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Inventia se referala un procedeu pentru obtinerea solutiilor coloidale de atelocolagen
hipeimunogen de inalta puritate, caracterizate prin aceea ca prezintd concentratii ridicate de
unitati triplu-helicale, cvasi-native si minimal denaturate, precum si o polidispersitate redusa
a caracteristicilor structurale si de reactivitate ale formelor colagenice pe care le contin.
Respectivele solutii sunt destinate aplicatiilor din ingineria tisulara, culturii celulare, obtinerii
substraturilor si structurilor utile in refacerea tisulara ghidata, tratarii ranilor extinse si a
arsurilor, realizarii mediilor elective de biosinteza, obtinerii biomaterialelor cu componenta
scleroproteica, obtinerii vehiculantilor pentru specii farmaceutice, de interes biochimic si/sau
a factorilor de modulare a activitatii celulare in tesuturi vii ori in substraturi artificiale, obtinerii
vectorilorin terapia genetica si/sau in producerea anticorpilor, precum i realizérii surogatelor
si substituentilor matricei extracelulare, prin conjugare cu alti compusi macromoleculari
naturali, ori cu (co)polimeri de sinteza. Toate clasele de aplicatii citate impun utilizarea de
forme colagenice cu edificii moleculare ¢at mai apropiate de starea nativa, dar lipsite de
capacitatea de a induce reactii imunologice sau xenc-genice semnificative. Speciile triplu-
helicale, obtinute conform procedeului ce face obiectul prezenteiinventii, indeplinesc aceste
conditii.

Dintre cele 28 de tipuri de colagen a caror existenta a fost demonstrata pana in anul
2006 (Khoshonoodi J., Cartailler J. P., Alvares K., Veis A, Hudson B. G., Journal of
Bioiogical Chemistry, 281 (50}, 2008, p. 38117-38121), doar circa o patrime si-au gasit
aplicatii practice, mai ales datorita dificultatilor legate de izolarea lor in stare nealterata fizico-
chimic (Ratner B. D., Hoffman A. S., Schoen F. J., Lemons J. E. (editors), Biomaterials
Science. An Introduction to Materials in Medicine, 1996, Academic Press, New York, cap.
2.7). Din literatura de specialitate si din cea de brevete, este cunoscut faptul ca forme
colagenice fibrilare apte utilizarii in sfera biomedicald (in special apartinand tipurilor I, 1l §i
[ll) se pot obtine prin clivarea si/sau detagarea acestora din matricea extracelulara a
organelor alcatuite predominant din tesuturi conjunctive (piele, tendon, cartilaj, cornee si
sclerotica, os etc.) (Liu S. Q. - Bioregenerative Engineening: Principles and Applications,
2007, Wiley Interscience, Hoboken, New Jersey, cap. 4 i 24).

Clivarea unitatilor colagenice triplu-helicale se realizeaza prin extractie in solutii de
electroliti slabi (acizi si saruri), obtinandu-se, cu randamente deosebit de reduse, forme
native ale scleroproteinei (numite generic, in cazul speciilor fibrilare, macrecmolecule de
tropocolagen), ori forme renaturabile prin procese fizico-chimice, care reformeaza
macromolecule triplu-helicale, sau care contin domenil triplu-helicale net evidentiabile.
Tehnica clivarii este Tnsa fezabila doar la nivel de laborator, ori la scard micropilot, oferind
cantitdti reduse de tropocolagen din tipurile I, 11, 1ll, V si Xl, ce sunt ufilizate drept etalon
analitic sau pentru studii asupra conformatiei spatiale gi reactivitétii formelor colagenice
fibrilare, dat fiind faptul ca solutiile rezultate prezinta o polidispersitate suficient de redusa
$i o reactivitate foarte apropiatd de cea pe care colagenul fibrilar nativ 0 exprima in vivo.
Majoritatea tipurilor de colagen nefibrilar (de asociere fibrilara - tipurile IX, XII, XIV, XV, XIX,
XX, de ancorare - in special tipul VIl, membranare - in special tipul IV, transmembranare -
tipurile XIII si XV11, de multiplexare - tipurile XV, XVI, XVIII, microfibrilare - tipul VI, retelare -
tipurile VI si X) se obtin, si ele, in stare nativa, prin tehnici de clivare/extractie protejata, fiind
destinate mai ales studiilor stiintifice i nu aplicatiilor practice.

Cantitati de forme colagenice suficiente, pentru a putea fi avute in vedere in aplicatji
practice, se obtin doar pe calea detasarii din structurile fibrilare ale matricei extracelulare,
prin tehnici echivalente solubilizarii hidrolitice, mediata de specii chimice cu actiune energica
(electroliti, agenti liotropi si agenti chaotropi), sau de specii enzimatice. Principala deficienta
a tehnicii solubilizarii hidrolitice, imposibil de ocolit chiar si in cazul tratamentelor exclusiv
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enzimatice, constd in variabilitatea larga a caracteristicilor formelor colagenice rezultate,
concretizata mai ales intr-o mare polidispersitate la nivelul structurii tertiare, care genereaza
importante diferente de spatialitate si masé moleculara, dar si la nivelul structurii catenelor
aminoacidice laterale, soldatd cu diferente de reactivitate, comparativ cu scleroproteina
nativa.

Atunci cand isi mentin spatialitatea triplu-helicala, formele colagenice rezultate in
urma solubilizarii hidrolitice poarta denumirea generica de atelocolagen, dat fiind faptul ca
portiunile terminale, nehelicale, ale macromoleculei de tropocolagen, denumite telopeptide,
au fost scindate hidrolitic, aceasta fiind singura modalitate prin care unitatile triplu-helicale
pot fi detasate din agregatele fibrilare. In plus, mai ales in cazul solubilizérii pomind de la
tesuturi mature, 0 serie de punti de reticulare, ce stabilizeaza structura cuaternara a
colagenului fibrilar, au fost si ele scindate hidralitic. Din acest punct de vedere, solubilizarea
hidrolitica a colagenului fibrilar, pornind de |a tesuturi mature, poate fi consideratd ca fiind un
praces de dereticulare. Formele colagenice rezultate prin solubilizare hidrolitica protejata
(fara interventia temperaturii si presiunii ridicate, a pH-urilor extreme, ori a concentratiilor
mari de agenti liotropi), care isi pastreaza in mare masuraintegritatea lanturilor polipeptidice,
dar care au pierdut structura triplu-helicald, poartad denumirea generica de eucolagen. Ele
pot fi considerate gelatine cu mase moleculare ridicate, deoarece confera viscozitate ridicata
solutiilor i, in plus, pot forma spontan hidrogeluri atunci c&nd depasesc o concentratie limita
(mai mica in comparatie cu gelatinele clasice, din tipurile A si B).

Practic toate solutiile de atelocolagen sunt impurificate, in masura variabil3, dar
ridicatd, cueucolagen. Alaturi de fractia eucolagenicd, in solutiile coloidale obtinute prin solu-
bilizare hidrolitica, se regasesc si fragmente peptidice cu diverse mase moleculare, inclusiv
tronsoanele telopeptidice scindate. Separarea avansata a speciilor atelocolagenice triplu-
helicale, cvasi-native, de speciile divers alterate de eucolagen si de peptidele prezente in
solutie, se poate realiza prin tehnici de fractionare a amestecurilor complexe, intre care:
precipitarea fractionatd, separarea cromatograficé preparativa, atacul enzimatic nespecific
al formelor denaturate (Walker J. M. (editor), The Protecmics Protocols Handbook, 2005,
Humana Press Inc., Totowa - New Jersey, cap. 11, Walker J. M. (editor), The Profein
Protocols Handbook, Second Edition, 2002, Humana Press Inc., Totowa - New-Jersey, cap.
82). De regula, in urma aplicarii tehnicilor de fractionare citate, rezultd solutii diluate, cu
volum ridicat, dificil de postprocesat si/sau de stocat. De aceea, fractiile cvasi-native sunt
supuse, imediat dupa separare, unor operatii de concentrare specifice speciilor proteice,
care nu le altereaza structural, compozitional si din punctul de vedere al reactivitétii. Intre
operatiile aplicabile volumelor mari de solutii atelocolagenice se citeazé: ultrafiltrarea,
diafiltrarea, filtrarea prin curgere tangentiala, centrifugarea in prezenta gradientilor unor
specii precipitante (Desai M. A. (editor), Downstream Processing of Proteins. Methods and
Protocols, 2000, Humana Press Inc., Totowa, New Jersey, cap. 1, 3, 4, 5, 6). Desi separarea
prin simpld precipitare este mai economicad, ea nu asigura selectivitatea necesarg, chiar i
atunci cand se repeta in conditii diferite (la temperaturi, pH-uri, tarii ionice, compozitii diferite
ale agentilor de precipitare).

