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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la enterovirusul
modificat ECHO tip 7, care poate fi utilizat
pentru tratamentul unor tumori maligne.

Esenta inventiei constd in producerea
enterovirusului modificat ECHO tip 7 prin
modificarea virusului nativ ECHO 7 izolat
printr-o metodd cunoscutd din fecale umane si
identificat in baza secventei genomului, unde
modificarea se realizeaza inifial prin adaptarea
virusului in celulele canceroase atenuate cu

2

preparatul  antitumoral dacarbazind, apoi
virusul modificat este trecut In cultura de
fibroblasti embrionari umani cu reproducerea
ultericard in celule de melanom uman si
pasajul ulterior in cultrd de fibroblasti
embrionari umani tratatd cu ribavirini, izolarea
si purificarea printr-o metodd cunoscuta.

Revendicari: 12

Figuri: 2

Secvente: 55



(54) Genetically stable oncolytic RNA virus, method of manufacturing and use

thereof

(57) Abstract:
1

The invention relates to a modified
enterovirus of ECHO 7 type, suitable for
treating various malignant tumors.

Summary of the invention consists in
manufacturing a modified enterovirus of
ECHO 7 type by modification of native ECHO
7 virus, isolated by a known method from
human feces and identified by genome
sequence, wherein the modification s
performed initially by conducting the virus
adaptation in cancer cells, attenuated by anti-

2

cancer agent decarbazine, further passaging the
modified virus in human embryonal fibroblast
culture, followed by propagation in human
melanoma cells and further passaging in
human embryonal fibroblast culture, that was
treated by ribavirin, isolation and purification
by known method.

Claims: 12

Fig.: 2

Sequences: 55

(54) 'eneTnuecku cTaduabHbll oHkoIuTHYecKku PHK Bupyc, cnocod ero

NMPOU3BOACTBA U IPUMCHCHHUSA

(57) Pedepar:

Hzobperenue OTHOCUTCS K
MouduupoBanHoMy auTepoBupycy ECHO
7, KOTOpBIH MOMKET OBITh HCIIONB30BAH JUIA

TCUCHUS HEKOTOPBIX 37I0KAYEeCTBEHHBIX
OITyXOIeH.

CyImHOCT,  H300pPCTEHHSA  COCTOUT B
IPOU3BOJICTBE MOJU(PHITHPOBAHHOTO

saTepoBupyca ECHO 7 Tuma myrem
Moudukaruy mpupogHoro supyca ECHO 7,
BBIJICTICHHOTO  H3BECTHBIM  CIOCOOOM U3
(exanuif 4enoBeKa M HACHTH(UIIMPOBAHHOTO
0  HOCIEMOBATEIBHOCTH  TEHOMa,  IJIe
MOTU(HKAIIMIO  OCYIIECTBIMIOT H3HAYAIHHO
ITyTeM aJIallTallil BUPYCa B PAKOBBIX KIIETKAX,

2

OCITa0IICHHBIX IIPOTHBOOITYXOJIEBBIM
CPEJICTBOM JTaKapOa3HHOM, 3aTEM IIEPEHOCST
MOJU(DUITUPOBAHHEIE  BUPYC B KYIBTYPY
OMOpHOHATBHEIX (UOPOOIACTOB HYEIOBEKa C
HIOCIIE/TYIOTITHM PETPOTYITHPOBAHUEM B
KJI€TKaX MEIaHOMBI HUEIOBEKa M JIAILHEHIIHM
IIEPEHOCOM B KYIBTYPY OMOPHOHAIBHBIX
¢ubpodmacToB  4enmoBeka,  00pabOTaHHYIO
pHOABHPHHOM,  BBUICASIOT M OYHINAIOT
H3BECTHBIM CIIOCOOOM.

I1. popmymsr: 12

Qur.: 2

IocnemosarensHOCTH: 55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4480 C1 2017.12.31

Descriere:

Prezenta inventie se referd la claborarea unui nou preparat medicamentos anticanceros,
produs printr-o metoda biotehnologicd, si anume la un virus ARN oncolitic stabil genetic, la o
metoda de producere si de utilizare a acestuia.

Abilitatea virusurilor de a distruge celulele canceroase este cunoscutd de mai bine de un
secol, iar in terapia cancerului experimental s-au produs numeroase rezultate pozitive de
perspectiva cu diverse virusuri, cu toate acestea utilizarea lor in practica clinica este ingreuiatad
de dificultatea de a prevedea interactiunea dintre tumoare si gazda acesteia, precum si dintre
virus si raspunsul sistemului imunitar uman la anticorpii Impotriva virusului (Kelly E., Russell
S.J. History of oncolytic viruses: genesis to genetic engineering. Mol. Ther., 2007, nr.15, p.
651-659).

Desi investigatiile clinice privind utilizarea virusurilor in terapia cancerului au inceput in
urma cu mai mult de 50 de ani, In prezent doar doud virusuri sunt aprobate pentru utilizare
clinicd in tratamentul cancerului. Ele reprezintd adenovirusul cu gena E1B 55K eliminatd [1] si
enterovirusul nemodificat pasivizat din familia Picornaviridae de tip Echo [2] in calitate de
imunostimulatoare antitumorale.

Astfel, elaborarea unor noud virusuri oncolitice eficiente este incd o problema de actualitate
(Han Hsi Wong, Nicholas R. LLemoine, Yaohe Wang. Viruses, 2010, nr. 2, p. 78-106)

In scopul de a spori potentialul virusului in ceea ce priveste selectivitatea infectarii celulelor
canceroase si intensificarea activitdfii oncolitice, a fost dezvaluit un numar de virusuri
modificate. Ele sunt caracterizate prin deletia unor gene concrete, astfel prevenind propagareca
lor in celulele normale, sau prin integrarea unor gene suplimentare pentru Imbunitifirea
proprietatilor oncolitice.

Cu toate acestea, cunostintele limitate in ceea ce priveste modificdrile genetice care asigurd
selectivitatea si eficienta impotriva celulelor tumorale, conduce la aceea c¢d virusurile
modificate poseda o activitate citoliticd mai redusd, comparativ cu virusul nativ, sau un raspuns
antiviral mai puternic al sistemului imunitar uman (Han Hsi Wong, Nicholas R. Lemoine,
Yaohe Wang. Viruses, 2010, nr. 2, p. 78-106), (Meerani S., Yang Yao. Oncolytic viruses in
cancer therapy. European Journal of Scientific Research, vol. 40, no.1, 2010, p.156-171).

Desi virusurile sunt instrumente uzuale pentru transportul vectorilor in celule, utilizarea lor
este limitatd de imunogenitatea inaltd a virusurilor (Peng Z. Current status of gendicine in
China: recombinant human Ad-p53 agent for treatment of cancers. Hum. Gene. Ther., 2005,
no. 16, p. 1016-1027).

