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(57) Rezumat:

Inventia apartine domeniului biomedical si se refera la
un sistem hibrid derivat din virusuri bacteriene, cu
proprietatea de a tinti celulele tumorale si a restaura
functia normald a proteinei p53, inducand astfel
apoptoza in celulele transduse. Sistemul vectorial bazat
pe bacteriofagul M13, conform inventiei, este modificat
la nivelul capsidei prin tehnici de inginerie genetica cu
tripeptida ciclicd a motivului RDG de legare la inte-
grinele supraexprimate pe celulele tumorale. Elemen-
tele genetice necesare restaurarii functiei normale a
proteinei p53 prin editaregenomicd CRISP/Cas9 sunt
clonate sub forma a 4 casete de exprimare cu specifi-
citate tumorala ridicata. Aceste elemente genetice vor
conduce la Inlocuiriea genei mutante TP53 din celulele
tumorale cu o caseta de exprimare a unei copii functio-
nale a TP53. Prin inductia cu doxiciclind, aceasta copie
este transcrisa sitradusa in proteina p53 activa, care isi
va exercita efectul pro-apoptotic si anti-proliferativ. O
reprezentare schematica a principiului de functionare a
sistemului vectorial din inventie se regaseste in fig. 1.
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Sistem biologic bazat pe un vector viral hibrid tintit anti-tumoral pentru restabilirea genotipului

normal al genei supresoare tumorale P53 in celulele maligne

1. Domeniul de aplicatie al inventiei

Prezenta inventie descrie un nou concept biotehnologic de tintire a celulelor tumorale
pentru restabilirea genotipului normal al genei supresoare de tumori 7P53 si inducerea apoptozei
in celulele transduse, utilizind un sistem vectorial derivat din virusuri bacteriene si adaptat prin
procedee biotehnologice pentru a functiona in celulele eucariote, respectiv in celule umane

maligne.
2. Introducere in subiectul inventiei

Prin prelevanta sa ridicatd in populatia umana, cancerul reprezintd unul din domeniile
fundamentale ale cercetdrii biomedicale, si numeroase abordiri terapeutice au fost evaluate
pentru a miri specificitatea si eficacitatea tratamentelor aflate in uz clinic. In pofida acestor
eforturi, chirurgia, chimioterapia si radioterapeutica au rdmas principalele metode utilizate in
tratamentul curativ §i paliativ al afectiunilor maligne, insd nespecificitatea si reac;iile adverse
ascociate acestor terapii au un impact profund asupra calitatii vietii pacientului[l]. Astfel,
investigarea de terapii alternative care sa tinteasca doar celulele malignizate, fira ca cele normale
sd fie afectate, ramane incéd un obiectiv de atins. O caracteristicd comuna in aproximativ 50% din
totalitatea afectiunilor maligne umane este prezenta de mutatii iIn gena supresoare de tumori
TP53. Proteina codificats, p53, este implicatd in importante procese celulare: controlul ciclului
celular, mecanismele de reparare a ADN-ului genomic §i apoptoza, printre altele[2]. Fiindca
dereglarea acestor mecanisme celulare este asociatd afectiunilor maligne, restaurarea functiei

normale a proteinei pS3 a devenit o tinti in dezvoltarea de terapii anti-canceroase.
3. Limitarile solutiilor actuale in restaurarea functiei proteinei p53 in celulele tumorale

