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Inventia se refera la o compozitie pentru tratamentul unei degenerari, boli colagenice
sau inflamatorii, utilizata in tratamentul medical.

Cartilagiul este un tesut nevascularizat si a fost studiat pentru continutul sau de
factori antiangiogeni. El este, de asemenea, un tesut relativ rezistent la dezvoltarea tumori-
lor. Tumoarea asociata cartilagiului, condrosarcomul, este cea mai putin vascularizata dintre
tumorile solide. Angiogeneza este unul dintre factorii importanti in dezvoltarea unei tumori.
Masele tumorale solide si discrete apar daca celulele tumorii pot provoca extinderea retelei
vasculare, adiacente, pentru a le asigura necesititile nutritionale. Factorii implicati in stimu-
larea angiogenezei au fost studiati pentru rolul lor in dezvoltarea tumorilor, iar factorii anti-
angiogeni precum si medicamentele cu activitate de inhibare a angiogenezei au fost, de ase-
menea, investigati ca mijloace de control al cresterii tumorilor sau pentru realizarea regresiei
tumorilor.

S-a descoperit ¢ cartilagiu scapular al viteilor contine o substanta care inhiba vascu-
larizarea tumorilor solide (Langer si colab. 1976). Datoritd potentialului sdu incurajator ca
agent antitumoral, s-au c3utat surse mai consistente de cartilagiu.

Rechinii sunt animale care reprezinti o sursa potentiald de astfel de inhibitor al
angiogenezei, intrucat endoscheletul lor este compus, in intregime, din cartilagiu (6% din
greutatea lor corporala, fata de 0,6% la vitei). Totodata, rechinii prezinta, ca o caracteristic
interesanta, o predispozitie scazuts citre dezvoltarea de tumori. Au fost elaborate multe ipo-
teze pentru a explica aceasta posibilitate scazuta a rechinilor de a dezvolta tumori. Marchalo-
nis si colab. (1990) au evidentiat anticorpi IgM capabili de a ataca rapid orice agent agresor.
McKinney si colab. (1990) au aratat ¢ rechinii au celule macrofage, capabile de a diferentia
celulele normale de celulele neoplaste si de a le distruge pe cele din urma. Rosen si Wood-
head (1980) au afirmat ca raritatea tumorilor la elasmobranhiate (un grup caruia ii apartin
rechinii i calcanii) s-ar putea datora rezistentei ionice mari din tesuturile lor, ceea ce este
echivalent unei temperaturi corporale ridicate. in aceste conditii, acesti autori cred c3 sis-
temul imunitar exercitd o supraveghere imunologica, apropiata de 100%. Moore si colab.
(1993) au descoperit ca rechinii produc un aminosterol cu proprietati antibacteriene si anti-
protozoare. in fine, Lee si Langer (1983), Folkman si Klagsbrun (1987) au aratat c3 rechinii
produc o substant care inhibd neovascularizarea. Lee si Langer au izolat aceasta substanta
extragand-o din cartilagiu de rechin, in conditii de denaturare (extractia cu guanidina). Acest
proces de extractie este totusi foarte lung (41 zile), poate genera extracte cu factori denatu-
rati, iar producerea de componente active este departe de a fi excelenta. In timp ce grupul
de cercetatori au constatat c& substanta activa izolata de la vitei are o greutate molecularg
de aproximativ 16 kilodaltoni (kd), acelasi grup de cercetatori nu au dat o greutate molecu-
lara precisa substantei extrase din rechini. Aceast substanta este definitd doar ca avand
0 greutate moleculara mai mare de 3500 daltoni. Qikawa si colab. (1990) au aplicat aceeasi
metoda de extractie descrisa de Lee si Langer, dar pe o durata mult mai mic (2 zile in loc
de 41 zile).

Substanta antiangiogenau izolat4 din cartilagiul de rechinu de citre Oikawa s.a. se
limiteaza la o moleculd avand o greutate moleculara cuprinsa intre 1000 si 10000 daltoni.
Schinitsky (US 4473551) a descris un extras in apa de cartilagiu pisat, de rechin, a carui
fractiune de peste 100000 daltoni are o activitate antiinflamatorie, singura sau in combinatie
cu glucozamina. Nici o sugestie referitoare la o componenta a acestui extras, care s3 aiba
o activitate antiangiogena sau antitumorala, nu este facuts in acest brevet. Kuetner si colab.
(US 4746729) au izolat un inhibitor de elataza polimorfonuclear-neutrofil (PMN) din cartilagiu
de bovine. Acest inhibitor a fost obtinut dintr-un extras apos de cartilagiu, din care au fost
retinute moleculele cu o greutate moleculard mai mic3 de 50000 daltoni. Fractionarea pe
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Sephacryl S-200 a dus la obtinerea de numeroase fractiuni din care au fost grupate cele cu
greutatea moleculara de 10 - 40 kD, dupa ce au demonstrat o activitate anti-elastaza. Com-
ponenta activa are un punct izoelectric de 9,5 si poate avea o greutate moleculara de aproxi-
mativ 15000 Daltoni. Kuetner si colab. (US 4042457) au aratat si ca, cartilagiul bovin are o
componenta de greutate molecularad mai mica de 50000 Daltoni, care are o activitate de inhi-
bare a proliferarii celulelor, fara a avea vreo activitate asupra cresterii celulelor de endoteliu.
Balassa si colab. (US 4822607) au obtinut un extract de cartilagiu intr-o solutie apoas3,
extract care are o activitate antitumorala. Totusi, nu s-a observat vreo activitate anti-angio-
gena intr-un extract obtinut prin reproducerea metodei propuse de Balassa. Spilburg s.a.
(US 4243582) au izolat doua glicoproteine cu greutatea moleculara de 65 kD si cu pl 3,8 din
cartilagiu bovin (extractie cu guanidina), care prezinta activitate antitripsina si activitate de
inhibare a cresterii celulelor de endoteliu.

Cartilagiul de vitei si de rechin prezintd multe activitati biologice, cum ar fi activitate
proinflamatorie, activitate antiinflamatorie, activitate antiangiogend, activitate lizozima, activi-
tate de promovare a cresterii de celule, activitate inhibitorie impotriva colagenazei de tip | si
de tip IV, a elastazei si a altor proteaze ca tripsina, chimotripsina si plasmida. Totusi, nimeni
nu a obtinut inca un extract de cartilagiu, care sa cuprinda o grupare de activitati valoroase
din punct de vedere clinic.

Componente antiangiogene de cartilagiu de rechin au fost testate, in general, pe
probe de cornee de iepure sau de probe de membrana carioalantoica de pui (CAM). Pana
in prezent, cartilagiu pisat integral a fost testat direct pe tumori in vivo, pe xenogrefa de
melanom uman, implantata in soareci (US 5§075112), dupa cum a fost testat si in teste CAM
pentru efectele sale antiangiogene. Chiar daca extractelor de cartilagiu le-a fost atribuit un
efect antitumoral, acest efect a fost, cel mai adesea, atribuit componentei antiangiogene
care impiedica alimentarea cu sange a tumorii. Pana in prezent, nu exista nici o dovadi ca
un cartilagiu de rechin are un efect direct asupra proliferarii celulelor tumorii.

Se cunosc extracte din cartilagiu de rechin, constituite din 0,10...7,35% lipide,
1,77...46,2% proteine, 33,6...416 mg% sodiu, 39,2...264 mg% potasiu, 0,02...114 mg% cal-
ciu, 1,1...149 mg% magneziu, urme de fier i zinc, si cuprind molecule cu o greutate molecu-
lara sub 500 kilodaltoni (KD), un punct izoelectric de 5,30...7,49, prezinta activitate antiangio-
genica in vivo, o activitate regresiva a dimensiunilor tumorilor in vivo si o activitate antitu-
morala directa in vivo, fara a prezenta vreo activitate asupra celulelor noramle in vivo.

Sunt deja cunoscute céteva procedee de obtinere a extractelor si fractiunilor de carti-
lagiu de rechin. Unele dintre ele produc un cartilagiu pulverizat fara vreo extractie (US
5075112). Altele utilizeaza agenti de denaturare ca guanidina (US 4243582). Altele prevad
o pretratare a cartilagiului, prin intermediul unei digestii enzimatice, pentru debarasarea de
orice structuri musculare, nervoase sau vasculare, care inconjoari cartilagiul, aceasta etapa
de pretratare fiind urmata de eliminarea grasimilor in solventi organici, dupa care componen-
tele active sunt extrase intr-o fazd apoasa (Balassa si colab. - US 3478146, 4350682,
4656137 si 4822607). Efectul unei asemenea pretratari asupra pastrarii integritatii compo-
nentelor biologic active ale cartilagiului nu este cunoscut. Daca este prea extinsa, o digestie
cu enzime poate hidroliza componentele proteice active. Metoda propusa de Balassa nu
include o etapa de fractionare, care ar imbogati un extract in componente active. Alte proce-
dee propun producerea de extracte apoase (US 4473551) sau de sare (US 4746729) de car-
tilagiu, prin eliminarea materialului nesolubilizat. Printre cele din urma, exista unele in cadrul
carora s-a retinut pentru studiere si purificare ulterioare fractiuni specifice cu greutati mole-
culare specifice.
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Procedeele prezentate mai sus prezinta cateva dezavantaje. Ele pot denatura anu-
mite componente valoroase. Atunci cand nu ar fi vorba de asa ceva, ele pot avea dezavanta-
jul de a dura prea mult, pentru a avea o finalizare practic. in plus, procedeele de lunga
durata nu produc, in mod implicit, cantitati suficiente de componente active, iar printre com-
ponentele recuperate (unele nu sunt recuperate deloc) unele sunt recuperate intr-o masura
insuficienta, pentru a prezenta o activitate detectabild, sau unele componente au fost negli-
Jate prin concentrarea pe obtinerea de activitati specifice.

Angiogeneza nu este implicata doar in dezvoltarea cancerului. Multe boli sau dere-
glari ale diferitelor sisteme fiziologice (indicate in paranteze) sunt dependente de angioge-
neza, cum ar fi artrita sau placite aterosclerotice (oase si ligamente), retinopatia diabetica,
glaucomul neovascular, trahomul si neovascularizarea de implant corneal (ochi), psoriazis,
scleroderma, hemangiomul si scarificarea hipertrofica (piele), adeziuni vasculare si angiofi-
brom (sistem circulator). Prin urmare, orice “factor” antiangiogen nou si puternic ar putea
gasi o utilizare in tratamentul acestor boli precum si in terapia cancerului. in plus, intrucat
multe dintre bolile gi disfunctionalitatile mentionate mai sus au si 0 componenta inflamatorie,
orice “factor” antiinflamator nou si puternic ar putea gasi o utilizare in tratamentul acestor boli
si disfunctionalitati precum si al oricaror altor boli sau disfunctionalitati inflamatorii. Pe dea-
supra, intrucét proteazele, cum ar fi colagenazele, sunt implicate intr-o diversitate de boli si
disfunctionalitati, cum ar fi cancerul si imbétranirea prematura, datorita activitatii de degra-
dare a colagenului, un “factor” anticolagenolitic nou si puternic ar putea gasi o utilizare in tra-
tamentul bolilor i disfunctionalitatilor, avand o component colagenolitica. Intrucat angioge-
neza, inflamatiile si proteazele, cum ar fi colagenezele, pot fi intalnite, singure sau in combi-
natie, intr-o mare varietate de boli sau de disfunctionalitati, un produs care ar fi capabil de
a combate cel putin aceste activitati, fara a afecta functiile normale ale corpului, ar fi de o
mare valoare terapeutica.

Inventia se refera la o compozitie pentru tratarea unei degenerari, boli colagenice sau
inflamatorii, care este constituitd din 0,8...1,75% extract de cartilagiu de rechin, 0,01%...5%
antioxidant, cu sau fara 0,7%...10% agent inflamator precum si un purtator acceptabil farma-
ceutic, procentele fiind exprimate in greutate.

Inventia prezinta si avantajul ca se obtine o compozitie pe baza de compusi naturali
cu o mare biodisponibilitate.

Extractul este o fractiune a supernatantului obtinut dupa centrifugarea unui amestec
omogen apos de cartilagiu integral de rechin, supernatantul fiind fractionat printr-o mem-
brana cu o valoare moleculard a fractiei de masd de 500 Kda, extract care contine
0,10...0,20% lipide, 8...25 mg/ml proteine, 97...99% umiditate, 30...220 mg% sodiu, 30...40
mg% potasiu, 2 mg% calciu, 1,1 mg% magneziu, urme de zinc si fier, si are actiune anticola-
genolitica si antiinflamatoare.

Dereglarea sau boala pe care o trateaza compozitia este selectata dintre arterit3, iri-
tatii ale pielii, inflamatii ale pielii. Inflamatia pielii este cauzata de abraziune fizica, de un iri-
tant chimic, de expunerea la radiatia ultravioleta. Compozitia poate fi o compozitie enterica
$i 0 compozitie topica.

