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\Ty OncaGen . . . .
Prevalenta si povara bolilor alergice la nivel global

Epidemiologia Alergiei

. ana in 2025

mai mult de

S0 — alergici sunt
dintre toti susceptibili de a fi
Europenii vor diagnosticati
suferi de alergit

teeeeReRen
100de milioane de Europeni
sufera de rinita alergica

T0de milioane sufera de
astm

g f?} 7 milioane produc anafilaxie acuta
@ * de Europeni au alergii alimentare si sunt potential letale

GREUTATEA S| PRODUCTIVITATEA FIECAREI Z|

* X %

> T Civilizatia EU
x fmlmfmfn\ x sufera de boala

x X alergica cronica
* 4 Kk

Astmul si rinita alergica M Zlle de lucru si de dacéa pacientii ar fi

pe an ar fi

se estimeaza ca apar la scoala pierdute in tratati corespunzator cu B\ cconomisiti
mai mult de 100 Europa in fiecare an tratament disponibil
cost-eficient, ] :
milioane aproximativ ‘miliarde’

https://www.medscinet.net/Baseline/ImagesUpload/BASELINE%20Allergy.pdf; Cardona et al. World Allergy Organization Journal (2020) 13:100472 2020
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Impactul schimbarilor climatice si poluarii

patogeneza bolilor alergice

Coexpunerea la alergene si poluanti
(Polenuri, HDM, gandaci, spori de fungi)

Factori legati
de gazda

Schimbdrile climatice Ceroh Creste
Expunerea la poluanti Socioeconomici | .
(pM, DEPs, PAHs, ) Comorbldltétl . Sensibilizare

Astm/weezing

Rinita alergica

BHE . v Dermatita alergica
*
$ * Functiade | * Stresul Oxidativ
barierd * Modificari epige-
epiteliald netice Th2/Th1

N

N

1. Young Y, Allergy Asthma Respir Dis. 2016; 2. Middleton EM Jr et al, Allergy: Principles and Practice. 5th ed., Mo: Mosby Year-Book; 1998; 3. Bousquet J et al, Allergy, 2008;;
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Nl 2nee Mecanismele de producere a alergiilor

FACTORI EPIGENETICI

Antioxidanti
n-3 PUFA b ks Acid folic / Vitamine
Fumatul w \_/ % Fibre alimentare/ prebiotice
~ - Expunerea la factorii de mediu modifica expresia
Bacterii / zenici

- Alergeni
!g Genotip mostenit @
Virusuri . =, /\\Pnluanti

Efecte tisulare _pflar Raspunsul
44

: (_ Efecte prenatale) P
\ "% .
;ﬂ ﬁ‘ﬂ,— Neonatal: aparitia unor diferente @

e e

in cadrul raspunsului imun

( Efecte postnatale )

Fenotip in evolutie

Efecte trans-generationale

Jen-Chieh Chang JC et al. Perinatal Gene-Gene and Gene-Environment Interactions on IgE Production and Asthma Development. Clin. and Develop Imm 2012(1):270869
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Impactul poluarii in patogeneza bolilor alergice si autoimune

ALTERAREA BARIEREI EPITELIALE

0 0’0 toxinelior si mucrobilor

4

O

epiteliale permite pasajul

\

= : & Detergenti pentru Produse de curatenie
1/\\ j *ungl . haine ’
Alergene ) :
. J . . $l de vase Enzime si
Bacteril Virusuril emulsifica,tori
P = Pﬁ“”a‘:ta”t din alimente
> procesate
-
tigare Diesel *
* ,Nanoparticule
AMN NN NS & | * %O ~\ [ AcariLﬁwi, - 0"' T
(' \\\
‘ s 1 O | //' { ‘ ;
ey LY =9 Yan W9 &=
, £ : e grs .
| [3 o «, Alterarea integritatii barierei
| 3 alergenelor, poluantilor,

/
/
/
J/
{
.

\
\\\ /
o

Akdis C, Nature Immunol, 2021;
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Impactul poluarii in patogeneza bolilor alergice si autoimune

TRANSLOCAREA MICROBIOTEI & FLOREI OPORTUNISTE PRIN BARIERA EPITELIALA
ALTERATA Flora oportunisti

% ) S aurgua:,)fc\’/leonrixella,
| LU “ﬁw o), ﬂ@@%@m’w
3 0

m©i§:[%©j

Marsul atopic
Boli autoimune
Boala Parkinson
Boala Alzheimer

Autism, Depresie

Migrarea celulelor
proinflamatorii
spre organe tinta

ILC2 o 00
\ i OQO 0
P .
Microinflamatie = UQ
circulanta , ©
O
Raspuns imunTip2 Disbioz3

Akdis C, Nature Immunol, 2021;
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Impactul poluarii in patogeneza bolilor alergice si autoimune

Boli neuropsihice Mlcromflamalgtu_e ;rj Rispuns imun
legate de alterarea organul tinta fati de microbiomul
barierel intestinale $i .| je proinflamatorii translocat & patogenii
disbioza microbiana migrate oportunisti si de celulele
d Imune activate

