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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
produs imunomodulator nanostructurat utilizat ca subs-
tanta activa n formularea unor suplimente alimentare,
dispozitive medicale sau medicamente sub forma de
jeleuri/comprimate gumate, spray-uri sau picaturi, pro-
duse injectabile sau aplicate pe piele. Procedeul, con-
form inventiei, consta in etapele de procesare a unei
mase microbiene de tip suspensie de bacterii, levuri,
fungi, ca atare sau in combinatie, avand o concentratie
de 10°...10"? germeni/ml per tulping, inactivata si lizata,
cu o solutie apoasa, sterild de 0,5...4% de deoxicolat de
sodiu, raport 3:1 v/v suspensie microbiana:solutie de

liz&, nanostructurata prin microfluidizare, la o presiune
intre 1000 si 2000 bari, prin minimum 5 treceri si
sterilizata prin filtrare, folosind filtru cu membrana de
porozitate 0,22 ym, rezultdnd o suspensie mono sau
polimicrobiana nanostructuratd, care fara adaos de
conservanti, cu sau fard arome de origine vegetal3,
vitamine sau alte substante cu efect potentiator sau
modulator, prezintd stabilitate timp de minim 12 zile si
efect biologic de tip imunomodulator la nivelul imunit&tii
nnascute.
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Procedee de formulare si obtinere a unor produse imunomodulatoare

microbiene

Domeniului tehnic la care se refera inventia

Inventia de fatd prezintd noi procedee de formulare si obtinere a unor produse
imunomodulatoare prin asocierea unor lizate microbiene, care pot fi bacterii,
levuri, fungi sau o combinatie a lor, fard adaos de conservanti, cu sau fird arome
de origine vegetald, vitamine sau alte substante cu efect potentiator sau modulator

care 1si pastreaza proprietatile functionale in urma sterilizarii prin filtrare.
Stadiul tehnicii

Imunomodulatorii sunt substante sau produse care actioneazd asupra sistemului
imun, fie prin stimulare, denumite imunostimulatori, fie prin inhibitie, denumite

imunosupresanti.

Este greu de precizat viitorul european al imunomodulatorilor ca medicamente.
Conceputul de medicament s-a schimbat in ultimele decenii. Astfel, un produs
inregistrat ca medicament trebuie sd fie caracterizat cu mult mai multd atentie,
substantele active trebuie s fie bine definite, iar mecanismul de actiune trebuie s
fie identificat cu claritate. in lipsa unor modalititi de cuantificare clare ale ,,intéririi
sistemului imun”, efectele imunomodulatorilor microbieni, desi reale, nu pot fi
usor acceptate de catre agentiile de reglementare, ceea ce duce la imposibilitatea
lor de a fi inregistrate ca medicamente. In acest context, pe piata europeani este

restrans numarul de imunomodulatori injectabili provenind din lizate bacteriene,
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existdnd o tendintd de a se trece la imunomodulatori care se administreazd sub
forma orala. Mai mult, recent, Agentia Europeand pentru Medicamente (EMA), la
solicitarea agentiei italiene pentru medicamente (Agenzia Italiana del Farmaco,
AIFA), a initiat o revizuire a medicamentelor bazate pe lizate bacteriene, care sunt
autorizate in unele state membre ale UE pentru tratamentul sau prevenirea
infectiilor tractului respirator (vezi anuntul EMA/351982/2018 din 29 ijunie 2018 si
anuntul EMA/502527/2019 din 09 septembrie 2019).