Avantajul inventiei este acela ca, datoritd asocierii componentelor, rezulta o compozi-
tie cu efecte anticolagenolitic, antiinflamator cu biodisponibilitate biologica superioara.

in descrierea inventiei, se arata cum se obtin extractele de cartilagiu, care au avanta-
jul de a contine o multitudine de activitati valoroase din punct de vedere terapeutic. Printre
acestea, activitatile antiangiogene, antiinflamatorii, anticolagenolitice, antiproliferare a tumori-
lor in vivo gi antiproliferare a tumorilor direct in vitro au fost confirmate ca prezente in con-
centratii satisfacatoare intr-un extract de cartilagiu de rechin. Alte activitati isi agteapta identi-
ficarea sau confirmarea. Efectul masurat in liniile de celule tumorale a indicat faptul ca, pe
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langa activitati directe antiproliferare a tumorilor, apare si o activitate citotoxica. Toate activi-
tatile au fost obtinute intr-un extract lichid de cartilagiu de rechin, iar unele dintre ele au fost
obtinute sau verificate intr-un extract solid de cartilagiu de rechin.

Extractul de rechin care se utilizeaza la obtinerea unei compozitii farmaceutice
cuprinde urmatoarele etape:

a) omogenizarea cartilagiului intr-o solutie apoasa in conditii compatibile cu pastrarea
integritatii componentelor biologic active mentionate, pand cand cartilagiul este redus la
particule a caror marime este mai mica sau egala cu aproximativ 500 um, rezultand un
amestec de particule si de extract lichid brut, avand componentele biologic active mentio-
nate;

b) centrifugarea solutiei omogenizate mentionate pentru a separa particulele din
extractul lichid brut;

c) separarea ulterioara a extractului lichid brut, astfel incat si se obtina un extract
lichid final continand molecule de cartilagiu, care au o greutate moleculara mai mica decat
sau egala cu aproximativ 500 kilodaltoni.

Acest procedeu are avantajul de a fi usor de realizat si eficient. S-au obtinut randa-
mente mari de producere a extractului de cartilagiu, extract care, obtinut, in special, din carti-
lagiu de rechin, contine cel putin toate activitatile biologice mentionate mai sus. Procedeul
se desfasoara, de preferintd, la temperatura scazuta (aproximativ O - 10°C), in conditii nede-
naturante (de preferinta, in apa purd), la un pH aproape neutru (aproximativ 6 - 8) pentru a
maximaliza probabilitatea de a recupera compusi cu caracteristici fizico-chimice necunos-
cute. Conform acestui procedeu, componentele cartilagiului pot fi extrase intr-un volum mic
de solutie (la nivelul de 11 pentru 1 kg de cartilagiu) si dupa o perioada scurta de omogeni-
zare (la nivelul a 10 - 15 min). Pentru recuperarea unui extract solid este folosit acelasi pro-
cedeu, cu exceptia faptului c& este recuperat si liofilizat peletul, neglijandu-se supranatantul.

In inventie, se folosesc extracte de cartilagiu, in particular un extract provenind de
la specii elasmobranhiate, indeosebi de la rechini. Extractul solid a dovedit activitate. El
poate contine colagen si componente ne-hidrosolubile. El poate contine de asemenea o acti-
vitate reziduala a ceea ce a fost extras in extractul lichid total. Extractul lichid total este foarte
bogat in activitate. El poate fi utilizat ca atare sau poate fi concentrat. A fost preferata o
etapa de concentrare care favorizeazé mentinerea activitatilor biologice. Din precautie, a fost
evitat recursul la procedee care ar putea deteriora componentele active, cum ar fi evapora-
rea la caldura. A fost utilizata ultrafiltrarea pe o membrana cu o valoare de separare a greu-
tatii moleculare de aproximativ 1 kDa, pentru a concentra extractul lichid. Drept rezultat, a
fost obtinut si testat un extract concentrat, continand molecule cu greutatea moleculara
cuprinsa intre aproximativ 1 kDa si aproximativ 500 kDa. Extractul lichid total (de la 0 la 500
kDa) a fost ulterior fractionat pentru a caracteriza componentele sale active. Numeroase
fractiuni au fost obtinute prin diferite procedee. Unele dintre ele, testate pe linii de celule
tumorale, au fost caracterizate, in mare, prin greutatea molecular3 si punctul izoelectric.
Altora li s-a atribuit o activitate, in particular, activitati anticolagenolitice sau antiangiogene.
Aceste fractiuni isi asteapta caracterizarea si identificarea completa. Prin urmare, intr-un
extract lichid total si in fractiuni ale acestuia se recupereazi activitati valoroase care pot fi
utilizate in mod avantajos.

in loc de a administra cantitati mari de cartilagiu pisat, acum poate fi administrat un
extract mai acceptabil si imbogatit.

Inventia descrie o compozitie terapeutica sau cosmetica, cuprinzand, ca ingredient
activ, unul dintre extractele de cartilagiu de mai sus. Un mare interes a fost indreptat catre
compozitiile utilizate in dermatologie si cosmetica. Acest interes provine din activitatile obser-
vate pentru extractele de cartilagiu. In aceast3 privinta, activitatile anticolagenolitice si
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antiinflamatorii observate, precum si efectul antagonic al diferentierii celulare mediat de citre
inducerea de protein-kinaza C in cheratinocite, au fost considerate ca deschideri de drum,
catre utilizarea extractelor de cartilagiu de rechin in compozitii $i metode pentru reducerea
inflamatiilor, regularizarea ridurilor sau a atrofiei pielii, incetinirea imbdtranirii premature,
reducerea acneei, imbunatétirea functiei de bariera a pielii, reducerea inflamatiei sau iritatiei
$i pentru un efect de calmare a pielii. Inventia acopera si astfel de metode. In plus, intrucat
extractul lichid de cartilagiu de rechin a fost testat, cu succes, in tratamentul cancerului, artri-
tei, psoriazisului si al cazurilor de acnee, inventia acopera si compozitii si descrie metode
pentru tratarea bolilor sau disfunctionalitatilor avand una sau mai multe componente selec-
tate din grupul constand in proliferarea tumorilor, angiogeneza, inflamare si colagenoliza.

Se dau, mai jos, fig. 1...19 in legaturd cu exemplul de realizare al inventiei:

- fig.1, ilustrarea activitatii inhibitorii a unor doze crescatoare de cartilagiu de rechin
(extract solid), asupra unor celule ZR75-1 si MCF-7:

- fig.2, ilustrarea curbelor de reactie la doz3 a cantitatii de celule MCF-7, masurata
prin continutul lor de ADN in prezenta unor concentratii crescande de estradiol, cu sau fara
doua concentratii de liofilizat de cartilagiu;

- fig.3A si 3B, comparatia intre sectiuni de ficat de sobolani prezentand cancer al
glandei mamare, unora administrandu-li-se o combinatie de liofilizat de cartilagiu si superna-
tant, iar celorlalti administrandu-li-se doar apa;

- fig.4A si 4B, comparatia intre sectiuni de rinichi de sobolani prezentand cancer al
glandei mamare, unor administrandu-li-se o combinatie de liofilizat de cartilagiu si superna-
tant, iar celorlalti administrandu-li-se doar ap4;

- fig.5A si 5B, comparatia intre sectiuni de pldman de sobolani, prezentand cancer
al glandei mamare, unor administrandu-li-se o combinatie de liofilizat de cartilagiu si super-
natant, iar celorlalti administrandu-li-se doar apa;

- fig.BA si 6B, comparatia intre sectiuni de tumoare a glandei mamare, apartinand
unor sobolani care prezinta o astfel de tumoare, unora administrandu-li-se o concentratie de
liofilizat de cartilagiu si supernatant, iar celorlalti administrandu-li-se doar apa;

- fig.7, histograma derivata din fig. 6A si 6B, ilustrand efectul extractului de cartilagiu
asupra ariei vaselor de sange din tumori;

- fig.8, profilul electroforetic in conditii ne-denaturante al fractiunilor lichide separate
pe Rotofor; in partea stanga apar markeri de greutate moleculara, urmati de un esantion al
permeatului brut inainte de fractionare, in vederea compararii cu fractiunile izolate;

- fig.9A i 9B, ilustrarea imbunatétirii semnificative a starii a doi pacienti suferind de
psoriazis, unul cu hipercheratoza (9A). iar celalalt f&r4 hipercheratoza (9B), la tratarea cu o
compozitie continand o cantitate eficientd de extract lichid, concentrat de cartilagiu (fotogra-
fiile de jos) in comparatie cu starea lor initiala (fotografiile de sus);

- fig.10, caracteristica de migrare FPLC a trei extracte diferite de cartilagiu de rechin;
in fig. 10A, DUP reprezinta cazul unui extract lichid de cartilagiu conform inventiei, in timp
ce infig. 10B si 10C, BAL si OIK reprezinta cazurile extraselor cunoscute, propuse de catre
Balassa s.a. si respectiv Oikawa s.a.;

- fig.11, caracteristica de migrare HPLC a acelorasi trei extrase definite in fig. 10;

- fig.12, rezultatele testelor CAM realizate cu utilizarea unor concentratii diferite de
protamina, un compus de referinta antiangiogen, comparat cu elementul de control;

- fig. 13, rezultatele testelor CAM realizate cu doua fractiuni din extractul lichid total
de cartilagiu de rechin conform inventiei (DUP), un avand greutatea molecularid mai mica
decat 10000 Daltoni, iar cealaltd avand greutatea moleculara mai mare decéat 10000 Daltoni;

- fig.14, rezultatele testelor CAM realizate cu extractul lichid total conform inventiei
(DUP), comparate cu rezultatele obtinute pentru o concentratie echivalentd de produs
realizat prin procedeul propus de Balassa (BAL);
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- fig.15, rezultatele testelor CAM realizate cu extractul lichid total conform inventiei
(DUP), comparate cu rezultatele obtinute pentru un esantion provenind dintr-o cantitate
egala in greutate de materie uscata dintr-un produs realizat prin procedeul propus de
Oikawa (OIK);

- fig.16, ilustrarea efectelor obtinute cu TPA asupra cheratinocitelor in comparatie cu
efectele obtinute cu DMSO ca element de control, ambele masurate in prezenta sau absenta
unui extract lichid total de cartilagiu de rechin preparat conform inventiei;

-fig.17, ilustrarea efectelor antiinflamatorii ale extractului lichid total conform inventiei
asupra unui model de iritare a pielii;

- fig.18, alté caracteristica de migrare HPLC a unei fractiuni a extractului lichid total
conform inventiei, avand greutatea moleculars mai mica decat 10000 Daltoni, fractiunea fiind
concentrata si separata in cinci sub-fractiuni;

- fig.19, ilustrarea efectului anticolagenolitic al fiecarei sub-fractiuni prezentate in
figura 18 la diferite volume testate.

Cartilagiul se obtine de la rechini sanétosi din rasa rechinului tepos negru si a rechi-
nului tepos comun. Toate tesuturile musculare si de legatura se indeparteaza prin razuire
cu scalpele si foarfeci, tratate cu etanol. Cartilagiul este apoi impachetat, sub vid, in pungi
de plastic si inghetat la - 20°C, in vederea utilizarii ulterioare. in acest procedeu pot fi utili-
zate orice surse de cartilagiu. Am ales cartilagiul de rechin pentru motivele enuntate in capi-
tolul de prezentare a stadiului tehnicii. Se considera c3 s-ar obtine produse aproximativ echi-
valente plecand de la cartilagiu de elasmobranhiate (care includ rechinii si calcanii ca specii
animale ale acestui grup). Produsele ar fi probabil diferite, daca s-ar utiliza mamifere ca
sursa pentru cartilagiu.

Poate fi utilizatd orice varianta de preparare a cartilagiului inainte de extractie, atat
timp cat astfel nu se afecteaza substantial activitatea produsului de interes (de exemplu, un
extract lichid total sau o anumita fractiune a acestuia). Anumite componente active pot rezi-
sta digestiei proteolitice (conform celor expuse de Balassa si colab. US 4822607), in vederea
debarasarii cartilagiului de orice tesut inconjurator, in timp ce altele nu pot rezista unui astfel
de tratament. Una dintre activitatile care par s nu reziste unei astfel de pre-tratari este acti-
vitatea antiangiogena (fig. 15). Prin urmare, daci cineva doreste sa produca un extract lichid
continand cat mai mult posibil din toate componentele active hidrosolubile cirora le sunt atri-
buite activitéti separate, o astfel de etapa de digestie ar trebui evitatd sau monitorizatd cu
atentie pentru a impiedica hidroliza sau proteoliza extensiva.