Boala Parkinson

Boala Alzheimer
Autism |
Depresie e\
G r
Microbiom g @
translocat =% @
o ST ILC2
x\\ w ;-$@a = :
N cell 'ﬁ

Hill, Ann Allergy Asthma Immunol 2018; Nibbering, Clinical & Experimental Immunology 2019

Boli autoimune legate
de alterarea barierel
intestinale si disbioza
microbiana
\)

Artrita reumatoida
Scleroza multipla
Spondilita anchilozanta
LES
Hepatita & ciroza
Diabet
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Dermatita atopica

Severitatea simptomelor

O 1 s 4 8 16 322 64
Varsta (ani)
R _Al.ergn — e ~__ Rinita
alimentare alergica

Hill, Ann Allergy Asthma Immunol 2018; Nibbering, Clinical & Experimental Immunology 2019
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W b rogresia de la rinitd la astm: IgE key player

s

s @6/):..&"@9 6 «}:} i:}
e g, L & Lk ?*

AR O P G O G PO A e
O i O i QI -)

Mucoasa bronsica

l

T functia celulelor
prezentatoare de
antigen ale A
mucoasei -

USROG \;L@Tmmvf[wm; SAONA

s

Mucoasa nazala
Alarmine

.'_‘-(s-

Activarea Activarea ? s W Activarea
mastocitelor memoriei Th2 expresia FceRl pe memoriei Th2
| J precursorii CD
Maduva hematogena l
Secretie de citokine
Y
Secretie de citokine

Progresia inflamatiei
cailor aeriene

- !

Simptome | A B R B B B B I B BN B B B = | s— = = Simptome
de rinita J ) [ de astm J

Holt P, Nature Med 2012
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“Progresia spre alergii alimentare: IgE key player

A

Respirator —.

Oral =

Sensibilizare si
amplificarea raspunsului
imun secundar prin
contact cu alergenul

Oral =¥

Circulator
e SRR

Gastrointestinal N

‘\

Expunere repetata

SigA

Sensibilizare primara
u—*ﬂ :; Epitopi LT ‘ o IgE, T cells
M2 | 1 e/ o Epitopi LB /\/-
- . } cwitch MI9E E
;-«2,7-" Celula : iwﬁtc‘ B X Prag simptome
s \  izotipic
. dendritica P
. : -
Timp
" n
@ IL13 e G
»> 0« r =
| e
Prag simptome
IgE, T-cells
>
Timp

£ 2

ge . N Alergen N
T2 T2 —dimfy —
LT de méﬁ&rie

<3 . < Prag sim o:ne
a @ -

IgE, T cells

> <« g

Localizari ale
manifestarilor alergice

Manifestari IgE-dependent IgE-independent

Alergen

--’-------—--—-1

/

Respirator

Bazofil Oral

Activare LT 13 Eozinofil

Reactie

i S~ E Fazd tardiva, reactie cronica
imediata | preat

Valenta, Gastroenterology, 2015
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research center

Surse de alergene

Diagnosticul molecular al alergiilor

Principiile diagnosticului
molecular (CRD)

Platforme de diagnostic

molecular

Rezultate diagnostic
molecular

- -

Alergene purificate
naturale si
recombinate

——>

Do ™

Alergene atasate
pe o faza solida

Detectie
semnal

-
A

AAA

Adaugare
anticorpi

P oo e

=™

Adaugare probe

de ser

Spalare anticorpi
care nu au legat

|

marcati

Qo
. Substrat Anticorpi marcati

Anticorpi care nu au legat

_______________________________

Fluorescenta/Culoare

Anticorpi alergen-specifici

ImmunoCAP

Microarray

Immunoblot
A RGO
{ R (e
¢y dry &¢ FEE

Panaitescu et al., Expert Rev Clin Immunol 2022, Valenta R. Gastroenterology.

Profilul de sensibilizare

J

alergene care indica o sensibilizare adevarata
alergene care indica o reactie incrucisata

alergene care 1 (o sau induc reactii alergice < la0e
alergene capabile sa induca reactii alergice mocerate

alergene capabile sa induca reactii alergice severe

(I
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Diagnosticul traditional vs. Diagnostic bazat pe microarray

Diagnostic traditional Diagnostic bazat pe microarray

Consultatie medic Profilul complet al

Consultatie sau la distants: reactivitatii IgE
medic: ] Anamnezé, ' -+ bazat pe
Anamneza microarray

Test de provocare cu
alergene selectate

DIAGNOSTIC FINAL

Testare IgE cu alergene
selectate

Rafinare
tratament Tratament

CICLURI MULTIPLE PANA
LA UN DIAGNOSTIC FINAL

Huang HJ, Campana R. Frontiers in immunology 2021 14
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Woneeten  Erapele medicinei de precizie in bolile alergice

Anamneza Diagnostic bazat pe microarry ~ Confirmarea relevantei clinice prin
teste de provocare (daca este
necesal’\‘ Test cutant Test

s 5 O:o\ provocare
- .::—
L L Polisensibilizat Oligosensibilizat Monosensibilizat
Pacienti alergici - P

Optiuni de terapie: Selectarea AlT care sa includa sursele relavante de alergene
1. Terapie simptomatica R, '@
2. Produse biologice (tratamente B,

anti-lgE, anti-citokine) l
3. Masuri de evitare

Rafinarea imunoterapiilor pentru identificarea celor care contin
alergenele potrivite profilului de sensibilizare a pacientului

om: Om

!

