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Opis wynalazku

STAN TECHNIKI

Skéra jest najwiekszym organem ludzkiego ciata, ktory petni niezwykle wazna role jakg jest
ochrona przed czynnikami fizycznymi, chemicznymi i biologicznymi (wirusy, bakterie, grzyby). Zdol-
no$¢ skéry do regeneracji/naprawy jest niezbedna do utrzymania petnej homeostazy organizmu oraz
zapewnienia ochrony przed czynnikami zewnetrznymi. Proces naprawy i regeneracji skory jest zalez-
ny od wielu rodzajéw komorek i czynnikéw takich jak: komorki macierzyste, komérki zréznicowane
(np. keratynocyty, fibroblasty), czynniki wzrostu, cytokiny oraz macierz zewnatrzkomérkowa. Naturalng
odpowiedzig na uraz skéry jest m.in. aktywacja fibroblastéw i uruchomienie procesu gojenia rany.

Fibroblasty posiadajg zdolno$¢ do szybszego wypetniania duzych ubytkéw skéry w poréwnaniu
do keratynocytéow (odpowiedzialnych za naskdérkowanie). Dlatego organizm jest w stanie naprawié
uszkodzong tkanke, wytworzyé nowg tkanke, ktéra ma wtasciwosci podobne do pierwotnej tkanki.
W przypadku niewielkich ran proces gojenia jest na tyle efektywny ze nie powstajg blizny. Jednak
komorki tkanki facznej i inne komorki narzgdéw sg zalezne od zakotwiczenia i aby wykazywaé nor-
malne zachowanie fizjologiczne, wymagajg one rusztowania. Gdy uszkodzenie tkanki jest rozlegte lub
wystepujg duze przerwy, komérki migrujgce do rany, mogg nie znalez¢é wiasciwego zakotwiczenia
i wytwarzaé znaczne ilosci kolagenu, aby wypetni¢ luke pomiedzy zdrowg tkankg na krawedziach ra-
ny. W ten sposob tworzg sie blizny. Tkanka blizn nie ma takich samych wiasciwo$ci mechanicznych
i biologicznych jak pierwotna tkanka. Na przyktad blizny w skérze nie sg tak elastyczne jak pierwotna
tkanka. Niektore tkanki, takie jak chrzgstka stawowa, nie regenerujg sie w sposob naturalny, a lecze-
nie odbywa sie jedynie poprzez tworzenie tkanki bliznowate;j.

Gojenie rany to proces ztozony z kilku nachodzacych na siebie faz, sposréd ktérych mozna
wymienié: stan zapalny, proliferacje oraz przebudowe. Podczas gojenia rany aktywowane sg zaréwno
komorki uktadu i mmunologicznego (szczeg6lnie w pierwszych dniach gojenia) neutrofile, limfocyty,
komorki tuczne oraz komorki naskérka (keratynocyty) i komarki skéry wtasciwej (fibroblasty). Z biolo-
gicznego i klinicznego punktu widzenia, krytycznym dla organizmu etapem gojenia rany jest jej za-
mkniecie, ktére wigze sie przede wszystkim z utworzeniem naskérka (naskdérkowanie) na catej po-
wierzchni rany a nastepnie odbudowa skoéry wtasciwej. Proces naskérkowania poprzedzony jest cze-
sto utworzeniem tzw. ziarniny, tkanki ktéra utatwia migracje keratynocytoéw i fibroblastow oraz polep-
sza ukrwienie miejsca rany. Ziarninowanie wystepuje szczegélnie, gdy nie dochodzi do zamkniecia
rany i petnego naskérkowania. Utworzony naskérek we wstepnej fazie nie jest w petni zréznicowany
zapewnia jednak utworzenie bariery miedzy czynnikami zewnetrznymi (szczegdlnie mikroorganizma-
mi) a tkankami organizmu cztowieka. Niweluje to ryzyko rozwoju infekcji zarbwno miejscowej, jak
i systemowej (ogélnoustrojowej). W petni wyksztatcony naskoérek to nabtonek wielowarstwowy w skiad
ktérego wchodzg gtéwnie keratynocyty (ponad 90%), jak réwniez melanocyty, komérki dendrytyczne,
komorki tuczne oraz limfocyty. Ze wzgledu na kluczowe znaczenie utworzenia naskérka poszukuje sie
lekdw/z wigzko w, ktére bedg przyspieszaty naskérkowanie w ranach przewlektych, rozlegtych ubyt-
kach skéry oraz oparzeniach. Proces odnowy i naprawy naskorka jest uzalezniony przede wszystkim
od obecnos$ci komérek macierzystych oraz nisko zréznicowanych keratynocytéw, ktére mogg stanowic
cel dla dziatania nowych lekéw. Proces naprawy skory jest regulowany/stymulowany przez czynniki
wzrostu, cytokiny oraz macierz zewnatrzkomaérkowsq.

WspodiczesSnie duzym problemem medycznym, obok trudno gojacych sie ran, na przykiad
u 0sbb cierpigcych na cukrzyce, s blizny przerostowe oraz keloidy, bedace nastepstwem patologicz-
nej przebudowy skéry. Nieprawidtowe gojenie ran jest powaznym problemem, ktéry dotyka miliony
ludzi na catym Swiecie. Przyspieszenie regeneracji skéry jest rowniez coraz czesSciej potrzebne
w dziedzinie chirurgii plastycznej, gdzie do leczenia problemoéw skérnych (np. tradzik bliznowy, blizny
przerostowe, keloidy, znamiona i znamiona pigmentacyjne) uzywa sie lasera. Obecnie po zabiegu
laserowym, na skoére naktada sie masc¢ oraz odpowiedni materiat opatrunkowy. Zwykle rekonstrukcja
skory trwa tydzien, co wigze sie z ryzykiem zakazen bakteryjnych. Dlatego niezwykle potrzebne sg
materiaty przyspieszajgce odbudowe i regeneracje skory.

Jedng z metod leczenia ran jest zastosowanie réznego rodzaju konstruktéw tkankowych opartych
na rusztowaniach i umieszczonych w nich komérkach. Rusztowania, najczesciej zelowe, powinny by¢
biokompatybilne i nie wywieraé efektéw cytotoksycznych oraz nie indukowaé proceséw i mmunologicz-
nych (zapalenia, reakcji alergicznych). W rusztowaniach umieszcza sie ré6znego rodzaju komorki, naj-
czesciej wyhodowane in vitro, takie jak keratynocyty, fibroblasty lub mezenchymalne komérki macierzy-




PL 237 001 B1 3

ste. Wcigz poszukuje sie nowych biomateriatow, ktore nie bedg wywieraty efektéw niepozgdanych oraz
jednoczes$nie bedg stymulowaty gojenie ran. Przykiadem takiego materiatu jest zel fibrynowy.

Bardzo wazng wiasciwoscig rusztowan zelowych jest réwniez ich struktura, ktéra powinna po-
zwalaé na przenikanie substancji odzywczych/czynnikéw wzrostu do komérek. Pozwala to na przezy-
cie komérek nawet przez wiele dni w zelu oraz ich migracje z zelu do miejsca rany. Takie komorki
mogq nastepnie odbudowywaé naskoérek i skére wtasciwg poprzez proliferacje/podziaty komérek oraz
wytwarzanie czynnikéw wzrostu, ktére w sposob parakrynny stymulujg gojenie rany.

Konwencjonalne materiaty opatrunkowe na rany wykonane sg z kwasu alginowego lub polimeru
syntetycznego i stuzg jedynie do ochrony powierzchni rany. Istniejg rowniez opatrunki, ktére wchiania-
jg wysiek z rany oraz zachowujg wilgotne Srodowisko rany przez co przyspieszajg regeneracje. Mate-
rialy te majg niewielki wplyw na pobudzanie infiltracji komérek zaangazowanych w gojenie sie rany.
Istniejg rowniez materiaty opatrunkowe, ktére stymulujg gojenie rany zapewniajgc komérkom, infiltru-
jacym rane, rusztowanie, dzieki ktéremu mogg one lepiej spenetrowaé ubytek w tkance i odtworzy¢
go. Chociaz opracowano rdézne syntetyczne i naturalne materiaty do regeneracji tkanek, czesto wywo-
tujg one odpowiedz i mmunologiczng organizmu. Ponadto sg one pochodzenia zwierzecego i niosg
potencjalne ryzyko infekcji wirusowej lub innej. W zwigzku z tym wcigz poszukuje sie materiatéw, ktére
majg lepszg kompatybilno$¢ biologiczng niz te catkowicie sztuczne, stanowig mniejsze ryzyko zaka-
zenia i zapewniajg tkankom wtasciwe i biomechaniczne wiasciwosci po regeneraciji.

Do tego typu materiatédw nalezg samoorganizujgce sie peptydy, ktére tworzg hydrozele i sg no-
wymi biomateriatami stosowanymi w inzynierii tkankowej. Samoorganizujgce sie peptydy posiadajg
sekwencje aminokwasowg z powtdrzeniami naprzemiennie utozonych natadowanych aminokwaséw
hydrofitowych i neutralnych aminokwaséw hydrofobowych. W swojej sekwencji aminokwasowej posia-
dajg aminokwasy ktére w tafcuchach bocznych posiadajg naprzemienne tadunki dodatnie i ujemne.
Hydrozele peptydowe ulegajg biodegradaciji, a produkty degradacji nie majg niepozgdanego wptywu
na tkanki i posiadajg wysokg bioabsorbowalno$é. Ponadto hydrozele peptydowe sg produktami synte-
tycznymi, powstatymi podczas syntezy chemicznej, przez co pozbawione sg ryzyka zakazen pocho-
dzenia zwierzecego. Peptydy takie samoorganizujg sie w hydrozele zawierajgce nanowtékna o $red-
nicy okoto 10 nm do 20 nm, ktére uktadajg sie w sieé. Tak utworzona struktura sieci ma rozmiary wi6-
kien i wielkosci poréw zblizone do naturalnej macierzy pozakomérkowej (ECM). Stad znalazly one
zastosowanie jako rusztowania do hodowli komoérkowe;.

Hydrozele peptydowe mozna wykorzystac jako substancje utatwiajgce gojenie sie ran. Mozna
je rébwniez stosowac do gojenia ran przewlektych, takich jak zmiany skérne i owrzodzenia cukrzyco-
we. Hydrozele peptydowe mozna réwniez stosowa¢ do wzmozonej regeneracji tkanek w nieopera-
cyjnych ranach. Mogg one by¢ wstrzykiwane, przez co nie ma potrzeby powiekszania rozmiaru rany
podczas zabiegu chirurgicznego. Hydrozel nie musi mie¢ ksztattu dopasowanego do rany a raczej
wypetnia miejsce rany tak, jak ciecz przez co jest tatwy w uzyciu i tatwo penetruje mikroszczeliny na
jej krawedziach.

