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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy peptyd o dziataniu stymulujgcym chondrogeneze, zwtaszcza
poprzez stymulacje réznicowania sie mezenchymalnych komérek macierzystych tkanki ttuszczowej
w chondrocyty i stymulator proliferacji, migracji i chemotaksji komdrek macierzystych tkanki ttuszczowe;j.
Przedmiotem wynalazku jest rowniez medyczne zastosowanie peptydu jako leku w terapii uszkodzen
chrzgstki jako srodka pobudzajgcego chondrogeneze u ludzi i zastosowanie in vitro jako stymulator
chondrogenezy, zwtaszcza Srodek stymulujgcy réoznicowanie sie mezenchymalnych komérek macierzy-
stych tkanki tluszczowej w chondrocyty. Aplikacja dostawowa tego wynalazku moze stanowi¢ nowy ro-
dzaj terapii uszkodzen chrzgstki u ludzi.

Tkanka chrzestna potocznie nazwana chrzastkg jest delikatnym i plastycznym rodzajem tkanki
facznej zbudowanym z komoérek chrzestnych (chondrocytdéw) oraz amorficznej bogatej w proteoglikany
macierzy miedzykomérkowej. Chrzgstka jest jednym z kluczowych elementéw uktadu kostnego, w tym
stawdw. Jej prawidiowe funkcjonowanie jest niezbedne dla utrzymania aktywnosci motorycznej czio-
wieka. Choroby zwyrodnieniowe, zapalne oraz ubytki chrzgstki sg duzym wyzwaniem dla chirurgii, or-
topedii oraz medycyny regeneracyjnej. Ich efektem sg zmiany patofizjologiczne stawow uposledzajgce
funkcjonowanie uktadu kostno-szkieletowego, co opisano szerzej w Mats Brittberg i wsp, Cartilage re-
pair in the degenerative ageing knee, A narrative review and analysis Acta Orthopaedica 2016; 87,
26-38. Ze wzgledu na duzg urazowos¢ i podatno$¢ na degeneracije, chrzgstka jest jednym z gtéwnych
celéw medycyny regeneracyjnej. Dodatkowo wiasciwosci endogennej regeneracii i odnowy chrzgstki sg
u cztowieka bardzo niskie.

Dane literaturowe wskazujg, ze wcigz brakuje efektywnych metod regeneracji chrzgstki (Rai V.
i wsp. J Biomed Mater Res A 2017). W celu ztagodzenia objawdéw choréb zwyrodnieniowych chrzgstki
mozna stosowaé metody niefarmakologiczne (dieta, rehabilitacja, odcigzenie stawédw czy termoterapia).
Leczenie farmakologiczne sprowadza sie gtéwnie do usmierzenia bélu (leki przeciwbélowe i przeciwza-
palne) i ograniczenie proceséw zapalnych zwigzanych z degeneracjg chrzastki. W uzasadnionych wy-
padkach leki takie mogg byé podawane bezposrednio do wnetrza stawéw. Podejmuje sie préby wstrzy-
kiwania dostawowego osocza bogatoptytkowego lub kwasu hialuronowego. Efekty tych zabiegéw sg
jednak wcigz niewystarczajgce.

Jedynym, chodz nie zawsze skutecznym sposobem leczenia stanéw patologicznych chrzgstki,
sg zabiegi operacyjne wykorzystujgce abrazje i mikroztamania do pobudzenia ograniczonych zdolnosci
proliferacyjnych tej struktury, zas nowym orezem w arsenale medycznym sg implantacje chondrocytéw
(Dziedzic K. i wsp. Przeg. Lek. 2014; Gille J. i wspo. Cartilage 2016).

Jednakze sama izolacja i hodowla chondrocytéw, jak réwniez stopniowa utrata ich fenotypu-od-
réznicowanie powodujg, ze metody te sg dalekie od optymalnych. Najnowszg metodg odbudowy
chrzgstki jest zastosowanie mezenchymalnych komérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASC) i ich
réznicowanie w chondrocyty (Kyriakidis T. i wsp. Acta Orthop Belg. 2018).

Stymulowanie proliferacji i réznicowania chondrocytéw w regeneracji chrzastki stawowej jest
obiecujgcy strategig, jednakze obecnie stosowana metodologia tych proceséw jest mato skuteczna.

Mezenchymalne komoérki macierzyste tkanki ttuszczowej (ASCs) sg doskonatym materiatem do
badan nad regeneracjg tkanek ze wzgledu na swoje liczne zalety, m.in. potencjat do réznicowania (ko-
morki chrzgstki, kosci), dostepnosé czy mozliwos¢ pobrania ich z organizmu podczas operacji chirur-
gicznych lub liposukcji. ASCs nie sg obcigzone problemami etycznymi zwigzanymi z ich pozyskiwaniem
ani zagrozeniem teratogennym.