Un exemplu de preparat polibacterian imunomodulator, contindnd un amestec de
bacterii gram-pozitive si gram-negative inactivate si lizate, este Polidinul,
medicament autohton brevetat de Institutul Cantacuzino care a fost utilizat ca
terapie asociatd sau profilactici 1n infectii recurente ale cdilor respiratorii
superioare, infectii genito-urinare sau in pregitirea preoperatorie. Polidinul si-a
inceput istoria In anul 1960, la Filiala Iasi a Institutului Cantacuzino. In anul 1966,
in urma cercetarilor finalizate, s-a depus cerere de Brevet de Inovatie, care s-a
obtinut in anul 1973 (certificat nr. 13 / 1973), iar incepand cu anul 1965 pana in
2011, produsul a fost comercializat sub forma de suspensie injectabild, avand in
compozitie 13 (treisprezece) tulpini bacteriene si excipienti, precum bila de bou ca
agent de lizd si fenol ca prezervant. Bila de bou, agent conventional de lizd cu
eficientd doveditd, este insd un compus de origine animald format dintr-un amestec
de colati, care este greu caracterizabil, cu proprietiti variabile in functie de sursa si
metoda de procesare. In plus, cantitatea de fenol folositi in scop de conservare, nu
mai este acceptatd conform reglementérilor europene. Astfel, este nevoie de
identificarea unor metode de procesare a suspensiilor microbiene cu efect
imunomodulator care folosesc substante / excipienti / reactivi usor caracterizabili si

siguri, precum si metode de identificare si evaluare a efectului imunomodulator.
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Prezentarea problemei tehnice

Prezenta inventie descrie procesarea unei mase microbiene intr-o prima etapa prin
folosirea deoxicolatului de sodiu ca modalitate de lizd, urmatd de aplicarea
procedurii de microfluidizare pentru obtinerea unei suspensii microbiene
nanostructurate care poate fi filtratata steril servind ca substantd activa in produse

ca suplimente alimentare, dispozitive medicale sau medicamente.

Noutatea este reprezentata de agentul de liza aplicat si metoda de procesare a

masei microbiene, astfel:

- deoxicolatul de sodiu este un compus produs in intestin in urma transformarilor
chimice ale acizilor biliari, ce este bine definit si usor caracterizabil comparativ cu
bila de bou, agent conventional de lizi. In prezenta inventie o solutie apoasi de
deoxicolat de sodiu poate induce liza unei suspensii microbiene, care poate fi
bacterii, levuri, fungi sau o combinatie a lor, la o concentratie minima de 10°
germeni/mL si maximi de 10" germeni/mL, folosind o concentratie de minim

0.5% w/v pana la maxim 4% w/v.

- nanostructurarea suspensiei microbiene lizate cu deoxicolat de sodiu prin
microfluidizare, la o presiune intre 1000 si 2000 bari, prin multiple cicluri / treceri.
Suspensia microbiana lizati se nanostructureazi, suspensia clarificandu-se, prin

trecerea multipld prin microfluidizator.

Elementul de noutate absoluta care completeazd aceste etape tehnologice este
determinat de posibilitatea filtrarii sterile a suspensiei microbiene
nanostructurate obtinute prin microfluidizare. Astfel, dupd minimum 5 (cinci)
cicluri de trecere prin microfluidizator la o presiune intre 1000 si 2000 bari,

suspensia microbiana lizatd nanostructuratd obtinuti poate fi sterilizatd prin filtrare

7 -7
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folosind filtre cu pori cu diametrul de 0.22 pm, Impreund sau fird o pompa
peristalticd. Substanta activd rezultatd ofera posibilitatea utilizarii acesteia in

produse biologice adresate atat industriei alimentare, cét si industriei farmaceutice.

In final, suspensiile microbiene lizate si nanostructurate pot fi folosite ca substanti
activa in suplimente alimentare sau medicamente sub forma de jeleuri/comprimate
gumate, spray-uri sau picaturi, sau dezvoltate In produse injectable (fiole) sau

aplicate pe piele (patch-uri, supozitoare sau creme).

