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METODA DE INDUCERE A VASCULARIZATIEI SUBCUTANATE PRIN
UTILIZAREA CELULELOR HEPATICE UMANE PRIMARE PRODUCATOARE
DE VEGF

OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTI $I MARC
Cerere de brevet de Inventle

I. DOMENIUL INVENTEI Nr. “LGQZYB%?%; .......

[001] Inventia descrisa oferd a metodd de crestere a supravietuirii si functionalitétii
implanturilor subcutanate non-tumorale prin promovarea vascularizatiei locale la sediul
injectdrii. Concluziile cercetdrii ar putea fi aplicate si altor tipuri de tesuturi non-tumorale
si non-proliferative, ca, de exemplu, celule secretante de hormoni, careG, spre deosebire
de celulele canceroase, nu induc vascularizatie. Implanturile celulare in situsuri cu
vascularizatie slabd, ca de exemplu, cel subcutanat, restrictioneaza supravietuirea si
functionarea celulelor implantate. Generarea celulelor umane transdifenentiate
producatoare de insulind este protejata de alte patente aprobate sau in curs de evaluare si
este prezentatd aici ca un exemplu pentru supravietuirea si functionalitatea tesuturilor non-
tumorale post implantare in situsuri slab vascularizate. Inventia presupune co-implantarea
acestor celule cu celule care exprima si produc VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor A, Factorul de Crestere al Endoteliului Vascular A), care promoveaza vascularizatia
locald subcutanatd a implanturilor celulare. Aceastd vascularizatie locala promoveaza
supravietuirea celulard si functionarea pe termen lung, in vivo. Acest situs de implantare
accesibil promoveaza formarea de novo de vase sanguine in implant si oferd o metoda
relativ usoard de recuperare a implanturilor celulare in vederea analizei impactului
mediului in vivo asupra maturrii i functionalititii celulelor implantate, precum si efectul

terapeutic al celulelor implantate in ameliorarea diabetului intr-un scenariu preclinic.
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II. STADIUL TEHNICII INVENTIEI

X <

[002] Medicina regenerativa reprezintad “procesul inlocuirii sau regenerarii celulelor,
tesuturilor sau organelor umane in vederea restabilirii functionalitdtii normale”. Acest
domeniu aduce promisiunea restabilirii functiei unor tesuturi afectate prin inlocuirea lor
si/sau prin stimularea propriilor mecanisme de vindecare ale organismului, ceea ce face
posibild regenerarea unor tesuturi sau organe anterior considerate lipsite de optiuni de
vindecare.

[003] Medicina regenerativa include posibilitatea cultivarii de tesuturi si organe in
laborator, cu implantarea lor in conditii de siguranti atunci cind mecanismele de vindecare
ale corpului sunt depasite. Aceasta reprezintd o alternativd viabild in contextul unei
disponibilititi extrem de limitate a organelor pentru donare, precum si pentru scenariile
clinice de rejet de transplant.

[004] Forme de terapii celulare sunt in prezent in uz pentru pacientii cu patologii hepatice
sau cu diabet. Terapiile celulare cu celule mature (hepatocite pentru ficat si insule
pancreatice pentru diabet) ofera beneficii tranzitorii, insa efectelor lor sunt limitate in timp,
intrucat pot fi grevate de complicatii ale procedurilor de transplant si necesitd tratamente
medicinei regenerative pentru validarea unor noi surse celulare provenind din celule stem
embrionare, celule progenitoare si tesuturi adulte, cu potential impact atat in tratamentul
diabetului, cat si al patologiilor hepatice. Un obstacol major in domeniul medicinei
regenerative este prezentat de faptul ca amestecurile celulare generate sunt cel mai adesea
heterogene si imature (Ferber, et al., 2000) (Ber, et al., 2003) (Berneman-Zeitouni, et al.,
2014). Acest fapt nu este, de altfel, surprinzitor, intrucat mediul in vivo nu poate fi reprodus
in Intregime in cadrul culturilor in vitro. Organogeneza la nivel embrionar si diferentierea
si maturarea organelor nou-formate este dependenta de mediul extracelular (Meivar-Levy,
Zoabi, Nardini, & al., 2019). in mod particular, nisa vasculard joacd un rol esential in

organogenezd, nu doar din prisma fluxul sangvin, ci si a factorilor tisulari secretati de
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anumite tipuri celulare, care constituie elemente fundamentale in aparitia de noi vase de
sange.

