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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a vezi-
culelor extracelulare modificate utilizate in tratarea
bolilor cardiovasculare si in special a hipertrofiei ventri-
culare siadisfunctiei vasculare asociata aterosclerozei.
Procedeul, conform inventiei consta in etapele de: (1)
izolarea celulelor stem de la un subiect, (2) cultivarea
celulelor stem Tn conditii care sa duca la producerea de
VEC in mediul de cultura, (3), purificarea VEC din
mediul de culturd condifionat prin centrifugare initiala,
ultracentrifugare pentru eliminarea corpilor apoptotici
din mediu, respectiv, pentru sedimentarea VEC si

spalare intr-o solutie apoasa, (4) incapsularea siARN
anti-Smad2/3 in VEC prin complexarea siARN
anti-Smad2/3 cu lipofectamina si punerea in contact a
complexelor de siARN anti-Smad2/3-lipofectaming cu
veziculele extracelulare, rezultdnd VEC cu continut
genetic modificat cu stabilitate buna la temperatura
camerei si care se depoziteaza pe termen lung prin
congelare pentru utilizare clinica.
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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare
modificate, sunt destinate pentru utilizarea lor in tratarea bolilor cardiovasculare, mai
precis a hipertrofiei ventriculare si a disfunctiei vasculare asociata aterosclerozei,

Stadiul Tehnicii

Ateroscleroza este una dintre cele mai importante si frecvente cauze de
deces si invaliditate din fume, favorizdnd o diversitate de evenimente
cardiovasculare majore. Ateroscleroza ca boala inflamatorie cronicd a peretelui
arterial este strans legatd de retentia lipoproteicd subendoteliald, activarea
endoteliald si migrarea celulelorimune in intima inflamata, determinand formarea de
striuri lipidice si ulterior de ateroame (vezi, Libby P, 2002, si Hansson GK., 2005 ).

Membrii familiei Smad sunt componente esentiale in calea de semnalizare
intracelulard a TGF-B. Membrii superfamiliei TGF-B controleazad proliferarea,
diferentierea, migrarea si apoptoza a numeroase tipuri celulare, Proteinele Smad2 si
Smad3, sunt mediatori secundari activati in urma stimuldrii receptorului TBR-! cu
TGF-B (vezi Nakao et al., 1997).

Raspunsurile antiproliferative si apoptotice generate de semnalizarea prin
TGF-B In celulele endoteliale si hematopoietice limiteaza cresterea acestor Jinii
celulare si contribuie la f{ransdiferentierea celulelor endoteliale n  celule
mezenchimale (vezi Siegel, P. M., si Massagué, J., 2003), mecanisme care sunt de
naturd sa agraveze evolutia aterosclerozei. Totusi, semnalizarea prin TGF-8 are o
miriadd de efecte in tipuri celulare diferite, creand astfel necesitatea blocarii tintite Tn
tintele celulare de interes.

Microparticulele (MP) sunt vezicule de dimensiuni mici (0,1-1,5 um) eliberate
de diferite tipuri de celule printr-un proces controlat. Acestea contin markeri
citoplasmatici si de suprafatd ai celulelor lor de origine (vezi Hugel B., et al., 2005 si
Prokopi M., et al., 2009) iar odata eliberate in circulatie, MP leaga si fuzioneaza cu
celulele lor tintd prin interactiuni receptor-ligand, actionand ca vectori biologici care
mediaza inflamatia vasculara si coagularea (vezi Mause SF., et al., 2010).

Datele actuale indica faptul ca efectele pro-inflamatorii si pro-coagulante ale
MP asupra celulelor {intd sunt cauzate de compozitia lipidica specifica a acestora
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(ex. Fosfatidilserina, PS), precum si de transferul componentelor celulare inflamatorii
de la celulele lor de origine (vezi Hugel B., et al., 2005). De asemenea, s-a aratat ca
MP transportds ARN mesager si microARN (miARN), afectand astfel exprimarea
proteicad a celulelor tintd, cu implicatii in disfunctia vasculara si ateroscleroza (vezi
Ratajczak J, et al., 2006 si Shu, Z. et al., 2019), sugerand cd MP ar putea deveni o
tinta terapeutica (vezi Baron M, et al., 2011).

Un alt vehicul biologic de miARN este reprezentat de exozomi. Acestia sunt
definiti ca vezicule mici de diametru 40-80nm, ajungand chiar si la 100nm, eliberate
din celule prin exocitoza corpilor multiveziculari constitutivi. La fel ca MP, exozomii
prezinta receptori de suprafata, proteine bioactive si material genetic de la celulele
de origine si comunicd cu celulele tintda eliberandu-si continutul in acestea si
determinand schimbari ale exprimarii genice. Datoritd modului similar de actiune al
exozomilor si MP, aceste nanovezicule sunt denumite colectiv vezicule extracelulare
(VEC).

Desi se anticipeazd cd VEC vor juca roluri in tratamentul mai multor boli,
incluzand bolile cardiovasculare, in prezent, nu exista tratamente pe baza de VEC in
curs de testare n studii clinice (vezi Rayyan, M. et al., 2018)

Dezavantaje ale stadiului tehnicii

1. Tratamentele existente in prezent pentru prevenirea si tratamentul
aterosclerozei sunt nespecifice adresand in principal ameliorarea factorilor
etiologici.

2. Tratamentele existente in prezent pentru prevenirea si tratamentul
aterosclerozei sunt ineficiente, mortalitatea si morbiditatea asociate
aterosclerozei si complicatiilor acesteia fiind semnificative.

3. Nu existd un procedeu de obtinere si tratamente bazate pe
administrarea de vezicule extracelulare

Problema rezolvata de inventie

Problema tehnica rezolvatd de inventie este a unui procedeu pentru
furnizarea de vezicule extracelulare, cu continut genetic modificat sa incapsuleze
siARN anti-Smad2/3 si veziculele extracelulare rezultate, pentru utilizarea n
tratamentul aterosclerozei si complicatiilor acesteia printr-o metoda minim invaziva si
cu efecte secundare reduse. Procedeul inlatura dezavantajele mentionate prin
produsele rezultare si obtinute astfel . intr-o prima etapa se realizeaza izolarea

celulelor stem de%g subiect, dupa care intr-o a doua etapd se face cuitivarea
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celulelor stem in conditii care s& duca la producerea de VEC in mediul de culturd
urmatd de purificarea VEC din mediul de culturd conditionat printr-o centrifugare
initiald pentru eliminarea resturilor celulare din mediu, o ultracentrifugare pentru
eliminarea corpilor apoptotici din mediu si o ultracentrifugare la o forté x g superioara
celei de la punctul anterior pentru sedimentarea VEC urmat3 de o spalare intr-o
solutie apoasd, prin ultracentrifugarea la forte x g similare celor de la
ultracentrifugare si  incapsularea siARN anti-Smad2/3 In VEC obtinute prin
complexarea siARN anti-Smad2/3 cu lipofectamind si punerea in contact a
complexelor de siARN anti-Smad2/3 - lipofectamini cu veziculele extracelulare.

n prima etapa intr-o primd variantd celulele stem sunt izolate din tesutul adipos
astfel. prelevare lipoaspirat sau fesut adipos subcutanat; spalare cu o solutie
apoasa, asa cum este PBS, urmata de aspirarea fractiei apoase si lipidice; digestie
cu proteaze, timp de aproximativ 1 ora la 37°C, sub agitare; centrifugare si
indepartarea adipocitelor, lipidelor si a fazei apoase; pastrarea sedimentului in care
se gaseste fractia stromald vasculard (FSV), trecere succesiva a FSV prin sitd de
Nytex (100pm si 70pm), urmaté de evaluarea viabilitatii celulare folosind colorarea
cu albastru Trypan 4% a unei alicote a probei; centrifugare si resuspendarea
celulelor in mediy asa cum este DMEM: F12+10% FBS + antibiotice urmata de
incubarea la 37°C, 5% CO, peste noapte; indepariarea celulelor neaderate si
mentinerea in culturd a ADSC astfel obtinute pana la pasaj 3-5.

In prima etapa intr-o alta variantd, celulele stem sunt izolate din maduva
hematogena astfel : prelevarea aspiratului medular; filtrarea suspensiei celulare
printr-o sitd Nytex de 40um, Tn conditii sterile;centrifugarea suspensiei celulare la
400g, 5 min, 4 °C, urmata de evaluarea viabilitétii celulare folosind Trypan blue 4% a
unei alicote a probei; insamantarea celulelor la o densitate de 2x10° celule/cm? si
mentinerea in culturd a MSC astfel obtinute pana la pasaj 3-5.

