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(57) Rezumat:

Invenntia se referd la utilizarea imunoglobulinelor IgY
mono- sau poli-specifice pentru obtinerea unei solutii
buvabile pentru tratamentul infectiilor pulmonare.
Utilizarea consta in asocierea a 50...70% IgY anti-
Psedomonas Aeruginosa, repectiv, anti- Mycoplasma

tuberculosis cu 1...2% Lizozim, 5% Xilitol, 0,5% guma
xantan si apa purificata/ deionizaté pana la 30 ml.
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Prezentul brevet reprezinta inventia legata de crearea unor game de
produse biologic active avand ca principal component activ
Imunoglobulinele Y (mono-specifice sau poli-specifice), pentru
utilizare orala.

Fenomenul rezistentei la antibiotice sau la antivirale a multor
microorganisme, bacterii sau virusi, reprezinta o problema de interes
mondial, considerata de catre OMS ca fiind un pericol extrem pentru
pierderea de vieti omenesti in urmatoarele decenii.

Aplicarea Tehnologiei IgY in domeniul sanatatii umane este
functionala, practica, eficienta, fara consecinte negative asupra
organismului uman, si respecta toate principiile etice ale profesiunii.

DESCRIERE

Infectia cu Pseudomonas aeruginosa in fibroza chistica.

Fibroza chisticd este o boald comund, ereditara si care pune viata in
pericol, asociatd cu leziuni ale plaménilor, pancreasului si organelor
sexuale masculine. Pacientii cu fibrozd chistici sunt in special
predispusi la infectii pulmonare cronice debilitante cauzate de bacterii
precum Pseudomonas aeruginosa. Din cauza pericolului de a dezvolta
tulpini rezistente la antibiotice, au fost studiate tratamente alternative
la terapia cronica cu antibiotice, inclusiv utilizarea IgY impotriva P.
aeruginosa ca metodd de imunizare pasiva. Anti-P. aeruginosa IgY a
crescut semnificativ explozia respiratorie mediatd de neutrofile si
uciderea bacteriand ulterioara a P. aeruginosa in vitro. Anti-P.
aeruginosa IgY a inhibat, de asemenea, pneumonia murind atunci
cand a fost administratd intranazal, dupd cum se dovedeste prin
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reducerea sarcinii bacteriene, citokine inflamatorii, inflamatia
tesutului pulmonar si simptomele clinice, un efect sporit de
pretratamentul cu azitromicind. Beneficiul specific IgY anti-P.
aeruginosa se crede cd este impotriva proteinei flageline implicate in
motilitatea, aderenta si inflamatia P. aeruginosa. La 17 pacienti cu
fibroza chisticd, tratamentul oral profilactic continuu (solutie facuta
gargard timp de 2 minute si inghitita seara) cu IgY specificd impotriva
P. aeruginosa pentru prevenirea infectiilor pulmonare timp de pand la
12 ani (114 pacient-ani) a aratat o reducere semnificativd a infectiei
cu P.aeruginosa comparativ cu 23 de pacienti de control cu fibroza
chisticd, fara evenimente adverse. Un studiu de fazd 3 randomizat,
dublu-orb, controlat cu placebo, pe 164 de pacienti cu varsta de 5 ani
si peste cu fibroza chisticd, a fost efectuat in 47 de locatii europene
din 2011 pana in 2015 pentru a evalua tratamentul oral cu anti-P
aeruginosa IgY solutie de gargard (n=83) vs. placebo (n=81).
Medicamentul de studiu urma si fie facut gargard si apoi inghitit o
datd pe zi, seara. Durata studiului (si masurarea rezultatului primar) a
fost pand cand a fost diagnosticatd urmadtoarea infectie cu P.
aeruginosa sau 2 ani, oricare dintre acestea a aparut primul. A existat
o diferentd semnificativa intre grupurile de tratament in timp péna la
prima recurentd a infectiei cu P. aeruginosa (mediand, 26,3 luni pentru
grupul tratat cu IgY) sau obiectivele secundare ale numadrului de
exacerbari, numdrului de zile de boald si utilizarii
antibioticelor.(1,4,8,9,10,11,12,13,14,15,16,46,48,50,55,56)

