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Inventia se referd la 0 metoda de investigare a predis-
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a celulelor periferice mononucleare prin pre-expunerea
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acidului uric si restimularea celulelor cu lipopolizaharid
pentru inductie de citokine, dupé care se interpreteaza
rezultatele privind magnitudinea productiei de citokine

inflamatorii, in raport cu citokinele anti-inflamatorii,
astfel c&, o crestere de aproape 2 ori mai mare a pro-
ductiei de IL-1B ca raspuns la aditia de acid uric de
50 mg/dl versus control negativ la pacientii cu hiperuri-
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pacientul cu hiperuricemie Tn grupul suspectat cu
predispozitie la sindrom inflamator.
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METODA DE INVESTIGARE A PREDISPOZITIEI PENTRU DEZVOLTAREA
UNUI RASPUNS INFLAMATOR ACCENTUAT PE BAZA PRODUCTIEI DE
CITOKINE iN URMA EXPUNERII LA ACID URIC IN VITRO

Inventia se referd la o metoda de investigare a predispozitiei pentru dezvoltarea unui
raspuns inflamator accentuat, cu aplicabilitate in stratificarea pacientilor cu hiperuricemie pe baza
unor teste de imunologie care determind capacitatea de productie de citokine a celulelor din singe

ca raspuns la stimularea acestora cu acid uric.

Domeniul tehnic.

Guta reprezintd una dintre cele mai vechi identificate si descrise patologii reumatologice
si afecteaza aproximativ 1% din populatia globului, atingdnd o prevalenta de 2.5-3.9% in tarile
dezvoltate. Incriminate in patogenia gutei sunt cristalele de urat monosodic (MSU) care se
formeaza in timpul hiperuricemiei si determina inflamatie. Studii recente au demonstrat faptul ca
hiperuricemia este asociatd si cu alte patologii precum boala cardiovasculara (BCV), diabetul
zaharat de tip II si hipertensiunea (1,2). Bolile metabolice reprezintd astdzi cauza principald de
morbiditate la nivel global, fiind responsabile de 40-50% din cauzele de mortalitate in Statele
Unite ale Americii si Europa, inclusiv Romania.

Acidul uric este produsul metabolic al degradarii purinelor si este considerat un semnal
endogen de pericol (danger/damage associated molecular pattern) eliberat in stresul celular (1,2).
Hiperuricemia este definitd ca elevarea acidului uric peste 0.36mM (14), prag la care are loc
cristalizarea acidului uric.

Acidul uric in stare solubild are nivele mai crescute la primate in comparatie cu alte
vertebrate. Acest lucru se datoreazd unor mutatii cu pierdere de functie aparute in gena uricazei,
ceea ce a facut ca gena sa fie complet nefunctionald. Uricaza este o enzima care metabolizeaza
acidul uric la alantoind solubild. Deoarece aceastd enzima este absentd la oameni, nivelurile
serice ale acidului uric sunt ridicate la un interval de 2-6 mg / dl. In contextul variatiei genetice si

stilului de viata, concentratiile serice ale acidului uric pot creste si mai mult, iar hiperuricemia

metabolic asociat mai multor boli: cardiovasculare, renale, sindrom metabolic.
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hiperuricemia conduce la suprasaturatia acidului uric si la depunerea cristalelor de urati in
tesuturi. Localizarea sinoviala a cristalelor de acid uric determind inflamatia la nivelul
articulatiilor, mediatd de citokina interleukina-1 beta (IL-1B - proteind de semnalizare cu rol

proinflamator).

Prezentarea stadiului tehnicii.

Pind in prezent, cercetidrile extensive care au investigat efectele proinflamatorii ale
acidului uric s-au focalizat pe procesele mediate de cristalele MSU. Date recente sugereaza insa
faptul ca si acidul uric in forma solubild exercita efecte proinflamatoare. S-a aritat ca soarecii
hiperuricemici, dupé stimulare cu lipopolizaharide (LPS), prezintd o productie citokinicd mult
amplificatd comparativ cu animalele control (3) si ca injectarea peritoneald de acid uric determina
activarea NF-kB 1in tesutul renal si pancreatic la soareci (4,5).

