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METODA DE STABILIRE A UNUI SET DE INTERLEUKINE-CITOKINE-CHEMOKINE
IMUNOLOGIC RELEVANTE, IN MODEL ANIMAL DE PSORIAZIS TRATAT CU IgY OBTINUT
DIN OUL HIPERIMUN

DESCRIERE

Stadiul cunoasterii

Psoriazisul este o boald inflamatorie cronicd mediata de celulele T helper care afecteaza in principal
tegumentul, desi sunt observate si efecte patologice sistemice. Interactiunea mediatd de citokine intre
limfocitele T si keratinocite determina proliferarea excesiva a keratinocitelor, care la randul sau duce la
formarea unui mediu proinflamator si in cele din urma la aparitia placii psoriazice [1].

in cererea de brevet W01998058671A1 — Topical tratment of psoriasis using neutralizing antibodies to IL-
8 — se descrie 0 metoda de tratament a psoriazisului $i a altor afectiuni inflamatorii cutanate prin
aplicarea topicd a unei compozitii ce contine ca ingredient activ un anticorp ce neutralizeaza activitatea
biologica a Interleukinei-8 {IL-8). Compozitia farmaceutica contine cel putin unul din anticorpii 18-60, 18-
S2, 3C6 si un excipient farmaceutic corespunzator. Pe scurt, inventia prezintda doud metode de a obtine
anticorpi monoclonali i, respectiv, policlonali, ce neutralizeaza activitatea IL.-8 umane. Astfel, anticorpii
monoclonali 18-60, 18-S2, 3C6 se obtin prin imunizarea soarecilor cu IL-8 umana recombinanta purificata,
recoltarea celulelor splinei si fuzionarea cu celele de miolon de soarece in raport de 5:1 si impreuna cu un
promotor de fuzionare (PEG). Celulele fuzionate sunt cultivate pe mediu selectiv HAT care sustine
cresterea celulelor hidridom. De indatd ce mediul a inceput sa devina acid si coloniile de celule sunt
vizibile, supernatantul culturilor celulare a fost testat pentru a determina prezenta anticorpilor IL-8. Trei
linii celulare de hibridom au produs anticorpi murini cu abilitate de neutralizare ridicata. Testele de
neutralizare au presupus un test de chimiotaxie a neutrofilelor pentru 18-60 si 3C6 si analiza citometriei
de flux pentru 18-S2. Anticorpii I8-60, 18-S2 si 3C6 care se leaga de diferiti determinanti antigenici ai IL-8
se pot utiliza intr-un amestec pentru imunoterapia psoriazisului si a altor afectiuni cutanate inflamatorii.
Anticorpii policlonali au fost preparati prin injectarea gainilor cu 1L-8 umand recombinanta purificatd
folosind un protocol standard de imunizare. Dupa o perioadd de timp corespunzatoare, oudle au fost
recoltate si IgY din galbenus a fost purificatd. Testele de specificitate au aratat cd anticorpii policlonali
obtinuti nu exercita nicio reactivitate incrucisata detectabild cu albumina sericd umana si cu alte citokine

testate. lgY purificatd din gdlbenusul oualor a prezentat o activitate de neutralizare ridicatd a IL-8. S-au
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preparat compozitii topice folosind o bazd de crema si solutiile de anticorpi monoclonali si policlonali

obtinuti, care s-au aplicat pacientilor umani cu psoriazis si eczema.

Cererea de brevet US7597892B2 - Method for treating psoriasis by administering human antibodies
specific for interleukin 15 (IL-15) - se bazeaza pe generarea si izolarea anticorpilor monoclonali umani care
se leaga in mod specific la IL-15 umana si care inhibd efectele proinflamatorii induse de IL-15, si pe
caracterizarea acestor anticorpi noi si demonstrarea valorii terapeutice in tratarea unei varietati de boli
mediate de IL-15. S-a demonstrat cd anticorpii umani inhiba atdt productia TNFa, cat si proliferarea
celulelor T, ambele fiind implicate in mod integral in tulburarile inflamatorii. Astfel, anticorpii umani ofera
un mijloc imbunatatit pentru tratarea si prevenirea unor astfel de tulburdri. De asemenea, sunt descrise si
noi aplicatii terapeutice, inclusiv tratamentul bolilor inflamatorii, cum ar fi artrita reumatoida si
psoriazisul, pentru anticorpii care inhiba IL-15. Anticorpii umani anti-IL-15 si compozitiile care contin

anticorpi pot fi utilizati intr-o varietate de aplicatii diagnostice si terapeutice in vitro si in vivo.