Alternatywnie lub dodatkowo, zele peptydowe mogg by¢ stosowane jako Srodki wypetniajgce. Na
przyktad, zele peptydowe lub ich roztwory mogg byé wstrzykiwane pod skére w celu wypetnienia ubyt-
kow tkankowych, powstatych na skutek operacji czy blizn. Mogg by¢ réwniez stosowane w medycynie
estetycznej zamiast zastrzykéw z kolagenu lub z kwasu hialuronowego, po to aby pobudzi¢ zwiotczatg
skoére do produkcji kolagenu i wypemnié zmarszczki. Duze wgtebienia mogg réwniez powstaé w wyniku
duzych ran podskornych, na przyktad ciezkich uszkodzen czaszki lub zuchwy. Zele peptydowe mozna
stosowac do ich wypetniania. Hydrozele peptydowe mogg réwniez stuzy¢ do powiekszania piersi. Mozna
je wstrzykiwaé réwniez podskornie, aby powodowac rozcigganie skéry potrzebnej do zabiegu chirurgicz-
nego (np. przeszczep skory). Cisnienie powstate na skutek wstrzykniecia hydrozelu rozcigga istniejgcg
skore. Organizm, aby ztagodzié to ciSnienie, wytwarza wiecej skdry w obszarze hydrozelu.

Hydrozele peptydowe mogg by¢ stosowane do wzmacniania wewnetrznych tkanek. Na przy-
ktad, mogg by¢ wstrzykiwane do cewki moczowej, aby zapobiec rcfluksowi. W powigzanym zasto-
sowaniu opisane tutaj zele mozna stosowaé do embolizacji. Na przyktad, zele peptydowe mogg byé
wstrzykiwane do naczyn krwiono$nych wokot guza lub naczyn, ktére zostaty odciete podczas ope-
racji, aby zatrzymacé przeptyw krwi. Alternatywnie lub dodatkowo, zele mogg byé wstrzykiwane po-
miedzy tkanki, szczegdlnie po zabiegu chirurgicznym, aby zapobiec przyleganiu tkanek. Zele
wstrzykniete w otwarte rany mogg pomac w zapobieganiu przylegania opatrunkéw do lezacych pod
nimi tkanek. Alternatywnie, zele mozna wstrzykiwaé pod brzuszng okostng, aby zapobiec tworzenie
zrostow po operacji brzusznej. Hydrozele mozna takze wstrzykiwaé do miesnia sercowego, aby
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stymulowaé wytwarzanie mie$ni serca, co opisano w amerykanskim zgtoszeniu wynalazku
US 2004/0242469, czy US 7 429 567.

Hydrozele mozna réwniez wykorzystywaé do leczenia wad ortopedycznych, gdzie zele samoor-
ganizujgce sie mogg byé umieszczone wokét implantéw dentystycznych, aby wypetni¢ luke pomiedzy
implantem i otaczajgcg go tkankg oraz wzmocni¢ wrastanie tkanki w implanty. Zele mozna wstrzyki-
wac do zdeformowanej chrzastki lub defektéw kostno-chrzestnych, aby zapobiec tworzeniu sie blizny
i zwiekszy¢ swobode ruchu. Zele mogg byé réwniez stosowane do powlekania wewnetrznych po-
wierzchni lub wypetniania poréw w rusztowaniach kostnych (US 8,546,529 B2; US 9.670.249). Alter-
natywnie lub dodatkowo, czgsteczki ceramiczne, zwtaszcza krystaliczne, pétkrystaliczne lub bezpo-
staciowe materialy z fosforanu wapnia, mozna tgczyé z roztworami peptydu w celu wytworzenia kom-
pozycji do wstrzykiwania.

W dowolnym z opisanych powyzej zastosowan roztwory peptydéw mozna wstrzykiwaé przed
zzelowaniem w dowolnym miejscu, do ktérego bedg zdolne dotrzeé jednowarto$ciowe jony z otacza-
jacej tkanki. Na przyktad, gdy wymagana jest diuga lub waska igta lub gdy korzystne jest, aby zel
przeniknat gestg tkanke, wowczas wstrzykniecie przed zzelowaniem pozwala na to, ze ptynny mate-
riat, ktéry generuje mniejsze przedwcisnienie podczas wstrzykiwania, bedzie lepiej przenikat do ge-
stych tkanek wioknistych i pomiedzy zmineralizowanymi fragmentami kostnymi. Zamiast sptywac po
stronie rany, ptyn ulega samozasilaniu nawet przed wystawieniem na dziatanie elektrolitu. Gdy sita
jonowa ptynu w miejscu wstrzykniecia jest niewystarczajgca, roztwér peptydu mozna wstrzykngé po
zelowaniu lub mozna dokona¢ dostrzyku z samym roztworem elektrolitu.

Opcjonalnie do zeli peptydowych mozna dodaé jedng lub wiecej biologicznie aktywnych sub-
stancji, na przyktad, terapeutycznie aktywnych zwigzkéw lub chemoatraktantow. Przyktady takich
zwigzkoéw obejmujg syntetyczne czgsteczki organiczne, naturalnie wystepujgce czgsteczki organiczne,
czgsteczki kwasu nukleinowego, biatka biosyntetyczne, takie jak chemokiny i modyfikowane naturalnie
wystepujace biatka. Zele peptydowe mogg rowniez stuzyé jako nosniki dla lekéw przeciwzapalnych lub
przeciwbdlowych. Poniewaz ulegajg stosunkowo szybkiej degradacji, mozna do nich dodaé $rodki
przeciwzapalne lub przeciwbdlowe bez obawy, ze bedg w sposob ciggty dostarczane w miejscu rany
przez wiele miesiecy. Ponadto silne $rodki przeciwbdlowe mogg by¢ dostarczane Iokalnie do miejsca
rany, bez koniecznosci ich systematycznego aplikowania. Hydrozele peptydowe mogg réwniez stuzy¢
do podawania lekéw przeciwnowotworowych w Scisle okre$lone miejsce. Lek taki moze sie uwalniaé
szybko lub przez okres kilku dni lub tygodni w zaleznoéci od budowy hydrozelu peptydowego. Alterna-
tywnie lub dodatkowo, $rodki przeciwnowotworowe mogg by¢ lokalnie dostarczane do miejsca, z kt6-
rego usunieto nowotwor. Zele peptydowe mogg byé stosowane jako magazyny lekéw do przechowy-
wania lekéw i uwalniania ich przez dlugi czas np. biatka ktére mogg by¢ uwalniane przez okres dni,
tygodni lub miesiecy bez utraty ich aktywnos$ci biologicznej. Biologicznie aktywne substancje mogag
by¢ réwniez kowalencyjnie zwigzane z fancuchami peptydowymi, pod warunkiem ze nie zaburzg one
samoorganizacji tancuchéw peptydowych.

Znane s hydrozele peptydowe RADA gdzie do sekwencji samoorganizujgcego sie hydrozelu
dotgczona jest sekwencja aminokwasowa odpowiedzialna za rozpoznawanie komodrki. Sekwencja
peptydowa RADA zostata opisana w patentach USA nr 5,670,483 B i US 5,955,343 B oraz w zgtosze-
niu patentowym US 09/778200 A. Hydrozele takie promujg proliferacje komérek oraz mogg dziataé jak
chemoatraktanty. Aby zwiekszyé wytrzymato$¢ mechaniczng rusztowan peptydowych do sekwenciji
aminokwasowej peptydu mozna wprowadzié reszte cysteiny. Umozliwia ona tworzenie sieciujgcych
wigzan disulfidowych. Okres péttrwania in vivo rusztowan moze by¢ takze modulowany przez wtgcze-
nie w sekwencje aminokwasowg miejsc ciecia przez proteazy (najczesciej metaloproteinazy), umozli-
wiajgc szybkg, enzymatyczng degradacje rusztowania peptydowego.

Materiat do gojenia sie rany i rekonstrukcji skory wedtug niniejszego wynalazku zawiera ja-
ko gtéwny sktadnik samoorganizujgcy sie amfifilowym peptyd, majgcy od 28 do 200 reszt aminokwa-
sowych. Fragment peptydu posiada okresowe powtdrzenia naprzemiennych aminokwaséw hydrofito-
wych i aminokwasow hydrofobowych, ktore tworzg stabilng strukture p-kartki w wodnym roztworze
w obecnoéci jednowarto$ciowego jonu. Ponadto, C-koniec peptydu jest amidem. W zgtoszeniu tym
aminokwas hydrofitowy kwasowy to kwas asparaginowy lub kwasu glutaminowy oraz hydrofilowy ami-
nokwas zasadowy to arginina, lizyna lub histydyna. Alanina, walina, leucyna, izoleucyna, metionina,
fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan, seryna, treonina lub glicyna mogg byé stosowane jako aminokwasy
hydrofobowe. Dla samoorganizujgcych sie peptydéw mozna zastosowaé sekwencje z okresowymi
powtorzeniami naprzemiennie argininy, alaniny, kwasu asparaginowego i alaniny (RADA).
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CEL WYNALAZKU

Celem wynalazku jest dostarczenie nowych struktur peptydu RADA, sposobu ich wytwarzania
oraz zastosowanie samoorganizujgcych sie hydrozeli peptydowych do regeneracji skéry. Hydrozele te
skfadajg sie wytgcznie z peptyddw, ktore ulegajg samoorganizacji. Peptydy RADA-2, 3, 4 i 6 majg
od 28 do 36 reszt aminokwasowych i wystepujg w postaci ciektej, gdy pH roztworu nie jest wyzsze niz
5,0 ale zwiekszajgc jego pH powyzej 5,0 do ok. 8,0 peptydy o stezeniu 0,25-1% w/w formujg sie
w nanowtdkna, okoto 10 nm $rednicy, w wyniku czego roztwor peptydu tworzy hydrozel.

Peptydy te posiadajg trzy charakterystyczne fragmenty sekwencji aminokwasowej tj. fragment
pierwszy posiada sekwencje aminokwasowg RADARADARADARADA, fragment drugi sekwencije
aminokwasowg specyficzng dla elastazy neutrofilowej AAPV, enzymu uczestniczgcego w przebudo-
wie uszkodzonej skory, a fragment trzeci to sekwencja aminokwasowa o potwierdzonych wtasciwo-
Sciach proproliferacyjnych, regeneracyjnych, angiogennych lub przeciwzapalnych.

Istotg wynalazku jest uzycie sekwencji aminokwasowej specyficznej dla elastazy, ktéra po
cieciu enzymatycznym uwalnia sekwencje aktywng biologicznie do otoczenia. Znane sg przyktady
hydrozeli zawierajgcych w sekwencji miejsce ciecia dla metaloproteinaz. Sekwencje te sg wprowa-
dzane w celu przyspieszenia degradaciji rusztowania peptydowego w otoczeniu komérek. W niniej-
szym wynalazku sekwencja specyficzna dla enzymu stanowi miejsce odciecia peptydu o okreslonej
aktywnosSci biologiczne;.