Atunci cand macromoleculelor de atelocolagen i s-au indepartat integral (sau
suficient de ,adanc") telopeptidele, iar aceste catene polipeptidice nehelicale au fost eficient
si complet inlaturate din solutji, se obtin forme de atelocolagen hipoimunogen. Dacé solutiile
acestor specii hipoimunogene urmeaza a fi utilizate in aplicatii grefabile la om, se impune si
indepartarea avansata a glicoproteinelor si glicoz-amino-glicanilor, ce pot conduce la reactii
inflamatorii ori alergice. Aceste specii polizaharidice sau cu continut de polizaharide se
indeparteaza prin hidroliza controlata, alcaling sau enzimatica.
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Seria brevetelor ce au drept obiect obtinerea formelor colagenice si atelocolagenice
gste relativ extinsa, abordand in special metode de inducere a solubilizarii hidrolitice pe cale
chimicd (US 4592864/1986; US 4983721/1991) si enzimatica (US 5316942/1994,
EP 1270672/2003), ori mixta (spre exemplificare s-au selectat doar patru din multitudinea
de brevete semnificative). Tehnicile brevetate pana in acest moment reusesc eliminarea
avansata afractiilor peptidice si a celor eucolagenice (US 4294241/1981, US 6548077/2003,
KR 2002-0029859). Ele nu asigura insa certitudinea separérii gi retinerii speciilor triplu-
helicale, ci oferd doar amestecuri ale acestora cu lanturi polipeptidice detasate, integral sau
partial, din agregarea supramoleculara specifica starii native a colagenului. Acestea din urma
pot reforma cu dificultate, prin renaturare, structuri triplu-helicale, dar probabilitatea
succesului acestui proces este redusa.

Certificarea starii native a colagenului extras ori solubilizat hidrolitic pornind de la
surse tisulare mature este dificil de realizat i poate fi afectatd de erori semnificative, datorate
imposibilitatii standardizarii respectivelortehnici analitice. Pana la ora actuald, exista trei cai
de stabilire a continutului procentual de unitati triplu-helicale in solutiile coloidale, respectiv
(i) prin tehnica dicroismului circular in ultravioletul indepartat, asociata sau nu cu alte tehnici
spectrometrice (Shcheslavskiy V. ., Petrov G. |, Yakolev V. V., Chemical Physics Letters,
402, 2005, p. 170-174.), (iiy determinarea raportului intre continutul total de hidroxiprolina din
solutie si continutul aceluiasi aminoacid in solutiile tratate agresiv cu enzime nespecifice
(EP 1312383/2003) si (iiiy asocierea selectiva a colorantilor directi cu structurile triplu-helicale
intacte si cvasi-intacte (metoda Hofman, ce utilizeaza Sirius Red F3BA) (Marotta M., Martino
G., Analytical Biochemistry, 150 (1), 1985, p. 86-90) (cu exemplificarea utilizarii in
WO 01/38396/2001). Aceste tehnici sunt insa fie destinate exclusiv studiilor stiintifice
(metoda (i), fie prea costisitoare si, din acest motiv, acceptabile doar in aplicatiile la nivel de
laborator (metoda (ii)), fie sunt intens si negativ afectate de prezenta speciilor de
atelocolagen denaturate (metoda (jii)).

Problema pe care o rezolva inventia este legata de separarea cantitativa a formelor
colagenice triplu-helicale cvasi-native, apartinénd tipurilor |, Il si Ill, prezente in solutiile
coloidale obtinute prin solubilizare hidroliticd, pornind de la surse tisulare de colagen, cu
eliminarea avansata a formelor colagenice denaturate, ori a caror structurd tertiara a fost
afectatd partial. Astfel, prezenta inventie solutioneazd problema separarii avansate a
formelor triplu-helicale din solutiile de atelocolagen hipoimunogen, asigurand obtinerea de
solutii coloidale de inalta puritate, libere de structuri tertiare partial denaturate si de lanturi
polipeptidice independente.

Procedeul pentru obtinerea solutjilor coloidale de atelocolagen hipocimunogen de
inalta puritate, conform inventiei, include:

- izolarea gi preprocesarea unei surse tisulare de colagen,

- solubilizarea hidrolitica a colagenului din sursa tisulara in prezenta unei enzime
proteolitice sau a unui agent slab liotrop,

- purificarea solutiei coloidale obtinute prin solubilizarea hidrolitica,

- conferirea caracterului hipoimunogen prin tratarea cu papaing a solutiilor
atelocolagenice rezultate in urma purificarii,

- ultrapurificarea solutiilor coloidale atelocolagenice hipoimunogene utilizand pronaza,
in prezenta unor agenti cosmotropi s$i @ unor amestecuri ternare ce contin agenti de
aglomerare macromoleculara,

- conditionarea finala a solutiilor de atelocolagen hipoimunogen ultrapurificate prin
diafiltrare contra unor solutii ce contin agenti cosmotropi, inhibitori enzimatici $i antibiotice,
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- conservarea i stocarea solutiilor coloidale obtinute in vase sterile inchise ermetic,
incluse la randul lor in pungi din polietilena in care se introduce o solutie alcoolica a unui
agent antifungic, pungi ce se inchid apoi sub vid.

in principiu, procedeul pentru obtinerea solutiilor coloidale de atelocolagen
hipoimunogen de inaltd puritate, procedeu care face obiectul prezentei inventii, implica
parcurgerea urmatoarelor etape (acolo unde nu se specifica in mod expres, operatiile se
efectueaza la temperatura ambientald, care nu va depési insa plaja 15 + 25°C):

i. - prelevarea sursei tisulare de colagen matur, pornind de la organe sau structuri
anatomice cu continut ridicat de scleroproteine; aceasta etapa include curdtarea fizica si
chimica a suprafetelor, sectionarea primara, si spalarea cu solutii saline;

ii. - formarea de loturi cu mase egale, de circa 0,3 + 1 kg, care vor parcurge apoi in
paralel operatiile de solubilizare hidrolitica, purificare si ultrapurificare;

iii. - tratarea loturilor cu agenti de sterilizare generala, n vederea stoparii activitatii
microorganismelor prezente in esantioanele de tesut; se utilizeaza antibiotice si/sau azida
de sodiu;

iv. - maruntirea tesutului si defibrarea flzico-mecanica a acestuia; esantioanele de
tesut se congeleaza inaintea maruntirii/defibrérii, iar in cursul acestei operatii se adaugé
bucati de gheat3;

v. -indepartarea preliminara a componentelor necolagenice solubile Tn solutii saline,
prin suspendarea tesutului maruntit, de cel putin trei ori, in solutie apoasa a unui amestec
3+9% NaCl si 2 = 5% Na,SO,, la final aplicandu-se o spalare abundenta cu apa deionizata;

vi. - inhibarea activitétii autolitice a enzimelor proprii tesutului, prin dozarea de
inhibitori enzimatici generali; aceasta etapa este optionala, fiind recomandata mai ales in
cazul tesuturilor cu populatie celulara insemnata numeric;

vii. - delipidarea structurilor tisulare defibrate mecanic, utilizand solutii de n-propanol;
acesta induce i un efect de dezinfectie suplimentara;

viii. - afanarea structurilor tisulare defibrate mecanic, utilizénd solutii de perhidrol;

ix. - indepdrtarea avansata a excesului de perhidrol, prin centrifugare gi spalarea
repetatd, eventual in centrifugd, a structurilor tisulare defibrate mecanic;

x. - conditionarea structurilor tisulare in vederea solubilizarii hidrolitice; aceasta etapa
se conduce diferentiat, in functie de agentul de solubilizare; astfel, daca solubilizarea se va
realiza enzimatic utiliz&nd pepsina (cea mai ieftina dintre enzimele proteolitice nespecifice),
conditionarea consta in conferirea unei umflari acide limitate; daca solubilizarea se varealiza
utilizadnd acid acetic, conditionarea implica inducerea unei umfiari alcaline controlate,
utiliz&dnd baze energice, urmaté de neutralizarea excesului de alcalii i spalarea cu solutii
slab acide; in vederea solubiliz&rii cu alte enzime decat pepsina, conditionarea prevede
labilizarea avansata a structurilor colagenice utilizand clorhidrat de etilen-diamina, la pH slab
alcalin (8,2 + 9,5), continuata cu corectia pH-ului la valoarea optima pentru atacul enzimatic;

Xi. - aplicarea solubilizarii hidrelitice, in oricare dintre variantele ce utilizeaza enzime,
cum ar fi pepsina, tripsina ori papaina, sau un agent slab liotrop, ioncgen, asa cum este
acidul acetic; la finalul acestei etape se cbtine solutia bruta de atelocolagen; operatia se
efectueaza in conditii de termostatare la 2 + 10°C;

xil. - separarea avansaté a debriurilor tisulare, prin demicrofibrilare repetata sifiltirarea
solutiei coloidale obtinute; operatia se efectueaza la temperaturi de 10 + 15°C;