Cererea de brevet W02005/029091A2 — Method of using cytokine assays to diagnose, treat, and evaluate
inflamatory and autoimmune diseases — descrie metode de diagnostic, tratament sau evaluare a bolilor
inflamatorii sau autoimune prin prelevarea de probe de sange periferic, ser, plasma, tesut, fluid
cerebrospinal, sau alte fluide corporale de la pacienti umani ce prezinta o suspiciune de diagnostic.
Probele sunt analizate pentru a determina prezenta si cantitatea anumitor citokine, care oferd un
diagnostic, o prognoza sau evaluare a rdspunsului terapeutic. Astfel, se prezinta o metoda de diagnostic
sau predictie cd un individ are sau va dezvolta o boald inflamatorie sau autoimuna, ce constd in obtinerea
unei mostre de la pacient, determinarea nivelului de expresie a citokinelor din probd, compararea
expresiei de citokine cu niveluri predefinite a uneia sau mai multor citokine de referinta si determinarea
dacd un pacient are sau va dezvolta o boald inflamatorie sau autoimund sau daca pacientul va raspunde

unui protocol de tratament sau unui agent farmaceutic prescris.

Citokina IL-17 joaca un rol deosebit de important in promovarea debutului si a progresiei bolii psoriazice
[2]. Inflamatia psoriazica se caracterizeaza prin activarea axei Th17, aceste celule producand diverse
citokine, inclusiv IL-17, citokina care la randul ei induce nu numai proliferarea keratinocitelor, ci si secretia
factorului de necroza tumorala (TNF)-a, IL-6, a ligandul chemokinei (motivul C-X-C): CXCL1 si CXCL8. TNF-a
accelereaza infiltrarea celulelor inflamatorii, inclusiv a limfocitelor, monocitelor si neutrofilelor, din
sangele periferic In piele cu activare a celulelor dendritice [3]. Date din literatura de specialitate

mentioneaza cresterea nivelului seric pentru IL-17 corelata cu psoriazisul, la barbati [4].
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Monokina indusé de interferon (IFN)-y (MIG) / chemokina (motiv C-X-C) ligand 9 (CXCL) 9 este frecvent
implicatd in patogeneza psoriazicd, fiind propusd ca un marker util pentru monitorizarea activitdtii,
precum si a progresiei psoriazisului [5]. MIP-1a si MIP-1B sunt molecule chemoatractante pentru
eozinofile, monocite, celule B si celulele dendritice imature si activatoare pentru macrofage. CCL3 atrage
selectiv limfocitele T-CD8+ si CCL4 limfocitele T-CD4+ [6].

in leziunile psoriazice, celulele T helper de tip 1 produc niveluri crescute de citokine precum y-interferon
(IFN-y), factorul de necroza tumorala-a (TNF-a) si interleukina (IL}-12 [7], fapt relevat si in studiul nostru.
Tntr-un studiu recent, atat expresia pentru IFN-y cat si pentru TNF-a a fost crescutd in serul pacientilor cu
psoriazis moderat pand la sever, receptorii specifici fiind la randul lor crescuti in plécile aterosclerotice.
Prin urmare s-a sugerat cd sinergia IFN-y/TNF-a poate furniza o legédturd proinflamatorie critica intre
inflamatia psoriazicd tegumentara si ateroscleroza vaselor indepdrtate, identificind blocarea potentiala a
IFN-y si a TNF-a ca o noua tinta terapeutica In aterogeneza asociata psoriazisului [8].