In etapa a doua, celulele sunt expansionate Tn culturd pana la pasajul 3-5 si apoi
mediul de culturd este schimbat in mediu de cultura fara ser, pentru a se evita
contaminarea cu VEC de altd provenientd decat cele din celulele stem cultivate,
dupd care celulele vor fi pastrate in culturd pentru o duratd suficientd pentru
acumularea VEC, dar cat celulele sa nu aiba de suferit ca urmare a privarii de ser,
aceasta perioada poate fi intre 12 si 48 de ore.

In etapa a doua intr-o alta varianta. poate fi utilizat mediu care contine ser, daca
anterior au fost indepartate VEC din acesta prin procedee cunoscute, in aceasta
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form# de realizare, celulele sunt mentinute in culturd pentru secretia de VEC o
perioada de pana la 7 zile, preferabil pana la 3 zile.

In etapa a treia intr-o variants in prima faza are loc eliminarea resturilor celulare din
mediu utilizdnd o centrifugare initial4 la forte de intre 300 x g si 10.000 x g, preferabil
intre 1.000 x g si 5.000 x g, un optim fiind 2.500 x g si pentru durate de intre1 minut
si 30 de minute, urmata de prelevarea ulterioara a fractiei lichide pentru procesarea
ulterioard; in a doua faza are loc eliminarea corpilor apoptotici din mediu utilizand o
centrifugare la forte de intre 10.000 x g si 20.000 x g $i pentru durate de intre1 minut
si 20 de minute, urmata de prelevarea ulterioara a fractiei lichide pentru procesarea
ulterioara; in altd faza are loc sedimentarea VEC utilizdnd o ultracentifugare la o
fortd x g superioara celei de la punctul anterior, preferabil intre 50.000 si 150.000 x
g, mai preferabil aproximativ 100.000 x g si pentru durate de intre 1 ora si 24 de ore,
preferabil 18 ore urmata de aruncarea fractiei apoase si pastrarea sedimentului
pentru procesarea ulterioara; in alta faza are loc spalare intr-o solutie apoasa de tip
PBS 1x filtrat prin filtru de 0,22 ym prin ultracentrifugarea la forte x g si pentru durate
descrise prin aceleasi intervale ca la faza anterioara, urmatd de indepartarea
aproape integrald a fractiei apoase si resuspendarea VEC obtinute In volumul
restant de solutie apoasa pentru a nu aspira accidental odatd cu tot lichidul si
sedimentul de VEC, volumul restant este caracteristic, mai putin de 5%, preferabil
mai putin de 1% din volumul initial de solutie apoasa;

Etapa a treia de purificare a VEC din mediul de culturd conditionat este realizata in
alta varianta printr-un procedeu alternativ selectat dintre cromatografie cu excludere
prin dimensiune, ultracentrifugare in gradient de densitate, ultrafiltrare, precipitare
sau o combinatie a acestora.

In etapa a patra, intr-o forma de realizare a incapsularii siARN anti-Smad2/3 in VEC,
siARN anti-Smad2/3 liofilizat este resuspendat in apa lipsitd de RNaze la o
concentratie intre 1uM si 100pM este amestecat cu mediu de transfectie in proportie
de o unitate de volum de suspensie siARN anti-Smad2/3 Ia intre 1 si 100 unitati de
volum mediu de transfectie, in paralel, este obtinuta o solutie de agent de transfectie,
in mediu de transfectie la un raport de volum de intre 1:10 si 1:100 agent de
transfectie la mediu de transfectie, apoi, solutiile asa cum sunt descrise mai sus sunt
amestecate in proportii egale si se incubeazd la temperatura camerei timp de
aproximativ 20 de minute, amestecul astfel obtinut este apoi utilizat pentru transferul

de\si:RN anti-Smad2/3 in VEC prin incubarea impreuna pentru o durata de intre
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aproximativ 6 ore si 5 zile, optional, pentru a purifica VEC care incapsuleazi siARN
anti-Smad2/3 din amestec, se face o spalare n solutie salina.

Etapa a patra de incapsulare a siARN anti-Smad2/3 este realizatd printr-o alta
varianta selectata dintre: electroporare, optoporare, sonoporare, biolisticd sau
transferul pe baza de lipozomi.

Principalele avantaje ale inventiei

1. Procedeul conform inventiei furnizeazd VEC-uri cu continut genetic
modificat care pot fi utilizate In tratamentul bolilor metabotice si in spegcial
al aterosclerozei si complicatiilor acesteia.

2. Tratamentul cu VEC duce {a imbunatatiri marcate ale functiei endoteliale si
cardiace la subiectii hipercolesterolemici si hipertensivi.

3. VEC conform inventiei sunt bine tolerate, mai ales in cazul obtinerii din
celule autologe, putdnd fi utilizate intr-un tratament minim invaziv cu
toxicitate redusi si efecte secundare minime.

4. VEC conform inventei pot fi depozitate pe termen lung prin congelare si au
stabilitate buna fa temperatura camerei, ceea ce faciliteazd utilizarea
clinica.

Scurtd descriere a figurilor

Figura 1 prezintd o diagramé de proces peniru obfinerea celulelor stem din
lipoaspiratdesut subcutanat (ADSC).

Figura 2 prezintad o djagraméa de proces pentru obfinerea celulelor stem din méaduva
hematogena osoasa (MSC).

Figura 3 prezintd o diagrama de proces pentru obtinerea VEC care confin siARN
anti-Smad2/3 incapsulat. Blocul 1 reprezintd obfinerea celulelor stem (ADSC sau
MSC), blocul 2 ~ cultivarea celulelor stem in condjfii optime pentru secrefia VEC in
mediul de culturd, blocul 3 — purificarea VEC din mediul de culturd si blocul 4 —
incapsularea siARN anti-Smad2/3 in VEC.

Figura 4 prezinta distributia volumului VEC in functie de dimensiunea particulelor.
Pentru ambele tipuri de VEC de la ADSC (VEC-ADSC) si VEC de la MSC (VEC-
MSC) se observa doua populatii de vezicule, una intre aproximativ 10 nm si 100 nm
care reprezintd exozomii 8i una la dimensiuni cuprinse intre aproximativ 100 nm si 1
[m care reprezinta microparticulele.

Figura 5 aratd diagrame prin puncte obtinute prin mésurétori de citometrie in flux ale
VEC-ADSC (réndul de sus) si VEC-MSC (rédndul de jos) necolorate (coloana din
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stdnga) sau colorate cu Anexina V conjugatd cu FITC gi anticorpi CD63 conjugati cu
AF647 (coloana din dreapta). Se observa cd atdt VEC-ADSC cét si VEC-MSC sunt
pozitive pentru ambele Anexina V si CD63.

Figura 6 aratd diagrame prin puncte ale Tmprastierii laterale a Iluminii pe
Impréastierea Tnainte a luminii i histograme ale fluorescentei in verde obtinute prin
mdsurétori de citometrie in flux ale VEC-ADSC (rdndul de sus) si VEC-MSC (réndul
de jos). In partea sténga a figurii sunt prezentate rezultatele pentru VEC native, iar in
partea dreaptd rezultatele pentru VEC in care a fost incapsulat SiARN anti-Smad2/3
conjugat cu FITC. Se observa cad aproximativ juméatate din VEC-ADSC cét si VEC-
MSC au captat cantitafi considerabile de siARN-FITC.

Figura 7 aratd imagini reprezentative pentru grosimaa peretilor aortei ascendente si
diametrul deschiderii aortei ascendente obtinute prin ecocardiografie in modul B. Se
observa un diametru al deschiderii aortice constant intre grupuri. In cazul animalelor
hipertensive-hipercolesterolemice (grupul HH) se observd o ingrosare a peretului
aortic comparativ cu animalele sanatoase (grupul martor), care este ameliorata prin
administrarea de VEC indiferent de provenientd sau de continutul acestora de siARN
anti-Smad2/3.