W ostatnich latach obserwuje sie szybki wzrost liczby potencjalnych zastosowan komoérek ASCs,
w tym do leczenia zdegenerowanej chrzgstki. Znany jest sposéb réznicowania in vitro komérek ASCs
w kierunku chondrocytéw (chondrogeneza), jednak przy uzyciu mato specyficznych i nie zawsze efek-
tywnych stymulatoréow jak kwas askorbinowy, TGF-$ i dexametazon (Bajpayee AG. i wsp. Nature
Reviews Rheumatology 2017; Dziedzic K. i wsp. Przeg. Lek. 2014). Dotychczasowe badania pokazaty
pozytywny wptyw wielu czynnikédw chemicznych, takich jak rozpuszczalne czynniki wzrostu, chemokiny
i morfogeny, na chondrogeneze. W szczeg6lnosci wykazano, ze transformujgce czynniki wzrostu (takie
jak TGF-p) i biatka morfogenetyczne koéci (BMP) odgrywajg kluczowa role w indukgciji i stymulacji chon-
drogenezy. Chociaz te czynniki wzrostu majg potencjat terapeutyczny dla regeneracji uszkodzonej
chrzastki, oparte na nich terapie wykazujg powazne skutki uboczne i powiktania kliniczne. Do towarzy-
szgcych im problemodw nalezg m.in. wysokie dawki terapeutykow, niestabilno$é biatka i zwigzany z tym
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krotki okres pottrwania (Dziedzic K. i wsp. Przeg. Lek. 2014). Suplementy i leki wspomagajace stoso-
wane obecnie, nie przynoszg zadawalajgcych efektéw klinicznych w leczeniu uszkodzen chrzastki (Kor-
nicka K. i wsp. J Clin Med. 2019). Dane literaturowe wskazujg, ze obecnie nie ma klinicznie w pefni
efektywnych metod regeneracji chrzastki i zwigzanego z tym leczenia chor6b zwyrodnieniowych
chrzgstki. Stosowane dotychczas procedury jedynie spowalniajg rozwéj choroby oraz tagodzg jej skutki.
Objawy chordb zwyrodnieniowych chrzastki nasilajg sie wraz z czasem, doprowadzajgc do niepetno-
sprawnosSci i chronicznego przewlektego bolu oraz pogorszenia sie jakosci zycia pacjenta. Choroby
zwyrodnieniowe stawow oraz ubytki chrzgstki sg duzym wyzwaniem dla chirurgii, ortopedii i medycyny
regeneracyjnej.

Celem wynalazku jest opracowanie nowego sposobu regeneracji chrzastki — nowego stymulatora
chondrogenezy, a w szczegdlnosci jako czynnik dziatajgcy na réznicowanie mezenchymalnych komoérek
macierzystych tkanki tuszczowej (ASCs) w chondrocyty. Innym celem byto opracowania $rodka do za-
stosowania in vitro jako stymulatora chondrogenezy, np. zastosowania diagnostycznego.

Twércy opisywanego wynalazku zainteresowali sie komérkami macierzystymi tkanki ttuszczowej
(ASCs) jako narzedzia do badan nad regeneracjg tkanek. Znany jest angiopoetynopodobny czynnik
wzrostu (AGF, ARP5, ANGPTL6) czyli biatko nalezgce do rodziny biatek angiopoetynopodobnych
(Angptls) o dziataniu plejotropowym. Znane sg liczne wtasciwosci proangiogenne czynnika, bowiem wy-
kazano, ze AGF przyspiesza gojenie sie ran skéry, stymulujgc proliferacje, remodelowanie i regeneracje
komoérek naskérka, wspomaga adhezje, rozprzestrzenianie sie i migracje keratynocytéw, fibroblastéw
i komérek nabtonka oraz angiogeneze oraz bierze udziat w regulacji rozwoju uktadu sercowo-naczynio-
wego i metabolicznych proceséw energetycznych (Zhang Y. i wsp. Biochem Biophys Res Commun,
2006).

Przedmiotem wynalazku jest wybrany w wyniku badan do$wiadczalnych jedynie fragment duzego
biatka AGF, dalej oznaczany jako peptyd AGF9, ktéry zawiera w swojej sekwencji konserwatywny ele-
ment i element biologicznie aktywny czyli sekwencje —Arg-Gly-Asp-(-RGD-). Wynalazek stanowi zatem
peptyd oznaczony jako AGF9 o sekwencji Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-NH: lub stosujgc
skréty jednoliterowe TSRGDHELL-amid bedgcy amidem wybranego wediug wynalazku fragmentu
337-346 fibrynogeno-podobnej domeny ludzkiego biatka AGF (ANGPTL6). Peptyd ten zostat zsyntezo-
wany metodg chemiczng w postaci C-koncowego amidu fragmentu 337-346 biatka AGF, jako czynnik
stymulujgcy réznicowanie komérek ASCs w chondrocyty, ktérego zastosowanie przebadano doswiad-
czalnie. Peptyd AGF9 zawiera miedzy innymi sekwencje RGD. RGD jest obecna w wielu integrynach,
biatkach bedacych ligandami biatek ECM. Sekwencje RGD majg wiele funkcji m.in. biorg udziat w kon-
troli Sciezek sygnatowych odpowiedzialnych za réznicowanie wielu komérek.

Wedtug wynalazku, peptyd o sekwencji aminokwasowej Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-
NH2 ma zastosowanie diagnostyczne lub medyczne jako stymulator chondrogenezy, zwtaszcza stymu-
lator in vitro, a zwtaszcza stanowi stymulator réznicowania sie mezenchymalnych komérek macierzys-
tych tkanki ttuszczowej (ASCs) w chondrocyty. Wedtug wynalazku peptyd mozna zastosowadé jako sty-
mulator proliferacji, migracji, chemotaksji komérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs). Dodat-
kowo, wedtug wynalazku zaproponowano zastosowanie peptydu jako lek w terapii uszkodzen chrzgstki
jako stymulator chondrogenezy. Peptyd zwtaszcza stanowi Srodek aplikowany lokalnie dostawowo.

Prace doSwiadczalne dotyczace zastosowania nowego peptydu, ktére wykazaty biologiczne dzia-
fanie peptydu wedtug wynalazku byty prowadzone w dwdéch niezaleznych modelach.

1) Model réznicowania — komo6rki hodowane w pozywce réznicujgcej z dodatkiem AGF9 oraz

komorki kontrolne hodowane tylko w pozywce réznicujgcej (standardowej) bez AGF9.

