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RO 123168 B1

Inventia se refera la utilizarea derivatilor etanolaminei i a sarurilor sau esterilor
acestora, ca adjuvant vaccinal, folosit pentru proprietatile sale in cresterea eficientei vaccinu-
rilor antivirale, antibacteriene si antiparazitare, la om si animale.

Este cunoscut, din RO 120756, efectul derivatilor, sarurilor sau esterilor etanolaminei
in tratamentul bolilor inflamatorii $i degenerative.

US 6083505 descrie o compozitie de adjuvant imunogen/vaccin, care contine un
agent imunogen intr-o cantitate eficienta terapeutic pentru stimularea unui raspuns imun, si
sub forma de adjuvant de vaccin, un derivat de amina, 1H-imidazo[4,5-c]chinolin-4-amina,
intr-o cantitate eficienta pentru cresterea raspunsului imun a agentului imunogen.

Utilizarea de adjuvanti vaccinali, capabili a amplifica raspunsul imun indus de vacci-
nuri si a le face astfel eficiente in prevenirea sau tratamentul bolilor infectioase, constituie,
in ultimele decenii, un obiectiv de prim ordin al cercetarilor din domeniul imunologiei, ca
urmare a ineficientei vaccinurilor folosite in prevenirea sau combaterea mai multor boli infec-
tioase cu larga raspandire, ce ameninta grav starea de sanatate a populatiei si care nu pot
fi controlate cu actualele mijloace terapeutice.

Statisticile arata ca anual se imbolnavesc si mor pe glob, zeci si sute de milioane de
persoane din cauza bolilor infectioase, pe primul plan, fiind SIDA, malaria, tuberculoza si
gripa.

De exemplu, in ceea ce priveste imbolnavirile si decesele in intreaga lume, din
statisticile OMS, rezulta ca: de malarie, se imbolnavesc anual peste 300 milioane de cameni
si mor mai mult de 1 milion; de gripa, se imbolnavesc anual 3...5 milioane de oameni $i mor
250.000-500.000; de SIDA, sunt bolnave aproximativ 40 milioane de persoane, iar numarul
deceselor a ajuns la peste 20 milioane; aproape 2 bilioane de ocameni au tuberculoza latenta,
iar, anual, se imbolnavesc 8 milioane si mor 2 milioane de oameni de aceasta boala.

Situatia a devenit i mai critica odata cu identificarea, in ultimii 25 de ani, a cel putin
alte 22 noi boli infectioase, cauzate de: Ebola virus, Legionella pneumophila, HIV, Hepatitis
C, Escherichia coli O157:H7, Human herpesviras tip 6, Chlamydophila pneumoniae,
Cytomegalovirus sau alte virusuri, toate boli severe cu prognostic sever, pentru care nu au
putut fi realizate vaccinuri sau tratamente eficiente.

O situatie asemanatoare se constata la animale, unde gripa aviara, pseudopesta
aviara si pesta porcina provoaca imense pierderi de efective, cu consecinte grave pentru
hrana si sanatatea populatiei.

Demonstrativa in acest sens a fost epizootia de gripa aviara din 2005-2006, care a
cuprins numeroase tari din Asia si Europa. in absenta unui vaccin contra gripei aviare, a fost
necesara sacrificarea a zeci de milioane de pasari, pentru a stavili raspandirea epizootiei.
Totodata, a existat si pericolul producerii unei epidemii la oameni, dupa ce au avut loc mai
multe cazuri de trecere a virusului H5N1 de la pasare la om.

Totusi, dupa cum este cunoscut, folosirea vaccinarii, in scopul prevenirii sau
combaterii bolilor infectioase, a constituit una dintre marile reusite ale medicinei. Exemple
sunt: scaderea cu 90 pana la 100% a mortalitatii si morbiditatii prin boli contagioase la copii,
eradicarea variolei si disparitia poliomielitei in Europa si America de Nord, reducerea
importantd a imbolnavirilor cu difterie, tetanos, tuse convulsiva, rujeola, oreion, rubeol3,
Haemophilus influenzae, tip b.

Laanimale, s-areusit, de asemenea, diminuarea sau eradicarea unor boli infectioase
cu larga raspandire.

Aceste rezultate exceptionale au generat speranta ca vaccinarea ar putea constitui
mijlocul cel mai eficient si mai putin costisitor de a preveni sau trata si alte boli infectioase
care, prin frecventa si gravitatea acestora, ameninta starea de sanatate si viata oamenilor
si a animalelor, si induc, totodata, o serie de consecinte cu efect negativ asupra dezvoltarii
societatii.
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Si totusi, speranta pusa in vaccinari a scazut, pe masura ce s-a constatat ca in cazul
multor altor boli infectioase decéat cele mentionate mai sus, vaccinurile elaborate nu sunt
eficiente sau au o eficienta redusa.