Biomateriat stuzagcy do gojenia sie rany i rekonstrukcji skéry wedtug niniejszego wynalazku
przyspiesza gojenie obszaru rany ssakoéw, a jednoczes$nie materiat nie posiada ryzyka zwigzanego
z wywotaniem reakcji alergicznej czy przenoszenia choroby zakaznej. Biomaterialy te mogg znalezé
zastosowanie jako $rodki do regeneracji tkanki ztozonej i/lub leczenia ran wywotanych przez uszko-
dzenia mechaniczne i/lub chemiczne i/lub termiczne i/lub radiacyjne i/lub operacje chirurgiczne i/lub
inne stany patologiczne.

Przedmiotem wynalazku jest zwigzek o ogélnym wzorze:

R-(G)3-B-(G)3-O-NH:

gdzie:
R- oznacza sekwencje aminokwasowg RADARADARADARADA
B oznacza sekwencje aminokwasowg AAPV specyficzng dla elastazy neutrofilowej
G oznacza aminokwas o nazwie glicyna
O oznacza sekwencje aminokwasowg aktywng biologicznie w zakresie przyspieszenia gojenia
ran skory.
Zwigzek, gdzie O = HK, KGHK, RDKVYR, RLIDRTNANF
Zwigzek posiada sekwencje przedstawiong na Seq.ID 1-4.
Sposo6b otrzymywania zwigzku zdefiniowanego powyzej, ktdéry obejmuje nastepujgce etapy:
a) przygotowanie zywicy amidowej TentalGel R RAM,;
b) deprotekcje ostony blokujgcej Fmoc, w 20% roztworze piperydyny w DMF;
C) przemywanie zywicy 4 x DMF,;
d) wykonanie testu chloranilowego;
e) reakcje acylowania poprzez przytgczenie Fmoc-chronionego aminokwasu wspomagane
promieniowaniem mikrofalowym, przy uzyciu 0,5 M roztworu DIC w DMF oraz
1 M (Flydroksyimino)cyjanooctanu etylu;
f) przemywanie zywicy DMF;
g) wykonanie testu chloranilowego;
h) powtarzanie etapéw od b) do g) az do momentu uzyskania peptydu z zastrzezenia 1;
i) odszczepienie peptydu od zywicy z jednoczesnym usunieciem oston znajdujgcych sie
na faricuchach bocznych za pomocg mieszaniny TFA:TIPSI:H20 (92:4:4, vivi);
j) odsaczenie, wytrgcenie eterem schtodzonym w ciektym azocie, rozpuszczenie osadu
Et.0O, przemycie trzykrotne i liofilizacja;
k) analizie i oczyszczanie za pomocg HPLC,;
I) wykonanie widm spektrometrii mas w celu potwierdzenia tozsamosci peptydu.
Sposo6b zelowania zwigzku zdefiniowanego powyzej, ktéry obejmuje nastepujace etapy:
a) 5 mg peptydu odwaza sie do naczynia, dodaje sie 0,5 ml wody Mili-Q, miesza sie,
b) naczynie odstawia sie w temperaturze pokojowej na 2 h do uzyskania p6tptynnego roz-
tworu, nastepnie dodaje sie 0 2 ml PBS o pH 7,4,
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¢) uzyskany roztwor inkubuje sie przez 1 h w temperaturze pokojowej, nastepnie usuwa
sie nadmiar cieczy z powierzchni zelu.

Sposob, gdzie peptyd RADA o Seq. ID 4 w etapie b) umieszcza sie w cieplarce w temperatu-
rze 37°C na 3 godziny po uptywie tego czasu uzyskuje sie gesty zel.

Kompozycja farmaceutyczna, ktdra zawiera zwigzek okre$lony powyzej oraz co najmniej jeden
dopuszczalny farmaceutycznie rozcienczalnik.

Kompozycja farmaceutyczna moze by¢ aplikowana miejscowo a takze stosowana doodbytniczo.

Kompozycja farmaceutyczna, gdzie aplikacje mogg byé w formie roztworu lub hydrozelu.

Kompozycja ma zastosowanie do pobudzania gojenia i regeneracji ran, w tym do odtwarzania
wytwordw skéry i miesnidwki.

Zwigzek okreslony powyzej do zastosowania do pobudzania gojenia ran wywotanych przez
uszkodzenia mechaniczne, chemiczne, termiczne, radiacyjne, operacje chirurgiczne lub stany patolo-
giczne.

Zwigzek do zastosowania do pobudzenia gojenia ran nastepuje poprzez przyspieszone naskoér-
kowanie rany.

Zwigzek do zastosowania do gojenia ran obejmuje rany skoéry, naskérka, mieszkédw wiosowych,
wioséw, gruczotdéw potowych i miesnidwki.

Zestaw do pobudzenia gojenia ran, ktéry zawiera zwigzek okre$lony w zastrzezeniu 1 oraz
urzadzenie aplikujgce.

Zestaw, gdzie urzgdzeniem aplikujgcym moze by¢ na przyktad cewnik, igta, strzykawka lub ich
kombinacja.

OkresSlenia stosowane powyzej oraz w opisie i zastrzezeniach patentowych, majg nastepujgce
znaczenie:

Termin ,zranienie” odnosi sie do rany, takiej jak otarcie oparzenie, rozerwanie, owrzodzenie
podudzi, rany szarpane, gtebokie ciecie, przeszczep narzadu, rana po kuli, naciecie, owrzodzenie
dolnej czesci nogi, odlezyna, blizna po oparzeniu, zadrapanie, spalona skéra, obolata skéra, blizna
odlezynowa, rana kiuta, przeszczep, wrzdd zylny lub rana zwigzana z operacjg lub po operacji
plastyczne;.

Termin ,rekonstrukcja skoéry” odnosi sie do odbudowanej skéry w chirurgii plastycznej w miej-
scu po zabiegu, na przyktad wyciecie skory, pryszcze, depilacjg blizn potrgdzikowych, blizng przero-
stowg, keloid, znamie i nevus pigmentosus.

Termin ,rusztowania” oznacza strukture przestrzenng sieci nanowtékien, stanowigcych podpo-
re (rusztowanie) dla namnazajgcych sie komorek, tkanek czy narzgdow.

Termin ,samoorganizujacy sie peptyd” — oznacza peptyd, ktéry w okreSlonych warunkach
samoistnie, bez ingerencji cztowieka tworzy strukture nanowtékna.

Opis figur:

Fig. 1 - przedstawia chromatogram oczyszczonego peptydu RADA-2

Fig. 2 - przedstawia chromatogram oczyszczonego peptydu RADA-3

Fig. 3 - przedstawia chromatogram oczyszczonego peptydu RADA-4

Fig. 4 - przedstawia chromatogram oczyszczonego peptydu RADA-6

Fig. 5 - przedstawia widmo ESI-MS jon6éw wielokrotnie natadowanych odpowiadajgcych masie po
dekonwolucji (3210.284) peptydu RADA-2

Fig. 6 — przedstawia widmo ESI-MS jon6éw wielokrotnie natadowanych odpowiadajgcych masie po

dekonwolucji (2658.042) peptydu RADA-3

Fig. 7 - przedstawia widmo ESI-MS jon6éw wielokrotnie natadowanych odpowiadajgcych masie po
dekonwolucji (2844.438) peptydu RADA-4

Fig. 8 - przedstawia widmo ESI-MS jon6éw wielokrotnie natadowanych odpowiadajgcych masie po
dekonwolucji (3595.448) peptydu RADA-6

Fig. 9 - przedstawia zdjecia hy drozeli RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 w naczyniach

Fig. 10 — przedstawia widma CD dla peptydéw RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 (0.25 mg/ml)

Fig. 11 — przedstawia zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) dla peptydow
RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 (0.2 mg/ml)

Fig. 12 — przedstawia zdjecia z mikroskopu sit atomowych (AFM) dla peptydéw RADA-2, RADA-3,
RADA-4 i RADA-6 (0.001%)
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przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-2 w wodzie. Stabilno$¢ byta badana w cza-
sie 24 godzin. Obecnos$¢ peptydu RADA-2 byla monitorowana za pomocg techniki HPLC
z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-3 w wodzie. Stabilno$é byta badana w cza-
sie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-3 byla monitorowana za pomocg techniki HPLC
z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-4 w wodzie. Stabilno$¢ byta badana w cza-
sie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-4 byla monitorowana za pomocg techniki HPLC
z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-6 w wodzie. Stabilno$¢ byta badana w cza-
sie 24 godzin. Obecno$¢ zwigzku RADA-6 byla monitorowana za pomocg techniki HPLC
z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-2 w osoczu ludzkim. Stabilno$é byta bada-
na w czasie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-2 byta monitorowana za pomocg techniki
HPLC z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-3 w osoczu ludzkim. Stabilno$¢ byta bada-
na w czasie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-3 byta monitorowana za pomocg techniki
HPLC z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-4 w osoczu ludzkim. Stabilno$é byta bada-
na w czasie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-4 byta monitorowana za pomocg techniki
HPLC z detektorem PDA.

przedstawia badania stabilnosci peptydu RADA-6 w osoczu ludzkim. Stabilno$é byta bada-
na w czasie 24 godzin. Obecno$¢ peptydu RADA-6 byta monitorowana za pomocg techniki
HPLC z detektorem PDA.

przedstawia wptyw peptydu RADA-1 na proliferacje (test XTT) keratynocytéw HaCaT

i fibroblastéw 46BR.1N oraz jego cytotoksyczno$é wobec tych komorek (test LDH). Wykresy
przedstawiajg zestawienie wynikéw z 3 cykli doswiadczen (w kazdym 4 powtérzenia, n = 12).
*— réznice istotne statystycznie wzgledem kontroli (komérki hodowane w medium bez suro-
wicy), test U-Manna Whitneya (p < 0,05, n = 12); FBS — kontrola pozytywna w tescie XTT
(komorki hodowane w medium z 10% surowicy), TRITON X — kontrola pozytywna w te-
Scie LDH (komérki inkubowane w medium z dodatkiem 1% triton X, maksymalna cytotok-
syczno$6).

przedstawia wptyw peptydu RADA-3 na proliferacje (test XTT) keratynocytéw HaCaT i fi-
broblastéw 46BR.1N oraz jego cytotoksyczno$¢ wobec tych komoérek (test LDH). Wykresy
przedstawiajg zestawienie wynikéw z 3 cykli doswiadczen (w kazdym 4 powtdrzenia, n = 12).
*- r6znice istotne statystycznie wzgledem kontroli (komérki hodowane w medium bez suro-
wicy), test U-Manna Whitneya (p < 0,05, n = 12); FBS — kontrola pozytywna w tescie XTT
n = 12). (komérki hodowane w medium z 10% surowicy), TRITON X — kontrola pozytywna
w tescie LDH (komérki inkubowane w medium z dodatkiem 1% triton X, maksymalna cyto-
toksycznosc).