Recent, grupul nostru a descoperit faptul ca acidul uric exercita proprietati proinflamatorii
prin efect direct asupra celulelor mononucleare periferice (PMBC) la oameni (6). Am aratat
faptul ca, dupa stimulare ex-vivo, PMBC-urile la pacientii cu hiperuricemie determina
producerea unor valori mult amplificate de citokine proinflamatorii comparativ cu subiectii
sanatosi [Figura 1; (6)], insd mecanismele responsabile pentru acest dezechilibru citokinic nu sunt
inca elucidate. De remarcat este faptul cd, la pacientii cu gutd tratati cu hipouricemiante,
capacitatea de a produce cytokine pro-inflamatorii ex-vivo a fost semnificativ redusa (7). in acord
cu aceastd observatie, cercetarea noastra a demonstrat ca atunci cdnd monocitele umane primare
au fost preconditionate in-vitro cu acid uric in concentratie mare timp de 24 de ore si restimulate
la 24 de ore cu liganzi TRL, raspunsul citokinic a fost semnificativ crescut. Aceste efecte au fost
sustinute pe termen lung, iar aceasti amprentare metabolicd este sugeratd a fi mediatd de
reprogramare epigenetica, intrucat inhibitorii metiltransferazelor histonice abolesc efectul de
reprogramare al acidului uric. Aceste rezultate sugereaza ca acidul uric constituie un semnal de
pericol capabil a induce efecte asupra altor celule inflamatorii, prin modificari epigenetice, un
proces reminescent al procesului de ‘trained immunity’, recent descris in infectii si vaccinari (8).
Figura 1 arata cd, la pacientii hiperuricemici, celulele mononucleare circulante produc mai multa
IL-1B dupa stimulare ex-vivo cu liganzi inflamatori. Figura 2 evidentiaza ca producerea crescuta
de IL-1, dupa stimulare ex-vivo dupa pre-expunerea la acid uric timp de 24 de ore este mediata
de modificari epigenetice (MTA = inhibitor de metiltransferaza). PBMC’s au fost stimulat
cristale de MSU si liganzi TLR (LPS, lipopolizaharide; Pam3Cys, palmitoil-3-cisteina)
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24 de ore dupa pre-tratare cu acid uric, MTA a fost addugati numai dupa 24 de ore de expunere la
acid uric (6).

Astdzi, intelegerea uzuald a raspunsului imun nespecific al gazdei se confruntd cu
intrebari deschise. Timp de mai multe decade, a existat un consens conform caruia réspunsul
imun are la bazd dihotomia raspuns adaptativ si inndscut, in care raspunsurile se disting clar prin
specificitate si prin memorie. Studii recente sustin astadzi faptul cid celulele sistemului imun
nespecific pot de asemenea s dezvolte memoria stimularii infectioase trecute si sa isi modifice in
consecintd riaspunsul la o noud stimulare infectioasd. La soarecii cu depletia limfocitelor T si B
functionale, infectii non-letale cu Candida albicans au protejat de o infectie ulterioara cu o doza
letala de patogen (9). Pretratarea in vitro a monocitelor umane purificate cu C albicans sau
componentul membranar B-glucan a determinat augumentarea rdspunsului inflamator sustinut
inclusiv la o a doua stimulare(9). Rezultate similare au fost obtinute pe studii in vitro si in vivo la
soareci dupd expunere la vaccinul BCG (Bacille Calmette-Guérin), precum si la voluntari
sdndtosi vaccinati cu BCG (10). Acest status crescut de activare imuna a celulelor sistemului
imun nnascut a fost denumit “trained immunity” sau imunitate invatats, iar mecanismele sale si
implicatiile in patologie si tratament constituie un domeniu fertil si provocator pentru cercetarea
actuala in imunologie (11).

Mai mult decét atét, dincolo de stimularea cu liganzi microbieni, celulele pot fi stimulate
cu substante non-infectioase sau particule numite “danger signals” sau damage-associated
molecular patterns (DAMPs) (12) (in traducere ad literam, “semnale de pericol”, “secvente
moleculare asociate distructiei tisulare™). Acestea sunt semnale endogene asociate cu distructia
tisulard ce induc activarea sistemului imun innascut si determind inflamatie acuta sterila in grade
diferite - de la minimala la severa. (13)

Inventia noastra isi are fundamentul in rezultatele cercetarii grupului nostru care a stabilit
pentru prima data faptul ca celulele expuse la acid uric produc o cantitate mai mare de IL-1p si ca
acest fapt se datoreazd cel mai probabil unui fenomen epigenetic. Pornind de la rezultatele
studiului nostru pe efectele de duratd lungd ale expunerii la acid uric, propunem conceptul
conform céruia imunitatea invatatd (“trained immunity”) poate fi indusd nu numai de liganzi
microbieni, ci si de DAMPs. Sustinem ipoteza cé acidul uric constituie un astfel de danger signal,

capabil de a induce reprogramarea epigenetica a celulelor sistemului imun nespecific si c¢i acest

metabolice.
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Prezentarea problemei tehnice.