2) Modele stymulaciji komorek wytgcznie przez AGF9 w pozywce podstawowej (kontrola — tylko

pozywka podstawowa).

Ad. 1) Wyniki badan pokazaty samodzielne dziatanie peptydu, ktory przyspieszat i stymulowat in
vitro réznicowanie komorek ASCs w komorki chrzgstki — chondrocyty w poréwnaniu do hodowli w stan-
dardowych warunkach réznicowania komérek — bez dodatku peptydu wedtug wynalazku. Standardowe
warunki komoérkowe indukowaty réznicowanie jedynie w matym stopniu i efektywnos$¢ tego procesu byta
Znaczaco nizsza w poréwnaniu do warunkéw z dodatkiem AGF9. Na tej podstawie wykazano zatem
biologiczne dziatanie peptydu do zastosowania medycznego lub $rodka in vitro — peptyd ten moze sta-
nowié srodek stymulujacy chondrogeneze, jeden ze sktadnikéw, stuzgcych do przeksztatcania (réznico-
wania) komérek ASCs w chondrocyty. W badaniach do$wiadczalnych na zwierzetach potwierdzono
mozliwo$é zastosowania peptydu wedtug wynalazku w terapiach dedykowanych regeneracji chrzastki.



4 PL 236 332 B1

Ad 2) Peptyd ten dodawany do pozywki bazalnej (podstawowej) samodzielnie bez innych zwigz-
kéw (stymulatoréw) przyspieszat proliferacje i migracje komérek macierzystych ASCs. W warunkach in
vivolin vitro moze on zatem indukowaé mobilizacje komdrek mezenchymalnych obecnych w chrzastce,
ktére majg réwniez potencjat do ré6znicowania w chondrocyty. Peptyd ten jednocze$nie charakteryzuje
sie niskg toksycznoscig i bezpieczenstwem immunologicznym, co Swiadczy o mozliwosci jego zastoso-
wania medycznego zwtaszcza u ludzi jako $rodek leczniczy.

W dalszej czesci opisu stosuje sie termin peptyd AGF9 jako peptyd wedtug wynalazku o sekwen-
cji: Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-NH: lub stosujgc skroty jednoliterowe TSRGDHELL-amid.

Wyniki badan dotyczacych otrzymania peptydu i dziatania peptydu przedstawiono na rysunku,

czyli:
Fig. 1 — przedstawia chromatogram HPLC peptydu AGF9
Fig.2 - przedstawia widmo ESI MS AGF9
Fig.3 — przedstawia stabilnos¢ peptydu AGF9 w ludzkim osoczu krwi 0znaczong metodg
elektroforezy kapilarnej (CE)
Fig.4 — przedstawia cytotoksyczno$s¢ AGF9 wobec ASCs po 48. godzinach inkubacji,

oznaczona metodg uwalniania enzymu dehydrogenazy mleczanowe;j (test LDH).
Wykres przedstawia Srednig + SEM z 4. niezaleznych do$wiadczen (w kazdym
po 4. powtdrzenia).

* brak statystycznie znamiennej cytotoksycznosci ASCs pod wptywem peptydu
AGF9 w poréwnaniu z grupg kontrolng (Kontrola) p<0,05, test U Manna-Whitneya
z poprawkg na ciggtos¢.

Fig.5 — przedstawia wptyw peptydu AGF9 na proliferacje komérek ASCs po 48.i 72. go-
dzinach inkubacji. Wykres przedstawia $rednig £+ SEM z 4. niezaleznych doswiad-
czen (kazde w 4. powtoérzeniach).

* statystycznie znamienny wzrost proliferacji ASCs pod wptywem peptydu AGF9
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Kontrola) p<0,05, test U Manna-Whitneya z po-
prawkg na ciggto$é.

Fig.6 — przedstawia A. wptyw peptydu AGF9 na migracje ASCs po 24. godzinach inku-
bacji w teScie zarastania rysy. Wykres przedstawia $rednig + SEM z 4. niezalez-
nych dosSwiadczen (kazde w 4. powt6rzeniach). B. ocene chemotaktycznych wia-
Sciwosci pochodnych AGF9 wobec ASCs. Wykres przedstawia $rednig + SEM
z 4. niezaleznych doswiadczen (kazde w 4. powtoérzeniach).

* statystycznie znamienne rdznice w poréwnaniu z grupg kontrolng (Kontrola)
p<0,05, test U Manna-Whitneya z poprawkg na ciggtosc.

Fig.7 — przedstawia ocene immunogennosci peptydu AGF9. Przy uzyciu cytometrii prze-
ptywowej oceniano ilo$¢ (jako procent limfocytéw) i poziom aktywacji wybranych
komoérek immunokompetentnych. Wykresy przedstawiajg wartosci S$rednie

+ SEM.

Fig.8 — przedstawia ocene potencjatu alergizujgcego peptydu AGF9 przy pomocy testu
BAT (na wykresie % zaktywowanych bazofili).

Fig.9 — przedstawia ocene wptywu AGF9 na réznicowanie komdrek ASCs w chondrocyty.

Na rysunku przedstawiono reprezentatywne zdjecia komérek zréznicowanych
(barwienie Alcian blue uwidacznia wydzielane przez chondrocyty GAG).

Fig. 10 — przedstawia wyniki oceny wptywu peptydu AGF9 na chondrogeneze przeprowa-
dzonej przy pomocy komputerowej analizy zdje¢ histologicznych w programie
Imaged v. 1.52.

