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Prezenta inventie descrie producerea oului hiperimun Ovopach si a proteinelor extrase din
acesta pentru tratamentul individualizat al pacientilor cu psoriazis. Psoriazisul este o boala
cronicad autoimund, in unele cazuri ereditara, care afecteaza circa 3% din populatia globului,
de reguld intre varstele de 11 si 45 de ani. Psoriazisul este apreciat ca o boald incurabild.
Tratamentele cunoscute pand la aceasta datd se folosesc pentru a controla simptomele bolii.
Expertii susfin ca nu se cunosc cauzele psoriazisului, dar boala rezulta din cresterea excesiva
si reproducerea celulelor numite keratocite din straturile profunde ale pielii. Psoriazisul este
considerat o boald autoimuni. In acest caz limfocitele T din greseala recunosc celule normale

ale epidermului ca i cum ar fi antigene strdine.

Din experienta pe care o avem pand la aceastd datd, utilizarea unei imunoglobuline
personalizate sau a unui amestec de proteine personalizate extrase din oul Ovopach, poate
reprezenta o sansa pentru fiecare pacient in parte, atunci cand are psoriazis cu leziuni infectate
cu germeni patogeni specifici, sensibili sau rezistenti la toate antibioticele. Este cunoscut

faptul cd in majoritatea afectiunilor cronice tesuturile afectate au o rezisten{d naturald
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diminuata, celulele modificate si deficitare din punct de vedere imunologic permitdnd

dezvoltarea unei flore microbiene diverse ca natura si patogenitate (1).

Prezenta in aceste cazuri a unor anticorpi specifici multipli anti agenti patogeni, flord
oportunistd modificata, celule structural si antigenic diferite de normal, reduce eficienta
tratamentelor cu antibiotice (recidive frecvente si dobéandirea rezistentei la acestea). Aceste
date ne-au sugerat prepararea i administrarea de imunoglobuline de giina specifice (IgY-

specifice) polivalente.

In acest program terapeutic s-a folosit metoda descrisa de Jerne (20) care se refera la
prepararea unui anticorp Abl idiotipic care administrat pe gurd §i absorbit in singe si fie
tratat ca antigen de limfocitele T naive, s i se copieze informatia modelului de antigen ca
imagine negativa. Aceasta informatie o depoziteaza in ADN-ul propriu si se formeaza imediat
o clond care poarta acest mesaj imunologic. Limfocitele T activeaza limfocitele B cérora le
transferd imaginea negativd sub forma unei informatii negative la negativul limfocitului T si
care, la structurarea anticorpilor de tip IgG, devine imagine pozitiva identicad cu informatia de

pe IgY-idiotipic administrat oral la om si preparat pe gaina.

Prezenta inventie se referd la prepararea oului hiperimun personalizat Ovopach fatd de
antigenele preparate din agenfi patogeni, flora oportunistd modificatd, celule structurale si
antigenic diferite de normal prezente In materialul patologic prelevat de la pacient, urménd ca
testdrile ulterioare de laborator sd identifice germenii patogeni si rezistenfa acestora la
antibiotice. Produsul patologic prelevat de pe leziunile cutanate de la pacienti poate fi

considerat un stimul imunologic celulo-microbian total (1).

Antigenul obfinut in urma cultivdrii materialului patologic celular prelevat de la pacient in
mediul de cultura timp de 24 sau 48 ore la 37 °C, se inactiveazi cu formol sau termic sau cu
radiafii gamma. Apoi se prepard imunogenul care se administreaza la giini. Pentru a realiza
un tratament eficient cu imunoglobuline extrase din gélbenusul (IgY) oudlor provenite de la
gdini imunizate cu antigene specifice in amestec cu adjuvant QS21, aceste IgY trebuie si fie
specifice, sd prezinte o activitate directd fatd de germenii patogeni prezenti in organismul
pacientului. Din punct de vedere stiintific, oul hiperimun Ovopach contine anticorpi idiopatici
anti-anti-complex patogen individualizat (AIAACPI) care recunosc epitopii definiti de

peptidele existente in produsul patogen individualizat (15).

lo}
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Produsul antigenic inactivat in amestec cu adjuvantul QS21 se foloseste pentru imunizarea
rapida a gainilor oudtoare. in acest scop se folosesc gaini in plin ouat in varsta de 24-50
saptamani. Inoculul este evaluat in functie de proteina totald determinatd spectrofotometric
sau prin ID radiar metoda Patrascu (date nepublicate). In paralel cu imunizarea, se continu
programul de izolare a germenilor patogeni prezenti in acest produs patologic. in functie de
speciile de germeni patogeni, de rezistentd sau sensibilitatea la antibiotice, se pot folosi in

cursul tratamentului cu IgY personalizat.

Raspunsul imun al gainilor imunizate se va controla zilnic, prin evidentierea IgY in
gilbenusul oualor. Se va controla raspunsul imun specific calitativ si cantitativ faia de
antigenul administrat. R&spunsul imun al fiecérei giini in parte este diferit din punct de vedere
cantitativ. Se preleveazd oudle de la gdinile care produc IgY intr-o cantitate mai mare de
1,500 OD in testul ELISA. Se face un amestec de galbenusuri provenite de la gdini la care
existd in ou cantitatea de peste 1,500 OD in testul ELISA, din care se extrage de urgentd IgY
folosind metoda Patrascu. IgY extras se concentreazd de doudzeci de ori prin filtrare
tangentiald. Se determind concentratia de IgY folosind testul ELISA si se dilueaza la
cantitatea exprimatd in mg/dozd in functie de conduitd terapeuticd. IgY personalizat se

sterilizeaza prin filtrare prin filtre Millipore de 0,45 pm si respectiv 0,22 pm.