Xiii. - precipitarea fractionata preliminara a varietatilor de atelocolagen solubilizat,
utilizénd concentratii bine precizate, crescande, de NaCl; se aplica cinci precipitéri distincte,
diferentiate prin adaosul de NaCl si prin valoarea pH-ului de lucru; (i) mai intéi cu 0,7 M
NaCl, la pH 2,5, in vederea indepartarii telopeptidelor si a fractiilor polipeptidice hidrolizate
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ori necolagenice; (i) apoi cu 1,2 M NaCl, la pH 2,5, pentru separarea fractiilor de colagen [V
si V, reduse ca si participatie in solutie, dar care incomodeaza in operatiile de purificare
ulterioare; (i) se continua cu 1,76 M NaCl, la pH 7,5, pentru colectarea fractiei de
atelocolagen ll; (iv) apoi cu 2,4 M NaCl, la pH 7,5, pentru colectarea fractiei de atelocolagen
I, (v) seincheie cu 4,5 M NaCl, la pH 7,5, pentru colectarea fractiei de atelocolagen II; dupa
fiecare precipitare se realizeaza centrifugdri in vederea recuperdrii fractiilor separate, iar
cresterea concentratiei de NaCl si eventualele corecti de pH se aplica, succesiv,
supernatantului; fractia dominanta masic depinde de tesutul de la care s-a pornit; de regula
se colecteaza fractia de atelocolagen |, cea mai abundenta; toate operatiile se realizeaza in
conditii de termostatare la 4 + 6°C;

xiv. - eliminarea continutului de proteoglicani si glicoz-amino-glicani eventual prezent
in solutia atelocolagenica obtinuté pornind de la cartilaje; se realizeaza prin tratarea formelor
colagenice cu o solutie concentrata de guaniding, in care s-a dozat o sare anti-chaotropg;

xv. - sterilizarea chimica energica si hidroliza eventualelor urme de prioni i toxine
bacteriene, se realizeaza prin tratament cu solutii puternic aicaline, capabile s& hidrolizeze
la rece (4 = 6°C) speciile chimice potertial toxice si/sau patogene;

xvi. - conditionarea solutiei de atelocolagen in vederea ultrapurificarii vizeaza
asigurarea conditiilor optime enzimelor cu actiune hidrolitica extinsa asupra telopeptidelor;
se realizeaza dozand activatori enzimatici specifici, agenti anti-chaotropi i specii puternic
bactericide;

xvii. - gjustarea finald uniform& a portiunilor terminale nehelicale prezente incé in
macromoleculele de atelocolagen hipoimunogen, se realizeaza prin tratament enzimatic cu
papaina, care este capabila sa elimine in intregime tronsoanele telopeptidice care contin
aminoacidul tirozina, ceea ce asigura caracterul hipoimunogen solutiei de atelocolagen;
portiunile scindate de catre papaind contin insa si puntile covalente de intra-reticulare, ce
stabilizeaza triplul helix (Sato K., Ebihara T., Adachi E., Kawashima S., Hattori S., The
Journal of Biological Chemistry, 275 (33), 2000, p. 25870-25875); in plus, papaina prezinta
o activitate proteoliticd remarcabila chiar si la temperaturi coborate (Stockell A, SmithE. L.,
Journal of Biological Chemistry, 227 (1), 1957, p. 1-26; Gul S., Mellor G. W., Thomas E. W.,
Brocklehurst K., Biochemical Journal, 396, 2006, p. 12-21; |kada Y., Tissue Engineering.
Fundamentate and Applications, 2006, Elsevier Ltd., London, cap. 1.2.1), conditie impusa
de faptul c& macromoleculele de atelocolagen hipoimunogen isi pierd integritatea structurala
(starea cvasi-nativa de triplu-helix) atunci cand temperatura mediului apos creste peste 10+
12°C, in absenta cosmotrapilor si/sau a agentilor macromoleculari de ,aglomerare”; la finalul
acestei etape se obtine solutia brutd de atelocolagen hipoimunogen; conferirea caracterului
hipoimunogen al solutiei de atelocolagen utiliz&nd papaind se realizeaza dupa o conditionare
chimica cu cel putin un agent cosmotrop, care poate fi un compus selectat dintre sarurile
anorganice neutre prezente in seria Hofmeister, compusii organici neionizabili, cu mase
moleculare mici si medii i saruri ale acestora din urma cu contraioni anorganici din seria
Hofmeister, si cu cel putin un agent de aglomerare macromoleculara, care poate fi un
compus selectat dintre speciile macromoleculare inalt solubile, dar neionogene, capabile sa
stabilizeze proteinele in starea lor nativa, de tipul polietilenglicolilor $i polizaharidelor,
acestea din urma in stare naturald sau modificate chimic.

xviii. - eliminarea fractiilor peptidice scindate, realizatd prin diafiltrare utilizand
membrane cu limita de trecere de 100 kDa (100.000 MWCO/NMWL); pe parcursul filtrarii,
volumul solutiei de atelocolagen hipoimunogen se mentine constant adaugand tampon
TRIS/TRIS-clorhidrat cu pH-ul 7,3 = 7,5, preparat utilizand apa deionizata si liberd de
pirogeni (racitd la 10°C); in solutia tampon se dozeaza 50 mM/I CaHPQ, - 2H,0 si 0,01%
azida de sodiu, sau un alt antimicrobian;
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xix. - rafinarea enzimaticd a formelor atelocolagenice hipoimunogene vizeazd
degradarea controlata a fractiilor denaturate, a caror structura triplu-helicala a fost afectata
chiar si doar partial; se realizeaza utilizand produsul Pronase® (un amestec de circa zece
enzime proteolitice extrase din culturi de Streptomyces griseus, cu ¢ foarte larga
specificitate, capabile sa induca degradari hidrolitice avansate ori chiar totale portiunilor de
catend neimplicate in structuri spatial regulate, stabilizate cel putin prin punti de hidrogen
(Walker J. M. (editor), The Protein Protocols Handbook, Second Edition, 2002, Humana
Press Inc., Totowa - New Jersey, cap. 82)); acest tratament enzimatic deosebit de energic
poate conduce la atacuri hidrolitice haotice asupra triplului helix, diminuand sever randa-
mentul procesului de ultrapurificare a solutiilor de atelocolagen hipoimunogen; pentru
controlul strict al actiunii pronazei se impune lucrul in medii apoase ,aglomerate” si in
prezenta unor agenti cosmotropi eficienti; agentii de ,aglomerare” (crowding agents) ufilizati
in prezenta inventie sunt polietilenglicolii (PEG) si amestecurile de polietilenglicoli cu diverse
mase moleculare; se prefera amestecuri ternare de polietilenglicoli cu mase moleculare mici,
medii si mari, in proportii variabile, dar favorabile polietilenglicolilor cu mase moleculare
medii; ca agenti cosmotropi se pot utiliza compusi selectati dintre sarurile anorganice neutre
prezente in seria Hofmeister, compusii organici neionizabili, cu mase moleculare mici si
medii si saruri ale acestora din urma cu contraioni anorganici din seria Hofmeister; enzimele
complexului Pronase® actioneaza eficient si la temperaturi reduse (Wieckowski E. U., Kokai-
Kun J. F., McLane B. A., Infection and Immunity, 66 (12), 1998, p. 5897-5905), dar pentru
a asigura cinetici suficient de rapide, in prezenta inventie se prevede lucrul cu cantitati
ridicate de pronaza, de circa trei ori peste valorile uzuale (Helseth D. L., Veis A., Journal of
Biological Chemistry, 256 (4), 1981, 7118-7128); la finalul acestei etape se obfin soluti
coloidale pure de atelocolagen hipcimunogen, in care acesta din urma este secondat doar
de polipeptide scurte, usor de indepartat prin diafiltrare;

xx. - conditionarea finala a solutiei pure de atelocolagen hipcimunogen, are n vedere
asigurarea conditilor de stabilitate a edificiului triplu-helical al atelocolagenului hipo-
imunogen, precum si prevenirea atacului hidrolitic mediat de catre microorganisme (bacterii
si fungi); se realizeaza prin diafiltrare utilizand membrane cu limita de trecere de 100 kDa
(100.000 MWCO/NMWL), urmata de reglarea tariei ionice a solutiei coloidale prin adaos de
séruri; se impun $i adaosuri de antimicrobieni si antioxidanti; pe parcursul operatiilor de
conditionare, temperatura solutiei se mentine la maximum 10°C; ca agenti antimicrobieni se
pot utiliza antibiotice cu spectru larg, de preferinta active si impotriva micoplasmelor.

Prezenta inventie mai prezinta si o varianta suficient de expeditiva si de exacta pentru
determinarea continutului procentual de atelocolagen triplu helical din solutiile colcidale
obtinute prin procedeul brevetat. Conform prezentei inventii, stabilirea concentratiei de forme
triplu-helicale cvasi-native in solutia atelocolagenica hipoimunogenad de Tnaltd puritate,
precum si in oricare dintre solutiile coloidale rezultate pe parcursul procesarii, se realizeaza
ponind de la cantitdtile de azot proteic in solutia supusa determindrii $i respectiv in cea
rezultatd dupd indepartarea entitatilor proteice atacate de tripsina, din solutia supusa
determinarii.

Solutia de atelocolagen hipoimunogen de inalta puritate, obtinuté conform descrierii
din prezenta inventie, isi mentine neschimbate caracteristicile timp de cel putin un an, daca
este stocatd la 4 = 8°C, in conditii sterile, la intuneric si in absenta vibratiilor ori socurilor
mecanice.