Existd in prezent multe limite ale diagnosticului, imagisticii si ale modalitdtilor de
tratament in gutd. Guta reprezintd o patologie frecventd, in special la pacientii cu boli
cardiovasculare. Diagnosticul este in unele cazuri facil si precoce datoritd severitatii si frecventei
atacurilor de guta; alteori insd se face cu intdrziere considerabild. Guta se poate manifesta nu
numai prin inflamatia cronici a articulatiilor, ci si prin afectarea functiei cardiace si renale. Unele
subgrupuri de pacienti cu gutd nu dezvolt atacuri articulare tipice, ci manifestd un dezechilibru
al balantei urice si progreseazd direct spre statusul de guta tofacee. Datoritd acestei
heterogeneitati, boala este frecvent subdiagnosticatd, fapt augumentat si de absenta accesului
universal la standardul de aur in diagnostic, respectiv microscopia cu lumina polarizati. In acest
context, dezvoltarea unor noi mijloace de stratificare a pacientilor este de importantd majora.
Elementul de noutate al prezentei inventii este reprezentat de faptul cd investigheaza raspunsul
celular la stimuli exogeni, fiind astfel un experiment functional care completeazd masuratorile
biochimice sau imagistice deja utilizate in practica clinica.

In prezent, standardul in tratamentul puseelor acute de guti este reprezentat de colchicin,
alopurinol si glucocorticoizi. Colchicina reprezintd tratamentul cel mai eficient, dar administrarea
este frecvent insotitd de reactii adverse severe (diareea). Terapia cu inhibitorii IL-1B este
inaccesibild in Romania, in pofida eficientei dovedite in studiile clinice. Elucidarea mecanimului
precis de actiune al acidului uric ar putea ar permite elaborarea unor noi agenti terapeutici in
artrita gutoasd. Inhibitori noi ai modularii epigenetice ar putea constitui terapii noi in viitorul
apropiat, avand avantajul absentei reactiilor adverse severe. Cunoasterea patogenezei statusului
proinflamator in gutd constituie premisa unor noi tinte terapeutice la pacientii cu artritd si boli
autoinflamatorii. Impactul bolilor cardiovasculare asupra morbiditatii si mortalitatii este unul
considerabil. Dacé ar putea fi demonstrat si descris rolul precis al acidului uric in patogeneza
bolilor comune ale adultului, impactul dezvoltarii unei terapii ar fi avea beneficii extrem de
importante la o scard foarte largd. Este cunoscut faptul ca acidul uric exercitd efecte inflamatorii
de duratd, insd macanismul exact de actiune si durata impactului epigenetic nu au fost inca
elucidate. Intelegerea factorilor genetici si epigenetici de susceptibilitate pentru acest status
hiperinflamator va permine o monitorizare si o interventie terapeuticd personalizatd. Concret,

identificarea variantelor genice care conferd anumitor indivizi o susceptibilitate mai mare in timp,

ar permite identificarea acestor indivizi si preventie. Invers, recunoasterea persistentei in timp a
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interventie terapeuticd pana la disparitia markerilor proinflamatori. Bolile cardiovasculare si
artrita gutoasd constituie probleme de sinitate in crestere in Romania si pe glob. Atunci cind
pacientii suferd de artritd gutoasd sau complicatii cardiovasculare, contributia acestora la
economia globald se pierde. Incidenta acestor patologii este in crestere, iar tratamentul cu
medicamente biologice raméne inaccesibil Romaniei in acest moment si mult restrans la nivel
global, datorita costurilor uriase. Noi modalitati terapeutice a inflamatiei induse de hiperuricemie
vor fi cost-eficiente pentru societate. Importanta identificarii unei baze epigenetice a inflamatiei
rezida in faptul ca marcile epigenetice, precum modificarile histonice, sunt reversibile, context in
care o terapie indreptatd impotriva acestui mecanism de actiune ar avea un impact extrem de
mare la scara larga.