In urmétoarele zile se pot recolta oud in cantitd{i mai mari urmand si se foloseascd ca atare, sa

se liofilizeze ca ou integral sau imunolgobuline si/sau proteine purificate.

PREZENTAREA STADIULUI TEHNICII INCLUSIV BIBLIOGRAFIE

Anticorpii anti idiotipici au fost descrisi initial, independent, de Henry Kunkel si Jacques
Oudin (1963). Acestia au observat cd un animal imunizat cu un antigen produce un réspuns
prin anticorpi (Ab1). Dacd acesti anticorpi Abl sunt izolafi si injectati in alte animale naive,
acestea produc anticorpi anti Abl. Acesti anticorpi Ab2 se numesc anti-idiotypic antibodies
deoarece ei recunosc un epitop de pe Abl care este unic pentru Abl. Oudin a observat ca
specificitatea antigenicd a Abl tinde si se coreleze cu expresia idiotipica a Abl. Cu alte
cuvinte, diferiti anticorpi au fost defini{i ca anticorpi cu specificitate pentru Abl, sau un grup

de anticorpi Abl, legati de un antigen specific. Mai tarziu Alfred Nisonoff si altii au descris
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doua tipuri de Ab2, anume Ab2a §i Ab2 B, dacd Ab2 pot sé se cupleze la Abl in prezenta
antigenului. Ab2f3 anti anticorpi idiotipici nu se cupleazd cu Abl in prezenta in exces a
antigenului, probabil deoarece Ab2 se cupleazi pe situsurile de cuplare Abl. Anticorpii anti-

idiotipici Ab2a cupleazd, cu toate acestea, un idiotip distinct de situsul antigenului Ab1.

Anticorpii idiotipici au fost descrisi in detaliu de catre Niels Jemne de la Institutul Pasteur din
Paris in 1976 (5), fenomenul fiind studiat in continuare in vederea utilizarii acestor molecule

imunoglobulinice la tratamentul diferitelor afectiuni, dar si ca o forma noud de vaccin (1-12).

Studii privind Ab2, anticorpi anti anti idiotipici s-au realizat imunoglobuline anti rabice pe

céine, anti gp120 HIV pe pisica si pe gaina (date nepublicate).

Idiotipyc IgY anti- matrice celule T — copie celule B - IgG anti-idiotipyic

Figura 1. Mecanismul formdrii IgG anti-anti-idiotipic

Transferul de informatie imunologica se realizeaza de la giina la om, prin IgY (Abl) cétre
limfocitele T naive, de la clonele de limfocite T la limfocite B care preiau informatia negativ

— negativa si reproduce un IgG pozitiv agsa cum este IgY-idiotipic original (Patragcu L.V.).

Imunitatea pasiva artificiala este produséd in general din sange care contine cantititi mari de
anticorpi specifici. O altd forma modernd de imunitate pasiva artificiald s-a realizat prin
utilizarea imunoglobulinelor (Ig) extrase din gilbenugul de oua (Y) care contine cantititi mari

de anticorpi specifici. Pentru a valorifica mai bine aceasta varianti de productie si a valorifica

fof
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la maximum proprietitile imunologice, biochimice si morfofunctionale ale IgY, giinile
(Gallus domesticus) sunt imunizate activ cu stimuli antigenici preparati in acest scop.
Riaspunsul imun la gaina se regiseste in sange si in galbenusul oualor care sunt recoltate dupa

ce nivelul de anticorpi este decelabil in sange.

Imunitatea pasivd artificiald asigurda o protectie imediatdi cu anticorpi impotriva
microorganismelor fatd de care s-au format anticorpii. Acesti anticorpi produsi de giina care a
fost imunizata activ, nu sunt produsi de pacient, deoarece el nu poate si produca repede
anticorpi sau nu are imunocompetentd. Persoana care primeste IgY va profita temporar de
imunitatea pasiva, atita timp cat anticorpii persisti in organism. Acest tip de imunitate
actioneazd imediat cand pacientul are nevoie de protectie, anticorpii provenind de la altd

persoani sau, in acest caz, de la gaina.

Antorps ants-anti 1daQtypit) specihio epitopsior de pe proteinels antigenulus originasl

smunogen (1521

1gY specitic

in informatiile preluate de la CDC Atlanta, Georgia USA, care a analizat imunitatea de grup/
de populatie, se mentioneaza ca sunt persoane care pot primi produse din sange, dintre care
imunoglobulinele care le conferd o protectie imediata fatid de o boala specifici. Acesta este
avantajul major al imunitatii pasive deoarece protectia este imediata, in timp ce imunitatea
activa conferitd de vaccinuri necesita timp, eventual mai multe siptdmani, ca si se atinga un

nivel de protectie corespunzitor (14).

lokt
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Utilizarea IgY pentru prevenirea si combaterea infectiilor cu germeni patogeni la om si
animale s-a realizat prin administrarea orald a unor formule medicamentoase in care se gésesc
anticorpi activi. Cercetdrile realizate in acest scop, din 1893 si pand in 2015, au urmdrit
administrarea la om s§i animale preventiv sau curativ a unor IgY obfinute pe pasirea care a
fost imunizata cu tulpini bacteriene, micotice, levuri sau virusuri de referintd (diferite) sau cu

tulpini bacteriene izolate direct de la pacienti (12).

Nu existd nici un fel de informatie publica cu privire la prepararea unor imunoglobuline de
gdind dupa imunizarea acestora cu produse care reprezintd materialul patologic prelevat de pe

suprafata coprului (schita nr. 2. Patrascu [.V.)