Figura 8 prezintad imagini reprezentative pentru variatia diametrelor interne in sistola
si diastold ale aortei ascendente obfinute prin ecocardiografie in modul M. Se
observd cd in imaginea provenitd de la hamsterul HH diferenta dintre diametrul
intem aortic in sistold si cel din diastola este redusd comparativ cu cea observata
pentru hamsterul martor ceea ce indicd o rigidizare a peretelui aortic. In cazul
animalelor la care au fost administrate VEC-ADSC (cu sau fard siARN anti-Smad2/3
incorporat) distensibilitatea peretelui aortic este crescuta la valori similare celor de Ja
martor, in timp ce administrarea VEC-MSC duce la 0 ameliorare slaba.

Figura 9 prezintd imagini reprezentative pentru variatia integralei velocitate-timp
(VTI) si velacitétii maxime (Vel) in aorta ascendentd, obtinute prin ecocardiografie in
modul unda pulsatd Doppler. La hamsterii hipertensivi-hipercolesterolemici sunt
crescute atat VT| cét si Vel comparativ cu cele de la hamsterii martor. VTI este
ameliorat prin tratamentul cu VEC-ADSC sau MSC iar incorporarea siARN anti-
Smad2/3 imbunétateste suplimentar valorile VTI.

Figura 10 prezintd imagini reprezentative pentru variatia diametrelor inteme in
sistold si diastold ale ventricului stdng cét si pentru grosimea peretelui ventricular in
diastola obtinute prin ecocardiografie in modul M. Se observéa o grosime a peretelui
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ventricular crescutd in mdsurétarile de la toli hamsterii comparativ cu hamsterii
martor. Procentul scurtdrii ventricului stédng calculat prin formula: (diametrul intern la
sfargitul diastolei - diametrul intern |la sfarsitul sistolei)/diametrul intern la sfarsitul
diastolei x 100, este scdzut la soarecii hipertensivi-hipercolesterolemici dar este
creseut la hamsterii injectati cu VEC (de la ADSC sau MSC) Incapsulate cu siARN
anti-Smad2/3 pand la valori apropiate de cele de la martor.

Figura 11 prezintd imagini reprezentative pentru contractia declangata de
noradrenaling (NA) si relaxarea declangaté de acetilcolind (ACh) a aortelor (figurat in
rosu) si carotidelor (figurat in moy). La animalele hipertensive-hipercolesterolemice
contractia si relaxarea sunt afectate comparativ cu cea de la martor, iar tratamentul
cu VEC-ADSC sau VEC-MSC si suplimentar incorporarea SiARN anti-Smad2/3
Imbunétateste considerabil atat contractiala NA cat si relaxarea la ACh.

Lista prescurtarilor
ADSC ~ celulele stem mezenchimale din{esutul adipos subcutanat; MSC — celulele
stem mezenchimale din maduva odoasa; VEC — vezicule extracelulare; Ang Il ~
Angiotensina Il; ARN — acid ribonugleic; siARN — ARN scurt de interferentd; ARNm —
ARN mesager, miARN — microARN; CD83-AF847 ~ cluster de diferentiere 63
conjugat cu Alexa Fluor 467; DLS — impréastierea dinamicé a luminii; DMEM ~ mediu
Eagle modificat de Dulbecco; EDTA - acid etilendiamino tetraacetic;, FITC -
izotiocianat de fluoresceina, FSV — fractia stromald vascularad; FBS ~ ser fetal bovin;
HDL- lipoproteine de densitate inalta; LDL ~ lipoproteine de densitate joasa; NA -
noradrenalina; ACh - acetilcolina; PBS — solutie salind tamponata cu fosfat; PS -
fosfatidilserina; TBR-l — receptorul | pentru TGF-B; TGF-B1 ~ factorul de crestere
transformator; Vel —velocitate; VT1 — integrala velocitate timp;
Descrierea detaliata

inventia furnizeaza un procedeu de producere a veziculelor extracelulare
(VEC) din celule stem, in care este incapsulat siARN Tmpotriva Smad2/3 (ani-
SMADZ2/3), pentru tratamentul unui subiect care suferd de hipertensiune,
hiperlipidemie, ateroscleroza sau complicatii ale acestora.

intr-o prima etapa (1) sunt izolate celule stem de la un subiect. Subiectul
poate fi subiectul de tratat cu VEC conform inventiei, un subiect din aceeasi specie
cu acesta sau un subiect dintr-o alth specie. Intr-o variantd conform inventiei
prezente, celulele stem sunt izolate din tesutul adipos (1a) urmand protocolul expus
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in continuare, sau o variantd a acestuia: i) Prelevare lipoaspirat sau tesut adipos
subcutanat; ii) Spalare cu o solutie apoas3, asa cum este PBS, urmata de aspirarea
fractiei apoase si lipidice; iil) Digestie cu proteaze, de exemplu, colagenaza sau/si
dispazd, timp de aproximativ 1 ord la 37°C, sub agitare; iv) Centrifugare si
indepartarea adipocitelor, lipidelor si a fazei apoase; v) Pastrarea sedimentului in
care se gaseste fractia stromala vasculara (FSV); vi) Trecere succesivad a FSV prin
sitd de Nytex (100um si 70um), urmatd de evaluarea viabilitatii celulare folosind
colorarea cu albastru Trypan 4% a unei alicote a probei; vii) Centrifugare si
resuspendarea celulelor in mediu asa cum este DMEM: F12+10% FBS + antibiotice
urmaté de incubarea la 37°C, 5% CQ; peste noapte; viii) Indepértarea celulelor
neaderate (hematopoietice) si mentinerea in culturd a ADSC astfel obtinute pana la
pasaj 3-5.

Intr—o alta variantd alternativd conform inventiei prezente, celulele stem sunt
izolate din mé&duva hematogena (1b) urméand protocolul expus ih continuare, sau o
variantd a acestuia: i) Prelevarea aspiratului medular; ii) Filtrarea suspensiei
celulare printr-o sita Nytex de 40um, in conditii sterile; iii) Centrifugarea suspensiei
celulare la 400g, 5 min, 4 °C, urmata de evaluarea viabilitatii celulare folosind Trypan
blue 4% a unei alicote a probei; iv) insamantarea celulelor la o densitate de 2x10°
celule/cm? si mentinerea in culturd a MSC astfel obtinute pana la pasaj 3-5.

In etapa (2), celulele sunt expansionate in cultura pan4 la pasajul 3-5 si apoi
mediul de culturd este schimbat in mediu de cultura fara ser, pentru a se evita
contaminarea cu VEC de alta provenientd decét cele din celulele stem cultivate dupa
cum este descris mai sus. In continuare, celulele vor fi pastrate in culturd pentru o
durata suficienta pentru acumularea VEC, dar ¢at celulele s nu aiba de suferit ca
urmare a privarii de ser. Aceastd perioada poate fi intre 12 si 48 de ore, preferabil,
aproximativ 48 de ore. Alternativ, intr-o altd variantd de realizare a inventiei, In
aceasta etapa poate fi utilizat mediu care contine ser, de exemplu FBS, daca
anterior au fost indepartate VEC din acesta printr-o metoda cunoscuta specialistului
in domeniu, asa cum este prin ultracentrifugare. In aceastd forma de realizare,
celulele pot fi mentinute in culturd pentru secretia de VEC o perioadd mai lunga, de
exemplu pana la 7 zile, preferabil pana la 3 zile.