Cartilagiul curat este utilizat, proaspét sau decongelat la 4°C. Cartilagiul se trece apoi
de mai multe ori (cu precadere de trei ori), prin orificiile unui tocator de carne, tratat cu eta-
nol, impreuna cu un volum corespunzétor de apa (o cantitate egala in greutate/volum repre-
zintd aproximativ volumul minim, dar poate fi marita, fara vreun efect asupra randamentului
de recuperare a componentelor valoroase). Din punct de vedere practic, un volum mic este
preferat, intrucat este mai comod de manipulat, decat un volum inutil de mare. in practica,
apa este purificatd prin osmoza invers3 si filtrare, printr-un filtru de 0,1 um. in locul apei, pot
fi utilizate multe alte solutii apoase (continand, de exemplu, saruri). Atunci cand se urmareste
recuperarea mai multor activitati hidrosolubile, se prefera lucrul la un PH aproape neutru si
in conditii nedenaturante, pentru a evita liza sau denaturarea unora dintre componentele car-
tilagiului. Comportarea proteinelor necunoscute, in solventi aposi, nu este previzibild: unele
“se pot simti mai bine” la un pH acid, altele la un pH bazic. in plus, unele proteine pot fi
extractibile, in conditii usor denaturante, daca o astfel de denaturare nu afecteaza ireversibil
renaturarea acelor proteine in solutii apoase. Prin urmare, luand in considerare toti acesti
factori, realizarea procedeului de extractie a componentelor active ale cartilagiului, in apa
pura, s-a dovedit a fi o alegere judicioas3 pentru recuperarea cu un foarte bun randament
&l componentelor cu o structurs si comportare necunsocute.
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Amestecul cartilagiu/apa este apoi omogenizat, prin agitare la viteza maxima, intr-un
agitator de bucétarie, la aproximativ 4°C, timp de 10 min. Desigur, viteza de agitare si volu-
mul solutiei apoase pot influenta timpul de extractie. Prin urmare, 0 gama rezonabild a timpu-
lui de omogenizare ar avea drept limita inferioara, 10 min si drept limitd superioara, 24 h, de
preferinta fiind cuprinsa intre aproximativ 10 si 60 min. Temperatura trebuie mentinuta sub
aproximativ 10°C, pentru a evita orice degradare a componentelor active, de citre enzime
endogene, atunci cand nu sunt utilizati inhibitori de enzime. in mod ideal, trebuie ciutata o
temperaturd aproape de 0°C. intrucat, in mod normal, o astfel de experimentare se
desfagoara intr-o incépere rece in care temperatura poate fi mentinuta intre 4 si 10°C, acest
domeniu de temperaturi este acceptabil pentru acest procedeu. in scopul claritatii si expri-
marii laconice, expresia “aproximativ 4°C” va fi utilizata in cele de mai jos pentru a desemna
acest domeniu acceptabil de temperatura.

Daca agitatorul nu a redus suficient marimea particulelor, se poate obtine, in conti-
nuare, o lichefiere a acestui amestec omogenizat, prin supunerea sa unui dezintegrator Poly-
tron pentru un timp de 10 min, la o temperatura de 4°C. In alta variant3, amestecul poate fi
omogenizat intr-un agitator-dezintegrator mai performant, cu ajutorul ciruia se poate evita
etapa de 10 min de lichefiere. La capatul etapei de omogenizare completa, marimea particu-
lelor ramase este sub aproximativ 500 «m. Desigur, si in acest caz sunt aplicabile aceleasi
domenii acceptabile de timp si de temperatura expuse la obtinerea primului cartilagiu méaci-
nat. Marimea particulelor dupa omogenizare, nu trebuie neaparat sa fie foarte mica. Prin
urmare, poate fi omisa pulverizarea cartilagiului inaintea extractiei. Desigur, pulverizarea car-
tilagiului sub forma unei pulberi, inaintea extractiei apoase poate denatura activitati valo-
roase atunci cand aceasta pulverizare este realizata in stare uscata, la temperaturi de inghet
sau la temperaturi foarte mari.

Amestecul omogenizat este centrifugat la 13600 g, timp de 15 min, la 4°C, etapa
care reprezintd un mod de separare rapida si eficienta a unui supranatant de un pelet. Varie-
rea i ajustarea acestor parametri este la indemana specialistului in domeniu, depinzand
doar de volumul amestecului omogenizat si de echipamentul utilizat.

Peletul rezultant este liofilizat timp de 24 - 48 h. Aceasta prim3 fractiune este definit3,
in continuare, drept fractiunea liofilizata sau un extras solid.

Supranatantul poate fi filtrat cu ajutorul unui filtru Whatman de 24 um, daca este
necesar, pentru debarasarea de particulele susceptibile de a afecta performantele unei
coloane de ultrafiltrare. Materialul filtrat este apoi ultrafiltrat la aproximativ 4°C intr-o coloan3
de filtrare cu debit tangential, avand o porozitate de aproximativ 500000 Daltoni, care per-
mite obtinerea unei fractiuni filtrate brut, cuprinzand molecule hidrosolubile cu greutatea
moleculara cuprinsa intre 0 si aproximativ 500 kDa. Acest extract filtrat brut este filtrat steril
cu ajutorul unui filtru de 0,22 um si depus in sticle sterile pentru o utilizare ulterioara.
Aceasta fractiune este mentionat, in continuare, drept fractiunea filtrata brut sau extractul
lichid total.

intr-o alt3 varianta, peletul si supranatantul sunt obtinute printr-un proces de centrifu-
gare mai performant. Etapa de centrifugare la 13600 g pentru 15 min, urmata de o filtrare
bruta cu filtre Whatman este inlocuita cu o centrifugare intr-o centrifuga CEPA echipat cu
un sac din nylon cu o porozitate de 30 um, la 3000 - 4000 g. Un preparat de 25 kg/25 | poate
fi centrifugat astfel, timp de 30 min, furnizand 29 | de supranatant. Volumul apos, obtinut,
este mai mare decét volumul de ap3 initial, ceea ce sugereaza faptul ci a fost recoltats o
parte din continutul de ap4 al cartilagiului insusui. Fractiunea liofilizata si extrasul lichid total
pot avea urmétoarele compozitii aproximative, care iau in considerare, in mare, variatiile
observate de la un lot la altul si pe cele datorate utilizarii de material diferit:
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Fractiunea liofilizata:

lipide: . . 7,35%
Proteine: . . 46,2%
umiditate: .. ... 20,4%
SOAIU: ... 4,16 mg/g ®
POtASIU: . . . o 2,64 mgl/g
CalCIU: . . 114 mg/g
MAGNEZIU: . . . ..o 1,49 mg/g

urme de zinc si de fier
Extrasul lichid total

lipide: . .. 0,10 - 0,20%"
Proteine: .. .. ... . .. 8 - 25 mg/ml 2
umiditate: . ... 97 - 99%
SOdiU: .. 30-220 mg/100g 3
POtaSIU: . ..o 30-40 mg/100 g
CalCIU . .o 2,0mg/100 g
MAagNEZIU: . .. ..o 1,1 mg/100 g

urme de zinc si de fier

2 = misurate conform directivelor publicate in AQAC Official

(1984), sectiunile 16219-220 si respectiv 2055;
¥ = masurat conform procedurii SAA.

Continutul de proteine este evaluat prin metoda Kjeldahl, care mésoara azotul orga-
nic (N). Azotul organic este transformat in proteinele echivalente, cu ajutorul urmatoarei ecu-
atii:

continutul proteic (mg/ml) = (% N x 6,25)/100.

intrucat hidratii de carbon nu sunt detectabili, se poate presupune ci ei se afla intr-
unul sau in celalalt extras, dar sub forma de proteoglicani si/sau mucopolizaharide. Este
posibil ca acesti compusi sa fie inclusi in nivelul de umiditate, masurat. Fractiunea liofilizata
contine un nivel neasteptat de umiditate, care a fost masurat prin intermediul grupelor OH.
Intrucat continutul de 20% apa este apropiat de procentajul de hidrati de carbon regasit, in
mod normal in cartilagiu, iar umiditatea unei fractiuni liofilizate ar trebui sa fie apropiata de
0%, aceasta ipoteza ramane de verificat.

Sterilitatea a fost controlata cu aplicarea prevederilor USP XXIII, de catre:

1/ Laboratoire de génie sanitare du Québec Inc.

1090, I'Escarbot, Centre Industriel St-Malo, Québec GIN 4J4; si

2/ Northview Laboratories Inc.

1880, Holste Road, Northbrook, IL, 60062 U.S.A. nr.
inregistrare FDA: 14-18028.

Teste de activitate

Fractiunea liofilizata:

Teste in vitro:

Aceste teste au fost efectuate pe liniile de celule canceroase hormono-dependente
MCF-7 si ZR75-1 (numere ATCC (R): 22-HTB si respectiv 1500-CRL).

Celule ZR75-1:

Mediu bazal RPMI

52 g RPMI 1640 fara rosu fenol (Sigma R8755), 17,875 g Hepes (acid liber: Sigma
HO763), 0,55 g piruvat de sodiu (Sigma P5280) si 10 g NaHCO; au fost amestecate in 5 |
de apa pura si aduse la pH 7,40 cu NaOH.
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Daca nu este utilizata imediat, aceasta solutie trebuie protejata de lumina, pentru a
pastra substantele fotolabile. Aceastd solutie a fost filtrata, distribuita in sticle sterile de 500
ml si stocate, la 4°C, pentru o perioadad maxima de trei luni.

Mediu de mentinere a culturii de celule:

Mediului bazal RPMI i s-a addugat 10% (v/v) FBS (ser bovin fetal), 100 U penicilina
G/50 ug sulfat de streptomicina (Sigma PO906)/ml de mediu, 2 mM L-Glutamina (Sigma
G1517) si 1 nM E, (B-estradiol Sigma E8875).

Mediu experimental:

Mediului bazal RPM! i s-a addugat 5% FBSA (ser bovin fetal adsorbit pe dextran-
mangal), 2 mM L-Glutamina, 100 U penicilina G/ 50 ng sulfat de streptomicina/ml de mediu
$i 50 ng/mlinsulina (Sigma). Acestui mediu i s-au addugat concentratii crescande din fractiu-
nea liofilizatd mentionatd mai sus, precum si diferite concentratii de estradiol (10°* pana la -
5M).

Celule MCF-7:

Mediu bazal DME-F12:

Mediul DME-F12 (fara bicarbonat si fara rosu fenol; Sigma) a fost reconstituit con-
form instructiunilor furnizorului, in apa purd. Pentru un litru s-au adaugat 1,2 g de bicarbonat
de sodiu, iar pH-ul a fost facut 7,40 cu NaOH/HCI. Aceasta solutie a fost filtrata, distribuita
in sticle sterile de 500 ml si stocatd, la 4°C, pentru o perioadd maxima de trei luni.

Mediu de mentinere a culturii de celule:

Mediului bazal DME F12 i s-a adaugat 10% (v/v) FBS (ser bovin fetal), 100 U penici-
lina G/50 1.g sulfat de streptomicind/ml de mediu, 2 mM L-Glutamina (Sigma) si 1 nM E,
(estradiol).

Mediu experimental:

Mediului bazal DME-F12 i s-a adaugat 5% FBSA (ser bovin fetal, adsorbit pe dextran-
mangal), 2 mM L-Glutamina, 100 U penicilind G/50 g sulfat de streptomicini/ml de mediu
si 50 ng/ml insulina (Sigma). Asa dupa cum s-a descris pentru celulele ZR75-1, fractiunea
liofilizata si estradiolul au fost addugate in aceleasi concentratii.

Prepararea FBSA:

Serul bovin fetal a fost amestecat cu 1% (w/v) mangal (carbon decolorant alcalin).
O solutie de dextran T70 a fost ad3ugati la solutia mangal-ser, pentru a se obtine o concen-
tratie de 0,1% (w/v). Amestecul a fost agitat peste noapte, la 4°C. Dupa centrifugare, la 4°C,
si timp 30 min, a 10000 g, serul a fost decantat, amestecat din nou, cu aceleasi proportii de
mangal si dextran, agitat la temperatura camerei, pentru 3 h si recentrifugat. Serul a fost
apoi inactivat termic, la 56°C, pentru 20 min, filtrat steril si depus in tuburi conice Falcon, ste-
rile.

Celulele ZR75-1 $i MCF-7 au fost crescute pana la o densitate de populatie de 20000
celule/suga, pe placi de 24 suse sau de 150000 celule/susa, pe placi de 6 suse, si tratate
in prezenta sau absenta unor diferite concentratii de fractiune liofilizata preparata ca mai
sus. In acest scop, fractiunea liofilizata este resuspendatd in mediu de cultura si filtrata steril,
astfel incat componentele sale hidrosolubile s fie recuperate gi testate. Toate experimentele
au fost efectuate in triplu exemplar. Mediile de culturd au fost retrase si inlocuite, cu medii
proaspete la fiecare doua zile. Celulele au fost crescute intr-un incubator in atmosferd umidi-
ficata constant, continand 5% CO,, 1a 37°C, pe timp de 17, 7, 3 sau 3 zile, corespunzator pri-
mului, celui de-al doilea, celui de-al treilea si, respectiv, celui de-al patrulea experiment. Inhi-
barea cresterii celulelor a fost masurata prin numararea directs a celulelor sau prin masura-
rea continutului total de ADN al unei suse.
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Concentratia de fractiune liofilizata Inhibarea celulelor (%)
MCF-7 ZR75-1
experimentul 1:17 zile
1 mg/ml 1,6 2,00
5 mi/mi 14,33 33,6
10 mg/mli 62,66 90,8
experimentul 2:7 zile
1 mg/ml 3,73 0,97
5 mi/ml 15,7 29,00
10 mg/mi 68,37 66,00
experimentul 3:3 zile
50 mg/ml 95,8 95,00
100 mg/ml 94,6 98,00
experimentul 4:3 zile
10 mg/ml 34,4 51,6
20 ml/mi 62,5 70,5
50 mg/ml 95,8 95
100 mg/ml 94,6 98

Procentajele de inhibare a cresterii celulelor, de mai sus, demonstreaza faptul ca
fractiunea liofilizata poate inhiba, in mod dependent de doza, cresterea celulelor acestor
doua linii de celule.

Fig. 1 aratd ca dozele de 50 si 100 mg/ml de fractiunea liofilizata provoac3, in mod
clar, hipoplazia asupra acestor linii de celule, dupa trei zile de tratament.

