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Prezenta inventie cu titlul Metoda de purificare a preparatului IgY obtinut din oui
hiperimune (ROMVAC) cu ajutorul sistemului automat de cromatografie de lichide de
inalta performanti si testarea activititii biologice a fractiilor obtinute asupra liniei celulare
standard CAL-27 face referire la 0 metoda de purificare cromatografica a preparatului IgY
(imunoglobulind Y) obtinut din oud hiperimune §i testarea componentelor obtinute in sistem
experimental celular pentru caracterizarea efectelor biologice ale componentelor purificate si
imbunatatirea preparatelor de tip IgY obtinute din oud hiperimune ale companiei ROMVAC.

IgY este produs de pasari, reptile si amfibieni cu o functie similard cu cea a IgGs
mamiferelor (!). IgY circuld in ser ca si imunoglobulinele de tip IgGs, dar in plus se acumuleazi
de 100 de ori mai concentrat in gilbenusul de ou si sunt transmise embrionului (%). Anticorpii IgY
extrasi din oud de giini au fost utilizati in terapia anti-bacteriana (*) si anti-virala (*).

Imunoglobulina IgY are o serie de caracteristici importante, §i anume tolerabilitate
ridicata fiind un component al dietei umane, poate fi utilizat la persoanele care sunt alergice la ou
deoarece IgY purificat nu contine ovalalbumini alergenici (°). In plus, administrarea sistemici a
demonstrat capacitatea IgY specifice anti-virale de a proteja impotriva infectiilor virale sau
bacteriene (®). Administrarea sistemici si locald a IgY la mamifere a aritat ci a fost generat un
raspuns anti-IgY, anticorpii generati constind in principal din subclasa IgG. Aceste studii
demonstreaza faptul ca IgY este antigenic, dar aceasta molecula nu se poate lega de receptorii Fc
exprimati de celule, astfel incat efectele adverse sunt minime (7). Cu mai mult de 20 de ani in
urma, s-a demonstrat in modele murine ca administrarea de IgY purificata nu a indus un raspuns
IgE, deci nu a indus un rispuns alergic (¥). In plus, datoriti faptului ci IgY nu se leagi de sistemul
complement uman sau de receptorii Fc, inflamatia secundara generata la administrare este minima
).

Actiunea IgY este de a neutraliza bacteriile sau virusurile, $i de a facilita eliminarea
agentului oprind replicarea bacteriand/virald si implicit rispandirea agentului infectios (!°).
Imunizarea pasiva cu IgY poate fi administrata la om cu infectie activd, deoarece dezvoltd un
rispuns rapid. In plus, sugarii imaturi sau pacientii suprimati imun pot beneficia, de asemenea, de
aceastd imunizare pasiva (*1,'?). In ultimul deceniu, IgY a cistigat o atentie stiintifici deosebitd
datoriti actiunilor sale biologice distincte generate de particularitatile sale amintite mai sus (**).

Tehnicile de purificare a IgY din ou sunt multiple, dar in cadrul inventiei ne-am propus
imbunatatirea acestei fractiondri utilizand o tehnica noud in sistem automat de cromatografie de

lichide de inalta performanti, Next Generation Chromatography (NGC). Printre sistemele de