przedstawia wptyw peptydu RADA-4 na proliferacje (test XTT) keratynocytéw HaCaT i fi-
broblastéw 46BR.1N oraz jego cytotoksyczno$¢ wobec tych komoérek (test LDH). Wykresy
przedstawiajg zestawienie wynikéw z 3 cykli doswiadczen (w kazdym 4 powtdrzenia, n = 12).
*— r6znice istotne statystycznie wzgledem kontroli (komérki hodowane w mediu bez surowi-
cy), test U-Manna Whitneya (p<0,05, n=12); FBS- kontrola pozytywna w tescie XTT (ko-
morki hodowane w medium z 10% surowicy), TRITON X — kontrola pozytywna w tescie
LDH (komorki inkubowane w medium z dodatkiem 1% triton X, maksymalna cytoto-
ksyczno$g6).

przedstawia wptyw peptydu RADA-6 na proliferacje (test XTT) keratynocytéw HaCaT i fi-
broblastéw 46BR.1N oraz jego cytotoksyczno$¢ wobec tych komoérek (test LDH). Wykresy
przedstawiajg zestawienie wynikéw z 3 cykli doSwiadczen (w kazdym 4 powtérzenia,
n = 12). *~ rbznice istotne statystycznie wzgledem kontroli (komérki hodowane w medium
bez surowicy), test U-Manna Whitneya (p<0,05, n=12); FBS- kontrola pozytywna w tescie
XTT (komérki hodowane w medium z 10% surowicy), TRITON X — kontrola pozytywna
w tescie LDH (komérki inkubowane w medium z dodatkiem 1% triton X, maksymalna cyto-
toksycznosc).
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Fig. 25 — przedstawia zdjecia skornych fibroblastéw pierwotnych hodowanych przez 11-dni na hydro-
zelach peptydowych RADA-3 (1%) i RADA-6 (1%) (wybarwione komorki zywe).

Fig. 26 — przedstawia udziat procentowy (mediana z 3 powtérzen) zaktywowanych komérek: limfocy-
tow T cytotoksycznych (CTL), komérek NK (Natural Killer) oraz pomocniczych (Th) po
24 godz. (lewy panel) oraz 48 godz. (prawy panel) inkubacji z zelami RADA-1 (kontrola —
peptyd o sekwencji RADARADARADARADA), RADA-2, RADA-3 oraz RADA-6. Analiza
aktywacji opierata sie na badaniu ekspresji charakterystycznych markeréw: CD25, CD69,
CD71, HLA-DR.

Fig. 27 — przedstawia udziat procentowy (mediana z 3 powtérzen) zaktywowanych komoérek dendry-
tycznych (DC) po 24 godz. (lewy panel) oraz 48 godz. (prawy panel) inkubacji z zelami RA
DA-1 (kontrola — peptyd o sekwencji RAD AR AD ARAD ARAD A), RADA-2, RADA-3 oraz
RADA-6. Analiza aktywacji opierata sie na badaniu ekspresji charakterystycznych marke-
réw: CD11, CD80, CD83.

Fig. 28 — przedstawia kinetyki zarastania ran skéry po zastosowaniu peptydéw RADA. Na wykresach
pokazano $rednig powierzchnie rany wzgledem powierzchni poczatkowe;j.

Fig. 29 — przedstawia preparaty histologiczne z wczesnych faz gojenia rany. Preparaty pobrane zo-
staty w dniu 4 po zranieniu po podaniu: u géry po lewej soli fizjologicznej (kontrola); u géry
po prawej — hydrozelu RADA-1 (kontrola — peptyd RADARADARADA); na dole po lewej —
CD11 hydrozelu RADA-6; na dole po prawej hydrozelu RADA-3.

Fig. 30 — przedstawia preparaty histologiczne skér mysich po podaniu hydrozeli peptydowych. Skéry
pobrano w dniu 21 po zranieniu po podaniu: od goéry po lewej kontrola (brak podawane;j
substancji); hydrozelu RADA-1 (kontrola — peptyd RADARADARADARADA); hydrozelu
RADA-2; na dole od lewej hydrozelu RADA-3, hydrozelu RADA-4, hydrozelu RADA-6.

Fig. 31 — przedstawia preparat histologiczny skéry mysiej z odtworzong mie$niéwka po podaniu hy-
drozelu RADA-4.

RADA-2: RADARADARADARADAGGGAAPVGGGRDKVYR (SEQ ID nr 1)

RADA-3: RAD ARADARADARADAGGGAAPVGG-GHK (SEQ ID nr 2)

RADA-4: RADARADARADARADAGGGAAPVGGGKGHK (SEQ ID nr 3)

RADA-6: RADARADARADARADAGGGAAPVGGGRLIDRTNANF (SEQ ID nr 4).

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania, nie stanowigce jego ograniczenia:

Przyktad1

Synteza chemiczna

Samosktadajgcy sie peptyd stosowany w niniejszym wynalazku jest syntetyzowany chemicznie,
nie zawiera niebezpiecznych sktadnikow macierzy pozakomérkowej pochodzenia zwierzecego. Nie
ma wiec potencjalnego ryzyka zakazenia, w tym BSE, przez co samoorganizujgcy sie peptyd jest bez-
pieczny dla zastosowan medycznych.

Synteza peptydéw RADA-2, 3, 4 i 6 zostata wykonana na no$niku statym w automatycznym
syntezatorze mikrofalowym Liberty Blue™ (CEM Corporation), zgodnie z metodologig chemii Fmoc.
W syntezie wykorzystano zywice TentaGel R RAM o stopniu osadzenia réwnym 0.18 mmol/g.

Odczynniki wykorzystane do syntezy:

DMF suszony nad sitami molekularnymi A3 oraz A4, 0.2 M roztwory N* — Fmoc-pochodnych amino-
kwasoéw w DMF: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc- Asp(OtBu)-OH, Fmoc-
Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
Thr({tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, 20% roztwér piperydyny w DMF,
1 M Oxyma pure ((Hydroksyimino)cyjanooctan etylu) w DMF, 0,5 M DIC w DMF, 0,5 M N-Ace-
tyloimidazol w DMF.

W pierwszym etapie syntezy odblokowano grupe aminowg na statym noéniku, ostonietg ugru-
powaniem Fmoc (9H-fluoren-9-ylo-metyloksykarbonylowym). Etap ten wykonano traktujgc zywice 20%
roztworem piperydyny w DMF i poddajgc jg promieniowaniu mikrofalowemu o mocy 125 W przez
25 sekund (temperatura réwna 70°C), nastepnie mocg réwng 30 W w czasie 65 sekund (temperatura
w zakresie 89—90°C). Staty nosnik przesgczono i przemywano 4-krotnie DMF. Pierwsza N-chroniona
reszta aminokwasowa zostata przytgczona do nosnika statego z wykorzystaniem 0,5 M roztworu DIC
w DMF jako odczynnika sprzegajgcego oraz 1 M roztworu Oxymy pure ((Hydroksyimino)cyjanooctan
etylu), jako supresora racemizacji. W reakcji acylowaniu uzyto 4-krotnego nadmiaru aminokwasu
w stosunku do osadzenia statego nos$nika. Reakcje sprzegania prowadzono wykorzystujac indukcje
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mikrofalowg 0 mocy 170 W przez 15 sekund (temperatura réwna 75°C), nastepnie o0 mocy 30 W przez
110 sekund, utrzymujgc temperature w zakresie 89-90°C. Peptydylozywice przesgczono i dodano
roztwor 20% piperydyny w DMF, w celu odblokowania grupy N-chronionej pierwszej, reszty (chronio-
nej ugrupowaniem Fmoc). Etap deprotekcji prowadzono z wykorzystaniem promieniowania mikrofalo-
wego 0 mocy 125 W przez 25 sekund (temperatura réwna 70°C), nastepnie mocg réwng 30 W w cza-
sie 65 sekund (temperatura w zakresie 89-90°C). Peptydylozywice przesaczono i przemyto 4-krotnie
DMF. Przytgczenie kolejnych N-ostonietych aminokwasowych reszt oraz deprotekcje ich N-chro-
nionych grup funkcyjnych wykonano analogicznie do powyzszego opisu. Po zakonczeniu syntezy
peptydylozywice wytrzgsano przez 6 godzin w 0,5 M N-acetyloimidazolu w celu wprowadzenia gru-
py acetylowej na N-koncowym fragmencie peptydu. Po zakonczeniu reakcji, peptydylozywice prze-
myto 4-krotnie DMF, nastepnie 3-krotnie MeOH i pozostawiono jg na noc w prézniowym eksykatorze.
Opisana procedura syntezy zostata zastosowana dla wszystkich peptydéw: RADA-2, RADA-3,
RADA-4, RADA-6.

Odszczepienie peptydu od nosnika:

Do odczepienia peptydu z no$nika z jednoczesnym usunieciem oston bocznych uzyto miesza-
niny 75,3% TFA (SigmaAldrich) + 6,7% H20 + 6,7% fenol + 1,3% TIPSI + 6,7% tioanizol (SigmaAldrich)
+ 3,3% DODt (SigmaAldrich) + 6,7% tioanizol(SigmaAldrich) (v/viviviviv). Reakcje prowadzono
przez trzy i pét godziny z wykorzystaniem wytrzgsarki laboratoryjnej, a nastepnie zywice odsaczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, przemyto kwasem trifluorooctowym, a przesgcz odparowano do nie-
wielkiej objetosci przy pomocy wyparki prézniowej. Otrzymany roztwér zalano schtodzonym do tem-
peratury 4°C eterem dietylowym, a nastepnie zwirowano (20 min). Osad przemyto trzykrotnie Et>O
w celu usuniecia zanieczyszczen (wirujgc po kazdym przemyciu), po czym pozostawiono do wysu-
szenia w eksykatorze proézniowym. Tak uzyskany surowy produkt zostat rozpuszczony w wodzie
i poddany procesowi liofilizacji. Procedura zostata zastosowana dla wszystkich peptydéw: RADA-2,
RADA-3, RADA-4, RADA-6.

Oczyszczanie:

Zwigzek zostat oczyszczony z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.
Produkt surowy syntezy zostat rozpuszczony w wodzie i naniesiony na kolumne semipreparatywng
Jupiter® Proteo C12 (Phenomenex) o wymiarach 250 x 21,2 mm, 90 A, 4 um. Rozdziat chromato-
graficzny przeprowadzono w liniowym gradiencie 5-100% B w 120 min z wykorzystaniem eluentéw:
A=0,1% TFAw H0iB =0,1% TFA, 40% ACN w H20. Przeptyw eluentéw wynosit 15 ml/min, de-
tekcja UV przy L = 223 nm. Procedura zostata zastosowana dla wszystkich analogéw: RADA-2,
RADA-3, RADA-4, RADA-6.

Chromatogramy oczyszczonych peptydéw RADA znajdujg sie na Fig. 1 do Fig. 4. Oczyszczone
peptydy mogg by¢ przechowywane w postaci proszku w temperaturze 4°C.

