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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticula de
bioxid de siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona ((SiO,)-(C,H;0),Si-
C,H,-N=CH-(CH,),-CH=N-ovalbumina-C,,H,,0,), utilizat in tehnica ELISA (engleza: Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) de dozare a steroidului trenbolonei (17B-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 limitata si desorbtia componentelor imune in procesul de dozare, puténd
conduce la scaderea sensibilitatii, respectiv, a acuratetii analizei.

RO 122696 B1 descrie un procedeu de obtinere de imunosorbenti sferici bioxid de
siliciu-3-carboximetil-nandrolona prin tratarea unor sfere de sticla cu diametrul de 6 mm cu
HNO, 10% la 80°C, apoi cu o solutie de a aminopropiltrietoxisilan 10%, pentru 3 h la 70°C,
urmata de suspendare in solutie de dioxan gi apa, si tratare cu nandrolon&d-3-CMO.

RO 123130 B1 sereferala un procedeu de obtinere a imunosorbentuluitrenbolon-3-car-
boximetiloxim-ovalbumin-carboximetil-celuloza, care cuprinde obtinerea ovalbumin-carboximetil-
celulozei prin reactia dintre CM-celuloza, NHS si carbodiimida in DMF, urmata de cuplarea cu
ovalbumina si, respectiv, cuplarea trenbolon-3-CMO la conjugatul ovalbumin-carboximetil-
celuloza.

Tn lucrarea stiintificd Dorobantu |, Radu M., Harangu L., Corol D. |, “Synthesis and
characterization of the Enzymatic Marker Nandrolone-3-Carboxymethyloxime-Alkaline
Phosphatase to be used in Elisa Technique for Assays of Nandrolone from Biological
Samples”, Romanian J. Biophys., 2007, Vol. 17, Nr. 1, pp. 45-54, se specificad ca nandrolon-
3-carboximetil oxima poate fi preparata prin condensarea nadrolonei cu acid aminooxiacetic prin
refluxare in etanol in prezenta de NaOH.

Problema tehnicé pe care Tsi propune sa o rezolve inventia este de a asigura obtinerea
unuiimunosorbentcare sa poata fi utilizat Tn tehnica ELISA, pentru a doza trombolona din probe
biologice si care sa& permita o imbunatatire a sensibilitatii, respectiv, a acuratetii acestui tip de
analiza.

Procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticula de bioxid de siliciu-amino-
propil-trietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona, conforminventiei, cuprinde urmétoarele
etape:

a) tratarea a 2 g de nanoparticule de SiO, de méarime ® = 14 nm si arie 200 m*gcu o
solutie de HNO, 10%, timp de 1 h, urmata de incubarea cu & aminopropiltrietoxisilan 10% in
apa distilatd, pentru 3 h, la 70°C, urmata de spélarea cu 30 ml apa distilatd de 3 ori si 20 ml
alcool etilic o data, cu indepartarea supernatantului prin centrifugare la 1300xg, timp de 10 min,
urmata de tratarea nanoparticulelor, in vederea activarii, cu 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1%
Tnapa distilatd, sub agitare continua, la temperatura de 35°C, supernatantul fiind indepartat prin
centrifugare la 1500xg, timp de 15 min;

b) obtinerea trenbolon-3-carboximetil oximei prin dizolvarea de trenbolona si acid
oxiaminoacetic, in raport in greutate de 1:1, in alcool etilic, aducerea solutiei rezultate la pH
alcalin prin adaugare de NaOH 10% si refluxarea acesteia timp de 5 h, urmata de concentrare
prin evaporare sub vid, diluare cu apa, extractie cu eter etilic, acidularea solutiei apoase alcaline
cu HCI concentrat, urmata de colectarea si uscarea precipitatului;