Yawalkar et al au fost gasit IL-12p70 si IL-23p19/p40 ca fiind supra-exprimate in diferite subseturi de
celule dendritice si macrofage, iar productia lor a fost crescutd in situ, sugerand faptul cd ambele citokine
au un rol patogen crucial in psoriazis [9].

Un studiu recent a raportat c& in psoriazis IL-17A accelereaza proliferarea keratinocitelor epidermice, care
produc o multitudine de peptide antimicrobiene si chemokine, cum ar fi CXCL1/KC, CXCL2, CXCL8 si CCL20
[10], fapt relevat si in studiul nostru. Tn leziunile psoriazice, celulele T helper de tip 2 produc niveluri
crescute de citokine precum IL-5, IL-6, IL-9, fapt relevat si in studiul nostru.

IL-6 a fost mult timp asociat cu patogeneza psoriazisului, cresterea nivelului seric de IL-6 fiind o
caracteristica a acestuia [11]. Nivelurile serice ale IL-6 sunt considerate marker al activitatii inflamatorii in
psoriazis, precum si un indicator al raspunsului la tratament [12]. O corelatie pozitiva a fost descrisa intre
nivelurile serice de IL-6 si severitatea clinica a psoriazisului inainte de tratament; in plus, s-a raportat ca
nivelurile serice de IL-6 scad dupa tratamentul eficient [13].

Singh TP et al a remarcat implicarea IL-9 in inflamatia asociata cu Th17 si in angiogeneza psoriazisului,
sugerand rolul pe care il poate avea aceasta citokina in formarea psoriazisului prin calea Th17 [14]. Midde
HS et al a demonstrat ca IL-9 serveste ca o legdturd cheie intre inflamatia sistemicd si angiogeneza in
psoriazis, sugerand ca existenta unui mediu proinflamator in psoriazis, cu niveluri crescute de IL-9, IL-17 si
VEGF este asociatd cu cresterea severitatii bolii si afectarea calitatii vietii [15].

Prima citokind detectatd la nivelul tegumentului a fost IL-1 si joacd un rol important in directionarea

raspunsurilor celulare si moleculare [16]. Tamilselvi E et al in 2013 au identificat un nivel redus al IL-1a in
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biopsia cutanatd si in plasma, in probele provenite de la pacientii cu psoriazis, nivel care a crescut
semnificativ (P <0,001) dupa tratamentul cu metotrexat [17].

CXCL10 este implicatd in patogeneza psoriazisului, receptorii de suprafatd ai chemokinei (CXCR3) fiind
detectati in keratinocite si in infiltratul dermic obtinut din placile psoriazice active, in timp ce tratamentul
cu succes al plicilor active a scizut expresia de CXCL10. Tn serul pacientilor cu psoriazis au fost gésite
niveluri crescute ale CXCL10, cu o predominanta a celulelor T helper de tip 1 la inceputul bolii, in timp ce

scaderea acestei chemokine a fost evidentiatd mai tarziu, in psoriazisul de lunga durata [18].

Inventia va fi in continuare ilustrata prin exemple, care au un caracter ilustrativ si nicidecum limitativ.
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Figuri:

Figura 1. Raportul profilului de expresie pentru IL-17 in ser. Raportul expresiei IL-17 la soarecii din grupul
psoriazis (4,4), grupul psoriazis remis natural (1,9), grupul psoriazis tratat cu IgY (0,8) si grupul psoriazis
tratat cu lgY purificat {0,7), versus grupul control. Rezultatele sunt exprimate ca raport tratat/control; n=9
pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis remis natural, n=5 pentru grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru grupul psoriazis; unde n=numar
de soareci.

Figura 2. Raportul profilului de expresie pentru CXCL9/MIG in ser. Raportul expresiei MIG la soarecii din
grupul psoriazis (1,7), grupul psoriazis remis natural (1,4), grupul psoriazis tratat cu IgY (1,3) si grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat (0,9), comparativ cu soarecii din grupul control. Rezultatele sunt exprimate
ca raport tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis remis
natural, n=5 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru grupul
psoriazis; unde n=numadr de soareci.

