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Opis wynalazku

Niniejszy wynalazek dotyczy zastosowania TGFf32 lub TGFB3 (transformujgcy czynnik wzrostu
typu beta 2 lub transformujacy czynnik wzrostu typu beta 3) w terapii pacjentéw ze zmianami nowotwo-
rowymi, charakteryzujgcymi sie obecnoscig ponad 5% komdrek nowotworowych wykazujgcych okre-
Slony fenotyp, mianowicie obecno$¢ zmutowanego receptora dla EGF, to jest EGFRuvIII.

Opis stanu techniki

W przypadku wielu nowotworéw obserwujemy mutacje prowadzacg do powstawania tzw.
EGFRUVvIII. Aktualnie obowigzuje poglad stwierdzajgcy, ze dziatania przeciwnowotworowe w odniesieniu
do komérek nowotworowych z EGFRvIII mogg polega¢ na wywotaniu ich $mierci komérkowej dzieki
blokowaniu aktywnos$ci kinazowej tego receptora. Stosowano tez ogélnie dostepne formy terapii: che-
mioterapia, radioterapia, chirurgia. Probowano réwniez bez powodzenia stosowac terapie immunolo-
giczne.

Nikt nie proponowat do tej pory zastosowania TGFB2 lub TGFB3 w terapii pacjentow z nowotwo-
rami, ktorych komoérki wykazujg ekspresje EGFRUVIII.

EGFRVIII powstaje w wyniku delecji fragmentu genu EGFR zawierajgcego eksony 2-7 [Wikstrand
1998]. Mutant ten nie wystepuje w komaérkach prawidtowych. Ekspresja EGFRvIII w wielu typach nowo-
twordw ttumaczy olbrzymie zapotrzebowanie na terapie eliminujgcg komaérki nowotworowe wykazujgce
ekspresje EGFRUVIII.

Komorki nowotworowe wykazujgce ekspresje EGFRVIII wykazujg duzg lekoopomos$¢ na terapie
zwigzkami drobnoczgsteczkowymi [Liu 2013, Learn 2004, Schulte 2013, Ji 2006, Zanca 2017] i terapie
immunologiczne [Brand 2011, Yang 2008, Patel 2007].

Komorki EGFRvII pozytywne mogg odgrywac role nowotworowych komérek macierzystych,
ewentualnie komdérki EGFRVIII negatywne mogg by¢ zalezne od komérek EGFRUvIII pozytywnych [Za-
nca 2017, Peciak 2017].

Popyt na poszukiwany lek dziatajgcy specyficzne na komdrki, ktére wykazujg ekspresje EGFRuIII,
jest bardzo duzy. W tej chwili nie ma na rynku substancji, ktére powodujg $mier¢ komérek nowotworo-
wych wykazujgcych ekspresje EGFRVIII, ale wzglednie nieszkodliwych dla komérek prawidtowych. Sto-
sowane obecnie substancje lecznicze wykazujg bardzo powazne efekty uboczne poniewaz zazwyczaj,
molekuty na ktére oddziatujg, znajdujg sie zaréwno w komérkach prawidtowych jak i nowotworowych
[Dudek 2006, Perez-Soler 2004, Petty 2003, Nguyen 2009].