Disocierea dintre productia IL-1p si IL-1Ra ca raspuns la expunerea la acid uric justifica
nevoia pentru mai multa cercetare in viitor. inci nu este complet inteles in ce punct IL-1Ra este
decuplata de calea de semnalizare a IL-1-B sau daci acestea sunt induse independent de cascade
diferite de semnalizare. Mai mult, studiile genetice i genomice sunt esentiale pentru a afla care
sunt factorii genetici de susceptibilitate asociati inflamatiei din gutd, prin controlul riscului
genetic asociat hiperuricemiei. Studiile de asociere geneticd, in care controalele hiperuricemice
sunt utilizate ca referinta, reprezintd un efort promitétor in cadrul comunititii stiintifice din acest
domeniu de cercetare.

Cercetarea In guta si hiperuricemie capétd o atentie sporitd din cauza impactului acestei
boli in termeni de prevalentd, in termeni de consecinfe bioeconomice, dar si pentru cd dovezile
noi au atras atentia asupra unor noi factori implicati in riscul si terapia gutei. Continuarea acestor
studii necesitd strategii inovatoare pentru a integra seturi de date si pentru a trage concluzii
relevante din punct de vedere biologic. Dacd se demonstreazi cid acidul uric exercitd efecte
inflamatorii stabile, fara restrictie la forma cristalizata, atunci domeniul de cercetare al
hiperuricemiei este probabil sd aiba un impact in viitor asupra unei game largi de boli inflamatorii
care asociaza nivele elevate ale acidului uric.

Problema pe care o rezolva inventia propusa este de a realiza o metoda de stratificare a
pacientilor cu hiperuricemie pentru a detecta spectrul de pacienti la risc pentru evenimente
inflamatorii datorate raspunsului crescut la acid uric in scopul aplicarii unor metode de preventie.

Aceastd inventie nu reprezintd o metoda de diagnostic sau de tratament al vreunei

patologii, ci aduce informatii privind posibilitatea prezentei unor factori de risc pentru
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diagnosticati si managementul personalizat al acestora prin metode de preventie a inflamatiei sau

prin metode de reducere a nivelului de acid uric seric.

Expunerea inventiei.

Metoda de investigare a raspunsului inflamator la acid uric se bazeaza pe studiul cantitatii
citokinelor IL-1beta (proinflamatorie) si IL-1Ra (antiinflamatorie) in urma unor experimente in
vitro utilizdnd celule proaspét izolate din sangele pacientilor testati si expunerea acestora la acid
uric si alti stimuli inflamatori.

Se dd 1n continuare un exemplu de realizare a inventiei, in legéturd cu figurile 1- 5, care
reprezinti:

— figura 1, IL-1beta la pacientii hiperuricemici;

— figura 2, IL-1P, dupa stimulare ex-vivo §i pre-expunerea la acid uric;

— figura 3, [L-1beta la pacientii normouricemici;

— figura 4, IL-1Ra, dupd pre-incubare cu acid uric;

— figura 5, IL-1P, efect al expunerii la acid uric.

Metoda de investigare a raspunsului inflamator la acid uric constd in realizarea

urmaétoarelor etape:

1. Izolarea de celule mononucleare periferice;

2. Efectuarea pre-expunerii celulelor la acid uric;

3. Efectuarea stimuldrilor cu ligandul TLR4 (lipopolizaharid, LPS) pentru stimularea
productiei de citokine;

4. Recoltarea supernatantelor;

5. Determinarea concentratiei de IL 1beta si IL-1Ra produs in urma experimentelor;

6. Interpretarea rezultatelor.

1. Izolarea de celule mononucleare periferice
Monocitele si limfocitele au densitéti diferite decat alte elemente figurate, precum
neutrofilele si eritrocitele Aceastd proprietate este utilizatd pentru a separa fractia care contine
celule mononucleare din singele periferic (PBMC, ,,peripheral blood mononuclear cells”) de

restul sdngelui cu ajutorul solutiei Ficoll Paque sau altor solutii similare (16).
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Se lucreaza intr-un cabinet de siguranti de tip Il in timpul procedurii complete.