Aceste lucrdri au fost realizate pentru prima oard in Roménia si fac subiectul acestui brevetin
laboratoarele Romvac s-au preparat imunoglobuline IgY specifice prin imunizarea activd a
gdinilor cu un antigen obtinut prin cultivarea materialului patologic direct in mediul de culturd
la 37 °C timp de 24-48 ore; antigenul brut obtinut a fost amestecat cu adjuvant QS21 si a fost
administrat la gdini in plind activitate de ouat. La intervale diferite de timp s-au recoltat oua

pentru a urmari evolutia raspunsului imun din galbenusul oudlor provenite de la aceste gdini.

In literatura de specialitate se mentioneazi faptul cai oule, folosite integral sau pentru
prepararea IgY specific, se recolteazd incepdnd cu cea de a treia sdptimand dupd ultima
vaccinare, ceea ce reprezintd ca interval de timp de la prima inoculare de 6 saptiméni
respectiv 42 de zile. Pentru utilizarea IgY specific mai sunt necesare incd 2-3 zile facand

posibilé utilizarea acestor produse la om dupd 45 de zile.

Cu exceptia conditiilor experimentale, aceste produse sunt disponibile comercial si pot fi

folosite imediat ce sunt recomandate de medic.

Aceste produse sunt folosite pentru prevenirea sau tratamntul infectiilor cu germeni patogeni
identificati, cunoscuti si pentru care exsitd IgY specific. Aceasta metodologie acceptatd pe
plan international nu se poate folosi in cazul pacientilor infectati cu germeni patogeni la care

tratamentul cu antibiotice nu a dat rezultate sau pentru care nu exista IgY specific.

In aceste conditii s-a realizat un ou (Ovopach) folosind un protocol nou de preparare si control
al IgY specific produs de cétre gdina la stimulul antingenic administrat impreund cu

adjuvantul QS21. Stimulul antingenic multiplu este reprezentat de agen{i patogeni, flord

lpb
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oportunistd modificatd, celule structural si antigenic diferite de normal (1) care au fost

prelevate ce la pacienti.
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INVENTIA PE SCURT

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Obiectivul prezentei inventii este obtinerea oului hiperimun Ovopach ca produs si metoda de
preparare a acestuia, Ovopach activ specific imunologic fatd de antigene bacteriene, levuri,
ciuperci, structuri celulare prezente in materialul patologic prelevat de la pacient de pe

leziunile cutanate provocate de psoriazis.

Pentru prepararea oudlor Ovopach specifice a fost realizat un program intensiv de cercetare
care a urmdrit: obtinerea Ovopach care si actioneze specific asupra mai multor epitopi si
aplicarea unor metode de control care sd permita evaluarea corectd a actiunii acestora asupra
antigenului dat (9, 10, 14). Antigenul monovalent sau polivalent a fost utilizat in amestec cu
adjuvant QS21 si a unui imunomodulator numit aici P, conform metodologiei prezentate in

cererile de brevet de inventie depuse la OSIM (12, 13, 14).

Folosind ca tehnici de laborator testul de imunodifuziune in gel de agar, testul de
imunodifuziune radiara, testul de identificare ELISA si testul se specificitate ELISA s-a reusit
caracterizarea raspunsului imun al gainilor care produc Ovopach, prin evidentierea §i
cuantificarea efectorilor imuni care se regésesc in extractul apos din gilbenusul oualor care

provin de la gainile imunizate.

Meterialul patologic folosit pentru imunizarea rapidd a giinilor in vederea obfinerii unui
raspuns imun specific corespunzitor (1,500 OD sau mai mare folosind testul ELISA) se
foloseste in laborator si pentru izolarea, identificarea si caracterizarea diferitelor
microorganisme prezenta in acest produs. Aceasta activitate incluisiv antibiograma contribuie

la caracterizarea infectiilor acuzate de pacient in leziunile produse de psoriazis.

Din oul hiperimun Ovopach se pot realiza diferite produse care pot fi folosite de urgenta in
tratamentul psoriazisului la pacientul de la care s-a prelevat produsul patogen. Dintre acestea

IgY solutie la concentratia de 200 mg/80 ml, IgY solutie la concentratia de 25 mg/ml in

09
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flacoane de 2 ml, oul intergal, ou integral liofilizat, IgY unguent la concentratia de 20 mg/ml,

IgY spray la concentratia de 20 mg/ml si care pot fi administrate local sau general.

Prezenta inventie se referd la producerea si caracterizarea oului hiperimun numit Ovopach
pentru tratamentul psoriazisului a caror etape de extragere sunt prevazute in Brevetul de

inventie (14).

Oul hiperimun Ovopach reactioneaza specific simultan pentru unul sau mai multe antigene cu

care a fost imunizata giina.

Oul hiperimun Ovopach anti psoriazis se obfine de la giinile imunizate cu antingenul obtinut
de materialul patologic de la pacient, in amestec cu adjuvant Q care s-a administrat o singura
data intra musuclar, in patru puncte diferite in pieptul gainilor ouatoare in varsta de peste 24
de spatamani. Ouale pot fi folosite ca atare sau din ou se prepara oul intergal liofilizat sau
atomizat, se poate extrage IgY dupa ce se deceleaza un nivel de anticopri specific de 1500
OD sau mai mare prin testul ELISA in gélbenus. in acest scop se folosesc ouale géinilor care

au raspuns corespunzator.

Unul dintre obiectivele prezentei inventii este de a inregistra Ovopach anti psoriazis ca
produs biologic, a inregistra metoda de preparare a acestuia §i metoda de tratament a

psoriazisului.