Fig. 11 — przedstawia wyniki oznaczania tkankowo specyficznych markeréw dla chondro-

cytéw za pomocg uktadu doswiadczalnego qPCR. Graficzne przedstawienie da-
nych uzyskanych z Real-time PCR na podstawie analizy Andvanced Relative Qu-
antification (Target/Ref) znormalizowanej do trzech genéw referencyjnych:
RPL13A, RPLPO i HPRTT1 dla dwéch pacjentéow (A) i (B) ,K” préba kontrolna po
6-tygodniowej hodowli, ,E” proba eksperymentalna po 6-tygodniowej hodowli po
stymulacji zwigzkiem AGF.
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Przyktad 1

Synteza chemiczna peptydu AGF9

Peptyd AGF9 zostat zsyntezowany na no$niku statym, metodg Fmoc za pomocg syntezatora au-
tomatycznego Quartet Protein Technologies z uzyciem zywicy TentaGel S RAM o osadzeniu
0.24 mmol/g. Po syntezie peptydy odszczepiono z peptydylozywicy za pomocg 98% kwasu trifluorooc-
towego (TFA) i wytrgcono zimnym eterem dietylowym. Surowe peptydy oczyszczano za pomocg pre-
paratywnego chromatografu HPLC Spot Prep Il 250 firmy Armen z kolumng Maisch C-18 o wymiarach
(250 x 40) mm, wielko$¢ ziaren 10 pum stosujgc liniowy gradient acetonitrylu (ACN) z 0.08% dodatkiem
TFA. Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 25 ml/min. Poszczegdlne frakcje analizowano przy
pomocy analitycznego chromatografu HPLC firmy Shimadzu z kolumng Phenomenex Kinetex XB-C18,
o wymiarach 150 x 4.6, wielkos¢ ziaren 5 um. Dla wszystkich peptydéw stosowano gradient 0-20%
ACN (z 0.08% dodatkiem TFA) w 30 min z przeptywem 1 mi/min. Po oczyszczaniu peptydy zliofilizo-
wano, a nastepnie umieszczono je w roztworze 0.01 M HCI w celu wymiany jonéw z trifluorooctanowych
na jony chlorkowe. Oczyszczone peptydy scharakteryzowano przy pomocy analitycznego chromato-
grafu HPLC oraz spektrometrii mass ESI wykorzystujgc spektrometr mas SCIEX QTOF 5600+. Charak-
terystyke uzyskanych peptyddéw pokazujg Fig. 1-3. Chromatogram HPLC pokazuje czysto$¢ peptydu
AGF9 (>95%). Natomiast spektrometria mas ESI MS pokazuje prawidtowg tozsamos$¢ struktury peptydu
oraz jego homogenno$é. Na widmach masowych widaé sygnaty odpowiadajgce jonom pseudomoleku-
larnym (M+H)- lub natadowanym w réznym stopniu (+2,+3, +4) danego peptydu.

Przyktad 2

Badanie stabilnosci peptydu AGF9 w ludzkim osoczu

Przy pomocy elektroforezy kapilarnej (CE) oceniono stabilno$é peptydu AGF9 w ludzkim osoczu.
Wyniki wykonanej analizy pokazaty, ze peptyd AGF9 jest stabilny w ludzkim osoczu krwi. Po 21 godzi-
nach inkubacji ok. 80% peptydu AGF9 pozostato niezhydrolizowane.

Badania biologiczne.

Przyktad 3

Ocena cytotoksycznosci peptydu AGF9 wobec komorek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs)

Przy pomocy kolorymetrycznego testu LDH, polegajgcego na ocenie aktywnos$ci dehydrogenazy
mleczanowej w medium hodowlanym, sprawdzono cytotoksyczno$é peptydu AGF9 wobec komoérek
macierzystych tkanki ttuszczowej. Test ten jest oparty na reakcjach enzymatycznych, w wyniku ktérych
powstaje barwny produkt, oznaczany spektrofotometrycznie. Dehydrogenaza mleczanowa jest enzy-
mem cytozolowym, ktéry w warunkach fizjologicznych nie jest uwalniany na zewngtrz komérki. Uszko-
dzenie (dezintegracja) btony komérkowej oraz Smieré komoérki spowodowana dziataniem czynnikéw
szkodliwych, np. substancji chemicznych czy tez czynnikéw fizycznych, powoduje uwolnienie LDH
z komérek do Srodowiska. Oznaczenie aktywnosci LDH w supernatancie jest miarg toksycznosci bada-
nej substancji wzgledem komérek w hodowli.

W tescie LDH nie zaobserwowano cytotoksycznosci peptydu AGF9 wobec komérek ASCs. Wy-
niki przedstawiono na Fig. 4.

Przyktad 4

Ocena wptywu peptydu AGF9 na proliferacje komdrek macierzystych tkanki ttuszczowe;j

Do oceny wptywu peptydu AGF9 na proliferacje komoérek ASCs wykorzystano kolorymetryczny
test XTT. Test ten oparty jest na zdolnosci enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania
soli tetrazolowej (XTT) do formazanu bedgcego kolorowym produktem reakcji. Zdolno$¢ do produkc;ji
formazanu majg tylko zywe komérki, co pozwala na szybkie i doktadne okre$lenie udziatu procentowego
zywych komérek oraz wptywu badanego czynnika na ich zywotno$¢. Peptyd rozpuszczano w sterylne;,
destylowanej wodzie.

AGF9 istotnie statystycznie stymulowat proliferacje ASCs we wszystkich badanych stezeniach od
0,001 do 150 pg/ml. Efekt ten obserwowany byt zaréwno po 48. jak i po 72. godzinach inkubaciji.
W poréwnaniu z grupg kontrolg, najwiekszy wzrost liczby komoérek (o okoto 25% wzgledem kontroli)
zaobserwowano przy stezeniu 0,01 pg/ml po 48. godzinach inkubaciji. Wyniki przedstawiono na Fig. 5.