Charakterystyka otrzymaneqgo produktu — HPLC oraz spektrometria masowa:

Uzyskane surowe produkty poddano analizie chromatograficznej z wykorzystaniem wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej na fazach odwréconych (RP-HPFC). Kolumna chromatograficzna:
Jupiter 4 um Proteo 90 A, 250 x 4.6 mm. Uktad faz: A = 0,1% TFA w wodzie, B = 0,1 % TFA, 80%
ACN w wodzie, przeptyw 1 mi/min, detekcja UV przy A = 223 nm, gradient 5% B — 100% B w 60 mi-
nut. Mase czgsteczkowg zwigzkéw potwierdzono za pomocg spektrometru masowego FC-MS ESI
TOF na kolumnie Kromasil C8, 5 um 100 A (250 mm x 1 mm). Teoretyczna, $rednia masa czastecz-
kowa zwigzkéw, masa eksperymentalna oraz czasy retencji zostaty przedstawione w tabeli ponize;.
Surowe widma masowe peptydow RADA znajdujg sie na Fig. 5§ do Fig. 8.

NAZWA tr MASA MASA
TEORETYCZNA | EKSPERYMENTALNA

RADA-2 17.038 3211.445 3210.284

RADA-3 15.455 2658.810 2658.042

RADA-4 15.300 2844.041 2844.438

RADA-6 23.073 3594.83 3595.448
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Wymiana przeciwionu trifluorooctowego na jon octanowy:

Wymiana przeciwjonu trifluorooctowego na jon octanowy zostata wykonana ma kolumience
Strata C18-E (55 um, 70 A) wedtug procedury:

na zréwnowagowang kolumne naniesiono peptyd rozpuszczony w wodzie,
postep wigzania sie peptydu ze ztozem kolumienki byt monitorowany przy pomocy wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej w ukfadzie faz odwréconych,

e po zwigzaniu sie peptydu na kolumience, przemyto jg 0,1 M wodnym roztworem octanu
amonu.

e peptyd wyeluowano za pomocg 0,1 M roztworu octanu amonu w MeOH.

Uzyskany eluat odparowano przy pomocy wyparki prdézniowej, a nastepnie odsublimowano
nadmiar octanu amonu na liofilizatorze. W celu usuniecia resztek amonu, liofilizat ponownie rozpusz-
czono w wodzie i powtoérnie zliofilizowano. Procedura zostata wykonana dla wszystkich peptydow:
RADA-2, RADA-3, RADA-4, RADA-6.

Przyktad2

Procedura zelowania peptydéw samoorganizujacych sie¢ RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6

Procedura zelowania samoorganizujgcych sie peptydéw w tym zgtoszeniu zalezy od pH, tempe-
ratury i obecnosci jonéw sodu i potasu, znajdujgcych sie w buforze PBS. Proces zelowania peptydéw
RADA-2, RADA-3, RADA-4 zostat wykonany wedtug nastepujgcej procedury:
peptyd nawazono do naczynia — 5 mg
dodano 0,5 ml wody Mili-Q, zvortexowano
naczynie odstawiono w temperaturze pokojowej 2 h az roztwér byt pétptynny
do potptynnego roztworu dodano 0,2 ml PBS o pH 7,4
roztwor inkubowano przez godzine w temperaturze pokojowej

e po godzinie usunieto nadmiar cieczy z powierzchni zelu.

W przypadku peptydu RADA-6 dodatek PBS powodowat wytrgcenie sie peptydu z roztworu,

w zwigzku z tym, peptyd byt podawany procesowi zelowania wg nastepujgcej procedury:

e peptyd nawazono do naczynia — 5 mg

e dodano 0,5 ml wody Mili-Q, zvortexowano

e naczynie umieszczono w cieplarce w temperaturze 37°C na 3 godziny po uptywie tego

czasu uzyskano gesty zel.

pH sporzgdzonych zeli byto mierzone z wykorzystaniem uniwersalnych papierkéw wskaznikowych
i oscylowato w granicach 5,5-7. Stezenie peptydéw w roztworze moze sie zmieniaé w zaleznosci od
pozadanej konsystencji oraz zastosowania. Stezenie peptydéw samoorganizujgcych sie moze wyno-
si¢ od okoto 0,25% do okoto 10% (wszystkie stezenia sg podane w procentach wagowych).

Peptydy RADA-2, 3, 4 i 6 w roztworze samorzutnie tworzg rusztowania poprzez oddziatywania
elektrostatyczne. Samoorganizujgce sie tancuchy peptydowe tworzg hydrozel, ktory jest lepki ale cia-
gliwy (Fig. 9) i podatny na przeptyw po zastosowaniu odpowiedniego bodzca.

Do przygotowania hydrozeli peptydowych mozna zastosowac, oprdcz roztworu wodnego bufo-
rowanego fosforanami (PBS), pozywke do hodowli tkankowej w przypadku uzycia ich do hodowli ko-
morek. Po przygotowaniu zelu jego pH mozna fatwo zbadaé przez usuniecie roztworu i umieszczenie
paska papierka pH w lub na zelu.

Przyktad3

Tworzenie struktury p-kartki przez hydrozele peptydowe RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6

W celu okre$lenia struktury drugorzedowej badanych peptydéw RADA-2, RADA-3, RADA-4
i RADA-6, wykonano pomiary z uzyciem dichroizmu kotowego. Peptydy rozpuszczono w roztworze
PBS pH 7,4 do stezenia 0,25 mg/ml. Inkubacje roztwordéw peptydéw do wykonania pomiaréw CD pro-
wadzono przez 7 dni i w temperaturze 37°C. Widma CD zmierzone byty na aparacie JASCO J-815.
Uzyskane widma CD wskazujg na formowanie struktury -kartki przez peptydy RADA-2, RADA-3,
RADA-4 oraz RADA-6 (Fig. 10). Nalezy jednak zauwazy¢, ze najwiekszg zawartos¢ struktury p-kartki
zawiera peptyd RADA-4.

Przyvktad4

Tworzenie rusztowan przez samoorganizujgce sie peptydy RADA-2, RADA-3, RADA-4
i RADA-6

Do sprawdzenia obecnoéci sieci widkien w hydrozelu zastosowano metodg obserwacji pod
transmisyjnym mikroskopem elektronowym. Peptydy zostaly przygotowane poprzez rozpuszczenie ich
do stezenia 0,2 mg/ml w wodzie MiliQ. Do pomiaréw uzyto po 5 pl poszczegdlnych roztwordéw pepty-
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dow, ktére naniesiono na cienkg warstwe siateczki z mikrocelulozowg btong i wybarwiono za pomoca
2 ul 1,5% wodnego roztworu octanu uranylu. Barwnik, po zwigzaniu sie z powierzchnig witdkien pepty-
dowych spowodowat pojawienie sie ciemnego zabarwienia. Zdjecia zostaty wykonane na mikroskopie
TECNAI SPIRIT BIO TWIN FEI przy wzbudzeniu 120 kV. Na zdjeciach (Fig. 11) widag¢, iz wszystkie
peptydy RADA-2, 3, 4 i 6 tworzg widkna i ukfadajg sie w sie¢, potwierdzajgc zdolno$¢é badanych
zwigzkoéw do samoasocjacji. Wtbkna majg rozmiar ok 100—700 nm natomiast Srednica i rozmiar poréw
w rusztowaniu wynoszg od 10 do 200 nm, czyli podobnie jak pory widkien w naturalnej macierzy ze-
wnatrzkomaoérkowej np. kolagenu, elastyny.

W kolejnym eksperymencie do sprawdzenia obecnosci rusztowan peptydowych w hydrozelu
zastosowano metodg obserwacji mikroskopii sit atomowych (AFM). Do badan tych peptydy zostaty
rozpuszczone do stezenia 0,001% w wodzie MiliQ. Roztwory peptydéw naniesiono na specjalng
mike (ok. 5 pl) umieszczong na szkietku mikroskopowym. Nastepnie nadmiar utworzonego hydroze-
lu odmyto wodg a hydrozel pozostaty na mice wysuszono. Probki analizowano pod Mikroskopem
JPK Nanowizard 4. Pomiar wykonany zostat w trybie QI (quantitative imaging mode). Na zdjeciach
(Fig. 12) widag, iz wszystkie peptydy RADA-2, 3, 4 i 6 tworzg widkna, potwierdzajgc zdolnos¢ bada-
nych zwigzkéw do samoasocjacji i tworzenia rusztowan. Witdkna majg rozmiar ok 0,1-0,7 um.

Przyktad5

Badanie stabilnosci peptydéw RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 w wodzie i w ludz-
kim osoczu

W celu sprawdzenia stabilno$ci chemicznej peptydow RADA w wodzie na poczatku peptyd
o stezeniu 0,5 mg/ml inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C z zastosowaniem ciggtego
wytrzgsania. Stabilno$¢ peptydéw badano w nastepujgcych punktach czasowych 1, 2, 3, 6 i 24 h.
Analizy zostaly prowadzone za pomocg HPLC, na kolumnie Phenomenex Luna 08(2) (5 um, 100 A
250 x 4.6 mm) z detektorem PDA. 0,01% roztw6r TFA w H20 (A) oraz 0,01% TFA w 80% MeCN
w wodzie (B) zostat uzyty jako bufor. Do analizy zastosowano liniowy gradient 5-100% w 60 min
z przeptywem 1 mL/min. Obliczenia powierzchni pod pikami zostaty wykonane przy pomocy oprogra-
mowania Shimadzu LCsolution. Peptydy RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 sg stabilne w wodzie
w ciggu 24-godzinnej inkubacji w 37°C (Fig. 13, Fig. 14, Fig. 15 Fig. 16).

W celu sprawdzenia stabilnosci peptydéw RADA w osoczu pobrana zostata krew od zdrowych
dawcow i zwirowana na probowkach pokrytych heparyng litowg. Jako antykoagulant uzyto EDTA.
Peptydy RADA byty inkubowane w osoczu w temperaturze 37°C (kohAcowe stezenie peptydu:
144 uM), a postep ich degradacji w osoczu przeanalizowany zostat w punkach czasowych: 1, 2, 3,
6 i 24 h. Probki zostaty przygotowane w sterylnych warunkach. Po odpowiednim czasie, zostat dodany
4-krotny nadmiar etanolu, a nastepnie prébka zostata przetrzymana na lodzie przez kolejne 15 min.
Nastepnie probka zostata zwirowana (32000 rcf, 4°C, 20 min) na wirébwce. Supernatant zostat zebrany
i odparowany, a pozostatos$¢ zostata rozpuszczona w 100 pL 0,01% roztworu TFA w H20 oraz 20 pL
80% MeCN. Analizy zostaty prowadzone za pomocg HPLC, na kolumnie Phenomenex Luna C18(2)
(5 um, 100 A 250 x 4,6 mm) z detektorem PDA. 0,01% roztwér TFA w H2O (A) oraz 0,01% TFA
w 80% MeCN w wodzie (B) zostat uzyty jako bufor. Do analizy zastosowano liniowy gradient 5-100%
w 60 min z przeptywem 1 mL/min. Obliczenia powierzchni pod pikami zostaty wykonane przy pomo-
cy oprogramowania Shimadzu LCsolution. Otrzymane wyniki skazujg na szybg degradacje peptydu
RADA-2 (Fig. 17), ktory po 2 h ulega degradacji w osoczu. Peptyd RADA-4 (Fig. 18) ulega degradacji
po 6 h a peptydy RADA-3 oraz RADA-6 sg stabilne w osoczu do 24 h (Fig. 19).