Figura 3. Raportul profilului de expresie pentru MIP1a si MIP1b in ser. Raportul expresiei MIPa la soarecii
din grupul psoriazis (2,6), grupul psoriazis remis natural (0,6), grupul psoriazis tratat cu IgY (1,1) si grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat (1,05), comparativ cu soarecii din grupul control. Raportul expresiei MIPb
la soarecii din grupul psoriazis (4,2), grupul psoriazis remis natural, grupul psoriazis tratat cu IgY si grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat (0,3), comparativ cu soarecii din grupul control. Rezultatele sunt exprimate
ca raport tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis remis
natural, n=5 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru grupul
psoriazis; unde n=numadr de soareci.

Figura 4. Raportul profilului de expresie pentru CXCL1/KC n ser. Raportul expresiei CXCL1 la soarecii din
grupul psoriazis (1,4), grupul psoriazis remis natural (1,4), grupul psoriazis tratat cu IgY (1) si grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat (0,7), comparativ cu soarecii din grupul control. Rezultatele sunt exprimate
ca raport tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis remis
natural, n=5 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru grupul
psoriazis; unde n=numar de soareci.

Figura 5. Raportul profilului de expresie pentru IL-5, IL-6 si IL-9 in ser. Raportul expresiei IL-5 {5,4), I1L-6
(1,9) si IL-9 (1,7) la soarecii din grupul psoriazis, comparativ cu soarecii din grupul control. Rezultatele sunt
exprimate ca raport tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis
remis natural, n=5 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru
grupul psoriazis; unde n=numar de soareci.

Figura 6. Raportul profilului de expresie pentru IL-1a in ser. Raportul expresiei IL-1a la soarecii din grupul
psoriazis (0,6), grupul psoriazis remis natural (1,7), grupul psoriazis tratat cu IgY (1,3) si grupul psoriazis
tratat cu IgY purificat (1,3), comparativ cu soarecii din grupul control. Rezultatele sunt exprimate ca raport
tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru grupul psoriazis remis natural, n=5
pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul control si n=7 pentru grupul psoriazis;
unde n=numar de soareci.
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Figura 7. Raportul profilului de expresie pentru IP-10/CXCL10 in ser. Raportul expresiei IP-10/CXCL10 la
soarecii din grupul psoriazis (1,13), grupul psoriazis remis natural {1,03), grupul psoriazis tratat cu IgY
(0,81) si grupul psoriazis tratat cu IgY purificat (0,77), comparativ cu soarecii din grupul control.
Rezultatele sunt exprimate ca raport tratat/control; n=9 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY, n=3 pentru
grupul psoriazis remis natural, n=5 pentru grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, n=7 pentru grupul
control si n=7 pentru grupul psoriazis; unde n=numar de soareci.
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Se dau n continuare exemple de aplicare a inventiei

Exemplul 1.

Metodologia de obtinere a preparatului IgY (ROMVAC) din oud hiperimune

Imunoglobulina Y {IgY) s-a obtinut conform metodologiei prezentate in cererea de brevet de inventie
depusd la OSIM ({Patrascu lonel Victor, Viorica Chiurciu, Chiurciu Constantin, Georgiana Topilescu
Procedeu de obtinere si utilizare a imunoglobulinelor de géina (IgY), R0129645 AQ). Imunoglobulina {Ig) Y
obtinuté din gélbenusul oudlor hiperimune este un preparat original al companiei ROMVAC si face parte
din gama IMUNOINSTANT.

IMUNOINSTANT este o marcé inregistratd europeana (EUIPO) ce reprezintd gama de produse ce
au la bazd oul hiperimun (care fac obiectul unor cererei de brevet depuse de Romvac pe plan national si
international) si derivate din acesta.