Infectia cu Mycobacterium Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (MBTC) este responsabil pentru
dezvoltarea tuberculozei, o boald respiratorie cu potential fatala, care
poate provoca si boli extrapulmonare (de exemplu, a sistemului
urinar). MBTC devine din ce 1n ce mai dificil de tratat din cauza
rezistentei la antibiotice. Intr-un model de celule mononucleare din
sangele periferic de sobolan, administrarea de concentratii mari de
IgY anti-MBTC a crescut expresia interleukinei-2 si interferonului.
IgY impotriva MBTC poate justifica evaluarea pentru utilizarea in
combinatie cu alte tratamente imunoterapeutice ale tuberculozei. in
plus, IgY poate fi, de asemenea, de interes ca tratament nou al
micobacteriilor pulmonare netuberculoase, considerate ca fiind mai
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dificil de tratat din cauza intolerantei frecvente la antimicrobiene,
toxicitdtilor, rezistentei si interactiunilor medicament-medicament.
(19,20,21,17,18,55)

Infectia cu Helicobacter Pilori

Helicobacter pylori (H. pylori) este o bacterie foarte raspandita care se
dezvolta in tractul digestiv si care, ataca mucoasa stomacului.
Aproximativ 60% dintre adultii din intreaga lume se confrunta cu
aceasta infectie, iar circa 10% dintre acestia dezvolta un ulcer peptic
(Mayo Clinic, USA).

Infectia cu Helicobacter Pylori reprezinta o cauza majora a cancerului
de stomac.

Perturbarea mecanismelor digestive si imunologice produsa de
colonizarea stomacului, cat si necesitatea administrarii de antibiotice
in mod repetat, produc efecte nocive asupra pacientilor, motiv pentru
care, rezultatele pozitive ale studiilor clinice privind imunizarea
pasiva cu IgY specifice anti-Helycobacter Pilori, justifica pe deplin
utilizarea acestora in tratarea acestei infectii. ( 22-29, 30-34, 49, 52).

Proprietétile fizico-chimice ale IgY de pasare.

IgY consumat pe cale orald este considerat a fi GRAS (,,General
Recognized as Safe”) de catre U.S. Food and Drug Administration. La
nivel biochimic, acest lucru se poate datora faptului ca IgY, spre
deosebire de 1gG, nu are o regiune balama, ci contine o regiune scurta
intre segmentele Fa si Fc ale stocului de anticorpi. Aceastd regiune
scurtd este bogata in reziduuri de prolind si glicina, permitand doar o
flexibilitate limitatd. Datoritd acestei diferente, IgY nu este capabild
sd se lege de receptorii Fc de la mamifere si, prin urmare, nu provoaca
cu usurinti activarea celulelor T. in plus, datoriti caracteristicilor sale
unice Fc, IgY nu provoacd rezultate fals pozitive sau agregare in
imunotestele adesea observate cu utilizarea anticorpilor monoclonali
si policlonali de mamifere. Atunci cand este utilizat ca agent
terapeutic, IgY - spre deosebire de anticorpii de mamifere - de
asemenea, nu poate activa cascada complementului de mamifer care
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poate provoca liza celulard, chiar si dupid injectii subcutanate
repetitive in vivo. ( 39,40,38,41,43)

La om, studiile clinice controlate, au ardtat cd IgY are un profil de
sigurantd favorabil cu administrarea sa neparenterald cunoscuta.
Tratamentul profilactic continuu printr-o clétire zilnica de gurad cu IgY
specifica impotriva P. aeruginosa la 17 pacienti cu fibroza chistica
timp de pana la 12 ani (114 pacient-ani) a redus semnificativ infectiile
pulmonare cu P. aeruginosa comparativ cu 23 de pacienti controlati cu
fibrozd chisticd, farda efecte adverse. Utilizarea orald a anti-P.
aeruginosa IgY solutia de gargard de la 83 de pacienti cu fibroza
chisticd pentru o perioadd mediand de 26,3 luni a dus la un numar si o
incidentd similare a evenimentelor adverse in comparatie cu 81 de
pacienti carora li sa administrat placebo. Studiile clinice suplimentare
care aratd siguranta favorabild a IgY administrate pe cale orald includ
tratamentul cu un gel care contine IgY anti-Candida, tratamentul cu
pastile care contin anti-P. gingivalis IgY, ingestia de IgY anti-
rotavirus la copii si adolescenti cu diaree cu rotavirus si ingerarea
iaurtului care contine anti-H. pylori IgY. Administrarea parenterald de
IgY nu a fost evaluatd, dar poate fi valoroasa ca o singurd injectie in
situatii precum necesitatea tratamentului antivenin. Antiveninul pe
bazd de IgY administrat parenteral a dus la o protectie completa la
modelele animale de muscaturi si intepaturi veninoase letale.