Cercetérile au aratat ca principala cauza a ineficientei vaccinurilor consta in imuno-
genicitatea scazutd a antigenelor folosite la prepararea vaccinurilor. Din aceasta cauza,
raspunsul imun umoral (anticorpi, citokine) si cel celular (limfocite T citotoxice/ citolitice,
celule NK) sunt insuficient de puternice, pentru a putea opri raspandirea agentilor patogeni
in organism si a elimina celulele infectate.

Cel mai frecvent, este deficitar raspunsul imun mediat celular, considerat a fi cel mai
important in protectia fata de virusurile si bacteriile intracelulare, dar si faté de infectiile cu
protozoare.

Pentru a remedia aceasta situatie, in ultimele doua decenii, au fost efectuate cerce-
tari intense si costisitoare, avand ca scop producerea de vaccinuri cu imunogenicitate
crescuta. Astfel, cu ajutorul tehnologiilor moderne, au fost create vaccinuri pe baza de
peptide sau de proteine subunit, vaccinuri biosintetice, recombinante si altele, in incercarea
de a obtine vaccinuri capabile sa stimuleze o productie mai mare de limfocite T citolitice.

Totusi, rezultatele nu sunt incurajatoare. Astfel, vaccinurile pe baza de peptide nu
reusesc, in general, sa produca raspunsuri in celule T citolitice, suficient de puternice pentru
a produce efecte terapeutice. Alte tipuri de vaccinuri, cum sunt proteinele subunit sau
preparatele cu organisme inactivate, induc in general un raspuns celular cu limfocite T CD4
si nu cu limfocite T CD8, care sunt citolitice. In unele cazuri, imunogenicitatea s-a dovedit a
fi mai redusa decat a celorlate vaccinuri.

Fata de eficienta scazutd a celor mai multe vaccinuri, cercetatorii s-au gandit s&
foloseasca anumite substante chimice, care detin proprietatea de a induce un raspuns imun
umoral si celular mai puternic decéat cel produs de vaccinuri, pentru ca, asociindu-le acestora,
sa le mareasca eficienta. Principiul consta in provocarea unui raspuns imun puternic, fara
specificitate patogena, care sa se transforme, apoi, datoritd vaccinului, intr-un raspuns
antigen-specific cu mare eficacitate terapeutica.

Aceste substante au primit denumirea de ,adjuvanti vaccinali” si reprezinta, astazi,
un grup numeros si foarte heterogen de substante, ca de exemplu, emulsii uleioase, endo-
toxine, colesterol, acizi grasi, amine alifatice, uleiuri parafinice si vegetale, saruri de aluminiu,
monophosphoryl lipid A, ISCOMs, Syntex adjuvant formulations (SAFs), Oligodeoxynu-
cleotide s.a.

Dintre adjuvantii admisi a fi folositi impreuna cu vaccinurile, sarurile de aluminiu
(aprobate de FDA, in SUA) sunt cel mai des folosite, pentru capacitatea acestora de a
induce un raspuns bun in anticorpi si de a stimula productia de celule imune care prezinta
antigenul. Au insa o capacitate redusa de a stimula rdspunsul imun mediat celular.

Dintre adjuvantii aflati inca in studiu, fac parte cei din clasa deoxicitidil-deoxiguanozin
oligodeoxi-nucleotidelor (CpG ODNSs), care pot induce o mare varietate de citokine si pot
activa celulele B, monocitele, celulele dendridice si celulele NK. Celulele T nu sunt, ins3,
activate direct de catre CpG-ODNSs, acestea neputandu-se lega de suprafata celulei T.

Un alt adjuvant propus este Cholera holotoxin, mult folosit in cercetarile pe animale
de laborator si care se pare ca stimuleaza atatimunitatea umorala, cat si imunitatea mediata
celular. Nu poate fi folosit insa, la om, din cauza efectelor sale toxice, chiar si in doze mai
mici de 5 pg.

Dintre produsii naturali, gamma-interferonul este folosit pentru a mari titrul anticorpilor
si nivelul celulelor Thelper. Nu stimuleaza insa imunitatea mediata celular.
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ISCOM este un complex de substante care favorizeaza raspunsul imun mediat celu-
lar, dar din cauza actiunii hemolitice si a reactiilor locale, este autorizat numai pentru
vaccinari veterinare.

inacest context, apare esential faptul ca in pofida amplelor si costisitoarelor cercetari
ce se intreprind in numeroase laboratoare din lume, de mai multi ani, inca nu au fost gasite
solutii viabile, de adjuvanti capabili sa faca eficiente vaccinurile antivirale, antibacteriene si
antiparazitare, astfel incat sa poata fi folosite cu succes in prevenirea sau tratamentul bolilor
infectioase.