¢) punerea in reactie a 100 mg trenbolon-3-carboximetil oxima cu 50 mg N-hidroxi-
succinimida si 200 mg carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida, timp de 4 h sub agitare, urmata
de cuplarea ovalbuminei de trenbolona activata, prin adaosul de 2 ml din amestecul activat de
trembolona la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM,
pH 9,6, reactie ce se desfdsoard timp de 24 h, conjugatul imunogen rezultat, trenbolon-
ovalbumina, fiind apoi purificat prin cromatografie pe coloand de Sephadex G25, avénd ca
solvent de elutie tampon fosfat 50 mM, pH 7,24;
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d) adaugarea conjugatului imunogen trenbolon-ovalbumina purificat de concentratie
2 mg/ml in apa distilata la nanoparticulele activate cu glutaraldehida si suspendate in tampon
fosfat 50 mM, pH 8,6, sub agitare, timp de 2 h, urmata de centrifugare la 1500xg, timp de
15 min, cu indepartarea supernatantului, iar apoi precipitatul nancoparticule de imunosorbent
rezultat se spald de 3 oricutampon fosfat 50 mM, pH 8,6, iar particulele de imunosorbent bioxid
de siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona, obtinute in urma centrifu-
garii, se depoziteaza la 4°C, in vederea utilizérii in tehnica ELISA de dozare a trenbolonei.

Procedeul conform inventiei consta in cuplajul covalent al antigenului conjugatului
imunogen-ovalbumina-trenbolona la nanoparticule de bioxid de siliciu, avand avantajul unei
suprafete specifice mari (> 200 m’/g) comparativ cu metoda clasica (cm’/g), cuplarea covalenta
elimina desorbtia antigenului din metoda clasica, scaderea timpului de analiza in tehnica ELISA
in faza omogena, fata de tehnica clasica in care reactia antigen anticorp este heterogena (are
loc la suprafata tubului de reactie), reducerea timpului de incubare necesar atingerii echilibrului
chimic, datoritd numarului 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 covalenta a antigenului pe suprafata nanoparti-
culelor cu suprafata specificd mare (de exemplu 1 g de nanoimunosorbent este utilizat in 10°
analize).

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 2 g de nanoparticule de bioxid de siliciu
de marime ® = 14 nm (14* 10 m) si arie 200 m?/g sunt tratate cu HNO, 10% timp de 1 h la
temperatura de 60°C, urmat de incubare cu solutie de a-aminopropiltrietoxisilan 10% Tn apa
distilatd, pentru 3 h, la 70°C. Se spald cu apa distilatd de 3 ori, apoi cu alcool etilic si se depo-
ziteazd la 4°C, Tn vederea cuplarii cu antigenul proteina-steroid. Procedeul conform inventiei
consta in aceea ca legarea covalenta a antigenului proteina-steroid de nanoparticula foloseste
glutaraldehida ca agent de cuplaj.

Procedeul consta in 6 etape, E1, E2, E3, E4, E5 si EB.

E1: Obtinerea nanoparticulelor SiO, grefate cu a-aminopropiletoxisilan: 2 g de nanopar-
ticule de SiO, (® = 14 nm si arie specificd 200 m?/g) si 100 ml HNO, 10% sunt agitate, timp de
1 h, la temperatura de 60°C. Dupa indepartarea supernatantului prin centrifugare la 1500xg,
timp de 10 min, nanoparticulele sunt colectate si tratate cu 100 ml de a-aminopropiltrietoxisilan
10% Tn apa distilata, sub continué agitare, la temperatura de 70°C, timp de 3 h. Amestecul este
centrifugat la 1500xg, timp de 10 min, supernatantul fiind inlaturat, iar nanoparticulele de SiO,-
(C,H.0),5i-C,H,-NH, sunt colectate si spalate de 3 ori cu apa distilatd (30 ml), urmata de o
spalare cu un volum de 20 ml de alcool etilic.

E2: Activarea nanoparticulei functionalizate cu glutaraldehida: la 1,5 g nanoparticule
rezultate din etapa E1, se adauga un volum de 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1% in apa
distilata, sub continua agitare, la temperatura de 35°C, timp de 15 min, urmata de centrifugare
la 1500xg, timp de 153 min, si Tndepartarea supernatantului. Nanoparticulele activate cu glutaral-
dehida sunt folosite imediat pentru cuplarea cu antigenul trenbolon-ovalbumina.

E3: Obtinerea Trenbolon-3-carboximetil oxima: 0,5 g trenbolona (M,, = 270,37 Da) si
0,5 g de acid oxiaminoacetic (M,, = 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 h. Solutia a fost concentrata prin evaporare sub vid. Concentratul obtinut a fost diluat cu apa
si extras cu eter etilic, in vederea indepartarii steroidului rdmas nereactionat. Solutia apoaséa
alcalina a fost acidulata cu acid clorhidric, HC| concentrat. Precipitatul obtinut a fost colectat si
uscat in vid, timp de 2 h, cu ajutorul pompei de vid si a exicatorului.
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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 dimetil-
formamida sunt puse in reactie timp de 4 h, sub agitare magnetica, la temperatura camerei, in
vederea activarii gruparii carboxi a trenbolonei.