Monitorizare AIT prin inducerea de IgG alergen-specific si/sau reducerea
Akinfenwa et al, Current Opinion in Allergy and Clinical Immunology 2021 legarii IgE prin testarea cu microarray
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6. Supresia lgE
@ Inducerea lgG4

IL-4
SLIT IL-13

Perspective Tn profilaxia alergiilor

Mecanismul de actiune al AIT
Singura terapie care modifica evolutia bolii alergice

5. Supresia CD inflamatorii
Inducerea CD tolerogene

4. Supresia sintezei de mucus

' » LRI ’ e IT
! % =
k‘ -

\ . QS 3. Supresia inflamatiei locale

1. Supresia celulelor proinflamatorii
(mc, Ba, Eoz)

Tulaeva |, Kratzer B, Campana R, Curin M, Van Hage M, Khaitov M, Pickl WF"; Valenta R. Frontiers in Immunology. 2020

2. Supresia LcT

efectoare

A Ny
.\:' N ,":

B

./

N’/ IL-6,IL-8
F s (L9, IL-17

Th22%: |L-22, IL-26
etc.

(Raspuns)

Treg
IgG4

Mc, Eoz

IgE

Degranulare Mc,

Ba _
'I;est cutanat prick

e ' B & &
ot ol \Q}Q u’pfb q,'b
1§p N
&
2N (Timp)

17



Perspective in profilaxia alergiilor

N1y OncoGen

Factorigazda Factoride mediu

Expunerea laalergen

™ Transfre P 0§ i i i i \
/, de 1gG Fo i B e SRS \X J

| )/ matern i . L / C
/| “ ‘ /\;/ . ‘ ]
/,/\Y;. e X, 74

(\\ YY* - g [xf ) N\

1gG specific alergen crescut

IgG

Simptome severe

Simptome

moderate
Sensibilzare

Cursul natural: - silentioasa
Subiecti non-alergici g Cut-off detectie

Titer

Timp

Factorigazda

Factoride mediu

Expunerea laalergen

/' | Transfer B \ R
) E_ B 3 e - ) =
[ [2) delee i

matern & % i “\ _ : / (
// / \3 X * ‘(‘/ } J | b g m

12G specific alergen scazut

laG
Simptome severe
5 Simptome
= moderate
Cursul natural: Sensibilzare silentioasa
Pacientialergici Cut-off detectie

Timp

O posibila cale a vaccinarii
profilactice cu imunoterapii alergenice

moleculare

| Vaccinarea postnatala
N L\ timpurie

N\
Etapa 2 BRI

\ Vaccinarea adultilor
\ nealergici
Etapa O

Vaccinarea terapeutica
a persoanelor alergice

Vaccinarea preventiva a
copiilor sensibilizati
Vaccinarea prenatala a
mamelor

Tulaeva I, Kratzer B, Campana R, Curin M, Van Hage M, Khaitov M, Pickl WF"; Valenta R. Frontiers in Immunology. 2020

18



{ OncoGen' Perspective Tn profilaxia alergiilor
Design-ul de vaccinuri pentru AIT

Recunoasterea imuna

—
Secventa alergenilor N ( )C
) —
)
CEEE
! e —  RecunosterealcT
L legarea MHC
[s————— )

—

Recunoasterea Ig E - Structura alergenelor

4 A

(S— N G - > E— )
Peptide care contin epitopi B — C —
legati de carrier Hipoalergen Peptide cu epitopi T
@ IgE & IgE @ IgE
& Tcell & Tcell O Tcell
& !gG-inducing & !gG-inducing @ !9G-inducing

Valenta R, Ferreira F, Focke-Tejkl M, Linhart B, Niederberger V, Swoboda I, Vrtala S. From allergen genes to allergy vaccines. Annual review of immunology. 2009 Apr 23;28:211-41
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\ly OncoGen Proiectul INSPIRED

INSPIRED Prevalenta sensibilizarii la ambrozia in zona de Vest a Romanieil.

2008 2009 2010 2011 2012 2013
PM is commonly PM,, Breathing PM can cause
classified by size 10 micrometres in diameter or less serious health effects
PM

Irritation of the airways

Coarse particles ,l Coughing
v O:

2014 2015 2016 2017 2018 2019 > depositin the upper airways
- Difficulty breathing
= Reduced lung
J l function
Fine particles s
f‘ lodge deep in the lung
Diameter in micrometres 0 25 10 50 50
.- . 1 Aggravated
Pollen

Harm to the

o .
= Monosensibilizati ambrozia = Monosensibilizati pomi » Monosensibilizati cereale/graminee e Shet e, * o

8 cardiovascular systems
» Monosensibilizati acarieni = Monosensibilizati mucegaiuri “

> Exp Ther Med. 2021 May;21(5):525. doi: 10.3892/etm.2021.9957. Epub 2021 Mar 22.