ot

Y663 /10 68 - 0



RO 137295 A2

cromatografie utilizate pana acum pe scara largd se numara sistemele de cromatografie Aekta (GE
Healthcare), la care se pot adauga cu succes platformele NGC Bio-Rad, care pot rula purificarea
multistep. O metoda de purificare in doua etape folosind proteina A i cromatografia cu schimb
de ioni a fost descrisd de Winters si colab ['*]. Aici, proba finali de proteine a fost eluati dintr-o
coloana de schimb de ioni, insa poate fi necesara o etapa suplimentara de schimb de tampon pentru
anumite experimente. in plus, combinarea purificatorului cromatografic cu un sistem de auto-
incarcare probe poate creste debitul de procesare. O asemenea configuratie este capabild si
gestioneze, in functie de dimensiunea esantionului, pana la 240 de probe. Dar pentru a realiza
acest lucru, sunt necesare elemente de soft personalizate si accesorii de cablaj realizate la comanda
folosite pentru a permite comunicarea sistemului cu automatizatorul de probe. Recent a fost
descris un sistem automatizat de purificare pe scard medie, bazat pe un sistem de extractie cu fazi
solidd pe patru canale, iar pentru construirea acestui sistem au fost utilizate mai multe materiale
personalizate. Pe langa sistemele de cromatografie clasice, sistemele de cromatografie NGC sunt
cele mai recent disponibile comercial. Versatilitatea acestui sistem pentru purificarea automati de
proteine multidimensionale a fost demonstratd folosind o proteind fluorescenta verde (GFP)
marcata de His. Sistemul de cromatografie NGC se poate adapta astfel incat sa poati purifica pana
la cinci probe printr-o strategie de purificare in trei etape. Cu aceasta configuratie, pot fi purificate
150-200 mg proteine, in functie de proteina distincta. Cantitatea §i puritatea proteinei obtinute
sunt suficiente si pentru experimente mai solicitante, respectiv cind urmeaza si se efectueze si
teste functionale cu culturi celulare. Procedurile de purificare automata de proteine mentionate
mai sunt de asemenea capabile si purifice proteinele in intervalul de 100mg. In plus, trebuie avuti
in vedere colaborarea cu producatorul pentru configurarea sistemului in demersurile personalizate
de separare, a unor proteine rare, de exemplu. In sistemul nostru, toate componentele tehnice
necesare pentru configurarea metodei de purificare automati a proteinelor au fost obtinute de la
furnizorul sistemului de cromatografie, aspect care la randul siu, usureaza programarea
sistemului.

Concluzionédnd, purificarea proteinelor la scard medie reprezinti adesea un blocaj in
industria farmaceutici care se ocupa de bioterapie. Pentru a scapa de acest punct nodal, purificarea
automata de proteine este capabila sa purifice pana la 5 probe in acelagi timp.

Literatura de brevete privind metodele de purificare ale IgY din produse aviare este
extinsi. Astfel, existi brevete in care purificarea IgY se face cu cromatografiei pe apatiti (*°)
sau cromatografia hidrofoba ('¢).

In cererea US 005976419 A — ”Yolk antibody-containing hair care product” — Nojiri

Hiroshi si colab. se referd 1a un produs de ingrijire al parului, obtinut cu anticorpi din gilbenusul
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ouidlor de giind imunizate cu keratind extrasd din par uman degradat §i normal. Anticorpii de
galbenus s-au obtinut din fractia solubila in apd, diluidnd galbenusul cu o solutie apoasi de
polizaharida (o solutie apoasi de caragenan) si prin centrifugarea amestecului astfel diluat pentru
a indeparta coagulatele lipoproteinelor.

In cererea US 4550019 A - “Manufacture and use of fowl egg antibodies” — Alfred Polson
descrie 0 metoda de extractie a IgY prin care anticorpii din galbenusul de ou au fost precipitati cu
ajutorul unui precipitant polimeric filamentar liniar solubil neincércat, cum ar fi PEG si recuperati.
Aceasta precipitare a anticorpilor a fost precedata de o precipitare a proteinelor cazeinice si
particulelor de lipide.

in cererea US 005420253 A - ”Method for purifying egg yolk immunogiobulins” — Darull
Emery si Darren Straub descrie o metoda pentru purificarea imunoglobulinelor IgG dintr-un
gilbenus de ou print-o etapa de separare cu o singura faza, folosind un detergent neionic.