Komorki nowotworowe wykazujgce wysokie stezenie EGFRuvIII to przede wszystkim komérki gle-
jaka wielopostaciowego [Peciak 2017]. Wiele innych nowotwordéw charakteryzuje sie obecnoscig komo-
rek EGFRVIII pozytywnych. Natomiast w przypadku glejaka wielopostaciowego mediana czasu przezy-
cia to jedynie 15-18 miesiecy. Najbardziej optymistyczne dane wskazujg, ze tylko kilka procent pacjen-
tébw z glejakiem wielopostaciowym przezyje wiecej niz pie¢ lat od momentu postawienia diagnozy
w USA. Dla poréwnania tylko 10% kobiet z rakiem piersi w USA nie przezyje pieciu lat od momentu
postawienia diagnozy. W przypadku glejaka wielopostaciowego najdtuzej przezywajg pacjenci, u kté-
rych stosuje sie potgczenie radioterapii, temozolomidu (chemioterapia) i chirurgii. Terapii towarzyszy
najczesciej ekstremalne pogorszenie stanu pacjentéw i dramatyczne zmiany osobowosci. Blisko potowa
pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym to osoby starsze (okoto 70-letnie), ktére bardzo zle znoszg
obecnie stosowane rodzaje terapii. Nie ma zgody co do tego jakie powinny by¢ w ich przypadku stan-
dardy terapeutyczne. W przypadku tych pacjentéw mediana przezycia wynosi okoto dziesieciu miesiecy.
Nie jest znana terapia prowadzgca do $mierci komérek nowotworowych glejaka wielopostaciowego,
ktora jest nieszkodliwa dla komérek prawidtowych co poprawitoby sytuacje pacjentéw z glejakiem wie-
lopostaciowym. Takie terapie przeciwnowotworowe nie zostaly jeszcze odkryte lub stanowig absolutng
rzadko$¢. U pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym prébowano stosowaé terapie immunologiczne,
ktére mogtyby spemié kryterium ewidentnej nieszkodliwos$ci ale bez powodzenia [Hopper-Borge 2009,
Grisanti 2008, Rades 2010].

TGFpB (TGFB2 lub TGFB3) generalnie znane sg z innego wplywu na komorki nowotworowe niz
ten opisany w zgtoszeniu. Dotychczas prébowano stosowaé w terapii onkologicznej blokery receptora
dla TGFp [Han 2015]. Nie sg znane skuteczne proby zastosowania TGF2 lub TGF33 jako substanciji
przeciwnowotworowych, tym bardziej w terapii nowotworéw, w ktérych wystepujg komérki EGFRvIII po-
zytywne. Powszechnie wiadomo, ze czynnik wzrostu TGFp2 lub TGFB3 nie moze byé szkodliwy wobec
komérek prawidtowych w takim sensie jak np. erlotynib, afatynib czy temozolomid. TGFf jest substancijg
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produkowang w organizmie cztowieka w warunkach fizjologicznych. Jego szkodliwo$¢ jest wiec relatyw-
nie znikoma.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest transformujgcy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujgcy czynnik
wzrostu beta 3 (TGFB2 lub TGFB3) do zastosowania w leczeniu pacjentéw z glejakami wielopostacio-
wymi, w przypadku ktérych to glejakéw ponad 5% komérek nowotworowych jest EGFRvIII-pozytywna.

Korzystnie komérki nowotworowe EGFRVIlI-negatywne sg biologicznie zalezne od komérek
EGFRUVIII-pozytywnych. Korzystnie komdrkg nowotworowg podatng na efekt cytotoksyczny i cytosta-
tyczny jest macierzysta komérka nowotworowa EGFRuvIll-pozytywna. Korzystnie komdrka jest ludzkg
komorkg nowotworowsq.

Korzystne skutki wynalazku

Korzystnie transformujgcy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujgcy czynnik wzrostu beta 2
(TGFpB2 lub TGFp3) jest:

— minimalnie toksyczny w stezeniach fizjologicznych i terapeutycznych wobec komoérek prawidtowych;

— nietoksyczny w stezeniach fizjologicznych i terapeutycznych wobec komoérek prawidtowych;

— nieszkodliwy dla komérek prawidtowych w stezeniach fizjologicznych i terapeutycznych;

— wykazuje nieznaczng toksyczno$¢ w poréwnaniu z drobnoczgsteczkowymi blokerami kinaz
EGFR;

— wykazuje nieznaczng toksycznos¢ w poréwnaniu z drobnoczgsteczkowymi zwigzkami chemicz-
nymi stosowanymi w terapii onkologiczne;.

Korzystnie efektem dziatania transformujgcego czynnika wzrostu beta 2 lub transformujgcego
czynnika wzrostu beta 3 (TGFB2 lub TGF(3) jest:

— zatrzymanie podziatéw komdérkowych komérek nowotworowych;

— Smieré komoérek nowotworowych.

Korzystnie efekt taki obserwuje sie w przypadku komérek nowotworowych EGFRVvllI-negatyw-
nych, jesli sg biologicznie zalezne od komérek EGFRvlII-pozytywnych.