Przyktad 6

Wplyw peptydéw RADA-2, RADA-3, RADA-4 oraz RADA-6 na proliferacje oraz ich cyto-
toksycznos$é wobec komoérek HaCaT i 46BR.1N

Zbadano wptyw peptydéw RADA-2, RADA-3, RADA-4 oraz RADA-6 na proliferacje unieSmier-
telnionych, ludzkich komérek linii fibroblastéw skérnych 46BR.1N i keratynocytow skérnych HaCaT
(dla kazdego peptydu 3 cykle doswiadczen). Sprawdzono réwniez ich cytotoksycznosé wobec tych
komérek. Komorki inkubowano z peptydami uprzednio rozpuszczonymi w podwojnie destylowanej,
sterylnej wodzie. Testy proliferacyjne (XTT) wykonano dla stezen: 0,01; 0.1; 1; 10; 25; 50; 100;
150 pug/mil, a cytotoksycznosci (LDH) dla stezen: 50, 100, 150 pg/ml.

Wptyw peptydu RADA-2 na proliferacje i cytotoksyczno$é komoérek skéry:

Peptyd RADA-2 stymuluje proliferacje keratynocytow HaCaT — wzrost proliferacji o 10-60%
wobec kontroli w stezeniach 0,1; 1; 10; 25; 50 pg/ml po 48 h i 72 h inkubacji, a takze fibroblastow
46BR.1N — wzrost proliferacji o 10-80% wzgledem kontroli w stezeniach 0,1; 10; 25 pg/ml po 48 h
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i 1;10;25;50 ng/ml po 72 h inkubacji (réznice istotne statystycznie, test U-Manna Whitneya, p < 0,05).
Powoduje réwniez niewielkie zahamowanie proliferacji keratynocytow HaCaT — 10-20% wzgledem
kontroli w stezeniach 0,01 pg/ml po 72 h i 150 pg/ml po 48 h i 72 h. Zwigzek ten nie jest cytotoksyczny
wobec badanych komérek (Fig. 21).

Wpiyw peptydu RADA-3 na proliferacje i cytotoksyczno$é komoérek skéry:

Peptyd RADA-3 stymuluje proliferacje keratynocytow HaCaT — wzrost proliferacji o 20—90%
wobec kontroli w stezeniach 1;10 ;25 ;50 ;100 pg/ml po 48 h i 0,1; 1; 10; 25; 50; 100 72 h inkubadiji,
a takze fibroblastéw 46BR.1N — wzrost proliferacji o 10-80% wzgledem kontroli w stezeniach 0,1; 1;
10; 25; 50; 100 pg/ml po 48 hi 0,1; 1; 10;25 ug/ml po 72 h inkubacji (réznice istotne statystycznie, test
U-Manna Whitneya, p < 0.05). W stezeniu 0,01 ug/ml powoduje réwniez niewielkie (ok. 10%) zaha-
mowanie proliferacji HaCaT (po 48 h) oraz fibroblastéw 46BR.1N (po 72 h). Zwigzek ten w stezeniu
150 ug/ml wykazuje nieznaczng (10-20%) cytotoksyczno$é wobec komérek 46BR.1N (Fig. 22).

Wpiyw peptydu RADA-4 na proliferacje i cytotoksyczno$é komoérek skéry:

Peptyd RADA-4 stymuluje proliferacje keratynocytéw HaCaT — wzrost proliferacji o 25-70%
wobec kontroli w stezeniach 1; 10; 25; 50 ng/ml po 48 h i 0,1; 10; 25; 50 72 h inkubacji, a takze
fibroblastéw 46BR.1N — wzrost proliferacji o 10-80% wzgledem kontroli w stezeniach 0,1; 1; 10; 25;
50; 100 ug/ml po 48 hi 0,1; 1 pg/ml po 72 h inkubaciji (réznice istotne statystycznie, test U-Manna
Whitneya, p < 0.05). RADA-4 powoduje réwniez niewielkie (ok. 10-20%) zahamowanie proliferacji
HaCaT (0,01 pg/ml po 48 h i 150 ug/ml po 72 h) oraz fibroblastéw 46BR.1N (0,01 pg/ml po 72 h).
Zwigzek ten w stezeniu 150 pug/ml wykazuje cytotoksyczno$¢ wobec komoérek HaCaT (10-40%) oraz
46BR.1N (15-30%) (Fig. 23).

Wptyw peptydu RADA-6 na proliferacje i cytotoksyczno$é komoérek skéry:

Peptyd RADA-6 stymuluje proliferacje keratynocytow HaCaT — wzrost proliferacji o 20—-70%
wobec kontroli w stezeniach 0,1; 1; 10; 25; 50; 100 ng/ml po 48 hi 1; 10; 25; 50 pg/ml po 72 h inkuba-
cji, a takze fibroblastow 46BR.1N — wzrost proliferacji o 15—-80% wzgledem kontroli w stezeniach
0,1; 10; 25; 50; 100; 150 pg/ml po 48 h i 1; 10; 25; 50; 100 pg/ml po 72 h inkubacji (réznice istotne
statystycznie, test U-Manna Whitneya, p < 0.05). RADA-6 powoduje réwniez niewielkie (ok. 15%) za-
hamowanie proliferacji HaCaT (0,01 pg/ml po 72 h). Zwigzek ten w stezeniu 150 pg/ml wykazuje cyto-
toksyczno$¢ wobec komérek 46BR.1N (10-15%) (Fig. 24).

Przyktad 7

Badanie zywotnosci fibroblastow pierwotnych na hydrozelach RADA-2, RADA-3, RADA-4
i RADA-6 w aspekcie zastosowania hydrozeli jako rusztowania dla komérek

Hydrozele peptydowe RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 tworzg sieci widkien, ktére majg
podobne wtasciwosci mechaniczne do naturalnej macierzy pozakomorkowej. Mogg wiec byé stoso-
wane jako rusztowania dla ludzkich fibroblastow i mogg stuzyé inzynierii tkankowej i regeneracji skéry.

W celu zbadania zywotnoéci skérnych fibroblastéw pierwotnych, izolowanych metodg eks-
plantéw z materiatu klinicznego, po inkubacji na zelach RADA komérki zawieszone w medium
DMEM HG z 2% FBS, wysiewano na zelu (1%) umieszczonym w insercie (0.4 um) znajdujgcym sie
w 24-dotkowej ptytce. Medium zmieniano co 2 dni. Po 11 dniach inkubacji w celu oceny zywotnosci
komoérek wybarwiono je CFSE i jodkiem propidyny a nastepnie analizowano przy pomocy mikroskopii
fluorescencyjnej (Fig. 25 — zywe komorki sg zaznaczone na biato). Struktura hydrozeli RADA-2
i RADA-4 uniemozliwita analize zywotnosci komérek w badanym modelu (komérki zapadty sie w zelu
przez co niemozliwa byta ocena ich zywotnosci). Otrzymane wyniki pokazujg, ze skérne fibroblasty
pierwotne po 11 dniach hodowli na zelach RADA-3 i RADA-6 pozostajg zywe (w polu widzenia nie
zaobserwowano martwych komérek). Jednoczes$nie widaé, ze na zelu RADA-6 jest znacznie wiecej
komorek niz na zelu RADA-3.

Opisane tu zele peptydowe stanowig matryce do hodowli komérkowej pierwotnych fibroblastow.
Samoorganizujgce sie peptydy tworzg rusztowanie — sieé¢ nanowiékien umozliwiajgcych infiltracje ko-
morek i oddziatywanie komérka-komoérka w sposéb, zblizony do warunkéw naturalnych. W ten sposéb
caty obszar rany moze jednocze$nie podlegaé regeneracji.

W innym aspekcie hydrozele RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 mogg stanowi¢ zestaw
do dostarczania komorek tj. fibroblastéw pierwotnych pacjentowi. Zestaw moze zawiera¢ oczysz-
czong kompozycje peptydow, ktéra moze by¢ przygotowana w postaci wodnego roztworu zawiera-
jacego jeden peptyd lub ich mieszanine. Zestaw moze ponadto zawieraé instrukcje przygotowania
komérek do dostarczenia ich przy jego uzyciu, na przyktad opis typu komoérek odpowiednich do
zastosowania, pobierania materiatu klinicznego od pacjenta, izolacji komérek z materiatu kliniczne-
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go i ich hodowli in vitro oraz sposobu zawieszania komoérek w hydrozelu itp. Wodny roztwdr moze
ponadto zawieraé elektrolit z jonami sodu i potasu.

Przyktad 8

Ocena i mmunogennosci dla hydrozeli RADA-2, RADA-3 i RADA-6

Materiatem do badan byly tzw. kozuszki leukocytarne, z ktérych izolowano jednojgdrzaste ko-
morki krwi obwodowej (PBMC) wykorzystujgc wirowanie w gradiencie gestosci (Histopaque, Sigma).
Po dwukrotnym ptukaniu PBMC w PBS, lizie erytrocytéw, komorki zliczano (licznik komoérek Bio-Rad).
Nastepnie przygotowywano ptytke 24-dotkowg do testu. Do wybranych dotkéw naktadano po 100 pl
badanych zeli (RADA-1 (kontrola — peptyd o sekwencji RADARADARADARADA), RADA-2, RADA-3,
RADA-6), potem umieszczano w dotkach inserty o Srednicy poréw 0,8 um i do nich wprowadzano
komorki w ilosci 0,5 min kk/0,5 ml RPMI 1640 (P/S, 10% FBS)/dotek. Cato$¢ uzupetniano nastepnie
samg pozywkg do objetosci koncowej 1 mi/dotek. Komérki inkubowano w cieplarce przez 24 h i 48 h.
Kontrole negatywng stanowity komérki niestymulowane, hodowane w insercie, w dotku bez zeli. Ko-
morki zbierano z insertéw po zakorczeniu inkubacji, ptukano w PBS, zliczano i przygotowywano do
analizy cytometrycznej: 100 tys. kk/100 nl wybarwiano przeciwciatami przeciwko wybranym markerom
powierzchniowym (tabela), a po 30 minutowej inkubacji w temp. pokojowej w ciemnos$ci analizowano
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego — LSRFortessa, BD.