Diversi compusi chimici si peptide sintetice au aritat cd acestia pot fi capabili de
restaurare a fenotipului normal al proteinei p53 si, implicit, o inducere a apoptozei si senescentei
in celulele tumorale [3]. Insa riispunsul este dependent de expunerea continua la acesti
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compusi terapeutici, fapt ce, in tratamentul clinic, poate conduce la reactii adverse nedorite. In
plus, acesti compusi nu inldturd permanent proteina mutanta p53 din celule, astfel ca aceasta, in
lipsa tratamentului, continua sa persiste in forma mutanta, promovand fenotipul malign. In afara
acestor abordari terapeutice bazate pe compusi chimici si peptide, bioterapiile au prins contur in
cautarea de tratamente alternative celor conventionale, care ar putea depasi neajunsurile legate de
specificitatea si eficienta lor. Aceste bioterapii utilizeazd vehicule sau vectori derivati din
virusuri, in special adenovirali, pentru a transfera gena normala 7P353 si a tinti celula tumorala,
iar prin eliberarea continutului genetic al vectorului in interiorul celulei, gena normald 7P353 este
exprimata pentru inducerea apoptozei si mortii celulare[4]. O altd categorie de bioterapii este
reprezentata de molecule circulare de ADN derivate din bacterii, numite generic plasmide, care
incorporeazi in constructia lor gena TP53 normala. Insa tintirea celulelor tumorale prin acest tip
de vectori non-virali intAmpina numeroase limitari legate de specificitate, stabilitate in mediul
extracelular, dar si de internalizare intracelulari[5]. Virusurile au in urma lor milioane de ani
de evolutie pentru a infecta celulele tintd, motiv pentru care prezintd un interes deosebit in
dezoltarea de bioterapii fintite. Insa acestia intAmpina limitari, neajunsurile legate de potentialul
imunogenic al virusurilor si costurile de productie ridicate limitand utilizarea acestora in clinica
[6].De asemenea, administrarea lor este restrictionatd la nivelul tumorii, fapt ce poate

constitui o problema de invazivitate legatd de localizarea tumorii $i numarul de metastaze.

Toate aceste abordari terapeutice se axeaza pe ceea ce poate fi numitd “terapia genica de
compensare” a genei mutante cu o gena functionala. Astfel, varianta mutantd a genei va persita

in continuare, fapt ce poate compromite rispunsul terapeutic scontat.

In pofida a numeroase trialuri clinice demarate, doar un singur produs de terapie genica
bazati pe gena TP53 normala a fost aprobat pentru uz clinic in China, denumit Gendicine ™.
Acest vector utilizeazd un virus adenoviral modificat genetic pentru transferul genei normale
TP53 in celule malignizate si inducerea apoptozei si regresiei tumorale[7]. Acest tip de vector
viral recombinant a fost initial dezvoltat pentru tratamentul tumorilor solide din sfera ORL, insi
aplicabilitatea sa a fost extinsa spre alte tipuri de tumori solide, cum este cancerul de plaman, de
sin, ovarian, etc. Insa, ca si monoterapie, este eficient in tratamentul unui numdr restrans de

tumori maligne. Cel mai frecvent este asociat cu chimioterapia si radioterapia pentru a obtine un
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raspuns terapeutic superior. Adminstrarea sa este in principal intratumorala, fiind asociata cu
simptome specifice gripei, datorita originii vectorului din virusul gripal, serotipul 5. Exprimarea
proteinei p53 in forma sa normald in celulele tumorale este insa tranzitorie, fard nivele
detectabile la 3 saptdmani dupa administrarea vectorului[7]. Acest fapt ridicd unele semne de
intrebare legate de eficacitatea pe termen lung a tratamentului, atat din pricina instabilitatii unei
exprimdri continue a proteinei normale p53 si persistentei formei mutante in celulele maligne, cét
si de distributia vectorului la nivelul masei tumorale. Dacad distributia nu este uniforma si
complet omogena, celule netransduse cu vector pot conduce la o recidiva tumorala. In cazul
administrarii sistemice, vectorul nu prezinta specificitate pentru celulele tumorale, fiind regasit in
diferite tesuturi, reducand astfel si mai mult eficienta acestuia si potentiale reactii adverse la

acest tip de administrare.