DESCRIEREA SUMARA A PROCEDURILOR

Acest brevet caracterizeazd produsul biologic numit Ovopach anti psoriazis si a metodei de

tratament a psoriazisului in baza descrierii de mai jos:

Pentru a se obtine oul hiperimun numit Ovopach anti psoriazis, imunizarea géinilor se face la
varsta de 24-30 saptamani, in plin ouat, cu un produs patologic recoltat de la pacient. Acest
produs cuprinde germeni patogeni specifici, germeni care reprezintd un amestec de proteine
prezente la 24-48 de ore in mediul de culturd mentinut la 37 °C, inactivat cu formol, termic
sau cu radiafii gamma, in amestec cu adjuvant QS21, amestec administrat intra muscular.
Cantitatea de proteind in amestec cu adjuvantul QS21 nu pot fi mai mare de 200 mg per ml

dilutat in PBS per doza.
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Se folosesc 5 - 10 gaini, identificate prin matricole puse la cele doua aripi, care sunt mentinute

in custi individuale, iar oudle se recolteaza separat, de la fiecare animal in parte.

Imunizarea fiecarei gaini se face cu 2 ml inocul, in 4 puncte diferite in muculatura pectorala.
in cazul cind la 14 zile de la inoculare nu se constati un raspuns imun specific fata de
antingenul cu care s-a facut imunizarea la un nivel de minimum 1,500 OD in testul ELISA, se
continud imunizarea conform programului prezentat in cererea de Brevet de inventie nr.
A/00810 din 29.10.2014 (14). In cazuri de urgentd se poate realiza o concentrare a

anticoprilor prin filtrare tangentiala.
in toata perioada de timp se administreaza furaje combinate pulbere ad libitum.

Evaluarea rdspunsului imun se face direct prin controlul oudlor recoltate de la géinile
imunizate. Galbenusul recoltat individual din ou se trateazd cu PEG 6000 pentru extragerea
IgY. IgY se testeaza individual si se identifica géinile al caror rdspuns imun se situeaza la un

nivel de peste 1,500 OD 1in testul ELISA.

Ouile care au un nivel de sub 1,500 OD in testul ELISA se pot folosi pentru obtinerea IgY

efectuind concentrarea acestuia.

Din amestecul albusurilor de la 10 oua si, respectiv, a gilbenusurilor de la aceleasi oud, se
recolteazd cate 5 ml de amestec din care extrage ovotransferina (OTY) si, respectiv, IgY,
fiecare dupa metoda mentionati in tehnologia brevetata (12, 13, 14). Extrasul din galbenus,
numit IgY, si respectiv extrasul din albug, numit OTf, sunt controlate pentru raspunsul imun

folosind testul ELISA, ID radiar si ID Outcherlony.

La un interval de 14 zile de la ultima imunizare incepe recoltarea de oua hiperimune Ovopach

care se vor folosi in diferite scopuri.

e
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DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Obtinerea oului hiperimun Ovopach anti psoriazis si a produselor biologice extrase din

acesta.

Acest produs biologic precum si derivatele sale sunt produse personalizate, antigenele cu care
se imunizeaza gdinile ouatoare fiind preparate din materialul patologic prelevat de la un
singur pacient. Oul hiperimun Ovopach precum si imunoglobulinele din gilbenus contin
anticopri specifici fatd de germenii patogeni existenti in materialul patologic prelevat de la

pacient, care contine implicit i una din principalele cauze care au declangat boala.

Procedura de preparare a oului hiperimun Ovopach si a subproduselor acestuia se realizeaza

dupa o metodologie proprie, pentru prima data in lume.
Prepararea antigenului

Antigenul personalizat se prepara din materialul patologic prelevat de pe leziunile produse de
psoriazis de la pacient. Acest produs contine agenti patogeni, flora oportunistd modificata,

celule structural si antigenic diferite de normal.

In acord cu prezenta inventie, materialul patogen este prelevat de la fiecare pacient in parte,
iar produsul finit este personalizat §i este reperezentat de oul hiperimun sau produsele
secundare. Produsul patologic care se gaseste in mediul de transport este cultivat pe medii de
culturd lichide timp de 24 sau 48 de ore. Separat se pregiteste §i materialul celular prin
centrifugare la 5000 rpm la +4 °C. Amestecul acestor produse se inactiveaza cu formol sau
termic sau cu radiafii gamma, se spald cu tampon fosfat (PBS) de trei ori si se centrifugheaza
la 4000 rpm timp de 15 minute. Sedimentul se resuspenda in PBS la concentratia

predeterminata.

i
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1. Imunizarea gainilor ouitoare conventionale sau SPF

Antigenul se administreaza prin inocularea intramusculard a cate 0,5 ml in patru puncte
diferite in musculatura pieptului la géinile oudtoare conventionale sau SPF. Antigenul se
inoculeazi de trei ori la interval de 14 zile. Dupd a doua administrare se testeazd prezenta
anticorpilor specifici in sdnge si ou prin testele ELISA si ID. Recoltarea oudlor se face la un
interval de 14 zile de la a treia inoculare de antigen, cind titrul anticorpilor se evalueaza

periodic din oui provenind de la géinile imunizate cu antigenul dat (12).

Tehnica de imunizare a giinilor oudtoare cu un anumit antigen este bine cunoscutd. Prezenta
inventie poate folosi orice fel de metoda de imunizare a géinilor care permite administrarea
antigenului dat prin orice cale de administrare: subcutanatd, intracutanatd, intramusculara,

intravenoasa.

In prezenta inventie s-a folosit ca adjuvant QS21. Se pot folosi si alte tipuri de adjuvanti, cum

ar fi adjuvantul Freund complet sau incomplet sau o combinatie a acestora.

Folosirea adjuvantului QS21 in amestec cu antigenul dat. Adjuvantul QS21 creste raspunsul
imun, nu produce reactii locale si s-a dovedit foarte eficient in producerea §i mentinerea unui

titru mare pentru o lungi perioada de timp.