Procedeul de obtinere a solutiilor coloidale de atelocolagen hipoimunogen de inalta
puritate, conform prezentei inventii, prezintd urmatoarele avantaje:

- asigura concentratii ale formelor atelocclagenice triplu-helicale cvasi-native de peste
95% in solutia finala; valorile medii obtinute uzual sunt de 97 £ 1,8%;
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- asigura randamente masice de peste 25%, calculate raportand substanta proteica
a solutiei finale la substanta proteicé a sursei colagenice (tesutul conjunctiv de la care se
porneste); valorile medii uzuale ale randamentului masic al procedeului sunt de 28 £ 2,2%;

- asiguré eliminarea fractiilor proteice, polizaharidice i lipidice prezente in tesutul de
start;

- asigura eliminarea efectelor cito-toxice ale componentelor solutiei finale, facénd-o
apta utilizarilor in ingineria tisulara si in medicina regenerativa;

- asigurd eliminarea efectelor imunogene, patogene si inflamatorii ale solutiei finale,
facand-o apta utilizarilor bio-medicale;

- asigura mentinerea caracteristicilor formelor atelocolagenice triplu-helicale cvasi-
native pe o durata de cel putin un an, in conditii adecvate de stocare;

- la dilutiile finale i in urma conditionarii finale, formele atelocolagenice triplu-helicale
cvasi-native nu prezinta tendinté de asociere supramoleculard in solutie, asociere ce s-ar
solda cu separarea de entitati proteice la scara coloidala ori la mezo-scara si care ar afecta
gradul de polidispersitate al solutiei coloidale;

- permite obtinerea de produse colagenice si atelocolagenice cu diferite grade de
puritate prin simpla parcurgere partiald a fluxului operatiilor;

- toate produsele si subprodusele colagenice si atelocolagenice obtinute prin
parcurgerea partiala a fluxului sunt apte utilizarilor tehnice (12 t 4,7% participatie la
randamentul total), cosmetice (14 +1,3% participatie la randamentul total), farmaceutice si
biomedicale (46 + 1,9% participatie la randamentul total);

- subprodusele cu aplicatii tehnice sunt reprezentate de hidrolizatele proteice; cele
cu aplicatii cosmetice sunt reprezentate de fractiile de colagen si atelocolagen recuperate
in urma precipitarilor si/sau filtrdrilor ce separa tipurile de colagen prezente in sursa
colagenica, precum §i de fractile eucolagenice; subprodusele cu aplicatii farmaceutice i
biomedicale sunt reprezentate de fractiile atelocolagenice cu diverse grade de purificare, ori
divers conditionate.

in continuare se prezintd exemple de aplicare a procedeului conform inventiei.

Descrierile ce urmeaza au titlu exemplificativ din urmatoarele puncte de vedere:

- sursa colagenica (organul, structura anatomica, tesutul de start);

- tipul de colagen vizat a se solubiliza (I, II, 11I);

- natura si cantitatile de specii chimice (reactivi si/sau adjuvanti) utilizate;

- parametrii de operare (timpi, temperaturi, pH-uri, regimuri hidrodinamice ale agitarii,
conditii de precipitare, centrifugare, filtrare/diafiltrare, dializa, rapoartele de amestecare,
modul de maturare, regimurile de termostatare);

- ordinea, cadenta, repetarea proceselor si operatiilor din fluxul de procesare.

Toate elementele enumerate admit variafii ce {in de alegerea si preprocesarea
surselor colagenice, de seriile de specii chimice utilizate (similare actiunii, rolului si eficacitatii
in raport cu cele incluse Tn descrierile exemplificative) si de plajele uzuale de lucru.

Exemplele vizeaza procesarea la nivel semiindustrial si industrial a surselor
colagenice. Pentru asigurarea fezabilitatii procesarii acestora, loturile medii sunt de 60 = 120
kg per sarja, in cazul pieilor si de 40 + 80 kg per sarja, in cazul tendoanelor si cartilajelor.
Pentru lucrul la nivel pilot, loturile medii vor reprezenta a patra parte, iar pentru lucrul la nivel
de laborator, acestea vor reprezenta a douszecea parte.

Exemplul 1. Obfinerea solutiilor coloidale de atelocolagen I hipoimunogen

Exemplul 1.1. Fluxul operatiilor preliminare

Se porneste de la piei de vitel nou ndscut, avand masa, dupa jupuire, de circa 6 kg.
Acestea se supun spalarii cu flota de 200% solutie de sare industriald, cu densitatea de
1,025 £ 1,050 g/ml, la 16 + 25°C, timp de 30 + 60 min, prin agitare in butoi tabacaresc din
ofel inoxidabil. Dupd scurgerea flotei, pielea se agitd la sec timp de 10 + 15 min. in
continuare, se indeparteaza aderentele si fasciile hipodermice prin procedeul strecuirii si
seruirii tabacaresti.
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1.1. A. Pielea se supune depérarii enzimatice prin procedee tabacaresti, aplicand mai
intéi o labilizare a invelisului pilos (utilizand reducatori) si apoi tratamentul enzimatic propriu-
zis. Lafinal se individualizeaza portiunile de interes tabacaresc (crupon, poale, gat), care se
regularizeaza prin operatia tdbacareascd de stutuire a marginilor.

1.1. B. Pielea se sectioneaza, individualiz&nd portiunile de interes tabacaresc
(crupon, poale, gat). Portiunile marginale ale acestora se regularizeaza prin operatia
tabacareasca de stutuire. Portiunile de poale si gat se prelucreaza in continuare conform
subexemplului 1.1.A. Portiunea cruponului se fixeaza in stare intinsa, parul se tunde uniform,
iar apoi firele scurtate se rad utilizand lame metalice bine ascutite. Cruponul se re-strecuieste
si apoi se despica prin operatia tabacareasca de spaltuire, individualizand stratul central (cel
al invelisului pilos si cel invecinat hipodermei se indeparteaza, putand fi utilizate in vederea
obtinerii de hidrolizate colagenice).

1.1. C. Portiunile de crupon obtinute aplicdnd subexemplele 1.1.A si 1.1.B se sectio-
neaza sub forma unor patrate cu latura de aproximativ 10 cm, formand apoi loturi de cate un
kg; acestea se spala de doud ori, cate 30 + 80 min, in flote saline de 100% (densitatea
1,025 + 1,050 g/ml), se clatesc in doud flote de 200%, iar apoi se mentintimp de 6 +12 h
in flota de 150% apa deionizata, cu adaos de 0,3+ 0,5 g/l antibiotic de uz veterinar, la tem-
peraturi de 6 + 10°C. Optional, dar mai ales daca pieile au urmat prelucrarea conform sub-
exemplului 1.1.B, in flota de stocare se adaugé 0,01% azida de sodiu. Dacé pieile au fost
prelucrate conform subexemplului 1.1.A, se aplica 3 + 6 clatiri cu flote de 200% apa
deionizata avand temperatura de 20 + 25°C, pana la indepartarea avansata a tensioactivilor
anterior utilizati. La final, loturile de piele se scurg prin presare si se congeleaza la-15 + -
18°C, Tn conditii sterile {incluse in pungi din polietilen in care s-au introdus mici cantitati din
solutia unui antibiotic de uz veterinar), mentinandu-se in stare congelatd 24 + 72 h. In
vederea defibrarii mecanice, loturile de piele congelatd se lasa la temperatura ambientald
timp de 1+ 3 h, dupa care se maruntesc prin macinare, adaugand bucati de gheata in utilaj.
Macinatura se suspenda apoi succesiv, de trei ori cate 2 + 5 h, in flote de 200% apa
deionizatd cu adaos de 3 + 9% NaCl si 2 = 5% Na,SO,, la temperatura ambianta. in conti-
nuare macinatura se spala abundent, pe filtru metalic, cu apa deionizata, partial recirculata
(raportul de recirculare fiind de 60 + 80%). In continuare, mécinatura se suspenda, timp de
1 =5 hinflota 150% apa deionizata cu adaos de 2 = 6 ml/l amoniac solutie $i 0,6 + 2,0%
EDTA, sub agitare energica. Lafinal, macinatura se spala abundent, pe filtru metalic, cu apa
deionizat, partial recirculata (raportul de recirculare fiind de 60 + 80%), péné la readucerea
pH-ului la neutru. Tn continuare, macinatura se centrifugheazé si se spald in centrifuga cu
apa calda (25 + 35°C). Macinatura incalzita se trateaza, de trei ori cate o ord, cu solutie calda
(25 + 35°C) de 5 + 15% n-propanol, cu pH-ul tamponat la 6,0 + 6,8. Dupa spélarea timp de
trei ore cu apa deionizata,continand doar sistemul tampon, mécinatura se trateaza incé de
trei ori, cate trei ore, cu solutie rece (2 + 10°C) de 20 + 50% n-propanol, cu pH-ul tamponat
la 6,0 = 6,8. Dupa fiecare tratament cu n-propancl, la rece, se aplica spalari ale macinaturii
cu solutie tampon, la aceeasi temperaturd. In continuare méacinatura se suspenda in solutie
rece (2 + 10°C}) de perhidrol 2 + 8%, mentinandu-se sub termostatare si agitare lenta timp
de 6 = 36 h, in functie de natura sursei tisulare de colagen. La final, macinatura se supune
centrifugarii $i spalarii abundente, in centrifugd, cu apa deionizata rece (2 + 10°C). Apa de
spalare se poate recircula partial (raportul de recirculare fiind de 60 + 80%). Dupa indepar-
tarea completa a urmelor de perhidrol, macindtura afanaté se zvanta in centrifuga.

Exemplul 1.2. Fluxul operatiilor de solubilizare hidrolitica a colagenului

in continuare, macinatura provenits din loturile de piele initiale, prelucratd conform
subexemplului 1.1.C, se proceseazi dupd proceduri diferentiate, in functie de natura
agentului de solubilizare hidrolitica.
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1.2. A. Dacd solubilizarea hidroliticd se va realiza prin tratament cu pepsina,
macinatura se spala pe filtru metalic cu solutie de HCI in apa deionizatd, avand pH-ul de
2,2 + 3,5 gi temperatura de 2 + 10°C, timp de 5 + 30 min, cu recircularea integrala a apei
acide si eventuala corectie de pH.