In acest context, inventia de fata ofera un model experimental pentru restaurarea stabil si
de duratd a genotipului normal al genei TP53 in celulele tumorale si implicit a fenotipului
proteinei codificate p53. Acest sistem poate fi administrat sistemic intravenos, fard reactii
secundare imune sau citotoxice si este fintit tumoral pentru a putea fi internalizat doar de cétre
celulele maligne, cele normale si ramanand neafectate. Prin faptul ca acest sistem este pretabil
administrarii sistemice, se asigura o distributie omogena la nivelul masei tumorale si o eficienta

superioara produsului Gendicine™.
4. Scopul inventiei

In inventia de fata este descris un sistem vectorial derivat din bacteriofagi si adaptat prin
modificarea capsidei virale pentru transducerea tintita a celulelor tumorale umane, si exprimarea
stabild a fenotipului normal al proteinei p53. Acest obiectiv este atins prin inlocuirea genei
mutante 7P53 din genomul tumoral cu o copie functionald a acesteia, utilizind o varianta
imbunatatitd a tehnologiei de editare genomica CRISPR/Cas9, cu efecte secundare nespecifice
reduse asupra genomului. Aceastd tehnologie de modificare a secventelor de ADN din celule a
apdrut in ultimii ani ca o necesitate de modificare tintita a secventelor nucleotidice ale ADN-ului
din genomul celular inr-o manierd mai simplificatd fatd de cele aflate in practica[8]. In pofida
versabilitatii sale, aplicabilitatea in scopuri terapeutice este limitatd de generarea de modificari

aditionale nespecifice in ADN-ul genomic[9]. Astfel, prin invenfia de fati, se aduce o
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imbunatitire la nivelul specificititii CRISPR/Cas9 prin reducerea duratei de activitate

nucleazica.

Elementele constitutive ale vectorului sunt construite in asa manierd, incat
functionalitatea acestuia este restrictionata la nivelul celulei tumorale, fara ca celule sanitoase sa
fie afectate, iar exprimarea copiei functionale a TP53 poate fi ajustatd prin administrarea unui
antibiotic uzual, doxiciclina. Astfel, rispunsul pro-apototic si anti-proliferativ al vectorului poate
fi ,,dozat” incét si se obtina efectul scontat. Prin acest design inovativ, utilizatorul poate obtine
un control spatio-temporal al sistemului al exprimarii genei supresoare de tumori TP53. in plus,
acest tip hibrid de vector viral derivat din bacteriofagi poate fi produs la titru (cantitate) ridicat,

utilizand echipamente uzuale in laboratoarele de cercetare si reactivi generali de microbiologie.
5. Solutia oferitd de inventie la problema stadiului actual al cunoasterii

Modele actuale de transfer si restaurare a fenotipului normal al proteinei supresoare de
tumori in celuele maligne sunt bazate pe conceptul de ,terapie genicd de complementare”, ceea
ce inseamna cad pe langa copia normald a genei transferate care exprima proteina normala, in
genomul tumoral va persista in continuare si gena mutantd care poate promova fenotipul malign,
interferand cu raspunsul pro-apototic si anti-tumoral scontat. Un alt neajuns al acestor modele de
transfer genic bazate pe vectori adenovirali sau non-virali sunt legate de nespecificitatea si
eficienta tintirii celulelor tumorale, in plus fatd de dezvoltarea unui raspuns imun sever in cazul
vectorilor adenovirali. Designul si complexitatea de obtinere a acestor tipuri de vectori limiteaza
aplicabilitatea lor din motive tehnice si economice. Prin designul sau inovativ, modelul vectorial
propus in prezenta inventie permite inlocuirea genei mutante 7P53 din genomul celulei tumorale,
inducerea apoptozei si inhibitia fenotipului malign prin restaurarea stabila si de lunga durata a
functiei normale a proteinei supresoare de tumori p53. Un aport inovativ suplimentar este ca
nivelul de proteind p53 in celula tumorala poate fi ajustat prin administrarea unui antibiotic

uzual, doxiciclina.
6. Descrierea detaliata a inventiei

Modelul vectorial propus in inventia de fatd este constituit in esenta din 4 casete de

exprimare pentru atingerea obiectivului stabilit, de inlocuire a genei mutante 7P53 din genomul
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celulelor malignizate cu o copie de ADN complementar (ADNc) a genei 7P53 (conform figurii
1). Prima casetd de exprimare este compusd din doud module de transcriere a doud molecule de

ARN de ghidaj pentru nucleaza Cas9 (ARNg1 si ARNg?), aflate sub influenta promotorului U6.

