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IMITATORI DE ANTICORPI DIN POLIMERI SINTETICI IMPRENTATI MOLECULAR CU
FOSFOLIPAZA A; SI PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTORA

Inventia se refera la imitatori de anticorpi din polimeri sintetici imprentati molecular cu fosfolipaza A; cu
aplicatii in combaterea toxicitafii veninurilor de insecte si reptile si la un procedeu de obtinere a acestor
anticorpi sintetici.
Se cunoaste cd veninul insectelor si reptilelor prezintd o puternicd activitate neurotoxica si ca principalul
constituent al acestora este enzima fosfolipaza A; (PLA;). De exemplu, contaminarea cu veninul de
Hymenoptera provenitd de la diferite insecte (albine/ viespi / furnici) nu este de obicei letald pentru oameni
si animale, in cazul in care cantitatea de venin ajunsa in organism este mai mica decat doza letala [1]. in
functie de doza de venin, simptomele primare sunt diferite (hemolizii intravasculare, disfunctie respiratorie,
disfunctie hepatica, leziuni ale miocardului, hipotensiune arteriala, tahicardie, soc anafilactic si insuficienta
renald sau afectarea multipld de organe [2], iar victimele unui atac masiv au nevoie de lungi perioade de
ingrijire medicald, ca urmare a contactului prelungit al toxinelor cu ficatul si rinichii.
Enzima PLA; din veninul de insecte si reptile actioneaza sinergetic cu toxinele din venin, conducand la un
puternic efect hemolitic §i la un acces rapid al toxinelor in fluxul sanguin, cu efecte nocive asupra unor
organe importante, cum ar fi creierul, rinichii si ficatul. Aceastd enzimi, degradeazi membranele
fosfolipidice celulare. Prin urmare, prin reducerea cantitatii de enzime PLA2 din intepaturi sau muscaturi,
restul toxinelor din venin pot fi inhibate local si, intrucéat procesul de degradare al membranelor fosfolipidice
este oprit sau Intarziat, toxinele si alti alergeni vor avea acces limitat in fluxul sanguin.

in momentul de fatd tratamentul conventional pentru intepaturile si muscaturile insectelor si
reptilelor implica utilizarea anticorpilor naturali. n acest scop se injecteaza doze de toxina sub limita letala
intr-un animal (oaie sau cal), urmand recoltarea de probe de sange al acelui animal. Probele de sange vor
contine cantitéti semnificative de anticorpi capabili de a recunoaste toxina [3] care sunt recoltati si folositi in
serul antivenin. Antidotul pe bazd de anticorpi naturali prezintd dezavantaje importante, determinate, in
principal de problemele de etica legate de sacrificarea animalelor, de costurile ridicate de productie si de
conditiile de refrigerare specifice necesare pentru a-si mentine eficienta. in plus, transportarea antidotului
este strict reglementatd, devenind dificila livrarea de antidot in locurile izolate. Astfel, in pofida
dezvoltdrilor tehnologice recente, in prezent, nu sunt disponibile terapii eficiente §i sigure pentru tratarea
victimelor intepaturilor de insecte si muscaturilor de reptile.

De aceea, s-a pus problema inlocuirii anticorpilor naturali, cu imitatori sintetici de anticorpi pentru

peptide si proteine. Imitatorii sintetici de anticorpi sunt polimeri sintetici imprentati molecular care au
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capacitate de recunoastere selectivd ca si anticorpii naturali, dar care in plus sunt mult mai stabili la
temperatura si pH.

Se cunoagte un procedeu de obtinere a imitatorilor sintetici de anticorpi pentru recunoasterea
albuminei serice umane (HSA)[4]. Procedeul consta in formarea unui complex intre HSA si pirolidin acrilat
(monomer functional), care apoi este copolimerizat cu fluorescein acrilamidd (monomer fluorescent),
NIPAM= N-izopropilacrilamidd (co-monomer), 2-metacriloiloxietil fosforilcolind (monomer biocompatibil)
si  MBA = N,N’-metilenbisacrilamida (reticulant). Polimerizarea are loc in solutie precipitantd, fira
emulgator, la temperatura de 70 °C, prin initiere cu un initiator hidrosolubil, si anume dihidroclorura de
2,2'-Azobis(2-metilpropionamidind). Se obtin nanohidrogeluri contindnd HSA, care se extrage din particule
prin cromatografie lichida. Procedeul prezentat foloseste foarte multi monomeri, un initiator scump iar
extractia templatului se face prin cromatografie lichida, ceea ce il face dificil de aplicat. In plus, intrucit la
imprentare nu se utilizeaza nici PLA2 si nici o toxind din veninul de insecte sau reptile, anticorpii nu pot fi
folositi pentru trarea intepdturilor de insecte i muscéturilor de reptile.