Symptom patterns and comparison of diagnostic
methods in ragweed pollen allergy

Laura Haidar ' ¢ 3 Tudor-Paul Tamas ! ¢, Frank Stolz %, Raul Florian Petrisor Patrascu !,

Kuan-Wei Chen ¢, Carmen Panaitescu 1 ¢ 2




Proiectul INSPIRED

Ny OncoGen
Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Caracterizarea structurilor alergenice din polenul de ambrozia
* |dentificarea alergenelor relevante prin abordare proteomica
* |dentificarea alergenelor importante prin tehnici de clonare moleculara

INSPIRED

Spectral Profile

Polen zona poluata

4 700 800
Wavelength

Profil spectral comparativ

ALERGEN REACTIVITATEIgE GR. MOLEC.
(LOF)]

l l l l l Ambal  >90% 38

R 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 Amba?2 70% 38
otentia ng}{)\/ 250

allergens 3 ' g Amba3  30-50% 11
W_-’. =70

Ambal = ss Ambad | 20-40% 18

Amball * ' . ' ' $. 35 Ambabs 10-20% 5
25- . 25

’ ' ' Amba6 | 20-35% 10
15- -15

: ) ‘ Amba7  20% 12

* ' ' Amba8 | 20-35% 14
10- . . . . . . ' -10

Amba9 | 10-15% 10

Amb a 11

- Amba10 | 10-15% 18

Structura alergenelor de Ambrosia e | Eiaren 37

(SWISS-MODEL) Ambal12 | 40-45% 48



INSPIRED

bt B

Review
]_[muMl | " Int Arch Allergy Irnminad v
LGRS Y DOl 10.1155/000487957 F'.:.i.ﬁf.c
— ]

Ragweed Pollen Allergy: Burden,
Characteristics, and Management of an
Imported Allergen Source in Europe

Kuan-Wei Chen®?  Laura Marusciac®®  Paul Tudor Tamas®©  Rudalf Valenta®
Carmen Panaitescu™*

"Oinecaiien Centern, Pius Bringeu Caunty Clinical Fergency Haspetal, Timissa, Bomania;, "Division of
Immunapathalogy., Department of Pathophysiolegy and Allergy Basearch, Medical University of Vienna, Vienna,

Bustria; “Wictor Babes Uniwersity of Medicine and Fhamaoy, Timiscara, Homania

Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Expresia si caracterizarea alergenelor

din polenul de ambrozia

>

/
O
l y S g S8
= S8 -
| = ‘,] - = .--—-
t\ J o §
E—

et Axch Abesgy vensscd
TS0 %5252 ()

International Archives of

Allergy...
Immunology

Wikupyy, : MA
ix
- L - ?

» Biomolecules. 2023 Jan 16:13(1):182. doi: 10.3390/biom13010182.

Ragweed Major Allergen Amb a 11 Recombinant

Production and Clinical Implications

1 2

Tudor-Paul Tamas 12 Maria-Roxana Buzan ! 2, Lauriana-Eunice Zbircea ,

Monica-Daniela Cotarca ' %, Manuela Grijincu ' 2, Virgil Paunescu ' ¢, Carmen Panaitescu

Kuan-Wei Chen 2

1

2

!

D

23



\ly OncoGen Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Profilul de sensibilizare IgE al pacientilor alergici la polenul de ambrozia

MW Ragweed
allergens
| | 48 kDa -Amba 12
| b 38 kDa -Amb a1
- | ' 37kDa -Amba 11

30kDa -Amb a4
26 kDa - Amb a 1 (a-chain)

18 kDa - Amba 10
15 kDa - Amb a 1 (B-chain)

14 kDa - Amba 8
Clinical and .3 12kDa -Amba7
o snscpg EAACH 11 kDa - Amb a 3
10kDa -Amb a6
10kDa - Amb a9

ORIGINAL ARTICLE & Open Access () @ 5kDa -Amba5

Complex IgE sensitization patterns in ragweed allergic patients:
Implications for diagnosis and specific immunotherapy

Maria-Roxana Buzan, Lauriana-Eunice Zbircea, Pia Gattinger, Elijahu Babaev, Frank Stolz, Rudolf Valenta,
Virgil PAunescu, Carmen Panaitescu B Kuan-Wei Chen ... See fewer authors ~

First published: 05 July 2022 | https://doi.org/10.1002/clt2.12179

Buzan M-R, Zbircea L-E, Gattinger P, Babaev E, Stolz F, Valenta R, Paunescu V, Panaitescu C, Chen K-W. Clin Transl Allergy. 2022 24



Ny OncoGen Proiectul INSPIRED

INSPIRED Dezvoltarea de teste evaluare a prezentei atmosferice a
alergenelor din polenul de bazate pe alergene recombinante