A doua casetd cuprinde o variantd a nucleazei Cas9, cu specificitate ridicatd (Cas9-HF)
care a fost modificatd prin fuziunea la capatul N-terminal a unui semnal de ubiquitinare si
degradare pe calea proteasomald, denumit prescurtat CDB (Cyclin Destruction Box), care
limiteaza activitatea nucleazicd a Cas9 pana la sfarsitul mitozei, cdnd este degradatd pe cale
proteasomala. Prin intermediul unei secvente de legéturd, 2AP, Cas9-HF/CDB este coexprimati
cu un marker de fuorescenta OFP, pentru selectia celulelor transfectate cu acest vector prin
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), fatd de celulele netransfectate. Cele doua proteine,
Cas9-HF/CBD si OFP, sunt traduse intr-un singur lant polipeptidic, care ulterior este clivat de o

proteaza celulara la nivelul secventei 2AP, eliberand cele doua proteine.

A treia casetd exprimd factorul de transcriere sensibil la doxiciclind, denumit TetON3G,
care in forma nestimulati este inactiv. Prin administrarea de doxicicling, se produc modificari
conformationale la nivelul structurii tertiare si cuaternare a TetON3G, care ii permite si se lege
de un promotor complementar, denumit TRE3G, si sd activeze transcrierea genei aflate in aval de
acesta. Acest tip de promotor regleazi transcrierea copiei functionale de ADNc a genei 7P53 in

functie de nivelul de factor transcriptional TetON3G activ.

Atét gena care exprimd nucleaza Cas9-HF/CDB, cit si factorul transcriptional TetON3G,
sunt reglate de cdtre promotorul cu specificitate tumorald Survivin, restrictionand astfel

functionalitatea sistemului doar la nivelul celulelor maligne, in celulele normale nefiind activ.

Pentru a transfera incércdtura geneticd continutd in cele 4 casete de exprimare, vectorul
este Incorporat in genomul unui bacteriofag M13 modificat genetic care exprimd pe capsida
virald un peptid ciclic al motivului RGD (cRGD) pentru legarea de integrinele ayf, care sunt
supraexprimate pe celulele tumorale. In acest fel, tropismul vectorului este directionat numai
spre celulele maligne, internalizarea vectorului facindu-se pe cale endosomald. Prin includerea
unei secvente S/MAR (Scafold/Matrix Asscociated Region), vectorul se ancoreazi la nivelul

centromerilor cromozomilor din celula, fiind replicat cu fiecare ciclu celular, si asigurdndu-se
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mentinarea vectorului ca episom in celulele descendente. Acest tip de element genetic S/MAR a
fost mai descris ca fiind capabil sa mentind in vitro vectori virali ca episomi, mai mult de 100

generatii celulare succesive [11].

Ulterior eliberarii din vezicula endosomala, continutul genetic este eliberat in citoplasma
si ajunge 1n nucleu cu ocazia primului ciclu celular, fiind ancorat prin intermediul secventei
S/MAR de centromerii cromozomilor. Cele doua molecule transcrise de ARNg, directioneaza pe
baza complementaritatii nucleaza Cas9-HF/CDB la capetele care delimiteaza locusul genei 7P53
pe genomul tumoral, iar prin formarea triplexului de ARNg/ADN genomic, Cas9-HF/CDB
creeaza o bresa de tdiere la nivelul celor doua catene de ADN. Recombinarea omoloaga intre
secventele complementare dintre vector si genomul viral va conduce la inlocuirea genei mutante

TP53 cu caseta de exprimare a copiei functionale de ADNc a TP53.