Metodologia de obtinere a IgY din galbenusul de ou hiperimun cuprinde urmdatoarele etape:

— Prepararea unui antigen complex folosind tulpini bacteriene rezistente la antibiotice, in amestec
cu adjuvant QS21

— Imunizarea géinilor cu antigenul preparat conform unei scheme de vaccinare

— Evaluarea periodica a titrului de anticorpi din gdlbenusul oudlor

Procedura de extractie a fractiunii solubile n ap3, astfel:
¢ Gilbenusul se separd de albus si se dilueazd cu ap3 deionizatd (1:8 v/v) la +4°C sau solutie
apoasa tamponata la pH 5.
¢ Amestecul de gilbenus se congeleazd rapid la -22°C/-50°C si apoi se decongeleazd rapid
la +20°C.
e Dupd separarea celor doud fractii, extractia fazei apoase se face prin absorbtie folosind o
pomp3 peristaltica, apoi se filtreaza si se conserva la +4°C.

Exemplul 2.
MODEL EXPERIMETAL IN VIVO

Determindrile au fost realizate pentru patru grupuri experimentale murine, astfel:
e  grup psoriazis si grup control, pentru stabilirea valorilor normale, respectiv patologice.

o Grup psoriazis (7 soareci) - soareci C57BL/6 (3 masculi si 7 femele, varsta 10-11 s3ptdmani,
greutatea medie 20.4+2.9 g, fard medicatie in ultimele 72 ore} cérora li s-a aplicat dorsal,
zilnic, timp de sase zile consecutiv, o dozd de 62,5 mg crema pe bazd de IMQ (5% Aldara
Cream, MEDA AB Sweden). Doza zilnica contine 3,125 mg compus activ. Soarecii au fost
sacrificati in ziua a 7-a a experimentului.

o Grup control (6 soareci) - soareci C57BL/6 sdnétosi (3 masculi si 3 femele, varsta 10-11
sdptamani, greutatea medie 20.26+1.36 g) cdrora nu le-a fost aplicat niciun tratament.

e grup psoriazis tratat IgY si grup psoriazis remis in mod natural, pentru a evidentia modificarile
induse n fenotipul celulelor NK in urma tratamentului cu componenta proteica IgY izolatd din oul
hiperimun de cdtre partenerul ROMVAC COMPANY SA,
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o) Grup psoriazis tratat cu IgY (12 soareci) - soareci C57BL/6 (6 masculi si 6 femele, varsta 11
saptdmani, greutatea medie 21.33+2.14 g, fara medicatie in ultimele 72 ore) carora li s-a
indus dermatita psoriziforma experimentald. in ziua 7, soarecilor li s-a administrat prin
gavaj o dozad de 37.5 ug IgY (corespunzatoare dozei de IgY administrata unui om adult),
timp de 5 zile consecutiv, si au fost sacrificati in ziua 20 - ziua in care s-a apreciat
macroscopic ca s-a remis dermatita psoriaziforma experimentala.

o Grup psoriazis remis In mod natural (3 soareci) - soareci C57BL/6 {3 femele, varsta 11
saptamani, greutatea medie 17.87+0.81 g, fara medicatie in ultimele 72 ore) cdrora li s-a
indus dermatita psoriziforma experimentald. Soarecii au fost ldsati sa se vindece In mod
natural si au fost sacrificati in ziua 22 — ziua in care s-a apreciat macroscopic remisia
naturala.