Stabilitate

Datoritd proprietatilor sale fizice si biochimice, IgY este protejatd de
inactivare pana la pH 3 (8), cildurd pand la 60°C si enzime
proteolitice. La un pH mai mic de 3, cum ar fi in tractul
gastrointestinal, inactivarea IgY este similara cu alte imunoglobuline,
dar poate fi redusd la minimum prin incapsulare. IgY poate fi, de
asemenea, degradatd de proteaza stomacald si pepsind, reducand astfel
eficacitatea IgY in tratamentul bolilor gastrointestinale. Cu toate
acestea, o varietate de ingrediente de formulare pot creste stabilitatea
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IgY. De exemplu, o solutie de 50% de sorbitol este un poliol care este
utilizat in mod obisnuit pentru a Tmbunatéti stabilitatea proteinelor.
Sorbitolul la aceastd concentratie este suficient pentru a preveni
inactivarea dependentd de pH a IgY prin intdrirea interactiunilor
hidrofobe si prin inconjurarea §i prevenirea expunerii aminoacizilor
sdi aromatici sau carboxilici, situsurile proteolizei pepsinei. Cuplarea
polietilenglicolului imbunatiteste stabilitatea la caldura a IgG si, prin
urmare, poate creste si rezistenta la caldura a IgY. Concentratiile mari
de zaharoza au avut, de asemenea, un efect stabilizator asupra IgY:
intr-o solutie de zaharozd 50%, activitatea IgY a fost complet
prezervata, chiar si atunci cind este incalzitd la 80°C. Mai mult,
incapsularea IgY in lipozomi face IgY rezistentd la conditii acide si
pepsind. Microcapsulele de chitosan-alginat administrate oral au
protejat, de asemenea, degradarea prematurd si au imbunatdtit
bioactivitatea si directionarea IgY cétre microorganismele din tractul
intestinal inferior al purceilor nou-ndscuti si Intircati timpurii.
Procesul de productie IgY poate oferi o metodd ieftind si rapida
pentru dezvoltarea strategiilor de imunizare profilactici. Relatia
filogenetica dintre pdsari si mamifere nu numai cid permite adaptarea
IgY ca alternativa la anticorpii de mamifere pentru uz clinic, dar
creste si sensibilitatea IgY la antigenele umane pentru diagnostic.
Astfel, imunizarea gdinilor ouatoare de doud ori cu antigenul de
interes este suficientd pentru a produce un rdspuns umoral care are ca
rezultat producerea de cantitdti mari de molecule IgY specifice in
oudle lor timp de cateva luni. De obicei, gdinile mai in varstd produc
un titru mai mare in comparatie cu puii mai tineri. Dupa cum s-a
mentionat anterior, colectarea IgY nu necesitd sdngerarea pasarilor
oudtoare imunizate sau a descendentei acestora, reducind astfel
suferinta animald si alte consideratii etice. Un ou tipic al unei giini
imunizate contine aproximativ 100 mg de IgY si o singurd giina
imunizatd depune aproximativ 325 de oud pe an, rezultind un
randament total de productie de pana la 40 g de IgY per gdini pe an.
Estimam ca fiecare ou poate produce aproximativ 10 doze de
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tratament/persoana, variind in functie de indicatie. Doud péana la 10%
din IgY gasitd in oudle gdinilor comerciale imunizate este specifica
antigenului de interes. O cantitate mult mai mare, 500 mg de IgY per
ou, este produsi la gdinile lipsite de patogeni specifici, prin urmare
procentul de anticorpi specifici este mai mare; nivelurile specifice de
IgY pot fi mentinute fird inoculare ulterioard a gdinii oudtoare pana la
jumatate de an. IgY poate fi purificatd printr-o varietate de metode
netoxice, inclusiv diluarea cu apa si precipitarea indusa de pH scézut,
precum si precipitatiile induse de polietilen glicol, sulfat de dextran si
guma xantan sau extractia cu NaCl. Prin urmare, in ceea ce priveste
impactul asupra mediului, IgY poate fi colectatd si procesatd eficient
la scard industriald fard utilizarea de substante chimice dure si
producerea de subproduse toxice. Cantitdti foarte mari de anticorpi
IgY pot fi recoltate din ouile depuse de o singurd gaind imunizata, iar
randamentul total este comparabil cu cantitatea care poate fi colectata
de la mamifere mari, cum ar fi caprele si vacile, si de 18 ori mai mare
decat cea colectata. de la iepuri. ( 44,45,47,54)

Observatii, perspective.