Korzystnie komérka jest komdrkg nowotworowg glejaka wielopostaciowego, w ktérym ponad 5%
komoérek nowotworowych jest EGFRvIII-pozytywna.

Korzystnie komdrka jest komérkg innego nowotworu niz glejak wielopostaciowy, w ktérym ponad
5% komérek nowotworowych jest EGFRvIlIl-pozytywna.

Objasnienie figur rysunku

Przedmiot wynalazku w przyktadach wykonania jest uwidoczniony na rysunkach:

Figura 1. Struktura TGFp2.

Figura 2. Struktura TGF[33.

Figura 3. Wyniki obserwacji w czasie rzeczywistym komoérek podlinii DK-MG high z wykorzysta-
niem urzadzenia BioStation CT. Czgsteczka oznaczona jako TGF(2 jest skuteczna przeciwnowotwo-
rowo wobec komérek DK-MG high juz w stezeniu 1 ng/ml — hamuje ich proliferacje i wywotuje $mierc.
Wptyw TGF 2 jest znamienny.

Figura 4. Wyniki obserwacji w czasie rzeczywistym komoérek podlinii DK-MG low z wykorzysta-
niem urzgdzenia BioStation CT. Czasteczka oznaczona jako TGF[32 jest nieskuteczna przeciwnowo-
tworowo wobec komérek DK-MG low w stezeniu 1 ng/ml.

Figura 5. Wyniki obserwacji w czasie rzeczywistym komoérek podlinii DK-MG high z wykorzysta-
niem urzadzenia BioStation CT. Czgsteczka oznaczona jako TGFf33 jest skuteczna przeciwnowotwo-
rowo wobec komérek DK-MG high juz w stezeniu 1 ng/ml — hamuje ich proliferacje i wywotuje $mierc.
Wptyw TGF 3 jest znamienny.

Figura 6. Wyniki obserwacji w czasie rzeczywistym komoérek podlinii DK-MG low z wykorzysta-
niem urzgdzenia BioStation CT. Czasteczka oznaczona jako TGF[33 jest nieskuteczna przeciwnowo-
tworowo wobec komérek DK-MG low w stezeniu 1 ng/ml.

Figura 7. Przyktadowa analiza cytotoksycznosci TGF B2 na indukowane prawidtowe neuralne ko-
mérki macierzyste z wykorzystaniem urzgdzenia BioStation CT. Wplyw TGF2 jest statystycznie nie-
znamienny.

Figura 8. Przyktadowa analiza cytotoksyczno$ci TGF(33 na prawidtowe ludzki perycyty z wyko-
rzystaniem urzadzenia BioStation CT. Wplyw TGF[33 jest statystycznie nieznamienny.

Szczegotowy opis przedmiotu wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest TGFp (TGFp2 lub TGF3, transformujgcy czynnik wzrostu beta 2
lub transformujacy czynnik wzrostu beta 3), opisane w bazie danych biatek HPRD pod identyfikatorem
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01828 (TGFp2) i 01829 (TGFB3), do zastosowania w leczeniu pacjentéw ze zmianami nowotworowymi,
w ktorych komaérki nowotworowe wykazujg ekspresje EGFRVIII (charakteryzujgcego sie brakiem regionu
kodowanego przez eksony 2-7). TGFB2 zostat dostarczony przez Sigma-Aldrich, TGFB3 zostat dostar-
czony przez Gibco™ (Thermo Fisher Scientific).

Subrodzina czynnikéw TGFp, dla ktorych receptorem jest TGFR, sktada sie z trzech czynnikow:
1, B2 i B3. Kazdy z nich w formie aktywnej sktada sie ze 112 aminokwasow.

TGFp2 skfada sie wyj$ciowo z 414 aminokwasoéw, z ktérych otrzymywana jest sekwencja TGF32
w formie aktywnej sktadajgca sie ze 112 aminokwaséw. Sg to aminokwasy 303 do 414 catkowitej se-
kwencji aminokwasowej TGF 2. To wtasnie forma aktywna TGF 32 byta testowana w analizach. Nalezy
pamietac, ze biatko TGFB2 podlega glikozylacji w pozycjach 72, 140 i 241. W obrebie struktury wyste-
pujg mostki dwusiarczkowe (Fig. 1).