Apoi, in etapa (3), este recoltat mediul de culturd conditionat obtinut din
cultura celulard de ADSC sau MSC, asa cum este prezentat mai sus si sunt

purificate VEC din mediu prin: (3a) eliminarea resturilor celulare din mediu utilizadnd o
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centrifugare initiald la forfe de intre aproximativ 300 x g si 10.000 x g, preferabil intre
aproximativ 1.000 x g si 5.000 x g si cel mai preferabil aproximativ 2.500 x g si
pentru durate de intre aproximativ 1 minut si 30 de minute, mai preferabil,
aproximativ 10 minute, urmatd de prelevarea ultericard a fractiei lichide pentru
procesarea ulterioara; (3b) eliminarea corpilor apoptotici din mediu utilizdnd o
centrifugare la forte de intre aproximativ 10.000 x g si 20.000 x g, mai preferabil,
aproximativ 16.000 x g si pentru durate de intre aproximativ 1 minut si 20 de minute,
cel mai preferabil, aproximativ 5 minute urmatd de prelevarea ulterioard a fractiei
lichide pentru procesarea ultericard;, (3c) sedimentarea VEC utilizdnd o
ultracentifugare la o forid x g superioard celei de la punctul anterior, preferabil intre
50.000 si 150.000 x g, mai preferabil aproximativ 100.000 x g si pentru durate de
intre aproximativ 1 ora si 24 de ore, mai preferabil, intre aproximativ 2 ore si 20 de
ore si cel mai preferabil, aproximativ 18 ore urmata de aruncarea fractiei apoase si
pastrarea sedimentului pentru procesarea ulterioard; (3d) spalare intr-o solutie
apoasd (asa cum este de exemplu PBS 1x filtrat prin filtru de 0,22 pym sau o solutie
similard) prin ultracentrifugarea la forte x g si pentru durate descrise prin aceleasi
intervale ca la (3c) urmatd de indepértarea aproape integrald a fractiei apoase si
resuspendarea VEC obtinute in volumul restant de solutie apoasé pentru a nu aspira
accidental odatd cu tot lichidul si sedimentul de VEC, volumul restant este
caracteristic, mai putin de aproximativ 5%, preferabil mai putin de aproximativ 1%
din volumul initial de solutie apoasa;

in unele forme de realizare a inventiei, etapa (3a) poate fi absenta, iar
resturile celulare s& fie indepartate odaté cu corpii apoptotici, in etapa (3b).

Specialistului in domeniu Ti este cunoscut cd purificarea VEC dintr-o
suspensie impurd (o probd biologicd, sau de laborator) poate fi facutd printr-un
procedeu alternativ prin care se obtin VEC similare cu cele obtinute prin
ultracentrifugari succesive, aga cum este descris mai sus. Astfel de procedee includ
cromatografia cu excludere prin dimensiune, ultracentrifugarea in gradient de
densitate, ultrafiltrarea, precipitarea sau o.combinatie a acestora.

Intr-o variantd conform inventiei, separarea VEC poate fi facutd prin
cromatografia de excludere prin dimensiune. Acest procedeu se bazeaza pe eluarea
diferita a particulelor de dimensiuni diferite care trec printr-o coloand de substrat
solid discontinuu, dintr-un polimer poros, atunci cand sunt angrenate prin aceasta
coloana de o si:l‘u;ie, numita si faza lichida. Particulele mici, asa cum sunt proteinele,
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pot s& patrunda in porii polimerului si sunt astfel incetinite. VEC au dimensiuni mai
mari decat porii polimerului, si astfel, ocolind fragmentele substratului solid, elueaza
mai rapid. Pentru indepartarea initialda a celulelor si debriurilor celulare,
cromatografia de excludere prin dimensiune este de obicei cuplata cu o altda metoda,
asa cum este centrifugarea sau ultrafiltrarea.

intr-un alt aspect conform inventiei, separarea VEC poate fi facutad prin
ultrafiltrare. Acest procedeu se bazeaza pe ultracentrifugarea in tuburi care contin
membrane semipermeabile care au dimensiuni cunoscute ale porilor, care mentin in
partea superioara a tubului de ultracentrifugare particulele cu dimensiune mai mare
decét a porilor si permit trecerea particulelor mai mici. O astfel de strategie poate fi
utilizatd pentru a separa atat celulele si debriurile din solutia de VEC atunci cand
membrana are dimensiunea porilor mai mare decat diametrul VEC (intre aproximativ
300 uM si 1500 uM, mai preferabil intre 500 M si 1000 pM) cat si pentru separarea
proteinelor si altor componente moleculare de VEC (utilizand membrane cu
dimensiunea porilor de aproximativ 1 nm - 30 nm, mai preferabil, aproximativ 20
nm). Alternativ, procedeul de ultrafilirare pentru separarea VEC de alte componente
in suspensie, asa cum sunt proteinele, poate fi comhinata cu o altad tehnica, de
exemplu centrifugarea, pentru indepértarea celulelor si debriurilor celulare.

n inca un alt aspect conform inventiei, separarea VEC este realizata prin
precipitare utilizand polietilenglicoli (PEG). Acest procedeu se bazeaza pe scaderea
solubilitatii compusilor sau particulelor in solutii de polimeri superhidrofili. PEG cu
diferite mase moleculare au fost utilizati in trecut pentru precipitarea proteinelor,
acizilor nucleici, virusurilor si altor particule mici. Prin utilizarea precipitarii cu PEG,
sedimentarea agregatelor de VEC poate fi facuta prin centrifugarea la forte mici de
aproximativ 1500 xg. Atunci cand se utilizeaza procedeul de separare a VEC prin
precipitare, proba biologica care contine VEC de separat este amestecatd cu PEG
pentru concentratii finale de aproximativ 5 la 15% (masa pe volum), probele sunt
lasate sa formeze agregate pe perioade de ordinul orelor la 2-8°C, si apoi VEC
agregate sunt sedimentate prin centrifugare la forte de centrifugare intre 1000 si
2000 x g. Optional, intr-o forma de realizare, pentru indepartarea PEG rezidual din
VEC izolate, procedeul poate fi suplimentat cu o spalare intr-o solutie salina urmata
de ultracentrifugare sau cromatografie pentru obtinerea VEC purificate.

Intr-un alt aspect conform inventiei, separarea VEC este realizata prin
precipitarea utilizand protamina. Procedeul de separare care utilizeaza protamina se
M‘M?’//, ) %&’ w}fww(/\
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bazeaza pe prezenta sarcinilor electrice negative de la suprafata tuturor veziculelor (f 4
extracelulare. Deoarece protamina este o moleculd incarcatd electric poazitiv,
aceasta duce la agregarea VEC din probele biologice. in plus, pentru o agregare mai
eficienta a VEC, incubarea cu protamind poate fi facutd in prezenta PEG, asa cum
este descris mai sus. Protocolul de separare a VEC prin acest procedeu presupune
incubarea cu concentratii de aproximativ 0,01 la 1 mg/ml de protamina, optional cu
ad3ugarea PEG intre aproximativ 0,1 si 5%, urmatd de centrifugare la forte de
centrifugare intre 1000 si 2000 x g pentru sedimentarea VEC agregate. Similar
procedeului de precipitare in PEG, descrisd mai sus, ntr-o forma de realizare,
pentru indepartarea protaminei si PEG reziduale in VEC izolate, procedeul poate fi
suplimentat cu o spalare intr-o solutie salind urmatd de ultracentrifugare sau
cromatografie pentru obtinerea VEC purificate.

VEC obtinute asa cum este descris mai sus pot fi caracterizate pentru a
verifica dimensiunea si continutul biologic al acestora pentru consistenta acestora
intre repetitii ale protocoalelor de separare, intre loturi de obfinere si pentru
conformitatea cu caracteristicile descrise in literatura stiintifica pentru VEC.

Specialistului In domeniu i este cunoscut faptul cad evaluarea dimensiunii
VEC rezultate in urma etapei de purificare asa cum a fost descrisd mai sus poate fi
evaluata utilizénd o diferite tehnici asa cum sunt masuratorile cu un aparat
nanosizer, zetasizer sau prin microscopie electronica. Instrumentele nanosizer
efectueazd masuratori ale dimesiunilor particulelor, utilizand un procedeu numit DLS
(Dynamic Light Scattering). DLS maseard miscarea Browniand si o coreleazad cu
dimensiunea particulelor. Acest lucru il realizeaza prin iluminarea particulelor cu un
laser si analizarea intensitafii fluctuatiilor luminii imprastiate. Particulele de
dimensiuni mici se vor deplasa mai rapid decat cele de dimensiuni mai mari si vor
traversa fasciculul de lumind cu un flux mai mare. Este calculatd automat o
distributie a intensitatii luminoase la iesirea din proba care poate fi convertita intr-o
distributie de volum daca proprietatile optice ale particulelor sunt cunoscute.

Intr-o forma de realizare alternativd conform inventiei, evaluarea dimensiunii
VEC rezultate in urma etapei de purificare poate fi facutd utilizand vizualizarea prin
microscopie electronica de transmisie a VEC.