Una dintre proprietatile adverse cele mai grave ale virusurilor nemodificate de tip ECHO,
inclusiv ECHO 7, este capacitatea lor de a provoca infectii, care pot avea un rezultat fatal
(Wreghitt T.G., Gandy G.M., King A., Sutehall G. Fatal neonatal ECHO 7 virus infection, The
Lancet, vol. 324, 1984, p. 465). Aceste virusuri sunt cunoscute a fi responsabile pentru bolile
mainilor, picioarelor si cavititii bucale in Malaezia (Hand, foot and mouth disease in Malaysia.
25 October 2000, http://www.vadscorner.com/echovirus7.html), pentru miocarditd la copiii cu
leucemie (Midula M., Marzetti G., Borra G., Sabatino G. Myocarditis associated with ECHO 7
type infection in leukemic child. Acta Paediatrica, Vol. 65, Issue 4, 1976, p. 649-651),
meningitd asepticd, boli paralitice s febra (http://viroloqv-
online.com/viruses/Enteroviruses8.htm). De aceea patogenitatea este una dintre cele mai
importante limitdri, care urmeazd a fi depdsita in utilizarea virusurilor de tip ECHO 7 in
tratarea pacientilor cu cancer.

Astfel, problema pe care o rezolva prezenta inventie este elaborarea unui virus oncolitic
selectiv, foarte eficient, fard patogenitate in celulele normale si cu un raspuns imunologic
redus, avand o stabilitate geneticd inaltd. Este bine stiut si cunoscut ¢@ virusurile ARN pot
evolua foarte usor la trecerea in culturi de celule, ceea ce poate modifica fenotipul, conducénd
la cresterca patogenititii. Astfel, pentru obtinerea unui medicament pe bazd de virus oncolitic,
folosind o tulpina de virus nepatogen ECHO 7 de tip sédlbatic in calitate de materie prima, este
extrem de important sd se gaseascd o procedurd care ar permite sd genereze o modificare
oncoliticd a acestui virus, care ar pastra caracterul nepatogen al virusului nativ §i i-ar asigura o
stabilitate genetica.

Aceastd problema a fost rezolvatd in mod surprinzator printr-o modificare directionatid a
virusului cu ARN monofilar prin elaborarea unei metode, in care s-a utilizat potentialul Tnalt de
mutatie al virusului cu ARN monofilar In combinatie cu o selectie directionatd a mutantilor,
care asigura separarca rapida din ansamblu a tipurilor mutante cu activitate oncolitica Inaltd si
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selectiva. Multe celule canceroase sunt rezistente la virus (virusul nu poate intra in celuld si
supravietui acolo). Printr-o selectare atentd a unor linii celulare, in care virusul este modificat,
si o pretratare adecvatd a celulelor canceroase, este posibild crearea unui virus nepatogen stabil
genetic pentru tratamentul cancerului. Virusul, conform prezentei inventii, este in esenta prima
dezviluire a unui virus oncolitic stabil genetic pe bazad de virus de tip ECHO-7, totodata,
virusul stabil genetic mentionat asigurd aplicabilitate pentru o producere pe termen lung (o
reproducere multipld) In calitate de medicament.

A fost elaboratd o modificare a virusului ECHO 7 nativ, identificat prin secventa genomului
Seq No 2, metoda cuprinzind initial efectuarea adaptirii virusului in celulele canceroase,
atenuate cu un agent anticanceros, cum ar fi dacarbazina, pasajul virusului modificat in culturd
de fibroblaste embrionare umane, reproducerea in celulele melanomului uman si pasajul in
culturd de fibroblaste embrionare umane, optional tratate cu ribavirind, izolarea virusului si
purificarea virusului. Virusul poate fi izolat si purificat prin metode cunoscute. Utilizarea unui
agent anticanceros, cum ar fi dacarbazina in concentratii subtoxice pentru modificarea celulelor
canceroase §i utilizarea acestor celule canceroase tratate in calitate de celule gazdd pentru
replicarea virusului a condus la crearea unui virus mutant cu genom stabil, potrivit pentru
aplicare in calitate de medicament foarte eficient pentru tratarea cancerului.

In procesul realizarii adaptarii virusului pot fi utilizate mai mult de un tip de linii celulare.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1- 2, care reprezinta:

- fig. 1, o comparatic a genomurilor (Seq ID No 1) virusului §i virusului nemodificat
(nativ) (Seq ID No 2) si

- fig. 2, o comparatie a secventelor de aminoacizi ale virusului modificat (Seq ID No 4) si
ale virusului nemodificat (nativ) (Seq ID No 5).

LISTA SECVENTELOR forma desfasurata

Seq ID No 1: Virus modificat;

SEQ ID No 2: Virus nemodificat (nativ);

Seq ID No 3: Virus modificat dupa reproducere timp de 12 luni;

Seq ID No 4: Secventa de aminoacizi a virusului modificat;

Seq ID No 5: Secventa de aminoacizi a virusului nemodificat;

Seq ID No 6: Primer Eo7-1 F; SEQ ID No 7: Primer Eo7-1 R;

SEQ ID No 8: Primer Eo7-2F; SEQ ID No 9: Primer Eo7-2R;

SEQ ID No 10: Primer Eo7-3F; Seq ID No 11: Primer Eo7-3R;

SEQ ID No 12: Primer Eo7-4F; SEQ ID No 13: Primer Eo7-4R;

SEQ ID No 14: Primer Eo7-5F; SEQ ID No 15: Primer Eo7-5R;

SEQ ID No 16: Primer Eo7-6F; SEQ ID No 17: Primer Eo7-6R;

SEQ ID No 18: Primer Eo7-7F; SEQ ID No 19: Primer Eo7-7R;

SEQ ID NO 20: Primer Eo7-8F; SEQ ID NO 21: Primer Eo7-8R;

SEQ ID NO 22: Primer Eo7-9F; SEQ ID No 23: Primer Eo7-10F;

SEQ ID NO 24: Primer Eo7-9R; SEQ ID No 25: Primer Eo7-11F;

SEQ ID NO 26: Primer Eo7-11R; SEQ ID No 27: Primer Eo7-12F;

SEQ ID NO 28: Primer Eo7-12R; SEQ ID No 29: Primer Eo7-13F;

SEQ ID No 30: Primer Eo7-13R; SEQ ID NO 31: Primer Eo7-14F;

SEQ ID NO 32: Primer Eo7-14R; SEQ ID NO 33: Primer Eo7-15F;