[005] WO02016/108237 Al descrie tehnologia noastrd inovatoare cu viza terapeutica
bazati pe tarnsdiferentierea de celule adulte extrapancreatice in celule functionale
producétoare de insulind, prin mecanism controlat de glucoza. Studiile noastre au
demonstrat pentru prima dati cd markerii celulei pancreatice adulte pot fi activati in tesut
hepatic adult folosind expresia genei regulatoare pancreatice (master regulator) PDX-1
(pancreatic and duodenal homeobox gene ). Aceste studii au demonstrat cid expresia
ectopicd adenovirus- mediatd a factorilor de transcriptie pancreatici (pTF- pancreatic
transcription factors) induce transdiferentierea celulelor adulte hepatice in celule
producitoare de insulina intr-o manierd glucozo-dependenta, atat in modele murine, cét si
in tesuturi umane in vitro. Aceste concluzii au fost confirmate in repetate randuri si de alte
studii (Aviv, et al., 2009) (Berneman-Zeitouni, et al., 2014) (Aamodt & Powers, 2017).
[006] Inventia vizeaza stimularea componentelor nisei vasculare in vederea cresterii/
mentinerii maturarii celulare si promovarea supravietuirii culturilor primare si celulelor
reprogramate, cu potentiale aplicatii in medicina regenerativa si abordarile legate de

screeningul medicamentelor.

III. EXPUNEREA PE SCURT A INVENTIEI
[007] Intr-o prima aplicatie, inventia utilizeazi o metod patentati de producere de celule
umane producitoare de insulind intr-o manierd glucozo-dependentd, ca un exemplu de
celule umane primare, a céror functie poate fi monitorizata prin dozarea peptidului C uman
in serul provenind de la modelul murin. Metoda implicd urmatoarele etape: (a) obtinerea
de celule hepatice adulte; (b) infectarea celulelor hepatice adulte cu factori de transcriptie
pancreatici in vederea inducerii transdiferentierii celulelor infectate in celule beta
pancreatice; (¢) implantarea acestor celule in vivo la nivel subcutanat, intr-un model murin
imunodeficient, impreuna cu celule care secretd VEGF pentru stimularea vascularizatiei

locale.
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[008] {ntr-o altd aplicatie, inventia descrie o metoda de tratare a subiectilor cu deficienta
hormonali relativa, incluzand implantarea in subiecti a unui mix de (i) o matrice proteica,
(ii) celule hepatice adulte primare, infectate cu factori de transdiferentiere pancreatici si
celule avand capacitatea de a produce si secreta VEGF.

[009] Alte functionalitati si avantaje ale prezentei inventii devin aparente din urmatoarea
descriere, exemple si figuri. Trebuie inteles ca descrierea detaliati si exemplele specifice
sunt oferite cu scop ilustrativ, intrucat o serie intreaga de modificari si variatii 1n spiritul si

scopul inventiei vor deveni aparente celor cu expertiza in domeniul vizat.

1v. DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

[0010] Inventia descrie o metoda de obtinere de celule umane producatoare de insulind in
maniera controlatd de glucozi, metoda incluzand: (a) obtinerea de celule hepatice primare
umane; (b) infectarea celulelor hepatice umane cu factori de transcriptie pancreatici pentru
inducerea transdiferentierii in celule P pancreatice; (c) co-implantarea celulelor cu celule
hepatice netransdiferentiate infectate cu 100-250 moi Ad-VEGF care produc si secretd
VEGF (gena livrata de un adenovirus, care codifica expresia Factorului A de Crestere a
Endoteliului Vascular- Vascular Endothelial Growth Factor A, a carui expresie este
determinata de un promotor heterolog); sau co-infectia celulelor cu 100 moi Ad-VEGF, 2
zile anterior implantarii in vivo.

[0011] Inventia oferd si o metoda de obtinere a unei populatii de celule producatoare de
insulind, conform metodei descrise. Celulele producatoare de insulind obtinute ar putea fi
implantate intr-un subiect cu o patoiogie caracterizatd de niveluri crescute de glucoza
sericd, rezistentd la insulind sau productie insuficienta de insulind, precum diabetul, iar
pentru aceasta aplicatie celulele sunt mixate o matrice proteica, precum Matrigelul, pentru
a forma cu implant de tip celule-matrice.