Descrierea inventiei

Un prim obiect al inventiei constd intr-un procedeu de lizare a unei suspensii
microbiene, care poate fi de bacterii, levuri, fungi sau o combinatie a lor, in
prezenta de deoxicolat de sodiu, component al bilei de bou, recunoscut ca un agent
conventional eficient de liza. De preferat, este o solutie de deoxicolat de sodiu de
concentratie minim 0.5% péna la maxim 4% in apa sterild. Deoxicolatul de sodiu
un compus chimic bine definit si caracterizat, de preferat sub forma de pudra alba-
gdlbuie, de o puritate de peste 98% (determinatd prin dry matter method), CAS
302-95-4, masa moleculara de 414.55 g/mol, solubilitate de 1g/mL in apa (produs
30970-100G de la Sigma Aldrich). Suspensia microbiana lizatd este caracterizata
vizual prin imbunititirea claritatii solutiei, prin diminuarea semnificativd a

turbiditatii ca masurd a lizei corpilor bacterieni.

Al doilea obiect al inventiei constd intr-un procedeu de procesare a unei suspensii
mono- sau poli-microbiene, care poate fi de bacterii, levuri, fungi sau o combinatie
a lor, in vederea nanostructurdrii prin microfluidizare. De preferat, un
microfluidizator de tip M110EH30 sau orice alt echipament cu un principiu de

functionare echivalent, folosit la parametrii de presiune intre 1000 si 2000 bari,

%
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camera de geometrie Y, este folosit pentru nanostructurarea suspensiei microbiene.
Procesarea repetatd prin microfluidizare a suspensiei microbiene prin cresterea de
cicluri duce la obtinerea de suspensii nanostructurate cu particule de de dimensiuni

nanometrice diferite, dovedit prin analize DLS.

Al treilea obiect al inventiei constd in posibilitatea filtrarii sterile a suspensiei
microbiene lizate si nanostructurate, dupd minim 5 (cinci) cicluri. Suspensia
bacteriand obtinuta poate fi filtrata steril prin filtre cu pori de 0.22 um (filtru
Millipak 40), de preferat conectat la 0 pompa peristaltica; debit aprox. 110 mL/min
pentru a asigura un flux continuu. Suspensia microbiand lizatd nanostructuratd si
filtratda astfel obtinutd este stabila minim 12 zile, atunci cénd stabilitatea este

masuratd ca variatie a parametrului z-average.

Al patrulea obiect al inventiei consta in dezvoltarea si implementarea in acest
proces tehnologic a metodologiei de evaluare a efectului imunomodulator la
nivelul imunitatii innascute utilizdnd modele in vitro de culturi celulare. Pentru
aceasta suspensiille microbiene, inactivate termic, lizate cu deoxicolat de sodiu,
nanostructurate prin microfluidizare si filtrate au fost caracterizate fizico-chimic
prin DLS, AFM. Efectul imunomodulator este dovedit prin activarea cascadei de
semnalizare mediatd de receptori Toll-like (TLR2 si TLR4) si profilul citokinic

indus.

Al cincilea obiectiv al inventiei este folosirea suspensiei microbiene inactivate,
lizate si nanostructurate ca substanta activa in formularea de suplimente alimentare
sau medicamente sub forma de jeleuri/comprimate gumate, spray-uri sau picaturi,
sau dezvoltate in produse injectable sau aplicate pe piele (patch-uri, supozitoare

sau creme).

y
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Inventivitatea prezentului brevet constd In 1) identificarea si demonstrarea
deoxicolatului de sodiu ca agent eficient de lizd microbiana, acesta fiind un produs
bine definit si caracterizat, obtinut ca materie primd de la producatori autorizati,
comparativ cu bila de bou, un produs de origine animald, greu caracterizabil; 2)
posibilitatea filtrarii sterile a unei suspensii microbiene inactivate si lizate in urma
nanostructurdrii prin microfluidizare, 3) stabilitatea si sterilitatea suspensiei
microbiene lizate nanostructurate si filtrate, astfel incat suspensia obtinutd este
stabild minim 12 zile si nu necesita alte metode de sterilitate, cum ar fi sterilizarea
prin tratament UV, ceea ce oferd posibilitatea unor 4) formuléri sub forma de
jeleuri/comprimate gumate, spray-uri sau picaturi, sau produse injectable sau
aplicate pe piele (patch-uri, supozitoare sau creme) care folosesc suspensia
microbiand lizatd si nanostructuratd ca substantd activa, impreund sau fard alte
substante imuno stimulatoare. In plus, o metodi model a fost stabilitd pentru a

identifica rapid functionalitatea imunologica prin testare in vitro.
Avantajele inventiei
Avantajele prezentului brevet fata de stadiul actual includ:

- controlul procesului de lizd prin folosirea deoxicolatului de sodiu, disponibil
comercial, bine definit si caracterizat, care inlocuieste bila de bou, agent

recunoscut de lizd bacteriani;

- posibilitatea de sterilizare a suspensiilor microbiene, mono sau polivalente, prin

filtrare in urma procesului de nanostructurare prin microfluidizare,

- stabilitatea de minim 12 zile a suspensiei microbiene lizate nanostructurate si

filtrate;
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- obtinerea unei solutii polimicrobiene inactivate, lizate cu deoxicolat de sodiu si
nanostructurate care prezintd proprietdti imunostimulente si poate fi folositd ca
substanta activa, impreund sau fira alte substante imunistimulatoare, in diferite
tipuri de formuldri, precum jeleuri gumate, spray-uri sau picdturi sau formule

dedicate farmautice (fiole, patchiuri, supozitoare, etc);

- dezvoltarea unei metode model in vitro de evaluare rapida a functionalitatii

imunologice a suspensiilor microbiene.

Legendele figurilor

Figura 1 prezintd distributia de dimensiuni ale particulelor din solutiile de amestec
bacterian lizat, inainte si dupd nanostructurare, in dilutia 1/100 in solutie de clorura

de sodiu de 0.9%.

Figura 2 prezintd distributia de dimensiuni ale particulelor din solutiile de amestec

bacteriene lizat nanostructurat, filtrate steril si nefiltrate, la o dilutie de 1/100.

Figura 3 prezintd variatia parametrului z-average a solutiei de amestec bacterian
lizat nanostructurat si filtrat in functie de timp masurata prin tehnica DLS pe solutii
cu o dilutie de 1/100 in ser fiziologic. Valorile prezentate reprezintd media a 3
valori, fiecare valoare fiind obtinutd dupd 10 scandri. Linia Intreruptd reprezinta
valoarea z-average a suspensiei bacteriene lizate. Linia punctatd reprezintd

valoarea z-average a suspensiei bacteriene nanostructurate.

Figura 4 prezintd rezultatele obtinute pe celule transfectate TLR2 obtinute in cazul
suspensiilor bacteriene, in varianta lizat, lizat si nanostructurat, si lizat

nanostructurat si filtrat. Martorul negativ este constituit de celule nestimulate.

of
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Martorul pozitiv este constituit de stimularea 1ug/mlL. PAM3CSK4. Dilutiile testate
- 1/1000, 1/10000, 1/100000 in mediul de cultura.

Figura S prezinta rezultatele obtinute pe celule transfectate TLR4 obtinute in cazul
suspensiilor bacteriene, in varianta lizat, in varianta lizat si nanostructurat si in
varianta lizat nanostructurat si filtrat. Martorul negativ este constituit de celule
nestimulate. Martorul pozitiv este constituit de stimularea 1ug/ml. LPS. Dilutiile

testate - 1/1000, 1/10000, 1/100000 in mediul de cultura.

Figura 6 prezinta rezultatele obtinute pe celule transfectate TLR2 obtinute pe doud
compozitii diferite de jeleuri gumate (D9.2 si D11), unde substanta activa folositd a
fost o suspensie polimicrobiana inactivatd, lizatd si nanostructuratd, folosita fie ca
atare, nefiltratd (NUF), sau folosita in forma sterild, dupa filtrare (UF). Variante de
formulare expusa sau nu la sterilizare prin UV (+UV / - UV); M - Martor jeleuri
gumate preparate in absenta masei microbiene (D9.2.KTRL); probele martor
jeleuri gumate au fost stocate la frigider cel putin 1 luna; martorul negativ este
constituit de celule nestimulate; martorul pozitiv este constituit de stimularea
lug/mL. PAM3CSK4. Dilutiile testate 1/1000, 1/10000, 1/100000 in mediul de

cultura.