SEQ ID No 34: Primer Eo7- 15R; SEQ ID No 35: Primer Eo7-16F;

SEQ ID No 36: Primer Eo7- 17F; SEQ ID NO 37: Primer Eo7-16R;

SEQ ID No 38: Primer Eo7- 18F; SEQ ID NO 39: Primer Eo7-18R;

SEQ ID No 40: Primer Eo7- 19F; SEQ ID No 41: Primer Eo7-19R;

SEQ ID No 42: Primer Eo7- 20F; SEQ ID No 43: Primer Eo7-20R;

SEQ ID No 44: Primer Eo7- 21F; SEQ ID NO 45: Primer Eo7-21R;

SEQ ID No 46: Primer Eo7- 22F; SEQ ID No 47: Primer Eo7-22R,;

SEQ ID No 48: Primer Eo7- 23F; SEQ ID NO 49: Primer Eo7-23R;

SEQ ID No 50: Primer Eo7- 24F; SEQ ID NO 51: Primer Eo7-24R;

SEQ ID No 52: Primer Eo7- 25F; SEQ ID NO 53: Primer Eo7-25R;

SEQ ID No 54: Primer Eo7- 26F; SEQ ID NO 55: Primer Eo7-26R.

A fost descoperit in mod neasteptat utilitatea pentru acest scop a unui enterovirus cunoscut
din familia Picornaviridae de tip Echo 7, izolat din intestinul uman. S-a constatat cd secventa
nucleotidicd initiald, determinatd printr-o metodd standard, este similard cu cea a
Picornaviridae enterovirus de tip Wallace.
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Verificarea activitatii oncolitice a enterovirusurilor native izolate in fesut de angiosarcom a
demonstrat ¢i nici virusurile aparte si nici combinatiile acestora in dozi de 3x10° TCIDs/0,03
ml nu poseda activitate oncoliticd substantiala, cu exceptia tipului ECHO 7, care a demonstrat
o0 activitate mai promititoare (tab. 1).

Tabelul 1
Influenta virusurilor asupra culturii tisulare de angiosarcom

Virusul

Numarul de
animale

Numarul de tumori cu
regresie in a 4-a 71
dupa infectare

Virusul izolat
(care a supraviefuit)

Titrul virusului in ziua
ad-a,
TCDs0/0,1 ml

ECHO 4

ECHO 4

108-107

ECHO 7

ECHO 7

10°-10°

Coxsackie B-5

Coxsackie B-5

107-10°

ECHO 4 + ECHO 7

ECHO 7

10°

ECHO 4 + Coxsackie B-5

ECHO 4,
Coxsackie B-5

10°

ECHO 7 + Coxsackie B-5

ECHO 7

o)

Control

10®

10

15

20

25

30

Instabilitatea genomului virusurilor cu ARN monofilar este un fapt bine cunoscut, de aceea,
astfel de virusuri, de reguld, nu sunt selectate pentru construirea agentilor virali oncolitici.

Modificarea virusului nativ izolat a fost realizatd in mai multe etape consecutive.

In prima etapd s-a folosit potentialul inalt de mutatie al virusurilor ARN (in medie o
mutatie la fiecare act de replicare) pentru a elabora un mutant citopatic prin replicarea virusului
in monostrat de cultura tripsinizatd de fibroblaste embrionare umane in prezenta serului de
vitel.

Celulele au fost incubate timp de 10 zile, pasajul se realiza de fiecare datd la degenerarea
celulelor din culturd pana la 50%.

La testarea virusului selectat in culturi de celule RD, un efect citopatic pronuntat a fost
observat deja peste 24 ore dupd infectare. Titrul virusului elaborat, determinat prin metoda de
dilutii finale, a constituit TCIDsq = 1x1078.

Accasta tulpind a fost reprodusi, izolata si depozitata la -70°C pentru utilizare ulterioard in
producerea unei tulpini oncolitice selective si stabile genetic.

Virusul astfel obtinut a fost modificat, utilizind o metoda special elaboratd, care cuprinde
trei etape.

Prima etapd de modificare in prima linie de celule canceroase.

In prima etapi de modificare virusul a fost reprodus in linii celulare tumorale, atenuate cu
un agent anticanceros. In aceasta etapa a fost utilizatd o linie celulard de adenocarcinom mamar
uman (MCF-7).

Un monostrat de aceste celule s-a tratat cu dacarbazind DTIC in dozd subtoxica (20
uM). Dupa tratarea cu dacarbazind, celulele au fost transferate pe mediu de culturd proaspat si
puse In contact cu virusul, reproducerca fiind continuatd fara a addauga ser. Peste 24 ore de
contact cu virusul, din mediu au fost Indepértate celulele si a fost izolat virusul.
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Virusul a fost reprodus in mod repetat (pasaj) in culturd celulard de fibroblaste embrionare
umane si utilizat din nou pentru infectarea liniei celulare MCF-7. Aceastd procedurd se repetd
de 10 ori. Astfel, aceastd etapd de modificare cuprinde reproducerea alternativa a virusului in
celule de adenocarcinom mamar uman si fibroblaste embrionare umane.

A doua etapa de modificare Intr-o a doua linie de celule tumorale.

In etapa urmatoare de modificare, virusul, conform descrierii de mai sus, a fost pus in
contact cu culturd celulard de adenocarcinom gastric. Un monostrat de aceste celule s-a tratat
cu dacarbazind DTIC in doza subtoxicd (20 uM).

Monostratul de aceste celule a fost infectat cu virusul, izolat dupd modificarea in prima
etapa, si s-a continuat reproducerea intr-un mediu de culturd fara ser.

Peste 24 ore de contact cu virusul, din mediu au fost indepartate celulele si a fost izolat
virusul. Virusul a fost reprodus in mod repetat (pasaj) in culturd celulard de fibroblaste
embrionare umane §i utilizat din nou pentru infectarea liniei celulare de adenocarcinom
gastric. Aceastd procedurd se repetd de 10 ori. Astfel, aceastd a doua etapd de modificare
cuprinde reproducerea alternativa a virusului in celule de adenocarcinom gastric si fibroblaste
embrionare umane.

In prima etapi de modificare si in a doua etapa de modificare procedura de reproducere
totdeauna se finaliza cu ultima reproducere in culturd de fibroblaste embrionare umane.

A treia etapd de modificare in celule de melanom uman.

Virusul, produs in a doua etapd, a fost utilizat pentru infectarea tumorilor umane, obtinute
dupa extirpare chirurgicald.

Tesuturile canceroase de melanom au fost prelevate in cadrul operatiilor de la 23 de
pacienti care au administrat anterior chimioterapie.