[0012] De asemenea, celulele producitoare de insulind sunt implantate subcutan sau la

nivelul peritoneului, tesutul care acopera organele abdominale, pentru a produce astfel
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insulina si a trata subiectul. hWVEGFA secretat din celulele co-implantate poate promova
vascularizatia locald, sustindnd supravietuirea si functionarea implantului in situsuri ale
organismului a priori slab vascularizate.

[0013] in acelasi timp, inventia descrie o metodi de tratament pentru subiectii cu diabet,
incluzind: implantarea in subiect a unui amestec de (i) matrice proteic4, (ii) celule hepatice
adulte primare, infectate cu factori de transcriptie pancreatici pentru a induce
transdiferentierea celulelor infectate in celule B pancreatice, celule infectate cu Ad-
VEGFA, pentru a forma un implant celule-matrice, care supravietuieste si functioneaza
pentru perioade lungi de timp.

[0014] Modelul non-tumoral de izolare de celule hepatice este cel descris in publicatii
anterioare (Sapir, Shternhall, Meivar-Levy, & Blumenfeld, 2005) (Berneman-Zeitouni, si
altii, 2014).

[0015] In anumite aplicatii, factorul de transcriptie este codat de un acid nucleic. De
exemplu, acidul nucleic codifica PDX-1, MafA sau polipeptidul NeuroD1. Acidul nucleic
care codifici factorul de transcriptie sau o combinatie a acestor acizi nucleici pot fi livrate
in celula prin orice metode descrise anterior. In anumite aplicatii, acidul nucleic este
incorporat intr-un vector de expresie sau intr-un vector viral bine cunoscut in domeniu (ex.
un vector adenoviral, FGAD- first generation adenoviral vector).

[0016] Proteina homeodomain PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox gene 1),
cunoscuta si ca IDX-1, IPF-1, STF-1 sau IUF-1, joacd un rol esential in modularea
dezvoltarii si functionalititii insulelor pancreatice. PDX-1 este direct sau indirect implicata
in expresia specifica la nivelul insulelor pancreatice a mai multor gene, precum insulina,
glucagonul, somatostatina, proinsulin convertaza 1/3 (PC1/3), GLUT-2 sau glucokinaza.
in plus, PDX-1 mediaza transcriptia genei insulinei ca rispuns la glucozi. Surse de acizi
nucleici care codifici PDX-1 includ acidul nucleic uman PDX-1 (si secventele proteice
codate) disponibil ca GenBank Accession numerele U35632 si, respectiv, AAA88820.
[0017] Alte surse de secvente pentru PDX-1 includ acidul nucleic PDX-1 provenind de la
sobolan si secventele proteice GenBank Accession Nr. U35632 si AAA18355. O sursa
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aditionala include acidul nucleic PDX-1 de la pestele zebra si secventele proteice incluse
in GenBank Accession Nr. AF036325 si AAC41260.

[0018] MafA, cunoscut ca omologul A al oncogenei fibrosarcomului musculoaponevrotic
V-maf (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A) sau RIPE3B1, este
un activator transcriptional al expresiei genei insulinei specific celulei beta, reglat de
glucoza. MafA ar putea fi implicat in functionarea si dezvoltarea celulelor beta, precum si
in patogeneza diabetului. Potentiale surse de acizi nucleici care codificd MafA includ, de
exemplu, acidul nucleic uman MafA si secventele proteice codate, disponibile ca GenBank
Accession numerele NM 201589.3 si NP_963883.2.

[0019] NeuroD1, cunoscut si ca Neuro Diferentiator 1 sau NeuroD, si beta-2 (B2) este un
factor de trasncriptie de tip Neuro D. Este un factor de transcriptie de tip helix-bucla-helix,
care formeaza heterodimeri cu alte proteine bHLH si activeaza transcriptia genelor care
contin o secventd specificd de ADN denumitd cutia E (E-box). Aceasta regleaza expresia
genei insulinei, iar mutatii in aceasta gena determina aparitia diabetului zaharat tip I1. Surse
de acizi nucleici care codificd NeuroD includ de exempul acidul nucleic NeuroD uman si
secventele proteice codate, disponibile ca GenBank Accession numerele NM_002500.4 si
NP_002491.2.