1.2. B. Dacé solubilizarea hidrolitica se va realiza utilizénd enzime cu actiune optima
in mediu neutru sau slab alcalin (cele mai accesibile fiind tripsina gi papaina), macinatura se
suspenda in 400% solutie 0,8 + 1,2 M clorhidrat de etilen-diamina in apa deionizata rece (2 +
10°C), cu adaos de 20 + 40% NaCl, sub agitare lentd, timp de 2 + 10 h, in functie de natura
sursei colagenice. La final, macinatura se spald abundent pe filtru metalic, cu apa rece (2 +
10°C) recirculatd in proportie de 75 +95%, in care se adauga solutie 30% acetat de sodiu.

1.2. C. Daca solubilizarea hidrolitica se va realiza utilizand acid acetic, macinatura
se suspenda in 200% solutie salina obtinuta dizolvand in apa deionizata urmatoarele specii
chimice: 20 + 40% NaCl, 10 + 25% Na,SQ,, 3 + 8% p-hidroxi-benzoat de metil, 2 + 5% ZnCl,,
la temperaturade 2 = 10°C, timp de 1+ 6 h. in continuare, in flota se adauga, in fir subtire,
solutie 40% NaOH pana la atingerea unei concentratii echivalente cu 10% raportat la volumul
flotei. Macinatura se agita lent in flota alcalind, in regim termostatat, timp de 6 + 12 h. La
final, macinatura moderat umflata se separa pe filtru metalic si-se spald, pe acelasi filtru, mai
intai cu apé deicnizata rece (2 + 10°C), iar apoi cu solutie 3 + 8% HCI, rece si ea. Solutia
acida de spélare se poate recircula partial (la un raport de recirculare de 75 + 95%), cu
corectia pH-ului, atunci cand este necesar, pana la indepartarea alcalinitatii din macinatura.
La final, solutia acida se retine in vederea separarii fractiilor colagenice hidrolizate.

1.2. D. Invederea solubilizarii hidrolitice a colagenului |, utilizand papaind, macinatura
se imparte in loturi de cate 300 g si se introduce in saculeti din sita filtranta de nylon.
Saculetii umpluti se introduc intr-un utilaj tip ,butoi tabacaresc" din otel inoxidabil, sterilizat
in prealabil la interior §i in regiunea capacului. Se adaugé 300 + 500% floté cu pH-ul reglat
in plaja 2,2 + 3,2 utilizand HCI si se termostateaza la 25 + 35°C, sub agitare lentd. Pentru
asigurarea sterilitatii pe durata procesului de solubilizare, in flota se dozeaza 0,01% azida
de sodiu. Inainte de a fi montat, capacul si zona sa de inchidere se spala cu solutie 0,03%
azida de sodiu. Dupa ce temperatura flotei s-a stabilizat, in utilaj se adauga ¢ suspensie
acida (pH 2,2 + 2,8 realizat cu HCI, in ap& deicnizata) obtinuta prin ampastarea si apoi
diluarea a 60 + 80 g pepsina pulverulenta per 100 ml. Cantitatea de suspensie dozata se
calculeaza astfel incat sa asigure in flota de solubilizare o concentratie de 14 + 22%.
Saculetii cu macindtura se agita lent in flota enzimatica timp de 6 + 18 h, la temperatura de
15+ 35°C. Infunctie de cresterea viscozititii flotei de solubilizare, aceasta se poate schimba
de trei péna |a cinci ori. Pentru fiecare cantitate de solutie colagenica prelevata din utilaj, se
determina continutul de substanta uscata, continutul de substante minerale, continutul total
de azot si continutul de specii triplu-helicale cvasi-native. De reguld, prima cantitate prelevata
se orienteaza spre alte aplicatii. Doar cele ce urmeaza se reunesc si se vor procesa in
continuare in vederea obtinerii formelor atelocolagenice hipoimunogene de inalta puritate.

1.2. E. In vederea solubilizarii hidrolitice utilizand enzime cu activitate proteolitica
optima in mediu neutru sau slab alcalin, loturile de macinatura se pregatesc dupa tehnica
descrisd la subexemplul 1.2.D. Conditiile de lucru sunt de asemenea aceleasi (utilaj,
pregatirea utilajului, raport de flota, temperatura, durate, regimul agitarii). Flota se aduce in
plaja optimé de actiune a enzimei. Suspensia de enzima se prepara utilizand apa deionizata.
Solutiile se preleva si se caracterizeaza dupa aceleasi reguli.

1.2.F. in vederea solubilizarii liotrope utilizand acidul acetic, loturile de mécinatura se
pregatesc dupa tehnica descrisala subexemplul 1.2.D. Conditiile de lucru suntde asemenea
aceleasi (utilaj, pregatirea utilajului, raport de flotd, temperatura, durate, regimul agitarii).
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Flota se prepara pornind de la apa deionizata, prin adaocs de acid acetic-glacial, sub agitare,
pana la atingerea unui pH stabil cuprins intre 3,2 si 3,5 unitéti. n flota se dozeaza, in loc de
azida de sodiu, 0,2 + 0,5% sulfat de gentamicina. Solutiile se preleva si se caracterizeaza
dupa aceleasi reguli.

Exemplul 1.3. Fluxul operatiilor de purificare a solutiei coloidale de atelocolagen

Solutia coloidalg bruta, obtinuta in urma reunirii cantitatilor prelevate din utilajul in
care s-a efectuat solubilizarea, se supune purificarii prin tratamente fizico-chimice. In urma
operatiilor de purificare se obtine solutia coloidala de atelocolagen.

1.3. A. Solutia coloidala bruta se termostateaza la 10 + 15°C, dupa care se filtreaza
prin trecerea de 20 + 50 ori prin site filtrante cu 40 + 60 ochiuri/cm?. Dupd indepértarea
debriurilor tisulare grosiere, solutia coloidala bruta se lamineazé trecand-o de 5+ 30 ori, sub
presiune, prin sisteme filtrante cu porozitatea de 180 + 250 . In continuare, solutia se lasa
spre maturare timp de 16 = 36 h, in vase si incinte sterile, la temperatura de 2 = 10°C. Inc
rece, solutia se trece apoi de 5 + 30 ori, sub presiune, prin sisteme filtrante cu porozitatea
de 20 + 50 y, in vederea demicrofibrilarii. La final, solutia se lasa spre maturare timp de 16 +
36 h, in vase si incinte sterile, la temperatura de 2 + 10°C.

1.3. B. Solutia coloidala eliberata de debriuri tisulare §i de orice alte impuritati fizice
se termostateaza la4 + 6°C si se aduce la pH 2,51 0,3, prin adaos de solutie 15 + 25% HCI
in apa deionizata. Utilizand o solutie de 330 g/l NaCl in apa deionizata, in solutia coloidald
se dozeaza, sub agitare eficientd, o cantitate echivalenta cu 0,7 £ 0,02 M NaCl. Dupa circa
30 + 60 min de la incheierea dozarii saramurei, suspensia formata, racita lala 4 + 6°C, se
supune centrifugarii la 7.000 g, cu separarea fractiei proteice sedimentate. Sedimentul se
inlatura si se poate utiliza in vederea recuperarii fractiilor telopeptidice si/sau oligopeptidice.
pH-ul supernatantului se corecteazé, daca este cazul, la 2,5 £ 0,3, dupa care, prin aceeasi
procedurd, i se adauga o cantitate de NaCl echivalentd cu 1,2 + 0,05 M. Dupd aceeasi
perioada de maturare a precipitatului, suspensia formata se supune centrifugarii la 7.000 g,
cu separarea fractiei proteice sedimentate. Din sediment se pot recupera fractiile de colagen
IV si V. pH-ul supernatantului se regleaza la 7,5 £ 0,1, dupa care, prin aceeasi procedura,
i se adauga o cantitate de NaCl echivalenta cu 1,75 £ 0,02 M. Dupé aceeasi perioada de
maturare a precipitatului, suspensia formaté se supune centrifugarii la 7.000 g, cu'separarea
fractiei proteice sedimentate. Din sediment se poate recupera fractia de colagen I1l. pH-ul
supernatantului se corecteaza, daca este cazul, la 7,5 £ 0,1, dupa care, prin aceeasi
procedurd, i se adaugé o cantitate de NaCl necesara pentru a atinge o concentratie echi-
valentd cu 2,4 + 0,05 M. Dupa 30 + 60 min, suspensia racita la 4 + 8°C se supune centrifu-
gariila 7.000 g, cu separarea fractiei proteice sedimentate. Respectivul sediment, ce contine
fractia de atelocolagen |, se va supune in continuare operatiilor de purificare si apoi ultra-
purificare. pH-ul supernatantului se regleazala 7,51 0,1, dupa care, prin aceeasi procedurd,
i se adauga o cantitate de NaCl echivalentd cu 4,5 £ 0,02 M. Dupa aceeasi pericada de
maturare a precipitatului, suspensia formata se supune centrifugariila 7.000 g, cu separarea
fractiei proteice sedimentate. Din sediment se poate recupera fractia de colagen II.