In aceste conditii, obiectivul actual, major, in cercetarile privind folosirea vaccinarilor
pentru prevenirea bolilor infectioase, il constituie identificarea de noi adjuvanti vaccinali,
capabili sa includa un puternic raspuns imun, in special, in celule T citotoxice/citolitice.

Identificarea unor astfel de noi adjuvanti vaccinali este doritéd de cercetatori si in
vederea dezvoltarii de vaccinuri terapeutice, capabile sa combata o serie de boli severe, cum
sunt cancerul, tuberculoza, SIDA, hepatita, boala Alzheimer, boala vacii nebune (boala
Creutzfeldt-Jakob) si altele asemenea, pentru care tratamentele actuale se dovedesc prea
putin eficiente.

Problema, pe care o rezolva prezenta inventie, constad in utilizarea derivatilor
etanolaminei si a sarurilor si a esterilor acestora, ca adjuvanti vaccinali, la prepararea unui
vaccin de uz uman si veterinar.

Utilizarea conform inventiei inlaturé dezavantajele de mai sus, prin aceea ca noul
adjuvant vaccinal este capabil sa induca un puternic raspuns imun, atat umoral, cat mai ales
mediat celular, cu celule T citotoxice/citolitice.

Adjuvantul vaccinal, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- induce stimularea puternica a mitogenezei limfocitare, proliferarea si diferentierea
limfocitelor la nivelul tesuturilor limfoide (maduva osoasa, timus, splind, ganglioni limfatici).
Studiul histopatologic mai arata ca modificarile induse de adjuvant sunt reversibile, acestea
reducandu-se, treptat, dupa incetarea tratamentului, pentru a reveni la aspectul initial dupa
5...8 saptamani;

- induce o crestere semnificativé a numarului de limfocite circulante B (producatoare
de anticorpi) si T (citotoxice/citolitice) activate, capabile de a actiona nespecific fata de pro-
vocarile agentilor patogeni infectiosi. Cresterea are loc treptat, in cursul a 2...4 saptamani
de administrare a adjuvantului, si scade, de asemenea, treptat, in urmatoarele 4...7 sapta-
mani dupa oprirea tratamentului, in functie de doza si durata tratamentului cu adjuvantul
vaccinal, conform inventiei;

- prezenta unui mare numar de celule imune, activate in sange, indusa de adjuvantul
vaccinal, conform inventiei, constituie un teren favorabil, mult superior celui indus de adju-
vantii cunoscuti, pentru producerea unui réspuns antigen-specific umoral si celular mult mai
amplu si mai eficient decéat cel produs de vaccinul singur;

- detine si alte proprietéti biologice importante, utile in combaterea proceselor
infectioase, si anume antiinflamatoare si antioxidanta, descrise in RO 120756, proprietati
exercitate prin blocarea sintezei si eliberarii de anioni superoxizi de catre neutrofiiele si
monocitele aflate la locul inflamatiei, si prin intensificarea functiilor citotoxice si supresoare
ale limfocitelor. Aceste proprietéti fac posibila blocarea i suprimarea procesului inflamator,
ceea ce concorda cu efectul produs de adjuvant, impreuna cu vaccinul terapeutic si grabeste
procesul de vindecare. O alta proprietate biologica a etanolaminei, utila in combaterea bolilor
infectioase, este aceea de a cregte activitatea citokinelor antiinflamatorii (EP 0774252 A1).
In alte cercetari, au fost descrise proprietati antifungice pentru clorhidratul esterului acidului
aminoftalic cu dimetilaminoetanoiul (RO 102816) si pentru etanolaming, in infectiile cu
Trychophyton mentagrophytes (Chemical Abstracts, Columbus, US, 1982, vol. 96, nr. 25);
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- permite folosirea unor cantitati mai mici de antigen decét in prezent, la prepararea
vaccinurilor, ceea ce conduce la reducerea costurilor de productie si la cresterea capacita-
tilor de productie a vaccinurilor;

- adjuvantul conform inventiei este foarte bine tolerat de catre organism, nu produce
efecte secundare si toxice, nu este carcinogen sau mutagen, nu creeaza obisnuinta;

- laavantajele mentionate mai sus, se adauga si faptul ca prepararea si conditionarea
adjuvantului vaccinal, conform inventiei, precum si procedeele de aplicare nu necesita costuri
mari, ceea ce il face accesibil si utilizabil pe scara larga.