Astfel, metoda propusad prin prezenta inventie contribuie la largirea instrumentelor
inovative de purificare a compusilor biologici i caracterizarea activitatii lor biologice. Cu ajutorul
acestei metode propuse se obtine rapid o purificare a compusilor de origine proteica din amestecuri
complexe. De asemenea, fluxul de testare in model experimental celular ofera rezultate complexe
privind siguranta produselor obtinute in urma purificarii NGC.

Aspectele tehnice pe care inventia prezenta urmareste sa le rezolve au in vedere
urmatoarele:

— Metoda de purificare rapida si eficientd a imunoglobulinei IgY din amestecuri complexe
utilizand tehnologia in sistem automat de cromatografie de lichide de inalta performanta
ca o alternativa mai putin laborioasa fata de tehnicile anterioare si care, poate fi configurata
la scara industnala.

— Datele din literatura de specialitate recentd vin in sprijinul inventiei propuse, deoarece se
contureaza clar necesitatea de a contribui prin modele celulare la caracterizarea complexa
a compusilor purificaft prin tehnologia NGC.

Prin urmare, inventia urmareste sa rezolve urmatoarele probleme:

e Obtinerea unei metodologii optime de purificare a IgY utilizdnd un sistem automat de
cromatografie de lichide de inalta performanta;

e Metoda de purificare cu ajutorul NGC oferd rapiditate, inaltd reproductibilitate a
compusilor izolati §i o manipulare facila;

e Modelul celular si fluxul metodologic utilizat ofera rezultate validate privind siguranta
produsului izolat §i metodologia poate fi extinsd 1a 0 gama larga de produsi biologici.

Detalii privind realizarea prezentei inventii sunt prezentate in exemplele urmitoare:

3
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Exemplul 1
Metodologia de obtinere a preparatului IgY (ROMVAC) din oui hiperimune
Imunoglobulina Y (IgY) s-a obtinut conform metodologiei prezentate in cererea de brevet
de inventie depusi la OSIM (*7). Imunoglobulina (Ig) Y obtinuti din gilbenusul ouslor hiperimune
este un preparat original al companiei ROMVAC si face parte din gama IMUNOINSTANT.
IMUNOINSTANT este o marca inregistratd europeana (EUIPO) ce reprezintd gama de
produse ce au la bazi oul hiperimun (care fac obiectul unor cererei de brevet depuse de Romvac
pe plan national §i international) si derivate din acesta.
Metodologia de obtinere a IgY din galbenusul de ou hiperimun cuprinde urmitoarele etape:
— Prepararea unui antigen complex folosind tulpini bacteriene rezistente la antibiotice, in
amestec cu adjuvant QS21
~ Imunizarea giinilor cu antigenul preparat conform unei scheme de vaccinare
— Evaluarea periodica a titrului de anticorpi din gilbenusul oualor
— Procedura de extractie a fractiunii solubile in apa, astfel:
e Gilbenusul se separa de albus si se dilueazi cu apa deionizata (1:8 v/v) la +4 °C
sau solutie apoasa tamponata la pH 5.
e Amestecul de gilbenus se congeleazi rapid la -22 °C/-50 °C si apoi se
decongeleazi rapid la +20 °C.
e Dupa separarea celor doua fractii, extractia fazei apoase se face prin absorbtie

folosind o pompi peristalticd, apoi se filtreazi si se conserva la +4 °C.

Exemplu 2
Purificarea preparatului IgY obtinut din oui hiperimune cu ajutorul metodei NGC

Sistemul de cromatografie NGC, alcatuit din cromategraful propriu-zis, colectorul de
fractii si componenta electronici (laptop dotat cu software-ul dedicat ChromLab) este prevazut
cu o coloana de inalta rezolutie de tip Size Exclusion ENrich SEC 650, capabila sa separe
biomolecule cu greutiti moleculare cuprinse intre 500 Da si 650 KDa. Coloana contine beads-un
sferice (polimeri) de 10 um si este stabild la pH 2-12; este compatibild cu solutii apoase de
guanidina-HCl 6M si uree 8M, precum si cu detergenti si solventi organici, ca metanol, etanol si
izopropanol. Volumul coloanei (CV) este de 24 mL., debitul recomandat fiind 0.75 — 1.25 mL/min
la temperatura camerei. Coloana este furnizati gi se pastreazi in etanol 20%.