1.3. C. Sedimentul de atelocolagen | se resuspendain solutie 0,1 M NaOH, preparata
cu apa deionizatd avand temperatura de 4 + 6°C, pentru a forma, sub agitare eficientd, o
solutie coloidala cu concentratia de 16 + 25 g/l proteina. In solutie se adauga o cantitate de
EDTA echivalentd cu 0,05 + 0,15 M/l. Sub termostatare, agitarea eficienta se mentine timp
de 30 + 150 min, evitdnd incorporarea de bule de aer in solutia véscoasa. La final, solutia
se neutralizeaza lent, prin adaugarea, in picaturi, la inceput, si apoi in fir subtire, a unei
solutii de 0,6 £ 0,05 M HCI. Dupa atingerea neutralitétii, solutia se aduce lentla pH 2,5£0,3,
prin adaos de solutie 0,2 M HCI in apa deionizatd. Solufia acidifiatd se termostateazé la 4 +
6°C si se mentine sub agitare alte 20 + 80 min, efectudnd eventuale corectii de pH. In
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continuare, se adauga solutie de NaCl cu concentratia de 330 g/l, intr-un volum egal cu o
treime din volumul solutiei de atelocolagen | acidulata. Precipitatul format se mentine, spre
maturare, timp de 6+ 18h, la10 + 15°C, dupa care se centrifugheaza la 7.000 g, recuperand
sedimentul. Acesta din urma se resuspenda in solutie de acid acetic cu pH-ul 3,0 = 3,5 si
temperatura de 4 + 12°C, sub agitare eficienta. Solutia obtinutd se supune diafiltrarii prin
sisteme cu membrane avénd limita de trecere de 100 kDa, mentindndu-i permanent volumul
constant, prin addugare de solutie de acid acstic cu pH 3,0 + 3,5, preparata utilizand apa
deionizata libera de pirogeni. Volumul de solutie de acid acetic adaugata va fi dublul pana
la triplul volumului initial al solutiei de atelocolagen supus diafiltrérii. Dupa diafiltrare, solutia
se mentine, spre maturare, timp de 12 =72 h, la 4 +12°C, in vase si in incinte sterile.

Exemplul 2. Furificarea si ultrapurificarea solutillor coloidale de atelocolagen |
hipoimunogen

Exemplul 2.1. Conditionarea solutiei de atelocolagen | in vederea ultrapurificéri

Solutia coloidald de atelocolagen tip |, rezultatd la finalul operatiilor reunite in
exemplul 1, se supune precipitarii cu solutie rece (2 +6°C) de 330 g/l NaCl dizolvata in apa
deionizata libera de pirogeni. Procedura generala de precipitare si separare a precipitatului
este similara celei prezentate in subexemplul1.3.C. Precipitatul se resuspendain solutie 1M
NaCl preparatd cu apd deionizata libera de pirogeni avand temperatura de 2 = 6°C, la care
se adaugd 0,01% azida de sodiu, 2+12 mM/| tioglicolat de amoniu si 80 + 240 ml/l
polietilenglicol cu masa molecularé medie de 600 Da, sterilizat anterior prin incélzire, in
conditii etanse, la 115°C, timp de o ord. Solutia coloidald obtinutd se supune filtrarii prin
sisteme filtrante cu porozitatea de 180 + 250 p, dupa care se supune dializei fatd de o solutie
cu pH 6,0 + 6,5, ce are acelasi continut de specii chimice (exceptandu-le pe cele proteice),
timp de 18 = 72 h, sub controlul variatiilor conductivitatii si in conditii de termostatare la 2 +
6°C. in continuare, sub agitare lent3 solutia coloidala se lasa s& ajunga la temperatura
ambianta, dupa care se aduce la 30 + 36°C, prin incalzire cu o panta de 0,2 + 0,3°C/min,
mentinand apoi temperatura constanta timp de 30 + 120 min.

Exemplul 2.2. Conferirea caracterului hipoimunogen solutiei de atelocofagen /

Sub agitare lenta, solutiei coloidale conditionate i se adaugé 1 + 2,5 ¢/l papaina sub
forma de solutie in apa deionizata liberd de pirogeni, cu temperatura de 15 + 25°C. Dozarea
solutiei de papaina se realizeaza prin picurare. Dupa incheierea dozarii, solutia coloidala se
aduce si se mentine, la 8 + 10°C, sub agitare lenta, timp de 8 + 18 h, dupa care se adauga
0,2 + 1,5 mi/l perhidrol 32% si se continud agitarea timp de alte 60 + 90 min. La final, solutia
coloidala se termostateazéla4 + 6°C si se supune digfiltrarii in sisteme cu membrane avand
limita de trecere de 100 kDa. Pe durata acestui proces, volumul solutiei coloidale se mentine
constant, adaugéand tampon TRIS/TRIS-HCI cu pH-ul 7,3 + 7.5, preparat utilizand apa
deionizat liberd de pirogeni. in solutia tampon se adauga 50 mM/ CaHPO, - 2H,0 5i 0,1 ¢/l
gentamicing. Volumul de solutie tampon adaugatva fi de trei pana la cinci ori mai mare decat
volumul initial, mentinut constant, al solutiei coloidale. Diafiltratul se indeparteaza si nu se
recircula. La finalul diafiltrarii, temperatura solufiei coloidale se aduce si se mentine la 4 +
8°C, timp de 3 + 12 h, sub agitare lenta.

Exemplul 2.3. Ulfrapurificarea solutiei de atelocolagen | hipoimunogen

in solutia de colagen | hipoimunogen purificatd conform exemplului 2.2, se adaugé,
in conditii de termostatare la 4 + 8°C i agitare lenta, o masé de 8 + 15% raportat la volumul
solutiei dintr-un amestec, anterior formulat in conditii sterile, ce contine 60 + 70% masic
polietilenglicol cu masa moleculara medie 10.000, 10+ 15% masic Na,SO, anhidru gi 15+
25% TMAQO cristalizat (CAS 62637-83-8), dizolvate in tampon TRIS/TRIS-HCI cu pH-ul 7,3 +
7,5, format utilizdnd apa deionizata libera de pirogeni. Polietilen-glicolul citat (PEG 10.000)
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se poate inlocui cu un amestec, separat formulat, de PEG 400, PEG 6.000 si PEG 20.000,
sau PEG 600, PEG 8.000 si PEG 10.000, sau incd PEG 400, PEG 600 si PEG 8.000.
Rapoartele de amestecare ale polietilenglicolilor enumerati se stabilesc prin optimizarea
recepturilor, astfel incét participatia respectivelor amestecuri sa nu depaseasca 60 + 70%
din amestecul final cu TMAO si Na,SO, anhidru. Dupa o agitare lentd, cu durata de 60 + 180
min, in solutia coloidald condifionatd se adauga o solutie sterila de pronaza, proaspéat
preparata $i libera de suspensii, intr-o cantitate care sa asigure o concentratie de 3,0+ 0,2%
masic raportat la substanta proteica regasita in solutia coloidala supusa ultrapurificarii.
Tratamentul enzimatic se conduce in conditii de termostatare la 5 + 0,5°C, sub agitare lenta
dar eficienta, timp de 12 + 16 h. La final, pH-ul solutiei coloidale se coboara lentla 4,2 ~ 4,6,
adaugand, in picaturi, o solutie 1N H,PO,. Solutia coloidala se mentine apoi, in aceleasi
conaitii de temperaturd si pH, sub agitare lenta, timp de 30 = 90 min.

Exemplul 2.4. Conditionarea finald a solutiei de atelocolagen | hipoimunogen

Solutia obtinuté conform prescriptiilor prezentate in exemplul 2.3, se supune diafiltrarii
in sisteme cu membrane avand limita de trecere de 100 kDa, in conditii de termostatare la
5+ 0,5°C. Volumul solutiei atelocolagenice se mentine constant prin adaosul unei solutii de
1% acid acetic in care s-au dozat 8,6 £ 0,1 g/l NaCl, 0,4 £0,03 g/l KCI, 0,2 + 0,5 ¢/l sulfat de
gentamicing, 0,5 g/l streptomicing si 0,1 + 0,3 g/l acid trans-cinamic (CAS 140-10-3), pre-
parata utilizand apa deionizata libera de pirogeni, racita apoi la 10°C. Volumul de solutie
acida trecutd prin instalatia de diafiltrare va fi de trei ori mai mare decat volumul initial al
solutiei atelocolagenice. Caracteristicile dizfiltratului se urmaresc conductometric. Diafiltratul
se indeparteaza, iar solutia atelocolagenica hipoimunogena de inalta puritate, astfel obtinuta,
se inchide in vase sterile din sticla sau din materiale plastice inerte chimic, cu volume de 1 =
5 litri, care se stocheaza apoila temperaturi de 6 = 10°C, la intuneric, introduse in pungi din
polietilena inchise sub vid, cu adaos de antifungici.