Figura 7 prezintd rezultatele obtinute pe celule transfectate TLR4 obtinute pe doua
compozitii diferite de jeleuri gumate (D9.2 si D11), unde substanta activa folosita a
fost o suspensie polimicrobiand inactivatd, lizatd si nanostructuratd, folositd fie ca
atare, nefiltratd (NUF), sau folosita in forma sterild, dupa filtrare (UF). Variante de
formulare expusd sau nu la sterilizare prin UV (+UV / - UV); M - Martor jeleuri
gumate preparate in absenta masei microbiene (D9.2.KTRL); probele martor

jeleuri gumate au fost stocate la frigider cel putin 1 lund; martorul negativ este

o
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constituit de celule nestimulate; martorul pozitiv este constituit de stimularea

lug/mL LPS. Dilutiile testate 1/1000, 1/10000, 1/100000 in mediul de cultura.

Exemple de realizare

Exemplu 1 - Procesul de nanostructurare a unei suspensii microbiene prin

microfluidizare

O suspensie bacteriand inactivata si lizatd, continadnd un amestec de bacterii gram
negative si gram pozitive a fost nanostructuratd folosind un microfluidizator de tip
M110EH30. Pe scurt, suspensii bacteriene monovalente incluzand Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pneumoniae, Branhamella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, 1a o concentratie de minim 10° germeni inactivati/mL per tulpina,
au fost supuse individual unei inactivéri termice (timp de 1 ord la 80 grade) si unui
proces de liza folosind o solutie apoasa de deoxicolat de sodiu (concentratie finala
de 0.5%, raport de 3:1 v/v suspensie bacteriand/solutie de lizd). Dupa 48 ore de liza
la 4 grade, suspensiile obtinute au fost amestecate in raport de 1/1 v/v pentru a
obtine un amestec polibacterian inactivat si lizat. Un volum de 600 mL din acest
amestec a fost mai intdi ultrasonat pentru 5 min si apoi supus unui proces de
nanostructurare prin trecerea multipla (cicluri multiple) prin microfluidizator la o
presiune intre 1000 si 2000 bari. Suspensiile obtinute dupa fiecare ciclu de
procesare au fost caracterizate prin analize de spectrofotometrie la lungime de unda
fixa, 600 nm, masuratori la analizatorul de particule (dynamic light scattering,
DLS) si analize de miscroscopie de forta atomica (atomic force microscopy, AFM,

datele nu sunt aratate).
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Rezultatele obtinute sunt rezumate in Tabelul 1 si Figura 1. O nanostructurare a

suspensiilor poate fi observata dupa al 5-lea ciclu de procesare.

Tabel 1. Valorile densitétii optice (DO) masurate cu minispectrofotometru, la

lungimea de unda de 600 nm

Nr. crt. Proba analizata DO

1 Amestec polibacterian lizat (dupa ultrasonare) 0.64

2 | Amestec polibacterian lizat, dupd microfluidizare - Ciclu 1/0.26'

3 Amestec polibacterian lizat, dupa microfluidizare - Ciclu 2 0.18

4 Amestec polibacterian lizat, dupd microfluidizare - Ciclu 3 0.14

5 Amestec polibacterian lizat, dupa microfluidizare - Ciclu 4 0.12

6 | Amestec polibacterian lizat, dupa microfluidizare - Ciclu 5/ 0.11

7 Amestec polibacterian lizat, dupa microfluidizare - Ciclu 6 0.10

i

8 Amestec polibacterian lizat, dupd microfluidizare - Ciclu 7 0.10

Exemplu 2 — Procesul de filtrare sterili a unei suspensii microbiene

nanostructurate

O suspensie polibacteriana inactivatd, lizatd si nanostructuratd obtinuta similara cu
cea descrisd la Exemplul 1, a fost ulterior filtratd printr-un filtru cu pori cu un
diametru de 0.22 pum, mai exact print-un filtru de tip Millipak 40 conectat la o

pompa peristaltica, pentru a steriliza prin filtrare suspensia nanostructurata.