Se transferd singele recoltat pe EDTA (10 mL de la fiecare pacient) in tuburi conice
sterile de 50 ml (10-20 ml sdnge / 50 ml tub). |

Se clitesc tuburile goale de sange cu PBS (solutie fosfat tamponatd) si se adaugé sangele
rezidual in tuburile de 50 mL.

Se aduce volumul la 35 ml cu PBS.

Se adauga incet 15 ml Ficoll in fundul tubului sub singe folosind o pipeta serologica de
10 ml.

Tuburile astfel pregatite vor fi supuse centrifugarii cu gradient de densitate la viteza
616xg, timp de 20 de minute, la temperatura camerei, fara frana si cu accelerare lenta.

In urma centrifugirii rezulta un strat de PBMC la interfaza dintre solutia Ficoll si restul
plasmei cu PBS. Acest strat de celule reprezintd populatia de interes, care va fi recoltatad folosind
0 pipeta Pasteur sterild si va fi transferata intr-un tub conic de 50 mL curat.

Dupa transferul tuturor celulelor vizibile, se ajusteaza volumul la 50 ml cu PBS rece (pe
gheata)

Spalarea (de acum fnainte lucreaza pe gheatd) va avea loc prin centrifugare repetatd de
trei ori la viteza 1700 rotatii pe minut, timp de 10 minute, la temperatura de 4 ° C.

Dupa fiecare centrifugare se va indeparta supernatantul folosind un sistem de vid sau
decantare.

Celulele se resuspenda dupa care spélarea se reia.

Dupa ultima spélare, celulele vor fi resuspendate intr-un volum cunoscut de mediu de
culturd in RPMI (Roswell Park Memorial Institute).

Celulele vor fi numaérate folosind orice sistem de contorizare, iar concentratia acestora va

fi ajustatd la 10 milioane celule/mL.

2. Efectuarea pre-expunerii celulelor la acid uric

In urma izolarii, celulele aflate in suspensie sunt aduse la concentratia de lucru

10*1076/ml (10 milioane celule/ml) si se pipeteaza S50 ul/godeu (500.000 PBMCs) intr-o placa de
96 godeuri cu fund plat.

Se adaugd 100 ul/godeu de acid uric in concentratii de lucru calculate pentru a obtine

concentratiile finale (in 200 uL volum final / godeu) de: 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml si

0.0625 mg/ml.

-
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Se pipeteazi 50 ul ser/godeu, unde serul este ser uman, in concentratie de lucru calculata
pentru a obfine concentratia finald de 10% ser.

Celulele sa pun la incubator, 24 h, la 37 grade Celsius, 5% CO,,

3. Efectuarea stimuldrilor cu ligandul TLR4 (lipopolizaharid, LPS) pentru stimularea
productiei de citokine

La finalul celor 24h, continuful godeurilor este eliminat fard a disloca celulele atagate pe

fundul acestuia. Celulele se spalad cu 200 ul PBS cald de 3 ori. Se adauga 200 ul de stimul/godeu

contindnd concentratia de lucru 10 ng/mL lipopolizaharid (LPS). Celulele se pun la incubator, 24

h, la 37 grade Celsius, 5% CO,.

4. Recoltarea supernatantelor
Placa se centrifugheazd la 1700 rpm timp de 10 min. la temperatura camerei.
Supernatantul se colecteaza in tuburi si se stocheazi la -20 grade Celsius pana la mésurdtorile

ulterioare.

5. Determinarea concentratiei de IL1beta si IL-1Ra produs in urma experimentelor
Determinarea concentratiei de IL1lbeta si IL-1Ra se face prin utilizarea unor kituri

comerciale, dupd metodologia internd a utilizatorului.

6. Interpretarea rezultatelor

In urma derularii experimentelor ex vivo conform protocolului descris, rezultatele
asteptate sunt de elevare a productiei de interleukina 1 beta (IL-lbeta) si de reducere a
antagonistului receptorului de IL1 (IL-1Ra) in celulele care au fost expuse la concentratii ridicate
de acid uric. Controlul sandtos, normouricemic din cadrul acestui experiment trebuie sa denote
acest profil citokinic pentru ca rezultatele sa fie analizate in continuare (Figura 3 si 4).

