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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb biologicznego pozyskiwania tymozyny, hormonu o dziata-
niu przeciwzapalnym i przeciwnowotworowym, ktérego obnizony poziom w organizmie staje sie przy-
czyna powstawania wielu przewlektych chordb zapalnych o podtozu autoimmunologicznym.

Dotychczasowe zapobieganie i leczenie choréb autoimmunologicznych polega na ogét na uzu-
petnianiu tymozyny w organizmie przy pomocy zastrzykéw z tym hormonem, wytworzonym syntetycz-
nie. Jako istotne nalezy wspomnie¢, ze hormon tymozyna musi by¢ dostarczany do organizmu w $ci-
Sle okreslonych, kilkugodzinnych odstepach czasowych z uwagi na szybki rozpad tego hormonu.
Pacjent musi przyjmowaé hormon przez caty okres zycia.

Badania dowiodty, ze komorki macierzyste, wyhodowane z fragmentéw grasicy, przeznacza-
nych rutynowo do utylizacji, ktérych sposob pozyskiwania jest objety patentem nr Pat. 215 347, moga
by¢ zrédiem naturalnie wytwarzanej tymozyny. Realizacja rozwigzania jest kontynuacja wynalazku,
chronionego wyzej wymienionym patentem nr Pat. 215 347.

Hormon, o ktérym mowa, od czasu odkrycia przez Allana Goldsteina wzoru chemicznego tymo-
zyny ludzkiej stat sie waznym lekiem uzywanym w nowoczesnej immunoterapii z uwagi na stwierdzo-
ne wiasciwosci stymulacji komorek nabtonkowych grasicy i regulacji poziomu limfocytow we krwi.
Gtéwnie chodzi o choroby autoimmunologiczne, w ktorych obserwuje sie przedwczesne zaburzenie
inwolucji komoérek nabtonkowych grasicy, wytwarzajacych tymozyne.

Odkrycie sktadu chemicznego tymozyny ludzkiej, sktadajacej sie z 28 aminokwasow, umozliwito
podjecie produkcji tego hormonu w formie syntetycznej, ktérego sktad chemiczny odpowiada sktadowi
chemicznemu tymozyny ludzkiej.

Tymozyna syntetyczna jest obecnie waznym lekiem uzywanym w nowoczesnej immunoterapii
z uwagi na jej wlasciwosci stymulaciji komorek nabtonkowych grasicy i regulacji poziomu limfocytéw
we krwi. Gtownie w odniesieniu do chorob autoimmunologicznych, ktérym towarzyszy przedwczesne
zaburzenie inwolucji komoérek nabtonkowych grasicy, wytwarzajacych tymozyne.

Odkrycie hormonu tymozyny i jego wtasciwosci, spowodowato gwattowny rozwdj nauki w kie-
runku tego hormonu. Stosowana obecnie tymozyna syntetycznie wytworzona jest preparatem nietok-
sycznym, bezpiecznym jednak jako peptyd, krétko dziatajgcym. Aby jej stosowanie byto skuteczne
musi by¢é podawana systematycznie, w $cisle okreslonych przedziatach czasowych, w formie bardzo
kosztownych i bolesnych zastrzykow. Wéwczas moze spetnia¢ funkcje leku chronigcego przed zapa-
leniem i rozwojem nowotworu.

Nalezy wspomnie¢, ze przed odkryciem Allana Goldsteina stosowano tymozyne cieleca, ktorej
dziatanie | wtasciwosci sg identyczne jak tymozyna ludzka. Jednak jej podawanie podobnie jak tymo-
zyny syntetycznej byto ktopotliwe i do$é kosztowne.

Bezustannie prowadzone badania naukowe pozwolity odkry¢ takze inne zrédta tymozyny. Jed-
nym z nich jest mozliwos¢ nauczenia bakterii replikacji kopii tymozyny.

Ponadto nalezy wspomnieé, ze obecnie trwaja prace przy uzyskaniu leku o wtasciwos$ciach toz-
samych tymozynie, z wykorzystaniem nanotechnologii.