Fig. 2 arata ca in prezenta a 10" - 10° M estradiol, celulele tratate reactioneazi ca
celulele de control, nefiind stimulate de citre aceste doze de hormon. Totusi, peste 1 nM,
celulele martor sunt puternic stimulate, iar concentratia de ADN atinge 3,75 1.g in prezenta
a 10" M estradiol (fata de 0,69 g la celulele martor fara estradiol). La celulele tratate cu 30
$i 50 mg/ml de fractiune liofilizatd, ADN-ul masurat la stimularea maxims este de 1,9 si res-
pectiv 1,8 ng..

Fig. 2 arata ca, constanta de afinitate (Km) a celulelor tratate pentru estradiol este
de 3 pana la 16 ori mai mare (31,3 nM si 174,0 nM) decét valoarea pentru celulele martor
(11,7 nM), in prezenta a 30 si respectiv 50 mg/ml. Aceasta inseamna ca sunt necesare con-
centratii mai mari de estradiol, pentru obtinerea aceleiasi cresteri a celulelor atunci, cand
este prezent extrasul solid liofilizat de cartilagiu. Prin urmare, acest extras diminueaza reac-
tia maximala (o inhiba cu 90%) si mareste constanta de afinitate a celulelor tratate, pentru
estradiol.

A. Teste in vivo

Patru sute de femele de sobolan Sprague-Dawley (cumparate de la Charles River
Co., St-Constant, Québec), au fost adaptate la mediul lor, timp de 12 zile. in acel moment,
li s-a administrat 20 mg DMBA/1 ml ulei de porumb (9, 10-Dimetil-1,2-Benzantracen: achizi-
tionat de la Sigma Chemical Co.). La trei luni dupé acest tratament, 240 sobolani, cirora li
s-a dezvoltat cancer mamar, au fost selectati i impartiti in doua grupuri. Primul grup a con-
stat din cinci sub-grupuri de sobolani. Sobofanilor din grupurile tratate, li s-a administrat o
doza zilnica de concentratie crescands din extrasul liofilizat in 3 ml apa, timp de opt sapta-
mani, in timp ce grupul martor a primit acelasi volum de apa. Cel de-al doilea grup a constat
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din patru sub-grupuri de sobolani. Sobolanilor din grupurile tratate li s-a administrat de ase-
menea o doza zilnica din extrasul liofilizat in 3 ml apa, combinat sau necombinat cu suprana-
tantul, timp de zece saptdmani, in timp ce grupul martor a primit acelasi volum de ap&. Doar
sobolanilor unui sub-grup din cel de-al doilea grup de sobolani tratati cu o concentratie de
3000 mg/kg/zi de extras liofilizat si 3 ml de supranatant, li s-a administrat o injectie intraperi-
toneala (i.p.), cu o dozd mai mica de supranatant (circa 8 mg de proteine in 1 ml apa).

Sobolanii cantareau 151 - 175 g la inceputul celor doua experimente si au primit
hrana si apa ad libitum. Primul grup de sobolani a prezentat tumori cu diametrul mediu de
0,9 cm, in timp ce, cel de-al doilea grup de sobolani a prezentat tumori cu diametrul mediu
de 0,6 cm.

Rezultatele sunt rezumate dupa cum urmeaza:

Doze zilnice de extract de cartilagiu Inhibarea cresterii tumorilor
(scaderea diametrului tumorilor fata
de lotul martor), in %

Experimentul 1: durata 8 saptamani

500 mg/kg/zi 2%

1000 mg/kg/zi 4%

3000 mg/kg/zi 14%

5000 mg/kg/zi 15%
Experimentul 2:durata 10 saptamani

3000 mg/kg/zi 12%

3000 mg/kg/zi + 3 ml supranatant 18%

3000 mg/kg/zi + 3 ml supranatant 20%

+ 1 mlinjectie i.p. cu supranatant

Aceste rezultate demonstreaza faptul ca extractul liofilizat contine o componenta
activa, care este absorbita in tractul gastro-intestinal si care are efect asupra dimensiunii
tumorii. Acest efect ar putea fi un efect direct asupra celulelor tumorale sau un efect mediat,
prin antiangiogeneza.

Aceste rezultate arata, de asemenea, ca supranatantul are o activitate care este
reflectata de o reducere suplimentara a dimensiunii tumorilor, cu aproximativ 5%.

Aceste rezultate sugereaza, de asemenea, ca extractul liofilizat poate contine compo-
nente active, care nu sunt hidrosolubile si/sau ca el poate contine componente reziduale
hidrosolubile. Prin urmare, in ultima eventualitate, se poate considera ca peletul ar putea fi
supus unei reextractii intr-o solutie apoasa pentru a recupera, in cea mai mare masura, com-
ponentele hidrosolubile, daca randamentul poate fi incd imbunatatit.

Histopatologie

Pentru a evalua non-toxicitatea moleculelor active ale extrasului de cartilagiu, anima-
lele utilizate in experimentele in vivo, de mai sus, au fost omorate prin decapitare si urmétoa-
rele tesuturi au fost preluate pentru analiza: ficat, plaman, rinichi, inima, creier, muschi si
glanda mamara. Grasimea a fost indepartata din aceste tesuturi, dupa care ele au fost fixate
pentru doua zile in fluid Bouin. Dupa deshidratare in etanol, tesuturile fixate au fost inglobate
in parafina. Sectiuni din acestea au fost obtinute i montate pe lamele din sticla, colorate cu
hematoxilina si vizualizate sub microscop.

Examinarea histologica a relevat faptul ¢ nu a fost vizibil vreun efect nociv, atunci
cand s-a utilizat cea mai mare dozé de extract liofilizat singur (date neilustrate) sau atunci
cand s-a utilizat extractul liofilizat in combinatie cu supranatantul (vezi fig. 3A si 3B, 4A si 4B,
5A si 5B).
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Aceasta sugereazi ca extractul liofilizat $i supranatantul au o activitate selectivi de
regresie a dimensiunii tumorilor.

In cazul glandei mamare canceroase (vezi fig. 6A si 6B), s-a observat o diminuare
importanta a ariei vaselor de sange. Efectul antiangiogen al acestor molecule active este
confirmat prin rezultaterle ilustrate si rezumate in fig. 7.

Fig. 7 aratd ca atunci cand a fost utilizata o combinatie de extract liofilizat (p.o.) -
Supranatant (p.o. +i.p) (vezi fig. 6A si 6B), a fost observats o diminuare cu 55% a ariei vase-
lor de sange din tumoare.

Diminuarea dimensiunii tumorii s-ar putea datora unei diminuari importante a vascula-
rizatiei, unui efect direct asupra celulelor tumorale sau a unei combinatii a ambelor feno-
mene. Efectul antiangiogenic al acestor extracte este bine descris mai sus. Efectul hipopla-
Ziant direct a fost observat in vitro pe celulele hormono-dependente si ramane de verificat
in vivo.

Deoarece rezultatele mentionate mai sus au aratat c3 supranatantul a avut un efect
suplimentar efectului extractului liofilizat asupra celulelor ZR75-1, componentele acestuia au
fost investigate in continuare.

Obtinerea de fractiuni lichide continand molecule active

Cartilagiul de rechin a fost recoltat $i procesat la fel cum s-a descris mai sus. Dupa
centrifugare, peletul a fost dat la o parte, iar supranatantul a fost procesat la fel ca mai sus,
pana la filtrarea sterila cu ajutorul filtrului de 0,22 .m.

in cele ce urmeaza, Supranatantul va fi denumit “fractiunea filtrata bruta”, de exemplu
produsul rezultat dup3 ultrafiltrare.

Fractiunea filtrata bruta astfel obtinuta a fot supusa cromatografiei lichide proteice
rapide (FPLC).

Conditiile pentru FPLC:

Coloana: Hiload 26 mm x 60 ¢m Sephacryl S-300

Sistem FPLC: de la Pharmacia

Toate esantioanele au fost filtrate cu ajutorul filtrului de 0,22 um inaintea incarcarii
coloanei. Solutia-tampon de elutie a fost solutie-tampon fosfat salin (PBS) filtrata si dega-
zeificata timp de 15 min. Volumul esantionului incarcat a fost, de obicei, 3,2 ml (putea s3 fie
de pana la 13 ml). Debitul a fost de 1 ml/min. Au fost colectate fractiuni de 10 ml. Compusii
rezultati prin elutie au fost detectati prin intermediul absorbantei lor in ultraviolet (280 nm).
O diagrama de calibrare a fost obtinuta prin utilizarea unui set de calibrare MW-GF-1000 de
la Sigma, acest esantion de calibrare avand acelasi volum ca esantionul incircat pentru ana-
liz& (3,2 ml). Volumul de elutie al unui esantion a fost dedus prin reprezentarea grafici a
greutatii moleculare a compusilor setului de calibrare, in functie de volumul lor de elutie, din
care a fost scazut volumul gol al coloanei. Volumul gol a fost obtinut prin injectarea de albas-
tru dextran (greutate moleculara = 2000000).

Fractiunile au fost testate pentru activitatea lor pe celule ZR75-1. Fractiunile de inte-
res au fost identificate, iar caracteristicile lor au fost coroborate, printr-un studiu ulterior (pre-
zentat in continuare).

Caracterizarea aditionala a componentelor active, ale fractiunii filtrate, a fost realizata
cu Rotofor (Biorad 170 - 2950: vezi izoelectrofocalizarea de mai jos) si cu filtre Amicon cu
diferite valori de separare pentru a obtine fractiuni cu greutatea moleculara de 10 - 30 kD,
30 - 100 kD si peste 100 kD.

Izoelectrofocalizare:

Un preparat de cartilagiu de rechin (46 ml de fractiune filtrata 1 kg/l) a fost dializata
peste noapte cu 4 | de apa pura continand 5% glicerina la 4°C, utilizand o membran3
Spectra cu por #7 MWCO 3500 kD (Spectrum 132110). Solutia dializats a fost amestecats
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cu 2,75 ml de amfoliti (Pharmacia #80-1125-B7) pH 3,5 - 10,0 si 0,5 g CHAPS (Sigma
C3023; 3-[(3-colamidopropil)-dimetil-amoniul-1-propan-sulfonat). Volumul a fost completat
pana la 55 ml cu apa pura. Solutia a fost incarcata in Rotofor. Izoelectrofocalizarea a fost
efectuata la 4°C, la o putere constanta de 12 wati (sursa de alimentare cu energie 3000 xi
Bioard 165-0554), sub circulatie constanta de apa pentru a asigura mentinerea temperaturii.
La inceperea separatiei, tensiunea a fost de 380 V, iar curentul electric de 31 mA. Atunci
cand curentul s-a stabilizat (la 14 mA), tensiunea era de 870 V. |zoelectrofocalizarea a fost
oprita si au fost colectate 20 fractiuni.

Fractiune Volum (ml) pH
1 37 3,56
2 2,1 4,01
3 2,2 4,18
4 2,3 4,31
5 2,2 4,63
6 2,1 5,03
7 2,5 5,30
8 2,1 5,50
9 2,4 5,81
10 25 6,26
11 2,3 7,00
12 2,4 7,29
13 2,4 7,64
14 2,5 7,94
15 2,3 8,32
16 2,5 8,62
17 24 8,94
18 29 9,30
19 3,1 9,88
20 3,6 10,71

Identificarea acestor proteine a fost realizata prin estimarea greutatii lor moleculare,
pe un gel de electroforeza (Laemmli, U.K. (1970) Nature (Lond) 227: 680).

Aceste fractiuni au fost diluate cu un volum de patru ori mai mare, dintr-o solutie tam-
pon de incarcare (vezi Laemmii), iar depunerile de 8 ul au fost supuse electroforezei, in con-
ditii nereducatoare. Fig. 8 reda profilul electroforetic al fiecarei fractiuni si al materialului, ina-
inte de izoelectrofocalizare.

Toate fractiunile au fost puse in sticle sterile sub o hota cu curgere laminara, trecan-
du-le printr-un filtru steril Millipack-60 cu o porozitate de 0,22 um.
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Continutul in proteine al fractiunilor a fost evaluat prin metoda de dozare Lowry. Niste
solutii de 1 kg/2 | (exprimat ca greutatea cartilagiului brut pentru fiecare litru de fractiune fil-
trata) au fost testate pe celule ZR75-1 la diferite concentratii, in mediu de culturd. Rezultatele
sunt rezumate dupa cum urmeaza:

Primul test:

Fractiunea filtrata a fost liofilizata, resuspendata in PBS si trecutd pe FPLC. Nu a fost
detectata nici o activitate hipoplazanta (date nefigurate).

Al doilea test:

Teste efectuate pe fractiuni Rotofor (fractiunea filtrat3 a fost concentrata prin evapo-
rare). ldentificarea proteinelor

Fractiuni Punct Valoare Greutate
identificate izoelectric mediana moleculara
7-8-9-10 5,30-6,26 5,78 29+ 1kD
7-8-9 5,30-6,26 5,68 60+ 1kD
12-13-14 7,29-794 7,62 48+ 1kD
13-14 7,64 -794 7,79 35+1kD

Al treilea test:
Test efectuat pe fractiuni FPLC (fractiunea filtrata a fost concentrata prin evaporare):

Fractiuni Greutate moleculara

6si7 1-2,5kD

Al patrulea test:
Test efectuat pe fractiuni de 100 I obtinute cu ajutorul filtrelor moleculare Amicon:

Concentratia testats Greutatea moleculara Inhibarea culturilor de
celule ZR75-1
100 wg/mi peste 100 kD 64%
100 wg/mi intre 30 kD si 100 kD 114%
100 pg/ml intre 10 kD si 30 kD 127%
400 pg/ml sub 10 kD 149%

Fractiunile FPLC 6 si 7 contin componente active cu o greutate moleculari foarte
mica: intre 1 si 2,5 kD.