ALDAAYCF RNVQDNCCLR PLYIDFKRDL GWKWIHEPKG YNANFCAGAC
PYLWSSDTQH SRVLSLYNTI NPEASASPCC VSODLEPLTI LYYIGKTEPKI
EQLSNMIVKS CKCS

Wzér 1. Sekwencja aminokwasow formy aktywnej czynnika wzrostu zwanegp dalej

jako TGFp2.

TGFB3 skfada sie wyj$ciowo z 412 aminokwaséw, z ktérych otrzymywana jest sekwencja TGF33
w formie aktywnej sktadajgca sie, tak samo jak pozostatych czynnikéw z podrodziny TGFf ze 112 ami-
nokwasow. Sg to aminokwasy 301 do 412 catkowitej sekwencji aminokwasowej TGFf3. To wiaédnie
forma aktywna TGF 33 byta testowana w analizach. Nalezy pamietaé, ze biatko TGF3 podlega glikozy-
lacji w pozycjach 74, 135 i 142. W obrebie struktury wystepujg mostki dwusiarczkowe (Fig. 2).

ALDTNYCFRN LEENCCVRPL YIDFRQDLGW KWVHEPKGYY ANFCSGPCPY
LRSADTTHST VLGLYNTLNP EASASPCCVP QDLEPLTILY YVGRTPKVEQ
LSNMVVKSCK CS

Wzér 2. Sekwencja aminokwaséw formy aktywnej czynnika wzrostu zwanego dalej
jako TGFB3.

Wyniki badan in vitro zostaty ujete w przyktadach. Do badan wykorzystano komercyjnie dostepng
linie komdérkowg DK-MG, z ktérej wyprowadzono dwie podlinie komérkowe. Pierwsza podlinia tzw. DK-
MG high wykazywata od 40% do 70% komérek EGFRvIII pozytywnych. Druga podlinia DK-MG low
wykazywata nie wiecej niz 5% komérek EGFRuvlll-pozytywnych. Podlinie te opisano w artykule Stec
i wsp. [Oncotarget 2017].

Do oceny toksycznosci badanego zwigzku na komérki prawidtowe wykorzystano ludzkie perycyty
oraz ludzkie indukowane neuralne komoérki macierzyste.

W badaniach wykazano ekstremalng toksyczno$é TGFf, wobec komdérek nowotworowych wyka-
zujgcych ekspresje EGFRVIII i brak toksyczno$ci TGFf3 wobec komérek prawidtowych (BALB 3T3).
W przypadku komérek prawidtowych zaobserwowano korzystny wptyw TGFf na ich proliferacje. Ba-
dano komoérki prawidtowe pomimo, ze wiadomo ze TGF{3 nie moze byé wobec nich toksyczny w takim
stopniu jak stosowane drobnoczgsteczkowe substancije lecznicze (np. erlotynib czy temozolomid). Sto-
sowano czynnik TGFP2 (cat. No. SRP3170-5UG; Sigma-Aldrich) oraz TGFB3 (cat. No. PHG9305;
Gibco™; Thermo Fisher Scientific). Stosowano aktywne formy TGF 3 sktadajgce sie z 112 aminokwasdw.

Przyktady

Przyktad 1. Analiza wptywu TGFB2 na komérki linii DK-MG high w oparciu o metody
obrazowe (BioStation CT).

Przykfad ilustruje efekt TGFB2 na przezywalnos¢ i proliferacje komorek linii DK-MG high. W tym
celu wykonano badanie na komdrkach linii, wykazujgcej nie mniej niz 40% komérek EGFRvIII pozytyw-
nych (DK-MG high). Podlinie te opisano w artykule Stec i wsp. Oncotarget 2017.
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Dzien 1

1. Komodrki linii DK-MG high w konfluencji do 90% przeptukano buforowang solg fizjologiczng
(PBS) bez jonow Mg?* i Ca?*. Usunieto PBS.

2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajac Trypsyny-EDTA (0,05%, 1x) w czasie 1-3 min
w 37°C.

3. Komorki przeniesiono do probéwki o objetosci 15 ml, zwirowaé (200xg, 4 min) i zawieszono
w pozywce RPMI1640 z 10% surowicg bydleca i antybiotykami,

4. Zliczono komérki.

5. Dodano 4x10*komodrek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;.

6. Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawic¢ na ok. 24 godziny w 37°C.