Jako istotne nalezy wskazac, ze wszystkie dotychczasowe metody leczenia tymozyng wiazg sie
z kosztownym, czestym (nawet dwukrotnym w ciagu dnia) podawaniem dozylnie tego preparatu. Takie
leczenie jest nieprzyjemne, uciazliwe i bolesne dla pacjenta.

Celem rozwigzania wedtug wynalazku jest wyeliminowanie wszystkich dotychczasowych niedo-
godnos$ci poprzez opracowanie sposobu utrzymywania prawidtowego poziomu tymozyny w organi-
zmie pacjenta za pomocg jednorazowego zabiegu implantacji zywych komaérek progenitorowych, ktére
posiadaja zdolnos$¢ produkowania hormonu tymozyny w organizmie. Zabieg ten polega na wszczepie-
niu jednorodnego implantu do tkanki podskérnej lub dootrzewnowo. Pozwala on wyeliminowac¢ uciaz-
liwe dla pacjenta podawanie hormonu tymozyny wytworzonej syntetycznie w zastrzykach.

W realizacji wynalazku chodzi o pozyskanie implantu zywych komoérek progenitorowych, majacych
zdolnosé odbudowy i syntezy tymozyny, ktore po jednorazowej implantacji pozwalaja utrzymaé zdolnos¢
organizmu do regulowania poziomu tymozyny przez wiele lat, bez potrzeby powtarzania zabiegu.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb biologicznego pozyskiwania tymozyny, ktérej zrodtem sa
macierzyste komorki progenitorowe, wyhodowane z fragmentéw grasicy usuwanych w Klinikach Kar-
diochirurgii Dzieciecej podczas zabiegdw chirurgicznych.

Dotychczas, w okresie poprzedzajacym opracowanie wynalazku, komorki usunietych grasic ru-
tynowo byly przeznaczane do utylizacji poprzez spalenie.
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Sposob wytwarzania gotowych do transplantacji komoérek, pochodzacych z przetworzonych
in vitro z komorek pozyskiwanych z fragmentéw grasicy ludzkiej wieku rozwojowego, znany jest
z opisu wynalazku chronionego patentem nr Pat. 215 347.

Sposob ten polega na przeksztatceniu fragmentéw grasicy ludzkiej po uprzednim, mechanicz-
nym usunieciu maksymalnej ilosci limfocytow korowych i rdzeniowych. Z pozostatosci szkieletu
nabtonkowego, umieszczonego w hodowli uzyskuje sie wzrost jednolitych komérek nabtonkowych.
Hodowle prowadzi sie w warunkach jatowych, w temperaturze +37°C, przy wilgotnosci 98% i statym
doptywie dwutlenku wegla, korzystnie 5%, w pozywce przypominajacej sktadem surowice ludzka
z dodatkiem 10% surowicy ptodowej. Wzrost odbywa sie w odpowiednich cieplarkach. Roznicowanie
i dojrzewanie komérek trwa, korzystnie 4—8 tygodni az do uzyskania dostatecznej ilosci komorek. Pty-
ny odzywcze wymienia sie co 4-5 dni. Korzystnie co 7 dni czes¢ hodowli poddaje sie badaniom kon-
trolnym, polegajacym na zastosowaniu znacznikédw pozwalajacych okresli¢ fenotyp komérek i ocenié
ewentualno$¢ wystapienia mutacji nowotworowych. Po uptywie wskazanych 4-8 tygodni uzyskuje sie
dostateczna ilos¢ komédrek gotowych do transplantacji. Pozyskane komérki do czasu przygotowania
biorcy umieszcza sie w amputkach w zawiesinie dwumetylosulfoksydu z dodatkiem surowicy ptodowe;j
i zamraza sie w cieklym azocie az do czasu przygotowania biorcy.

Przed przeszczepieniem biorcy, preparat rozmraza sie i poddaje ocenie zywotnosci, jatowosci
i ilosci, ile komorek jest zawartych w jednym mililitrze. Po rozmrozeniu usuwa sie dwumetylosulfoksyd
i surowice ptodowa poprzez wirowanie. Na jedna dobe przed implantacja, preparat umieszcza sie
w lodowce w temperaturze +8°C na dwie godziny przed zabiegiem, po czym preparat doprowadza sie
do temperatury pokojowej, a nastepnie dokonuje sie przeszczepu.