Figura 3 arati ca, la pacientii normouricemici (control), celulele mononucleare circulante
produc un nivel mai mare de IL-1B, dupd pre-incubare cu acid uric (mai ales 50 mg/dL) si
restimulare cu lipopolizaharid, conform protocolului descris. Figura 4 evidentiazd un nivel mai
mic de IL-1Ra, dupd pre-incubare cu acid uric (mai ales 50 mg/dL) si restimulare cu

lipopolizaharid, conform protocolului descris.




RO 135612 A2

Calculand magnitudinea efectului asupra productiei de citokine, la martorii
normouricemici se observa o crestere a nivelului interleukine 1 beta de o medie de 3,35 de ori.
Prin contrast, pacientii hiperuricemici inregistreaza o crestere in medie de 2,094 ori. Maximul
inregistrat este de 29,85 ori in cazul martorilor si de 13,03 ori in cazul persoanelor cu
hiperuricemie. Totusi, se observa o variatic mare a valorilor, datd de faptul ca celulele utilizate
sunt celule primare, ceea ce face necesara studierea unui numéar mare de subiecti pentru a ingusta
intervalul relevant al testului. Astfel, pacientii care inregistreaza o crestere a nivelului IL-1beta in
urma acestui experiment, de sub 2 ori mai mare in celulele tratate cu acid uric fatd de control,
sunt pacienti care:

a) sunt non-responsivi la stimularea cu acid uric;
b) sunt responsivi la stimularea cu acid uric, insé celulele lor au fost deja expuse la acid uric in
vivo, deci cresterea in urma expunerii ex vivo nu este la fel de mare cu a martorilor.

Categoria de pacienti descrisd la punctul b) se doreste a fi selectatd prin acest test, insa
deocamdati nu este discriminata fatd de punctul a). Totusi, testul restrange populatia necesard a fi
urmdritd din punct de vedere al sindromului inflamator, prezentdnd potential de control si
preventie al statusului infamator al acestor pacienti.

Figura 5 ilustreaza efectul expunerii la acid uric exprimat in grade de magnitudine (fold
change) a productiei de IL1beta ca raspuns la diferite concentratii de acid uric. Comparand
categoriile de voluntari, observidm o variabilitate mare a datelor, insd remarcam caracterul similar
al profilului datelor pacientilor cu gutd (tratati cu hipouricemiante) si al martorilor, comparativ cu

profilul persoanelor cu hiperuricemie (mijloc).

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- Metoda propusa este informativa cu privire la capacitatea de productie a citokinelor IL-
Ibeta si IL-1Ra in celule stimulate ex vivo de la pacienti cu hiperuricemie sau normouricemie $i
ilustreaza gradul de preconditionare inflamatorie a celulelor acestora;

- Metoda propusd este relativ ieftind, presupunind dotiri minime ale unui laborator de
imunologie. Necesitatea unui timp prelungit de lucru, cu celule proaspat izolate din singe
proaspdt recoltat poate fi echilibratd de eficientizarea etapelor de prelucrare prin pregitirea

tuturor stimulilor necesari inainte de efectuarea experimentelor;
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- Toate acestea fac din metoda pe care o propunem un instrument care poate contribui la
stratificarea pacientilor cu profil inflamator ridicat pe baza acestui test functional si la ghidarea

strategiei de management al sanatétii pacientului de cédtre medicul curant.
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REVENDICARI

1. Metoda de investigare a predispozitiei pentru dezvoltarea unui raspuns inflamator
accentuat pe baza productiei de citokine in urma expunerii la acid uric in vitro, caracterizati
prin aceea ci se bazeazi pe studiul cantitatii citokinelor IL-1beta (proinflamatorie) si IL-1Ra
(antiinflamatorie) Tn urma unor experimente in vitro utilizind celule proaspit izolate din
singele pacientilor testati i expunerea acestora la acid uric si alti stimuli inflamatori, si

presupune efectuarea urmétoarelor etape:
A. lzolarea de celule mononucleare periferice;
B. Efectuarea pre-expunerii celulelor la acid uric;

C. Efectuarea stimuldrilor cu ligandul TLR4 (lipopolizaharid, LPS) pentru

stimularea productiei de citokine;
D. Recoltarea supernatantelor;

E. Determinarea concentratiei de ILlbeta si IL-1Ra produs in wurma

experimentelor;