Un alt procedeu de obtinere a imitatorilor sintetici de anticorpi pentru proteine enzimatice este
descris in referinta [5]. In acest caz bile de sticli se silanizeaza si apoi se functionalizeaza cu
glutardialdehidd si in final cu p-aminobenzamidind. Aceste bile functionalizate sunt folosite pentru
ancorarea proteinei enzimatice. Apoi bilele, cu enzima imobilizata sunt introduse intr-o solutie de tampon
fosfat, pH 7, in care se mai afld monomerii: NIPAM si N,N'- etilenbisacrilamida si sistemul de initiere
persulfat de potasiu (KPS)- N,N,N,N'-tetrametilendiamind (TMEDA). Polimerizarea are loc intr-o coloana
la termperatura de 37 °C. Se face o spalare a coloanei cu tampon fosftat tot la temperatura de 37 °C pentru a
elimina compusii nereactionati si impuritatile si apoi se face o noud spilare cu tampon fosfat la 25 °C pentru
a elibera anticorpii de pe bilele de sticld. Procedeul descris prezintd o serie de deficiente, printre care faptul
ca foloseste foarte multicompusi chimici si este foarte complex. In plus, nu s-a folosit pentru a fi preparati
anticorpi pentru combaterea veninului de insecte si reptile.

intr-o serie de articole [6-10] si in brevetul [11] este descrisd obtinerea de imitatori sintetici de
anticorpi pentru combaterea toxinei melitina din veninul de albine. in acest scop se face o polimerizare
precipitanta a NIPAM cu 2% reticulant MBA si cu o combinatie de N-ter{- butilacrilamida (TBAM-
monomer  hidrofob), acrilamida (AAM-  monomer hidrofil),  hidroclorura de  N-(3-
aminopropil)metacrilamidad (3APM- monomer cu sarcini pozitive) si acid acrilic (AA- monomer cu sarcini
negative). In patentul [11] 3 APM este inlocuit cu I- vinilimidazol. Polimerizarea are loc in api, cu
emulgator sodiu dodecilsulfat, prin initiere cu sistemul redox persulfat de amoniu (APS)- TMEDA.

Extractia templatuiui (melitina) se face prin dializd, cu apa purd, timp de 4 zile. Procedeul descris in aceste
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articole si in brevet are dezavantajul ca foloseste foarte multi monomeri si o extractie indelungata a
templatului. In plus , anticorpii sunt specifici doar pentru melitind dar nu si pentru enzima PLA2 sau pentru
ceilalti compusi toxici din veninul de insecte si reptile.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in aceea cd Imitatorii din anticorpi sintetici
imprentati molecular cu fosfolipaza A2 se prepara prin polimerizare in emulsie inversa de apa in ciclohexan,
folosind doar un singur monomer: polietileglicol diacrilat (PEGDA), fara reticulant, utilizind un amestec de
2 emulgatori si efectul salin produs de NaCl, cu initiere cu sistemul redox APS- TMEDA, in prezenta unei
solutii apoase sau a unei solutii in tampon TRIS-HCI pH 8,2 de fosfolipaza A2, iar extractia templatului:
fosfolipaza A2 se face, concomitent cu eliminarea produsilor nereactionati, prin spalari repetate cu
ciclohexan, acetona si apa distilata, urmate de centrifugari.