Patcode [AmbaB8(kUA/L) Betv 2 (kUA/L) finhib Betv2 with Amba 8 (KUA/L) | % inhib Betv 2 Phl p 12 (kUA/L) | Inhib Phl p 12 with Amb a 8 (kUA/L) |% inhib Phl p 12
3BF 6,76 2,25 011 95% 248 0,07 97%
5BA 1,36 1,68 0,05 7% 121 0,04 97%
61S 047 0,38 0,01 7% 0,5 0,01 97%
Fazal Faza ll Faza lll Faza IV - 42 469 037 o 34 018 %%
) . 1851 0,36 0,81 0,20 5% 0,53 0,09 82%
Imunzarea O ElErg EN Construirea wned Bbhrar lzolare ar'ti:Drpi .ﬁ.nﬁ-::-::rpi MEsCOim tﬂ-naﬁ 28NL 5,14 6,01 174 1% 4,48 074 23%

. 31MA 054 049 0,00 100% 045 001 9%
/ O s A ® 3IMM 22 36 04 88% 27 014 9%
O i eee TA 05 071 007 90 04 0,05 87%

I I 4 41MS 226 41,2 11,59 12% 20 3,67 82%
4 478D 13,7 6,88 029 6% 838 0,12 99%

53JA 054 0,88 014 B4% 041 0,03 93%
]E]:ﬂ_m_!_- _ scc | 11 0% s 058 o s

N _ ~B antioorn Fakb ELISA cu anticorni Fab i i ~ ~i~ "R\"Iﬂ' 59VM 6,19 679 14 82% 4,2 04 90%
i e scventieres diversitit cecyentiers antioorn Fah | Cooe L Ento 12 b R — Amba s negativconto 63CG 347 k| 032 86% 231 019 9%
R . Anficonr Fab supernatant 3mg/anticorp purificat Sy N 4SS 784 33 048 9% 132 087 98%

- S e L...“_JL x . 71551 0,63 06 012 81% 0,71 0,11 85%

' : 74BA 37 375 315 92% 349 L 97%

Detectionof Amba S —= Amb a 5 positive control T8NB 147 14 011 99% 154 0,09 09%

Generarea de Ab 1gG alergen-specifici eI L
106TCM 151 il 021 98% 9,01 0,22 98%

1160D 33 373 0,60 84% 257 0,34 87%

Amb 3 8 negativ contro 1195R2 471 4,98 0,18 %% 35 0,06 98%

12145 6,26 6,03 0,08 9% 5,25 0,06 99%

122MD 0,84 051 0,00 100% 0,75 0,01 99%

125AMS 07 0,63 0,01 99% 067 0,02 97%

Detection of Amb a 8 Amb a 8 positive control 136KM 3,68 3,32 0,28 9% 3,09 0,10 97%

Inedract 148DRC 146 15 0,08 94% 1,19 0,05 96%

1522V 1,3 12 0,10 92% 12 0,09 92%

Test ELISA sandwich Teste de inhibitie in ImmunoCAP

E—— % Detects . . ’
Sy W 2 Int J Mol Sci. 2023 Feb 17;24(4):4040. doi: 10.3390/ijms24044040.
et <~ o 35%
30% - . . .
% . = g =% Relationship between IgE Levels Specific for
“ e ep— s -
ST Ragweed Pollen Extract, Amb a 1 and Cross-Reactive
— i B e e 10% -
el - —~ Allergen Molecules
| ¥ 0%
Aliniere secvente proteice Evidentiere motive proteice Ragwe;d . i . . - ‘e
‘ | e Lauriana-Eunice Zbircea ! 2, Maria-Roxana Buzan ' 2, Manuela Grijincu ' 2, Elijahu Babaev 3,
Reactivitatea relativa a lg Frank Stolz 2 Rudolf Valenta * 2 © 7 Virgil P2 12 Car Panait 12 Kuan-Wei Chen 2
solen din surse comune | , Virgil Paunescu ' %, Carmen Panaitescu ' 2, Kuan-Wei Chen

Tt 0 ot U N 0 N o B BN N B T T el T 1 e S




OncoGent |
NIy OncoGen Proiectul INSPIRED

INSPIRED Studierea efectului cosensibilizarii la alergene din acarieni asupra
alergiel la polenul de ambrozia

SSC-A . SSC-A

Celule epiteliale bronsice in culturala 2 zile (stdnga), o saptamana (mijloc) si 2 sdptamani (dreapta) dupa Count

expunerea regiunii apicale la aer in cultivarea de tip ALl 10453

© 4o <
&
g 10 § 200K
= .3 .. 150K
o 0 (
Q
:s 102 (5 100K
s B soK .
- 100 ol =
@ 4 2
0 2 4
100 102 10 10 10 10
V1-A :: CD193 BV421 R1-A :: CD203¢c APC

Sample Name | Subset Name | Freq. of Total | Count
[ Demp2_0.001 fes | P2 0030| 180

NHBE cells, AL! day 13, Ob. 5x

- -n; . - - "1".!
Peay o~ : ) My
Celule epiteliale bronsicein cu

-

Iturd AL Voltohmmetru folosit pentru evaluarea
(0 saptamana) rezistentei electrice trans-epiteliale