og
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Dupéd cum se poate vedea in Figura 2, populatiile de particule de dimensiuni mai
mari au fost indepartate prin filtrare, amestecul filtrat final fiind sterilizat. Aceasta
din urma a fost confirmata si prin reducerea concentratiei de endotoxind masurata

prin metoda LAL (vezi Tabelul 2).

Tabel 2. Concentratia de endotoxina masuratd pentru o suspensie polibacteriand

inactivatd, lizatd si nanostructurata inainte si dupa sterilizarea prin filtrare

%

Nr. Concentratia de
Nume proba
crt. endotoxina, UE/mL
1 Suspensie polibacteriand inainte de filtrare 2600
2 Suspensie polibacteriand dupa filtrare 2000

Exemplu 3. Procesul de obtinere a jeleurilor gumate

Jeleuri gumate au fost obtinute prin amestecarea a 9 parti substantd activa, cu 10
parti gelatind, 1 parte glicerol, 2 parti sorbitol, 2 parti fructoza, 1,3 parti citrat de
sodiu, si 17.5 parti apa distilatd, cu sau fara un aport de vitamine cum ar fi acid
ascorbic ca substantd activd. Substanta activd a fost sub formd de suspensie

inactivatd, lizatd si nanostructurata similard cu cea folositd la Exemplul 2.

Pentru a obtine jeleuri gumate, mai Intdi au fost addugati pe rand excipientii
precum glicerol, fructoza, sorbitolul si citrat de sodiu in recipientul incalzit la 40-
45 °C in care a fost pusa anterior cantitatea de apd distilatd prestabilitd. Dupa
dizolvare, a fost addugatd treptat cantitatea de gelatind corespunzitoare, iar
amestecul a fost ldsat la agitare, de preferat la o vitezd de 100-150 rpm, péna la
dizolvarea completa a intregii cantitati de gelatind. Apoi, a fost addugatd substanta

activd preparatd precum este descris mai sus. Dupd 30 min de omogenizare,
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temperatura reactiei a fost scdzutd la maxim 40 °C, iar o cantitate predefinita de
acid ascorbic sau vitamina C a fost adaugata. Amestecul obtinut a fost lasat 10 min
sub agitare si apoi ultrasonat timp de 5 min in baie de ultrasonare la termperatura
de maxim 40 °C. Pasul de ultrasonarea a fost aplicat pentru a indeparta bulele de
aer din compozitie. In final, jeleuri gumate au fost obtinute prin turnarea
amestecului obtinut in forme de silicon si depozitarea acestora la 2-8 grade pentru

minim 4 ore.

Tehnologia brevetatd va face parte din fluxul tehnologic al produsului Polidin Oro
Forte cu vitamina C, supliment alimentar sub forma de jeleuri gumate masticabile

in forma de ursuleti.

Exemplu 4 - Obtinerea de solutii pentru spray-uri sau picaturi

Solutii pentru spray-uri nazale sau bucale sau picari au fost preparate prin
amestecarea unei parti de amestec polibacterian inactivat, lizat si nanostructurat
similar cu cel descris la Exemplul 2, cu 99 parti de solutie apoasd de clorura de
sodiu 0,9%. La final, au fost adaugate 0,02 parti de arome de origine vegetala,

precum esentd de mentol, eucalipt, menta, pin, etc.

Exemplu 5 - Metodologie de evaluare a efectului imunomodulator la nivelul
imunititii inndscute utilizind modele in vitro de culturi celulare:

determinarea secretiei de citokine, activarea receptorilor Toll-like (TLR).