Exemplul 3. Stabilirea continutului de specii triplu-helicale, cvasi-native, din solutiile
de ateiocolagen, atelocolagen hipoimunogen g atelocolagen hipoimunogen de inalta puritate

Indiferent de natura si de gradul de puritate al solutiilor cu continut de colagen,
eucolagen si/sau atelocolagen, din acestea se preiau doud loturi a cate cinci probe al caror
volum se stabileste astfel incat, fiecare proba, sa contina echivalentul a circa 1,0+ 1,5grame
forma colagenica. Optional, probele pot fi supuse diafiltrarii pentru a elimina excesul de saruri
ori specile chimice necolagenice. In solutile coloidale apartindnd ambelor loturi,
termostatate la 8 +£ 2°C, se adauga, prin picurare, solutie 50% CaCl, intr-un volum suficient
pentru a asigura o concentratie de 0,1 M ioni ca*.in continuare, solutiile coloidale se aduc
lala pH 7,8 £ 0,2, dozand in picaturi o solutie 0,2 M NaOH si apoi li se adauga o cantitate
de solutie 1: 3 alcool izopropilic in apa, suficienta pentru a asigura o concentratie de 80 mM
alcool izopropilic in solutia coloidala. In continuare, in solutia coloidald se dozeazi o
cantitate de. solutie concentrata de tripsing echivalenté cu 15 mg tripsina pura raportat la
continutul de proteina al solutiei coloidale luat initial in lucru. Sclutiile coloidale cu adaos
de tripsina se termostateaza si se mentin a8+ 2°C, timp de 12 h, sub agitare lenta. La final,
se adauga o cantitate de 20 ml solutie 2 M ZnCl, si se continud agitarea timp de incé o ora.
in continuare, cele doua loturi de cate cinci probe se proceseaza diferentiat. Primul lot se
aduce la sec, pe baie de apa, se aduce la pond constant, la 105°C si apoi se determina
continutul de azot total, prin tehnica Kjeldahl. Cele cinci valori numerice obtinute se
prelucreaza statistic, iar valoarea medie obtinuta se noteaza N,,,. Cel de-al doilea Iot se
diafiltreaza peste membrane cu limita de trecere de 100 kDa, adaugand solutie alcalina (pH
7,8 £0,2), indepartand diafiltratul si retinénd solutia coloidald. Aceasta din urma se aduce
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apoi la sec pe baie de apa, se aduce la pond constant la 105°C si apoi se determina
continutul de azot total, prin tehnica Kjeldahl. Cele cinci valori numerice obtinute se
prelucreaza statistic, iar valoarea medie obtinuta se noteaza N . Continutul procentual de
specii triplu-helicale, cvasi-native din solutia coloidala luaté in lucru se calculeaza aplicénd
relatia:

Fractie colagenica rezistenta la digestia triptica Nativ
% Colagen triplu-helical = = x 100.
Continut total de colagen in solutie Nigta

Valorile numerice obtinute pentru mai muite serii de solutii de acelasi tip (colagenice
brute, atelocolagenice brute, atelocolagenice hipoimunogene, atelocolagenice hipoimuno-
gene de inaltd puritate) se utilizeaza drept referintd pentru etalonarea citirilor de densitate
opticé intehnica Hofman, de determinare a continutului de specii colagenice native in solutii.
Aceasta din urma tehnica este mult mai rapida, pretandu-se analizelor de rutind.
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Revendicari

1. Procedeu pentru obtinerea solutiilor coloidale de atelocolagen hipoimunogen de
naltd puritate, caracterizat prin aceea ca include:

- izolarea si preprocesarea unei surse tisulare de colagen,

- solubilizarea hidrolitica a colagenului din sursa tisulard in prezenta unei enzime
protealitice sau a unui agent slab liotrop,

- purificarea solutiei coloidale obtinute prin solubilizarea hidrolitica,

- conferirea caracterului hipoimunogen prin tratarea cu papaina a solutiilor atelo-
colagenice rezultate in urma purificarii,

- Ultrapurificarea solutiilor coloidale atelocolagenice hipoimunogene utilizand pronaza,
in prezenta unor agenti cosmotropi $i @ unor amestecuri ternare ce contin agenti de
aglomerare macromoleculara,

- conditionarea finala a solutiilor de atelocolagen hipoimunogen ultrapurificate prin
diafiltrare contra unor solutii ce contin agenti cosmotropi, inhibitori enzimatici si antibiotice,

- conservarea si stocarea solutiilor coloidale obtinute in vase sterile inchise ermetic,
incluse la réndul lor in pungi din polietilena in care se introduce ¢ solutie alcoolica a unui
agent antifungic, pungi ce se inchid apoi sub vid.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca izolarea si prepro-
cesarea sursei tisulare de colagen cuprinde prelevarea sursei tisulare de colagen, formarea
de loturi cu mase egale din sursa tisulara de colagen prelevata, tratarea loturilor cu agenti
de sterilizare generald, méaruntirea tesutului gi defibrarea fizico-mecanica a acestuia, indepar-
tarea preliminara a componentelor necolagenice solubile in solutii saling, optional inhibarea
activitatii autolitice a enzimelor proprii tesutului prin dozarea de inhibitori enzimatici generali,
delipidarsa structurilor tisulare defibrate mecanic, afanarea structurilor tisulare defibrate
mecanic utilizadnd perhidrol, indepartarea avansata a excesului de perhidrol, conditionarea
structurilor tisulare in vederea solubilizarii hidrolitice.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ¢d enzima proteolitica
utilizatd pentru solubilizarea hidroliticd a colagenului din sursele tisulare este pepsina,
tripsina sau papaina.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca agentul slab liotrop
utilizat pentru solubilizarea hidrolitica a colagenului din sursele tisulare este acidul acetic.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca purificarea solutiilor
coloidale obtinute prin solubilizarea hidrolitica se realizeaza prin laminari §i filtrari repetate,
utilizand medii filtrante cu porozitati controlate.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ¢a, in vederea conferirii
caracterului hipsimunogen, solutia rezultatd in urma purificdrii se supune conditionarii
chimice, utilizand cel putin un agent cosmotrop i cel putin un agent de aglomerare macro-
moleculara.

7. Procedeu conform revendicarilor 1 $i 6, caracterizat prin aceea ca agentul
cosmotrop utilizat in vederea conditionarii chimice a solutillor purificate, precum si in etapa
de ultrapurificare a solutiilor coloidale atelocolagenice, este selectat dintre sarurile
anorganice neutre prezente in seria Hofmeister, compusii organici neionizabili, cu mase
moleculare mici si medii $i sruri ale acestora din urma cu contraioni anorganici din seria
Hofmeister.

8. Procedeu conform revendicérii 6, caracterizat prin aceea ¢a agentul de aglo-
merare macromoleculara utilizat in vederea conditionarii chimice a solutiilor purificate este
selectat dintre speciile macromoleculare inalt solubile, dar neionogene, capabile sa stabi-
lizeze proteinele in starea lor nativa, de tipul polietilenglicolilor si polizaharidelor, acestea din
urma in stare naturald sau modificate chimic.
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9. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca agentii de aglo-
merare macromoleculara utilizati in etapa de ultrapurificare a solutiilor coloidale atelo-
colagenice hipoimunogene sunt polietilenglicoli cu mase moleculare medii sau amestecuri
ternare de polietilenglicoli cu mase moleculare mici, medii i mari, in proportii variabile, dar
favorabile polietilenglicolilor cu mase moleculare medi.

10. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ¢a antibioticul utilizat
in etapa de conditionare finala a solutiilor de atelocolagen hipoimunaogen ultrapurificate este
selectat dintre antibioticele cu spectru larg, de preferint active si impotriva micoplasmelor.

11, Procedeu conform revendicariler 1 = 10, caracterizat prin aceea ¢i sursa
tisulara de colagen este orice organ sau structura anatomica, provenite de la un mamifer sau
de la un animal apartinénd seriei cordatelor, cu continut ridicat de scleroproteine.

12. Procedeu conform revendicarilor 1 + 11, ¢caracterizat prin aceea ¢d sursa
tisulara de colagen este pielea.

13. Procedeu conform revendicarii 12, caracterizat prin aceea ¢a pielea proaspat
jupuita se supune spalarii in flota salind, dupa care se prelucreaza prin operatii tdbacaresti
uzuale de strecuire, seruire, spalare abundenta in flote cu tensioactivi neionogeni, labilizare
ainvelisului pilos utilizand reducatori, deparare enzimatica utilizand produse de uz industrial
tabacaresc, fatuire mecanica, fatuire chimica, cltire abundenta in flote faré tensioactivi,
sectionare conform zondrii tabacéresti, regularizare a portiunilor marginale prin stufuire,
rezulténd portiuni care vor reprezenta sursa tisulara de colagen pentru operatiile urmatoare.

14. Procedeu conform revendicarii 12, caracterizat prin aceea c¢a pielea proaspét
jupuita se sectioneaza conform zonarii topografice tabacaresti, iar portiunea de crupon se
spala in solutie salina si apoi in flote de tensioactivi neionogeni, se clateste abundent cu apa
deionizata, se elibereaza pe cale mecanica de aderentele hipodermice si de inveligul pilos,
prin operatii mecanice tabacaresti de strecuire si geruire, dupa care se despica prin operatia
téb&careasca de gpéltuire, cu individualizarea zonei mediene a sectiunii dermei, portiune
care va reprezenta sursa tisulara de colagen pentru operatiile urmatoare.

15. Procedeu conform revendicérilor 13 si 14, caracterizat prin aceea ¢, in scopul
indepartarii preliminare a componentelor necolagenice, sursa tisularé de colagen se
sectioneaza in portiuni cu aria aproximativa de 1 dm? care apoi se spala in flote saline, se
sterilizeaza superficial prin mentinere in flote de apa deionizata cu adaos de antibiotice $i
optional azida de sodiu, se preseaza si se congeleaza in conditii sterile, se mentin congelate
timp de 24 + 72 h, se decongeleaza partial, se maruntesc prin macinare mecanica in
prezenta adaosului de gheatd, iar macinatura se suspenda in flote sterile ce contin NaCl i
Na, S0, se spala abundent cu apa deionizata, se suspenda si se agita energic in solutie de
amoniac i EDTA, se spald din nou abundent cu apa deionizatd, se centrifugheaza si se
spald in centrifuga, se trateaza cu solutii calde de n-propanol, tamponate la pH 6,0 + 6,8, se
suspenda in solutie de 2 + 8 % perhidrol, la rece, timp de 6 + 36 h, se centrifugheaza si se
spala abundent in centrifuga cu apa deionizata, iar la final se zvanta prin centrifugare.