Dzien 2

7. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 2 ml pozywki RPM]1640 z antybiotykami i bez surowicy i pozostawiono na ok. 24
godziny w 37°C.

Dzien 3

9. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

10. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy z odpowiednimi zwigzkami
(DMSO; objetosciowo réwng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkdw); pojedynczo lub
w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib (10 uM Molecula; Cat.
No. 89983631), TGFB2 (1; 2,5; 5 ng/ml numer katalog. SRP3170-5UG; Sigma-Aldrich).

11. Wstawiono naczynie z komérkami do BioStation CT. Opisano ptytke i kazdy dotek.

12. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 48 godzin zmieniano pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/ EGF/erlotynibu/TGF 2
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

14. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.

15. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: TGFB2 jest skuteczny wobec komoérek nowotworowych DK-MG wykazujgcych ekspresje
EGFRUVIII i komoérek od nich zaleznych — hamuje ich proliferacje i wywotuje $mieré komérkowg (Fig. 3).
Wartoéci IC50 TGFp2 wobec tych komérek wahaty sie w zakresie kilku nanograméw na mililitr.

Przyktad 2. Analiza wplywu TGFB2 na komérki linii DK-MG low w oparciu o metody
obrazowe (BioStation CT).

Przykfad ilustruje efekt TGFB2 na przezywalnos$¢ i proliferacje komorek linii DK-MG low. W tym
celu wykonano badanie na komaérkach linii, wykazujgcej nie wiecej niz 5% komoérek EGFRVIII pozytyw-
nych (DK-MG low). Podlinie te opisano w artykule Stec i wsp. Oncotarget 2017.

Dzien 1

1. Komodrki linii DK-MG low w konfluencji do 90% przeptukano buforowang solg fizjologiczng

(PBS) bez jonow Mg?* i Ca?*. Usunieto PBS.
2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajgc Trypsyny-EDTA (0,05%, 1x) w czasie 1-3 min
w 37°C.

3. Komorki przeniesiono do probowki o objetosci 15 ml, zwirowano (200xg, 4 min) i zawieszono

w pozywce RPMI1640 z 10% surowicg bydleca i antybiotykami.

Zliczono komorki.

Dodano 4x10* komérek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;.
Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawiono na ok. 24 godziny w 37°C.

oe R~
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Dzien 2

7. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy i pozostawiono na ok. 24
godziny w 37°C.

Dzien 3

9. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

10. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy z odpowiednimi zwigzkami
(DMSO; objetosciowo réwng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkdw); pojedynczo lub
w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib(10 uM Molecula; Cat.
No. 89983631), TGFB2 (1; 2,5; 5 ng/ml numer katalog. SRP3170-5UG; Sigma-Aldrich).

11. Wstawiono naczynie z komoérkami do BioStation CT. Opisac ptytke i kazdy dotek.

12. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 48 godzin zmieniono pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/EGF/erlotynibu/TGF 32
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

14. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.

15. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zostaé wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: TGFB2 jest nieskuteczny wobec komérek nowotworowych DK-MG i niewykazujgcych EGFRVIII
(Fig. 4). Przedstawiony wynik wskazuje na brak toksycznosci czgsteczki TGF32 wobec komorek linii
DK-MG low w analizowanych warunkach.

Przyktad 3. Analiza wplywu TGF-3 na komdrki linii DK-MG high w oparcia o metody
obrazowe (BioStation CT).

Przykfad ilustruje efekt TGFB3 na przezywalnos¢ i proliferacje komorek linii DK-MG high. W tym
celu wykonano badanie na komérkach linii, wykazujgcej nie mniej niz 40% komérek EGFRvIII pozytyw-
nych (DK-MG high). Podlinie te opisano w artykule Stec i wsp. Oncotarget 2017.

Dzien 1

1. Komorki linii DK-MG high w konfluencji do 90% przeptukano buforowang solg fizjologiczng
(PBS) bez jonow Mg?* i Ca?*. Usunieto PBS.

2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajgc Trypsyny-EDTA (0,05%, 1x) w czasie 1-3 min
w 37°C.