F. Interpretarea rezultatelor.

2. Metoda de investigare conform revendicdrii 1, caracterizatii prin aceea ci izolarea
de celule mononucleare periferice se realizeaza in urmatorii pasi:
i. se transferd sangele recoltat pe EDTA in tuburi conice sterile de 50 ml (10-20 ml
sange / 50 ml tub);
ii. se clitesc tuburile goale de sange cu PBS (solutie fosfat tamponaté) si se adauga
sangele reziduul 1n tuburile de 50 mL, iar apoi se aduce volumul la 35 ml cu PBS;
iii. se adaugd incet 15 ml Ficoll in fundul tubului sub sange folosind o pipetd
serologica de 10 ml;
iv. tuburile astfel pregitite se centrifugheazid cu gradient de densitate la viteza

616xg, timp de 20 de minute, la temperatura camerei, fira frana si cu accelerare lenta;
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v. stratul de celulele de PBMC de la interfaza dintre solutia ficoll si restul plasmei
cu PBS se recolteaza folosind o pipeté Pasteur sterila si va fi transferat intr-un tub conic de 50
mL curat, iar apoi se adauga PBS rece pana la volumul de 50 ml;

vi. continutul de la pasul v se spald pe gheata, prin centrifugare repetatd de trei ori
la viteza 1700 rotatii pe minut, timp de 10 minute, la temperatura de 4° C, supernatantul fiind
indepartat dupa fiecare centrifugare;

vii. dupa ultima spalare, celulele vor fi resuspendate intr-un volum cunoscut de
mediu de culturd in RPMI (Roswell Park Memorial Institute), iar concentratia acestora va fi

ajustatd la 10 milioane celule/mL.

3. Metoda de investigare conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea cid pre-
expunerea celulelor rezultate in etapa A la acid uric se face astfel:
i. se pipeteazd 50 ul/godeu (500.000 PBMCs) intr-o placd de 96 godeuri cu fund
plat;
ii. se adaugd 100 ul/godeu de acid uric in concentratii de lucru calculate pentru a
obtine concentratiile finale de: 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml si 0.0625 mg/ml;
iii. se pipeteaza 50 ul ser uman /godeu, in concentratie de lucru calculatd pentru a
obtine concentratia finald de 10% ser;
iv. celulele se pun la incubator, 24 h, la 37 °C grade Celsius, in atmosfera de 5%
COa,.

4. Metoda de investigare conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea cé stimularea
productiei de citokine cu lipopolizaharid, LPS a celulelor din etapa B se face astfel:
i. continutul godeurilor este eliminat fird a disloca celulele atasate pe fundul
acestora;
ii. celulele se spald cu 200 ul PBS cald de 3 ori;
iii. se adaugd 200 ul de stimul/godeu continand concentratia de lucru 10 ng/mL
lipopolizaharid (LPS);
iv. celulele se pun la incubator, 24 h, la 37 °C grade Celsius, in atmosferd de 5%
COs.

5. Metoda de investigare conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ci recoltarea
supernatantelor se face prin centrifugarea placii cu godeuri de la faza C, la 1700 rpm timp de

10 min. la temperatura camerei, iar supernatantul se colecteaza in tuburi si se pastreazi la -20
°C
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6. Metoda de investigare a predispozitiei pentru dezvoltarea unui rdspuns inflamator
accentuat pe baza productiei de citokine in urma expunerii la acid uric in vitro, conform
revendicdrii 1, caracterizati prin aceea cii testarea functionald a raspunsului citokinic se

bazeaza pe prezenta in experiment a:

- Celulelor mononucleare periferice, din care fractiunea de interes este reprezentatd

de monocite;

Acid uric in concentratii crescande de la 0 la 50 mg/dL;

Ser uman in concentratie 10%;
H

Mediu de culturd RPMI;
- Lipopolizaharid.

7. Metodd de investigare a predispozitiei pentru dezvoltarea unui raspuns inflamator
accentuat pe baza productiei de citokine in urma expunerii la acid uric in vitro, conform
revendicérii 1, caracterizatd prin aceea ci interpretarea rezultatelor se face in functie de
magnitudinea productiei de citokine inflamatorii, in raport cu citokinele antiinflamatorii,
cresterea productiei de IL-1beta ca raspuns la aditia de acid uric 50 mg/dL versus control
negativ de sub 2 ori mai mare la pacientii cu hiperuricemie comparativ cu martorii
normouricemici, include pacientul cu hiperuricemie in grupul suspectat cu predispozitie la

sindrom inflamator.

i S [5)
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