Badania i mmunogennosci: badania wptywu rusztowan zelowych na komorki uktadu i mmuno-
logicznego wykonano z wykorzystaniem izolowanych jednojgdrzastych komérek krwi obwodo-
wej (PBMC). Komérki te byly inkubowane w insertach w obecnosci badanych zeli — RADA-1, RADA-2,
RADA-3, RADA-6 przez 24 i 48 h, nastepnie efekty ich dziatania analizowano z wykorzystaniem cyto-
metrii przeptywowej. Okre$lono stopien pobudzenia limfocytow T (CD3/CD4/CD8) i komérek NK
(CD16/CD56) poprzez ocene ekspresji markeréw aktywacji: CD69, CD71, CD25, HLA-DR. Analizo-
wano réwniez odpowiedz komoérek dendrytycznych (CDIc, HLA-DR) , ktére przy aktywacji zwiekszajg
ekspresje CD80 CD83.

Aktywacja limfocytéow T i komoérek NK:

Po 24 h inkubaciji, limfocyty cytotoksyczne (CTL) w prébie kontrolnej charakteryzowaty sie sto-
sunkowo wysokim odsetkiem HLA-DR+ oraz minimalng iloscig markeréw aktywacji CD25, CD69
i CD71. W przypadku badanych zeli poziom HLA-DR oscylowat na poziomie kontrolnym z niewiel-
kimi odchyleniami (spadek: RADA-2, wzrost. RADA-3 i 6). Zaobserwowano zwiekszenie ekspresji
markeréw CD25, CD69 i CD71 po inkubacji z RADA-6. Ekspresja CD25 na limfocytach pomocni-
czych Th — nieznacznie wzrastata po inkubaciji z zelami, szczeg6inie w przypadku RADA-2 i RADA-6.
Ekspresja pozostatych analizowanych markeréw odpowiadata wynikom uzyskanym dla préby kontrol-
nej. Jedynie RADA-6 zwiekszata ekspresje CD69 i CD71. Natomiast komérki NK po 24-godzinnej
inkubacji z zelami odznaczaly sie wyraznym wzrostem badanych czgsteczek powierzchniowych
(CD25, CD69, CD71), w poréwnaniu do kontroli. Jedynie poziomy HLA-DR nie odbiegaty znacznie od
wartosci kontrolnych. Przy czym warto podkres$lié, ze giéwnie RADA-3 i RADA-6 indukowaty wzrost
ekspresji badanych antygenéw, a RADA-2 prowadzita do utrzymania ekspresji markeréw na poziomie
zblizonym do kontroli lub nieznacznie obnizonym. W przypadku komérek Th zaobserwowano wzrost
aktywacji — gtéwnie markery: CD25 i HLA-DR (RADA-1) oraz CD69 (RADA-2).

Komorki dendrytyczne:

Badania wykazaty, iz zel RADA-2 nie stymulowat aktywacji komérek DCs — nizsza niz w kontroli
pula komérek CD80+ CD83+. Jedynie w przypadku izolowanej analizy CD11c+ CD83+ widaé, ze od-
setek komoérek aktywnych zwieksza sie w poréwnaniu do kontroli. Podobne wyniki byty dla RADA-6,
natomiast przy RADA-3 dominujg komérki nieaktywne o fenotypie CD11c+ CD83-. Drugi marker
aktywnoséci DC — CD80- przy izolowanej analizie CD11¢c CD80- wzrasta nieznacznie w obecnosci
RADA-3 i 6, a maleje przy RADA-2.

Whnioski:

Zele RADA wedtug wynalazku wptywajg na komorki uktadu immunologicznego w ztozony spo-
séb. Sposréd badanych zeli najwiekszg aktywacje ludzkich limfocyty powodowat zel kontrolny RADA-1,
w nieco mniejszym stopniu RADA-2, RADA-3 i RADA-6. Zele RADA aktywowaty rowniez komorki
dendrytyczne (komorki prezentujgce antygen), co przejawiato sie wzrostem udziatu procentowego
komérek CD80+CD83+ w warunkach in vitro. Aktywacja limfocytéw (zapalenie), uwidoczniona przez
zwiekszong ekspresje markerow CD69 i CD71, moze zmieniaé przebieg gojenia rany. W ranach
przewlektych moze prowadzi¢ do op6znionego gojenia rany, jednak w ranach ostrych moze doprowa-
dzaé do szybszego jej zamkniecia. Proces zapalenia prowadzi bowiem do uruchomienia wczesnych
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kaskad gojenia rany. Dochodzi do stymulacji proliferacji i migracji komérek skéry — keratynocytow
i fibroblastéw. Jednoczes$nie w przypadku ran zakazonych bakteriami aktywacja limfocytéw moze pro-
wadzi¢ do szybszej eliminacji patogenéw. Limfocyty sg natomiast stymulowane przez zaktywowane
komorki dendrytyczne (synergia dziatania). Zele RADA-2, RADA-3 i RADA-6 moga stuzy¢ jako rusz-
towania oraz jako no$niki peptydéw do zastosowania np. na trudno gojace sie rany powstate na pod-
fozu infekcji bakteryjne;.

Przyktad 9

Wplyw miejscowego podania hydrozeli RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 na gojenie
ran skoéry

Wptyw miejscowego podania hydrozeli RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6 na gojenie ran
skéry u myszy okre$lono przy uzyciu modelu uszkodzenia skéry grzbietowej. Przetestowano wptyw
pieciu hydrozeli peptydowych: RADA-1 (kontrola — peptyd RADARADARADARADA), RADA-2,
RADA-3, RADA-4 oraz RADA-6 na proces gojenia ran w skorze grzbietowej u myszy. Grupg kon-
trolng byty zwierzeta nie otrzymujgce zadnego peptydu.

Badania na zwierzetach wykonano za zgodg Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badan na Zwierze-
tach w Bydgoszczy, zgoda nr 49/2016. Do eksperymentéw wykorzystano 8-ty godni owe samice
szczepu Balb/C po 6 osobnikdéw na grupe. Dla grupy kontrolnej oraz peptydéw RADA-1, RADA-3 oraz
RADA-6 wykonano doswiadczenia na dwoch dodatkowych osobnikach, ktére usmiercono w dniu 4 po
wykonaniu zranienia w celu zbadania ich wptywu na wczesne etapy gojenia. Skére grzbietowg ogolo-
no i zdezynfekowano. Skére zebrano w fald biegngcy réwnolegle do kregostupa, ktéry nastepnie
przebito sztancg biopsyjng $6 mm. Na powstate w ten spos6b dwie symetryczne rany natozono po
25 ul peptydu. Po zestaleniu sie hydrozelu rany przykryto przezroczystym opatrunkiem Tegaderm.
Cato$¢ zabezpieczono plastrem adhezyjnym owinietym wokét klatki piersiowej myszy. W pierwszym
tygodniu eksperymentu peptydy podawano raz dziennie przez 5 dni tacznie z dniem wykonania zra-
nienia. W drugim tygodniu opatrunek zmieniano co drugi dzien.

Opatrunek zdjeto na poczagtku trzeciego tygodnia. Podczas zmiany opatrunku wykonywano
zdjecia dokumentujgce przebieg gojenia rany. Po uptywie trzeciego tygodnia zwierzeta poddano euta-
nazji. Po udmierceniu skére grzbietowg pobrano, rozpieto na korku i umieszczono w formalinie. Tkanki
utrwalano przez przynajmniej tydzien po czym zatopiono w parafinie, pocieto na 5 mm preparaty
i wybarwiono hematoksyling oraz eozyng lub tréjkolorowym barwieniem Massona. Preparaty analizo-
wano pod mikroskopem Swietinym. W trakcie eksperymentu prowadzono dokumentacje fotograficzng
w celu pomiaru powierzchni ran w réznych punktach czasowych.

Kinetyka zarastania ran:

Zastosowanie peptydow RADA-1 i RADA-2 nie polepsza w znacznym stopniu tempa zarastania
ran. W przypadku RADA-1 nastepuje spowolnienie tempa gojenia po dniu 7. Warto jednak zauwazyc,
ze dla RADA-2 po dniu 9 $rednia powierzchnia rany spada ponizej poziomu obserwowanego w kon-
troli. Hydrozele RADA-3, RADA-4 i RADA-6 w znaczgcy sposéb przyspieszajg zamykanie rany
zwtaszcza we wczesnych etapach gojenia. Efekt ten jest najsilniejszy dla RADA-4 (Fig. 28).

Wczesne fazy gojenia — dzien 4 po zranieniu:

W preparatach kontrolnych wyraznie widac cienkg btonke w Swietle rany. Analiza histologiczna po-
kazuje, ze btonka ta skiada sie z od jednej do kilku warstw komoérek. Jest ona grubsza na brzegach rany.
W preparatach z grup, w ktérych zastosowano RADA-1 (kontrola — peptyd RADARADARADARADA)
czy RADA-6 widaé wyraznie grubszg, kilkunastowarstwowg btonke. Preparaty po zastosowaniu
RADA-3 pokazujg silnie rozwinietg tkanke o duzej gestosci komorek z wyraznie zaznaczonym kola-
genem (Fig. 29).

Pézne fazy gojenia — dzien 21 po zranieniu:

Zastosowanie peptydéw RADA prowadzi do zmniejszenia obszaru blizny. Najmniej skuteczny
pod tym wzgledem jest hydrozel kontrolny RADA-1 gdzie nastepuje tylko niewielkie zmniejszenie sze-
rokosci blizny. W przypadku RADA-3, RADA-4 oraz RADA-6 nastepuje znaczace zmniejszenie obsza-
ru blizny. W preparatach kontrolnych, gdzie podawana byta sél fizjologiczna, obszar rany jest wypet-
niony gtéwnie kolagenem w postaci grubych widkien utozonych réwnolegle na catej gtebokosci blizny,
przy niewielkiej gestosci komoérek. W preparatach RADA-1 i RADA-2 nie obserwujemy znaczacych
zmian w strukturze kolagenu. W preparatach RADA-3, RADA-4 i RADA-6 kolagen jest podobnie ufo-
zony jak w przypadku preparatéw kontrolnych tylko w gérnych rejonach blizny. W gtebszych obsza-
rach zaobserwowano duzg gesto$¢ komoérek oraz obszary o odmiennej morfologii od otaczajacych
komérek. W przypadku RADA-4 zaobserwowano takze zwiekszong gesto$s¢ komérek w gérnych
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warstwach blizny. Naskdérek w preparacie kontrolnym po podaniu soli fizjologicznej jest wyraznie grub-
szy w obszarze blizny w poréwnaniu do obszaru nienaruszonego. W przypadku RADA-2, RADA-4
i RADA-6 zaobserwowano naskérek bardziej zblizony w grubosci i wygladzie do naskérka w obszarze
niezranionym. Zastosowanie hydrozeli RADA poprawia ukrwienie blizn. Naczynia krwiono$ne wyste-
pujg czesciej i sg bardziej rownomiernie roztozone. Efekt ten wida¢ szczegéblnie w preparatach, gdzie
stosowano hydrozel RADA-4, w ktérych widoczne sg liczne naczynia wiosowate. W preparatach
z grupy kontrolnej po podaniu soli fizjologicznej nie zaobserwowano powstawania przy dawek skory
w obszarze rany, podczas gdy w tkankach traktowanych peptydami RADA mozna zaobserwowac
powstawanie mieszkéw wtosowych na skraju rany (Fig. 30). W zadnym preparacie, poza grupg otrzy-
mujacg hydrozel RADA-4, gdzie mozna zauwazy¢ wzmozony wzrost miesniéwki na obrzezach rany,
nie dochodzi do jej odtworzenia (Fig. 31).