Istota rozwigzania, wedtug wynalazku polega na tym, ze po 3—4 tygodniach inkubacji nastepuje
moment krytyczny obumierania komorek fragmentéw przetworzonej grasicy ludzkiej, poza komérkami
mezenchymalnymi, ktére sg zrédtem nowych komaérek progenitorowych, rozpoczynajagcych w momen-
cie krytycznym swoj gwattowny wzrost. Komorki te maja zdolno$¢ odbudowy i syntezy hormonu tymo-
zyny. Nastepnie nowonamnazajgce sie komorki macierzyste, w ciggu 35 dni, liczagc od momentu kry-
tycznego inkubuje sie, dokonujac co najmniej co 5 dni pomiaru tymozyny w medium inkubacyjnym
oraz w namnazajacych sie komoérkach progenitorowych. Pomiar poziomu tymozyny w medium inkuba-
cyjnym ma postac ilosciowa i jest przeprowadzany metoda radioimmunologiczng, natomiast pomiar
tymozyny w komorkach progenitorowych ma charakter jako$ciowy. Jest on przeprowadzany przy uzy-
ciu metody immunocytochemicznej.

Poziom tymozyny w medium inkubacyjnym po 15 dniach kultury ma wartos¢ okoto 0,00 ng/ml,
natomiast na koncu kultury, po 35 dniach, stezenie tymozyny osiaga wartos¢ okoto 0,5 ng/ml.

Po zakonczeniu kultury, pozyskane komorki progenitorowe bankuje sie do czasu implantacji,
przeprowadzanej znanym z wczesniejszego wynalazku sposobem.

Rozwiazanie, zgodnie z wynalazkiem umozliwia wykorzystanie nieprzydatnych, przeznaczanych
wczesniej do utylizacji fragmentéw grasicy ludzkiej na potrzeby pozyskiwania zywych komorek, sta-
nowigcych zrédto produkcji bardzo cennego hormonu, chroniacego organizm przed powstawaniem
réznorodnych choréb na podtozu autoimmunologicznym i nowotworowym. Wynalazek daje mozliwosé
wyeliminowania czestych, bolesnych i bardzo uciazliwych dla pacjenta iniekcji. Ponadto umozliwia
wytworzenie hormonu niezbednego dla organizmu w sposéb naturalny, a wiec znacznie lepiej przy-
swajalny niz tymozyna syntetyczna lub cieleca.

Przyktad:

Pozyskana podczas operacji chirurgicznej u dziecka, przeprowadzanej w celu korekcji wady
serca, grasice oczyszcza sie mechanicznie z limfocytéw, makrofagéw i niektorych komérek mezen-
chymalnych. Pozostatosci sieci nablonkowej rozdrabnia na drobne fragmenty o wymiarach 1-2 mm.
Uzyskany materiat umieszcza sie w mieszaninie medium Changa i surowicy ptodowej cielecej w cie-
plarce, gdzie panuje temperatura +37°C, wilgotnos¢ 98% oraz staty przeptyw 5% dwutlenku wegla.
W takich warunkach prowadzi sie hodowle az do momentu krytycznego, w ktérym po okoto 3 tygo-
dniach hodowli nastepuje obumieranie komorek z przetworzonej grasicy ludzkiej, poza komdrkami
mezenchymalnymi, stanowiacymi naturalne 2rédio wzrostu nowych komérek progenitorowych. Ko-
morki te majg zdolnosé odbudowy i syntezy hormonu tymozyny. Ich gwattowny wzrost rozpoczyna sie
w momencie krytycznym. Nowonamnazajace sie komorki sa inkubowane nastepnie przez okres
35 dni, przy czym co 5 dni dokonuje sie pomiaru tymozyny. Pomiar stezenia tymozyny przeprowadza
sie w medium inkubacyjnym oraz w komérkach. Pomiar poziomu tymozyny w medium inkubacyjnym
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ma postac ilosciowa i jest przeprowadzany metoda radioimmunologiczna. Pomiar poziomu tymozyny
w namnozonych komérkach progenitorowych przeprowadza sie metoda immunocytochemiczna. Ma
on charakter jakosciowy.