Administrarea doxiciclinei activeaza factorul transcriptional TetON3G, iar prin legarea
acestuia la promotorul TRE3G, copia functionald a genei TP53 este transcrisa si tradusa in

proteina p53 activa, care isi va putea exercita astfel efectul pro-apoptotic si anti-proliferativ.
7. Avantajele modelului experimental prezentat in inventie

Prezenta inventie oferd o alternativd mai fiabila si sigurd din punct de vedere al
specificitatii si eficientei transferului genei normale 7P53 in celulele maligne, in plus fatd de
evitarea unui potential raspuns imun fatd de sistemul vectorial de transfer in cazul administrarii
sistemice prin injectare intra-venosa. Acest raspuns imun este o etapd limitativa importanta in
dezoltarea de bioterapii, putdnd duce la reducerea eficientei tintirii tumorale sau chiar intr-un soc
anafilactic, ca in cazul trialului din 1999 care a condus la decesul pacientului ca urmare a unei

sincope datorate dozei administrate de adenovirus modificat genetic [10].

Din punct de vedere economic, inventia ofera posibilitatea de producere a vectorului in
culturi de FE.coli, care necesitdi un mediu de crestere simplu si echipamente uzuale de
microbiologie, aviand rata de multiplicare rapida, rezultdnd intr-un titru ridicat de vector in

interval redus de timp.

8. Modul de realizare a modelului experimental prezentat in inventie
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Modul de concepere a sistemului tintit tumoral este, in primul pas, derivat din vectorul
comercial Gene Art CRISPR Vector (Invitrogen), care contituie structura de bazad pentru
inserarea elementelor aditionale pentru obtinerea constructului final. Acest vector, in forma
liniarizata, cuprinde promotorul U6 pentru transcrierea ulterioard a unui ARNg, si caseta de
exprimare pentru nucleaza Cas9. Acestd nucleazi este coexprimatd cu markerul de fluorescentd
OFP prin intermediul unui peptid linker de clivaj. In prima etapa, vectorul este recircularizat cu o
secventa linker care cuprinde doui situsuri de recunoastere pentru enzimele de restrictie Nhel si
Smal, fapt care va permite vectorului sa fie propagat mai departe in E.coli, si prin intermediul
situsurilor Nhel si Smal si fie inseratd secventa pentru ARNgl. A doua casetd de exprimare
pentru ARNg2 este inseratd in aval de caseta ARNgl la nivelul unui situs pentru enzima de
restrictie BstZ171. In etapa urmatoare, nucleasa Cas9 impreuni cu promotorul nespecific CMV
(cytomegalic virus) va fi inlocuitd cu o noua caseta constituitd din promotorul cu selectivitate
tumorald Survivin, o variantd a Cas9 cu specificitate ridicatd (Cas9-HF) la care se este fuzionata
la capatul 3’ o secventd CDB (Cyclin Destruction Box), prin tehnica de clonare In-Fusion. In
ctapele urmitoare se va construi fragmentul care va fi inserat in genomul tumoral prin
recombinare omoloagd intre cele doud secvente omoloage (5’HA si 3’HA) din vector si
secventele complementare din genomul tumoral care delimiteazi gena mutanta 7P53. Acest
fragment este compus din caseta de exprimare a unei copii functionale de ADNc a genei TP53,
sub influenta promotorului de raspuns la tetraciclina/doxicilina TRE3G. A doua casetd cuprinde
secventa codificatoare pentru activatorul transcriptional Tet-ON3G, activat de
tetraciclina/doxicilina TRE3G, care este transcris de promotorul Survivin. intregul construct
CRISPR-TP53 va fi inserat intr-un genom modificat genetic al bacteriofagului M13KO7. Acest
genom contine gena pentru proteina capsidei virale plll recombinatd cu un motiv ciclic al
peptidului RGD (cRGD). In plus, genomul mai cupinde o secventd S/MAR pentru mentinerea
episomald a vectorului in celula tumorald pe parcursul mai multor generatii celulare succesive.
Sistemul vectorial hibrid rezulatat poate fi folosit pentru fintirea ceulelor tumorale si restaurarea

genotipului normal al genei TP53.