Przyktad 5

Ocena wptywu peptydu AGF9 na migracje i chemotaksje komdérek macierzystych tkanki ttuszczowe;j

Ocena migracji

Przy ocenie zdolnosci do migracji pod wptywem peptydu AGF9 wykonano test zarastania rysy.
Wykorzystano szalki Petriego o $rednicy 35 mm zawierajgcych dwukomorowe inserty o okre$lonej sze-
rokosci szczeliny miedzykomorowej, ktéra stanowity ryse o powierzchni 500 pm?2. Po wyhodowaniu
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ASCs na brzegu rysy, usuwano insert, ptukano komorki i inkubowano z inhibitorem proliferacji (mitomy-
cyng C), a nastepnie ptukano i dodawano znang pozywke DMEM z wysokg zawartos$cig glukozy
(4,5 g/l), zawierajgca odpowiednie stezenie peptydu AGF9 (0,1 i 1 pg/ml), uprzednio rozpuszczonego
w sterylnej wodzie. Po 24. godzinach oceniano zarastanie rysy opierajgc sie wytacznie na migracji
ASCs. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) zawiera: wapnia chlorek bezwodny, zelaza azotan
dziewieciowodny, potasu chlorek, magnezu siarczan bezwodny, sodu chlorek, sodu wodoroweglan, po-
tasu fosforan jednozasadowy jednowodny, D-glukoza, L-argininy chlorowodorek, L-cystyny dichlorowo-
dorek, L-glutamina, glicyna, L-histydyny chlorowodorek jednowodny, L-izoleucyna, L-leucyna, L-lizyny
chlorowodorek, L-metionina, L-fenyloalanina, L-seryna, L-treonina, L-tryptofan, disodu L-tyrozyna dwu-
wodna, L-walina, wapnia D-pantotenian, choliny chlorek, kwas foliowy, i-inozytol, niacynamid, rybofla-
wina, tiaminy chlorowodorek, pirydoksyny chlorowodorek) z solg sodowg kwasu 4-(2-hydroksyetylo)pi-
perazyno-1-etanosulfonowego.

Peptyd AGF9 w obu badanych stezeniach (0,1 oraz 1 pg/ml) istotnie statystycznie zmniejszyt pole
powierzchni rysy w poréwnaniu z grupg kontrolng (p<0.05). Wyniki przedstawiono na Fig. 6A. Na tej
podstawie mozna stwierdzié, ze peptyd AGF9 stymuluje migracje komérek macierzystych tkanki ttusz-
czowej.

Ocena chemotaksji

Przy ocenie wiasciwosci chemotaktycznych peptydu AGF9 wykorzystano test przechodzenia ko-
morek przez membrane. W tym celu komorki wysiewano do insertéw, ktére za pomoca porowatej mem-
brany PET przedzielaly, przestrzenie na gérng i dolng. Komérki wysiane do insertu (przestrzen goérna)
zostaty pobudzone do aktywnej migracji przez btone do przestrzeni doinej pod wptywem chemoatrak-
tantu — AGF9 w stezeniu ostatecznym 1 pg/ml. Oceny liczby komoérek, ktore ,przemigrowaty” przez
insert dokonano fluorymetrycznie (barwienie kalceing).

Peptyd AGF9 wykazat istotny statystycznie efekt chemotaktyczny w poréwnaniu z grupg kon-
trolng (p<0,05). Wyniki przedstawiono na Fig. 6B.

Wyniki badan za$ wskazujg na zastosowanie peptydu AGF9 jako stymulatora chondrogenezy —
i sugerujg zastosowanie lecznicze jak réwniez uzycie jako $rodek uzyty in vitro w diagnostyce, bada-
niach doswiadczalnych. Wykazano bowiem stymulacja migracji oraz chemotaksiji ludzkich komérek ma-
cierzystych tkanki ttuszczowej poprzez peptyd AGF9 w warunkach in vitro, z prawdopodobienstwem
moze $wiadczy¢ o mozliwosci mobilizacji mezenchymalnych komérek macierzystych obecnych w chrza-
stce in vivo.

Przyktad 6

Ocena immunogennosci peptydu AGF9

Aspekt ten jest istotny z uwagi na mozliwe dziatania niepozgdane peptydéw, ktore potencjalnie
mogg powodowac aktywacje uktadu odpornosciowego oraz indukcje zapalenia (limfocyty) i reakcji aler-
gicznej (bazofile/komérki tuczne).

Materiatem do badan byty tzw. kozuszki leukocytarne, z ktérych izolowano jednojadrzaste ko-
morki krwi obwodowej (PBMC) wykorzystujac wirowanie w gradiencie gestosci (histopaque, Sigma). Po
dwukrotnym ptukaniu PBMC w PBS, lizie erytrocytéw i zliczeniu (licznik komoérek Bio-Rad), komérki
wysiewano na ptytke 24-dotkowg w ilosci 1 min kk/ 1 ml RPMI 1640 (P/S, 10% FBS)/dotek. Nastepnie
komorki adaptowaty sie do nowych warunkdéw przez 24 godziny (tzw. resting). Po tym czasie dodawano
badanego zwigzku — peptyd AGF9 w stezeniu konicowym: 1,0 ng/ml i inkubowano w cieplarce przez
48 h. Kontrole negatywng stanowity komorki niestymulowane, natomiast pozytywng — komérki stymulo-
wane LPS (1 pg/ml) i PHA (2,5 png/ml). Komorki zbierano z dotkéw po zakonczeniu inkubaciji, ptukano
w PBS, zliczano i przygotowywano do analizy cytometrycznej: 100 tys kk/100 pl wybarwiano przeciw-
ciatami, a po 30 minutowej inkubacji w temp pokojowej w ciemnos$ci analizowano z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego — LSRFortessa, BD.