3. Komorki przeniesiono do probéwki o objetosci 15 ml, zwirowano (200xg, 4 min) i zawieszono
w pozywce RPMI1640 z 10% surowicg bydlecg i antybiotykami.

4. Zliczono komérki.

5. Dodano 4x10* komdrek na dotek ptytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;j.

6. Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawiono na ok. 24 godziny w 37°C.

Dzien 2

7. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg®* i Ca®* Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy i pozostawiono na ok. 24
godziny w 37°C.

Dzien 3

9. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

10. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy z odpowiednimi zwigzkami
(DMSO; objetosciowo réwng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkdw); pojedynczo lub
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w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib(10 uM Molecula; Cat.
No. 89983631), TGFB3 (1; 2,5; 5 ng/ml numer katalog. PHG9305; Gibco™; Thermo Fisher
Scientific).

11. Wstawiono naczynie z komérkami do BioStation CT. Opisano ptytke i kazdy dotek.

12. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 48 godzin zmieniano pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/EGF/erlotynibu/TGFp2
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

14. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.

15. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: TGFB3 jest skuteczny wobec komérek nowotworowych DK-MG wykazujgcych ekspresje
EGFRUVIII i komoérek od nich zaleznych — hamuje ich proliferacje i wywotuje $mieré komérkowg (Fig. 5).
Wartoéci IC50 TGFB3 wobec tych komérek wahaty sie w zakresie kilku ng na mililitr.

Przyktad 4. Analiza wplywu TGFB3 na komérki linii DK-MG low w oparciu o metody
obrazowe (BioStation CT).

Przykfad ilustruje efekt TGFB3 na przezywalnos$¢ i proliferacje komorek linii DK-MG low. W tym
celu wykonano badanie na komaérkach linii, wykazujacej nie wiecej niz 5% komérek EGFRUvIII pozytyw-
nych (DK-MG low). Podlinie te opisano w artykule Stec i wsp. Oncotarget 2017.

Dzien 1

1. Komodrki linii DK-MG low w konfluencji do 90% przeptukano buforowang solg fizjologiczng
(PBS) bez jonow Mg?* i Ca?*. Usunieto PBS.

2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajgc Trypsyny-EDTA (0,05%, 1x) w czasie 1-3 min
w 37°C.

3. Komorki przeniesiono do probowki o objetosci 15 ml, zwirowano (200xg, 4 min) i zawieszono
w pozywce RPMI1640 z 10% surowicg bydleca i antybiotykami.

4. Zliczono komérki.

5. Dodano 4x10* komérek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;.

6. Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawiono na ok. 24 godziny w 37°C.

Dzien 2

7. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy i pozostawiono na ok. 24
godziny w 37°C.

Dzien 3

9. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca?*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

10. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy z odpowiednimi zwigzkami
(DMSO; objetosciowo rowng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkéw); pojedynczo lub
w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib (10 uM Molecula; Cat.
No. 89983631), TGFB3 (1; 2,5; 5 ng/ml numer katalog. PHG9305; Gibco™; Thermo Fisher
Scientific).

11. Wstawiono naczynie z komorkami do BioStation CT. Opisac ptytke i kazdy dotek.

12. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 48 godzin zmieniano pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/ EGF/erlotynibu/TGFp2
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

14. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.
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15. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: TGF(3 jest nieskuteczny wobec komdrek nowotworowych DK-MG i niewykazujgcych EGFRVIII

(Fig. 6). Przedstawiony wynik wskazuje na brak toksycznosci czgsteczki TGFB3 wobec komorek linii

DK-MG low w analizowanych warunkach.

PrzyktadS5. Analiza toksyczno$ci TGFB2 i znanych inhibitoréw kinazy EGFR wobec
indukowanych prawidtowych neuralnych komérek macierzystych z wykorzystaniem urzadzenia
BioStation CT.

Dzien 1

1. Komodrki linii iNSc (Neural Induction Stem Cells) w konfluencji do 80% przeptukano buforo-
wang solg fizjologiczng (PBS) bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto PBS.

2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajgc StemPro Accutase (ThermoFisher Scientific, Cat.
No. Al 110501) w czasie 5 min w temperaturze pokojowe;j.