2. Controlul raspunsului imun al giinilor oudtoare imunizate cu antingenul

personalizat

Incepand cu cea de a zecea zi de la administrarea antigenului se controleaza individual
prezenta imunolgobulinei specifice fatd de antingenul preparat i administrat. in ziua cind
peste 50% dintre gdinile imunizate transferd in gilbenus o cantitate suficient de mare de
imuniglobulind, 2,500-3,000 OD in testul ELISA sau minimum 1,500 OD in testul ELISA, se
recolteazd ouale care se folosesc pentru tratament crude, in amestec cu lapte cildut sau alte
sucuri. Din oul hiperimun Ovopach se poate extrage imunoglobulina specifici folosind

metodologia de preparare i control brevetatd anterior (12).

4
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MODELE RECOMANDATE DE FOLOSIRE si CARACTERIZARE A
INVENTIEI

Exemplele de mai jos au drept scop ilustrarea si nu au intentia de a limita scopul prezentei

inventii.
Exemplul 1

Prepararea antigenului personalizat

Prepararea antingeului pesonalizat se face prin prelevarea produsului patologic de la pacientul
bolnav. Acesta poate fi material patologic de pe suprafafa pielii (cruste). Produsul patologic,
transportat la laborator in flacoane cu mediu de transport, se transferd in bulion nutritiv §i se
incubeaza 24-48 de ore la 37 °C. Produsul finit in amestec cu detritusurile celulare se
inactiveaza cu formol, termic sau prin radiatii gama si se purifica prin spilare. Sedimentul se
foloseste ca material antingenic in amestec cu adjuvantul QS21. Dupad prepararea masei

antingenice se face si controlul inactivarii microorganismelor.
Imunizarea giinilor ouiitoare

Giinile, in plind activitate de ouat, crescute in custi individuale, se imunizeaza prin
administrarea a 2 ml antigen in patru locuri in musculatura pectorala. Daca raspunsul imun
controlat in perioada 10-14 zile de la prima administrare a antingenului este corespunzitor
(2,000-3,000 OD in testul ELISA) se trece la utilizarea ouilor de la aceste gaini fie prin
administrarea lor integrald, fie prin extragerea imunolgobulinelor din gilbenus. Programul de
imunizare se poate continua, iar ouale recoltate de la géinile imunizate vor fi utilizate pentru
extragerea IgY, pentru purificarea proteinelor din gélbenus si albus si pentru prepararea unui

complex proteic purificat.

Prepararea IgY personalizat se face conform descrierii din cerecerea de brevet nr. A/00156
din 25.02.2014 (12)

oly
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Exemplul 2

Conditionarea oului hiperimun Ovopach

Conditionarea oului hiperimun Ovopach se face dupa metodologia descrisd in cerecerea de

brevet nr. A/00156 din 25.02.2014 (12).

Pentru utilizarea cat mai eficientd, acest produs biologic personalizat se conditioneazi in

urmitoarele moduri:

1. Oul Ovopach integral care se administreaza crud in lapte cald sau alte lichide;

2. Oul Ovopach gélbenus uscat prin atomizare sau liofilizare(umiditate reziduala maximum
5%)

3. Imunoglobuline (IgY) extrase din galbenusul oualor Ovopach (lichid 200 mg/80 ml, 50
mg/ml, spray, veselina, granule, capsule)

4. Amestec de proteine purificate extrase din Ovopach respectiv din galbenus (IgY) si albus

(ovotransferina, ovomucina, lisozimul).
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Exemplul 3

Controlul final al oului personalizat Ovopach.

a) Pentru admiterea oului pesonalizat Ovopach anti psoriazis, forma finald pentru
administrare in solutie pentru administrdri cutanate, oro-faringo-gastro-intestinal se
folosesc urmatoarele metode de control:

- Sterilitate microbiologica;

- Stabilirea activitatii specifice a Ovopach folosind testul ELISA, ID, ID radiar, in functie
de compozitia inifiald a produsului patologic prelevat de la pacient.

- Stabilirea continutului de IgY folosind testul ELISA;

- Stabilirea activitafii de inhibare a multiplicérii bacteriene folosind testul IMB-specific
PaChi

b) Se admit in consum uman numai seriile de Ovopach care corespund controalelor efectuate.

IgY preparat din oul hiperimun Ovopach s-a dovedit a avea capacitatea de a reactiona specific
cu epitopi de pe bacteriile si ciupercile din produsul pathologic prelevat de la pacient, cu care
au fost imunizate géinile, asemanatoare cu a imunoglobulinelor (IgY) extrase din gilbenusul

acelorasi oua.
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Experimentul nr. 4

Testul de imunodifuziune in gel de agar Ouchterlony pentru evidentierea IgY.
Principiu:

Testul ID se bazeaza pe migrarea in gelul de agar a antigenului (IgY) si anticorpilor (ser de
iepure anti IgY) care la locul de contact se combina specific si formeaza un precipitat care se

vizualizeaza sub forma unei linii de precipitare.

Toate controalele efecutate folosind testul de imunodifuziune in gel de agar au avut drept scop
identificarea IgY Ovopach fatd de subetaloanul Romvac. Aceste controale fac parte din prima
categorie de controale care au fost folosite pentru identificarea moleculelor de IgY-Ovopach

si confirmarea ca sunt imunoglobuline.

Comentariul pentru fiecare reactie este sub poza.

Testul ID cu IgG de iepure anti IgY.