Tesuturile au fost infectate cu virusul modificat si incubate la 37°C in absenta dioxidului de
carbon. Inainte de folosire pentru infectarea unui nou material tisular (tesut proaspit de
melanom de la un alt pacient), virusul modificat a fost reprodus in mod repetat in culturd de
fibroblaste embrionare umane pana la o concentratie de 7 Ig TCIDso/1 ml.

Virusul modificat a fost reprodus in culturi celulare de fibroblaste embrionare umane,
tratate cu 5 mM ribavirind timp de 7 ore inainte de infectare si cultivate timp de 24 de
ore. Virusul a fost izolat din cultura, procedura de reproducere a virusului in culturd de
fibroblaste a fost repetatd de 10 ori.

in cele din urmi virusul a fost izolat, purificat si reprodus in culturd de fibroblaste
embrionare umane fard adaos de ribavirina.

Virusul reprodus s-a utilizat pentru determinarea secventei. Genomul virusului modificat
diferd de cel al virusului nativ nemodificat congelat (tip Echo 7, tulpina Wallace din baza de
date NCBI) aproximativ cu 10%, o parte din proteina membranei externe a virusului -
aproximativ cu 12%.

S-a constatat cd virusul modificat prin metoda descrisd s-a dovedit a fi surprinzitor de
stabil. Genomul lui a fost modificat doar cu 0,7% dupd pasajul continuu timp de 12 luni
(reproducere timp de 12 luni in cultwrd de celule embrionare pulmonare umane MRC
5). Deosebit de important este faptul ca virusul modificat (in continuare VM) se caracterizeaza
prin efect citopatic deosebit de inalt pe celulele maligne, citotoxicitate redusa pe linii celulare
normale, precum i prin absenta toxicitatii la soareci in vivo.

In experimente cu linii celulare s-a constatat cd VM s-a dovedit a fi citotoxic pentru linii
celulare de melanom FM9, FMS55, FM94 si SK-Mel26, celule de carcinom gastric, celule de
carcinom cu celule scuamoase al cavititii bucale SCC25, linia de celule umane epiteliale
derivate dintr-un carcinom pulmonar (A549), celule de leucemie monocitara acutd THP-1,
celule de rabdomiosarcom RD, celule de adenocarcinom pancreatic uman HPAF-II, celule de
adenocarcinom mamar uman (MCF-7), precum s§i pentru culturi celulare primare de
adenocarcinom gastric GC1 si linia celulara de cancer tiroidian HA007.

In experimente pe animale VM provoca regresia sarcomului murin M-1, fibrosarcomului
murin MX-17, precum si a tumorilor transplantabile — sarcomului Moloney (SM) si sarcomului
KRS-321.

Intr-un studiu clinic experimental la un grup din 46 de pacienti cu melanom stadiul I, la 43
pacientl care administrau tratament cu VM timp de 50 de luni nu s-a inregistrat progresarea
melanomului. In grupul de control, melanomul a progresat la 10 din 31 de pacienti, care au
administrat terapie standard.

Peste 50 de luni examenul realizat la 44 de pacienti cu melanom stadiul II a relevat cd
progresul melanomului a fost stopat la 38 de pacienti, comparativ cu grupul de control din 36
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de pacienti, care au administrat terapie standard, totodatd melanomul nu a progresat la 15
pacienti, dar a progresat la 21 de pacienti. La pacientii tratati cu VM nu au fost observate
efecte adverse grave.

A fost elaborata o noud tulpind de virus (VM) cu secventa initiald a genomului stabila in
ceea ce priveste driftul genetic, care posedd activitate citopatica Impotriva diferitor tipuri de
tumori, caracterizatd printr-o incidentd redusa a efectelor adverse si toxicitate micd, care poate
fi utilizatd In mod avantajos In viroterapia cancerului. Astfel, a fost lichidat in mod neasteptat
principalul obstacol in utilizarea mai largd a virusurilor ARN in medicind — a fost obtinuta o
tulpind genetic stabila, care poate fi utilizatd in producerea continud standardizatd a
preparatului viral oncolitic. Preparatul viral poate fi utilizat In terapia antitumorald impotriva
unei varietdti de celule canceroase.

EXEMPLE

Prezenta inventie este descrisd mai detaliat in exemple. Cu toate acestea, prezenta inventie
nu urmeaza a fi interpretata ca fiind limitata de exemple.

Virusul

Virusul, modificat in conformitate cu prezenta inventie, este virusul ECHO-7 (familia
Picornaviridae, genul Enterovirus, ECHO (virusul enteric citopatic “orfan” uman) de tip 7,
grupa IV, un virus cu ARN monofilar cu polaritate pozitivd). Virusul nativ poate fi identificat
prin secventa genomului Seq ID No 2.

Exemplul 1. Izolarea si caracterizarea tulpinii de virus inifial.

S-a folosit 0 metodd cunoscutd de izolare (Rentz A.C., Libbey J.E., Fujinami R.S., Whitby
F.G. and Byington C.L. Investigation of Treatment Failure in Neonatal Echovirus 7 Infection.
The Pediatric Infectious Disease Journal, Vol. 25, Number 3, March 2006, p. 259) si de
reproducere 1n linia celulard BS-C-1 (CCL 26; ATCC) (Libbey J.E., McCright 1.J., Tsunoda 1.
et al. Peripheral nerve protein, PO, as a potential receptor for Theiler’'s murine
encephalomyelitis virus. J Neurovirol., 2001, no. 7, p. 97-104),( Pevear D.C., Tull T.M., Seipel
M.E. et al. Activity of pleconaril against enteroviruses. Antimicrob Agents Chemother, 1999,
no. 43, p. 2109-2115). Reproducerea virusului si determinarea titrului s-a realizat printr-o
metodd cunoscuta (Zurbriggen A., Fujinami R.S. A neutralization-resistant Theiler’s virus
variant produces an altered disease pattern in the mouse central nervous system. J. Virol., 1989,
no. 63, p. 1505- 1513).

Exemplul 2. Modificarea virusului.

In prima etapa de modificare virusul a fost reprodus in linii de celule tumorale, atenuate cu
un agent anticancerigen. Initial, pentru reproducere s-a utilizat culturd celulard de
adenocarcinom mamar uman (MCF-7), cultivatd in mediu DME (Sigma-Aldrich) cu 10% ser
(Gibco) si antibiotice (100 Ul/ml de penicilind, 100 Ul/ml de streptomicind) la 37°C intr-o
atmosferd contindnd 5% CO; pana la aparitia monostratului.

Monostratul obtinut din aceste celule s-a tratat cu dacarbazind DTIC in dozd subtoxica (20
uM). Dupa tratarea cu dacarbazind celulele au fost transferate pe mediu de culturd proaspat
fard ser, celulele interactionau cu virusul si reproducerea continua.