9. Aplicabilitatea inventiei prezentate
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Inventia de fatd, prin caracteristicile sale unice, poate constitui o bazd experimentald
pentru implementarea de terapii anti-tumorale in trialuri clinice pe pacienti umani, cu tumori al
caror genotip are alteratd functia genei supresoare de tumori 7P53. Statusul mutational al acestei
gene este asociat cu un prognostic defavorabil si rezistenta la chimioterapia standard. Acest
sistem vectorial poate fi implementat ca tratament in afectiunile maligne fie ca monoterapie, fie
complementati cu chimioterapice, pentru a spori eficienta acestuia in tipurile de cancer mai
complexe si agresive. Un avantaj major al acestui vector este posibilitatea de a fi produs la scard
industriald cu costuri reduse, si stabilitatea preparatului injectabil la temperatura mediului
ambiant pe termen scurt, sau la frigider pe termen indelungat, fiind astfel disponibil in zone

geografice izolate si subdezvoltate, unde accesul la o infrastructurd adecvata nu este disponibil.
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Un sistem vectorial derivat din bacteriofagi M13, modificat prin tehnici de inginerie
genetica la nivelul capsidei virale cu un motiv ciclic altripeptidului RGD pentru
transductia tintitd a celulelor tumorale prin legarea de integrinele ayPi.. Acest vector
contine in constitutia lui, pe 14nga elementele impachetarii in virioni, si 0 secventd umana
S/MAR prin care vectorul viral se ancoreaza la centromerii cromozomilor din celula
tumorala si se replica cu fiecare ciclu celular, mentinandu-se ca episom in generatiile
celulare succesive.

Un plasmid care contine elemente ale sistemului de editare genomica CRISPR/Cas9, a
carui functionalitate este restrictionata la nivelul celulei maligne prin exprimarea
nucleazei Cas9 de catre promotorul specific tumoral Survivin.

Un plasmid care prezinta elemente de reglaj al exprimarii genice a sistemului de raspuns
la tetracilina/doxiciclina (Tet-ON). Acest sistem de reglaj este restrictionat ca
functionalitate la nivelul celulelor maligne prin utilizarea promotorului specific tumoral
Survivin.

O variantd modificatd a unei nuclease Cas9 cu specificitate ridicata, Cas9-HF, prin
fuziunea la capétul a unei secvente CDB (cyclin destruction box) care limiteaza durata de
activitate nuclezica pana la sférsitul mitozei.

Un plasmid care contine o copie functionala de ADNc a genei supresoare de tumori
TP53, a cérei activitate este reglatd de elementele de reglaj ale sistemului de raspuns la
tetraciclina/doxiciclina. Acestea impreund sunt flancate de doua secvente omoloage cu
secvente care delimiteaza locusul TP53 din genomul tumoral.

Un sistem vectorial constituit din elementele genetice ale revedicarilor 2, 3, 4 si 5 ale
prezentei inventii, clonate in bacteriofagul tintit tumoral de la revendicarea 1 a inventiei

de fata.
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Figura 1. Principiul de functionare a modelului experimental propus pentru restaurarea genotipului
normal al genei supresoare de tumori TP53, pe modele in vivo de tumori maligne. Legenda se regaseste
in descrierea inventiei.
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Figura 2.Reprezentare schematica a metodologiei de obtinere a sistemului biologic tintit tumoral derivat
din virusuri bacteriene, prin tehnici de inginerie genetica si biologie moleculara.
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