Po uptywie 35 dni namnozone komérki zbiera sie i bankuje.

Gotowe do transplantaciji komérki pozostaja w banku do czasu przygotowania biorcy. Przecho-
wuje je sie zawieszone w mieszaninie DMSO (dwumetylosulfoksydu) i surowicy ptodowej, w atmosfe-
rze ciektego azotu. Przed transplantacjg komorki rozmraza sie, a poprzez wirowanie usuwa sie DMSO
(dwumetylosulfoksyd) i surowice ptodowa. Nastepnie preparat poddaje sie ocenie zywotnosci, jatowo-
Sci i ilosci, tak aby w koncowej fazie w preparacie byto nie mniej niz 20 milionéw komoérek. Na dobe
przed implantacjg 1-2 ml zawiesiny preparatu z materiatem komérek wyhodowanych in vitro umiesz-
cza sie w lodéwce w temperaturze +8°C. Na dwie godziny przed implantacja, preparat doprowadza sie
do temperatury pokojowej, po czym dokonuje przeszczepu komorek do tkanki podskérnej biorcy,
W miejscu nie narazonym na urazy.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb biologicznego pozyskiwania tymozyny, polegajacy na tym, ze wytworzony in vitro
preparat przeksztatconych, rozdrobnionych fragmentéw grasicy ludzkiej wieku rozwojowego,
po uprzednim mechanicznym oczyszczeniu z limfocytow, makrofagow i zbednych komorek
mezenchymalnych w populacje jednolitych komodrek, umieszcza sie w cieplarce w statej
temperaturze +37°C, w statej wilgotnosci 98%, przy statym doptywie dwutlenku wegla, w po-
zywce mieszaniny medium Changa, przypominajacej sktadem surowice ludzka z dodatkiem
inaktywowane] surowicy ptodowej oraz gentamycyny i poddaje sie hodowli przez okres
3-8 tygodni, az do uzyskania dostatecznej ilosci komorek odpowiednio zréznicowanych
i dojrzatych, przy czym podtoze wymienia sie co 4-5 dni, a fenotyp réznicujacych sie komo-
rek ocenia sie co najmniej co 7 dni za pomocag markera, a po uzyskaniu komaérek gotowych
do przeszczepu przetrzymuje sie je w mieszaninie dwumetylosulfoksydu i surowicy ptodo-
wej, w atmosferze cieklego azotu, zas$ przed przeszczepieniem biorcy preparat rozmraza sie
i poddaje ocenie zywotnosci, jatowosci i ilosci oraz usuwa sie dwumetylosulfoksyd i surowice
ptodowa, ponadto dobe przed implantacja umieszcza sie w temperaturze +8°C, za$ dwie
godziny przed implantacja preparat komoérek progenitorowych grasicy doprowadza sie
do temperatury pokojowej, znamienny tym, ze po uptywie 3—4 tygodni inkubacji, w momen-
cie krytycznym nastepuje obumieranie komoérek z fragmentéw przetworzonej grasicy ludz-
kiej, Zywe pozostaja komoérki mezenchymalne, stanowiace Zrodio wzrostu nowych komaérek
progenitorowych o zdolnosci odbudowy i syntezy hormonu tymozyny, przy czym w momen-
cie krytycznym pozostajace zywe komodrki mezenchymalne rozpoczynajg swéj gwattowny
rozwoj, komorki te inkubuje sie nastepnie przez okres 35 dni, dokonujac co najmniej co 5 dni
pomiaru poziomu tymozyny w medium inkubacyjnym i w namnazajgcych sie komérkach pro-
genitorowych.

2. Sposodb, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pomiar poziomu tymozyny w medium inkuba-
cyjnym przeprowadza sie metoda radioimmunologiczna, majaca charakter ilosciowy, nato-
miast pomiar tymozyny w komorkach progenitorowych prowadzi sie metodg immunocyto-
chemiczna, majaca postac¢ oceny jakosciowe;.

3. Sposob, wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze poziom tymozyny w medium inkubacyjnym
po 15 dniach kultury komorek wynosi okoto 0,0 ng/ml, zas na koncu kultury, po 35 dniach
osiaga wartos¢ okoto 0,5 ng/ml.
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