Uzyskane wyniki wskazujg na brak wiasciwosci immunogennych peptydu AGF9 w badanym ste-
zeniu. Poziom wybranych subpopulacji komérek uktadu immunologicznego (CTL — komorki cytotok-
syczne, Th, komorki NK) zachowywat warto$ci zblizone do kontrolnych Fig. 7). Wyniki te Swiadczg, iz
peptyd AGF9 nie indukuje zapalenia i posiada wysoki profil bezpieczenstwa immunologicznego.

Przyktad 7

Ocena potencjatu alergizujgcego peptydu AGF9

Do oceny aktywacji bazofili pod wptywem peptydu AGF9 zastosowano zestaw komercyjny Flow
CAST® highsens (Biihimann Laboratories, Switzerland). Test ten (BAT, Basophil Activation Test) stuzy



PL 236 332 B1 7

do oceny potencjatu alergicznego réznego rodzaju zwigzkéw chemicznych, w tym lekéw. Badanie wy-
konano na prébkach krwi pobranych od zdrowych ochotnikéw i przeprowadzono w ciggu 24 godzin od
pobrania, zgodnie z instrukcjg producenta. 100 pL krwi petnej inkubowano z badanym zwigzkiem —
peptyd AGF9 w stezeniu koricowym 1 pg/ml. Nastepnie prébki barwiono roztworem przeciwciat (CD63,
CD203c, CCR3) i inkubowano przez 15 min w fazni wodnej w temp 37°C. Po zakonczeniu inkubacji,
lizie erytrocytéw i ptukaniu, proby byly analizowane cytometrycznie (BD FACSCanto Il). Dla kazdej
préby przygotowano réwniez kontrole: negatywng i pozytywng (anti-FcsRI mAb i fMLP).

Uzyskane wyniki wskazujg na brak aktywacji granulocytéw w obecnosci AGF9 (1 pg/ml) — warto-
Sci nizsze niz w kontroli negatywnej (Fig. 8). Wyniki wskazujg na bardzo niskie prawdopodobieristwo
wywotania reakcji alergicznej przez peptyd AGF9, co Swiadczy o mozliwosci jego zastosowania u ludzi.

Przyktad 8

Ocena wptywu peptydu AGF9 na rdéznicowanie komérek macierzystych tkanki tluszczowej
w chondrocyty

Proces réznicowania do chondrocytéw przeprowadzono poprzez hodowle in vitro za pomocg ze-
stawu réznicujgcego StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit. Komérki hodowano w postaci za-
geszczonej grudki komorek, ktérg otrzymano po zwirowaniu 500 tys. komérek przy obrotach 1500/min
w probdéwce typu Falcon. W tej postaci zageszczony osad komérkowy hodowano w pozywce réznicujg-
cej z dodatkiem AGF9 w stezeniu ostatecznym 1 ug/ml przez 6. tygodni, wymieniajgc pozywke co 3 dni.
Po zr6znicowaniu, powstaty osad komérkowy utrwalono 3,7% paraformaldehydem przez 24. godziny,
odwodniono w rosngcych stezeniach alkoholu etylowego, zatopiono w parafinie. Otrzymane bloczki pa-
rafinowe skrawano o grubos$ci 5 um i barwiono 1% bfekitem alcjanskim przez 30 minut.

Przy pomocy komputerowej analizy obrazu odczytano Srednie wartosci szarosci zdjeé analizo-
wanych przez ImagedJ v. 1.52 (US National Institutes of Health; http://rsb.info.nih.goV/ij/). Prég odciecia
zostat ustalony na podstawie obrazéw kontrolnych (Srednia warto$¢ szarosci z obrazéw kontrolnych).
Ostateczne wartosci dla komérek od kazdego pacjenta przedstawiono jako $rednig z 4 odczytéw
(4 zdjecia kontrolne i 4 zdjecia preparatow po stymulacji AGF). Analize statystyczng przeprowadzono
za pomocg sparowanego testu t-Studenta. Zaobserwowano statystycznie istotng réznice pomiedzy kon-
trolg i komérkami réznicowanymi w obecnosci peptydu AGF9, co oznacza, ze peptyd AGF9 wykazuje
dziatanie biologiczne i stanowi stymulator chondrogenezy.

Przyktad 9

Oznaczanie tkankowo specyficznych markeréw dla chondrocytéw

Catkowite RNA (z miRNA) zostato wyizolowane z pelletéw ASC zestawem miRNeasy QIAGEN,
pomiar stezenia i wartosci RIN wykonany zostat z uzyciem 2100 Bioanalyzer AGILENT RNA 6000 Nano
Kit. Odwrotna transkrypcja przeprowadzona zostata z uzyciem Transcriptor First Strand cDNA Synthe-
sis Kit (Roche). Real-time PCR zrealizowany zostat na LightCycler 480 SW 1.5 (Roche), analize Advan-
ced Relative Quantification wykonano z normalizacjg do trzech genéw referencyjnych (RPL13A, RPLPO,
HPRTT), wybranych na podstawie wynikéw RNA-seq, potwierdzajgcych ich stabilno$é.

Za pomocg uktadu doswiadczalnego qPCR zmierzono ekspresje Col2A1, ACAN, COMP i SOX9
bedacymi tkankowo specyficznymi markerami chondrogenezy. Otrzymane wyniki przedstawiono na
Fig. 11.