[0020] Intr-o aplicatie, secventa de aminoacizi a unei polipeptide NeuroD1 este setati in
SEQ ID NO: 5:

[0021] Intr-o aplicatie, implantul promoveaza formarea de novo de vase sangvine la nivelul
grefei. Intr-o alti aplicatie, subiectul este un mamifer. intr-o alta aplicatie, mamiferul este,

de exemplu, uman, primat non-uman, soarece, sobolan, ciine, pisici, cal sau vaca.
Angiogeneza
[0022] Intr-un aspect, inventia se centreazd pe utilizarea de celule hepatice umane

produciétoare si secretante de VEGA pentru stimularea formarii de noi vase de singe la

situsul implantarii. Vasculogeneza este definitd ca formare de vase sangvine de novo,
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proces indus prin diferentierea celulelor derivate din mezoderm care dau nastere
precursorilor endoteliali, cunoscuti ca angioblasti. Angiogeneza este definitd ca procesul

formirii de noi vase sangvine pornind de la vase anterior existente (Lui, 2014).

Rolul angiogenezei si vasculogenezei in dezvoltarea pancreasului si ficatului

[0023] Insulele pancreatice reprezinta un organ intens vascularizat, cu o densitate capilara
de 10 ori mai mare decét cea a pancreasului exocrin. Insulele pancreatice vin in contact
direct cu celulele endoteliale in timpul procesului de dezvoltare embrionara. in plus, s-a
demonstrat cd o retea vasculard normald este esentiald pentru dimensiunea normald a
insulelor pancreatice si o functie endocrind normala (Brissova, si altii, 2014) (Lammert, si
altii, 2003). Celulele endoteliale aortice, pe langa fluxul de sdnge, determina si productia
de Ptfla, un factor de transcriptie de tip helix-bucla-helix, un factor necesar in dezvoltarea
pancreasului exocrin si endocrin (Brissova, si altii, 2014) (Lammert, si altii, 2003). in
timpul fazelor ulterioare ale dezvoltirii embrionare, agregatele de celule f exprima cantitati
mari de VEGF-A pentru a atrage celulele endoteliale care exprima receptorul VEGFR-2,
care astfel formeazd o retea vascularda la nivelul insulelor pancreatice. Rolul stratului
celular din peretele vaselor sangvine in dezvoltarea si supravietuirea insulelor pancreatice
este mult mai slab inteles. Pe culturi 3D de insule pancreatice murine. Kaufman-Francis et
al. au demonstrat ci aditia de fibroblaste umane si de celule endoteliale provenind de la
nivelul cordonului ombilical uman stimuleaza supravietuirea insulelor pancreatice si
secretia de insulind (Kaufman-Francis, Koffler,, Weinberg, Dor,, & Levenberg, 2012).
Celulele stem mezenchimale de la nivelul peretelui vascular au avantaje comparativ cu
fibroblastele, intrucét acest celule s-a dovedit ca oferd o nisa favorabild prin secretia de
factori paracrini si dezvoltarea matricei extracelulare.

[0024] Orice patent, publicatie de aplicatie de patent sau publicatie stiintifica citate in

cadrul aplicatiei sunt incluse in referinte.
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Nr. | Titlu Inventator Data Numarul de
Crt. publiciirii | inregistrare
Utilizarea wunui biorector | Sarah FERBER, Irit | Rezumat Rezumat publicat
rotativ pentru stimularea | LEVY-MEIVAR, publicat in | in BOPI
procesului de maturare a | Simona DIMA, | 29 nr.10/2021, nr.
celulelor pancreatice | Andreea  SERBAN, | Octombrie | 135274 A0
obtinute prin | Daniela LIXANDRU, | 2021
transdiferentierea celulelor | Raluca FLOREA,
hepatice Veronica
ASPRITOIU, Ioan
MATEI, Radu
ALBULESCU,
Cristiana  TANASE,
Irinel POPESCU
.| Methods of | Sarah FERBER, Tel | 24 us
transdifferentiation Aviv (1IL) Septembrie | 2020/0297777
and methods of use thereof 2020 Al
.| Transdifferentiated cell | Sarah FERBER, Tel | 7 Mai 2020 | US
populations and methods of | Aviv (IL) 2020/0140825
use thereof Al
.| Cell populations, methods of | Sarah FERBER , Tel | 29 us 2018 /
transdifferentiation and | Aviv (IL) Noiembrie | 0340146 Al
methods of use thereof 2018
.| Methods of  inducing | Sarah FERBER , Tel | 1 US 9.481,894 B2
regulated pancreatic | Aviv (1L) Noiembrie
hormone production in non- 2016
pancreatic islet tissues
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6.| Methods of  inducing | Sarah Ferber, Ramat | 27 us
regulated pancreatic | Hasharon (IL) Decembrie | 2012/0329710
hormone production in non- 2012 Al

pancreatic islet tissues

7.| Method of  inducing | Sarah Ferber (IL) 7 Aprilie | JP 2011-68660 A
regulated pancreatic 2011 2011.4.7
hormone production in non-

pancreatic islet tissue

[0025] Urmatoarele exemple sunt prezentate pentru a ilustra anumite aplicatii ale inventiei.