Peste 24 ore de contact cu virusul, din mediu au fost indepartate celulele si s-a izolat
virusul. Virusul a fost reprodus in mod repetat in culturi celulare de fibroblaste embrionare
umane i utilizat din nou pentru infectarea liniei celulare MCF-7. Acest procedeu s-a repetat de
10 ori.

In urmitoarea, a doua etapd, virusul, conform descrierii de mai sus, a fost pus in contact cu
culturi celulare de adenocarcinom gastric. Cultura celulard pentru reproducere a fost cultivatd
in mediu DME (Sigma-Aldrich) cu 10% ser (Gibco) si antibiotice (100 Ul/ml de penicilina,
100 Ul/ml de streptomicind) la 37°C intr-o atmosferd continind 5% CO,, pand la aparitia
monostratului.

Monostratul obtinut din aceste celule s-a tratat cu dacarbazind DTIC in dozd subtoxica (20
uM). Dupa tratarea cu dacarbazind celulele au fost transferate pe mediu de culturd proaspat
fard ser, celulele interactionau cu virusul si reproducerea se continua.

Peste 24 de ore de contact cu virusul, din mediu au fost indepartate celulele si s-a izolat
virusul. Virusul a fost reprodus in mod repetat in culturi celulare de fibroblaste embrionare
umane §i utilizat din nou pentru infectarea liniei celulare de adenocarcinom gastric. Acest
procedeu s-a repetat de 10 ori.
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In a treia etapa virusul, produs in a doua etapd, a fost utilizat pentru infectarea tumorii
umane, obtinute dupa operatic. Tesuturile canceroase de melanom au fost prelevate in cadrul
interventiilor chirurgicale de la 23 de pacienti, care anterior au administrat chimioterapie.

Celulele tumorale au fost separate de celulele adipoase, tesutul necrotic si sange, au fost

5 mentinute la 0°C timp de 24 ore, apoi maruntite, iar bucdtile de tesut cu dimensiuni de
aproximativ 0,1 ecm® au fost cufundate in mediul Eagle (4 ml de mediu pentru 10 mg de tesut),
infectate cu virusul preparat §i incubate in absenta dioxidului de carbon la 37°C.

Mediul era inlocuit cu o portie proaspatd in fiecare zi pana la distrugerea tumorii, fapt
determinat morfologic si vizual dupé nivelul de oxidare a mediului.

10 Titrul virusului s-a determinat in fiecare zi in tesutul tumoral, In proba fard mediu. Rata de
reproducere a virusului s-a determinat din titrul virusului la finalizarea experimentului,
comparativ cu titrul in ziua 0. Asemenca modificari ale virusului s-au realizat in t{esuturile
obtinute de la 23 de pacienti. Inainte de a fi folosit pentru infectarea unui nou material tisular,
virusul modificat era de fiecare datd reprodus in mod repetat in cultura de fibroblaste

15 embrionare umane pana la titrul de 7 Ig TCIDs¢/1 ml.

Virusul modificat era reprodus in culturi celulare de fibroblaste embrionare umane, tratate
cu 5 mM ribavirind cu 7 ore 1nainte de infectare si cultivate timp de 24 de ore. Virusul a fost
izolat din mediul de culturd, iar procedura repetatd de 10 ori.

In final virusul era izolat, purificat si reprodus in culturd celulard de fibroblaste embrionare

20  umane fird adaos de ribavirina.

Mostra cu virus reprodus s-a utilizat pentru determinarea secventei genomului, activitafii
antitumorale si stabilitatii replicative dupd pasajul acestuia timp de 12 luni in culturd celularad
de fibroblaste embrionare umane cu determinarea repetatd a secventei genomului (Seq ID No
1).

25

Exemplul 3. Determinarea secventei genomului virusului.

Izolarea, amplificarea si secventierea genomului virusului izolat, modificat i cultivat au
fost realizate in conformitate cu o metodd cunoscutd (Chua B.H., McMinn P.C., Lam SK.,
Chua K.B. Comparison of the complete nucleotide sequences of echovirus 7 strains UMMC

30 and the prototype (Wallace) strain demonstrates significant genetic drift over time. J. Gen.
Virol., 2001 Nov, no. 82(Pt 11), p. 2629-2639).

In acest scop, 96 de enterovirusuri cu secventa completd a genomului au fost selectate din
biblioteca NCBI Gene. Secventele complete ale genomilor acestor virusuri au fost Incarcate si
comparate cu programul Vector NTI. Pe baza rezultatelor comparatiei au fost determinate cele

35  mai conservatoare regiuni ale genomilor virali si selectate 13 perechi de oligonucleotide
degenerate in aceste regiuni, care acoperd lungimea genomului enteroviral potential. Dupd
sinteza primelor 13 fragmente, s-au obtinut alte 13 perechi de nucleotide. Aceste perechi de
oligonucleotide erau specifice pentru virus si au fost proiectate astfel, incit sd producd
fragmente suprapuse. Dupd construirea secventei complete a genomului, genomul virusului a

40 fost secventiat in mod repetat cu primerii specifici virusurilor.

Exemplul 3.1. Secventa genomului virusului nemodificat (nativ).
Secventa virusului nativ a fost obtinutd din 26 fragmente PCR de suprapunere separate,
sintetizate din primerii enumerati in tab 2.