ES: Obtinerea conjugatului imunogen trenbolon-ovalbumina: 2 ml din amestecul activat
de steroid se adauga picatura cu picatura la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in tampon
carbonat de sodiu 50 mM, pH 9,6. Reactia de cuplare la proteina se efectueaza timp de 24 h,
sub continua agitare, latemperatura camerei. Produsul obtinut trenbolon-ovalbumina se purifica
pe cromatografie pe coloana de Sephadex G25, avand ca solvent de elutie tamponul fosfat
50 mM, pH 7,24.

E6: Cuplarea conjugatului imunogen la nanoparticula activata cu glutaraldehida si
obtinerea hanoimunosorbentului: Nanoparticulele activate rezultate din etapa E2 se suspenda
in 50 ml tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, apoi se adauga 1 ml solutie conjugat imunogen
trenbolon-ovalbumina 2 mg/ml la temperatura de 35°C, sub agitare continua, timp de 2 h,
umMmata de centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, si indepartarea supernatantului, apoi spalate
de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, nanoparticulele de imunosorbent SiO~(C,H;).Si-C,H,-
N=HC-{CH,);-CH=N-trenbolon-ovalbumina, obtinute in urma centrifugarii, se depoziteaza la
4°C, in vederea utiliz&rii in tehnica ELISA de dozare a trenbolonei.

Reactiile chimice de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticula de (SiO,}
(C,H;0),8i-C;H,-N=CH-(CH,).,-CH=N-ovalbumina-trenbolona sunt prezentate in continuare:

Etapa 11 Obtinerea nanoparticulelor de 8i0; grefate cu o
aminopropiltrietoxisilan

W gfmﬁfi g (CE’ ﬁsg) 3’3’3‘”{“‘3 fgy &f }{2

R,

(nanoparticula de 3i0;)
d=l4nm S=200m*/y

{op-aminopropiltrictoxisitan)

(Faza solide)
{ si0; PP 0Lty
\ ta=tampy | 8o SEOSEC e NH
NP N0yl
3
O-S$E-OH

(nanoparticula de 510, grofura cu
c~aminopropiltrietoxisilan)
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Etapa 2: Activareq naneparticulel functionalizate cu glutaraldelida
AN L O-CsH

{g@.zﬁg@} B 31«(,%31«»{3 HNH: OH {ﬁvf’f‘f}g);‘flff}

S L “O-Cst s

(i?&&f}pﬂﬂ’li zzizz de 8iOy grefata eun | {glutaraldehida)
(;L»zzmmapmp:i:ﬂemtzszlan} | |

| O-CoHs
A S Q&i&gﬁw’%’mﬁﬁ-{ﬁﬁyj-ﬁfgg
O-Ciat 5

0\si-0H
(nanoparticula de SiQy activata cu glutaraldehida)

Erapa 3. Obtinerea Trenbolon-3-carboximerit oximo

HN-0-CH-COOH

ATrenbolona) : (Acid oxiamina aceticy

N-O-CH»COOH

Trenbolon-3-carboximetit-oximu
{Trenbolon-COOH)}
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Etapa 4. Activarea trenbolon-COUOH cu carbodiimida si.

Nefildroxisuccinimida
Trenbolon-COOH  +  R-N=C=N-R" — o R"“NH-C=N-R"
{Carbodiimida)
=3
Trenbolona
R-NH-C=N-R"
0
(=0

Trenbolona

>N~'€?ﬁ

E! {N-hidroxisuccinintida)
O

freﬂéolazm«('{}&z\{< j + RN H{}NH«-R i

a’

A

4

(Esterud trenbolorel cu succinimida) (Uree substituita)
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5?}enéa§9aa~{‘£}@z’§*f< { + HN-Qvalbuming

- {Ovalbuming)

Trenbolon-CO-NH-Ovalbuming

(Conjugar imanogen)
Etapa 6: Cuplarca conjugatului imunogen la nanoparticula activata
cu glutaraldehida si obtinerea nanvimunosorbentului