Ele nu trebuie insa considerate ca limitative pentru scopul inventiei.
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EXEMPLE

[0026] Datele din studiile noastre precedente sugereazad ca factorii de transcriptie, care
joacd un rol esential in organogeneza pancreasului la embrion si adult, pot induce
transdiferentierea pancreaticd atunci cind sunt exprimati ectopic in tesuturi non-
pancreatice, atat in vivo utilizdnd un model murin, cét si in vitro, in tesuturi umane (Aviv,
si altii, 2009) (Ferber, si altii, 2000) (Sapir, Shternhall, Meivar-Levy, & Blumenfeld, 2005).
S-a demonstrat cd expresia ectopicd mediatd de adenovirus a factorilor de transcriptie
pancreaticd induce transdifenretierea celulelor hepatice adulte in celule producétoare de
insulind, intr-o manierd controlata de glucoza. Celulele producitoare de insulind derivate
din celule hepatice adulte produc, proceseaza si secretd insulind intr-o maniera controlata
de glucozd si amelioreaza hiperglicemia prin implantarea la soricei diabetici SCID.
Eficienta procesului de transdiferentiere a fost crescutd semnificativ cind exprsia ectopica
de PDX-1 a fost combinaté cu factori pancreatici aditionali (NeuroD1 sau MafA), precum
si cu factori solubili (Nicotinamida, EGF, Exendina-4 sau Activina-A).

[0027] Probele sangvine de la modelul murin pentru dozarea insulinei si peptidului C uman
au fost prelevate dupa o perioadd de post de 4 ore. Probele sangvine au fost pastrate pe
gheati si centrifugate 1n recipiente Vacutainer® SST ™ (produse de BD) la 10g pentru 15
minute la 4°C pentru a fi separate de ser.

[0028] Determinarea concentratiei serice de peptid C s-a realizat utilizand kit-ul Mercodia.
[0029] Explanturile au fost excizate la una sau doud luni post implant (sau conform
precizarilor) si s-au efectuat coloratii hematoxilin-eozind sau analize imunohistochimice
specifice pentru CD31 uman/ murin. Probele au fost spélate de 3 ori in buffer TBS si apoi
expuse cu CD31, anti HLA si DAB si acoperite cu lamela de sticla deasupra unei picaturi
din mediul de montare. Aceste celule au fost utilizate ca un model functional publicat
pentru urmadrirea pe termen lung a co-implanturilor de celule producitoare de hWVEGFA, in

vederea monitorizarii vascularizatiei subcutanate.
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Analiza statistica
[0030] Analiza statistica s-a realizat cu un test t Student, asuménd variante diferite pentru
cele doud grupuri.
[0031] Celulele au fost implantate sub-cutanat la soricei SCID-NOD. Pentru urmdérirea
unui control, celulele producitoare de insulind sau de hVEGFA au fost implantate singure
(conform ilustratiei din Figura 1). Celule hepatice infectate cu AD-VEGFA produc si
secretda VEGFA uman in vitro anterior implantarii (Figura 2). Soriceii au fost monitorizati
pentru 2 luni, iar post-implant s-au recolatat probe de sange pentru dozarea VEGF uman si
murin, precum si pentru determinarea nivelului de peptid C uman, iar toate implanturile au
fost excizate pentru analiza. Macroscopic, implanturile de Matrigel cu mixul celular au fost
vascularizate (Figura 3), in timp ce implanturile doar de Matrigel si celule producitoare de
insulina au fost albe sau translucide. Coloratia hematoxilin-eozina a aratat focare de celule
mari in proximitatea capilarelor sangvine din implanturile mixte cu Matrigel (Figura 4).
[0032] Analiza explanturilor a pus in evidenta expresia continud si productia de VEGFA
uman la o luné si doua luni post-implant, precum si inducerea vascularizatiei si cresterea
locald a VEGFA murin (Figurile 5-6). Nivelurile locale de VEGFA la nivelul celulelor
primare au fost semnificativ mai scdzute comparativ cu celule canceroase de melanom
implantate subcutanat (Figurile 5-6).
[0033] In timp ce soriceii cu melanom au avut niveluri serice crescute de VEGF, celulele
primare non-tumorale co-implantate cu celule secretante de hWVEGFA nu au determinat o
crestere a VEGF murin la nivel sistemic, demonstrand inducerea la nivel strict local a
vascularizatiei.
[0034] Functionalitatea pe termen lung a putut fi demonstratd doar in cazul co-
implanturilor de celule producitoare de VEGFA, fapt demonstrat de nivelul de peptid C
masurat in serul modelului murin la peste 11 sdptimani post-implant (Figura 8).
[0035] Va fi evident pentru profesionittii cu expertiza in domeniu ca modificari, substitutii,
schimbari sau echivalente ar putea fi identificate pentru aplicatiile descrise anterior fara a