Efectul hipoplaziant al fractiunilor poate fi de pana la de 33000 de ori mai mare decéat
cel observat cu extractul liofilizat. Rezultatele de mai sus arata ca liofilizarea pare s& pro-
voace oarecare pierdere a activitatii antitumorale directe, a proteinelor continute in eluat, in
timp ce o astfel de pierdere nu a avut loc cu liofilizarea extractului solid. Aceasta sugereaz3
ca componentele active incluse in particulele de cartilagiu par sa fie intr-un astfel de mediu,
incat sunt mai putin sensibile la efectul denaturant al liofilizarii. intrucat activitatea hipopla-
zianta este sensibila la liofilizare, in cazul recuperarii in apa, este probabil ca adaugarea de
stabilizatori sau de agenti protectori la extrasul total sau la o fractiune anume care contine
aceasta activitate inaintea liofilizarii sa pastreze in mod substantial activitatea.
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Identificarea ulterioard a componentelor active ale eluatului:

Fractiunile active (testate pe celule ZR75-1) sunt recuperate in domeniile urmatoare
de greutati moleculare, determinate prin alt tip de purificare, plecand de la aceeasi parte fil-
trata (1 kg/1), pe o coloana Superose - 12 de 10 mm diametru x 30 cm lungime, utilizand
procedurile FPLC si Rotofor, descrise mai sus. A fost ales un debit de 1 mi/min. Au fost
colectate 45 fractiuni de 1 ml.

Fractiunile 20 - 21 Activitate in fractiuni corespunzand unei
greutati moleculare de 70 - 120 kD

Fractiunea 22 Activitate Tn fractiuni corespunzand unei
greutati moleculare de 60 - 70 kD

Fractiunile 29 - 32 Activitate in fractiuni corespunzand unei
greutati moleculare de 35 - 46 kD

Fractiunile 34 - 35 Activitate in fractiuni corespunzand unei
greutati moleculare de 29 kD

Fractiunile 38 - 39 Activitate corespunzand unei greutati
moleculare de 1 -2,5 kD

Specificitate

Pentru a evalua specificitatea activitatii asupra celulelor tumorale, partea filtrata, obti-
nuta dupa ultrafiltrare, a fost testata pe alte celule originale din mezenchim, hibroblaste TEN-
ON umane care sunt fibroblaste normale.

B. Teste in vitro

a. Pacienti

Au fost utilizate doar fibroblastele TENON umane (HTF) de la doi pacienti (unul cu
glaucom neovascular, NVG, iar celdlalt cu glaucom de unghi deschis primar, POAG).

b. Subculturi gi intretinerea HTF

Fiecare cultura confluenta a fost spalata si separata cu 0,5 ml de tripsina 0,05%/0,5
mM EDTA (Gipco 610-5300 AG) timp de 5 - 10 min, la 37°C. Apoi s-a adaugat 1,5 ml de
mediu DME/F-12, contindnd 15% ser bovin fetal (FBS), pentru a neutraliza tripsina /EDTA.

Asocierea celulelor a fost realizata, prin triturare, si transferare in flacoane - T de 25
cmy, in care s-a addugat mediu continand 10% FBS. Dupa obtinerea confluentei, fibroblas-
tele HTF au fost transferate in flacoane - T de 75 cm? gi, in cele din urma, de 180 cm?. Cand
s-au obtinut suficiente celule, unele dintre acestea au fost utilizate pentru experimentele des-
crise mai sus, iar altele au fost simultan inghetate pentru pastrarea de mostre, identice, des-
tinate unor experimente viitoare.

c. Protocoale experimentale

Céand a fost obtinuta confluenta, celule de la un pacient crescand in doua sau trei fla-
coane - T de 180 cm? identice au fost disociate prin procedura descrisd mai sus. Dupa o
scurta centrifugare de mica viteza, acestea au fost numarate cu un aparat ZMI Coulter
Counter 216013, echipat cu dispozitiv 256 - Channelyzer.

Pentru toate experimentele in vitro care urmeaza, au fost inoculate aproximativ 50000
de celule in 1 ml de mediu, DME/F-12 continand 1% FBS in fiecare cuvetd de 16 mm si o
placa cu 12 suge.La 17 h dupa inmsamantare, a fost addugat 1 m! de mediu proaspat identic
suplimentat cu 1% FBS (martori “absoluti”). in functie de proiectul experimental (vezi cele
de mai sus si cele de mai jos), mediul cu 1% FBS a fost sau nu suplimentat cu FG (factor
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de crestere) sau cu solutia filtrat3 1 kg/2 | (greutate cartilagiu/volum apa). In aceasts zi (ziua
0), cateva esantioane de celule au fost totodats numarate pentru a determina eficienta aco-
peririi (care ar trebui s3 fie egala cu sau mai mare decat 95%).

Dupa 48 h de la inceperea experimentelor, celulele au fost clitite si disociate prin
procedura mentionata anterior si numarate din nou. Numarul de celule a fost exprimat ca un
procentaj din cel obtinut pentru martorii “‘absoluti”.

Fiecare martor “absolut” sau pozitiv, continand 1% sau respectiv 5% FBS, si fiecare
grup experimental, suplimentaxt cu 1% FBS $i cu un factor de crestere individual sau cu
fractiune filtratd de cartilagiu, au constat din esantioane triple.

Fiecare experiment a fost efectuat asupra celulelor unui pacient sau a doi pacienti,
in acelasi timp, si a fost repetat cel putin de doua ori.

Stimularea proliferarii fibroblastelor prin factori de crestere (GF) sau prin fractiune fil-
trata de cartilagiu a fost comparata cu stimularea cu 5% FBS.

In aceste experimente, factorii de crestere, factor de crestere derivat din platelet por-
cin (pPPDGF) si factor de crestere de fibroblast bazic recombinant uman (hr bFGF) (primit de
dr.P.Brazeau de la Farmitalia Carlo Erba, Milano, italia) au fost adaugati in concentratii de
10- 100 ng/mlin 1% FBS. Dupa 48 h de la inceperea experimentului, celulele au fost disper-
sate cu Trypsin-EDTA si numérate cu aparatul de numarat Coulter. Toate valorile (coloanele
1, 25i 3), care apar mai jos, reprezinta a doudzecea parte din numaratorile pe susa.

Tabel
Pacient B: Glaucom Sex: Barbatesc Varsta: 53
HTF
Ziua -1: numar de celule pe susa: 46170
DME/F12 - 1% FBS - 1% Pen. Strep
Ziua 0: numar de celule pe susa: 65214
DME/F12 - 1% FBS - 1% Pen. Strep
Ziua 1: numar de celule pe susi: 62548
DME/F12 1 - 1% FBS - 1% Pen. Strep
Ziua 2: numar de celule pe susi:
DME/F12 - 1% FBS - 1% Pen. Strep nr.celule/numarare
Esantion/1 2 3 AVE. SEM %
placa crestere
DME/F12 martor
Placa#1 1 Ziua 0 30 28 28 62214 65,71
1% FBS 19 62 53
2Zua+1 27 29 26 62,548 1,655
1% FBS 11 73 93
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Tabel (continuare)

3Ziua+2 22 24 21 51,333 1,655 100
1% FBS 84 00 91
4 Ziua +2 3,0 2,8 3,1 67,446 1,627 131
5% FBS 84 34 16 Il
Placa #2 DME/F12
PDGF 5 Martor 25 2,1 2,2 51,931 2,19 100
(1%FBS) 58 81 16 9
6 1 ng/mi 2,4 2,5 56,056 1,228 108
1% FBS 25 80
7 10 4.0 3,9 42 92,116 1,648 177
ng/ml 80 75 82 i
1% FBS
8 100 46 4,3 44 100,285 1,442 193
ng/ml 25 56 50 i
1% FBS
Placa #3 DME/F12
b-FGF
9 Martor 291 25 2,5 59,360 2,429 100
(1%FBS) 5 33 02
10 1 ng/ml 274 25 2,7 1,213 101
1% FBS 4 54 61 60,174
11 10 3,60 31 3,1 74,234 2,683 125
ng/ml 6 43 93
1% FBS
12 100 406 3,0 3,0 75,585 6,307 127
ng/ml 4 33 26
1% FBS
Placa #4 DME/F12
CARTILAGIU 13 Martor 282 25 2,4 58,822 1,877 100
(1 kg/2 1) (1%FBS) 6 66 86
(filtrat)
14 1ul/ml 272 2,5 25 58,837 936 100
1% FBS 9 76 75
15 10 264 24 2,5 57,643 798 98
ul/ml 3 93 84
1% FBS
16 100 291 28 2,7 58,483 2,461 99
wliml 8 83 66
1% FBS
P <0,02
NP <0,01 Determinat prin testul Student-Fisher

in timp ce factorii de crestere ca PDGF si bFGF prezinta o activitate de stimulare
supra HTF, nu s-a observat nici un efect, pozitiv sau negativ, atunci cand aceste celule sunt
crescute in prezenta cartilagiului filtrat (1 kg/2 I). Nu s-a putut observa nici un efect hipopla-
ziant. Aceasta sugereaza ca fractiunea filtrata are un efect hipoplaziant sau citotoxic, ce este
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specific celulelor tumorale, cu nici un efect detectabil asupra celulelor normale. Acelasi
extract de cartilagiu nu a avut vreun efect nici asupra altui tip de celule fibroblaste, HSF
(fibroblaste de piele umana; date nefigurate). Desi nu s-au efectuat teste, se presupune ca
nici fractiunea liofilizata nu prezints efecte asupra celulelor normale.

intrucat nu suntem primii care au tratat cu mare interes extractele de cartilagiu, am
verificat caracterul unic al extractului lichid, de cartilagiu de rechin, preparat, conform inven-
tiei, in teste de comparatie cu doua produse descrise sau deductibile din stadiul tehnicii si
anume produsele preparate prin procedeul descris de Balassa (US 4822607) si respectiv de
Oikawa si colab. (op.cit.).

Oikawa s.a. descriu 0 metoda prin care se obtin doua fractiuni principale, una cu
molecule a caror greutate moleculara este cuprinsa intre 1 si 10 kDa, iar cea de-a doua
avand componente mai grele decat 10 kDa. Ei atribuie proprietati antiangiogene doar primei
fractiuni, cealalt fiind declarata lipsita de orice activitate antiangiogen3 in testul CAM. Pen-
tru o comparatie adecvata cu produsele descrise de Oikawa, am fractionat extractul nostru
lichid total, in doua fractiuni corespunzatoare, si am retinut-o pe cea avand intre 1 si 10 kDa.
Intrucat Balassa descrie un procedeu pentru extragerea unui extract lichid total, am compa-
rat extractul nostru lichid total de cartilagiu (intre 1 si 500 kDa) cu produsul preparat prin
reproducerea metodei lui Balassa, inlocuind cartilagiul de vitel ca material de pornire cu carti-
lagiul de rechin. Presupunem ca dac Balassa si Oikawa descriu un procedeu echivalent,
rezultatele obtinute asupra FPLC si HPLC s-ar suprapune in mod substantial, iar produsele
testate in testul CAM ar prezenta o activitate similara cu cea a produsului nostru. Toate
esantioanele au fost aduse la o concentratie finald de 12 n.g/ul (greutate uscati/volum al
solutiei) inainte de cromatografia FPLC si HPLC. Produsul descris de Oikawa a fost centrifu-
gat si filtrat inaintea cromatografiei deoarece continea material insolubil.

A) conditii FPLC: Superose 12 (Pharmacia); coloana de filtrare cu gel.

B) conditii HPLC: coloana CS-S-hexil de 5 um, 25 x 0,94 cm, CSC #050 - 0,85;
coloana cu reversare de faza.

Esantioanele de cartilagiu de rechin extrase prin cele trei metode au fost etichetate
(cu greutatea uscata estimata per volum al solutiei) dupa cum urmeaza:

1/ DUP este preparatul conform inventiei, fractionat pentru a contine molecule intre
1 $i 500 kDa (12 ng/ul);

2/ BAL este preparatul conform retetei Balassa s.a. (12 ug/ul);

3/ OIK este preparatul fractiunii 3 conform Oikawa s-a. (270 ng/ul). Toate esantioa-
nele au fost aduse la o concentratie finald de 12 ng/ul (greutate uscata/volum) inainte de
orice analiza. Esantionul OIK a avut 0 mare cantitate de material insolubil, care a putut fi
peletizat prin centrifugare la 13200 rot./min. sau prin filtrare printr-o membrana de 0,2 um.
Filtrarea sau concentrarea materialului insolubil a fost esentiala, inainte de FPLC si HPLC
(A, B).

A) Rezumatul rezultatelor FPLC

Esantioanele au fost trecute printr-o coloana de filtrare cu gel Superose 12 (10/30),
cu solutie salind tamponata cu fosfat (PBS) drept eluant la un debit de 0,5 ml/min (viteza dia-
gramei = 0,25 cm/min). O parte de 100 wl din esantioanele a caror concentratie a fost ajus-
tata, a fost filtrata printr-o membrana de 0,2 um inaintea injectarii OD280 a fost monitorizat.