Noul adjuvant vaccinal, conform inventiei, contine etanolamina sau derivati ai aces-
teia, de preferinta, derivatii clorurati sau N-alchilati, precum si saruri sau esteri, acceptabili
farmaceutic. Derivatii N-alchilati sunt monoetilaminoetanolul si monometilanimoetanolul, de
preferinta, dietilaminoetanolul si dimetilaminoetanolul, sarea fiind o sare de aditie cu acizi
anorganici sau organici, de preferintd, sarea clorhidrat. Esterii sunt, de preferinta, esteri ai
acidului ftalic sau aminoftalic cu dietilaminoetanolul, sau esteri ai acidului fosfatidic cu
etanolamina.

Datele din literatura atesta faptul ca etanolamina din molecula compusilor sau
derivatilor mentionati mai sus este principalul factor al stimularii proliferarii celulare, datorita
efectelor sale promitogene, descrise la nivelul diferitelor organe sau tesuturi.

Astfel, s-a aratat ca administrarea de clorhidrat de etanolamina, la sobolanul cu hepa-
tectomie partiala, intensifica proliferarea celulelor hepatice, fara administrarea altor factori
de crestere (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, vol. 94, pp. 7320...7325, iulie 1997).

Alte cercetari au demonstrat necesitatea prezentei etanolaminei, a fosfatidiletano-
laminei sau glicerofosforiletanolaminei in mediul de culturd, ca factori stimulatori al cresterii
si multiplicarii celulelor hepatice (Exp. Cell. Res., 1996, nov., 25; 229(1):20-6); (J. Cell.
Biochem,. 2002; 84(2):249-63).

Etanolamina induce nu numai sinteza de ADN, dar si proliferarea hepatocitelor din
cultura cu alti factori de crestere, fiind un factor de coreplicare ce promoveaza ciclul celular
al celulelor mature spre faza G(2)/M in prezenta factorilor de crestere (J. Cell. Biochem.,
2002; 84(2):249-63).

Rezultate asemanatoare au fost descrise si in cazul proliferarii altor celule, ca de
exemplu, al celulelor de Saccharomyces cerevisiae (Mol. Biol. Cell., 2001, aprilie; 12 (4):
997-1007) al culturilor de fibroblasti (Biochem. Biophys. Res. Commun., 1996, martie, 7 ;
220(1): 125-30) sau de keratocite umane, cand este necesara prezenta etanolaminei sau
fosfoetanolaminei in mediul de cultura (J. Cell. Physiol., 1982, feb; 110(2):219-29; J. Cell.
Physiol., 1982, feb.; 110(2):219-29). S-a mai constatat ca fara etanolamina in mediul de
cultura, scade cantitatea de fosfatidiletanolamina din lipidele membranare, este inhibata
formarea retelelor intercelulare si este oprita proliferarea celulara (In Vitro Cell. Dev. Biol.
Anim., 2001, nov-dec; 37(10):691-7).

In cazul celulelor hibridoma, efectul produs de etanolamin este egal cu cel al fosfo-
etanolaminei, dar in concentratie de 10 ori mai mare (Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 1982, feb;
79(4): 1l 58-62).

Alti analogi ai etanolaminei, cum sunt de exemplu N-metil (MeEtn) si N,N-dimetil
(Me2Etn) au, de asemenea, efecte promitogene asupra proliferarii celulare (Eur. J. Biochem.,
1998, apr. 1; 253(1):10-9).

inprezenta inventie, este valorificat efectul promitogen al etanolaminei si a analogilor
acesteia, produs asupra celulelor imune, descris, pentru prima oara, in RO 120756, prin
folosirea acestora ca adjuvanti vaccinali, cu scopul de a amplifica raspunsul imun al
vaccinurilor, indeosebi al celor cu imunogenicitate scazuta. Efectul este descris in detaliu in
cazul folosirii dietilaminoetanolului, clorhidrarului de dietilaminoetanol si al esterilor acidului
ftalic sau aminoftalic al dietilaminoetanolului.
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in esentd, in prezentainventie, se propune, pentru prima oara, folosirea etanolaminei
sau a derivatilor acesteia ca adjuvanti vaccinali. Propunerea are la baza proprietatea acestor
substante de a stimula organele limfoide pentru a produce un puternic réspuns imun umoral
si celular, asa cum este redat in exemplele 1 i 2, care ilustreaza efectul de intensa stimulare
a mitogenezei limfocitare la nivelul organelor limfoide si de proliferare a limfocitelor B si T
circulante.

Datorita etanolaminei sau a derivatilor acesteia, se obtine o stare de activare a sis-
temului imun, deosebit de favorabila declansarii de catre antigenul din vaccinul administrat,
impreuna cu adjuvantul conform inventiei, a unui puternic raspuns imun umoral si celular,
capabil a actiona cu succes in prevenirea sau tratamentul bolii infectioase pentru care se
administreaza vaccinul.