VEC conform inventiei cuprind doud populatii principale de vezicule, o
populatie cu dimensiune intre aproximativ 10nm si 100nm, numitd populatie de
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exozomi si o populatie de intre aproximativ 100nm si 1000nm numitd populatie de
microparticule.

ntr-o alta etapa (4) conform inventiei este efectuata incapsularea siARN anti-
Smad2/3 in VEC obtinute, prin (4a) complexarea siARN anti-Smad2/3 cu un agent
de transfectie si (4b) punerea in contact a complexelor de siARN anti-Smad2/3 -
agent de transfectie cu veziculele extracelulare.

intr-o forma de realizare a incapsularii siARN anti-Smad2/3 in VEC conform
inventiei, siARN anti-Smad2/3 liofilizat este resuspendat in apa lipsitd de RNaze la o
concentratie intre 1uM si 100uM, preferabil aproximativ 10pyM, este amestecat cu
mediu de transfectie in proportie de o unitate de volum de suspensie siARN anti-
Smad2/3 la intre 1 si 100 unitdti de volum mediu de transfectie, mai preferabil,
aproximativ o unitate de volum de suspensie siARN anti-Smad2/3 la 20 unitati de
volum mediu de transfectie. In paralel, este obtinutd o solutie de agent de
transfectie, de exemplu lipofectamina, in mediu de transfectie la un raport de volum
de intre 1:10 si 1:100 agent de transfectie la mediu de transfectie, mai preferabil
aproximativ 1:20 agent de transfectie la mediu de transfectie. Apoi, solutile asa cum
sunt descrise mai sus sunt amestecate in proportii egale si se incubeaza la
temperatura camerei timp de aproximativ 20 de minute. Amestecul astfel obtinut
poate fi apoi utilizat pentru transferul de siARN anti-Smad2/3 in VEC prin incubarea
impreund pentru o duratd de intre aproximativ 6 ore si 5 zile, mai preferabil,
aproximativ 3 zile. Optional, pentru a purifica VEC care incapsuleaza siARN anti-
Smad2/3 din amestec, poate fi facutd o spalare in solutie salind, urmata de o etapa
de izolare a VEC asa cum a fost descris mai sus, de exemplu, prin ultracentrifugare
sau cromatografie.

Asa cum ii este cunoscut specialistului in domeniu, exista si alte metode care
pot fi utilizate pentru inserarea materialului genetic in VEC, asa cum sunt
electroporarea, optoporarea, sonoporarea, biolistica (pistolul genic) sau transferul pe
baz& de lipozomi, iar aceste metode sunt incluse in unele forme de realizare a etapei
(4) conform inventiei.

Intr-o varianta de realizare a inventiei, pentru inserarea siARN anti-Smad2/3
poate fi utilizata electroporarea. Electroporarea se bazeaza pe suspendarea mediilor
biologice delimitate de membrane lipidice, in cazul de fatd — VEC, impreund cu
moleculele de material genetic intr-o solutie care conduce curentul electric si cu

aceasta solutie este inchis un circuit electric. Prin suspensia de VEC este descércat
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un puls electric cu un voltaj optimizat, care are caracteristic o duratd de 4]/
microsecunde péna la o milisecunda, care duce la formarea temporara de pori prin
membrana fosfolipidicd a VEC prin care pot patrunde moleculele de siARN conform
inventiei.

Similar electroporarii, pot fi formati pori temporari prin membranele VEC prin
alte procedee fizice asa cum sunt optoporarea, in care pulsuri laser cu durata de
femtosecunde pentru intensitdti luminoase mari, sau pand la de ordinul
microsecundelor atunci cand sunt utilizate fascicule de lumina cu energie mai mica
sau sonoporarea care modificd permeabilitatea membranara prin expunerea la
ultrasunete de frecvente de aproximativ 1 MHz pentru perioade de timp de ordinul
secundelor. Aceste procedee pot fi utilizate de asemenea in forme particulare de
realizare a inventiei prezente.

intr-o altd varianty de realizare a inventiei, pentru inserarea siARN anti-
Smad2/3 poate fi utilizatd o metoda de incorporare cu lipozomi. Lipozomii sunt
vezicule de mici dimensiuni cu membrane fosfolipidice care se pot uni cu
membranele VEC. Lipidele incarcate electric pozitiv formeazéd agregate cu siARN
care este Incarcat electric negativ si pot transfera astfel materialul genetic in
interiorul veziculelor extracelulare conform inventiei.

In incd o alti variantd particulard de realizare a inventiei, pentru inserarea
siARN anti-Smad2/3 poate fi utilizatd un procedeu care utilizeaza tehnica de
biolisticd. Prin aceastd tehnica, particule de gur tungsten sau alte materiale sunt
accelerate la viteze Tnalte pentru a putea traversa membranele lipidice ale VEC.
Propulsarea particulelor poate fi facutd, de exemplu utilizdnd un gaz inert, asa cum
este heliul, cu dispozitive speciale numite pistoale genice.

Astfel, un obiect al prezentei inventii este furnizarea unor vezicule
extracelulare provenite din celule ADSC sau MSC caracterizate prin faptul ca contin
doud populatii distincte, numite exozomi si microparticule, cu dimensiuni intre
aproximativ 10 si 100 nm si, respectiv, 100 nm — 1 pym si prin faptul ca au fost
modificate s& contind siARN anti-Smad2/3.

Este cunoscut In domeniu faptul c& VEC prezintd o stabilitate buna la
temperatura camerei, rezistd la congelare si pot fi pastrate la 2-8°C pentru pericade
de saptdmani sau chiar luni fara o modificare considerabild a proprietatilor acestora,
ceea ce favorizeaza stocarea si distribuirea VEC modificate conform inventiei.
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fn mod surprinzator, VEC modificate conform inventiei au fost descoperite in
inventia prezentd a avea efecte de Imbunatétire a functiei cardiovasculare atunci
cand sunt administrate la animale hipertensive hiperlipemice, asa cum este ilustrat
suplimentar in Exemple, mai jos.

VEC cu continut genetic modificat conform inventiei pot fi administrate unui
subiect pentru tratamentul sau prevenirea unei afectiuni selectate dintre
hipertensiune, dislipidemie ateroscleroza, stenoza aortica, hipertrofie ventriculara si
insuficienta cardiaca.

Intr-un exemplu de realizare al inventiei administrarea catre subiect este prin
injectare sau perfuzare intravenoasa. Cantitatea de VEC care va fi administrata catre
subiect si regimul de dozare pentru administrarea VEC conform inventiei pot depinde
de factori cunoscuti specialistului in domeniu, asa cum sunt subiectul la care acestea
sunt administrate, sexul, varsta si greutatea acestuia cat si de alti factori care tin de
afectiunea de care sufera subiectul si de gravitatea acesteia. Astfel, cantitatea de
VEC si regimul de dozare vor putea varia in functie de judecata medicului curant.
Intr-un exemplu conform inventiei, cantitatea de VEC raportata ca masa de proteina
continutd de acestea, poate varia intre aproximativ 10 si 1000 ug/kg de greutate
corporald, mai preferabil intre aproximativ 100 si 500 ug/kg de greutate corporala.
Intr-un alt exemplu al inventiei injectarea poate fi unicd sau repetata o data la o zi, o
data la cateva zile, o data la o s&ptdmana, o data la o luna sau mai rar pentru a fi
obtinute Tmbunatatiri ale functiei cardiovasculare sau pentru intarzierea aparitiei
complicatiilor cardiovasculare.

Asa cum este utilizat aici, este intentionat ca termenul ,subiect” sa cuprinda
un om sau un mamifer neuman asa cum este de exemplu un hamster, soarece,
sobolan, iepure, oaie, capra, vacd, magar sau cal.

Asa cum este utilizat aici, forma la singular ,un”, ,0" sau articulata hotarat care
modificd un element sau o entitate a inveniiei este intentionatd a nu limita la
prezenta unui singur astfel de element sau entitate ci poate fi interpretata ca “cel
putin un” sau “cel putin o” astfel de element sau entitate este prezent,-a.

Pe intreaga intindere a inventiei, atunci cand sunt indicate valori numerice ale
unui parametru cuantificabil, acestea trebuie privite mai degraba ca un interval de
valori centrat pe valoarea mentionata. Specialistului in domeniu fi va fi clar ca pot fi

facute oarece modificari ale acestor parametri farad a se schimba spiritul inventiei.
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inventia este ilustratd suplimentar prin intermediul urméatoarelor exemple care m

nu trebuie interpretate a limita Tn vreun fel intinderea inventiei.