pardsi conceptul general descris in cadrul inventiei. Devine astfel evident ci inventia nu

11
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este limitatd strict la aplicatiie descrise, ci este menita si acopere astfel de variatii care sunt

in scopul si spiritul inventiei, asa cum este dovedit de urmatoarele revendicari.

12
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REVENDICARI

O metoda de producere a celulelor umane care produc si secreti VEGFA,

incluzand:

(a) Obtinerea celulelor hepatice adulte primare

(b) Infectarea celulelor hepatice adult primare cu factori de transcriptie pancreatici
pentru a induce transdiferentierea in celule P pancreatice producitoare de
insulind

(c) Co-implantarea de celule producétoare de insulind impreuna cu celule care
produc si secreti VEGF pentru a promova supravietuirea si functionarea
celulelor non-tumorale, capabile sa produca si sa secrete un compus terapeutic
(precum insulina) dupa implantarea subcutanati in vivo.

O metoda a revendicarii de la punctul 1 in care la etapa (c¢) 100-500 moi Ad-

VEGFA infecteaza 10% dintre celulele hepatice introduse.

O metoda a revendicarii de la punctul 2 in care 100-500 moi co-infecteaza impreuna

cu Ad-MafA toate celulele, 2 zile anterior implantarii in vivo.

O metoda a revendicarii de la punctul 1, in care etapa (c¢) promoveaza fomarea

accentuatd de vase sangvine la nivel local.

O metoda a oricareia dintre revendicarile 1-4, care este sigurd pentru subiectul

implantat.

O metodd de tratament a unui subiect pentru deficientd hormonald, metoda

incluzand:

implantarea in subiect a unui amestec de (i) matrice proteica, (ii) celule hepatice

umane primare adulte, infectate cu factori de transcriptie pancreatici pentru a

induce transdiferentierea in celule B pancreatice, (iii) celule producétoare de VEGF,

menite sa stimuleze formarea de vase sangvine si grefa celule-matrice, in care grefa

celule-matrice promoveaza supravietuirea si diferentierea celulelor implantate,

obtindndu-se astfel celule producédtoare de insulind intr-o manierd reglata de

glucoza, in care implantul mixului celular secreta insulind umana si VEGFA.

13
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7. O metoda a revendicdrii 6, in care implantul promoveazid dezvoltarea de vase
sangvine 1n grefa implantatd si in proximitatea ei, fard sd determine cresterea
nivelului sistemic de proteine secretante endoteliale.

8. O metoda a revendicirii 6, in care subiectul este un mamifer.

14
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FIGURI
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[0037] Figura 1: Prezentarea schematica a protocolului experimental: celule umane

producitoare de insulind si celule care exprimd VEGFA sunt incluse intr-un amestec cu

Matrigel. Amestecul celular este injectat subcutanat la soricei imunodeficienti SCID Beige.

La cateva (4-12) sdptamani post injectare, implantul este indepartat si analizat. Gradul de

maturare a celulelor producitoare de insulina este determinat prin dozarea insulinei serice

umane.

[0038] Figura 2: Productia si secretia de VEGF in vitro in celule primare hepatice

infectate cu Ad-VEGFA (Ad-VEGFA este un virus recombinant purtdtor al expresiei de

hVEGFA sub controlul unui promotor heterolog)

[0039]
[0040]

A

0 O0E +

VEGF transcript expression

Ad VEGFA lll'-,:i:'

Figura 2A: Celulele hepatice umane au fost infectate cu doze progresiv crescande

(moi- multiplicity of infection) de Ad-CMV-VEGFA pe o duratd de 72 de ore. Transcriptul

15
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VEGFA a fost determinat folosind RT-qPCR (A), iar sinteza proteicd a fost masurata
folosind kit-ul specific ELISA pentru VEGFA uman (B).