IgG a fost pus in godeul central si in godeurile nr. 1 si 4. In godeurile 2 si 6 s-a repartizat
subetalonul Romvac IgY anti S. aureus subetalon. In godeurile 3 si 5 s-a pus IgY Ovopach.
Se vede clar ca liniile de precipitare realizate de subetalon si IgY Ovopach se unesc, acestea

dovedind ca produsele sunt din aceeasi grupa proteica si antigenica.

in acest control folosind testul ID etalonul de referinta international provine de la Abcam
USA. In godeurile 1, 4 §i central s-a repartizat IgY de iepure anti giini. In godeul 2 s-a
repartizat IgY-PC2 subetalon ROMVAC, in godeul 3 s-a repartizat IgY-ABCAM-USA, in
godeul 5 s-a repartizat IgY-PC2 sediment din precipitat cu PEG, iar in godeul 6 supernatant

4
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din Tf-PC2 precipitat cu PEG. Se constanti ca toate probele de IgY au reactionat pozitiv cu
IgG anti-gdina. Se constati ca liniile de precipitare dintre godeul 2 si 3 se unesc, sunt duble.
Liniile de precipitare dintre godeurile 5 §i 6 se unesc. Pe aceastd imagine obtinuta in
microreactie se vede ca IgY extras prin precipitare cu PEG este mai concentrat §i a impins

linia de reactie catre godeul central.
Test de identificare a Ovopach folosind imunodifuziunea radiara

In gelul de agar se amesteci IgG anti-IgY la o concentratie optima de 2 ml intergal/g de agar.
in gel se practici godeuri de 3 sau 6 mm. in aceste godeuri se repartizeazi IgY Ovopach care
poate fi de la diferite serii sau in diferite concentratit. Se pune la incubat placa de reactie la
+22 °C timp de 20-24 ore, dupa care se citeste reactia la lumina indirectd. Prezenta unui disc

de precipitare dovedeste cd reactia antingen/anticorp s-a realizat. Masurarea diametrului,

scidderea diametrului godeului si valoarea impartitd la doi reprezintd valoarea de migrare a
fiecarui produs in parte. Cand diametrul reactiei este mai mic decit a martorului atunci
produsul se concentreazi. In cazul cand reactia Ovopach este mai mare decit a martorului,

produsul se poate dilua.

¥
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Exemplul 5

A. Determinarea cantitativi a Ovopach prin testul ELISA indirect

Testul ELISA se pregiteste ”in house” special pentru fiecare test in parte. Cantitatea minima

decelatd de Ovopach este 10 nanograme in materialul testat. Datoritd specificitétii si

.....

al Ovopach, pe faze de productie, in controlul calitativ si cantitativ.

a) Testul ELISA care urmeazi a fi folosit in controlul cantitativ al Ovopach se realizeaza prin
comparatie cu un etalon international IgY (USA) sau comparativ cu un subetalon IgY
preparat la Romvac.

b) Godeurile se captusesc cu 150 pl IgG de iepure anti pasére la concentratia de 3,75 pm/ml
in tampon carbonat-bicarbonat;

¢) Placile cu 96 de godeuri ELISA se incubeaza 90 minute la +37 °C;

d) Se spala de patru ori cu cate 300 ul PBT-Tween folosind un spaldtor automat de plici;

e) In fiecare godeu se adauga 200 pl de 1% BSA in PBS-Tween si se incubeaza 45 de minute
la 37 °C;

f) Placa de reactie se spald de patru ori cu PBS-Tween conform d);

g) Se adaugi in triplicat cdte 150 pl IgY-M specific sau IgY SPF (25, 12,5, 6,25 pg/ml) in

PBS;

h) In paralel se adauga in triplicat cite 150 ul IgY standard SIGMA (25, 12,5, 6,25 pg/ml);

1) Pléacile sunt incubate la +37 °C pentru 90 de minute;

j) Placile se spala de patru ori cu PBS-Tween;

k) Se adauga 150 ul IgG anti IgY conjugat cu peroxidaza la dilutia 1:5000;

1) Se adaugd 150 pl TMB si se incubeaza 5-15 minute la temperatura camerei, la intuneric

m)Se blocheaza reactia cu 150 pl HCI,

n) Reactia se citeste la spectrofotometru cu filtru DOj4so;

0) Se fac curbe standard comparative, considerdndu-se dilutia maxima pozitiva 0,200 DO.

39
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B. Determinarea cantitativa a Ovopach (IgY specific) prin testul ELISA direct

a) Placa se captuseste peste noapte la +4 °C sau in 2 ore la temperatura camerei cu IgY de
testat si cu IgY etalon in trei replicate fiecare, in dilutii binare incepénd cu dilutia 1:1000 in
solutie carbonat-bicarbonat;

b) Godeurile Al si H1 se pastreaza ca martori pentru IgY;

¢) Se spald de 3 ori cu solutie de spalare;

d) Se adaugé 100 pl de conjugat anti pasére diluat 1:5000;

¢) Se incubeazi placa 2 ore la +37 °C;

f) Se spala de 4 ori cu solutie de spalare;

g) Se adaugd 100 pl TMB si se lasd la temperatura camerei 5-15 min;

h) Se adaugd 100 pl solutie de stopare;

i) Se citeste absorbanta reactiei la un spectrofotometru cu filtru de 450 nm.

j) Interpretarea reactiei se face prin controlul godeurilor blank unde DOsso trebuie sa fie
maximum de 0,060. in cazul cind sunt alte valori reactia nu se valideaza.

k) Se considera ca reactie pozitivd pentru prezenta IgY, dilutia la care DOasp este de 0,200
fata de IgY standardul international.

1) Continutul in pg/ml de IgY se face in raport cu IgY de referinta, tindnd cont de faptul ca

ELISA deceleazd minimum 10 ng/ml si se face prin comparatie cu IgY standard.