: o H g
O §10-87-C g g N=CHA(CH ) - CHO
NGy

(nanoparticula de SiQy gctivata cu.
glutaraldehida)
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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 m?/g, rezultd nanoimunosorbenti
ce pot fi utilizati in tehnica ELISA in faza omogena, reactia antigen anticorp fiind mai rapida
decét in tehnica ELISA clasica (faza heterogena), ceea ce conduce la reducerea timpului de
analiza, iar separarea complexului imun se face simplu, prin centrifugarea nanoimunosorben-
tului cuplat cu antigenul, iar cantitatea de nancimunosorbent utilizat la o imunoanaliza este
extrem de mica, datoritd 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-
glutaraldehida-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 1 h, urmatéa de incubare cu o aminopropil-
trietoxisilan 10% in apa distilata, pentru 3 h, la 70°C, urmata de spalarea cu 30 ml apa distilata
de 3 ori si 20 ml alcool etilic o data, iar supernatantul este indepartat prin centrifugare la
1500xg, timp de 10 min, urmata de tratarea nanoparticulelor, in vederea activarii, cu 50 ml solu-
tie de glutaraldehidd 0,1% Tn apa distilata, sub agitare continua, la temperatura de 35°C, super-
natantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, iar nanoparticulele activate
rezultate se suspenda h tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, urmata de adaugarea 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 Tn
3,5 mldimetilformamida, reactie desfasurata timp de 4 h, sub agitare, urmata de cuplarea oval-
buminei de steroidul activat, reactia E5S 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 desfagoara timp de 24 h, 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 distilatéd se adaugéa la nanoparticulele activate cu glutaraldehida, amestecul de reactie
rezultat se agita, timp de 2 h, apoi se centrifugheaza la 1500xg, timp de 15 min, supernatantul
se indeparteaza, iar precipitatul nanoparticule de imunosorbent rezultat se spala de 3 ori cu
tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, centrifugate la 1500xg, cu Thdepartarea 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.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticula de bioxid de siliciu-
aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolond, caracterizat prin aceea ca
acesta cuprinde urmatoarele etape:

a) tratarea a 2 g de nanoparticule de SiO, de marime ® = 14 nm si arie 200 m?/g cu o
solutie de HNO, 10%, timp de 1 h, urmaté de incubarea cu o aminopropiltrietoxisilan 10% in
apa distilata, pentru 3 h, la 70°C, urmata de spalarea cu 30 ml apa distilata de 3 ori si 20 ml
alcool etilic o data, cu indepartarea supernatantului prin centrifugare la 1500xg, timp de 10 min,
urmata de tratarea nanoparticulelor, n vederea activérii, cu 50 ml solutie de glutaraldehida
0,1% in apa distilata, sub agitare continua, la temperatura de 35°C, supernatantul fiind indepar-
tat prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min,

b) obtinerea trenbolon-3-carboximetil oximei prin dizolvarea de trenbolona si acid
oxiaminoacetic, in raport in greutate de 1:1, in alcool etilic, aducerea solutiei rezultate la pH
alcalin prin adaugare de NaOH 10% si refluxarea acesteia timp de 5 h, urmata de concentrare
prin evaporare sub vid, diluare cu apa, extractie cu eter etilic, acidularea solutiei apoase
alcaline cu HCI concentrat, urmata de colectarea si uscarea precipitatului,

¢) punerea in reactie a 100 mg trenbolon-3-carboximetil oxima cu 50 mg N-hidroxi-
succinimida si 200 mg carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida, timp de 4 h, sub agitare,
urmata de cuplarea ovalbuminei de trenbolona activata, prin adaosul de 2 ml din amestecul
activat de trembolona la 8 ml solutie de ovalbumina 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu
50 mM, pH 9,6, reactie ce se desfagoara timp de 24 h, conjugatul imunogen rezultat, trenbolon-
ovalbumina, fiind apoi purificat prin cromatografie pe coloanad de Sephadex G25, avand ca
solvent de elutie tampon fosfat 50 mM, pH 7,24,

d) adaugarea conjugatului imunogen trenbolon-ovalbumina purificat de concentratie
2 mg/ml in apa distilata la nanoparticulele activate cu glutaraldehida si suspendate in tampon
fosfat 50 mM, pH 8,8, sub agitare, timp de 2 h, urmata de centrifugare la 1500xg, timp de
15 min, cu Thdepartarea supernatantului, iar apoi precipitatul nanoparticule de imunosorbent
rezultat se spala de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, iar particulele de imunosorbent
bioxid de siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-ovalbumina-trenbolona, obtinute n urma
centrifugérii, se depoziteazé la 4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a
trenbolonei.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tipdrit la: Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 715/2015
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