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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la un procedeu pentru obti-
nerea unui imunosorbent sub forma de nanoparticul3,
utilizat in tehnici ELISA de dozare a trenbolonei, prin
tratarea nanoparticulelor de SiO, cu o solutie 10% de
HNO, timp de 1 h, dupa care se face incubarea cu
solutie 10% de a-aminopropiltrietoxi-silan in apa, timp
de 3 h, la 70°C, spalarea cu apa distilata si alcool etilic,
si Tndepartarea supernatantului prin centrifugare,
urmatéd de activarea nanoparticulelor prin tratare cu
solutie 0, 1% de glutaraldehidd, sub agitare la 35°C,
indepértarea supernatantului prin centrifugare, suspen-
darea nanoparticulelor activate in tampon fosfat la pH

de 8, 6, si efectuarea reactiei cu conjugat imunogen
trenbolon-ovalbuming, conjugat obtinut din activarea
trenbolonei prin reactie cu N-hidroxisuccinimida si
carbodiimida in DMF, si cuplarea ovalbuminei la steroi-
dul activat, agitarea amestecului de reactie timp de 2 h,
si centrifugarea cu indepartarea supernatantului, dupa
care precipitatul de nanoparticule de imunosorbent
rezultat este spalat cu tampon fosfat, este centrifugat si
depozitat la 4°C.
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PROCEDEU DE OBTINERE A NANOIMUNOSORBENTULUI BIOXID DE SILICIU-
AMINOPROPILTRIETOXISILAN-GLUTARALDEHID-OVALBUMINA - TRENBOLONA
UTILIZAT IN TEHNICA ELISA DE DOZARE A TRENBOLONEI

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de bioxid de
siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona ((Si0O,)-(C;Hs0)3Si-C3Hg-N=CH-
(CH2),-CH=N-ovalbumina-C;3H,0;) utilizat in tehnica ELISA (engl.: Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) de dozare a steroidului trenbolonei (178-hidroxiestra-4,9,11-trien-3-ona) din probe biologice. in
prezent sunt cunoscute pe plan mondial tehnici ELISA de dozare a steroizilor ce utilizeaza in principal
ca imunosorbent faze solide tip mase plastice ce fixeaza prin adsorbtie fizica la suprafatd antigenul sau
anticorpul. Dezavantajul acestor metode este suprafata limitatd si desorbtia componentelor imune in

Procedeul conform inventiei constd in cuplajul covalent al antigenului conjugatului imunogen-
ovalbumina - trenbolona la nanoparticule de bioxid de siliciu avind avantajul unei suprafete specifice
mari (> 200 mz/g) comparativ cu metoda clasicd (cm?%g), cuplarea covalenti elimina desorbtia
antigenului din metoda clasicd, sciderea timpului de analiza in tehnica ELISA 1n faza omogena fata de
tehnica clasicd in care reactia antigen anticorp este heterogena (are loc la suprafata tubului de reactie),
reducerea timpului de incubare necesar atingerii echilibrului chimic datoritd numdrului mare de
nanoparticule in suspensie (faza omogena) cu substanta de analizat, a distantelor de difuzie mici si a
cineticii rapide a reactiei imune, stabilitatea mare a nanoimunosorbentului este data de legarea covalentd
a antigenului pe suprafata nanoparticulelor cu suprafata specificd mare (ex. 1 g de nanoimunosorbent
este utilizat in 10° analize) .

Procedeul conform inventiei constd in aceea cd 2 g de nanoparticule de bioxid de siliciu de
marime ®=14 nm (14*10‘9 m) si arie 200 mz/g sunt tratate cu HNO; 10% timp de 1 ora la temperatura
de 60°C urmat de incubare cu solutie de a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata pentru 3 ore la
70°C. Se spald cu apd distilata de 3 ori apoi cu alcool etilic si se depoziteaza la 4°C in vederea cuplirii cu
antigenul proteina-steroid. Procedeul conform inventiei consti in aceea cd legarea covalenti a
antigenului proteina-steroid de nanoparticula foloseste glutaraldehida ca agent de cuplaj.