Ambele teste au fost executate folosind IgY-PC2 anti S.aureus subetalon ROMVAC. Se
constatd reactia inregistratd la intensitatea optica de 3,700 OD600 si respectiv 2,300 OD600

care confirma existenta a 420 nanograme si respectiv 400 nanograme per ml de IgY-PC2.

&2015--00735%-
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Exemplul 5

C. Determinarea continutului de IgY in sangele pacientilor tratati cu IgY-specific, prin
testul ELISA

Activitatea specificd a IgY anti psoriazis se determina cantitativ fata de antigenul reprezentat

de materialul patologic inactivat si liofilizat.

Proba: Ser MD (pacient din Constanta suplimentat cu oud hiperimune + tratarnent cutanat
local cu IgY personalizat solutie) — 3 mL ser primit de la clinica Romar Constanta — repatizat

250 mL ser/tub, stocat la -20 °C.
Martor negativ: 1gY SPF (26.01.2012)

Martor pozitiv: Chicken IgY, DEAE Purified — Lampire Laboratories

Conjugat IgG-anti IgY pasare ICL — preparat cu NaCl Sigma si apa MiliQ/ 2015
Diluant conj. SurModics - StabilZyme HRP Conjugate Stabilizer

Tampon carbonat S9/2015

PBS-Tween 0,05% S16/2015.

Solutie fixare PBS-Tween 20 (2%) S15/2015

Tampon dilutie ser S4/2015

Solutie de spalare plici captusite S3-P /2015

Cromogen: TMB W USA

Solutie stop S7 /2014

TEHNICA DE LUCRU

A. Pregitirea placii ELISA
- Serepartizeazi 100 pl / godeu din suspensia diluata,conform configurarii placii;
- Placa se lasa pentru captusire 2 ore la +37°C;

- Dupa indepartarea lichidului, placa se spala de 3 ori cu solufia de spilare PBS-Tween
20.(2%).



Aa1015--00735- g@

YL ':G’,’
SINERAA) B9
26 1

Blocarea reactiei cu tampon de fixare, cate 300 pl / godeu si se incubeazid 30 minute la
temperatura camerei;

Se inldturi lichidul de blocare.

B. Reactia primari cu anticorpii

Se repartizeazi in fiecare godeu 100 pl conjugat anti IgY pasare diluat 1:10.000,

folosind ca diluant tamponul de dilutie conjugat.

Se incubeazi 2 ore la +37 °C.

Se spalé de 4 ori cu solutie de spalare PBS-Tween 20 (2%).

Se adauga 100 ul TMB si se lasa la temperatura camerei 5-15 min.
Se adaugd 100 pl solutie de stopare.

Se citeste absorbanta la 450 nm.

Se constatd ca reactia a fost executatd corect, iar placa nu a influentat reactia enzimatica.

Proba extrasd din oul provenit de la pasari SPF a reactionat negativ (godeurile C1, D1 si D1).

Martorul pozitiv IgY si, respectiv, IgY de la pacient a reactionat specific la intenstiatea de

3,340 ODa4so. Intensitatea raspunsului imun, in acest experiment este in functie de concentratia

de antigen cu care s-a captusit placa de reactie de 10 ug per godeu.



R2015--00735-

13010

27
AMartori Ser Ser
3340|3269
0.043 3.326 3282
0.045) 1616 1390
0.046 | 0.961 0.915'
1730 | 0474 | 0454
1.752 | 0.068 | 0.152]
1.748 0.076 0.083
0051 0053
4,000
3,500
3,000 */\\
g 2,500 \
2 2,000
0 ==g—Ser pacient MD -
Q 1,500 antigen personalizat
1,000
0,500
0,000 .
1 2 3 4
Log (factor dilutie)

Reprezentarea graficd dovedeste prezenta IgY AP in sdnge la un nivel mare tratamentului cu
IgY-specific AP.
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Exemplul 6

Tratamentul psoriazis cronic de 16 ani folosind IgY-personalizat §i oul Ovopach personalizat.
Tratamentul psoriazisului

Pacient: F/65 ani diagnosticati cu psonasis eritrodermic in urma cu 14 ani. Leziunile cutanate
au existat pe tot corpul. A efectuat tratament cu antibiotice §i alte tipuri de medicatie
alopatica, fara rezultat. La un interval de 60 de zile de tratament s-a constatat caderea
crustelor si disparitia zonelor inflamate. Au disparut pruritul i durerle locale la 48-72 zile de
tratament. Pe piele se vad zonele afectate care au culoare roz st se delimiteaza clar de pielea

normala.

A. B.

Figura 2: Evolutia leziunilor de la nfvélul scalpului dupd administrarea de IgY
personalizata; (A) Imagine realizata la data de 17.06.2015 la aproximativ 3 luni de tratament
si (B) Imagine realizatd pe data de 21.08.2015 la 5 luni de la inceperea tratamentului
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Figura 3: Evolutia leziunilor de la nivelul bratelor dupd administrarea de IgY personalizata;

(A) Imagine realizatd la data de 17.06.2015 la aproximativ 3 luni de tratament si (B) Imagine
realizata pe data de 21.08.2015 la 5 luni de la inceperea tratamentului

Figura 4. Evolutia leziunilor de la nivelul picioarelor dupa administrarea de IgY

personalizatd; (A) Imagine realizatd la data de 17.06.2015 la aproximativ 3 luni de tratament
si (B) Imagine realizatd pe data de 21.08.2015 la 5 luni de la inceperea tratamentului;

B
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Figura 4: Evol]ia leziunilor de la nivelul regiunii lombare dupa administrarea de IgY
personalizata; (A) Imagine realizatd la data de 17.06.2015 la aproximativ 3 luni de tratament
si (B) Imagine realizata pe data de 21.08.2015 la 5 luni de la inceperea tratamentului
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Exemplul 7

Studiu de caz numarul 4

» Pacient 45 ani /M

+ Psoriazis vulgaris de 6 ani cu localizan diferite

* S-au prelevat probe biolgice

* S-a inceput tratamentul cu Imunoinstant poly lichid, ou crud care contine IgY-
polivalent si gel cu IgY-polivalent.