Pentru evaluarea efectului biologic au fost folosite celulele HEK-Blue ™ -hTLR2

respectiv 4 care au fost obtinute prin co-transfectia genelor umane TLR2 sau TLR4

=z
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si a genei reporter SEAP (fosfatazd alcalina embrionara secretatd) in celule
HEK?293. Gena SEAP a fost plasatd sub controlul promotorului minim IFN-P
fuzionat cu NF-xB si AP-1, iar gene pentru co-receptori cum ar fi CD14 au fost

transfectate in aceste celule pentru a spori raspunsul celular.

Principiu general pe care se bazeazd metoda de evaluare a efectului
imunomodulator la nivelul imunitétii inndscute dezvoltat si prezentat in aceastd
inventive, presupune faptul cd stimularea cu un ligand TLR2 sau TLR4 activeaza
NF-xB si AP-1 si induce productia de SEAP, aceastd productie fiind detectabila

prin metode colorimetrice si astfel cantificabila.

In experimentele noastre celule HEK-Blue ™ -hTLR2 respectiv 4 au fost stimulate
24 h la 37 °C, iar activarea NFkB a fost investigata utilizand mediul QuantiBlue.
Drept control negativ pentru celulele HEK-Blue™-hTLR2 / HEK-Blue™ hTLR4
au fost utilizate celule parentale HEK-Blue™ care nu exprima TLR2 (Nulll)
respectiv TLR4 (Null2) dar care pot secreta SEAP ca urmare a activarii NF-kB.
Stimularea acestor celule cu suspensia microbiana nu a indus activarea NF-kB ceea

ce demonstreaza ca in modelul elaborat efectul imunomodulator este mediat via

TLR2/TLRA4.
Astfel, metodologia propusa a fost folositd pentru a evalua urmétoarele:

- efectul procesului de nanostructurare dupd fiecare ciclu de trecere prin

microfluidizator, folosind suspensii preparate precum este descris in Exemplul 1;

- eficienta sterilizdrii prin filtrare a solutiilor nanostructurate obtinute dupa 4, 5, 6
si respectiv 7 cicluri, folosind suspensii preparate precum este descris in Exemplul

2, si folosirea acestora ca substanta activi;

-
/
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- efectul imunomodulator al unor jeleuri gumate preparate precum este descris in
Exemplul 3, folosind substanta activa sub forma de suspensie microbiana lizata si

nanostructurati;

- eficienta sterilizarii substantei active sub forma de suspensie microbiana lizata si
nanostructuratd folositd in prepararea de jeleuri gumate si necesitatea unei

sterilizari aditionale pe baza de UV;

- efectul diluarii amestecului polibacterian lizat nanostructurat in vederea obtinerii
unor solutii pentru spray-uri sau picaturi, folosind suspensii preparate precum este

descris in Exemplul 4, dar in absenta aromelor vegetale.

Rezultatele experimentale referitoare la efectul procesului de nanostructurare dupa
trecerea prin microfluidizator, impreuna cu rezultatele experimentale referitoare la
eficienta sterilizarii prin filtrare a solutiilor nanostructurate si folosirea acestora ca

substanta activa, sunt redate in Figura 4 si Figura 5.

Rezultatele experimentale referitoare la efectul diluarii amestecului polibacterian
lizat nanostructurat in vederea obtinerii unor solutii pentru spray-uri sau picéturi,
sunt redate prin dilutia folositd de 1/1000, 1/10 000 si 1/ 100 000 pentru toate
probele prezentate in Figura 4 si Figura 5. in urma dilutiei a fost pastrat efectul
imunomodulator pand la un anumit nivel, in cazul de fata, pani la o dilutie de
1/100 000 daci se incepe de la o suspensie cu o concentratie de 10’ germeni

inactivati/mL.