Coloana a fost calibrata cu urmatoarele standarde (greutatea moleculara in daltoni);
catalaza (232000), aldolaza (158000), albumina (56000), ovalbumina (44000), chimotripsina
(25700), ribonucleaza (13700), insulina (5700), lant A de insulina (2500), lant B de insulina
(3500, bacitracin (1450), vitamina b-12 (1355). Greutatile moleculare ale varfurilor majore
au fost calculate cu ajutorul urmatoarei ecuatii: log;,;MW = 7,52 - 0,212 x RT, unde RT =
volumul elutiei in ml. R? = 0,976. Volumul total al coloanei (V5) a fost de 21,93 ml, determinat

utilizand citidina (246 Da). Volumul gol a fost determinat (V,) ca fiind 8,38 ml cu dextran
albastru (2 x 10° Da).
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in fig. 10A, esantionul nostru DUP a avut un prim varf major (1), care, prin elutie la
18,76 ml, a dat o greutate moleculara de 3500 Da. Varfurile ulterioare la 22, 7ml(2) si 27,3
ml (3) au fost dincolo de volumul total al coloanei (21,93 ml, determinat cu ajutorul citidinei).
Aceste varfuri par a avea o oarecare afinitate pentru matricea coloanei.

in fig. 10B, esantionul BAL a avut un mic varf (1) prin elutie 1anga volumul V, al coloa-
nei (8,4 ml), un varf (2) la 18,5 ml (4000 Da) si doua varfuri prin elutie, dincolo de volumul
V;, (3) 12 22,6 mi si (4) la 28,2 ml.

in fig. 10C, esantionul OIK a avut, de asemenea, un mic varf (1) la volumul V,, un
varf (2) 1a 18,9 ml (3300 Da), un varf (3) la 21,5 mi (1000 Da) si un varf mic (4) la 27,3 ml.

Comparand aceste esantioane, trebuie remarcat faptul ca, in afara de varful de 3300
Da, benzile majore ale asantionului DUP nu au fost observate la aceeasi intensitate la cele-
lalte esantioane. Esantionul OIK a parut s3 aiba o mica parte din varful de 27,3 ml. Esantio-
nul BAL a avut un varf care a migrat la 28,2 ml, care s-ar putea corela cu unul dintre varfurile
minore ale esantionului DUP.

B) Rezumatul rezultatelor HPLC

Pentru HPLC cu ajutorul unei coloane cu reversare de fazd-hexil, au fost monitorizate
simultan OD210 si OD280. Parti de 50 ul din esantioanele centrifugale (toate la 12 uglul) au
fost incarcate si supuse elutiei cu 100% H,0. Varfurile pentru fiecare cromatograma au fost
etichetate conform OD210 (eg.1), iar conform OD280 varfurile au fost notate cu ‘(eg.1)".
Volumul V, al acestei coloane a fost de 5,5 ml (1,4 min.).

in fig. 11A, esantionul DUP a avut trei varfuri majore care au fost observate prin
0D210 (1, 2, 3) si dous varfuri minore (4, 5). Doua varfuri laterale au fost observate pe varful
1, etichetate cu 1a si 1b. Varfurilor 1, 1a, 1b si 3 le-au fost asociate niste absorbante OD280
semnificative. in comparatie, absorptia corespunzatoare OD280 pentru varful 2 este muit mai
mica fata de OD210.

in fig. 11B, esantionul BAL a prezentat mai multe varfuri OD210, dar intensitatile au
fost mai mici fata de varfurile DUP. In masura in care suprapunerea vérfurilor ar putea indica
identitatea moleculelor, doar varfurile 3 si 7 din esantionul BAL par sa fie corelate cu timpii
de retentie ai varfurilor din esantionul DUP (varful 1a sau 1b i respectiv varful 4)..

In fig. 11C, in extrasul OIK au fost observate doar trei varfuri majore (1, 2, 3). Varfu-
rile 1 si 3 ar putea fi corelate cu varfurile 1 si 3 din esantionul DUP, dar in cromatograma OIK
nu au fost observate varfurile laterale ale varfului 1. inaltimea varfurilor din esantionul OIK
a fost mai mica decat pentru esantionul DUP. Desi rezultatele FPLC si HPLC sunt caracteris-
tice pentru produse diferite, am verificat activitatile antiangiogene ale celor trei produse in
teste CAM.

Test CAM:

Testele CAM au fost efectuate mai intai utilizand diferite concentratii de protamina
(37, 75 si 150 1g). Un disc din metilceluloza continand apa si alt disc continand protamina,
ca martor pozitiv, au fost dispuse pe membrana corloalantoica a unui embrion de pui (n =
numérul de embrioni analizati). Pe fiecare disc a fost dispusa o garnitura inelara pentru a
facilita localizarea lor. In ziua urmatoare, nivelul de vascularizare din interiorul fiecarei garni-
turi inelare a fost evaluat de citre o pereche de oameni de stiinta prin metoda oarba uzuala.
Scara de evaluare pentru testul CAM bazat pe nivelele 1-2-3 a fost urmatoarea: (nivel 3)
Vascularizare normala in comparatie cu cadranul orizontal opus sau cu cadranul corespon-
dent al unui embrion martor; (nivel 2) Vasele de sange intra in interiorul garniturii inelare, dar
dispar la jumatatea parcursului. Vasele de sange majore traverseaza garnitura inelara, dar
traiectoria lor este afectata, in mod clar, ramificare diminuata, arie vasculara diminuata a
cadranului in vecinatatea garniturii inelare: (nivel 1) Nu exista vase de sange sau vase de
sange deviate in interiorul garniturii inelare. Vasele de sange nu cresc dincolo de garnitura
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inelara, cu exceptia celor care o ocolesc. Aria vasculara a cadranului este, in mod clar, dimi-
nuata in vecinatatea garniturii inelare. In fig. 12, valorile de deasupra fiecarei coloane redau
evaluarea finala a fiecarui esantion. Pentru a compara semnificatia diferentelor dintre cele
doua discuri amplasate pe acelasi ou, a fost utilizat testul statistic Wilcoxon. Se poate
observa, conform agteptarilor, o relatie intre doza si reactie.

Fractiunile de extract DUP situate sub si respectiv peste 10 kDa au fost testate in
aceleasi conditii. Ele au aparut ca avand aceeasi putere de inhibare a neovascularizarii (fig.
13).

Extractul nostru total DUP a fost comparat cu produsul preparat dupa procedeul pro-
pus de Balassa, BAL. In produsul BAL nu s-a evidentiat o activitate angiogena semnificativa
(fig. 14).

Extractul brut DUP a fost comparat cu fractiunea 3 propusa de Oikawa, OIK. Produ-
sele DUP si OIK au fost aproape echivalente (fig. 15). Indicatiile date de Oikawa s.a. se
indepartau totusi de inventie, prin aceea ci mentionau ca nu s-a putut detecta vreo activitate
in fractiunea cu greutatea moleculara mai mare decat 10 kDa, ceea ce este in contradictie
Cu rezultatele noastre din fig. 13.

Prin urmare, in ciuda similaritatilor dintre procedeul propus de Balassa si cel conform
inventiei, produsele obtinute prin cele doua procedee nu sunt aceleasi, in mod clar.

Cele doud produse cunoscute care au fost comparate cu al nostru sunt considerate
ca procedee clasice pentru a prepara extracte de cartilagiu. Rezultatele de mai sus arata ca
procesul conform inventiei furnizeaza produse cu o activitate neasteptat de buna, in ceea
ce priveste activitatea antiangiogena.

Teste clinice

Inaintea inceperii testelor clinice preliminare, fractiunea filtrata bruta, obtinuta dup
ultrafiltrare, a fost concentrata in proportie de 2:1 si de 20:1, obtinandu-se o fractiune filtrata
activa imbogaétita. Aceste niveluri de concentrare au fost obtinute cu ajutorul unei coloane
de filtrare cu debit tangential, avand o porozitate de 1000 Daltoni, care a redus volumul elu-
atului de 2 si de 20 de ori. Fractiunea filtratd concentrata a fost filtrata cu un filtru milipor cu
porozitatea de 0,22 um. Atunci cand cartilagiul a fost procesat prin metoda alternativa de
centrifugare (utilizand centrifuga CEPA cu o membrani cu porozitatea de 30 M), o concen-
trare de 10:1 a permis obtinerea unui extract concentrat, avand aproape acelasi nivel proteic
ca gi extractul concentrat in proportie de 20:1 de mai sus, de exemplu, aproximativ 12 - 25
mg/ml (metoda imbunatatit3) in loc de aproximativ 8 - 12 mg/ml (metoda la scara laboratoru-
lui). Fractiunea filtrata concentrata in proportie de 10:1, sterild, a fost distribuita in portii de
7 mi (aproximativ 85 mg de proteine) in flacoane sterile, care au fost congelate la - 80°C
peste noapte si stocate ulterior la - 20°C pana la utilizare. Diferenta major dintre fractiunea
filtrata brutd si cea concentrata rezida in concentratia de proteine. Trebuie remarcat faptul
ca metoda utilizata pentru determinarea continutului proteic masoara continutul de ahzot
total i nu numai proteinele (metoda Kjeldahl). Aceasta poate explica de ce concentratia de
proteine nu creste proportional cu nivelul concentratiei de volum, dupa cum este in mod obis-
nuit cazul atunci cand continutul proteic este determinat prin metoda Lowry. Prin urmare, se
presupune ca etapa de concentrare permite filtrarea apei precum si a compusilor de azot,
cu greutate moleculara mica.

Efect antiangiogen

Fractiunea filtratd concentrata a fost utilizat3 pentru tratarea bolilor dependente de
angiogenezi. in practica umana au fost testate trei tipuri reprezentative, diferite, de boli
dependente de angiogenezi; primul tip a fost cancer (cancer de prostata), al doilea tip au
fost dereglari dermatologice (psoriazis), iar al treilea tip a fost artrita. Exemplele de mai jos
vor ilustra si vor indica cel putin activitatea antiangiogena a extrasului lichid.
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Dintre bolile dermatologice, a fost ales psoriazisul. Intre cazurile de psoriazis, testate,
merita remarcata diferenta dintre cazurile de psoriazis complicate cu hipercheratoza si cele
necomplicate. Componenta de cheratozé reprezinta formarea unui invelig cornificat sub
forma unei placi. O astfel de placa este o bariera fizica ce impiedica patrunderea eficienta
a ingredientelor active catre vasele de sange.

Un pacient suferind de un cancer al prostatei a incercat, voluntar, o fractiune filtrata
de cartilagiu, concentrata in proportie de 10:1. Acest pacient a fost supus unei serii de terapii
conventionale, succesive, care au avut succes temporar. Recent, el a inceput sa consume
extract de cartilagiu dupa ce cancerul sau a recidivat.

Alti voluntari, suferind de artrita si ludnd sau nu, in prealabil, medicatie (prednison),
au inceput s3 consume un extract concentrat de cartilagiu. Starea lor s-a imbunatatit, dupa
cum s-a verificat prin reducerea durerilor si a rigiditatii incheieturilor.

Rezultatele prezentate mai jos sunt foarte incurajatoare si prezic eficienta partii fil-
trate brute si a fractiunilor din aceasta in tratamentul tuturor bolilor dependente de angioge-
neza si nu numai al celor testate. in masura in care o boald are o componenta angiogena,
se presupune ca extractul de cartilagiu, conform inventiei, va fi eficient, in acest caz, cu con-
ditia ca el s intre intr-o compozitie care sa contina o cantitate eficace, de extract, si ca
aceastd compozitie sa fie intr-o forma adecvatd unei administrari corespunzatoare. Prin
urmare, inventia nu este limitata la urmatoarele compozitii specifice destinate utilizarii in tra-
tamentul bolilor angiogene, intrucét specialistul in domeniu va fi capabil s derive numeroase
compozitii a caror alegere este ghidata de catre modul de administrare si de tesutul bolnav
caruia ii sunt destinate. Compozitiile pot fi administrate pe diferite cai, de exemplu, topic,
oral, sublingual, rectal, intravenos, intramuscular, prin difuzie etc.

Datoritd gustului si mirosului de peste ale extractului de cartilagiu, acestor compozitii
li se pot adduga agenti de aromatizare, pentru a favoriza acceptarea lor de catre pacienti.

Psoriazis

Urmatoarea compozitie dermatologica a fost realizata si testata pentru a verifica efi-
cacitatea ei asupra pacientilor suferind de psoriazis:

- EMULGAGE™ CLB 29% (g/9)

- fractiune filtratd brutad de concentratie 20:1 69,5% (g/g)

- GERMABEN™I1 1% (g/)

- Lavandula Angustifolia 0,5% (g/g)

EMULGADE™ CLB, un amestec de esteri de stearat, alcooli grasi si emulsificatori
neionici (achizitionat de la Henkel Canada Ltd.) a fost incalzit la 65 - 70°C, fiind agitat. incal-
zirea a fost oprita in timp ce amestecul era inca agitat. Atunci cand amestecul a atins o tem-
peraturd de 45°C, au fost adaugate uleiul esential Lavandula Augustifolia si agentii de con-
servare GERMABEN™!II (diazonidiluree 30%, metilparaben 11%, propilparaben 3% si propi-
len glicol 56%; achizitionat de la Sutton Laboratories, NJ, U.S.A.). Cand temperatura ames-
tecului a atins 30°C, a fost addugat extractul de cartilagiu. Compozitia astfel obtinuta a fost
0 crem3 omogend neunsuroasa; prin varierea procentajului de EMULGADE™, pot fi obtinute
alte forme de compozitii dermatologice cu diferite viscozitati, in conformitate cu instructiunile
producatorului (lapte, iotiune, unguent). Pot fi utilizate alte excipiente sau mijloace purtatoare
pentru a se obtine paste, geluri si orice alte forme de preparate transdermice.