* Pacientul face tratament local de doua ori pe z prin spalarea leziunilor cu sapun,
spalarea leziunilor cu IgY-poli lichid si lasat sa se usuce. De doua ori pe zi se aplica
pe leziuni gel cu IgY-poly.

»  Dimineata consumd un ou crud in lapte iar seara face gargara 2 minute cu IgY-
polivalent dupa care inghite continutul. Dupa 3 zile de tratament pacientul nu mai
prezenta prurit si usturimi. La 19 zile de tratament se vede ca leziunile au inceput sa
dispara, crustele alb-argintii au cazut iar starea generala a pacientului este buna. Sunt

prezentate fotografii de la inceputul tratamentului si la 19 zile de tratament.

A. B.

Figura 6: Evolutia leziunilor de la nivelul picioarelor dupa administrarea de IgY

personalizata; (A) Imagine realizatd la inceperea tratamentului si (B) Imagine realizata dupda

19 zile de tratament
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Figura 7: Evolutia leziunilor de la nivelul membrului superior stdng dupa administrarea de
1gY personalizata, (A) Imagine realizata la inceperea tratamentului si (B) Imagine realizata

dupa 19 zile de tratament
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Figura 8: Evolutia leziunilor de la nivelul membrului superior drept dupd administrarea de
IgY personalizadta; (A) Imagine realizata la inceperea tratamentului si (B) Imagine realizatd

dupa 19 zile de tratament

Studiul de caz nr 7

Pacient in varsta de 65 de ani diagnosticat cu psoriazis de 14 ani. I s-a admnistrat ou integral,
imunoglobulina polivalenta oral si gel cu IgY-polivalenta local. Dupa 30 de zile de tratament
leziunile nu mai supureaza, nu mai prezinti prurit si nici leziuni sanguinolente. Crustele alb-

argintii s-au detasat, iar zonele rosiatice ale pielii au dispirut.
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Figura 9: Evolutia leziunilor de la nivelul pielii dupd administrarea de IgY personalizata; (A)
Imagine realizata la inceperea tratamentului si (B) Imagine realizatd dupd 30 de zile de

tratament

F igra 10: Leziunile de la nivelul piciorului inainte de inceperea tratamentului
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Figura 11: Evolutia leziunilor de la nivelul piciorului dupa administrarea de IgY
personalizata timp de 30 de zile;
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Figura 12: Evolutia leziunilor de la nivelul membrului superior sting dupd administrarea de
IgY personalizata; (A) Imagine realizata la inceperea tratamentului si (B) Imagine realizatd

dupd 30 de zile de tratament
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REVENDICARI
Titlul:

PRODUCEREA SI UTILIZAREA OULUI HIPERIMUN
PERSONALIZAT (OVOPACH) iN TRATAMENTUL
PSORIAZISULUI

Inventaton:

Chiurciu Constantin, Viorica Chiurciu, Lucica Sima, Iuliana Mihai, Patrascu Ionel
Victor

1. Revendicd metoda de preparare a imunogenului prelevat de la pacientul cu psoriazis care

se folosegte pentru imunizarea gainilor;

2. Revendici prepararea imunoglobulinelor specifice inoculului (IgY specific idiotipic numit
si IgY1) ca produs biologic care in organismul pacientului transferd informatia pe care o
detine, pe fragmentul Fab, catre celulele T naive care reproduc o imagine negativa care se
cloneaza. Celulele T din aceastd clona de tip IgG2 comanda celulelor de tip B sa produca
anticorpi identici cu informatia pe care o detin §1 o transferd. Reproducerea de citre
celulele B a informatiei de la celula de tip T este identica cu negativul negativului de pe
IgY-idiotipic ceea ce reprezintd o imagine pozitivd, adica IgG specific imunogenului
prelevat de la fiecare pacient in parte. Acest mecanism se poate explica ca un fenomen
imunologic in care antigenul inifial prelevat de la pacientul cu psoriazis se administreaza
ca imunogen la gaina. Giina raspunde imun §i formeaza IgG1, adica IgY-specific idiotipic
care devine matrice pentru celulele T naive. Celulele T se cloneaza si transfera informatia
de tip IgG2 la celulele de tip B care formeaza o imagine negativd a negativului de pe

celulele T si produc IgG identic cu IgY-specific idiotipic de la giini.

3. Revendica oul hiperimun din care se extrag imunoglobuline specifice fiecarui antigen
existent in proba prelevata de la pacientul cu psoriazis §i din care s-a preparat imunogenul

administrat la gaina.
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4. Revendica metoda de tratament potrivit cireia se recolteazd de pe leziunile cutanate ale
pacientului cu psoriazis un material care contine microorganisme si structuri celulare din
care se prepara un imunogen care se administreaza la giini. Din ouale géinilor care au
raspuns serologic se prepard imunoglobuline specifice sub forma de lichid (20 ug/ml de
IgY specific), sub forma de spray (50 pg/ml), sub forma de gel (30 ug/ml), casete cu
200 pg de IgY specific/bucati, comprimate cu 100 si respectiv 200 pug/bucata sau galbenus

liofilizat sau atomizat 6 g/plic.

5. Revendica metoda de tratament care foloseste imunoglobuline extrase din gilbenusul
provenit de la giaini imunizate cu imunogen preparat de la fiecare pacient in parte

prezentate la punctul 4 si oul integral crud in amestec cu lapte la temperatura de 24-30°C.
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