Adjuvantul vaccinal, conform inventiei, se foloseste impreuna cu un vaccin specific
acelor agenti infectiosi a caror actiune patogena urmeaza a fi prevenita sau combatuta, si
anume: virusuri, bacterii, parazitii.

Modul de administrare a adjuvantului vaccinal consta in administrarea zilnica, timp
de cateva saptamani, pana la obtinerea unei puternice stimulari imune, dupa care se admi-
nistreaza, in paralel, vaccinul a carui eficienta trebuie marita.

De mentionat este faptul ca, data fiind diversitatea virulentei agentilor patogeni, a
cailor de patrundere in organism, a structurilor si a mecanismelor imune, precum si a reac-
tivitatii proprii fiecarei specii, este necesara identificarea, descrierea si standardizarea proce-
deelor de aplicare a adjuvantului, impreuna cu vaccinul, in fiecare boala infectioasa si pentru
fiecare specie, in parte. in principal, se stabilesc doza si durata de administrare a adjuvan-
tului, precum si doza si momentul optim de administrare a vaccinului.

in ceea ce priveste modul de administrare a adjuvantului vaccinal, conform inventiei,
la om, se recomanda administrarea zilnica a acestuia, timp de 15-60 zile, in doze de
15...300 mg/kg corp. Administrarea vaccinului se face, in una sau mai multe reprize, conform
indicatiilor proprii de utilizare, dupa 15...50 zile de la inceperea aplicarii adjuvantului.

in ceea ce priveste caile de administrare a adjuvantului vaccinal, conform inventiei,
se prevede aplicarea acestuia pe mucoase (nazal3, orald, cai respiratorii, intestinala, geni-
tald, rectald) sau pe piele, precum si prin injectii intramusculare, intravenoase, subcutanate.

Administrarea adjuvantului, in asociere cu vaccinul, la nivelul mucoasei, este
preferata, intrucat produce o amplificare a raspunsului imun, la insasi locul de patrundere
a celor mai multi agenti patogeni, actionandu-se astfel mai eficient in prevenirea infectiei.

Administrarea parenterala a adjuvantului, in asociere cu un vaccin, este folosita mai
ales la persoanele cu deficiente imune care se manifesta si la varstnici. Administrarea
parenterald are ca scop producerea unei stimulari cat mai puternice a celulelor imune din
organele limfoide, sistemul circulator, tesuturi si mucoase, pentru a le pregéti sa raspunda
numeroaselor provocari venite din mediul inconjurator si totodata pentru a favoriza raspunsul
imun antigen-specific, indus de vaccinuri.

La animale, administrarea adjuvantului, conform inventiei, se face, de preferinta, pe
cale orald (in hrand) sau parenterald, de obicei, prin injectii intramusculare, in doze de
30...300 mg/kg corp si, respectiv, 15...200 mg/kg corp.

Adjuvantul vaccinal, conform inventiei, este formulat sub forma de: solutii nazale,
orale sau pentru aerosoli si spray, tablete, capsule sau granule, solutii injectabile, capsule
moi, lotiune, sirop, pulbere, plasture adeziv, supozitoare, gel, crema, unguent.

Solutiile pentru administrarea la nivelul mucoasei se pot prepara prin dizolvarea
adjuvantului vaccinal in apa distilata, tamponarea si conditionarea cu aditivi farmaceutici
obisnuiti, ambalarea in recipiente specifice formei de administrare.

6
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Tabletele, capsulele sau granulele se pot prepara prin amestecul adjuvantului vacci-
nal cu aditivi farmaceutici obignuiti, cum sunt lactoza, amidonul, celuloza cristalina, talcul si
altii asemanatori.

Solutiile injectabile se pot prepara prin dizolvarea adjuvantului vaccinal in ser
fiziologic, in forma acceptabila farmaceutic si infiolarea in conditii sterile.

Capsulele moi se pot prepara prin amestecul adjuvantului vaccinal cu uleiuri vegetale,
emulsii uleioase sau altele asemanatoare, dupa care sunt umplute capsulele moi cu produsul
obtinut.

Siropul se poate obtine prin dizolvarea adjuvantului vaccinal intr-o solutie apoasa,
continadnd zahar, D-sorbitol, carboximetilceluloza si altele asemenea, dupa care se adauga
un conservant, cum este metilparahidroxibenzoat sau altii asemenea.

Gelul se poate prepara cu carboximetilceluloza sau alt produs asemanator, majorat
in apa distilata fierbinte. Se adauga circa 5 ml de glicerind. Se majoreaza timp de
15...20 min, dupa care se adauga adjuvantul vaccinal in stare lichida.