Evaluarea impactului alergenelor HDM
| * _ asupra permeabilitatii stratului de celule
NHBE cells, ALI day 21, Ob. 5x Cross-section with microtome, HAE, Ob. 20x NHBE cells, HAE, Ob. 10 epiteliale fata de alergene din ambrozia

Culturi de celule epiteliale bronsice evaluate histologic la 13 zile (randul de sus), respectiv la 21 de zile (randul de Test BAT: pacient Der p 1
jos). In stanga, imagini la microscopul optic in lumina inversata; in centru, aspectul in sectiune transversala al

stratului celular dupa prelucrare la microtom; in dreapta, piese fixate si colorate HE stimulat cu polen de ambrosia

0 2 4
10 10 10
B2-A:: CD63 PE B2-A - CD63 PE




T OncoGen Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Concepte inovatoare pentru vaccinarea terapeutica si preventia
alergen specifica

INSPIRED

Obtinerea de peptide candidate pentru

Testarea reactivitatii unor produse imunoterapeutice fata de alergenele un AlT inovativ
recombinante din Ambrosia produse in proiectul INSPIRED

Pentru alergensle majore peptide cu rol de hipoalergens
Alergen Peptide
Ambal0l | A1-1 AEDIOEILPVYNETRRLTTS
Al1-2 DEOWRGKADWAENRKALADCAQGFGRGTVG
A1-3 ADGFGKGTVGGKDGDIYTVTSELDDDVANPE
Al-4 ELDDDVANPKEGTLRFGAAOMR
A1-5 VIRLDKEMVWNSDETIDGRGAKY
A1-6 MHDVEVMPGGLIKSNDGPAAPRAGSDG
A1-7 TFTDNVDORMPRCEHGFFOVVMMNNYDEKWGESY
Al1-8 GNRFCAPDERSKKMVLGRHGEAAAESME
A1-9 NVLGRHGEAAAESMEWMNWERTNEDVLE
Amb a4 Ad-1 KLCERPSVTWSGEKCKVEQTDECDERCIEW
Ad-2 DECDERCIEWEGAKHGACHKRDSKATCFCYFDCDP
Ad-3 FDCDPTEMPGPPPGAPKGEAPAPSPPSGEGAPPPS
Ad-4 PPSGGGAPPPSGGEGGDGPPPPEGGEGLGGDGEGEGG
AA-5 GGEGGEDGEGEGGGEGGGDGEEDGEEEGEEEGGGER
Amb a & AB-1 ASPTCOTVONILAP
AB-2 GFLTGOEPSKACCTGVMMNLNMNSEKTKADRY
AB-3 IKELTKSIAYDPERMPLLSTKCGVEKRD
AB-4 | STROGVEPDFPAVDENLDCSKLPY
. Amba 8 AB-1 MSWOTYWDEHLMCDIEGTGOHLASAAI

1l Al z It z AB-2 FGTDGNVWARSSSFPEFKPDEINAIIKEFSEPGAL
Imagini din timpul derularii protocolului de lucru AB-3 GAKYMVIOGEP GAVIRGKKEAGEICIKKTE
AB-4 GAGGICIKKETGQAMYFGIYEEPVNPGOCNMWVY
AB-5 EPVNPGOCHMWVERLGDYLVDOGM

Nume alergen Prezenta in imunoterapiile testate
rAmb a 1.01 Crescuta in 2/4 immunoterapii, scazuta in 2/4 Models |Active |View ITScorePeP
rAmb a 3 Scazuta in toate cele 4 imunoterapii Model: | w | vi | o
rAmb a 4 Moderata in 1/4 imunoterapii, scazuta in 3/4 =P =1 asse
rAmb a5 Crescuta Tn 3/4 imunoterapii, moderata in 1/4 Model 3 View -181.1
s : o Model 4 e | 1794
rAmb a 6 Moderata in 2/4 imunoterapii, scazuta in 2/4 Model | 1789
rAmb a 8 Crescuta in 2/4 imunoterapii, scazuta in 2/4 Model 6 vew | 1779
Model 7 view | -177.7
rAmb a9 Moderata in 1/4 imunoterapii, scazuta in 3/4 Modd 8 =
rAmb a 10 Moderata in 1/4 imunoterapii, scazuta in 3/4 plodel 9 Ve | 1768
rAmb a 11 Crescuta Tn 1/4 imunoterapii, scazuta in 3/4 Model 10 Vew | <1759
rAmb a 12 Scazuta in toate cele 4 imunoterapii

Generarea de peptide prin predictie in silico



\ly OncoGen Proilectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Detectia alergenelor din ambrozia in produsele AIT disponibile pe piata

1.Selectia iepurilor care nu au reactionat
la ambrozia, 2 iepuri/alergen

2. Administrarea AIT conform protocolului
oferit de producator

3. Recoltarea sangelui de iepure la
fiecare 4 saptamani si recoltarea finala la
4 saptamani de la ultima imunizare

4. Testarea anticorpilor de iepure in
ELISA folosind alergenele de ambrozia:
Ambal,345,6,8,9, 10, 11, 12
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Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Detectia alergenelor din ambrozia in produsele AIT disponibile pe piata