Analiza cromatografici consti in parcurgerea a trei etape: Echilibrarea coloanei; Injectia
standardului / probei; Elutia standardului / probei. Elutia este un proces unde un component

care urmeazi sa fie separat dintr-un amestec complex se deplaseazi prin coloana si astfel este
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separat de celelalte componente. In Figura 1 este prezentati schema principiului de separare NGC.
Echilibrarea coloanei (pistrata in etanol 20%) se face cu cel putin 2 CV (volum coloana) de
tampon de lucru, in cazul nostru - aproximativ 50 mL PBS - Phosphate Buffered Saline; coloana
se considera echilibratid cand nu mai exista variatii ale ph-ului la un volum rulat de minim 5 mL.
Injectia standardului/probelor — standardele si probele se introduc in cromatograf prin portul
de injectie (1 mL standard/proba).
Standarde utilizate:
¢ Gel Filtration Standard - Bio-Rad, mixturd de markeri cu masa moleculard (M) cuprinsi
intre 1350 si 670000 Da. Acest standard se foloseste pentru coloanele de cromatografie de
tip gel filtration si size exclusion §i confine mixturd liofilizatd de tiroglobulina
(M=670.000), y-globulind bovind (M=158.000), ovalbumind aviardi (M=44.000),
mioglobini cabalind (M=17.000) si vitamina B12 (M=1.350). Pentru reconstituire se
adauga 0.5 mL apa deionizata (aproximativ 18 mg proteind/flacon), se agita flaconul usor
§i se tine pe gheatd 2-3 minute. Pentru coloanele cu capacitatea de 25-50 mL se foloseste
un volum de 125 pL standard, care se aduce la ImL cu apa deionizatd. Solutia standard
astfel preparata se filtreaza (Puradisc 25PP, Whatman).
¢ Standard IgY (Chicken IgY DEAE Purified from Mixed Breed Chicken Eggs, Lampire
Biological Laboratories) — concentratie 10 mg/mL; se dilueazi cu PBS pentru concentratia
de lucru 1mg/mL.
Probe:
1. Fractiunea IgY izolatd din oul hiperimun — concentratie 1.13 mg/mL
2. Standard IgY (Chicken IgY DEAE Purified from Mixed Breed Chicken Eggs, Lampire
Biological Laboratories) — concentratie 10 mg/mL; se dilueaza cu PBS pentru concentratia
de lucru Img/mL.

Dupa optimizarea separirii s-au obtinut 4 fractii din produsul IgY (ROMVAC); fractiile
au fost colectate separat si testate individual pe culturile de celule. Exemplificarea separirii la
trecerea repetata prin coloana este prezentata in Figura 2.

Exemplul 3
Testarea viabilititii celulare a culturii standard de carcinom scuamocelular uman CAL-27
in prezenta fractiilor purificate

Pentru evaluarea componentelor biologice izolate si purificate prin cromatografie NGC a
fost folosita linia celulard CAL-27 (CRL-2095™). Linia celulari standard fumnizati de colectia
internationald ATCC a fost mentinuti in conditiile specificate de producitor ['®]. Pentru evaluarea

fractiilor izolate in sisteme celulare, celulele au fost desprinse din flask prin tratament cu tripsind
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EDTA; celulele se spala prin centrifugare, la 4°C iar sedimentul celular a fost reluat in mediu
suplimentat cu FBS. Sistemele experimentale cu CAL-27 au fost introduse in placi de culturd cu
96 godeun, in triplicat in concentratie de 5000 celule per godeu. Celulele au fost lasate la aderat
24h in plicutele de 96 godeun si dupa 24h au fost adaugate fractiile izolate si purificate prin NGC,
la concentratiile selectate dintr-o curba de doze, utilizata de asemenea in experimentele de
citotoxicitate.