45
Tabelul 2
Primerii utilizati pentru secventierea genomului complet al virusurilor.
Lungimea Pozitia Regiunea tintitd

Primerul Secventa (5°- 37) (b.p.)
Eo7-1F TTAAAACAGCCTGTGGGTTG 20 1-20 5" UTR
Eo7-1R GAAACACGGACACCCAAAGTAG 22 545-566 5" UTR
Eo7-2F CCATGGGACGCTTCAATACT 20 391-410 5" UTR
Eo7-2R GC AC CAGTCTTTTGTGTCGA 20 758-777 VP4
Eo7-3F CGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC 25 542-566 5" UTR
Eo7-3R TCDGGRAAYTTCCACCACCACCC 23 1178-1200  [VP2
Eo7-4F CGACAGGGTGAGATCCCTAA 20 979-998 VP2
Eo7-4R TTTCACCCTTCGTGAGGTTC 20 1381-1400  |[VP2
Eo7-5F GCATCYAARTTYCAYCARGG 20 1289-1308 VP2
Eo7-5R CACATKGGKGCAATSGTGAC 20 1676-1695 VP2
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Eo7-6F GTGGATCAACTTGCGCACTA 20 1513-1532| VP2
Eo7-6R AAATTGTGGCATAGCCGAAG 20 1797-1816| VP3
Eo7-7F GTCACSATTGCMCCMATGTG 20 1676-1695| VP2
Eo7-7R CTTNATRCTYCCTGACCAGTGTG 23 2055-2077| VP3
Eo7-8F AAGCATGGACGCATATCACA 20 1921-1940| VP3
Eo7-8R GATATGGGTTCCCACATTGC 20 2174-2194| VP3
Eo7-9F CACACTGGTCAGGRAGYATNAAG 23 2055-2077| VP3
Eo7-10F CAAGTGTGTCGTCCTGTGCT 20 2350-2369 | VP3
Eo7-9R CCTATTGGCGCTGTCTTGAT 20 2694-2713 VP1
Eo7-11F ACCAAAGATCAAGACAGCGC 20 2687-2706| VPl
Eo7-11R TTGGCACCCACACTCTGATA 20 3178-3197| VP1
Eo7-12F ACCAGTCCGGTGCTGTTTAC 20 3336-3355| VPI-2A
Eo7-12R TCCCAYACACARTTYTGCCAGTC 23 3401-3423 2A
Eo7-13F CARAAYTGTGTGTGGGAAGACTA 23 3407-3429 | 2A
Eo7-13R CCCTGYTCCATKGCTTCATCYTCYARC 27 3748-3774| 2A-2B
Eo7-14F TTACCCAGTCACCTTCGAGG 20 3535-3554| 2A
Eo7-14R TGTTTITCCTTCACTTCCGG 20 4181-4200| 2C
Eo7-15F GTTRGARGATGATGCNATGGARCARGG 27 3748-3774| 2A-2B
Eo7-15R TCAATACGGYRTTTGSWCTTGAA 23 4409-4431 2C
Eo7-16F CCTYTRTAYGCVGCYGARGC 20 4343-4362| 2C
Eo7-17F TTCAAGWSCAAAYRCCGTATTGA 23 4409-4431 2C
Eo7-16R AAYTGAATGGCCTTHCCACACAC 23 4922-4944| 2C
Eo7-18F CTDGTGTGTGGRAAGGCYATNCA 23 4919-4941 2C
Eo7-18R TATGCTCCYTGRAARCCTGCAAA 23 5309-5330| 3A-3B
Eo7-19F CAAGCCCTAACCACGTTITGT 20 5252-5271 3A
Eo7-19R ACCCGTAGTCAGTCACCTGG 20 5740-5759 3C
Eo7-20F TTTGCAGGMTTYCARGGWGCATA 23 5309-5330| 3A-3B
Eo7-20R GCY CTW GTGGGRAAGTTRT AC AT 23 5723-5745 3C
Eo7-21F GTGTTGGATGCCAAGGAACT 20 5555-5574| 3C
Eo7-21R ATGGGCTCCGATCTGATGTC 20 6203-6222| 3D
Eo7-22F TTCCCCACWAGRGCAGGCCARTGYGG 26 5907-5832| 3C
Eo7-22R CTCCAAAABASRTCYGGGTCRCA 23 6572-6594| 3D
Eo7-23F TGAAGGAATGCATGGACAAA 20 6360-6379 3D
Eo7-23R ATGGGTATTGCTCATCTGCC 20 7078-7097 3D
Eo7-24F TGYGACCCRGAYSTVTTTTGGAG 23 6572-6594| 3D
Eo7-24R TCRTGDATDTCYTTCATGGGCA 22 7116-7137 3D
Eo7-25F CCTGGACGAATGTGACCTTT 20 7041-7060| 3D
Eo7-25R CCCTACCGCACTITTATCCA 20 7384-7403 I UTR
Eo7-26F ATCCAYGARTCHATYAGRTGGAC 23 7130-7152| 3D
Eo7-26R CCGCACCGAATGCGGAGAATTTAC 24 7404-7427 I UTR

10

15

UTR - regiunea netranslata.

S-a obtinut secventa 5' - terminald si secventa 3' - terminald, folosind metodele 5'-RACE si
3'-RACE, respectiv.

In final, s-a constatat cd secventa completd a genomului virusului nemodificat constd din
7434 nucleotide, cu exceptia secventei poli-A (Seq ID No 2).

Secventa 5'-terminald netranslatd (5'NTR) contine 742 de nucleotide, urmate de partea
codificatoare, care se incepe cu codonul de start (AUG) in pozitia 743, contindnd codonii
pentru 2196 de aminoacizi §i termindndu-se cu codonul de stopare (UAA) in pozitia 7331
(SEQ ID nr.2). Secventa 3'-terminald netranslatd (3'NTR) a acestei tulpini contine 100 de
nucleotide, urmate de secventa poli-A.

Exemplul 3.2. Secventa virusului modificat (VM).

Secventa virusului inifial a fost obtinuta din 26 fragmente PCR de suprapunere separate,
sintetizate utilizdnd primerii prezentati in tabelul 2.

S-a obtinut secventa 5' - terminald si secventa 3' - terminald, folosind metodele 5'-RACE si
3'-RACE, respectiv.
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In final, s-a constatat cd secventa completd a genomului virusului nemodificat constd din
7427 nucleotide, cu exceptia secventei poli-A (Seq ID No 1).

Secventa 5'-terminald netranslatd (S'NTR) contine 742 de nucleotide, urmate de partea
codificatoare. Partea codificatoare, care contine informatia cu privire la poliproteina virala,
incepand cu codonul de start (AUG) in pozitia 743, contine codonii pentru 2194 de aminoacizi
si capetele cu codonii de stopare (UAA) 1n pozitia 7325 (SEQ ID nr.1). Secventa 3'-terminald
netranslatd (3'NTR) a acestei tulpini contine 100 de nucleotide, urmate de secventa poli-A.

Exemplul 3.3. Secventa genomului virusului modificat dupa reproducere timp de 12 luni.

Secventa virusului modificat a fost ob{inutd din 26 fragmente PCR de suprapunere separate,
sintetizate din primerii prezentati in tabelul 2.

S-a obtinut secventa 5' - terminald si secventa 3' - terminald, folosind metodele 5'-RACE si
3'-RACE, respectiv.

In final, s-a constatat cd secventa completd a genomului virusului nemodificat constd din
7427 nucleotide, cu exceptia secventei poli-A (Seq ID No 3).

Secventa 5'-terminald netranslatd (5'NTR) contine 742 de nucleotide, urmate de partea
codificatoare, care se incepe cu codonul de start (AUG) in pozitia 743, contindnd codonii
pentru 2194 de aminoacizi §i terminandu-se cu codonul de stopare (UAA) in pozitia 7325
(SEQ ID nr.3). Secventa 3'-terminald netranslatd (3'NTR) a acestei tulpini contine 100 de
nucleotide, urmate de secventa poli-A.