W prébach eksperymentalnych 6-tygodniowej hodowli komoérek macierzystych tkanki ttuszczowe;j
w pozywce rdznicujgcej (StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit) z dodatkiem AGF9 (1 ng/ml)
zaobserwowano wzrost transkryptu markera ACAN (Aggrecan), odpowiadajgcego za kodowanie biatka
bedgcego sktadnikiem macierzy zewnatrzkomdrkowej tkanki chrzestnej, ktérego gtéwnym zadaniem
jest oporno$¢ na Sciskanie w chrzastce oraz wzrost ekspresiji transkryptu markera SOX9 zaangazowa-
nego w réznicowanie komoérek mezynchymalnych do chondrocytow w kazdym z rozwijajgcym sie ele-
mentéw kostnych. Marker COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) odgrywajgcy wazna role w inte-
gralnosci chrzgstki stawowej poprzez oddziatywanie z innymi biatkami macierzy zewnatrzkomaérkowej
takimi jak kolageny i fibronektyny nie wykazywat spojnej tendenciji u przyktadowych dwéch pacjentéw.

Analiza jakoSciowa (barwienie btekitem alcianu — wybarwianie wydzielanych przez chondrocyty
GAG) oraz ilo$ciowa analiza transkryptomiczna wskazuje na korzystny wptyw zwigzku AGF na réznico-
wanie ASCs w kierunku chondrocytéw.

Wyniki badan wskazujg zatem na medyczne i diagnostyczne zastosowanie peptydu jako stymu-
latora chondrogenezy in vitro lub $rodka pobudzajgcego chondrogeneze in vivo.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Przyktad 10

Ocena profilu transkryptomicznego komérek macierzystych tkanki ttuszczowej pod wptywem pep-
tydu AGF9

Sprawdzono wptyw dodatku peptydu AGF9 na profil transkryptomiczny mezenchymalnych komo-
rek macierzystych pochodzgcych z tkanki ttuszczowej (ang. ASCs — Adipose Derived Stem Cells). Pod-
skorng tkanke ttuszczowg pozyskano od trzech zdrowych pacjentéw Kliniki Chirurgii Plastycznej GUMed
(zgoda nr NKBBN/387/2014 Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych GUMed). Izolacje
komoérek ASCs przeprowadzono wg standardowego protokotu (Gerlach i wsp. Tissue Eng. Part C Met-
hods 2012) w pozywce DMEM low glucose (Dulbecco’s modified Eagle medium) z dodatkiem 10% su-
rowicy bydlecej (FBS — Fetal Bovine Serum). Wptyw peptydu AGF9 badano po drugim pasazu, w taki
sposéb, ze po zmianie pozywki komérki byty hodowane przez 24 h z dodatkiem 10% FBS, kolejne 24 h
z 5% FBS, a nastepnie przez 48 h wyfgcznie z dodatkiem peptydu AGF9 w stezeniu 0.1 pg/ml. Jako
kontroli uzyto komérek ASCs, ktdre przez ostatnie 48 h byly hodowane bez zadnych czynnikéw stymu-
lujgcych (kontrola bez dodatku FBS). Po etapie stymulacji komoérki poddano trypsynizacii, ptukaniu,
a z zamrozonych pelletéw komdrkowych izolowano RNA do badan transkryptomicznych (dla préb
o wspétczynniku RNA Integrity Number > 7). Dla préb pozyskanych od trzech pacjentéw przeprowa-
dzono wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA w celu profilowania catego transkryptomu. Otrzy-
mane fragmenty po sekwencjonowaniu zmapowano do genomu referencyjnego cztowieka (edycja hg19,
reprezentatywny przyktad zestawu genéw, Human Genome 19- GRCh37, wydanie z roku 2019) z uzy-
ciem oprogramowania TopHat. Analizy poréwnawcze profili transkryptomicznych ASCs traktowanych
peptydem AGF przeprowadzono w odniesieniu do kontroli FBS Min (komdrki ASCs hodowane bez do-
datku czynnikéw stymulujgcych) z wykorzystaniem pakietu Cufflinks wedtug procedury opisanej przez
twércow oprogramowania (workflow for Cufflinks version 2.2.0 and higher — http:/cole-trapnell-lab.gi-
thub.io/cufflinks/manual/). Wyniki badan poréwnawczych dla poszczeg6inych prob pojedynczo oraz dla
triplikatu w postaci matryc DGE (ang. Differential Gene Expression) poddawano analizie funkcjonalnej
w pakiecie Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

IPA pozwala na analize zmian transkryptow w badanym zestawie danych i powigzanie ich ze
zmianami regulatoréw ,upstream” oraz zjawiskami biologicznymi zachodzgcymi w wyniku tych zmian
(tzw. ,downstream effects”). Wspdtczynnik, ktéry opisuje dopasowanie tych danych to ,consistency
score”. Po stymulacji komérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs) peptydem AGF9 (0,1 pg/ml)
zaobserwowano aktywacje zjawisk $wiadczgcych o mobilizaciji tych komérek, m.in. ruchy i migracje ko-
morek, przy jednoczesnym zahamowaniu apopotozy.


http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/manual/
http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/manual/
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Tabela 1. Lista zjawisk biologicznych zachodzgcych w ASCs (linie pierwotne z trzech pacjentéw Kliniki Chirurgii
Plastycznej) w wyniku stymulacji peptydem AGF (0,1 png/ml). Z-score to algorytm w EPA, ktéry pozwala na identy-
fikacje zjawisk i funkcji aktywowanych (> 2) lub hamowanych (< -2) w wyniku zmian ekspresji obserwowanych
w badanym zestawie danych. Za istotne statystycznie uznaje sie dane w p < 0,05.