Viabilitatea celulard a fost testatd utilizind testele standard de eliberare a lactat
dehidrogenazei (LDH) ['°] si de reducere a compusului tetrazolic sare de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)-5-(3-carboximethoxifenil)-2-(4-sulfofenil }-2H-tetrazolium (MTS) [2°]. Testul LDH misoari
integritatea membranara a celulelor cultivate, iar testul MTS este un test indirect de proliferare
celulard pentru ca evidentiaza activitatea metabolica celulara.

Culturile de celule CAL-27 au fost incubate cu compusii de testat timp de 24h, respectiv
48h, in triplicate. Dupa cei doi timpi de incubare, 50 pL de supernatant a fost testati pentru
eliberarea de LDH. Testul inregistreaza densitatile optice (DO) ale probelor
experimentale/controalelor la 490 nm la cititorul de placi. A fost testata cultura de celule CAL27
in prezenta IgY standard (concentratia de 75 pg/mL), IgY (Romvac) (concentratia de 75 pg/mL)
fractiile 1, 2, 3 si 4 separate prin cromatografie NGC din preparatul IgY (Romvac). Se observa
din rezultatele prezentate, cd preparatele analizate au un efect protectiv asupra membranei
celulare, efect care se reflecti intr-o eliberare redusi de LDH comparativ cu celulele control. In
Figura 3 este exemplificat testul eliberarii LDH in prezenta compusilor de testat.

Dupa expirarea celor doi timpi de incubare, 100 pL de supernatant a fost indepartat (din
care 50 pL a fost utilizat pentru testarea eliberirii LDH) si peste culturile celulare a fost adaugat
reactivul MTS si incubat 2h. Testul inregistreaza densititile optice (DO) ale probelor
experimentale/controalelor la 490 nm la cititorul de placi. Si in acest sistem experimental a fost
testatd cultura de celule CAL27 in prezenta IgY standard (concentratia de 75 pg/mlL), IgY
(Romvac) (concentratia de 75 pg/mL), fractiile 1, 2, 3 si 4 separate prin cromatografie NGC din
preparatul IgY (Romvac). Compusii testati influenteaza diferit capacitatea proliferativd a celulelor
investigate, dar cu acelasi aspect, atat la 24, cat si la 48h de incubare. Astfel, fata de control, IgY
standard creste capacitatea proliferativa a celulelor investigate cu aproximativ 75% la 24h si cu
60% la 48h. De remarcat cé celulele control sunt in plina proliferare logaritmica, dublandu-se la
24h. Acelasi efect de proliferare este intilnit si la preparatul IgY (Romvac), dar cu procente mai
reduse, respectiv cu 50% si 12,5%. Este evident ci acest efect proliferativ scade in timp si probabil
este datorat internalizarii receptorilor membranari care s-au cuplat cu produsele pe baza de