Imitatorii de anticorpi din polimeri sintetici imprentati molecular cu fosfolipaza A2 si procedeul de
producere a acestora inlaturd dezavantajele procedeelor cunoscute prin aceea cd sunt preparati din
polietilenglicoldiacrilat PEGDA700, cu masa moleculara a polietilenglicolului de 700, sau din PEGDA
2000, cu masa moleculard a polietilenglicolului de 2000, sau dintr-un amestec 25....75% masic de
PEGDA700 cu 75....25 % masic PEGDA2000 si folosind ca templat fosfolipazd A2, au dimensiuni de
80...180 nm si factori de imprentare a PLA2 de 2,4...4,2 si se obtin prin polimerizare in emulsie inversa, la
temperatura de 22...35 °C, faza continud organica, fiind constituita din ciclohexan, contindnd 2 emulgatori:
sorbitan monooleat: SMO si polioxietilen sorbitan monostearat: POESMS, raportul masic intre cei 2
emulgatori fiind de 90...80: 10...20 si raportul masic intre suma celor 2 emulgatori si ciclohexan fiind de
3..7: 97...93 iar faza discontinud apoasa fiind constituitd din solutie apoasd de PEGDA700, PEGDA2000
sau de amestec in raport masic 25...75: 75...25 al ultimelor doua, TMEDA, NaCl si enzima PLA 2, cu
raportul masic intre PEGDA: apa de 0,15...0,25: 1, intre TMEDA: apa de 0,0045....0,0055:1, intre NaCl: apa
de 0,010...0,015:1 si intre solutia de 1 mg/mL de PLA2: apa de 0,08...0,12:1, enzima templat PLLA2 putand
fi introdusa in faza apoasa atat sub forma de solutie in apa , cat si sub forma de solutie in tampon TRIS-HCI
pH 8,2, raportul volumetric intre faza organica si faza apoasi fiind de 4...6:1, initierea facandu-se prin
introducerea in emulsia formata prin agitarea timp de 5...10 minute a fazei organice cu cea apoasa la 400-
600 rot/min, a unei solutii apoase 15...20% de APS, care are rolul de oxidant in sistemul redox TMEDA-
APS, raportul masic intre APS si PEGDA fiind de 0,04...0,06:1, polimerizarea durand 40...50 ore, sub o
agitare de 150..300 rot/min, iar pentru separarea, purificarea si extractia templatului din nanogeluri,
amestecul final de reactie este centrifugat fa 8.000.... 10.000 rpm, timp de 20...40 min, cu decantarea i
separarea ulterioard a fazei lichide superioare, fazele inferioare cu aspect de gel fiind spalate de 2 ori cu

ciclohexan, o datd cu acetond si incd de 2 ori cu apa distilata prin resuspendare in lichidul de spalare-
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extractie respectiv, sub agitare energica timp de 10...20 min, de fiecare data la un raport volumetric gel:
lichid de 1: 20...30, cu separarea prin centrifugare la 8.000...10.000 rot/min, timp de 20...30 min., decantarea
si separarea solventului dupé fiecare spélare- extractie si reluarea operatiilor si in final imitatorii sintetici de
anticorpi rezuitati fie sunt resuspendati in tampon fosfat pH 7, la un raport volumetric intre gel si solutia
tampon de 1:20..30, introdusi in fiole inchise ermetic si tinuti la temperatura camerei pand la folosire, fie
sunt folositi la prepararea de crema sau spray.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- Se obtin nahodidrogeluri imprentate molecular cu fosfolipaza A2 si astfel este impiedicat transferul

tuturor toxinelor din veninul de insecte sau reptile in fluxul sanguin si nu doar al unei anumite

toxine;

- Imitatorii de anticorpi sunt constituiti prin polimerizarea unui singur monomer sau a unui amestec

de 2 monomeri foarte asemandtori (PEGDA cu mase moleculare diferite), biocompatibili si

bioresorbabili;

- Deoarece la prepararea imitatorilor de anticorpi se foloseste un monomer cu doua functii vinil, nu

este necesar un reticulant;

- Imitatorii de anticorpi nu contin acrilamida, care este un monomer cancerigen;

- Imitatorii de anticorpi prezinta factori de imprentare foarte mari pentru enzima PLA2;

- Se evita problemele de etica legate de prepararea anticorpilor naturali;

- Dimensiunea nanogelurilor poate fi reglatd prin alegerea corespunzatoare a raportului dintre cei 2

emulgatori folositi;

- Imitatorii de anticorpi pot fi pastrati la temperaturd ambientd, in orice loc si deci sunt usor

disponibili pentru tratament;

- Procesul de sinteza are loc la temperaturd apropiatd de temperatura camerei, deci cu consum

energetic redus;

- Procesul avand loc in emulsie inversa , se previne aglomerarea nanohidrogelurilor;

- Spalarea si extractia se fac rapid prin suspendare-centrifugare- decantare.