Crema se prepara prin amestecul adjuvantului vaccinal cu mirisitat de izopropil,
stereat de glicol, glicerin cetearil, propilenglicol, conservantii p-hidroxibenzoat de metil si p-
hidroxibenzoat de n-propil si apa purificata.

in continuare, sunt prezentate patru exemple privind proprietatile imunostimulatoare
ale adjuvantului vaccinal, conform inventiei, exemple care au rolul de a ilustra inventia si nu
de a o limita.

Exemplul 1. Au fost efectuate investigatii histopatologice ale organelor limfoide la
doua specii de animale, in vederea evidentierii efectelor produse la acest nivel de adjuvantul
vaccinal, conform inventiei.

a. lepuri masculi Chinchilla, in greutate de 2000 g, au fost injectati i.m. zilnic, timp de
3...5 sa@ptamani, cu 15 mg/kg adjuvant conform inventiei, ca substantd activa, si anume
clorhidrat de dietilaminoetanol, formulata sub forma de solutie in ser fiziologic, de concen-
tratie 6%, dupa care au fost sacrificati: un grup dupa 3 saptamani si altul dupa 5 saptamani
de administrare, iar ultimele doua grupuri, dupa 4 si 7 sdptamani de la terminarea adminis-
trarii adjuvantului. Au fost examinate histopatologic: maduva osoasa, timusul, splina si
ganglionul limfatic popliteal.

Rezuitate

Comparativ cu martorii, la iepuri injectati cu adjuvant, examenul histopatologic a pus
in evidentd urmatoarele:

- la nivelul maduvei osoase, a avut loc o hiperplazie celulara cu numerosi limfoblasti.
Dupa 4 si 7 saptamani de la oprirea administrarii adjuvantului, numarul de elemente blastice
se reduc treptat, revenind la normail;

- la nivelul timusului, in zona cortico-medulara, se constata o hiperplazie corticala,
cu numerosi blasti in corticala si mitoze in medulara. Dupa 7 saptamani de la oprirea injec-
tillor, se observa o moderata hiperplazie in corticald, in general, un aspect apropiat de cel
gasit la martori;

- la nivelul splinei, are loc o hiperplazie a foliculilor limfoizi, cu mari centri germinativi.
Dupa 4 saptamani de la oprirea injectiilor, se mentine o marcata hiperplazie cu centri germi-
nativi, iar dupa 7 saptamani, nu se mai observa decét o slaba hiperplazie a pulpei albe si 0
ingrosare a ariei marginale;

- la nivelul ganglionilor limfatici, se constata o marcata hiperplazie foliculara si para-
corticalda, numerosi centri germinativi $i imunoblasti intra si perifolicular, a caror prezenta
scade treptat dupa oprirea tratamentului.
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b. Sobolani Wistar masculi, in greutate de 200 g, au fost injectati i.m. zilnic cu adju-
vant conform inventiei, 15 mg/kg corp, timp de 5 saptamani, dupa care au fost sacrificati,
pentru examenul histopatologic al timusului si splinei.

Rezultatele au aratat urmatoarele, in comparatie cu martorii:

- la nivelul timusului, dupa 5 saptdmani de administrare a adjuvantului, se observa
o marcata hiperplazie corticala si numerosi blasti;

- la nivelul splinei, are loc o hiperplazie a foliculilor limfoizi, cu centri germinativi gi
hiperplazie a ariei marginale. Hiperplazia se mentine si dupa 8 saptamani de la oprirea
administrarii adjuvantului, dar cu mai putini centri germinativi.

In concluzie, la ambele specii de animale, administrarea adjuvantului a condus la o
puternica stimulare a tesuturilor limfoide examinate, caracterizata prin hiperplazie celulara,
cresterea numarului si dimensiunilor foliculilor limfoizi si a centrilor germinativi, cresterea
numarului de blasti si de mitoze.

Aceste modificari sunt prezente intr-o mai mica masura dupa 4 si 7...8 saptamani de
la oprirea administrarii adjuvantului, ceea ce arata ca efectul stimulator asupra structurilor
limfoide este de lunga durata, dar tranzitoriu, fara efecte secundare.

Exemplul 2. Au fost efectuate investigatii hematologice si de citometrie in flux, in
vederea evidentierii efectelor produse de adjuvantul vaccinal, conform inventiei, asupra
elementelor figurate ale sangelui. In acest scop, iepuri masculi Chinchilla, in greutate de
2000 g, au fost injectati i.m. zilnic, timp de 5 saptamani, cu 15 mg/kg adjuvant vaccinal,
conform inventiei, ca substanta activa, formulat ca in exemplul 1.