Utilizarea anticorpilor IgY aviari are implicatii importante pentru o
gamd largd de aplicatii clinice umane si veterinare. Ca instrument de
diagnostic, inflexibilitatea structurii IgY previne legarea de factorul
reumatoid, care se gaseste in IgG de mamifere. Datoritd acestui
avantaj conferit de structura IgY, utilizarea anticorpilor IgY in
imunotestele poate avea ca rezultat mai putin zgomot de fond, mai
putine rezultate false pozitive si scaderea agregarii anticorpilor, care
sunt probleme frecvente observate atdt cu anticorpii monoclonali cat
si cu cei policlonali de mamifere. Mai mult, anticorpii IgY au aritat,
de asemenea, o specificitate mare de legare si o reactivitate
incrucisata scdzuta cu alti antigeni comparabile cu standardele actuale
ale industriei si pot avea valoare intr-o varietate de aplicatii pentru
detectarea agentilor patogeni. IgY a fost explorata ca agent profilactic
cu potentialul de a neutraliza agentii patogeni in vivo. Anticorpii IgY *
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pot fi dezvoltati in produse extrem de stabile si concentrate care pot fi
evaluate in conditii controlate la subiecti umani si veterinari, cu calea
depinzand de tinta intentionatd a profilaxiei. Produsele IgY
administrate neparenteral, cum ar fi ingerabilele orale, spray-urile
nazale si picaturile nazale, pot oferi protectie pe scard largd impotriva
agentilor patogeni care pot coloniza, infecta sau deteriora tractul
gastrointestinal si respirator. Anticorpii IgY neutralizanti pot justifica,
de asemenea, evaluarea pentru a viza agenti patogeni specifici care
circuld in fluxul sanguin sau localizati intr-o anumitd zona. Deoarece
administrarea IgY inainte de infectare s-a demonstrat ca are efecte
protectoare semnificative in vivo la modelele animale, evaluarea
utilizarii sale ca terapie profilactica la om este de interes deosebit.

Pe langd utilizarea in imunoterapia pasivd, anticorpii IgY s-au
dovedit, de asemenea, promitdtori ca un potential agent terapeutic
pentru un spectru larg de aplicatii clinice. IgY specifica a detectat si
neutralizat atat antigenele patogenice de suprafata, cat si cele interne
atunci cand sunt administrate dupa infectie sau consum in mai multe
modele preclinice. In majoritatea acestor aplicatii, IgY este curativa si
are un beneficiu terapeutic mai mare cu o protectie mai mare atunci
cand este utilizatd ca tratament profilactic sau impreuna pentru a
suplimenta tratamentele standard existente. Limitarile IgY includ
posibile raspunsuri ale anticorpilor anti-IgY ale gazdei. Administrarea
parenterald are potential pentru boala serului, o reactie de
hipersensibilitate mediatd de complexul imun. Din cauza distantei
filogenetice dintre IgY si imunoglobulinele de la mamifere, IgY nu
este capabild sa se lege si sa activeze receptorii Fc, factorii reumatoizi
si sistemul complement al mamiferelor.
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REVENDICARI

1.1. Solutie buvabila sub forma de suspensie/spray nazal sau
oral/capsule, administrabila per os, continand Anticorpi Specifici
IgY, pentru infectia pulmonara cu Pseudomonas Aeruginosa,

combinate cu IgY specifice pentru bacteriile cunoscute a produce
infectii pulmonare acute/cronice:

Imunoglobuline Y  anti- | 50-70%
PSEUDOMONAS
AERUGINOSA, (+/- 1IgY
Anti-Stafilococ Auriu
MRSA, Klebsiella
Pneumoniae, Pneumococ,
Mycobacterium pulmonare
netuberculoase,
Acinetobacter baumanii )

Lizozim 1%

Xilitol 5%

Xantan Gum 0,5%

Apa purificata/deionizata ad 30 ml

1.2. Solutie buvabila sub forma de suspensie/spray nazal sau
oral/capsule, administrabila per os, continand Anticorpi Specifici
IgY, pentru infectia cu Mycoplasma tuberculosis:

Imunoglobuline Y anti- |50-70%
Mycoplasma tuberculosis

Lizozim 2%
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Xilitol 5%

Xantan Gum 0,5%

Apa purificata/deionizata ad 30 ml

1.3. Solutie buvabila sub forma de suspensie/spray nazal sau
oral/capsule, administrabila per os, continand Anticorpi Specifici
IgY, pentru infectia cu Helycobacter pilori:

Imunoglobuline Y anti- | 50-70%
Helycobacter pilori

Lizozim 1%
Xilitol 5%
Xantan Gum 0,5%

Apa purificata/deionizata ad 30 ml

Justificare Lizozim: enzima formata din 129 de aminoacizi, avand capacitatea de a
sparge peretele celulei bacteriene. Este antibacterian pe bacteriile gram + si gram -,
prin hidrolizarea proteazei si generarea de peptide antibacteriene, care inhiba cresterea
bacteriana. In afara de aceasta, inhiba enzima angiotensin-converting enzyme,
antihipertensiv, anti-tumoral, antioxidant, antiviral.
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