imunoglobulina. In Figura 4 este exemplificat testul MTS in prezenta compusilor de testat.
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Validarea testelor de viabilitate LDH si MTS a fost realizata folosind citometria in flux.
Astfel evaluarea prin citometrie in flux a celulelor care suferd fenomenul de apoptoza s-a folosit
Anexina V (conjugati cu FITC) si iodura de propidiu (PI). Anexina V se leaga de resturile de
fosfatidilserind (PS) expuse in partea externa a bistratului lipidic al celulelor, in stadiile incipiente
ale apoptozei. Marcarea celulelor cu Anexina V evidentiaza stadii precoce ale apoptozei pentru
celulele negative la colorarea cu PL. Pe masurd ce fenomenul de apoptoza avanseaza, creste
permeabilitatea membranei plasmatice, iar PI poate sa traverseze membrana si si se lege de ADN-
ul celulei, permitind identificarea celulelor care si-au pierdut integritatea membranard. Se
identifica astfel 4 populatii celulare distincte: celule viabile (negative atdt pentru Anexina V cat §i
pentru PI), celule apoptotice timpurii (pozitive pentru Anexina V §i negative pentru PI), celule
apoptotice tardive (pozitive pentru PI §i Anexina V) si celule necrotice (pozitive pentru PI si
negative pentru Anexina V). Pe baza acestui protocol publicat de co-inventatorii acestui brevet
(1) a fost evaluat prin citometrie in flux efectul pe care il pot avea fractiile proteice de IgY izolate
si purificate prin cromatografie NGC asupra viabilitatii celulelor tratate. A fost testati cultura de
celule CAL27 in prezenta IgY standard (concentratia de 75 pg/mL), IgY (Romvac) (concentratia
de 75 pg/mL), fractiile I, II, III si IV separate prin cromatografie NGC din preparatul IgY
(Romvac). Analizele s-au efectuat dupa incubar de 24h, respectiv 48h. Testele de citometrie in
flux valideaza rezultatele de viabilitate celulare in prezenta compusilor si subliniaza siguranta
produselor obtinute. In Figura 5 sunt exemplificate rezultatele obtinute privind testarea apoptozei
in prezenta compusilor de testat.
Exemplul 4
Evaluarea capacitatii proliferative a fractiilor obtinute prin utilizarea analizei in timp real
cu ajutorul tehnologiei xCELLIgence

Investigarea efectului diferitilor compusi asupra culturilor celulare, culturi primare sau
celulare standard, utilizand o tehnologie inovativd de tipul impedantei celulare cu ajutorul
echipamentului xCELLigence, poate dezvalui noi mecanisme de influentare a fiziologiei celulare.
Investigarea efectelor unor compusi asupra liniilor celulare standard cu ajutorul acestei tehnologii,
poate imbunatati valoarea predictiva a testelor cu punct final unic de tipul testelor LDH sau MTS.
Tehnologia monitorizeaza in timp real comportamentului celular si a fost standardizata in diverse
sisteme experimentale de citre co-inventatori (*2,%).

Tehnologia xCELLigence utilizeaza placi E-16 care sunt acoperite pe partea inferioara cu
electrozi care sunt capabili sa inregistreze modificarea rezistivititii electrice induse de aderenta
celulard. Primele 2 ore de la insdmantarea culturilor celulare inregistreazi aderenta reali a

celulelor, in timp ce ulterior cresterea impedantei inregistreaza proliferarea celulard. Softul RTCA
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2.0 prelucreaza rezultatele obtinute ca si curbe ale dinamicii comportamentului celular in prezenta
compusilor studiati i ca indici celuari (CI) inregistrati automat functie de timpul de cultivare.
Linia celulara CAL-27 aflata in perioada logaritmica de proliferare a fost insamantata in placi E-
16 in concentratie de 5000 celule/godeu. Dupa 2h de la insdamantare, compusii de testat au fost
introdusi in triplicate. Au fost testate urmatoarele componente: IgY standard (75, 37, 17 pg/mL),
IgY (Romvac) (75,37, 17 ug/mL), fractii purificate prin cromatografie NGC (fractial- 19 ug/mL;
fractia Il - 37, 17 pg/mL; fractia Il - 19 pg/mL; fractia IV - 14 pg/mL). Evaluarea a fost realizata
timp de 96h de la introducerea compusilor in sistemul celular. Rezultatele prezinta celulele CAL-
27 cu o proliferare activa fiind in crestere logaritmica. De asemenea, se remarca numarul optim
de celule utilizate avand in vedere ci nici la 96h de la cultivarea celulard, acestea nu epuizeaza
nutrientii din mediul de culturd. Efectele inregistrate asupra proliferarii celulare in prezenta
compusilor studiati pot fi remarcate dupa 24h de incubare. Dupa 24h se remarci o diferentiere a
efectelor compusilor de tip IgY. Astfel, IgY standard si fractia I testata au comportamente celulare
identice, in timp ce IgY (Romvac) induce efecte asemanatoare fractiilor I, I, IV. Se observa de
asemenea ca IgY (Romvac) are efecte cumulative ale fractiilor I, II, III, TV. Aceste efecte sunt
perfect omogene timp de 96h si peste 72h comparabilitatea acestor produse se accentueaza. Fractia
I din preparatul IgY (Romvac) purificata prin cromatografie NGC este identica, ca si efect celular,
cu IgY standard. Rezultatele sunt prezentate in Figura 6.