Exemplul 3
EVALUAREA GENERARII DE INTERLEUKINE-CITOKINE-CHEMOKINE IMUNOLOGIC RELEVANTE

Din probele prelevate au fost analizate sub-probe {alicote) prin metoda xMAP — platforma Luminex200
(Luminex Corp, Austin, TX 78727, USA). in vederea analizei, s-a utilizat kitul multiplex Milliplex MAP
Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, HCYTOMAG-60K {Merck-Millipore, Billerica, MA
01821, USA) cu urmatorii analiti: citokine (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12
(p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17a, RANTES/CCLS, LIF/Interleukin 6 Family Cytokine), factori stimulatori
ai coloniei (G-CSF, GM-CSF, M-CSF), interferoni {IFN-y), tumor necrosis factor (TNF-a}, factori de crestere
(vascular endothelial growth factor [VEGF]), si familia de chemokine {eotaxin, IFN-y inducible protein-10
[IP-10], monocyte chemoattractant protein-1 [MCP-1], macrophage-inflammatory protein [MIP-1a], MIP-
1B, MIP-2, MIG/CXCL9, LIX/CXCL5, KC/CXCL1). Probele de ser au fost preluate si analizate conform
instructiunilor producatorului. Cuantificarea analitilor a fost realizata pe platforma de multiplexare
Luminex200 pregatita in prealabil, cu softul dedicat xPONENT 4.2;

Au fost analizate intensitatile fluorescente medii {MFI) utilizand curba 5-Parameter Logistics pe platforma
multiplex Luminex200. Nivelul de expresie a moleculelor analizate simultan a fost obtinut prin
interpolarea valorilor MFI rezultate in urma achizitiei probelor pe curbe generate de software-ul
xPONENT 4.2. Pentru toate curbele 5-PL, coeficientul de regresie (R2) a prezentat valori apropiate de 1.

Citokina IL-17

Analiza expresiei serice pentru IL-17 a relevat diferente statistic semnificative intre masculii din grupul
psoriazis si masculii control (53,6 versus 9,01 pg/mL, P=0,004), diferente care nu se observa in cazul
femelelor. De asemenea, au existat diferente de expresie pentru IL-17 intre grupul psoriazis (26,8 pg/mL)
si grupul control (6 pg/mL). Tn cazul grupurilor psoriazis tratat cu IgY si psoriazis tratat cu IgY purificat
expresia 1L-17 a fost scdzutd (4,9, respectiv 4,4 pg/mL), fiind comparativd cu cea obtinutd in grupul
control, subliniind astfel efectul indus de componenta proteica IgY izolatd din oul hiperimun, precum si de
fractia purificata (Figura 1).

Chemokina CXCL9/MIG

56



RO 135591 A0

in studiul nostru, analiza expresiei CXCL9/MIG a relevat o crestere in grupul cu psoriazis (474,9 pg/mL)
comparativ cu grupul control (282,3 pg/mL, P<0,001). Un nivelul scazut ale expresiei MIG a fost inregistrat
in cazul grupului psoriazis tratat cu IgY (374 pg/mL), respectiv psoriazis remis natural {396 pg/mL), in
comparatie cu grupul psoriazis. in cazul grupului cu psoriazis tratat cu IgY purificat expresia MIG a fost
semnificativ statistic scazuta (252 pg/mL, P<0.001) in comparatie cu grupul psoriazis, fiind comparata cu
expresia obtinuta in grupul control {Figura 2).

Macrophage Inflammatory Proteins: MIP-1a/MIP-1B {(CCL3/CCL4)

Analiza profilului de expresie pentru chemokinele MIP-1a si MIP-1f a evidentiat o crestere a acestora in
psoriazis si 0 scadere dupd tratamentul cu componenta proteica IgY izolatd din oul hiperimun. Astfel,
expresia MIP1a a fost crescutd in grupul cu psoriazis (126,5 pg/mL) comparativ cu grupul control (48
pg/mL). Dupa tratament, expresia pentru MIP1a a scdzut atat in cazul grupului psoriazis tratat cu IgY (52
pg/mL}, precum si in cazul grupului cu psoriazis tratat cu IgY purificat (47 pg/mL). De asemenea a fost
inregistrata o scadere a expresiei pentru MIP1a si in grupul psoriazis remis natural (27 pg/mL). Chemokina
MIP1b a prezentat crestere in grupul cu psoriazis (70,6 pg/mL) comparativ cu grupul control (17 pg/mL,
P=0,02). Dupa tratament, expresia pentru MIP1b a scdzut atét in grupul cu psoriazis tratat cu IgY, cat siin
grupul cu psoriazis tratat cu IgY purificat (~6 pg/mL)} {Figura 3).