Zjawisko P Kierunek zmiany z-score | llos¢
zaangazowanych
transkryptow

ruchy komorek 0,0000155 Aktywacja 3,673 29

waskulogeneza 0,000011 Aktywacja 3,395 13

migracja komorek 0,0000306 Aktywacja 2,939 26

transport molekut 0,0000154 Aktywacja 2,439 22

ruchy komorek 0,000153 Aktywacja 2,236 6

embrionalnych linii

komorkowych

transport 0,00000274 Aktywacja 2,228 6

aminokwasow

metabolizm 0,00553 Aktywacja 2,177 5

eikozanoidu

metabolizm kwasow | 0,000484 Aktywacja 2,139 10

thuszczowych

wzrost tkanki 0,00599 Aktywacja 2,105 8

nabtonkowej

synteza reaktywnych | 0,00414 Aktywacja 2,020 7

form tlenu

sekrecja bialek 0,00186 Aktywacja 2,000 4

migracja komorek 0,00214 Aktywacja 2,000 4

linii emrionalnych

Egzocytoza 0,00306 Aktywacja 2,000 4

Apoptoza 0,0011 Zahamowanie -2,014 29

Zastrzezenia patentowe
1. Peptyd o sekwencji aminokwasowej Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-NHoz.
2. Peptyd o sekwencji aminokwasowej Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-NH> do zastoso-

wania jako stymulator chondrogenezy.

3. Peptyd do zastosowania wedtug, zastrz. 2, znamienny tym, ze stanowi stymulator réznico-
wania sie mezenchymalnych komérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs) w chondro-
cyty.

4. Peptyd do zastosowania wedtug, zastrz. 2 lub 3, znamienny tym, ze stanowi stymulator pro-
liferacji, migracji, chemotaksji komérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs).
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5. Peptyd o sekwencji aminokwasowej Thr-Ser-Arg-Gly-Asp-His-Glu-Leu-Leu-NH> do zastoso-
wania jako lek w terapii uszkodzen chrzgstki jako stymulator chondrogenezy.

6. Peptyd do zastosowania wedtug, zastrz. 5, znamienny tym, ze stanowi $rodek aplikowany
lokalnie dostawowo.
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Fig. 1. Chromatogram HPLC peptydu AGF9
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Fig. 2. Widmo masowe ESI MS peptydu AGF9
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Fig. 3. Stabilnos¢ peptydu AGF9 w ludzkim osoczu krwi oznaczona metodg elektroforezy
kapilarmej (CE)
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Fig. 4. Cytotoksycznos¢ AGF9 wobec ASCs po 48. godzinach inkubacji, oznaczona
metoda uwalniania enzymu dehydrogenazy mleczanowej (test LDH). Wykres przedstawia
srednia = SEM z 4. niezaleznych doswiadczen (w kazdym po 4. powtdrzenia). * brak
statystycznie znamiennej cytotoksycznosci ASCs pod wpltywem peptydu AGF9 w
poréwnaniu z grupg kontrolng (Kontrola) p<0,05, test U Manna-Whitneya z poprawka na

cigglosc.
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Fig. 5. Wplyw peptydu AGF9 na proliferacje komorek ASCs po 48 1 72. Godzinach
inkubacji. Wykres przedstawia srednig + SEM z 4. niezaleznych doswiadczen (kazde w 4.
powtdrzeniach). * statystycznie znamienny wzrost proliferacji ASCs pod wplywem
peptydu AGF9 w porownaniu z grupa kontrolng (Kontrola) p<0,05, test U Manna-
Whitneya z poprawka na cigglosé.
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Fig. 6. A. Wplyw peptydu AGF9 na migracj¢ ASCs po 24. godzinach inkubacji w tescie
zarastania rysy. Wykres przedstawia srednig £ SEM z 4. niezaleznych doswiadczen (kazde
w 4. powtorzeniach). B. Ocena chemotaktycznych wlasciwosci pochodnych AGF9 wobec
ASCs. Wykres przedstawia $rednia £ SEM z 4. niezaleznych doswiadczen (kazde w 4.
powtorzeniach). *statystycznie znamienne roznice w poroéwnaniu z grupa kontrolna

(Kontrola) p<0,05, test U Manna-Whitneya z poprawka na ciagtosc.
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Fig. 7. Ocena immunogennosci peptydu AGF9. Przy uzyciu cytometrii przeplywowe;j
oceniano 1lo§¢ (jako procent limfocytow) 1 poziom aktywacji wybranych komorek

immunokompetentnych. Wykresy przedstawiajg wartosci srednie +SEM.
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Fig. 8. Ocena potencjatu alergizujacego peptydu AGF9 przy pomocy testu BAT. Wykres
przedstawia procent zaktywowanych granulocytow zasadochtonnych, badanych w
warunkach kontrolnych (kontrole: negatywna i dwie pozytywne) oraz obecnosci AGF9.

Wyniki przedstawiono jako wartosc srednig =SEM.
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Fig. 9. Ocena wplywu AGF9 na roznicowanie komérek ASCs w chondrocyty. Na rysunku
przedstawiono reprezentatywne zdjecia komorek zroznicowanych (barwienie Alcian blue

uwidacznia wydzielane przez chondrocyty glikozaminoglikany GAG).
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Fig. 10. Ocena wptywu peptydu AGF9 na chondrogenez¢ przeprowadzona przy pomocy

komputerowej analizy zdje¢ histologicznych w programie Image] v. 1.52
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Fig. 11. Oznaczanie tkankowo specyficznych markeréw dla chondrocytow za pomoca
uktadu doswiadczalnego qPCR. Graficzne przedstawienie danych uzyskanych z Real-time
PCR na podstawie analizy Andvanced Relative Quantification (Target/Ref)
znormalizowane] do trzech genow referencyjnych: RPLI3A, RPLPO i HPRT/ dla dwoch
pacjentow (A) i (B)

K’ proba kontrolna po 6-tygodniowej hodowli

.E” proba eksperymentalna po 6-tygodniowe) hodowli po stymulacji zwiazkiem AGF9