Formula de mai sus a fost administrata de doua ori pe zi pe o perioada de 12 sapta-
mani unui lot de 9 pacienti (aplicare topica) suferind de psoriazis, care reactionasera la tera-
piille conventionale incercate, dar devenisera rezistenti la acestea, dupa un timp. Pentru
acest studiu, au fost selectati pacienti cu extindere similara si simetrica a psoriazis-ului pe
ambele membre. Aceste teste au fost desfasurate dupa metoda oarba dublu, nici
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dermatologul si nici pacientii nestiind care dintre partile afectate a fost tratata cu compozitia
continand extractul de cartilagiu si care a fost tratats cu o compozitie-martor. O imbunatatire
remarcabild a fost observata in cazurile a cinci pacienti al caror psoriazis nu era complicat
cu hipercheratoza, rezultatele au fost medi. Fotografii ale unor parti ale corpurilor a doi
pacienti sunt prezentate in figurile 9A $i 9B. In fig. 9A, se demonstreazi ci un pacient afec-
tat de psoriazis cu hipercheratoza a prezentat totusi o reducere foarte semnificativa a erite-
mului, asociata cu lipsa pruritului, dupa doar o luna de tratament. Hipercheratoza a ramas,
totusi, importanta. Fotografiile celui de-al doilea pacient suferind de psoriazis necomplicate
cu hipercheratoza (fig. 9B) aratd o mult mai mare imbunatatire dupa un tratament de trei
luni. Tntrucat psoriazisul apare ca fiind o boald multifactoriala, se presupune ca reactia
pacientilor depinde de importanta implicarii unor componente ca angiogeneza si inflamarea
in stabilirea si perpetuarea acestei stari. Activitatea antiangiogena este prezenta, in mod
sigur, in extractul, asa dupa cum a rezultat in cazul sobolanilor tratati cu DMBA si in testele
CAM. A fost verificata si activitatea antiinflamatorie. Este probabil c& s-ar obtine rezultate
mai bune, daca acest fel de formula ar fi complementat cu alti agenti terapeutici, care se
adreseaz3 altor factori implicati (agenti cheratolitici, agenti antiinflamatori suplimentari, antihi-
staminice, imunosupresori, etc.).

Aceasta complementare ar putea lua forma modificarii formulei, pentru a include o
cantitate eficienta dintr-un agent cheratolitic, de exemplu. S-ar putea realiza, de asemenea,
prin administrarea separata a unui astfel de agent terapeutic complementasr, in acelasi timp
sau alternativ cu aplicarea acestei formule topice. In plus, medicatia complementara nu tre-
buie sa fie neaparat administrata pe aceeasi cale.

Formula de mai sus nu a prezentat efecte sistemice (efectul fiind limitat la zonele tra-
tate) sau efecte secundare, in ciuda proportiilor mari in care s-a aflat extractul de cartilagiu.

Cancer

Un pacient suferind de cancer al prostatei a incercat fractiunea filtratd concentrata
in proportie de 10:1. In 1986 a fost diagnosticat un adenocarcinom. La acel moment, pacien-
tul a fost supus radioterapiei. In 1991, nivelul PSA (antigen de ser prostatic) a fost de 138
©g/l, in timp ce limita normala maxim admisibila este de 4 ug/l. Pacientul a fost supus atunci
unei terapii complet diferite, prin castrare, combinat cu terapie antiandrogend (EUFLEX™).
Acest tratament a fost eficient timp de trei ani, dupa care nivelul PSA a inceput s& creasca
din nou. Incepand din iunie 1994, acest pacient consuma fractiunea filtratd concentrata in
proportie de 10:1 (doza sublinguala zilnici de aproximativ 75 mg/7 ml de extras, echivalentul
a aproximativ 1 - 1,5 mg/kg cokrp/zi). Chiar daca o cantitate semnificativa din aceast3 doza
este inghititd, ea este probabil absorbita in tractul gastro-intestinal in proportii substantiale,
daca ne bazim pe rezultatele obtinute in cazul animalelor tratate cu DMBA. Nivelul PSA a
scazut treptat de la 12 1a 0,9 ng/l, adicd mult sub limita normala a nivelului PSA (ultimele
rezultate au fost obtinute in mai 1995). Acest regim al dozelor poate fi modificat dupa dorinta
in conformitate cu calea de administrare, cu biodisponibilitatea ingredientelor active si cu
agresivitatea cu care se doreste a fi controlata patologia. In acest moment, non-toxicitatea
a fost verificata asupra sobolanilor (vezi exemplele de mai sus) $i asupra oamenilor.

in cadru! celuilalt experiment in vivo efectuat asupra sobolanilor tratati cu DMBA, rata
dozarii extractului lichid a fost de aproximativ 190 - 220 mg de proteine/kg corp, ceea ce se
presupune ca a avut 0 mare contributie la reducerea ariei vaselor de sange ale cancerului
(55% atunci cand s-a combinat cu cantitati mult mai mari de proteine din extractul liofilizat).
Se presupune, prin urmare, ¢4 o dozi de aproximativ 0,1 - 200 mg/kg corp/zi reprezinta un
domeniu rezonabil aproximativ de doze mediane (EDs,) pentru tratarea cancerului, cel putin
partial prin reducerea sau eliminarea angiogenezei.
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Artrita

Niste pacienti suferind de artritd au incercat, ca voluntari, intre una si doua unitati de
7 ml de extract lichid total pe zi, timp de cateva luni. Acesti pacienti au constatat imbunatati-
rea starii lor, in mod treptat, prin recuperarea functiunilor articulatiilor, diminuarea durerilor
si a inflamatiilor (pana la aproximativ 60%). Intrucat artrita are componente angiogene si
inflamatorii, efectul de mai sus poate fi atribuit activitatilor antigiogene si antiinflamatorii ale
extractului de cartilagiu.

Efect non-anti-angiogen

Acnee

Chiar daca acneea nu este, potrivit cunostintelor inventatorilor, clasificatd ca o boala
sau dereglare avand o componenta angiogena, a fost totusi tentata testarea extractului lichid
de cartilagiu asupra unor pacienti afectati de acnee. Pentru experimentarea extractului de
cartilagiu asupra pacientilor afectati de acnee, a fost realizatd urméatoarea formula de gel:

Exemplu

CARBOPOL™ 1,2%

Apa purificata 77,2%

NaOH 0,3%

PHENOXETOL™ 0,3%

Extract de aloe 40 X 0,5%

Extract de cartilagiu dublu concentrat 20%

Extractul de cartilagiu dublu concentrat contine 9 - 12 mg/ml proteine. Formula asi-
gura o imbunatatire remarcabild a aspectului pielii pacientilor afectati de forme mai mult sau
mai putin severe de acnee (acnee inflamatorie si acnee chistica.

Aceste rezultate pot fi datorate unui efect antiangiogen (relevand astfel o compo-
nentd angiogena a acneei), sau pot fi datorate unor ingrediente active care au alt efect decat
cel antigiogen (un efect antiinflamator, de exemplu, conform celor de mai jos).

Toate rezultatele obtinute in testele clinice de mai sus aratd marele potential al
extractului lichid de cartilagiu in tratamentul bolilor dependente de angiogeneza si/sau infla-
matorii. Cantitatea de extract de cartilagiu, precum si formulele de utilizare a acestuia, pot
fi variate dupa dorinta pentru a satisface cerintele specifice.

Se poate remarca faptul ca, pe baza continutului proteic, toate compozitiile pot con-
tine 0 gama larga de doze de extract de cartilagiu. in cadrul celor trei categorii anume de
cazuri testate, au fost utilizate dozari si/sau formule foarte diferite. Pentru toate aplicatiile
prevazute (de la picaturi oftalmice pana la formule medicamentoase dermatologice si contra
cancerului), se presupune ca o concentratie de proteine finald minima a extractului Ichid total
ar putea fi foarte mica (de la aproximativ 0,1 mg/ml). Aceasta gama inferioara a dozelor
depinde de accesibilitatea si de patrunderea ingredientelor active pana la locul actionarii,
precum si de capturarea eficienta a acestor ingrediente si de sensibilitatea sau reactia tesu-
tului respectiv la inhibitorii angiogeni. Limita superioara a concentratiei de proteine finale in
formulele pentru anumite aplicatii nu este cunoscuta. Concentratiile finale superioare testate
au fost de aproximativ 9 mg/ml de proteine in formula pentru cazurile de psoriazis si de
aproximativ 12 mg/ml in unitatea de doza de 7 ml administrata in cazul cancerului de pros-
tata.

Asa dupa cum s-a mentionat mai sus, extractul lichid de cartilagiu de rechin isi poate
pierde o parte dintre activitati atunci cand este liofilizat in solutie apoasa. Totusi adaugarea
de stabilizatori sau de agenti protectori, aga dupa cum se cunoaste in stadiul tehnicii, inainte
de liofilizare, poate pastra activitatile sensibile si face posibild administrarea de doze mai
mari din extractul de cartilagiu in stare uscata.
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Extractul de cartilagiu ca antagonist al evenimentelor mediate de protein
chinaza C (PKC)

Publicatii recnete au aratat c3 activarea PKC a facut cheratinocitele normale s pro-
duca nigte cantitati marite de interleukin-8 (IL-8), un mediator al inflamatiei (Chabot-Fletcher
$i colab. (1994) J.Invest.Dermatol. 103: 509-515). In plus, cheratinocitele psoriatice produc
foarte mari cantitati de IL-8, care incurajeaza ulterior neovascularizarea in placile psoriatice
(Nickoloff si colab. (1994) Am.J.Pathol. 144: 820-828). Intrucat extractul de cartilagiu s-a ara-
tat a fi foarte promitator in tratamentul psoriazis-ului, efectul sdu a fost testat asupra chera-
tinocitelor la care PKC este activat de citre acetat de triforbol (TPA), cunoscut ca favorizant
al acestei cai de transductie celulars.

Fig. 16 arata ca nivelul de diferentiere al cheratinocitelor a fost marit de 5 ori cu TPA.
Cartilagiul de rechin, in sine, nu a avut nici un efect asupra formarii de invelig cornificat.
Totusi, addugarea de extract de cartilagiu de rechin a inhibat formarea de invelis, cornificat
indus de TPA cu mai mult de 60%. Nu stim daca inducerea prin TPA imita cheratinocitele
psoriatice. Daca este aga, aceste rezultate sugereaza c3, cartilagiul poate s nu aiba nici
un efect asupra cheratinocitelor normale in vivo, dar poate avea efect asupra cheratinocitelor
psoriatice (sau activate). Inhibarea sau producerea de IL-8 in cheratinocite activate prin TPA,
precum si in placi psoriatice sau cheratinocite psoriatice de catre extractul de cartilagiu
ramane de verificat. Scaderea nivelurilor de IL-8 ar reprezenta o confirmare a efectelor anti-
inflamatorii si antiangiogene ale acestui extract.

Activitatea antiinflamatorie este separata de activitatea antiangiogena in
extractul de cartilagiu de rechin

Intrucat angiogeneza este, adesea, asociati cu inflamatiile, in numeroase boli, ar fi
de dorit sa se evidentieze fiecare activitate, separat, in extractul de cartilagiu. In aceasts pri-
vinta, pentru testarea activititii antiinflamatorii $i de calmare a extractului a fost ales un
model de iritare a pielii in cadrul caruia nu este suspectata aparitia angiogenezei. Pentru stu-
diu au fost alesi noua voluntari prezentand o istorie a sensibilitatii la “balsam de Peru”. Com-
pusii testati au fost dupd cum urmeaza:

1. Cartilagiu de rechin, in concentratie 1:1, 50% in mediu D-MEM

2. Cartilagiu de rechin, in concentratie 1:1, 20% in mediu D-MEM

3. Cartilagiu de rechin, in concentratie 1:1, 10% in mediu D-MEM

4. Cola nitida (Indena) 10% Hidro-alcool 1:1.

Cei patru compusi testati au fost aplicati pe antebratele ventrale, ale voluntarilor din
lot. Materialul a fost l3sat s3 fie absorbit, timp de 20 min, dupa care pe locurile testate a fost
aplicat “balsam de Peru”, un iritant. Iritarea pielii a fost masurata din punctul de vedere al
gradului de inrosire a pielii. Gradul de inrogire a fost masurat cu un aparat Minolta Chroma-
meter $i comparat cu martorii pozitivi si negativi. Martorul pozitiv a fost reprezentat de culoa-
rea pielii tratate doar cu “balsam de Peru’, iar martorul negativ a fost reprezentat de o zona
de piele trataté cu solutie de Cola si incercata ca produsele testate. Semnificatia statistica
a fost calculata prin dou3 teste-T de probabilitate.

Fig.ura 17 indica faptul c3, Cola la 10% a fost activa 70%. Cartilagiul de rechin a avut
o activitate antiiritants de 58% si 60% in concentratiile de 20% si respectiv 10%. Nu s-a inre-
gistrat un efect doza-reactie. Aceste rezultate sugereaza cd extractul de cartilagiu contine
activitate antiinflamatorie si calmantd, care este separata de un efect antiangiogen.