S-a constatat o crestere importanta a numarului de limfocite circulante, cu62,4% fata
de nivelul initial. in ceea ce priveste subpopulatiile limfocitare, se constata cresteri de 41,0%
pentru limfocitele B, de 38,0% pentru limfocitele T, iar dintre acestea, limfocitele Th au
crescut cu 10,7% si limfocitele Tc+Ts, cu 57,8% (tabelul de mai jos).

Tabel
Modificari ale celulelor seriei albe sanguine la iepuri, dupa administrarea de adjuvant
conform inventiei

Celule din seria alba Tnainte de tratament Dupa tratamentul cu Modificari
sanguinad adjuvant produse
% Nr/litru de % Nr/litru de % fata de nivelul
sange sange anterior
tratamentului

Leucocite ¥ - 7,940 x 10° - 9,687 x 10° +22,0
Limfocite * 50,5 4,019 x10° 67,0 6,527 x 10° +62,4
Limfocite B** 4,0 0,164 x 10° 3,5 0,231 x 10° +41,0
Limfocite T *¥ 73,0 2,933 x10° 62,1 4,053 x10° +38,0
Limfocite Th** 30,6 1,230 x 10° 20,9 1,364 x 10° +10,7
Limfocite Tc+Ts*** - 1,703 x 10° - 2,688 x 10° +57,8

* determinare hematologica; ** = determinare prin citometric in flux; ***) = valoare dedusa din limfocitele
1-Th.

Datele de mai sus pun in evidentd capacitatea adjuvantului vaccinal, conform
inventiei, de ainduce cresteriimportante ale numarului de celule limfocitare, indeosebi limfo-
cite Tc+Ts, in sangele periferic, constituind un adevarat baraj de aparare in calea agentilor
patogeni. Se obtine astfel o stimulare importantéd a imunitatii mediate celular, pregatita sa
induca un puternic raspuns imun celular specific fatéd de antigenul din vaccin.
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Exemplul 3. Dupa cum este cunoscut, gripa este rezultatul infectarii cu unul dintre
cele 3 tipuri de baza ale virusului ce face parte din familia Orthomyxoviridae. Epidemiile
variaza in severitate, in functie de subtipul de virus implicat. Varstnicii prezinta cel mai mare
risc de a face complicatii din cauza gripei.

Desi, intr-un caz de gripa, este solicitat un puternic raspuns imun contra tulpinei ce
a provocat-o, viteza cu care se poate schimba aceasta tulpina si, deci antigenul, mareste
posibilitatea producerii unei noi infectii. De aceea, imunizarea cu vaccinul antigripal s-a
dovedit a fi de un ajutor moderat in reducerea extinderii i severitatii unei noi epidemii si face
necesara o schimbare periodica a tulpinilor ce stau la baza prepararii vaccinurilor.

Utilizarea adjuvantulul vaccinal, conform inventiei, face sa creasca raspunsul imun
in celule T citotoxice specifice antigenului din vaccinul antigripal, facandu-I astfel mult mai
eficient decat actualele vaccinuri antigripale. Totodat&, datorité reactivitatii incrucisate pe
care o manifesta celulele T citotoxice in recunoasterea diferitelor subtipuri de virusi ai gripei
A, raspunsul imun celular specific, indus de adjuvant + vaccin, poate avea eficacitate si
asupra altor subtipuri de virus, marind astfel sfera de actiune a vaccinului, spre deosebire
de raspunsul imun umoral, indus de actualele vaccinuri antigripale, care este strict specific
fiecarui subtip de virus si deci cu eficacitate mai restransa.

Un alt efect al folosirii adjuvantului conform inventiei este acela ca poate preveni
scaderea limfocitelor T din sénge, in special, a celulelor CD8 cu proprietati citolitice, indusa
de virus in faza acuta a gripei. Prin aceasta, cresc capacitatile sistemului imun al gazdei de
a combate virusul.

in ceea ce priveste aplicatiile in domeniul veterinar, trebuie amintit ca gripa este o
infectie zoonotica, care infecteaza, de asemenea, porcii, pasarile, caii si focile. Pandemia din
1918, care a provocat decesul a milioane de oameni, se crede ca a provenit de la porci.

Pentru prevenirea imbolnavirii subiectilor umani cu virusul gripei A, se procedeaza
astfel:

- se administreaz& adjuvantul vaccinal, conform inventiei, ca substantd activa, si
anume diesterul [2-(dietilamino)-etil] al acidului italic diclorhidrat, sub forma de gel, cu
carboximetilceluloza, la nivelul mucoasei nazale, cate 0,5 mlin fiecare nara, de 3 ori pe zi,
timp de 30 zile. Cu acelas scop, adjuvantul pot fi administrat sub forma de aerosoli sau pe
cale orala sau parenteral3;

- In ziua a 20-a, se administreaza, la nivelul mucoasei nazale sau intramuscular,
vaccinul antigripal continand virusul gripei A, atenuat sau inactivat.