Imunoterapia 1 — alergoid ambrozia

60
Days
Imunoterapia 3 — extract polen ambrozia
By — = e a4
0 10 20 30 40 50 60 70
Days

Imunoterapia 2 — extract polen ambrozia

3.5
3
2.5
a 2
© 1.5
1
0> //i”\/ _w,.//.\\‘F —
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Days
Imunoterapia 4 — extract polen ambrozia

3.5
3
2.5
a 2
© 1.5
1

=0

0.5 0 —

je— -

0 20 40 60 80 100
Days

--rAmb al
-#-rAmb a 3
-=+=rAmb a 4
rAmb a5
=*=rAmb a 6
-0-rAmb a 8
rAmb a9
rAmb a 10
rAmb a 11
rAmb a 12
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\ly OncoGen Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin bazat pe peptide pentru alergia la
polenul de ambrozia

Alergene relevante

Ambal, Amb a4, Amb a 6,
Amb a8, Amb a 11

Sinteza peptidelor din
alergene relevante
—
L | |
C———
|dentificare situs-uri de legare IgE i

Design proteine de fuziune

Carrier -C

| e

!

Caracterizare

v

Protocol vaccinare
@

<

/




N1y OncoGen Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unuil vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia
Design de peptide suprapuse pentru determinarea epitopilor pentru limfocitele B

Amb a8

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
MSWQTYVDEHLMCDIEGTGQHLASAAIFGTDGNVWAKSSSFPEFKPDEINAINKEFSEPGALAPTGLFLAGAKYMVIQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKTGQAMVEGIYEEPVNPGQCNMVVERLGDYLVDQGM

FGTDGNVWAKSSSFPEFKPDEINAIIKEFSEPGAL 28 — 62 (35aa)

GAKYMVIQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKTG 71 -100 (30aa)

1.5 |
EPVNPGQCNMVVERLGDYLVDQGM 110-133
1t (24aa)
05 |
5 0
%
05 L
1t
1.5 F
2

20 40 B0 80 100 120
Fosition

Peptidele au fost construite pe baza hidrofobicitatii/hidrofilicitatii (Kyte & Doolittle).
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|dentificarea situsurilor de legare

Pnmary Amine

Cr \'iq/ \F/
E ~®
0 H\
_L-y @‘L /@ NH
@)ko i
\

Carboxylic o-Acylisourea Peptide-Carrier Isourea
Acid EDC Active Ester Conjugate By-product
500l all!argen+25[} ,& ,&.
ul CFA+250ul IFA | |
| 200pl allergen injection: 500ul allergen
+5EI'D|_|I IFA +5EFEI'|_|I IFA

I

59

’&' = administrare antigen si adjuvant complet (CFA) si incomplet (IFA)

/’ = prelevare probe de sange

HRP- TMB
Conjugated

Detection @ @
Antibody
Target
Antibody

Capture
Antigen

Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Sinteza peptide (Genscript)

Conjugare peptide cu proteina carrier (KLH)

Imunizare iepuri cu peptidele conjugate
(protocol cu adjuvant Freund adjuvant)

Evaluarea titrului 1gG si a eficientei de blocare

(ELISA)

lgG
non- blocant

® ®

Alergen intreg Ser iepur(dupa Anticorp f E<
sau peptida imunizare cu capra Epitopi
peptide) anti-iepure diferiti

Alergen

lgG nespecific
) |

Tox x| mOn M

non-blocant blocant

blocant
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Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

Inhibitia legarii IgE folosind anticorpi IgG de iepuri (specifici pentru Amb a 8)

Blocarea legarii anticorpilor IgE ai pacientilor de

X . Blocarea legarii anticorpilor IgE ai pacientilor
Amb a 8 in prezenta serului imun

de Amb a 8 in prezenta serului imun
100%

90% _ 100%
3 90%
T 80% - o 80% -
= 0o - ¥ A8 % inhibiti 20 70% -
a0 ‘ o INNIbItion E 60%
o/ o
E 60% . m A8-P1 % inhibition 8 50% -
& 50% - o 2 40% -
© 40% - l W A8-P2 % inhibition :E‘ 20% -
S 30% - = m A8-P3 % inhibition 2 igg’f .
- c (]
£ 20% - l ® A8-P4 % inhibition T o -
10% - a B A8-P5 % inhibition Amb a 8 A8-P1 A8-P2 A8-P3 A8-P4 A8-P5S

0 —
0% Peptid folosit pentru imunizare

pacient b pacient 2 pacient3  pacient4 pacient>  pacient 6

Pacienti
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Dezvoltarea unul vaccin pentru alergia la polenul de ambrozia

 Patente
Panaitescu C, Chen KW, Buzan MR, Paunescu V Kit si metoda de utilizare pentru diagnosticul alergiei la Nr. A/00615/2020, din
ambrozia 30/09/2020
Panaitescu C, Chen KW, Buzan MR, Grijincu M, Kit de testare cu anticorpi alergen-specifici pentru detectia si Nr. A/00759/2020, din
Zbircea LE, Tamas TP, Cotarca M, Haidar L, Tanasie cuantificarea alergenelor din polenul de ambrozia din mediusi  19/11/2020
G, Hutu | din extracte alergenice

 Colaborare internationala cu Universitatea de Medicina din Viena pentru un chip microarray imbunatatit.