Activitate anticolagenolitici

Cromatografie HPLC

Un esantion de 980 ml de extract lichig (DUP) a fost filtrat printr-o membrana cu
valoarea de separare de 10 kDA intr-o unitate de ultrafiltrare cu debit tangential
(PELLICON™ Millipore). Unitatea a fost mai intali clatita cu un litru de H,0. Productiile finale
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au fost de 480 ml de fractiune > 10 kDa si 1,8 | de fractiune < 10 kDa. Fractiunea < 10 kDa
a fost concentraxta prin evaporare pana la 180 ml ( < 10 - 10x). De opt ori portii de 100
de < 10 - 10x au fost incércate in coloana CDC-S Hexyl, 5 um HPLC (25 x 0,94 cm) si
supuse elutiei mai intai cu 100% H,O la 4 mi/min; apoi la 8,5 ml/min cu 100% MeOH. Fracti-
unile au fost colectate corespunzator varfurilor OD,,,.

Au fost colectate cinci fractiuni (vezi fig. 18): Fr1, Fr2, Fr3, Fr4 si Fr5. Primele trei
fractiuni includ cel putin un varf major.

Teste de colagenaza

Testele de colagenazi s-au efectuat pe aceste esantioane, utilizand colagenaza de
piele umana, recombinanti, tip 1 (MMP1) utilizand un substrat peptidic fluorogen (testul 1)
si un substrat de colagen (testul 2).

Testul 1

Acest test este descris in Knight si colab. (19927 FEBS Let. 296, 263 - 266). Metoda
utilizeaza un substrat peptidic fluorogen (Mca-pro-leu-glu-leu-Dpa-ala-arg-NH,)imitand zona
activd a metaloproteinazelor. Acest substrat are o grupare fluorescenta (Mca) la un capat
si o grupare de anulare a fluorescentei (Dpa) la celdlalt. In substratul intact, gruparea de
anulare mascheaza in mod eficace fluorescenta. La clivajul enzimatic al substratului, fluores-
centa din tubul de incercare creste.

Activarea colagenazei este descrisa ih Weingarten si colab. (1985) Biochemistry 24,
6730. 1 ug a fost diluat la 100 I cu 50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,. pH 7,5, 1 nlla 10 mg/ml
solutie de tripsina (in 1 mM HCI) s-a adaugat si s-a incubat timp de 15 min. la 20°C. Activa-
rea a fost incheiata prin addugarea a 10 ul de inhibitor de tripsina de soia (SBTI, 5 mg/ml).
Fiecarei microcuvete i s-a adaugat:

25 sau 50 ! inhibitor (adus la 50 ul cu H,);

40 ul 50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH 7,5;

8 ul colageneza activata (67 ng final); si

2 pl substrat (1 mM solutie-mama in DMSO, 20 nM final).

Fluorescenta a fost inregistrata la A, = 328 nm, A, = 393 nm.

Rezultatele arata ca Fr1 este cea mai activa fractiune in inhibarea colagenazei (figura
19). In toate celelalte fractiuni este prezent un nivel inferior de activitate. Atunci cand a fost
testatd pe colagenaza de mormoloci vertebrati, enzima a fost inhibata semnificativ de catre
extractul de cartilagiu de rechin. (EC50 de aproximativ 10 - 20 ug/ml).

Testul 2

Acest test este descris in Welgus si colab. (1979) JBC 256, 9511-9516. Metoda utili-
zeaza SDS-PAGE pentru a examina clivajul prin colagenaza, tip 1 (MMP1). Colagenaza tip
1 face o singura separare in molecula de colagen nativa, dand doua fragmente cu marimea
de 75% si 25% din marimea colagenului original. Dupa clivare timp de cateva ore, reactia
este monitorizata prin separarea produselor din substrat prin SDS-PAGE. Raportul dintre
colagen clivat si colagen neclivat este stabilit vizual dupa colorarea gelurilor cu albastru
Comassie (sau colorant de argint).

21 ng de colageneza activata (vezi testul 1) au fost adaugate la 5 ng de colagen de
piele de vitel (Worthington) + inhibitor intr-un volum final de 20 ul. Reactiile au fost incubate
timp de 16 h la 35°C, apoi stopate prin adaugarea de SDS-PAGE cu 40 mM EDTA, fierte si
incarcate pe un gel 8%. Rezultatele sunt rezumate in urmatorul tabel.
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Esantion Colorare colagen Colorare fragment de colagen

Doar colagen (C) ++++ -

C+Enz + +++
C+Enz + EDTA ++++ -
C +Enz + DUP + ++
C+Enz+Fr1 +++t -
C+Enz+Fr2 +++ +
C+Enz+Fr3 +++ +
C+Enz +Fr4 +++ +
C+Enz+Fr5 +++ +

C+Enz+>10kDa + +++

EDTA 40 mM a inhibat colageneza. Extrasul lichid total DUP a prezentat o activitate
anticolagenolitica slaba. Fractiunile de la 1 Ia 5 au fost active; cea mai activi a fost fractiu-
nea 1. Fractiunea cu greutatea moleculara mai mare decét 10 kDa nu a prezentat nici o acti-
vitate inhibitorie semnificativa.

Compozitii cosmetice

Testele si incercarile de mai sus au aratat ca extractul de cartilagiu isi poate gasi
numeroase aplicatii medicale. Printre diversele activitati recuperate in acest extract, efectul
anticolagenolitic, cel antiinflamator si efectul inhibitor asupra diferentierilor induse de PKC
sunt de dorit indeosebi in aplicatiile cosmetice. Intrucat extractul de cartilagiu a prezentat un
efect antagonic evenimentelor celulare mediate de PKC si intrucat un astfel de efect antago-
nic este sugerat in domeniu ca fiind unul care imbunétateste functia de reparare a barierei
pielii, se prezinta si o metoda pentru imbunatatirea functiei de reparare a barierei pielii
umane, care cuprinde etapa de aplicare pe piele a unei compozitii care cuprinde extractul
de cartilagiu si un purtitor acceptlabil din punct de vedere farmaceutic, si la o astfel de com-
pozitie. 3 alte compozitii, sau compozitii similare, pot fi concepute pentru a fi utilizate in
cadrul unei metode pentru calmarea pielii sau pentru reducerea inflamatiilor pielii mamare.
Inflamatiile pot fi determinate de citre diversi agenti, cum ar fi iritanti chimici, abraziune fizics
$au expunere la radiatie ultravioleta. Sunt luate in considerare de asemenea compozitii gi
metode pentru inhibarea colagenazei in cazul pielii. Colagenaza si inflamarea sunt legate
de imbatranirea prematurs (degradarea colagenului) si prin urmare activitatile antagonice
recuperate in extractul de cartilagiu ar putea fi puse sa isi aduca contributia in compozitii si
metode pentru intarzierea imbatranirii premature si pentru reglarea ridurilor sau a atrofiei pie-
lii mamare. Printre cauzele ridurilor sau atrofiei sunt avute in vedere varsta, expunerea la
radiatie ultraviolets sau Ia poluarea inconjuritoare. Compoxzitiile topice pot cuprinde o canti-
tate eficienta de cartilagiu de rechin, care urmeazj a fi stabilitd pentru fiecare aplicatie
anume. In general, aceste compozitii pot contine intre aproximativ 0,1 si 75% in greutate
dintr-un extract lichid de cartilagiu concentrat 1:1 pana la 20:1 si intre aproximativ 50 si
99,9% in greutate dintr-un purtator acceptabil din punct de vedere farmaceutic. Aceste com-
pozitii pot contine un antioxidant, cum ar fi un agent care impiedicai formarea de peroxizi de
lipide in piele. Exemple ale unor astfel de antioxidanti sunt tocoferol, derivati ai tocoferolului,
acid ascorbic, derivati ai acidului ascorbic $i BHT. compozitiile pot fi suplementate cu agenti
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antiinflamatori, cum ar fi un inhibitor al fosfolipazei A2 sau antiiritanti botanici ca extractul de
ceai verde sau de cola. Compozitiile topice pot lua diverse forme, cum ar fi solutii, suspensii,
lotiuni, tincturi, geluri, creme, spray-uri, emulsii, bare, unguente sau lipozomi (cel putin o por-
tiune din extrasul lichid de cartilagiu fiind prezenta in lipozomi).

Procedeul descris, s-a dovedit a fi unul care asigura producerea de extracte de carti-
lagiu cu 0 mare valoare clinica. Extractele de cartilagiu de rechin produse prin acest proce-
deu nou cuprind o multitudine de activitati care sunt recuperate cu randamente bune. Extrac-
tele de cartilagiu, cu precadere extractul lichid si fractiunile acestuia, au un mare potential
intrucat ele nu sunt toxice pentru celulele normale dar sunt eficiente intr-o mare varietate de
boli si dereglari.

Materiale necesare

- instrumente chirurgicale

- tocator de carne

- pungi de plastic

- agitator industrial (agitator cu 3 viteze Waring, achizitionat de la Fisher Scientific)

-un sistem de purificare a apei (osmoza ianversa si filtrare 0,1 um; Continental Water
System, model PRE 2202, nr.serie 91089, Modulab Bioscience RO/Publishing System, achi-
zitionat de la Fisher Scientific, Montreal, Quebec). Acest sistem furnizeaza o apa apirogena
de buna calitate

-balanta de precizie Mettler, seria AE, achizitionata de la Fisher Scientific

-centrifugd Sorvall RC-285 achizitionata de la DuPont Canadas

-centrifuga CEPA

-saci din nylon cu porozitatea de 30 M

-0 autoclava (sterilizator cu aburi automat Sanyo, model MAC 350P

-containere Nalgene de 500 mi, sterilizate la 132°C timp de 10 min si uscate 35 min

-filtre conice cu porozitatea 24 xm Whatman Reeve Angel

-coloana de ultrafiltare (valoarea de separare a greutatii moleculare: 500 kDa si 1
kDa cand este cazul; suprafatd: 2,3 m? (25 sq.ft); debit:130 I/min; presiunea de intrare:
30mpsi; presiunea de iesire 5 psi; achizitionata de la Koch Membrane Systems Inc., Wilmin-
gton, MA, USA)

-pompa centrifuga sanitard (Monarch Industries, model ACE-S100, tip A) pentru asi-
gurarea unui debit de 130 I/min

-hota sterila (hotd cu curgere laminara NuAire, achizitionata de la Ingram & Bell)

-filtre sterile Millipack-60 de 0,22 um

-recipiente din sticla clara sau translucida, sterile

-concentrator DC-10 Amicon

-Rotofor Biorad 170-2950

~filtre Amicon SIOY10, SIOY30 si SIOY100 cu valori de separare de 10, 30 si respec-
tiv 100 kD

-FPLC Pharmacia 216007 (computer Pharmacia 216014)

-Hilstand S-300 26 mm/60 cm (Pharmacia)

-Superose S-12 10 mm/30 cm (Pharmacia)

-liofilizator Labconco 10273 A.

Revendicari

1. Compozitie pentru tratamentul unei dereglri, boli colagenolitice sau inflamatorii,
pe baza de extract de cartilagiu de rechin, caracterizata prin aceea ca este constituita din
0,8%...1,75% extract de cartilagiu de rechin, 0,01%...5% antioxidant optional 0,7%...10%

agent inflamator, precum si un purtator acceptabil farmaceutic, procentele fiind exprimate
in greutate.
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2. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revenddicarii 1, caracterizati prin aceea ci extractul este o fractiune a superna-
tantului obtinut dupa centrifugarea unui amestec omogen apos de cartilagiu de rechin inte-
gral, supernatantul fiind fractionat printr-o membrana cu o valoare moleculara a fractiei de
masa de 500 KDa, extract care contine 0,10...0,20% lipide, 8...25 mg/ml proteine, 97...99%
umiditate, 30...220 mg% sodiu, 30...40 mg% potasiu, 2 mg% calciu, 1,1 mg% magneziu,
urme de zinc si fier, si are actiune anticolagenolitica si antiinflamatoare.

3. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarilor 1 si 2, caracterizati prin aceea ci degenerarea sau boala este
selectata dintre arterita, iritatii ale pielii, inflamatii ale pielii.

4. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 3, caracterizati prin aceea ca inflamatia pielii este cauzata de abra-
zZiune fizica.

5. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ci inflamatia pielii este cauzats de un iri-
tant chimic.

6. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 3, caracterizati prin aceea ca inflamatia pielii este cauzats de expu-
nerea la radiatia ultraviolet.

7. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarilor 1...6, caracterizata prin aceea ci este o compozitie enterica.

8. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarilor 1...7, caracterizat: prin aceea ci este o compozitie topica.

9. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarilor 1...8, caracterizats Prin aceea ca antioxidantul este ales dintre toco-
ferol, derivati de tocoferol, acid ascorbic, hidroxitoluen butilat.

10. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ca agentul antiinflamator este un inhibitor
al fosfolipazei A2.

11. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 8, caracterizat: prin aceea c3 este o compozitie topica si agentul antj-
inflamator este un antiiritant derivat din plante.

12. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarii 11, caracterizati Prin aceea ca agentul antiinflamator este un anti-
inflamator ales dintre extract de cola $i extract de ceai verde.

13. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicérilor 8...12, caracterizata prin aceea ca purtitorul acceptabil farmaceutic
este ales dintre solutii, suspensii, lotiuni, tiincturi, geluri, creme, sprayuri, emulsii, creioane
$i unguente.

14. Compozitie pentru tratamentul unei dereglari, boli colagenolitice sau inflamatorii,
conform revendicarilor 8...13, caracterizati prin aceea ci extractul este continut in lipo-
zomi.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina
Examinator: farm. Anghel Doina
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