Procedeul consté in 6 etape, E;, E, E3, E4 Essi Eg:
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E1: Obtinerea nanoparticulelor SiO; grefate cu a-aminopropiletoxisilan: 2 g de nanoparticule
de Si0, (®=14 nm si arie specifica 200 m*/g) si 100 ml HNO; 10% sunt agitate timp de | ora la
temperatura de 60°C. Dupa indepartarea supernatantului prin centrifugare la 1500xg timp de 10 minute
nanoparticulele sunt colectate si tratate cu 100 ml de a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apé distilata sub
continud agitare, la temperatura de 70°C timp de 3 ore. Amestecul este centrifugat la 1500xg timp de 10
minute, supernatantul fiind inlaturat iar nanoparticulele de SiO,-(C,Hs0);Si-C3Hg-NHa sunt colectate si
spalate de 3 ori cu apa distilata (30 ml) urmata de o spalare cu un volum de 20 ml de alcool etilic.

E2: Activarea nanoparticulei functionalizate cu glutaraldehidd: la 1,5 g nanoparticule rezultate
din etapa E1 se addauga un volum de 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1 % in apd distilata sub continud
agitare la temperatura de 35 °C timp de 15 minute urmata de centrifugare la 1500xg timp de 15 minute si
indepartarea supernatantului. Nanoparticulele activate cu glutaraldehida sunt folosite imediat pentru
cuplarea cu antigenul trenbolon-ovalbumina.

E3: Obtinerea Trenbolon-3-carboximetil oxima: 0,5 g trenbolona (My=270,37 Da) si 0,5 g de
acid oxiaminoacetic (Mw=108 Da) au fost dizolvate in 50 ml alcool etilic. Solutia obtinuta a fost adusa
la pH alcalin prin adaugare de 5 ml NaOH 10% si a fost refluxata timp de 5 ore. Solutia a fost
concentrata prin evaporare sub vid. Concentratul obtinut a fost diluat cu apa si extras cu eter etilic in
vederea indepartarii steroidului ramas nereactionat. solutia apoasa alcalina a fost acidulata cu acid
clorhidric, HCI concentrat. Precipitatul obtinut a fost colectat si uscat in vid timp de 2 ore cu ajutorul
pompei de vid si a exicatorului.

E4: Activarea trenbolon-COOH cu carbodiimida si N-hidroxisuccinimida: 100 mg trenbolona-
COOH, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 200 mg de carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida sunt puse
in reactie timp de 4 ore sub agitare magnetica la temperatura camerei in vederea activarii grupdrii
carboxi a trenbolonei.

E5: Obtinerea conjugatului imunogen trenbolon-ovalbumind: 2 ml din amestecul activat de
steroid se adaugd picdturad cu picaturd la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in tampon carbonat de
sodiu 50mM pH 9,6. Reactia de cuplare la proteina se efectueaza timp de 24 ore sub continud agitare la
temperatura camerei. Produsul obtinut trenbolon-ovalbumina se purificd pe cromatografie pe coloani de
Sephadex G25 avand ca solvent de elutie tamponul fosfat S0mM pH 7,24.

E6: Cuplarea conjugatului imunogen la nanoparticula activatd cu glutaraldehidd si obtinerea
nanoimunosorbentului: Nanoparticulele activate rezultate din etapa E2 se suspendd in 50 ml tampon
fosfat 50 mM pH 8,6 apoi se adaugd 1 ml solutie conjugat imunogen trenbolon-ovalbumina 2 mg/ml la
temperatura de 35 °C sub agitare continud timp de 2 ore urmata de centrifugare la 1500xg timp de 15
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minute si indepartarea supernatantului apoi spalate de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM pH 8.6,
nanoparticulele de imunosorbent SiO,-(C;H5);3Si-C3Hg-N=HC-(CH,);-CH=N-trenbolon-ovalbumina
obtinute in urma centrifugarii se depoziteaza la 4 °C in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a
trenbolonei.

Reactiile chimice de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de (SiO;)-(C,Hs0);Si-

C3Hg-N=CH-(CH;),-CH=N-ovalbumina-trenbolona sunt prezentate in continuare:

Etapa 1: Obtinerea nanoparticulelor de SiO, grefate cu o-
aminopropiltrietoxisilan

+  (C,H;0);S8i-C;Hg-NH,

(nanoparticula de Si0») (o.-aminopropiltrietoxisilan)
d=14nm S=200m’/g
(Faza solida)
Si02 —0 /O'CZHS

S o :
(d=14nm) :‘?'—/—SI-O-SI'C3H6'NH2

AN O-C,H;s
\EO&&'-OH

(nanoparticula de SiO, grefata cu
/4 28
o-aminopropiltrietoxisilan)
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Etapa 2: Activarea nanoparticulei functionalizate cu glutaraldehida

0-C,H s
-0-Si- C3H6-NH2 + OHC-(CHZ)‘;'-CHO
O0-C,H 5
(nanoparticula de SiO, grefata cu (glutaraldehida)
o.-aminopropiltrietoxisilan) \
O-C,H 5
> 8i-0-Si-C3H ;-N=CH-(CH ) ;-CHO
0-C,H s

\00:&5'1' -OH

(nanoparticula de SiO, activata cu glutaraldehida)

Etapa 3. Obtinerea Trenbolon-3-carboximetil oxima
H

H,N-O-CH ,-COOH

+
(Trenbolona) l (Acid oxiamino acetic)

N-O-CH,-COOH

Trenbolon-3-carboximetil-oxima
(Trenbolon-COOH)
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Etapa 4. Activarea trenbolon-COOH cu carbodiimida si
N-hidroxisuccinimida

Trenbolon-COOH +  R-N=C=N-R" —_» R'—NH-T=N—R"

(Carbodiimida) ?

=0

Trenbolona
R '-NH-TEN-R i
=0
Trenbolona
[
+ [ >N-0H
Y ﬂ (N-hidroxisuccinimida)
I
Trenbolona-COO-N < j + R'-NH-C-NH-R'"
(Esterul trenbolonei cu succinimida) (Uree substituita)
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Etapa 5. Obtinerea conjugatului imunogen trenbolon-ovalbumina

Trenbolona-COO-N< j + H,N-Ovalbumina
ﬂ (Ovalbumina)

Trenbolon-CO-NH-Ovalbumina

(Conjugat imunogen)
Etapa 6: Cuplarea conjugatului imunogen la nanoparticula activata
cu glutaraldehida si obtinerea nanoimunosorbentului

0 0-C,H,
> Si-0-Si-C;H-N=CH-(CH) ;-CHO
0-C,H,

\\OD;&S i-OH

+ Trenbolona-CO-NH-Ovalbumina

(nanoparticula de SiO; activata cu
glutaraldehida)

0-C,H;

Nanoimunosorbent: nanoparticula de bioxid de siliciu-
aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumin-trenbolona
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Procedeul conform inventiei prezintd avantajul ca, prin utilizarea nanoparticulelor de oxid de
siliciu de marime 14 nm si suprafata specifica de 200 mz/g rezultd nanoimunosorbenti ce pot fi utilizati
in tehnica ELISA in faza omogena, reactia antigen anticorp fiind mai rapidd decdt in tehnica ELISA
clasica (faza heterogenad), ceea ce conduce la reducerea timpului de analiza, iar separarea complexului
imun se face simplu, prin centrifugarea nanoimunosorbentului cuplat cu antigenul iar cantitatea de
nanoimunosorbent utilizat la o imunoanaliza este extrem de mica datorita suprafetei specifice mari.

Se prezintd mai jos un exemplu de aplicare a procedeului conform inventiei pentru obtinerea
nanoimunosorbentului nanoparticuld de bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-
ovalbumina-trenbolona ce contine obiectul acestei inventii.

Potrivit inventiei 2 g de nanoparticule de SiO; de marime ®=14 nm si arie 200 m®/g se trateaza
cu o solutie de HNO; 10% timp de o ord urmaté de incubare cu o aminopropiltrietoxisilan 10% in apa
distilata pentru 3 ore la 70°C urmata de spélarea cu 30 ml apa distilatd de 3 ori si 20 ml alcool etilic o
datd, iar supernatantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg timp de 10 minute urmata de tratarea
nanoparticulelor in vederea activarii cu 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1 % in apa distilata, sub agitare
continua la temperatura de 35°C, supernatantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg timp de 15
minute iar nanoparticulele activate rezultate se suspendd in tampon fosfat 50 mM pH 8,6 urmat de
addugarea de 1 ml conjugat imunogen ovalbumina-trenbolona obtinut prin reactia E3 de activare a
trenbolonei, amestec de reactie dintre 100 mg trenbolona, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 200 mg
carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida, reactie desfasurata timp de 4 ore sub agitare, urmat de
cuplarea ovalbuminei de steroidul activat, reactia ES realizata prin adaosul de 2 ml din amestecul activat
de steroid la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6, reactie
ce se desfasoard timp de 24 ore iar conjugatul imunogen rezultat, trenbolon-ovalbumina este purificat
prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25 avénd ca solvent de elutie tampon fosfat S0 mM pH
7,24, iar conjugatul imunogen purificat de concentratie 2 mg/ml in apad distilatda se adaugd la
nanoparticulele activate cu glutaraldehidd, amestecul de reactie rezultat se agita timp de 2 ore apoi se
centrifugheazd la 1500xg timp de 15 minute, supernatantul se indepéarteaza iar precipitatul nanoparticule
de imunosorbent rezultat se spala de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6, centrifugate la 1500xg cu
indepartarea  supernatantului,  imunosorbentul  nanoparticule de  bioxid de  siliciu-
aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona se depoziteaza la 4°C in vederea utilizarii

in tehnica ELISA de dozare a trenbolonei.

7 Director General IFIN-HH,
* Dr. Nicolae Victor Z;,snfir
) 4

Y



("2011-01408 - -
1 6 -12- 201

REVENDICARI

Procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de bioxid de siliciu-aminopropil-
trietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona este caracterizat prin aceea cd 2 g de nanoparticule de
Si0, de marime ®=14 nm si arie 200 m*/g se trateazi cu o solutie de HNO; 10% timp de o ord urmata
de incubare cu a aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata pentru 3 ore la 70°C urmata de spélarea cu
30 ml apa distilata de 3 ori si 20 ml alcool etilic o dat'éy'i, iar supernatantul este indepartat prin centrifugare
la 1500xg timp de 10 minute urmata de tratarea nanoparticulelor in vederea activarii cu 50 ml solutie de
glutaraldehida 0,1 % in apa distilaté, sub agitare continud la temperatura de 35°C supernatantul este
indepartat prin centrifugare la 1500xg timp de 15 minute iar nanoparticulele activate rezultate se
suspenda in tampon fosfat SO0 mM pH 8,6 urmat de addugarea de 1 ml conjugat imunogen trenbolon-
ovalbumind obtinut prin reactia E3 de activare a trenbolonei, amestec de reactie dintre 100 mg
trenbolona, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 200 mg carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida, reactie
desfasurata timp de 4 ore sub agitare, urmat de cuplarea ovalbuminei de steroidul activat, reactia E4
realizata prin adaosul de 2 ml din amestecul activat de steroid la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in
tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6, reactie ce se desfasoara timp de 24 ore iar conjugatul
imunogen rezultat, trenbolon-ovalbumina este purificat prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25
avand ca solvent de elutie tampon fosfat 50 mM pH 7,24, iar conjugatul imunogen purificat de
concentratie 2 mg/ml in apa distilata se adaugi la nanoparticulele activate cu glutaraldehida, amestecul
de reactie rezultat se agitd timp de 2 ore apoi se centrifugheaza la 1500xg timp de 15 minute,
supernatantul se indeparteaza iar precipitatul nanoparticule de imunosorbent rezultat se spalad de 3 ori cu
tampon fosfat 50 mM pH 8,6, centrifugate la 1500xg cu indepartarea supernatantului, imunosorbentul
nanoparticule de bioxid de siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona se

depoziteaza la 4°C in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a trenbolonel.
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