EXEMPLE

Exemplul 1: Realizarea modelelor experimentale animale: hamsterul
hipertensiv-hipercolesterolemic (HH)

In toate experimentele au fost utilizati hamsteri Sirieni Aurii, masculi in varsta
de 12 s&ptdmani, crescuti in biobaza Institutului de Biologie si Patologie Celulara
(IBPC) 'Nicolae Simionescu’ in custi cu venfilatie, Tn conditii specifice, cu cicluri de
lumina:intuneric de 12:12, in conformitate cu legislatile nationale si europene
referitoare la utilizarea animalelor in cercetarea biomedicald. Toate protocoalele
experimentale au fost aprobate de comisia de eticd a IBPC ‘N Simionescu’ si de
autoritatea nationald, ANSVSA.

Dieta hamsterilor a constat in peleti standard suplimentati cu 3% colesterol si
15% unt (85% grasime) pentru inducerea hiperlipemiei si cu 8% NaCl pentru
inducerea hipertensiunii arteriale. Aceastd dietd duce la modificdri similare celor
observate in patologia cardiovasculard umand legatd de obiceiuri nesdnétoase
(méncare grasa, aport crecut de sare, sedentarism).

Ca martor, au fost utilizali hamsteri martor de aceasi varstd si crescuti In
aceleasi conditii dar hraniti cu dieta normala continand 1% NaCl, Animalele au avut
acces la hrand si apa ad libitum cu exceptia privérii de hrana timp de 18 ore anterior
recoltarii de sange din plexul retroorbital.

Pentru prelevarea sangelui prin punclie retroorbitald cat si pentru  citiri
egocardiografice hamsterii au fost anesteziati cu 2,5% izofluran iar sacrificarea la
sfarsitul celor patru luni de urmarire a fost facuta prin administrarea unui amestec de
ketamina-xilazina-acepromazina (80mg/10mg/2mg/kg corp).

Exemplul 2: Obtinerea de VEC provenite de la ADSC, sau MSC, izolate de la
hamsterul sanatos

Pentru obtinerea celulelor stem mezenchimale din méduva osoasa (MSC) sau si a
celulelor stem din {esutul adipos subcutanat (ADSC), au fost sacrificati hamsteri
sénatosi In varstd de 3-4 luni, prin dislocare cervicald. Ulterior, in conditii sterile, a
fost recoltat tesutul adipos subcutan din regiunea abdominald si, de asemenea, au
fost excizate femurul si tibia.

Tesutul adipos subcutan recoltat a fost spalat cu PBS, iar ulterior, dupa
aspirarea fractiilor apoasa si lipidica, digestie cu colagenaza th la 37°C, cu agitare,
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suspensia rezultatd a fost filtratd prin site Nytex cu dimeniunea porilor de 100 pm si
apoi -a fost centrifugata timp de 10 min la 380 x g, rezultdnd trei fractii: (1) fractia
lipidicd, care contine adipocite mature care plutesc si Iibiag};zﬁlta‘te prin adipoliza,
(2) fractia apoasa, si (3) fractia care sedimenteaza si este constituita din celule din
stroma vasculara (FSV) (vezi Figura 1). Celulele din FSV au fost trecute prin sitd de
Nytex (100um si 70um), resuspendate in tampon de liza a eritrocitelor ((0.154 mol/l
NH4CI, 10 mmol/l KHCO3, 0,1 mM solutie de acid etilendiamino tetraacetic (EDTA)),
iar dupa centrifugarea la 400 x g, 5 min si resuspendarea in DMEMs/Ham's F12
suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS) si antibiotice, au fost incubate la 37°C, 5%
CO,, peste noapte. Ulterior, celulele au fost insamantate la o densitate de 5x10°
celule/ml in mediu DMEM/Ham's F12 suplimentat cu 10% FBS si penicilina
(100U/ml), streptomicina (100ug/mi), si neomicina (50ug/ml). Dupa 20 de ore,
celulele neatasate (hematopoietice) au fost indepartate, iar celulele aderate (celule
stem mezenchimale) au fost mentinute in culturd, panad la pasajul 3, iTn mediu
DMEM: F12 suplimentat cu 10% FBS si antibiotice, pentru obtinerea ultericara de
VEC (VEC-ADSC).

Aspiratul medular din femur si tibie a fost prelevat dupa indepartarea tesutului
muscular, clatirea in PBS steril si indepartarea epifizei, cu ajutorul acului unei seringi
(25G), intr-o placa Petri ce continea PBS steril pe gheata. Suspensia celulara
obtinutd a fost filtratd in conditii sterile printr-o sitd Nytex de 40um, iar dupa
centrifugarea la 400g, 5 min, 40°C, urmata de evaluarea viabilitatii celulare folosind
Trypan blue 4%, celulele au fost insamantate la o densitate de 2x10° celule/cm?.
(vezi Figura 2). Celulele au fost mentinute pana la pasajul 3 In mediu DMEM 1 %o
suplimentat cu 10 % ser specific pentru MSC, pentru obtinerea ulterioard de VEC
(VEC-MSC).

Izolarea VEC din mediul privat de ser, conditionat timp de 48h, colectat de la
ADSC si MSC, obtinute in cultura, la pasajul 3, s-a realizat dupa cum urmeaza.
Mediul conditionat a fost centrifugat la 2500xg, 10 min, pentru indepartarea
debriurilor celulare, iar supernatantul obtinut a fost centrifugat la 16000xg, 5 min,
pentru indepartarea corpilor apoptotici. Ulterior, dupa ultracentrifugarea
supernatantului la 100000 x g, 20h, 4°C, peletul obtinut care contine VEC a fost
spalat cu PBS si ultracentrifigat din nou la 100000 x g, 2h si 30 min, 4°C, pentru a
obtine o populatie puré de VEC (vezi Figura 3).
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Exemplul 3: Masurarea dimensiunii si analiza markerilor specifici pentru VEC
provenite de la MSC sau ADSC de la animale sanatoase

Pentru a aréta ca populatia de VEC, atat VEC-ADSC, cat si, VEC-MSC izolata de la
hamsterii martor, este reprezentata de doua tipuri de particule, de dimensiuni
diferite, aceasta a fost analizata cu aparatul Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK), dupé cum urmeazad: VEC, obtinute prin ultracentrifugarea
mediului de culturd provenit de la ADSC sau MSC, izolate de la hamsteri martor, asa
cum este descris mai sus, au fost diluate iIn PBS in volum final de 1 mi (1:10). Asa
cum se observa in Figura 4, curbele de distributie a dimensiunilor veziculelor sunt
bimodale, atat in cazul VEC-ADSC céat si a VEC-MSC, valorile dimensiunilor
particulelor (Z) fiind cuprinse ntre 50 nm si 100 nm pentru exozomi (~30% din
volum), si intre la- 100 nm si 1000.nm pentru microvezicule (~70% din volum).

VEC obtinute prin ultracentrifugarea mediului de culturd provenit de la MSC sau
ADSC, izolate de la hamsteri martor, aflate in suspensie In PBS au fost marcate cu
Anexina V-FITC (leaga fosfatidilserina-(PS), marker specific pentru microvezicule) si
anticorp antiCD63-AF647 (leaga CD63, marker specific. pentru exozomi). Analiza si
ulterior, cuantificarea, au fost realizate prin citometrie in flux, dupa incubarea timp de
40 de minute la temperatura camerei, la intuneric. Asa cum se observa in Figura 5,
populatiile de VEC, atat VEC-ADSC cét si VEC-MSC izolate de la hamsterii martor,
sunt pozitive pentru markerii de microvezicule (AnexinaV) si exozomi (CD63).
Exemplul 4: Transferul de siARN. anti-Smad2/3 a VEC provenite de la MSC sau
ADSC si verificarea eficientei transferului

In acest exemplu in VEC provenite de la MSC sau ADSC dupa cum a fost descris in
Exemplul 2 a fost incapsulat siARN anti-Smad2/3 dupa cum urmeaza: (1) siARN
anti-Smad2/3 liofilizat a fost resuspendat in apa lipsitd de RNaze la o concentratie
de 10uM, (2) a fost realizat un amestec de 50 pl de Opti-Mem (Gibco) cu 3 L de
reactiv Lipofectamine 2000 (Invitrogen), acesta a fost l&sat la temperatura camerei
timp de 5 minute si (3) a fost combinat ulterior cu al doilea amestec de 50yl de Opti-
Mem cu 3 pbL siARN anti-Smad2/3, dups care s-a incubat la temperatura camerei
timp de 20 de minute; (4) VEC obtinute de la MSC sau ADSC suspendate in PBS
(100ug de proteind/ml) au fost apoi incubate timp de 72 ore, la 37°C, §% CO; cu
acest amestec; apoi () probele au fost spalate cu PBS filtrat prin ultracentifugare la
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100.000 x g (28.800 rpm) timp de 150 de minute, la 4°C, iar ulterior resuspendate in
300ul PBS.