3. Komorki przeniesiono do probowki o objetosci 15 ml, zwirowano (200xg, 4 min) i zawieszono

w pozywce PSC Neural Induction Medium (ThermoFisher Scentific, Cat. No. A1647801)
Z antybiotykami.
Zliczono komorki.
Dodano 1x10° komérek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;.
Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawi¢ na ok. 24 godziny w 37°C.
zien 2
Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca?*. Usuneto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 1,5 ml pozywki PSC Neural Induction Medium z antybiotykami z odpowiednimi zwigz-
kami (DMSO; objetosciowo réwng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkéw); pojedyn-
czo lub w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib (10 pM Mole-
cula; Cat. No. 89983631), TGFp2 (; 2,5 i 5 ng/ml; numer katalog. SRP3170-5UG; Sigma-
Aldrich).

9. Wstawiono naczynie z komdrkami do BioStation CT. Opisano ptytke i kazdy dotek.

10. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

NO vk

Kolejne dni

11. Co 48 godziny zmieniano pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/EGF/erlotynibu/TGF 2
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

12. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.

13. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

14. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: Przedstawiony wynik wskazuje na brak cytotoksyczno$ci czgsteczki TGF32 wobec indukowa-
nych prawidiowych neuralnych komoérek macierzystych w analizowanych warunkach w sposéb
istotny statystycznie (Fig. 7). Wartosci IC50 TGFp2 wobec tych komdrek byty niemierzalne i wynosity
wiecej niz kilkaset nanograméw na minilitr.

Przyktad 6. Analiza toksycznosci TGFB3 i znanych inhibitoréw kinazy EGFR wobec

prawidtowych ludzkich perycytéw z wykorzystaniem urzgdzenia BioStation CT.

Dzien 1

1. Perycyty w konfluencji do 90% przeptukano buforowang solg fizjologiczng (PBS) bez jonow
Mg?* i Ca®*.UsinietoPBS.
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2. Kombérki odklejono od naczynia uzywajac Trypsyny-EDTA (0,05%, 1x) w czasie 1-3 min
w 37°C.

3. Komorki przeniesiono do probéwki o objetosci 15 ml, zwirowaé (200xg, 4 min) i zawieszono
w pozywce RPMI1640 z 10% surowicg bydleca i antybiotykami.

4. Zliczono komérki.

5. Dodano 4x10* komérek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli adherentne;.

6. Uzupetniono w/w pozywkg i pozostawic¢ na ok. 24 godziny w 37°C.

Dzien 2

7. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonéw Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

8. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy i pozostawiono na ok, 24
godziny w 37°C.

Dzien 3

9. Komorki przemyto 2-3 razy buforowang solg fizjologiczng bez jonow Mg?* i Ca®*. Usunieto
dokfadnie PBS kazdorazowo.

10. Dodano 2 ml pozywki RPMI1640 z antybiotykami i bez surowicy z odpowiednimi zwigzkami
(DMSO; objetosciowo réwng maksymalnej objetosci testowanych zwigzkdw); pojedynczo lub
w kombinacjach z EGF (20 ng/ml (Sigma, Cat. no. E9644)), erlotynib (10 pM Molecula; Cat.
No. 89983631), TGFB3 (1; 2,51 5 ng/ml numer katalog. GF111 Merck EMD Millipore).

11. Wstawiono naczynie z komérkami do BioStation CT. Opisano ptytke i kazdy dotek.

12. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych.

Kolejne dni

13. Co 48 godziny zmieniano pozywke pamietajgc o dodawaniu DMSO/EGF/erlotynibu/TGFp3
pojedynczo lub w kombinacjach do odpowiednich naczyn hodowlanych.

14. Wstawiono komorki do urzgdzenia BioStation CT.

15. Dokonano automatycznej obserwacji mikroskopowej w odstepach 6-godzinnych. Oprogra-
mowanie BioStation CT pozwala na automatyczne zliczanie komérek i pola powierzchni zaj-
mowanego przez te komorki.

16. Analogiczne obserwacje z mniejszg doktadnoscig mogg zosta¢ wykonane dzieki zastosowa-
niu mikroskopu JULI czy zwyktego mikroskopu Swietinego. Nalezy jednak pamietaé, ze Bio-
Station CT umozliwia zachowanie warunkéw $rodowiska w czasie eksperymentu i obserwa-
cje wielu naczyn hodowlanych réwnoczes$nie.