In exemplele prezentate este prezentati o metoda eficientd §i automata de purificare prin
cromatografie de tip NGC a produselor IgY obtinute din oua hiperimune (Romvac) si un flux de
testare a produselor obtinute in sistem experimental celular. Utilizarea cromatografiei NGC se
poate extinde la izolarea si purificarea compusilor din amestecuri biologice complexe. Utilizarea

fluxului de testare celulara este important pentru testarea compusilor biologic activi in general.
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DESCRIERE FIGURI

Figura 1. Schema principiului de separare NGC. Cele 5 etape generale parcurse sunt reprezentate
de umplerea coloanei cu eluent, injectarea probei biologice, separarea probei biologice, elutia
analitului

Figura 2. Cromatograme obtinute prin purificarea NGC; standard IgY si fractiunea IgY (volum
total proba) — debit de 1 mL/min, absorbanta 280 nm; suprapunerea cromatogramelor obtinute in
urma a zece ruldr consecutive.

Figura 3. Testul de eliberare LDH in culturd de celule CAL27 in prezenta IgY standard
(concentratia de 75 pg/mL), IgY Romvac (concentratia de 75 pg/mL), fractiile 1, 2,3 si 4 separate
prin cromatografie NGC din preparatul IgY Romvac fatd de control timp de 24h (A) si 48h (B).
Figura 4. Testul MTS al cultuni de celule CAL27 in prezenta IgY standard (concentratia de 75
ng/mL), IgY Romvac (concentratia de 75 ug/mL), fractiile 1, 2, 3 si 4 separate prin cromatografie
NGC din preparatul IgY Romvac fati de control timp de 24h (A) si 48h (B) (media triplicate).
Figura 5. Investigarea markerilor apoptotici cu ajutorul citometriei in flux. Procente de celule
apoptotice timpurii Anexina V FITC (Anexina V+), PI-; Celulele apoptotice tirzii Anexina V+,
PI+; Celulele necrotice Anexina V-, PI+; Celulele vii Anexina V FITC-, PI-.

Figura 6. A. Index celular (CT) celule CAL-27 control, proliferare inregistrata timp de 72h (media
CI triplicate); Index celular (CI) inregistrat automat pentru culturile de celule CAL-27 tratate cu
compusi IgY standard (concentratiile de 37, 15 ug/mL), IgY Romvac (concentratiile de 75, 37, 15
ng/mL), fractiile 1, 2,3 si 4 separate prin cromatografie NGC din preparatul IgY Romvac fata de
control, proliferare inregistrata timp de Sh(B), 24h(C), 48h(D),72h(E); (media CI triplicate).
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REVENDICARI

Metoda de purificare a preparatului IgY obtinut din oud hiperimune (ROMVAC) cu
ajutorul sistemului automat de cromatografie de lichide de inaltd performantd (NGC) caracterizati
prin aceea ca descrie o alternativd de ulima generatie, eficientd §i automata a proceselor de
purificare a peoduselor IgY Romvac.

Flux de testare a activitatii biologice a fractiilor obtinute asupra liniei celulare standard
CAL-27 caracterizat prin aceea ca prezintd o metodologie rapida de stabilire in model celular (in

vitro) a eficientei fractiilor obtinute prin purificare utilizand cromatografia de tip NGC.
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