasL 1070R 5’-CCGAGTTAGGGTTTAGCCAC

Tabelul 2. Primerii utilizati pentru secventiere.

Primer Secventa
FasL 516 R 5’- CAACAACAACAACCCCAAATC
FasL 471 F 5’- TGTGGGCTACTGTGTTGCTTGC

FasL 1070 R 5’- CCGAGTTAGGGTTTAGCCAC
FasL 965 F 5’- AATTTTGTGTCTTGTTCAG
FasL 1631 R | 5’- TTACACCAAACCACTTCTTCAC
FasL 1591F 5’ - GAGTTCTGGCATTTGTGGGC
FasLL 2281R 5’- GGGATGGACCTTGAGTGG
FasL 2143 F. | 5- TACCTCCTCAGCCACTTTTTC
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REVENDICARI

1. Tehnologia de producere a unui adenovirus ce contine mini-gena FasL obtinuta prin excizia
intronului 2 din secventa codificatoare a ADN si care determind inducerea expresiei FasL
pe suprafata celulelor pe eare le infecteaza.

2. Tehnologia de producere a adenovirusului conform revendicarii 1 prin impachetarea in
celule de impachetare transfectate stabil pentru expresia moleculei FADD dominant

‘negative si/sau in prezenta unui inhibitor de apoptoza.
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