Wyniki: Przedstawiony wynik wskazuje na brak cytotoksyczno$ci czasteczki TGFp3 wobec komoérek
prawidtowych (ludzkich prawidtowych astrocytéw) w analizowanych warunkach w sposéb statystycznie
znamienny (Fig. 8). Warto$ci IC50 TGFf3 wobec tych komérek byty niemierzalne i wynosity wiecej niz
kilkaset ng na mililitr.
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Zastrzezenia patentowe

1. Transformujacy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujacy czynnik wzrostu beta 3
(TGFB2 lub TGFB3) do zastosowania wleczeniu pacjentéw z glejakami wielopostacio-
wymi, w przypadku ktérych to glejakéw ponad 5% komérek nowotworowych jest
EGFRvlll-pozytywna.
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. Transformujgcy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujgcy czynnik wzrostu beta 3 (TGF(2 lub
TGFB3) do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze komorki nowotworowe
EGFRUVIll-negatywne sg biologicznie zalezne od komérek EGFRVIII-pozytywnych.

. Transformujgcy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujgcy czynnik wzrostu beta 3 (TGF(2 lub
TGFB3) do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze komérkg nowotworowg po-
datng na efekt cytotoksyczny i cytostatyczny jest macierzysta komérka nowotworowa
EGFRvIlI-pozytywna.

. Transformujgcy czynnik wzrostu beta 2 lub transformujgcy czynnik wzrostu beta 3 (TGF(2 lub
TGFB3) do zastosowania wedlugzastrz.1. znamienny tym, ze komoérka jest ludzkg komérka
nowotworowa.

Rysunki

Figura 1

Figura 2



Znormalizowana liczha komdrek

Inormalizowana liczha komdrek

PL 238 186 B1

DKMG vili+

DMSO

EGF

Erlotynib

TGFB2 1 ng/ml
TGER2 2,5 ng/mi
TGFB2 5 ng/mi

$tidd

k] 1 E ¥ 1 ¥ ¥ k3 E 1
0 12 24 38 48 60 72 84 %96 108
Czas (godz)

Figura 3

DKMG viil-

oMSo

EGF

Erlotynib

TGFR2 1 ng/ml
TGFP2 2,5 ng/mi
TGFB2Z 5 ng/mi

$ bt

G

¥ ¥ ¥ 1] ¥ ¥ ¥ X 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Czas (godz)

Figura 4



Znormalizowana liczba komdrek

Znormalizowana liczha komdrek

PL 238 186 B1

DKMG vili+

250~
200
150
1008
50-
0 Y Y T Y T g
] 24 36 48 60 72 96 108
Czas {godz}
Figura 5
DKMG viil-
1504

0

O 12 24 36 48 60 72 84

Czas (godz}

Figura b

* L]
96 108

LIRS B B

¢+ idd

DMSO

EGF

Erlotynib

TGFR3 1 ng/mi
TGFB3 2,5 ng/ml
TGFP3 5 ng/mi

DMSO

EGF

Erlotynib

TGFA3 1L ng/ml
TGFR3 2,5 ng/ml
TGFR3 8 ng/mli

13



14

Znormalizowana liczba komérek

PL 238 186 B1

iNSc

12004
-9 DMSO

1000 ~g- Erfotynib

800+ -~ TGFB2 1 ng/fmi
%= TGFR2 2,5 ng/ml

6001 -¢- TGFR2 S ng/mi

400+

200+

Znormalizowana liczba komadrek

1 D T T v r .
0 12 24 36 AB 60 72
Czas (godz)
Figura?
Perycyty
2504
. . "= DMSO
2001 v . - EGF
- = Erlotynib
1504 3 - TGRS 1 ng/mi
b . * A ‘ sl LS ’y dmadoply 3 L o TGFB3 2'5 nx/ml
1661! -. 9N ﬂ“ L4 ] N .
HEETT ¢ 31113111 w TGEP3 5 ng/mi
- oo p 1 ..I_I x _“ I&ﬁ
504
K 50 100
Czas (godz)

Figura 8



	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings