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei:

1. Tntr-un pahar Brezelius de 25 mL, se cantiresc 0,3854 g SMO peste care se adaugd 10 mL (7,79 g)
ciclohexan si se agitd pe un agitator magnetic timp de 5 minute pentru dizolvare. intr-un alt pahar Berzelius
de 25 mL, se cantaresc 0,0964 g POESMS peste care se adauga 9,4 mL (7,32 g) ciclohexan si se agitd pe un
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agitator magnetic timp de 5 minute pentru dizolvare. Intr-un balon de 50 mL cu doua géturi si cu fund
rotund, prevdzut cu agitare mecanica, sunt introduse pe rand, prin gatul lateral, cele 2 solutii de emulgator
preparate conform refetelor de mai sus. Amestecul este agitat pentru omogenizare si purjat timp de 5 minute
cu N,. In paralel, intr-un pahar Berzelius de 25 mL se prepara faza apoasa astfel: Se cantiresc in pahar
1,2125 g PEGDA700, peste care se adauga cu o pipetd automata 22 ul. TMEDA, se mai adauga 0,0485 g
NaCl si cu o pipetd automatd 388 uL de solutie de enzima PLA2 in tampon TRIS-HCI pH 8,2 si in final se
adaugd 4,26 mL apd distilatd. Se agitd totul energic timp de 5 minute pentru dizolvarea si amestecarea
componentelor. Faza apoasd astfel preparata se introduce, prin picurare, prin gatul lateral, in balonul de 50
mL care contine faza organicd aflata sub agitare cu turatia de 600 rot/min. Se mentine amestecul sub agitare
timp de 5 minute in curent de azot, pentru formarea emulsiei. Apoi se deschide gatul lateral si se introduc cu
o pipetd automatd 323 L solutie 15% de APS in apa. Se inchide etans balonul de polimerizare si se reduce
turatia de agitare la 150 rot/min si se lasd [a polimerizare timp de 50 ore, la temperatura camerei (circa 22
°C). La sfarsitul duratei de polimerizare, se descarcd continutul balonului intr-o fiold de centrifugare de 50
mL, care se introduce intr-o centrifugd, unde se lasd la centrifugat timp de 20 min la turatia de 10.000
rot/min. La sférsitul acestei perioade se scoate fiola din centrifugd si se separd lichidul decantat ca faza
superioard. Peste partea inferioard, cu aspect de gel, se introduc 20 mL ciclohexan, se agita totul foarte bine
timp de 10 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce in centrifuga, la
8.000 rot/min, unde se lasd timp de 20 minute. La sfarsitul perioadei de centrifugare se separa stratul
superior de ciclohexan se adaugd alti 20 mL ciclohexan si se repetd operatiile de la prima spélare- extractie
cu ciclohexan. Se repetd aceleasi operatii cu 25 mL acetond si cu cate 30 mL apa distilatd (de 2 ori), stratul
inferior din fiola de centrifugare , obtinut dupa cea de a doua spalare cu apa, fiind resuspendat in 30 mL
tampon fosfat pH 7 si introdus intr-o fiold, care se inchide etans si este mentinutd la temperatura camerei
pand la folosire. Alternativ, imitatorii de anticorpi pot fi aplicati sub forméa de crema sau de spray. Imitatorii
de anticorpi obtinuti au avut o dimensiune medie a nanogelurilor de 180 nm si un grad de imprentare faa de

PLA2 de 3,2.

2. Intr-un pahar Brezelius de 25 mL, se cantiresc 1,0119 g SMO peste care se adaugi 10 mL (7,79 g)
ciclohexan si se agita pe un agitator magnetic timp de 5 minute pentru dizolvare. intr-un alt pahar Berzelius
de 25 mL, se cantaresc 0,1124 g POESMS peste care se adauga 9,4 mL (7,32 g) ciclohexan si se agitd pe un
agitator magnetic timp de 8 minute pentru dizolvare. Intr-un balon de 50 mL cu doud gaturi si cu fund
rotund, prevazut cu agitare mecanica, sunt introduse pe rand, prin gatul lateral, cele 2 solutii de emulgator

preparate conform retetelor de mai sus. Amestecul este agitat pentru omogenizare si purjat timp de 5 minute
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cu Ny. in paralel, intr-un pahar Berzelius de 25 mL se prepara faza apoasi astfel: Se cantiresc in pahar
1,2125 g PEGDA2000, peste care se adauga cu o pipetd automatd 26 ul. TMEDA, se mai adaugd 0,0711 g
NaCl si cu o pipetd automatd 569 ul de solutie de enzima PLA2 in apa si in final se adauga 4,17 mL apa
distilata. Se agita totul energic timp de 10 minute pentru dizolvarea si amestecarea componentelor. Faza
apoasa astfel preparatd se introduce, prin picurare, prin gétul lateral, in balonul de 50 mL care contine faza
organicd aflatd sub agitare cu turatia de 400 rot/min. Se mentine amestecul sub agitare timp de 10 minute in
curent de azot, pentru formarea emulsiei. Apoi se deschide gatul lateral si se introduc cu o pipetd automata
364 uL solutie 15% de APS in apa. Se inchide etans balonul de polimerizare si se reduce turatia de agitare
la 300 rot/min si se lasd la polimerizare timp de 40 ore, la temperatura de 35 °C. La sférsitul duratei de
polimerizare, se descarca continutul balonului intr-o fiold de centrifugare de 50 mL, care se introduce intr-o
centrifugd, unde se lasd la centrifugat timp de 30 min la turatia de 8.000 rot/min. La sfarsitul acestei
perioade se scoate fiola din centrifugd si se separd lichidul decantat ca faza superioard. Peste partea
inferioard, cu aspect de gel, se introduc 30 mL ciclohexan, se agita totul foarte bine timp de 10 minute, cu
un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce in centrifuga, la 8.000 rot/min, unde se
lasd timp de 40 minute. La sfarsitul perioadei de centrifugare se separa stratul superior de ciclohexan se
adauga alti 30 mL ciclohexan si se repeta operatiile de la prima spalare- extractie cu ciclohexan. Se repetd
aceleasi operatii cu 20 mL acetond si cu cate 20 mL apa distilatd (de 2 ori), stratul inferior din fiola de
centrifugare , obtinut dupa cea de a doua spalare cu apa, fiind resuspendat in 20 mL tampon fosfat pH 7 si
introdus intr-o fiold, care se inchide etans si este mentinutd la temperatura camerei pana la folosire.
Alternativ, imitatorii de anticorpi pot fi aplicati sub formad de crema sau de spray. Imitatorii de anticorpi

obtinuti au avut o dimensiune medie a nanogelurilor de 80 nm si un grad de imprentare fatd de PLA2 de 2,4.

3. Intr-un pahar Brezelius de 25 mL, se céntiresc 0,4095 g SMO peste care se adauga 10 mL (7,79 g)
ciclohexan si se agita pe un agitator magnetic timp de 5 minute pentru dizolvare. intr-un alt pahar Berzelius
de 25 mL, se cantaresc 0,0723 g POESMS peste care se adauga 8,96 mL (6,98 g) ciclohexan si se agitd pe
un agitator magnetic timp de 10 minute pentru dizolvare. Intr-un balon de 50 mL cu doua gaturi si cu fund
rotund, previzut cu agitare mecanica, sunt introduse pe rand, prin gatul lateral, cele 2 solutii de emulgator
preparate conform retetelor de mai sus. Amestecul este agitat pentru omogenizare §i purjat timp de 5 minute
cu N,. in paralel, fintr-un pahar Berzelius de 25 mL se prepara faza apoasa astfel: Se cantaresc in pahar
0,3634 g PEG700 si se adauga 0,1211 g PEGDA2000. Peste acestea se adauga cu o pipetd automata 18 pL
TMEDA, se mai adauga 0,0485 g NaCl si cu o pipeta automata 388 pl de solutie de enzimd PLA?2 in apa si

in final se adauga 2,84 mL apa distilatad. Se agitd totul energic timp de 7 minute pentru dizolvarea si
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amestecarea componentelor. Faza apoasa astfel preparatd se introduce, prin picurare, prin gatul lateral, in
balonul de 50 mL care contine faza organicd aflatd sub agitare cu turatia de 500 rot/min. Se mentine
amestecul sub agitare timp de 10 minute in curent de azot, pentru formarea emulsiei. Apoi se deschide gatul
lateral si se introduc cu o pipeta automatd 194 pL solutie 15% de APS in apa. Se inchide etang balonul de
polimerizare si se reduce turatia de agitare la 200 rot/min si se lasd la polimerizare timp de 48 ore, la
temperatura de 30 °C. La sfarsitul duratei de polimerizare, se descarca continutul balonului intr-o fiola de
centrifugare de 50 mL, care se introduce intr-o centrifugi, unde se lasa la centrifugat timp de 30 min la
turatia de 9.000 rot/min. La sférsitul acestei perioade se scoate fiola din centrifugd si se separd lichidul
decantat ca faza superioara. Peste partea inferioard, cu aspect de gel, se introduc 30 mL ciclohexan, se agita
totul foarte bine timp de 20 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce
in centrifugd, la 9.000 rot/min, unde se lasa timp de 25 minute. La sfarsitul perioadei de centrifugare se
separd stratul superior de ciclohexan se adaugd alti 30 mL ciclohexan si se repetd operatiile de la prima
spdlare- extractie cu ciclohexan. Se repeta aceleasi operatii cu 30 mL acetona si cu cate 30 mL apa distilata
(de 2 ori), stratul inferior din fiola de centrifugare , obtinut dupa cea de a doua spalare cu apa, fiind
resuspendat in 25 mL tampon fosfat pH 7 si introdus intr-o fiold, care se inchide etans si este mentinuté la
temperatura camerei pana la folosire. Alternativ, imitatorii de anticorpi pot fi aplicati sub forma de crema
sau de spray. Imitatorii de anticorpi obtinuti au avut o dimensiune medie a nanogelurilor de 110 nm si un

grad de imprentare fata de PLA2 de 4,2.

4. Intr-un pahar Brezelius de 25 mL, se cantiresc 0,6622 g SMO peste care se adaugad 10 mL (7,79 g)
ciclohexan si se agita pe un agitator magnetic timp de 10 minute pentru dizolvare. intr-un alt pahar
Berzelius de 25 mL, se cantaresc 0,1168 g POESMS peste care se adaugd 9 mL (7,01 g) ciclohexan si se
agitd pe un agitator magnetic timp de 7 minute pentru dizolvare. Intr-un balon de 50 mL cu doua gaturi si
cu fund rotund, prevdzut cu agitare mecanica, sunt introduse pe rand, prin gatul lateral, cele 2 solutii de
emulgator preparate conform retetelor de mai sus. Amestecul este agitat pentru omogenizare si purjat timp
de 10 minute cu N,. in paralel, intr-un pahar Berzelius de 25 mL se prepara faza apoasa astfel: Se cantiresc
in pahar 0,1900 g PEG700 si se adauga 0,5700 g PEGDA2000. Peste acestea se adaugd cu o pipetd
automatd 19 pL TMEDA, se mai adauga 0,0456 g NaCl si cu o pipetd automata 380 pL de solutie de enzima
PLA2 in tampon TRIS-HCL pH 8,2 si in final se adauga 3,42 mL apa distilatd. Se agita totul energic timp
de 8 minute pentru dizolvarea si amestecarea componentelor. Faza apoasa astfel preparata se introduce, prin
picurare, prin gatul lateral, in balonul de 50 mL care contine faza organica aflatd sub agitare cu turatia de

550 rot/min. Se mentine amestecul sub agitare timp de 8 minute in curent de azot, pentru formarea emulsiei.
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Apoi se deschide gatul lateral si se introduc cu o pipetd automata 214 pl solutie 18% de APS in apa. Se
inchide etang balonul de polimerizare si se reduce turatia de agitare la 250 rot/min si se lasa la polimerizare
timp de 44 ore, la temperatura de 28 °C. La sfarsitul duratei de polimerizare, se descarca continutul
balonului intr-o fiold de centrifugare de 50 mL, care se introduce intr-o centrifugd, unde se lasi la
centrifugat timp de 25 min la turatia de 9.000 rot/min. La sfarsitul acestei perioade se scoate fiola din
centrifugd si se separd lichidul decantat ca faza superioard. Peste partea inferioard, cu aspect de gel, se
introduc 20 mL ciclohexan, se agita totul foarte bine timp de 20 minute, cu un agitator, pentru suspendarea
nanogelurilor si fiola se reintroduce in centrifuga, la 8.000 rot/min, unde se lasd timp de 30 minute. La
sfarsitul perioadei de centrifugare se separa stratul superior de ciclohexan se adaugia alti 30 mL ciclohexan,
se agita totul foarte bine timp de 30 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se
reintroduce in centrifugd, la 9.000 rot/min, unde se lasd timp de 25 minute. Se separd din nou stratul
superior de lichid, iar peste stratul inferior de gel se adaugé 28 ml acetona, se agita totul foarte bine timp de
28 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce in centrifugd, la 8.000
rot/min, unde se lasd timp de 22 minute. Se separa din nou stratul superior de lichid, iar peste stratul inferior
de gel se adauga 28 ml apa distilatd, se agitd totul foarte bine timp de 28 minute, cu un agitator, pentru
suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce in centrifuga, la 9.000 rot/min, unde se lasa timp de 28
minute. Se separa din nou stratul superior de lichid, iar peste stratul inferior de gel se adaugd 28 ml apa
distilata, se agita totul foarte bine timp de 25 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si
fiola se reintroduce in centrifuga, la 10.000 rot/min, unde se lasa timp de 25 minute. Stratul inferior din fiola
de centrifugare , obtinut dupa cea de a doua spalare cu apa, este resuspendat in 28 mL tampon fosfat pH 7 i
introdus intr-o fiola, care se inchide etans si este mentinutd la temperatura camerei pana la folosire.
Alternativ, imitatorii de anticorpi pot fi aplicati sub forma de crema sau de spray. Imitatorii de anticorpi
obtinuti au avut o dimensiune medie a nanogelurilor de 130 nm si un grad de imprentare fatd de PLA2 de

3,6.

5. Intr-un pahar Brezelius de 25 mL, se cntiresc 0,6500 g SMO peste care se adauga 10 mL (7,79 g)
ciclohexan si se agita pe un agitator magnetic timp de 7 minute pentru dizolvare. intr-un alt pahar Berzelius
de 25 mL, se cantaresc 0,1290 g POESMS peste care se adaugd 9 mL (7,01 g) ciclohexan si se agitd pe un
agitator magnetic timp de 5 minute pentru dizolvare. Intr-un balon de 50 mL cu doua géturi si cu fund
rotund, prevazut cu agitare mecanica, sunt introduse pe rand, prin gatul lateral, cele 2 solutii de emulgator
preparate conform retetelor de mai sus. Amestecul este agitat pentru omogenizare si purjat timp de 6 minute

cu N,. In paralel, intr-un pahar Berzelius de 25 mL se prepara faza apoasa astfel: Se cantiresc in pahar
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0,3800 g PEG700 si se adauga 0,3800 g PEGDA2000. Peste acestea se adaugd cu o pipetd automatd 21 pL
TMEDA, se mai adauga 0,0490 g NaCl si cu o pipeta automata 360 pL. de solutie de enzima PLA2 in apa si
in final se adaugad 3,7 mL apa distilatd. Se agitd totul energic timp de 9 minute pentru dizolvarea si
amestecarea componentelor. Faza apoasa astfel preparatd se introduce, prin picurare, prin gatul lateral, in
balonul de 50 mL care contine faza organicd aflata sub agitare cu turatia de 580 rot/min. Se mentine
amestecul sub agitare timp de 6 minute in curent de azot, pentru formarea emulsiei. Apoi se deschide gatul
lateral si se introduc cu o pipeta automatd 214 pl solutie 18% de APS in apa. Se inchide etans balonul de
polimerizare si se reduce turatia de agitare la 300 rot/min si se lasd la polimerizare timp de 42 ore, la
temperatura de 32 °C. La sfarsitul duratei de polimerizare, se descarca continutul balonului intr-o fiola de
centrifugare de 50 mL, care se introduce intr-o centrifugs, unde se lasd la centrifugat timp de 30 min la
turatia de 9.500 rot/min. La sfarsitul acestei perioade se scoate fiola din centrifuga si se separa lichidul
decantat ca faza superioard. Peste partea inferioard, cu aspect de gel, se introduc 25 mL ciclohexan, se agita
totul foarte bine timp de 24 minute, cu un agitator, pentru suspendarea nanogelurilor si fiola se reintroduce
in centrifugd, la 9.500 rot/min, unde se lasa timp de 22 minute. La sfarsitul perioadei de centrifugare se
separd stratul superior de ciclohexan se adauga alti 25 mL ciclohexan si se repetd operatiile de la prima
spilare- extractie cu ciclohexan. Se repeta aceleasi operatii cu 25 mL acetond si cu cate 30 mL apa distilata
(de 2 ori), stratul inferior din fiola de centrifugare, obtinut dupa cea de a doua spalare cu apa, fiind
resuspendat in 30 mL tampon fosfat pH 7 si introdus intr-o fiola, care se inchide etans si este mentinuta la
temperatura camerei pana la folosire. Alternativ, imitatorii de anticorpi pot fi aplicati sub forma de crema
sau de spray. Imitatorii de anticorpi obtinuti au avut o dimensiune medie a nanogelurilor de 95 nm si un

grad de imprentare fatd de PLA2 de 3,7.
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IMITATORI DE ANTICORPI DIN POLIMERI SINTETICI IMPRENTATI MOLECULAR CU
FOSFOLIPAZA A; SI PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTORA

REVENDICARI
I. Anticorpii sintetici imprentati molecular caracterizati prin aceea cd sunt preparati din

polietilenglicoldiacrilat PEGDA700, cu masa moleculard a polietilenglicolului de 700, sau din PEGDA
2000, cu masa moleculara a polietilenglicolului de 2000, sau dintr-un amestec 25....75% masic de
PEGDA700 cu 75...25 % masic PEGDA2000 si folosind ca templat fosfolipazd PLA2, au dimensiuni de
80....180-nm si factori de imprentare a PLA2 de 2,4...4,2

2. brocedeu de obtinere a anticorpilor sintetici imprentati molecular cu fosfolipaza PLA2, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci se face o polimerizare in emulsie inversa, la temperatura de 22...35
°C, faza continud organica, fiind constituitd din ciclohexan, contindnd 2 emulgatori: sorbitan monooleat:
SMO si polioxietilen sorbitan monostearat: POESMS, raportul masic intre cei 2 emulgatori fiind de 90...80:
10...20 si raportul masic intre suma celor 2 emulgatori si ciclohexan fiind de 3..7: 97..93 iar faza
discontinua apoasd fiind constituitd din solutie apoasd de PEGDA700, PEGDA2000 sau de amestec in
raport masic de 25...75: 75...25 al ultimelor doua, TMEDA, NaCl si enzima PLA 2, cu raportul masic intre
PEGDA: apa de 0,15...0,25: 1, intre TMEDA: apa de 0,0045....0,0055:1, intre NaCl: apa de 0,010...0,015:1
si intre solutia de | mg/mL de PLA2: api de 0,08...0,12:1, enzima templat PLA2 putéand fi introdusa in faza
apoasa atat sub forma de solutie in apa , cat si sub forma de solutie in tampon TRIS-HCI pH 8,2, raportul
volumetric intre faza organica si faza apoasi fiind de 4...6:1, initierea facandu-se prin introducerea in
emulsia formatd prin agitarea timp de 5...10 minute a fazei organice cu cea apoasd, la 400-600 rot/min, a
unei solufii apoase 15..20% de APS, care are rolul de oxidant in sistemul redox TMEDA- APS, raportul
masic intre APS si PEGDA fiind de 0,04...0,06:1, polimerizarea durdnd 40...50 ore, sub o agitare de
150...300 rot/min, iar pentru separarea, purificarea si extractia templatului din nanogeluri, amestecul final de
reactie este centri“fugat la 8.000.... 10.000 rpm, timp de 20...40 min, cu decantarea si separarea ulterioard a
fazei lichide superioare, fazele inferioare cu aspect de gel fiind spalate de 2 ori cu ciclohexan, o data cu
acetond §i incd de 2 ori cu apa distilata prin resuspendare in lichidul de spalare- extractie respectiv, sub
agitare energica timp de 10...20 min, de fiecare data la un raport volumetric gel: lichid de 1: 20...30, cu
separarea prin centrifugare la 8.000...10.000 rot/min, timp de 20..30 min., decantarea §i separarea
solventului dupa fiecare spilare- extractie si reluarea operatiilor si in final imitatorii sintetici de anticorpi
rezultati fie sunt resuspendati in tampon fosfat pH 7, la un raport volumetric intre gel si solutia tampon de
1:20..30, introdusi in fiole inchise ermetic si tinuti la temperatura camerei pana la folosire, fie sunt folositi la

prepararea de crema sau spray.
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