Pentru a verifica eficienta transferului de siARN anti-Smad2/3 in VEC provenite de la
MSC, sau ADSC a fost realizat un experiment separat de incapsulare a siARN anti-
Smad2/3, conform protocolului de mai sus dar utilizdnd un siARN conjugat cu
izotiocianat de fluoresceind (FITC), iar dupd spalarea finala cu PBS prin
ultracentrifugare, a fost determinatd incorporarea FITC prin citometrie in flux. Asa
cum este aratat in Figura 6, aproximativ 50% dintre VEC detectabile prin citometrie
in flux au incorporat cantitati considerabile de siARN-FITC.

Exemplul 5: Generarea grupurilor de hamsteri

La hamsterii hipertensivi-hiperlipidemici obtinuti conform Exemplului 1 au fost
injectate retroorbital lunar, timp de 4 luni, 4 doze, fiecare continand 30ug Tn 300uL de
VEC obtinute conform Exemplului 2 (grupurile de tratament HH-VEC(ASDC) si HH-
VEC(MSC)), sau 30ug Tn 300uL de VEC obtinute conform Exemplului 2, in care a
fost Tncapsulat material genetic (siARN anti-Smad2/3) conform Exemplului 4
(grupurile de tratament HH-VEC(ASDC) + Smad2/3 siRNA si HH-VEC(MSC) +
Smad2/3 siRNA). Ca martor au fost utilizati hamsteri sanatosi, hraniti cu dieta
standard (grupul Martor) si hamsteri hipertensivi-hiperlipidemici netratati (grupul
HH).

Exemplul 8: Tratamentul cu VEC care incorporeazd siARN anti-Smad2/3
imbunatateste functia cardiaca a hamsterilor hipertensivi-hiperlipemici

Pentru a analiza modificarile structurale si functionale au fost urmariti parametrii
ecocardiografici ai animalelor din cele sase grupe experimentale cu ajutorul
aparatului Ecocardiograf Vevo 2100 (Imaging System), utilizand sonda MS pentru
hamster (550MHz), Vevo Imaging Station - platforma incalzita cu accesorii pentru
monitorizarea si mentinerea constanta a temperaturii, precum si monitorizarea
traseului electric (EKG) si a respiratiei, cu gel preincalzit. Seturile de date
ecocardiografice au fost achizitionate in sectiune parasternala ax lung standard.
Pentru aorta toracica au fost efectuate masuratori pe Tnregistrarile prin ecografie
pentru grosimea peretelui (in modul B), pentru diametrul in sistola si diastola (in
modul M) si pentru integrala velocitate timp (VTI) si velocitate (Vel) (in modul de
unda pulsata Doppler: PW-Doppler). VTI a undei fluxului de sange este o masura a
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functiei sistolice cardiace si a debitului cardiac, iar VEL reprezint3 viteza maxima a
sangelui la nivelul sectiunii analizate.

Pentru artera carodida au fost analizati urmatorii parametrii: grosime perete si
diametru interior (in modul B), iar pentru ventriculul stang au fost masurate aria
cavitatii interioare (sectiune pe axul lung, in modul B), diametrul in diastold si in
sistold, grosimea peretelui anterior si posterior (in modul M),

Pentru fiecare animal au fost urmariti parametrii descrisi mai sus si in Figurile
7-10 sunt prezentate inregistrarile reprezentative, cat si valorile medili pe grupuri.
Datele obtinute au evidentiat o crestere semnificativd a grosimii peretelui vascular,
cat si a valorilor pentru VTI si pentru VEL si o scadere semnificativa a diametruiui
intern si a distensibilitatii la animalele hipertensive-hipercolesterolemice, comparativ
cu hamsterii sénatosi, ceea ce evidentiazd disfunctia aortei toracice si a arterei
carotide In cazul modelului animal de ateroscleroza (vezi Figurile 7-10). Dieta
aterogend a indus hipertrofie ventriculard stangd, dupd cum a fost evidentiat prin
reducerea fractei de scurtare ventriculare stngi si ingrosarea peretelui posterior
(vezi Figura 10).
in mod surprinzator, tratamentul administrat - injectarea de VEC obtinute de la MSC,
sau ADSC, sau cu VEC care incorporeaza siARN anti-Smad2/3, a redus grosimea
peretelui vascular, a crescut distensibilialea aortei la grupele HH-VEC (ASDC) si
HH-VEC (ASDC) + Smad2/3 siRNA si a redus velocitatea maxima aortica la grupele
HH-VEC (ADSC) + Smad2/3 siRNA si HH-VEC (MSC) + Smad2/3 siRNA (vezi
Figurile 7-10).

Desi tratamentul cu VEC-ADSC sau VEC-MSC nu a indus nicio modificare a
structurii si functiei ventricului stang, In mod surprinzétor, administrarea de VEC-
ADSC sau VEC-MSC care incorporeazd siARN anti-Smad2/3 a mbunatatit
elasticitatea ventriculului stang, respectiv a crescut fractia lui de scurtare (vezi Figura
10).

Exemplul 9: VEC care incorporeazi siARN anti-Smad2/3 amelioreaza disfunctia
vasculara

A fost evaluat raspunsul peretelui vascular la agenti vasoconstrictori (noradrenalina
-NA, 10° M +10 M) si vasodilatatori (acetilcolind ~ ACh, 10% M +10™* M) pentru
aortele toracice si arterele carotide ale hamsterilor obtinuti in Exempliul §, utilizand
un miograf cu fir.
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Asa cum este arétat in Figura 11, hamsterii HH prezintd modificari specifice
pentru boala aterosclerotica, cu modificari semnificative in ceea ce priveste functia
aortei toracice si a arterei carotide, contractia si relaxarea fiind diminuate comparativ
cu valorile inregistrate la hamsterii martor.

In mod surprinzator, tratamentul cu VEC obtinute de la MSC, sau ADSC, sau
cu VEC care incorporeazd siARN anti-Smad2/3 a dus la restabilirea functiei
vasculare. La nivel de contractie, grupurile care au fost tratate cu VEC-ADSC sau
VEC-MSC care incorporeaza siARN anti-Smad2/3 au raspuns mai amplu fatd de
cele injectate doar cu VEC-ADSC sau VEC-MSC, iar relaxarea indusa de ACh a fost
ampla atat pentru grupele injectate cu VEC-ADSC sau VEC-MSC, cét si pentru cele
tratate cu VEC-ADSC sau VEC-MSC care incorporeazd siARN anti-Smad2/3 (vezi
Figura 11 in care sunt prezentate imagini reprezentative pentru inregistrarile obtinute
la miograf ale contactiei si relaxarii aortei toracice (rosu) si arterei carotide (mov) de
la cele 6 grupuri experimentale).
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Revendicari:

1. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate caracterizat prin
accea ca Intr-o prima etapa (1) se realizeaza izolarea celulelor stem de la un
subiect, dupa care intr-o a doua etapé (2) se face cultivarea celulelor stem Tn conditii
care s& duca la producerea de VEC n mediul de culturd urmata de (3) purificarea
VEC din mediul de culturd conditionat printr-o (3a) centrifugare initiald pentru
eliminarea resturilor celulare din mediu, (3b) o ultracentrifugare pentru eliminarea
corpilor apoptotici din mediu si (3¢) o ultracentrifugare la o fortd x g superioara celei
de la punctul anterior pentru sedimentarea VEC urmat3 de o (3d) spalare intr-o
solutie apoasd, prin ultracentrifugarea la forte x g similare celor de la (3¢) si (4)
incapsularea siARN anti-Smad2/3 in VEC obtinute prin (4a) complexarea siARN
anti-Smad2/3 cu lipofectamind si (4b) punerea n contact a complexelor de siARN
anti-Smad2/3 - lipofectamin cu veziculele extracelulare.

2. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarea 1, caracterizat prin accea cé& in stapa (1) intr-o prim variantd (1a)
celulele stem sunt izolate din tesutul adipos astfel: (i) prelevare lippaspirat sau tesut
adipos subcutanat; (ii) spdlare cu o solutie apoasa, asa cum este PBS, urmata de
aspirarea fractiei apoase si lipidice; (jii) digestie cu proteaze, timp de aproximativ 1
ord la 37°C, sub agitare; (iv) centrifugare. si indepartarea adipocitelor, lipidelor si a
fazei apoase; (v) pastrarea sedimentului in care se gaseste fractia stromald
vasculara (FSV); (vi) trecere succesiva a. FSV prin siié de Nytex (10Qum si 70um),
urmatd de evaluarea viabilitétii -celulare folosind colorarea cu albastru Trypan 4% a
unei alicote a probei; (vii} centrifugare. si resuspendarea celulelor Tn mediu aga cum
este DMEM: F12+10% FBS + antibiotice urmatd de incubarea la 37°C, 5% CO;
peste noapte; (viii) indepartarea celulelor neaderate si mentinerea in culturd a
ADSC astfel obtinute pana la pasaj 3-5.
3. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, confrm cu
revendicarea 1, caracterizat prin accea ca in etapa (1) intr-o alta varianta, (1b),
celulele stem sunt izolate din maduva hematogena astfel ; (i) prelevarea aspiratului
medular; (ii) filtrarea suspensiei celulare printr-o sitd Nytex de 40um, in conditii
sterile; (iii) centrifugarea suspensiei. celulare la 400g, 5 min, 4 °C, urmatd de
evaluarea viabilitatii celulare folosind Trypan blue 4% a unei alicote a probeli; (iv)
=
o
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insamantarea celulelor la o densitate de 2x10° celulefcm? si mentinerea in culturd a
MSC astfel obtinute pana la pasaj 3-5.

4. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarea 1, 2 si 3 caracterizat prin accea ca In etapa (2), celulele sunt
expansionate in culturd pana la pasajul 3-5 si apoi mediul de culturd este schimbat
in mediu de culturd f3rd ser, pentru a se evita contaminarea cu VEC de altd
provenienta decét cele din celulele stem cultivate, dupa care celulele vor fi pastrate
in culturd pentru o durata suficientd pentru acumularea VEC, dar cat celulele sd nu
aiba de suferit ca urmare a privarii de ser, aceasta perioada poate fi intre 12 si 48
de ore.

5. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarea 1, 2 si 3 caracterizat prin accea ca in etapa (2) intr-o alta varianta
poate fi utilizat mediu care contine ser, dacad anterior au fost indepartate VEC din
acesta prin procedee cunoscute, in aceastda formad de realizare, celulele sunt
mentinute in culturd pentru secretia de VEC o perioada de pana la 7 zile, preferabil
pana ia 3 zile.

6. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate. conform cu
revendicarile 1-5 caracterizat prin accea ca in etapa (3) intr-o variantd in prima faza
(3a) are loc eliminarea resturilor celulare din mediu utilizand o centrifugare initiala la
forte de intre 300 x g si 10.000 x g, preferabil intre 1.000 x g si 5.000 x g , un optim
find 2.500 x g si pentru durate de intre1 minut si 30 de minute, urmata de
prelevarea ulterioara a fractiei lichide pentru procesarea ulterioara; in a doua faza
(3b) are loc eliminarea corpilor apoptotici din mediu utilizadnd o centrifugare la forte
de intre 10.000 x g si 20.000 x g si pentru durate de intre1 minut si 20 de minute,
urmatd de prelevarea ulterioara a fractiei lichide pentru procesarea ulterioara; in alta
fazd (3c) are loc sedimentarea VEC utilizdnd o ultracentifugare la o fortd x g
superioara celei de la punctul anterior, preferabil intre 50.000 si 150.000 x g, mai
preferabil aproximativ 100.000 x g si pentru durate de intre 1 ord si 24 de ore,
preferabil 18 ore urmatd de aruncarea fractiei apoase si pastrarea sedimentului
pentru procesarea ulterioara; in altd faza (3d) are loc spalare intr-o solutie apoasa
de tip PBS 1x filtrat prin filtru de 0,22 um prin ultracentrifugarea la forte x g si pentru
durate descrise prin aceleasi intervale ca la faza (3¢), urmatad de Tndepértarea
aproape integrald a fractiei apoase si resuspendarea VEC obtinute in volumul

restant de solutie t?;;é pentru a nu aspira accidental odata cu tot lichidul si
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sedimentul de VEC, volumul restant este caracteristic, mai putin de 5%, preferabil
mai putin de 1% din volumul initial de solutie apoasé;

7. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarile 1-§ caracterizat prin accea cé etapa (3) de purificare a VEC din mediul
de culturd conditionat este realizatd intr-o alta varianta printr-un procedeu alternativ
selectat dintre cromatografie cu excludere prin dimensiune, ultracentrifugare in
gradient de densitate, ultrafiltrare, precipitare sau o combinatie a acestora.

8. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarile 1-7 caracterizat prin accea cd, intr-o varianta, in etapa (4), intr-o forma
de realizare a Incapsularii siARN anti-Smad2/3 Tn VEC, siARN anti-Smad2/3 liofilizat
este resuspendat In apa lipsitd de RNaze la o concentratie intre 1M si 100uM este
amestecat cu mediu de transfectie in proportie de o unitate de volum de suspensie
siARN anti-Smad2/3 la intre 1 si 100 unitdli de volum mediu de transfectie, in
paralel, este obtinutd o solutie de agent.de transfectie, in mediu de transfectie la un
raport de volum de intre 1:10 si 1:100 agent de transfectie la mediu de transfectie,
apoi, solutiile asa cum sunt descrise maj sus sunt amestecate in proportii egale si se
incubeaza la temperatura camerei timp de aproximativ 20 de minute, amestecul
astfel obtinut este apoi utilizat pentru transferul de siARN anti-Smad2/3 in VEC prin
incubarea Tmpreund pentru o duratd de intre aproximativ 6 ore si 5 zile, optional,
pentru a purifica VEC care incapsuleaza siARN anti-Smad2/3 din amestec, se face o
spalare in solutie salina.

9. Procedeu de obtinere a veziculelor extracelulare modificate, conform cu
revendicarile 1-7 caracterizat prin accea ca etapa (4) de incapsulare a siARN anti-
Smad2/3 este realizatd printr-o alta varianta selectate dintre: electroporare,
optoporare, sonoporare, biolistica sau transferul pe baza de lipozomi.
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1la) izolarea celulelor stem din
tesutul adipos

i Prelevare lipoaspirat /tesut adipos subcutanat

ii. Spalare cu PBS, aspirare fractie apoasd si

lipidicd

iif. Digestie cu colagenazd 1h la 27°C, cu agitare

iv. Centrifugare si aspirarea adipocitelor, lipidelor

| ]

st a fazei apoase
v. Pastrare ‘pellet” - fractie stromala vasculard

vi. Trecere succesivd a FSV prin sitd de Nytex
{100 si 70pm}, urmatd de evaluarea viabilitdtu
celutare folosind Trypan biue 4%

vil. Centrifugare si resuspendare celule in
DMEM: F12+10% FBS + antibiotice, si-incubare la
37°C, 5% CO, peste noapte

viii, Indepirtare celule neaderate
thematopoietice) si mentinere in culturd a ADSC
pand fa pasaj 3-5 3

Figura 1.

25 ’ s~ ’é%




RO 135119 A0

1b) izolarea celulelor stem
din maduva hematopoietica

i. Prelevarea aspiratulul medular
ii. Filirarea suspensiel  celulare
printr-o sita Nytex de 40um, in
conditin sterjle

g
i, Centrifugarea suspensie
celulare la 400g, 5 min, 4%C,
urmata de ewvaluarea wviabilitatii
celulare folosind Trypan blue 4%

Figura 2.
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mezenchimale din maduva osoasa
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4

resuspendare In 300 ul PBS
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Figura 3.
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HH-VEC (ADSC) "~ HH-VEC (MSC)

HH-YEC {ADSCH Smad23 siRNA HH-VEC [MSC)+ Smad2/3 siRNA

Figura 7
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HH

HH-VEC (ADSC)

HH-VEC {(MS$C)

HH-VEC (ADSC)+
Smad2/3 siRNA

HH-VEG (MSC)+
Smad2/3 siRNA

Figura 8
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Figura 9
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