Rezuitate

- Prin aplicarea vaccinului antigripal, administrat in asociere cu adjuvantul conform
inventiei, se obtine o eficacitate a vaccinarii de aproape 100%, faté de aproximativ 80% raté
la persoanele tinere si adulte si aproximativ 50...60% la persoanele véarstnice sau la
persoanele cu boli cronice, dupa administrarea vaccinului antigripal fara adjuvant.

- Datorita faptului ca celulele T citotoxice, a caror proliferare este stimulatd de
adjuvant, prezinta plasticitate si heterogenitate in recunoasterea diferitelor subtipuri de virus
gripal A, protectia pe care o ofera este mult mai larga, ceea ce poate fi de mare ajutor in
cazul unei epidemii cu alte subtipuri decat cele anticipate in momentul prepararii vaccinului
antigripal.

Exemplul 4. In acest exemplu, s-a aplicat o schema aseméanatoare de administrare
a adjuvantului plus un vaccin specific in boli infectioase la animale.

Astfel, pentru a preveni imbolndvirea cu pesta porcind, adjuvantul vaccinal este
administrat pe cale orald, in hran3, zilnic, sub forma de granule, in doza de 45 mg/kg corp,
obtinuta din amestecul a 76,5 g adjuvant conform inventiei, ca substant& activa, si anume
esterul 4-nitro 1,2-dietilaminoetilftalat clorhidrat, sub forma de pulbere, in amestec cu talc
14 g, carboximetilceluloza 6 g si citrat de sodiu 3,5 g, sau pe cale parenteral3, in injectiii.m.,
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in doza de 15 mg/kg corp, din solutia obtinuta din 5 g adjuvant conform inventiei, ca sub-
stanta activa, si anume esterul 4-nitro 1,2-dietilaminoetilftalat clorhidrat, dizolvat in 100 ml
ser fiziologic, impreuna cu benzoat de sodiu 4,8 g. Dupa 30 de zile, se administreaza vacci-
nul antipesta porcina. Se folosesc vaccinuri cu virus inactivat sau vaccinuri subunit.

Rezultatele obtinute indica o buna imunizare a porcilor contra pestei porcine, cu o
duratd asemanatoare imunizarii induse de virusul viu atenuat, interzis de a fi folosit in tarile
europene.

Prin asocierea adjuvantului conform inventiei, cu vaccinul inactivat sau cu vaccinul
subunit, este prevenitd imbolnavirea animalelor sau aplicarea de masuri de eutanasiere,
pentru a impiedica raspandirea epizootiei, cu consecintele economice daunatoare
cunoscute.

Infectia cu pesta porcina poate fi folositd ca un bun exemplu, pentru a evidentia
efectele produse de asocierea adjuvantului vaccinal, conform inventiei, la vaccin, intrucat
prin proprietatile adjuvantului de a stimula structurile limfoide, expansiunea clonala a celu-
lelor Bsi T, si cresterea numarului de limfocite circulante, pot fi contracarate leziunile pe care
le induce virusul, inca din prima saptamana de boala, la nivelul organelor si tesuturilorimune,
si anume: atrofia maduvei osoase, cu moartea celulelor hematopoietice, apoptoza limfo-
citelor si megakariocitelor, distrugerea progresiva a tesuturilor limfoide din maduva osoasa,
timus si splind, leucopenie cu distrugerea subpopulatiilor de limfocite T CD4 si CD8.
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Revendicari

1. Utilizare a derivatilor etanolaminei i a sarurilor sau esterilor acestora, acceptabili
farmaceutic, ca adjuvanti vaccinali, la prepararea unui vaccin de uz uman gi veterinar.

2. Utilizare conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca derivatul de etanol-
amina este un derivat N-alchilat sau un ester al acestuia.

3. Utilizare conform revendicarii 2, caracterizata prin aceea ca derivatul N-alchilat
al etanolaminei este, de preferinta, dietilaminoetanol si dimetilaminoetanol.

4. Utilizare conform revendicarilor 2 si 3, caracterizata prin aceea ca esterul
derivatului N-alchilat al etanolaminei este un ester al acidului ftalic sau aminoftalic.

5. Utilizare conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca derivatji sunt esteri
ai acidului fosfatidic cu etanolamina.

6. Utilizare conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca sarurile etanolaminei
si a derivatilor acesteia sunt saruri de aditie acida cu acizi anorganici, de preferinta, sarea
clorhidrat.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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