[0041] Figura 2B: Productia si secretia de VEGF uman in vitro

productia VEGF-A uman
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[0042] Figura 2B: Productia si secretia de hVEGFA in vitro

Celulele hepatice umane netransdiferentiate (celule UT) au fost infectate cu cantititi

crescute (moi- multiplicity of infection) de Ad-CMV-VEGFA pentru 72 de ore (250 s1 1000

moi). Productia de VEGF (lizatul celular) si secretia sa (in mediu) au fost determinate prin

utilizarea kit-ului specific ELISA pentru VEGF uman (ab119566). Nivelurile de hVEGFA

au fost normalizate per mg de proteind (determindri utilizind metoda Pierce BCA, kit-ul

Thermo Fisher) pentru lizatul celular si per numar de celule colectate in 2 ml de mediu

pentru monitorizarea secretiei (n=2, fiecare in duplicat); ns- nesemnificativ **p<0.005,

*%%0<0.001.
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Datele ilustrate in figura 2Ba sugereaza cd nu existd o diferentd semnificativa intre
continutul de VEGF la nivelul celulelor infectate cu 250 moi raportat la cel din celulele
infectate cu 1000 moi din acelasi virus recombinant, desi secretia in mediu la 72 de ore

este mult mai mare in cel de-al doilea grup celular- Fig. 2Bb.

Soriceii SCID-Beige au fost implantati subcutanat cu celule producétoare de insulina (A)
sau mix de celule producatoare de insulina si celule care exprima VEGF (B). Implanturile

au fost excizate la 4 si 12 saptdmani post implant.

[0043] Figura 3: Implantarea in vivo a celulelor producitoare de insulind (IPC)
tratate pentru a secreta VEGF.

[0044]

[0045] Figura 3: Expresia ectopicd si locald de VEGFA promoveaza neoangiogeneza in
vivo la nivelul implantului subcutanat de IPC. Implanturile au fost extrase la 4 saptamani

de la injectare.

[0046] Figura 4: Expresia ectopici de VEGF promoveazi formarea de vase sangvine

la nivelul implanturilor in vitro

17
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[0047]

[0048] Figura 4: Expresia ectopici de VEGF promoveaza vascularizatia
implanturilor de celule producitoare de insulini in vivo. VEGF induce vascularizatia
locald la nivelul implantului si in proximitatea sa (hematoxilin-eozind si marcaj
imunohistochimic antiCD31 murin). Soriceii SCID-Beige au fost injectati sub-cutanat cu
celule producatoare de insulina (A) sau amestec de celule producatoare de insulinad si celule
care exprimd VEGF (50% celule infectate VEGF 25 moi (B) sau 10% celule infectate
VEGF 100 moi (C)). Implanturile au fost excizate dupa 4 sidptamani si examinate in
coloratie hematoxilin-eozinad pentru determinarea gradului de inflamatie, in marcaj KU80
pentru prezenta celulelor umane si respectiv prin marcaj CD31 pentru punerea in evidenta

a vaselor sangvine neoformate.

[0049] Figura S: Expresia si productia de VEGFA uman (hVEGFA) in celule umane

implantate in vivo intr-un model murin persista pentru cel putin 2 luni.

[0050]
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[0051] Figura 5: Expresia localda de VEGFA uman in celulele primare implantate

subcutanat in vivo intr-un model murin

Celulule hepatice umane si celulele care exprima VEGFA sunt incluse intr-un mix cu
Matrigel. Acesta este ulterior injectat subcutanat unor soricei imunodeficienti SCID-Beige,
alaturi de celule care secretd VEGF. Explanturile sunt analizate una sau doud luni post
implantare pentru determinarea expresiei VEGFA (qPCR) si productia de proteine
(ELISA). Nivelurile de VEGF-A uman din implanturile la o luna (n=3) si 2 luni (n=5) au
fost comparate cu nivelurile de VEGF-A din tesut tumoral la soricei C57BL/6 (n=3),
fiecare in duplicat. Transcriptul VEGF a fost determinat ca expresie relativa prin utilizarea
qRT-PCR (A), in timp ce sinteza proteicd a fost masuratd prin utilizarea kit-ului specific
ELISA (abl19566), raportatd la mg de proteina din implant (B); proteina TBP umana a
fost aleasa ca gend housekeeping pentru experimentele QRT-PCRs *p< 0.05, **p<0.005
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*celulele de melanom servesc ca un control de specificitate pentru VEGF uman, nu se pune

in evidentd expresie genicd de VEGF uman.