Exemplul 3.4. Compararea genomurilor virusului modificat (VM) si tulpinii native.

Compararea genomurilor virusului modificat (VM) si tulpinii initiale este prezentatd in
fig. 1.

Diferenta secventelor de nucleotide, calculatd cu programul Vector NTI, era semnificativa,
de 10% pentru genomul complet si de 12% pentru partea care codificd proteinele virale ale
membranei. Secventele de aminoacizi pentru tulpina modificatd si tulpina iniiald sunt
prezentate in fig. 2.

Exemplul 3.5. Secventa genomului virusului modificat dupa reproducere timp de 12 luni.

Modificarile in secventa genomului virusului modificat (VM) dupd pasaje continue timp de
12 luni nu au depasit 0,7% din secventa initiala.

Toate modificarile constatate au fost substituiri de nucleotidd solitare, partial mutatii
“mute” (fdrd schimbarea aminoacidului). Dacd aminoacidul era modificat, pozitia lui era parte
polimorfa in genom, probabil, fard influentd relevantd asupra activitdtii virusului.

Exemplul 4. Pasajul virusului.

Pasajul virusului VM s-a realizat prin metode cunoscute §i s-a reprodus timp de 12 luni in
culturd de celule pulmonare embrionare umane MRC 5 (Instituto Zooprofilaticco Sperimentale
della Lombardia e dell Emilia, Brescia - Laboratorio Centra Substrati Cellulari, Catalog Nr. BS
CL 68 (originea: American Type Culture centre Collection, Rockville, Maryland, SUA) farad
bacterii, virusuri, fungi sau micoplasme, iar ulterior depozitatd congelata la -70°C.

Exemplul 5. Determinarea activitatii antitumorale a virusului modificat (VM).

In experimentele cu linii celulare s-a dovedit cd VM este citotoxic pentru liniile celulare de
melanom FM9, FMS55, FM94 si SK-Mel26, celulele de carcinom gastric, celulele de carcinom
cu celule scuamoase ale cavitdtii bucale umane SCC25, linia de celule epiteliale umane,
derivate din carcinom pulmonar (A549), celulele de leucemie monocitard acutdi THP-1,
celulele de rabdomiosarcom RD, celulele de adenocarcinom pancreatic uman HPAF-II,
celulele de adenocarcinom mamar uman (MCF-7), precum si pentru culturile celulare primare
de adenocarcinom gastric GC1 si linia de cancer tiroidian HA007.

Astfel, de exemplu, injectiile cu VM timp de 3 zile au provocat reducerea masei sarcomului
M-1 1a 55% (la 11 din 22) din animale, comparativ cu 6% (la 1 din 18) de regresie spontand in
grupul de control.

Transplantul sarcomului KRS-321 s-a executat In ziua 5 dupd injectare cu VM in doza de
15x10° TCIDso 1a sobolanii de linie Wistar, totodatd, regresia tumorii s-a observat la 44% din
animale (11/25), in timp ce in grupul de control nu au existat cazuri de regresie.
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In cadrul testarii activititii antitumorale a mostrei de virus, peste 12 luni de pasaj pe
aceleasi linii celulare de cancer si tumori transplantate, nu a fost Inregistratd diferentd statistic
concludentd cu VM initial.

Nici VM, nici virusul supus pasajului timp de 12 luni nu au cauzat oarecare reactii toxice la
soarecii intacti.

Exemplul 6. Activitatea antitumorala a virusului modificat la pacientii tratati.

Tratamentul pacientilor cu melanom cu virusul modificat (VM) s-a realizat conform
schemei urmadtoare: terapia s-a inceput peste 2...3 sdptdméani dupd excizia tumorii prin
administrarea intramusculard a 2 ml de solutie cu titrul de 2x10° TCIDs¢/ml - 2x10% TCIDso/ml
timp de 3 zile consecutiv cu sustinere prin administrarea injectiilor la intervale de o luna,
conform aceleiasi scheme de 3 zile. Peste patru luni, preparatul viral s-a administrat o dati pe
luna timp de urmatoarele 8 luni. In urmatorii 2 ani s-a continuat terapia de sustinere in aceleasi
doze, treptat marind intervalul Intre administrari pand la 6, 8 i 12 saptamani.

Intr-un studiu clinic pilot pe un grup din 46 de pacienti cu melanom stadiul [ nu s-a
observat nici un progres al melanomului timp de 50 de luni la 43 de pacienti, tratati cu VM. in
grupul de control melanomul avansa la 10 din 31 de pacienti, care au administrat terapie
standard.

Intr-un studiu timp de 50 de luni la 44 de pacienti cu melanom stadiul II, progresul
melanomului timp de 50 de luni nu s-a constatat la 38 de pacienti, In comparatie cu grupul de
control din 36 de pacienti, care au administrat terapie standard, totodatd melanomul nu a
progresat la 15 pacienti, dar a progresat la 21 de pacienti.

Eficienta tratamentului se caracterizeaza prin urmatoarele exemple:

Cazul 1. Femeie, 76 ani, Melanoma cutis dorsi.

Interventie chirurgicald: 11.09.2009. Excisio tu cutis dorsi.

pT4bNOMO.

Biopsie SN nu s-a efectuat.

Ex consilio: urmarire ulterioara.

Interventie chirurgicald: 04.07.2010. LAE axillaris sin.

Mts Un axillaris sin.

Ex consilio: Roferon.

Roferon 6 milioane de 3 ori pe sdptdmana de la 24.06.2010 pana la 30.08.2010.

Tratamentul a fost intrerupt din cauza efectelor adverse.

Din octombrie 2010 s-a inceput terapia cu preparat viral in doza de 2 ml cu titrul de
2x10° TCIDso/ml — 2x10° TCIDso/ml. Toleranta tratamentului buna, progresul bolii nu a fost
documentat pana la 01.02.2012.

Cazul 2. Femeie, 42 de ani, Melanoma cutis dorsi.

Interventie chirurgicald: 25.05.2008. Excisio tu cutis dorsi.

pT4aNOMO, ClarkV, Breslow 9 mm.

Biopsie SN nu s-a efectuat.

Preparatul viral (2 ml cu titrul 2x10° TCIDso/ml — 2x10° TCIDs¢/ml) s-a administrat de la
27.06.2008 pand la 27.06.2011.

21.01.2011. Examenul US: manifestare repetatd in cicatrice.

Op. 02.02.2011. Excisio. Examenul histologic: granulom.

Administrarea preparatului viral (2 ml cu titrul 2x10° TCIDso/ml - 2x108 TCIDso/ml) a fost
continuatd pana la 27.06.2011.

In perioada de observatie (pand in decembrie 2011) nu a fost documentatd nici o dovada de
evolutie a bolii.