Whnioski:

Zastosowanie hydrozeli peptydowych wedtug wynalazku RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6
w znaczgcy sposéb przyspiesza naskérkowanie oraz znacznie poprawia jakoS¢ powstatej tkanki osta-
tecznie prowadzac do regeneracji skory. Dodatkowo badane hydrozele peptydowe w znacznym stop-
niu zmniejszajg obszar blizny oraz stymulujg tkanke do lepszego odtworzenia pierwotnej struktury, do
regeneracji.

Przyktad 10

Kompozycja farmaceutyczna

Kompozycja farmaceutyczna, ktéra zawiera nowe zwigzki (RADA-2, RADA-3, RADA-4 i RADA-6)
zawiera co najmniej jeden zwigzek i/lub rozcienczalnik.

.,Farmaceutycznie dopuszczalny” jest rozumiany jako substancja zawarta w rozcienczeniach,
buforach i no$nikach, w stezeniu nie wykazujgcym efektéw niepozgdanych u pacjentéw go przyjmu-
jacych. Farmaceutycznie dopuszczalne bufory, noéniki i substancje pomocnicze, ktére sg po-
wszechnie stosowane w produktach farmaceutycznych (zobacz Remington's Pharmaceutical Sciences,
18th edition, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990), Pharmaceutical Exxcipients,
3rd edition, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000)). Kompozycja farmaceutyczna moze zostaé
poddana typowym procesom farmaceutycznym jak sterylizacja i/lub moze zawiera¢ dodatek w postaci
Srodka/$rodkéw konserwujacych, stabilizatoréw, srodkéw zwilzajacych, emulsji, buforéw itp., ktére nie
zostaty zmieszczone w tym miejscu.

Formy state i/lub ciekie kompozycji mogg by¢ w postaci: granulek, proszku, tabletek, tabletek
pokrywanych, kapsutek (w tym mikrokapsutek), czopkdéw, syropu, emulsji, zelu, masci, zawiesiny,
kremu, aerozolu, kropelek, wlewéw, amputek. Kompozycja farmaceutyczna moze by¢ dostarczona
réwniez w opatrunkach, plastrach itp.

Kompozycja farmaceutyczna bedzie dostarczana pacjentowi w ,stezeniu farmaceutycznie
efektywnym” rozumianym jako dawka wystarczajgca do wywotania pozadanego efektu, w korelacji
do sposobu jej podawania. Doktadna dawka jest zalezna od aktywnoSci zwigzku, sposobu dostar-
czania, typu i rozlegtosci obrazen pacjenta oraz jego masy ciata i wieku. Podawanie substancji mo-
ze odbywac sie w postaci dostarczania pojedynczej dawki lub dawek dostarczanych w odpowied-
nich interwatach. Kompozycja farmaceutyczna wynalazku moze byé podawana osobno lub w kom-
binacji z innymi substancjami terapeutycznymi jak antybiotyki czy substancjami antyseptycznymi.
Przyktadowo: penicyliny, cefalosporyny.

Przyktady kompozyciji farmaceutycznej do gojenia sie ran i rekonstrukcji skéry obejmujg roztwor
i zel. Samoorganizujacy sie peptyd ulega zelowaniu w wyniku zmiany pH roztworu, moze by¢ rozpro-
wadzany w postaci cieczy, ktéra ulega zelowaniu w kontakcie z zywg tkankg po podaniu lub po nato-
zeniu. Mozliwe jest takze umieszczenie zelu na gazie lub bandazu, ktére sg zwykle uzywane w tej
dziedzinie techniki. Mozna zastosowaé napylenie hydrozelu typu strumieniowego, gdzie roztwér sta-
nowi roztwor samoorganizujgcego sie peptydu. Po rozpyleniu na objety rang obszar, pH roztworu
zwieksza sie w kontakcie z zywg tkankg, a tym samym roztwér ulega zelowaniu.

W innym zastosowaniu, oczyszczony produkt peptydowy moze by¢ dostarczony jako czesé
zestawu. Zestaw moze zawiera¢ oczyszczong kompozycje peptydéw albo w postaci suchej, albo w
roztworze, i jeden lub wiecej elektrolitéw, bufor, urzadzenie dostarczajace, naczynie odpowiednie
do mieszania kompozycji peptydowej z jednym lub wiecej innych $rodkéw, instrukcje do przygoto-
wania kompozycji peptydowa do zastosowania, instrukcje do mieszania kompozycji peptydowej z
innymi $rodkami i instrukcje do wprowadzania kompozycji peptydowej do osobnika. Urzgdzeniem
dostarczajgcym moze byé na przykitad cewnik, igta, strzykawka lub ich kombinacja. Gdy zestawy
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sg dostarczane z wodnym roztworem samoorganizujgcych sie peptyddéw, roztwér moze mieé okre-
Slony okres waznos$ci wynoszgacy co najmniej dziewie¢ tygodni w okreSlonych warunkach i moze
obejmowac elektrolit.

Takie zestawy mogg posiadaé biologicznie aktywny $rodek oprécz oczyszczonej kompozycji
peptyddéw. Biologicznie aktywny $rodek moze byé dostarczony wstepnie zmieszany z kompozycjg
peptydowg lub oddzielnie. Biologicznie aktywny $rodek moze by¢ obecny w nanosferach, mikrosfe-
rach itp. (Okre$lanych réwniez jako nanokapsuitki, mikrokapsuiki itp.). Liczne sposoby i odczynniki do
wytwarzania takich sfer, kapsutek itp., Podobnie, zestawy mogg by¢ stosowane do dostarczania ko-
morek pacjentowi. Zestaw moze ponadto zawieraé instrukcje przygotowania komérek do dostarczenia
przy jego uzyciu. Na przyktad, instrukcje mogg opisywaé typy komérek odpowiednie do zastosowania,
sposéb pobierania materiatu kliniczny od pacjenta, metody izolacji i hodowli komérek in vitro, sposéb
zawieszania komérek w hydrozelu peptydowym/roztworze peptydu itp.
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Zastrzezenia patentowe

. Zwigzek o og6lnym wzorze:

R-(G)3-B-(G)3-O-NH:>

gdzie:

R- oznacza sekwencje aminokwasowg RADARADARADARADA

B oznacza sekwencje aminokwasowg AAPV specyficzng dla elastazy neutrofilowej

G oznacza aminokwas o nazwie glicyna

O oznacza sekwencje aminokwasowg aktywng biologicznie w zakresie przyspieszenia go-
jenia ran skéry.

Zwigzek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze:

O = HK, KGHK, RDKVYR, RLIDRTNANF

Zwigzek wedtug zastrz. 1-2, znamienny tym, ze posiada sekwencje przedstawiong na

Seq.ID 1-4.

Sposo6b otrzymywania zwigzku zdefiniowanego w zastrzezeniu 1, znamienny tym, ze obej-

muje nastepujgce etapy:

a) przygotowanie zywicy amidowej TentalGel R RAM,;

b) deprotekcje ostony blokujgcej Fmoc w 20% roztworze piperydyny w DMF;

C) przemywanie zywicy 4 x DMF,;

d) wykonanie testu chloranilowego;

e) reakcje acylowania poprzez przytgczenie Fmoc-chronionego aminokwasu wspomaga-
ne promieniowaniem mikrofalowym, przy uzyciu 0,5 M roztworu DIC w DMF oraz 1 M
(Hydroksyimino)cyjanooctanu etylu,

f) przemywanie zywicy DMF;

g) wykonanie testu chloranilowego;

h) powtarzanie etapéw od b) do g) az do momentu uzyskania peptydu z zastrzezenia 1;

i) odszczepienie peptydu od zywicy z jednoczesnym usunieciem oston znajdujgcych sie na
faricuchach bocznych za pomocg mieszaniny TFA:TIPSI:H20 (92:4:4, viviv);

j) odsaczenie, wytrgcenie eterem schfodzonym w ciektym azocie, rozpuszczenie osadu
Et20, przemycie trzy-krotne i liofilizacja;

k) analize i oczyszczanie za pomocg HPLC;

I) wykonanie widm spektrometrii mas w celu potwierdzenia tozsamosci peptydu.

Sposo6b zelowania zwigzku zdefiniowanego w zastrzezeniu 1, znamienny tym, ze obejmuje

nastepujace etapy:

a) 5 mg peptydu odwaza sie do naczynia, dodaje sie 0.5 ml wody Mili-Q, miesza sie,

b) naczynie odstawia sie w temperaturze pokojowej na 2 h do uzyskania pétptynnego roz-
tworu, nastepnie dodaje sie 0,2 ml PBS o pH 7,4,

¢) uzyskany roztw6r inkubuje sie przez 1 h w temperaturze pokojowej, nastepnie usuwa sie
nadmiar cieczy z powierzchni zelu.

Sposdb wedtug zastrz.5, znamienny tym, ze peptyd RADA o Seq. ID 4 w etapie b) umieszcza

sie w cieplarce w temperaturze 37°C na 3 godziny po uptywie tego czasu uzyskuje sie gesty zel.

Kompozycja farmaceutyczna, znamienna tym, ze zawiera zwigzek okreslony w zastrzezeniu 1

oraz co najmniej jeden dopuszczalny farmaceutycznie rozcienczalnik.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 7, znamienna tym, ze moze by¢ aplikowana

miejscowo a takze stosowana doodbytniczo.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 7-8, znamienna tym, ze aplikacie mogg by¢

w formie roztworu lub hydrozelu.

Kompozycja wedtug zastrz. 7-9, znamienna tym, ze ma zastosowanie do pobudzania goje-

nia i regeneracji ran, w tym do odtwarzania wytworéw skéry i miesniéwki.

Zwigzek okreslony w zastrzezeniu 1 do zastosowania do pobudzania gojenia ran wywota-

nych przez uszkodzenia mechaniczne, chemiczne, termiczne, radiacyjne, operacje chirur-

giczne lub stany patologiczne.

Zwigzek do zastosowania wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze pobudzenie gojenia ran

nastepuje poprzez przyspieszone naskérkowanie rany.
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Zwigzek do zastosowania wedtug zastrz. 11-12, znamienny tym, ze gojenie ran obejmuje

13.
rany skory, naskoérka, mieszkéw wiosowych, wtosow, gruczotéw potowych i miesnidwki.
14. Zestaw do pobudzenia gojenia ran znamienny tym, ze zawiera zwigzek okre$lony w za-
strzezeniu 1 oraz urzgdzenie aplikujgce.
15. Zestaw wedtug zastrz. 14, znamienny tym, ze urzadzeniem aplikujgcym moze byé na przy-
ktad cewnik, igfa, strzykawka lub ich kombinacja.
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