34



N[y OncoGen Proiectul INSPIRED

Dezvoltarea alergologiel moleculare Th Romania

* Pentru prima data in regim de decontare CNAS a investigatiilor de alergologie moleculara in Romania - 2

IgE specifice serice pentru alergene moleculare individuale importante prin teste singleplex

Der p 1, Der p 2, Der p 23 (acarieni din praf de casa); Alta 1, Asp f 1, Asp f 2 (fungi);
Molecule alergenice din Fel d 1 (epitelii pisica); Can f 1, Can f 2, Can f 5 (epitelii céine);
aeroalergene Bet v 1 (polen mesteacan), Phl p 1, Phl p 5 (polen graminee),

Art v 1 (polen Artemisia vulgaris), Amb a 1 (polen Ambrosia artemisiifolia var elatior);
alfa-lactalbumina Bos d 4, beta-lactoglobulina Bos d 9, albumina serica Bos d 6, cazeina

Bos d 8 (lapte de vaca); alfa-Gal (bovin);

ovomucoid Gal d 1, ovalbumina Gal d 2, conalbumina Gal d 3, lizozim Gal d 4 (ou gaina);
Glym 3, Gly m 6 (soia); Arah 1, Arah 2, Arah 3, Ara h 9 (arahide);

Cora9, Cor a 14 (alune de padure); Jug r 1 (nuci), Ana o 3 (caju),

Tri a 14, omega-5 gliadina Tri a 19 (grau); Pru p 3, Pru p 7 (piersica);

Pen m 1/Pena 1, Gad ¢ 1 (crevete si peste cod),

Molecule alergenice din  |Apim 1, Api m 3, Api m 4, Api m 10 (venin albina),

veninuri de himenoptere |Vesv 1, Ves v 3 (venin viespe);

Molecule alergenice latex |Hev b 5, Hev b 6 (latex natural);
Molecule si determinanti

antigenici peniciline

Molecule alergenice din
alimente

peniciloil G, peniciloll V, ampiciloil/ampicilina, amoxiciloil/amoxicilina




Proiectul INSPIRED- EVALRO

Evaluarea profilului de sensibilizare alergologica Th Romania

THE FIRST STUDY ON THE STATE
EVAI Ro OF ALLERGEN SENSITIZATION IN
ROMANIA

“LUJ-NAPOCA
| UNIVERSITATEA DE - -
MERICINA 51 FARMACIE
| y IULIU HATIEGANU
U NAPDTA

/ -

* Scopul proiectului: identificarea profilului de

L . o RN - IAS] 1] criconeeomumneraor
sensibilizare al pacientilor alergici si non- .- v
alergici din Romania {7 OncoGenTIMISOARA  JuN - BRAS OV} THERAMED 1110k

PiatraNeam)

*
] . J . ‘.J N IV X 3
* Activitatl: B e

* Evaluarea profilului de sensibilizare a 800
se subiecti (400 alergici si 400 non- i
alergici) (AU) folosind: :

1. Chestionare validate pentru
simptomele alergice

2. Examinari clinice si paraclinice

slgk determinat prin ImmunoCAP [SAC ThermoFisher
2 PrO':i SCIENTIFIC

e Evaluarea statusului  imun  folosind
tehnicile de analiza a unei singure celule
(single-cell analysis )(UK)

VIENNA UJ UNIVERSTTY

OF VIENNA

ul citokinelor serice
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Dezvoltarea unuil sistem de monitorizare a alergenelor atmosferice 1n
Romania

* Pentru prima data in in Romania - 2022, in colaborare cu USAMVB

] Other Particulate [ Plastic spheres Rust urediniospore Smoke ash [ Class Oomycetes [T Ambrosia/lva Ascospores general [ Tree [ Penicillin or Aspergillus Spores | | Pestalotiopsis [T Mold

] Cupressaceae [ 'norganic Particle ] Weed/Shrub [ Artemisia [ Periconia sp [ Poaceae [[oanj Pollen [T Alternaria sp [ Plantago [ Cladosporium sp [l Ustilaginomycetes a k.a Smut [ Biological debris
[ Chenopodium / Amaranthus [T Powdery Mildew [ Grass [ Plastic fibers [ Irregular plastic particles [T Boirytis sp

120,000 ppm3

100,000 ppm3 |

80,000 ppm3 |

60,000 ppm3 |

40,000 ppm3 |

20,000 ppm3 |

0 ppm3-+

-20,000 ppm3
Sep-3 Sep-5 Sep-7 Sep-9 Sep-11 Sep-13 Sep-15 Sep-17 Sep-19 Sep-21 Sep-23 Sep-25 Sep-27 Sep-29 Oct-1 Oct-3
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