Pentru a analiza siguranta implanturilor de celule primare, am comparat inducerea
vascularizatiei prin utilizarea celulelor secretante de hVEGFA cu vascularizatia indusa de
celulele tumorale. Soriceii C57/BL6 au fost injectati subcutanat cu celule de melanom.
Ambele tipuri celulare promoveazd dezvoltarea vaselor sangvine, care la randul ei
stimuleaza producerea si secretia de VEGFA murin in fluxul sangvin la modelul animal.
In acest sens, am comparat nivelurile de VEGFA in celulele non-tumorigene care secreta
VEGFA uman cu cele din celulele canceroase. Rezultatele noastre sugereaza cd, in timp ce
tumorile derivate din melanom sunt asociate cu o crestere sistemicd a nivelurilor de
VEGFA murin, aceastd crestere nu se regdseste in cazul celulelor primare care secreta
hVEGFA. Acest fapt constituie un argument al sigurantei procedurii, cu un risc scazut de
formare de tumori. Inducerea vascularizatiei la nivelul implanturilor celulare subcutanate
ramane un efect local, care permite supravietuirea si functionarea acestor celule in situsuri

cu vascularizatie slaba.

Urmatorul exemplu sugereaza de hVEGFA induce un grad de vascularizatie la soarece net

inferior celui indus de implantul tumoral subcutanat.
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Figura 6: Comparatie intre nivelul local de VEGF murin in cazul implantului

subcutanat de celule primare si cel de celule de melanom uman
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Figura 6: Expresia locala de VEGFA murin evaluata prin formarea de microvase
sangvine, stimulata de celulele hepatice primare producatoare de hVEGFA, raportat
la neoangiogeneza indusi de celulele tumorale de melanom injectate subcutanat intr-
un model murin in vivo: Celulele hepatice umane si celulele care exprimda VEGFA au
fost amestecate cu Matrigel. Mixul celular a fost implantat subcutanat intr-un model de
soricei imunodeficienti SCID-Beige, Tmpreuna cu celule care secretd VEGF pentru
promovarea vascularizatiei locale. Nivelurile de VEGF-A murin In implanturile celulele
excizate la o lund (n=3) si doua luni (n=5) au fost comparate cu nivelurile de VEGF-A din
tesutul tumoral provenind de la soricei C57BL/6 cu melanom (n=3), fiecare in duplicat.

Transcriptul de VEGF murin a fost determinat ca expresie relativd prin qRT-PCR (A).
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Sinteza proteicd de VEGFA murin a fost determinatd prin utilizarea kit-ului LUMINEX

ProCarta Plex pentru VEGF-A murin, iar rezultatele sunt prezentate prin raportare la mg

de proteina din implant (B) sau ca o crestere a expresiei raportatd la nivelul din tesutul

tumoral din soriceii C57BL/6 (C); gena Rspl8 murind a fost selectata ca gena

housekeeping pentru experimentele de qRT-PCR; *p<0.05, **p<0.005

Experimentul prezentat sugereazd cd celulele umane primare producdtoare de hVEGFA

induc formarea de vase sangvine intr-un numar net inferior celui indus de celule tumorale.

Acest fapt este valid si la nivel sistemic, avand un nivel de VEGFA net crescut 1n serul

soriceilor implantati cu celule tumorale, raportat la cei cu implanturi de celule care produc

st secretd VEGFA.

VEGF-A murin -*ip ser
30 I 1

20

pg/mL

10
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Figura 7: Nivelul de VEGF murin in serul soriceilor cu implanturi subcutanate

Celulele hepatice umane si celulele care exprimd VEGFA au fost mixate cu Matrigel.
Mixul celular a fost implantat subcutanat la soricei imunodeficienti SCID-Beige, impreund
cu celule care secreta VEGF pentru promovarea vascularizatiei locale. Probe de ser au fost
colectate la o luna si doud luni post implant. Rezultatele de la o lund (n=3) si doud luni
(n=5) au fost comparate cu cele obtinute din serul soriceilor C57BL/6 fara cancer (n=4) si
al soriceilor C57BL/6 cu cancer (n=4), fiecare in duplicat.

ns -nesemnificativ, **p<0.005, ***p<0.001
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