Cazul 3. Femeie, 57 de ani, Melanoma cutis dorsi.
Interventie chirurgicald: 19.08.2007. Excisio tu cutis dorsi.
pT3bNOMO.

Biopsie SN nu s-a efectuat.

Recomandari: urmarire ulterioara.

Interventie chirurgicald: 10.12.2009. LAE colli dx.
Examenul histologic: mts I/n colli dx.

Progresia bolii — examenul US pe 22.02.2010: mts I/n colli.
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22.02.2010. Ex consilio: interventie chirurgicald nu a fost recomandata din cauza afectarii
masive In limfogranolumatoza.

Preparatul viral (2 ml, cu titrul 2x10° TCIDs¢/ml - 2x108 TCIDso/ml) s-a administrat din
22.02.2010 si Incd mai este administrat,

Ultima vizita in clinica: 22.11 .2011 - boala s-a stabilizat.

Cazul 4. Femeie, 58 de ani, Melanoma cutis dorsi.

Operatie: Aprilie 2004, Excisio tu cutis dorsi, LAE axillaris sin.

pT4bN2cMO (Breslow 15 mm).

Reexcisio 1ianuarie 2006, septembrie 2006 (recidiva locald).

Terapie cu IFN din octombrie 2006 pana in mai 2007.

Reexcisio cum dermoplasticum: februarie 2007, mai 2007, septembrie 2007.

Preparatul viral (2 ml cu titrul 2x10° TCIDsg/ml - 2x10° TCIDso/ml) a fost administrat din
februarie 2008 pana in aprilie 2011.

Metastaze viscerale in februarie 2011.

Exitus letalis: in octombrie 2011.

Forma de dozare si de administrare.

Preparatul viral pentru efect terapeutic poate fi sub forma unei solutii apoase injectabile cu
continut de virus modificat, care are secventa genomului stabild, cum s-a explicat mai sus, de
exemplu, cu titrul de 2x10° TCIDsg/ml - 2x10° TCIDso/ml. Solutia cu continut de virus poate fi
orice solutie sterild fiziologic admisibild, in special solutie de clorurd de sodiu. Preparatul este
depozitat si transportat in stare congelatd si se decongeleazd la temperatura camerei Inainte de
utilizare. Preparatul poate fi in fiole sau in alte unitdti de containere in cantitdti care corespund
unei singure doze, injectate la o singurd administrare pacientului.

Preparatul poate fi administrat prin injectare intramusculard (i/m) pacientului dupd excizia
tumorii respective, dupd vindecarea plagii. Doza poate constitui 2 ml de solutie mentionatd mai
sus la o singura administrare. Administrarea intramusculard prin injectare se repetd, conform
schemei de terapie planificate.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. Garber K. China approves worlds first oncolytic virus therapy for cancer treatment. J. Natl.

cancer Inst. 2006, nr. 98, p. 298-300
2. EA007839 (B1) 2007-02-27

Descrierea se publica in redactia solicitantului.
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(57) Revendicari:

1. Enterovirus modificat ECHO tip 7, caracterizat printr-o secventd stabild a genomulu,
care in cel putin aproximativ 85%, de preferinté cel putin aproximativ 95%, mai preferabil cel
putin c.pmx‘matw 99%, din secventd este identicd cu Seq 1D No 1, 1 in care modificérile in
secventa genomului enterovirusulii modificat constituie cel mult 0,79, dupd reproducerea
continud a enterovirusului modificat in culturi celulare timp de 12 funi.

2. Enterovirus modificat BECHO  tp 7, caracterizat printr-o secventd stabild a genomulm
Seq D Nol.

3. Metodad de producere a unoi enterovires modificat ECHO tip 7, care constd in
modificarea virusubid pativ ECHO 7, identificat in baza secventel genomultul Seg ID No 2, in
care modificarea prevede adaptarea virusolon 1 celulele cancercase, atenvale cu un agent
anticancerigen, cu pasajul ulterior al virgsulul modificat in cultrd de fGbroblaste embrionare
umane, reproducerea virusulul modificat In cehule de melanom uman st pasajul ulterior al
virgsulol modificat in cultord de fibroblaste embrionare umane, oplional tratate cu ribaviring,

1 izolarea s1 purificarea virasuhuil,

. Metodd conform revendicdrii 3, in care procedura de reproducere 2 virusului in celulele
canceroase st pasajul ulterior al virusuhui modificat n coliura de fibroblaste embrionare amane
se repetd de clteva ort.

5. Metoda conform revendicari 3 sau 4, iIn care procedura de reproducere a virusuhi
modificat In celulele melanomulol uman st pasajul vlierior al virusulol roodificat In coltura de
fibroblaste erabrionare wmane se repetd de citeva ori.

Metada conform revendicdrit 3, 4 sau 5, in care adaptarea virosului se realizeazd in
cehulele cancercase de cel putin doud tipuri diferite de cancer, cum ar fi celule de
adenocarsinom mamar uman st celule de adenocarcinom gastric.

7 arcia dintre revendicdrile 3-6, in care prin modificare se obfine un

7. Metoda conform ori
enterovirus ruodificat ECHO  tip 7, care se caraclerizeazd priutr-o secventd stabild a
genomuyl, care o cel putin aproximativ 85%, de preferingd cel putin aproximativ 95%, max
preferabil cel putin aproximativ 99% din secventd este identicd ou Seq 1D No L, g1 In care
moedificirile In seeventa genomuly enterovirusulut modificat constitnie  cel mault 6,7%, dupd
reproducerea continud a enterovirusului modificat in cultun celulare towp de 12 fum.

8. Metodd conform revendicixii 7, in care prin modificare se obline un centerovirus
modificat ECHO tip 7, care se caracterizeazd printe-o secventd stabild a genomului Seq ID No
1.

9. Metodd conform revendicdrii 7 sau 8, in care modificdrile reprezintd substituiri ale unei
mucleotide, care constan partial din outaii wate” fard modificarca  aminocacidului
corespunzator,

10. Utilizare a virusului defirit m revendicarca 1 san 2 pentru ratamentu bolilor
oncologice.

i1. Utihzare, conform revendicarii 10, in care boala oncologicd este selectatd din grupul
constand dim: melanony, cancer gasiric, cancer mtestinal, cancer de san uman, cancer de
prostatd, cancer pancreatic, cancer pulmonar, cancer remal, cancer de vezicd urinard,
himfosarcom, cancer uterin, angiosarcom, rabdomiosarcom.

12. Utilizare, conform revendicirii 10, in care boala oncologicd este melanommal,

Sef adjunct Directie Brevete: GUSAN Ala
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: GROSU Petru

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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