CXCL1/KC (keratinocyte-derived chemokine)

A fost identificata o crestere serica a expresiei pentru CXCL1 la nivelul grupului psoriazis (230 pg/mL), fata
de grupul control (161 pg/mL, P=0.05). Dupa tratamentul cu fractia de IgY purificata, expresia CXCL1 a
inregistrat o scadere semnificativ statisticd (113,7pg/mL, P<0,001), fatd de grupul psoriazis, scadere
remarcatd si in cazul grupului psoriazis tratat cu IgY (161,4 pg/mL) (Figura 4).

Interleukine: IL-5, IL-6, IL-S, IL-1a

Expresia IL-6 a fost crescuta in serul soarecilor proveniti din grupul psoriazis (22.7 pg/mL), comparativ cu
grupul control {11,7 pg/mL, P=0,05); dupa tratament, expresia pentru IL-6 a scazut atat in cazul grupului
psoriazis tratat cu IgY, precum si in cazul grupului cu psoriazis tratat cu IgY purificat (Figura 5).

A fost identificatd o crestere a expresiei serice pentru IL-9 la nivelul grupului psoriazis (312,5 pg/mL), fata
de grupul control {180,8 pg/mL). Dupa tratament expresia IL-9 a inregistrat o scadere nesemnificativ
statisticd in grupul tratat cu fractia de IgY (294 pg/mL), respectiv in grupul tratat cu fractia de IgY
purificata (277 pg/mL), fata de grupul psoriazis (Figura 5).

Expresiei pentru IL-5 a fost crescutd in serul animalelor din grupul psoriazis (180 pg/mL}, in comparatie
cu expresia aceleiasi molecule in grupul control (33,7 pg/mL, P<0,001). Dupd tratament au fost
inregistrate scaderi ale expresiei de IL-5 fata de grupul psoriazis, atat in cazul grupului cu psoriazis tratat
cu gy (55 pg/mL, P<0,001), cit si in cazul grupului cu psoriazis tratat cu IgY purificat (61 pg/mL,
P=0,003). De asemenea, expresia pentru IL-5 a fost scdzutd si in grupul psoriazis remis natural (114
pg/mL, P<Q,5) (Figura 5).
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Rezultatele au evidentiat o expresie scazutd a IL-1a in grupul psoriazic (107 pg/mL), comparativ cu
grupul control (169,5 pg/mL). Tn urma tratamentului cu componenta proteicd IgY izolatd din oul
hiperimun au fost inregistrate cresteri ale expresiei IL-1a in comparatie cu grupul psoriazis, atat in
grupul tratat cu forma purificatd a IgY (226,3 pg/mL, P=0,05), cat si in grupul tratat cu intreaga
componenta proteica IgY izolata din oul hiperimun (218,8 pg/mL). De asemenea, grup remis natural a
prezentat o crestere a expresiei IL-1a (281 pg/mL) (Figura 6).

JFN-y inducible protein-10 /IP-10 / CXCL10

A fost evidentiata o crestere a expresiei pentru CXCL10 in serul animalelor din grupul psoriazis (346,7
pg/mL), in comparatie cu expresia obtinutd in grupul control (307 pg/mL). in grupul psoriazis remis
natural expresia pentru CXCL10 a fost usor scazuta (316 pg/mL), fatd de grupul psoriazis. Dupd
tratament au fost inregistrate scaderi semnificativ statistice ale expresiei pentru CXCL10 fata de grupul
psoriazis, atat in cazul grupului cu psoriazis tratat cu IgY (250 pg/mL, P=0,005), cat si in cazul grupului cu
psoriazis tratat cu IgY purificat (237,4 pg/mL, P=0,005) (Figura 7).

in concluzie, prin evaluarea citokinelor, chemokinelor, a factorilor de crestere s-a urmarit demonstrarea
influentei imunobiologice a componentelor izolate din oul hiperimun in modele in vivo cu patologii
experimentale.
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REVENDICARE:

1. Metodad de stabilire a unui set de interleukine-citokine-chemokine imunologic relevante, ce se
constituie Tntr-o semnaturd moleculard utilizabild in model animal de psoriazis tratat cu IgY obtinut din
oul hiperimun, care cuprinde determinarea simultand si dozarea citokinelor IL-17, IL-5, IL-6, IL-9,
chemokine CXCL9/MIG, KC/CXCL1, MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4 si IL-1a in probe de ser prelevate de la
animalele tratate si, respectiv, in probe de ser prelevate de la control, si obtinerea unui profil de
expresie caracterizat prin:

- supraexpresia citokinei IL-17 evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 5 ori la masculii din
grupul psoriazis fatd de masculii din grupul control, respectiv de peste 4 ori la grupul psoriazis fata de
grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dupd tratamentul cu IgY (0,8 ori Tn grupul
cu psoriazis tratat cu IgY, respectiv 0,7 ori psoriazis tratat cu IgY purificat);

- supraexpresia chemokinei CXCL9/MIG evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 1,7 ori la
grupul psoriazis fatd de grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dupd tratamentul
cu IgY (1,3 oriIn grupul cu psoriazis tratat cu IgY, respectiv 0,9 ori psoriazis tratat cu IgY purificat);

- supraexpresia chemokinelor MIP-1a/MIP-1B (CCL3/CCL4} evidentiate in grupul psoriazis (in medie de
peste 2,6 ori pt CCL3 si 4,2 ori pt CCL4 la grupul psoriazis fatd de grupul control) ajunge la valori
comparabile cu lotul control, dupd tratamentul cu IgY (valori apropiate de control pentru MIP-1a in
grupul cu psoriazis tratat cu IgY si in grupul psoriazis tratat cu IgY purificat, respectiv valori scdzute de
0,3 ori pentru MIP-1B in grupul cu psoriazis tratat cu IgY si in grupul psoriazis tratat cu IgY purificat);

- supraexpresia chemokinei CXCL1/KC evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 1,4 ori la grupul
psoriazis fatd de grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dupd tratamentul cu IgY
(valori apropiate de control in grupul cu psoriazis tratat cu IgY, respectiv 0,7 ori in grupul psoriazis tratat
cu gy purificat);

- supraexpresia citokinelor IL-5 si IL-9 evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 5 ori /1,7 ori la
grupul psoriazis fatd de grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dupd tratamentul
cu IgY (1,6 ori pt ambele citokine in grupul cu psoriazis tratat cu IgY, respectiv 1,8 ori /1,5 ori in grupul
psoriazis tratat cu IgY purificat);

- supraexpresia citokinei IL-6 evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 1,9 ori la grupul psoriazis
fata de grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dup3 tratamentul cu IgY (0,3 ori in
grupul cu psoriazis tratat cu 1gY si 0,1 ori in grupul psoriazis tratat cu IgY purificat);

- supraexpresia chemokinei CXCL10/IP-10 evidentiatd in grupul psoriazis (in medie de peste 1,1 ori la
grupul psoriazis fatd de grupul control) ajunge la valori comparabile cu lotul control, dup3 tratamentul
cu IgY (0,8 ori in grupurile cu psoriazis tratat cu IgY, psoriazis tratat cu igY purificat);

- subexpresia IL-1a in grupul psoriazis fatd de control {{(in medie de peste 0,6 ori la grupul psoriazis fatd
de grupul control) ajunge |a valori comparabile cu lotul control, dupd tratamentul cu IgY (1,3 ori in
grupurile cu psoriazis tratat cu IgY si psoriazis tratat cu IgY purificat).

Pe baza acestui profil de expresie sunt selectate ca relevante pentru boala psoriazicd in model animal,
inregistrandu-se scaderi ale expresiei pentru moleculele IL-17, IL-5, MIG/CXCLS, KC/CXCL1, CXCL10/IP-
10, MIP-1a/CCL3 si MIP-1B/CCL4, respectiv cresteri ale expresiei citokinei IL-1a, dupa tratamentul cu IgY
total sau purificat, atunci cand expresia lor a fost comparata cu cea a grupului psoriazis.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 7.
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