16. Procedeu conform revendicarii 15, caracterizat prin aceea ¢3, in scopul
solubilizarii hidrolitice a colagenului, macinatura zvantata se spalé pe filtru metalic cu solutie
rece de HCl avand pH-ul 2,2 ~ 3,5, se imparte in loturi care se introduc in saculeti din sita
filtranta de nylon, iar acestia se introduc in butoi tabcaresc din otel inoxidabil sterilizat, se
agita lent in flota acida termostatata la 25 + 35 °C, se adauga 14 = 22 % suspensie acida de
pepsind cu pH 2,2 + 2,8, care contine 60 + 80 % masic pepsind, se agita lent 6+18 h, cu
schimbarea de 3 + 5 ori a flotei din ufilaj, se preleva solutiile vascoase, se inlaturd prima
prelevare, iar celelalte se reunesc intr-o solutie coloidala bruta.
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17. Procedeu conform revendicérii 15, caracterizat prin aceea ca, in scopul
solubilizarii hidrolitice a colagenului, macinatura zvantata se suspendain solutie de clorhidrat
de etilen-diamina gi NaCl, la rece, sub agitare lenta, dupa care se spala abundent pe filtru
metalic, cu solutie de acetat de sodiu, apoi se trateaza similar tehnicii prezentate in
revendicarea 17, dar inlocuind pepsina cu 8 + 15% tripsina sau 10 + 18% papaina si regland
pH-uUlla 7,5 = 8,5, respectiv 6,0 + 6,8.

18. Procedeu conform revendicarii 15, caracterizat prin aceea ca, in scopul solubili-
zarii hidrolitice a colagenului, macinatura zvantata se suspenda in flotd ce contine NaCl,
Na,50,, p-hidroxi-benzoat de metil si ZnCl,, cu temperarura de 2 + 10°C, timp de 1 + 6 h,
dupa care se adauga 10% solutie 40% NaOH, se agita la rece 6 = 12 h, apoi se spala pe
filtru metalic cu apa deionizata rece si cu solutie de HCI rece, pana la indepartarea alcali-
nitatii, iar apoi se trateaza similar tehnicii prezentate in revendicarea 16, inlocuind suspensia
sau solutia de enzime cu solutie de acid acetic cu pH-ul de 3,2 + 3,4, cu adaos de sulfat de
gentamicina.

19. Procedeu conform revendicarilor 16, 17 sau 18, caracterizat prin aceea ¢a, in
scopul purificarii, solutia coloidald brutd racitd se supune operatiilor de indepartare a
debriurilor tisulare prin trecerea repetata prin site filtrante si prin medii filtrante cu porozitatea
de 180 + 250 p si apoi de 20 + 50 y, in conditii de termostatare la 2 + 10°C, cu intercalarea
unor etape de maturare.

20. Procedeu conform revendicarii 19, caracterizat prin aceea ca, in scopul sepa-
rarii tipurilor colagenice, solutia coloidala colagenica libera de debriuri tisulare si impuritati
solide se termostateaza la 4 + 6°C, se aduce la pH 2,5 £ 0,3, apoi i se adaugad 0,7
0,02 moli/l NaCl, se separa precipitatul, care contine fractii telopeptidice si/sau oligopepti-
dice, prin centrifugare la 7000 g, apoi, supernatantului i se adauga, la aceeasi valoare de pH,
un plus de NaCl pana la 1,2 + 0,05 moli/l, se separa precipitatul, care contine fractiile de
colagen IV si V, prin centrifugare la 7000 g, apoi, supernatantului i se ajusteaza pH-ul la
7,5+ 0,1, i se adauga un plus de NaCl pana la 1,75 £ 0,02 moli/l si se separa precipitatul,
care contine fractia de atelocolagen 11, prin centrifugare la 7000 g, apoi, supernatantului, la
acelasi pH, i se adaugé un plus de NaCl pané la 2,4 £ 0,05 mali/l, se lasa la maturare si apoi
se separa precipitatul prin centrifugare la 7000 g, acest precipitat continand fractia de
atelocolagen |, iar optional, la acelasi pH, se adauga un plus de NaCl pana la 4,5 + 0,02
moli/l §i se separa un ultim precipitat, prin centrifugare la 7000 g, care contine fractia de
atelocclagen |l

21. Procedeu conform revendicarii 20, caracterizat prin aceea ca, in scopul sterili-
zarii energice, hidrolizei si separarii urmelor de prioni si toxine, precipitatul care contine
fractia de atelocolagen | se suspendé in solutie 0,1 M NaOH, la temperatura de 4 + 8°C,
pentru a forma o solutie coloidald cu concentratia de 16 + 25 g/l, la care se adauga 0,05 +
0,15 moli/l EDTA, iar aceasta se agita eficient timp de 30 + 150 min, se neutralizeaza lent
utilizénd o solutie de HCI, apoi i se gjusteaza pH-ulla 2,5 £ 0,3 unitati, dupa care i se adauga
un volum de solutie saturaté de NaCl egal cu.o cincime péna la o treime din volumul solutiei
coloidale acidulate, precipitatul format se mentine spre maturare, apoi se separé prin
centrifugare, recuperand sedimentul, care se suspenda apoi in solutie de acid acetic, se
termostateaza, iar solutia coloidala astfel obtinuta se diafiltreaza prin membrane cu limita de
trecere de 100 kDa, addugénd permanent solutie de acid acetic cu pH 3 + 3,5, pentru a
mentine constant volumul, iar in final solutia coloidala obtinuta se supune maturérii la rece.

22. Procedeu conform revendicarii 21, caracterizat prin aceea ¢, in scopul conferirii
caracterului hipoimunogen, solutia coloidala se precipita.cu un volum de solutie saturata de
NaCl egal cuo cincime pana la o treime din volumul initial al solutiei coloidale, iar precipitatul
se separa centrifugal si se suspenda in solutie 1 M NaCl, in care s-au adaugat azida de
sodiu, tioglicolat de amoniu $i polietilenglicol cu masa moleculara medie 600 Da, dupa care
solutia rezultata se filtreaza prin filtre cu porozitatea de 180 + 250 y, se dializeaza contra
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unei solutii saline cu aceeasi compozitie, apoi se aduce la 30 + 36°C, prin incalzire cu panta
de 0,2 + 0,3 grade/min, se lasé pentru maturare la aceastd temperaturd, dupd care se
adauga lent 1 + 2,5 ¢/l papaina dizolvata in apa deionizata liberd de pirogeni la temperatura
de 15 + 25°C, dupa dozare, se raceste si se mentine sub agitare timp de 8 + 18 h, apoi i se
adauga 0,2 + 1,5 ml/| perhidrel si se agité incd 60 + 90 min, in final, se trateaza enzimatic,
se raceste si se diafiltreaza prin membrane cu limita de trecere de 100 kDa, mentinandu-i
volumul constant prin adaos de tampon TRIS/TRIS-HCI cu pH-ul 7,3 + 7.5 in care se
dozeazd CaHPQ, - 2H,0 si sulfat de gentamicing, volumul de solutie tampon adaugata fiind
de trei pana la cinci ori mai mare decéat volumul initial &l solutiei coloidale supuse diafiltrérii,
iarin final solutia coloidala se matureaza, dupa care se supune, in continuare, ultrapurificarii.

23. Procedeu conform revendicérii 22, caracterizat prin aceea ¢4, in scopul ultra-
purificarii solutiei de atelocolagen hipoimunogen, aceasta se termostateazala4 +8°Csiise
adauga 6 + 15% solutie de amestec ce contine PEG 10.000 sau amestecuri, separat formu-
late, de PEG 400, PEG 600, PEG 6.000, PEG 8.000, PEG 10.000 si PEG 20.000, sau PEG
si PPG cu alte mase moleculare medii, in diverse rapoarte de amestecare, optimizate in
functie de conditile concrete de lucru, aldturi de Na,SO, anhidru si TMAO cristalizat, dupa
care solutiei ccloidale astfel conditionatéd i se adauga 3,0 £ 0,2% pronazé raportat la
substanta proteica, iar in final, solutia coloidald se termostateaza la 5 + 0,5°C si se agita
eficient timp de 12 + 18 h, dupa care se aciduleaza pand la pH 4,2 + 4,6 prin adaugare de
solutie de H,PO,.

24. Procedeu conform revendicarii 23, caracterizat prin aceea ca, in scopul conditio-
narii finale a solutiilor de atelocolagen hipoimunogen ultrapurificate, acestea se termosta-
teazala 5+ 0,5°C si apoi se supun diafiltrarii prin membrane cu limita de trecere de 100 kDs,
mentinénd volumul constant prin addugarea unei solutii de acid acetic in care s-au dizolvat
NaCl, KCI, sulfat de gentamicing, sulfat de streptomicing si acid trans-cinamic, preparata
utilizand apa deionizaté libera de pircgeni, iar volumul de solutie acida adaugat la diafiltrare
este de trei pana la cinci ori mai mare decat volumul initial al solutiei coloidale.

25. Procedeu conform revendicarii 24, caracterizat prin aceea ca, in scopul conser-
varii, solutiile ultrapurificate se introducin vase sterilizate, din sticla sau din materiale plastice
chimic inerte, cu dop infiletabil, avand volume de 1 + 51, care se inchid ermetic $i apoi se
introduc in pungi din polietilena in care s-a adaugat solutie alcoolicé de Amfotericina B sau
un produs farmaceutic care o contine, cum ar fi Fungizon, pungile fiind apoi inchise sub vid
si fiind pastrate |a intuneric sila 8 + 10°C.
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