Rezultatele experimentale referitoare la efectul imunomodulator a doud compozitii
diferite de jeleuri gumate (D9.2 si D11), unde substanta activa folosita a fost o

suspensie polimicrobiand inactivatd, lizatd si nanostructuratd, folositd fie ca atare,



10

RO 135870 A0
15

nefiltratd (NUF), sau folositd In forma sterild, dupd filtrare (UF) sunt redate in

Figura 6 si Figura 7.

Rezultatele experimentale referitoare la eficienta sterilizérii substantei active sub
form& de suspensie microbiand lizatd si nanostructuratd folositd in prepararea de
jeleuri gumate, fie prin sterilizare prin filtrare sau prin sterilizare aditionald prin

tratament UV (+UV versus —UV) sunt redate in Figura 6 si Figura 7.

In general, toate probele evaluate induc efecte imunomodulatoare, aritind o
stimulare a receptorilor TRL2 si TRL 4. Din datele obtinute se dovedeste inca o
datd eficienta sterilittii prin filtrare. Nu au fost observate imbunétatiri

semnificative dupa aplicarea unei pas aditional de sterilizare prin tratament UV.

a



10

15

20

RO 135870 A0
16

Revendicari

1) Noi procedee de formulare si obtinere a unor produse imunomodulatoare
obtinute prin asocierea unor lizate microbiene, alcatuite din bacterii, levuri, fungi
si/sau o combinatie a lor, fard adaos de conservanti, cu sau fard arome de origine
vegetala, vitamine sau alte substante cu efect potentiantor sau modulator care isi

pastreaza proprietatilor functionale in urma sterilizarii prin filtrare.

2) Definirea deoxicolatului de sodiu ca agent de liza, folosit in solutii apoase de
concentratii intre 0.5% si 4% w/v, pentru suspensiile microbiene, care pot fi

bacterii, levuri, fungi sau o combinatie a lor.

3) Folosirea deoxicolatului de sodiu ca agent de lizd pentru o suspensie microbiana
monovalentd sau polivalentd, care pot fi bacterii, levuri, fungi sau o combinatie a

lor, cu o concentratie minima de 10° germeni/mL si maxima de 10'? germeni/mL.

4) Procesarea prin microfluidizare a unei suspensii microbiene lizate cum este
definitd in revendicarile 2 si 3 si nanostructurarea suspensiei dupa cel putin 5

cicluri.

5) Sterilizarea prin filtrare a unei suspensii nanostructurate cum este definit in

revendicarea 4, folosind filtre cu pori cu diametrul de 0.22 pm.

6) Stabilitatea in timp a suspensiei nanostructurate obtinute la revendicarea 5

pentru cel putin 12 zile.

7) Lipsa necesitdtii unui pas aditional de sterilizare prin tratament UV sau alte
metode de sterilizare In sterilizarii prin filtrare descrisd la revendicarea 5 pentru o

suspensie nanstructurata microbiana.

Go
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8) Obtinerea de substantd activa alcétuitd din suspensii microbiene procesate
folosind pasii tehnologii deschisi la revendicdrile 2, 3, 4 si 5, care isi pastreaza

efectul imunomodulator.

9) Obtinerea de substantd activd alcétuitd din suspensii microbiene definite cum
este in revendicarea 6 care poate fi folosita ca substanti activa in produse biologice

adresate atat industriei alimentare cét si industriei farmaceutice.

10) Aplicarea unei metodologii de evaluare a efectului imunomodulator la nivelul
imunitatii inndscute folosind modele in vitro de culturi celulare unde este
investigata activarea cascadei de semnalizare mediatd de receptori Toll-like (TLR2

si TLR4) si profilul citokinic indus.

11) Dezvoltarea si optimizarea unor formulari de tip jeleuri/comprimate gumate,
spray-uri si picdturi sau produse injectable sau aplicate pe piele (patch-uri,
supozitoare sau creme) care contin suspensii microbiene nanostructurate ca
substanta activa, pentru intdrirea imunitatii, farad adaos de conservanti, cu sau fara
arome de origine vegetald, vitamine sau alte substante cu efect potentiantor sau

modulator.

57
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