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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofen-
oxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza utilizat in tehnica imunochimica in faza omogena,
pentru dozarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic din probe biologice si de mediu.

in prezent, sunt cunoscuti markeri enzimatici realizati prin cuplarea directa a pestici-
dului cu enzima prin activarea acestuia cu carbodiimida, utilizand enzime ca fosfataza alca-
lina cu masa moleculara mare sau prin intermediul unei punti de legatura intre enzima si pes-
ticid, iar acestia pot fi utilizati in tehnica ELISA (tehnica imunochimica de analiza care folo-
seste markeri enzimatici cuplati la imunosorbent-faza solida, care au la suprafatd compo-
nente imune, anticorpi sau antigene) heterogena, cuplajul componentului imun, anticorpul
la suprafata de plastic a godeurilor placii ELISA, si nu pot fi utilizati in faza omogena (cazul
in care cele doua componente, anticorpul si antigenul fiind in solutie, iar separarea com-
plexului imun de markerul enzimatic nereactionat este dificila din cauza masei moleculare
mari a acestuia). Un alt dezavantaj este scaderea activitatii enzimatice a markerului in timpul
sintezei.

Brevetul RO 125536 B1 descrie un procedeu care cuprinde activarea gruparii carboxil
a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic prin reactia acestuia cu N-hidroxisuccinimida
si 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 2 ml dimetilformamida, cuplarea pesticidului
activat de hexametilendiamina in tampon carbonat de sodiu 50 mM la pH 9,6, urmata de
purificarea derivatului obtinut prin cromatografie pe coloana, iar apoi de cuplare la fosfataza
alcalina.

In lucrarea stiintifici ”Peroxidase-Labeled Antibody A New Method of
Conjugation®, The Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 1974, Vol. 22, Nr. 12,
pp-1084-1091, avandu-i ca autori pe P. K. Nakane si A. Kawaoi, se prezinta o metoda de
conjugare a peroxidazei din hrean cu proteine. Metoda presupune blocarea gruparilor a- gi
g-amino si a gruparilor hidroxil, ramase libere ih molecula peroxidazei, cu 2,4-dinitrofluor-
benzen (FDNB) in prezenta de bicarbonat de sodiu si etanol, urmata de dializa si de oxida-
rea peroxidazei cu NalO,, cu formarea aldehid-peroxidazei, care ulterior poate fi cuplata la
un anticorp, iar conjugatul obtinut poate fi stabilizat cu NaBH,. Metoda descrisa este com-
plexa, consumatoare de timp, iar produsii de oxidare pot afecta pe termen lung activitatea
enzimei.

Lucrarea stiintifica “Synthesis and Properties of Horseradish Peroxidase
Copolymers”, Applied Biochemistry and Microbiology, 2006, Vol. 42, Nr. 2, pp. 127-133,
avandu-i ca autori pe L.P. Budnikova si N. Eryomin, prezinta obtinerea unui copolimer al
peroxidazei native prin oxidarea peroxidazei cu periodat de sodiu, reactia peroxidazei oxidate
cu hexametilendiamina si peroxidaza, copolimerul obtinut fiind ulterior redus cu borohidrura
de sodiu. Copolimerul peroxidaza-hexametilendiamina nu este insa un indicator pentru
utilizare ca marker pesticid-diamina-peroxidaza in tehnica ELISA.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a obtine marker enzimatic care
sa poata fi utilizat in tehnica imunochimica pentru dozarea acidului 2,4-diclorofenoxiacetic
din probe biologice si de mediu.

Procedeul de obtinere a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexa-
metilen-peroxidaza conform inventiei se caracterizeaza prin aceea ca:

- sedizolva 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 100 mg
1-etil-3(-3'-diaminopropil)carbodiimida in 1 ml dimetilformamida la temperatura camerei, timp
de 3 h, rezultdnd un amestec de pesticid activat, care se introduce peste o solutie de hexa-
metilendiamina 8 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6 si se lasa ca acestea
sareactioneze timp de 3 h, obtindndu-se un derivat acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilen-
diamina,



RO 129459 B1

- se oxideaza 5 mg de peroxidaza cu 0,5 ml NalO, 30mg/ml timp de 30 min, iar apoi
se purifica prin cromatografie pe coloana Sephadex G25 pentru indepartarea agentului
oxidant, rezultand un eluat enzimatic care contine 4,5 ml enzima,

- amestecul format de eluatul enzimatic, continand 4,5 mg enzima, se supune, timp
de 3 h, reactiei cu 200 ul solutie de derivat 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamina, pro-
dusul 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza fiind apoi purificat prin cromato-
grafie pe Sephadex G25, redus cu 200 yl NaBH, 5 mg/ml si purificat din nou pe Sephadex
G25, solutia de marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacet-hexametilendiamin-peroxidaza
fiind, in final, amestecata cu glicerol in proportie volumica 1:1 (v/v) si depozitata la -20°C, in
vederea utilizarii in tehnica imunochimica.

Procedeul conform inventiei prezinta atat avantajul ca produsul marker enzimatic acid
2,4-diclorofenoxiacet-hexametilendiamin-peroxidaza prezinta o activitate enzimatica specifica
ridicata, cat si avantajul ca acest produs se obtine intr-un timp mult mai scurt, de aproximativ
3...5 h, fatd de procedeele descrise pentru alti conjugati peroxidaza-proteine din stadiul
tehnicii.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic,
50 mg N-hidroxisuccinimida si 100 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida se dizolva in
1 ml dimetilformamida si se agitd 3 h in vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului.
Amestecul de pesticid activat se introduce peste 8 mg hexametilendiamina in 1 ml tampon
carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6 si lasat sa reactioneze 3 h pentru cuplarea diaminei la
pesticid si obtinerea derivatului acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamina, ce este
utilizat la cuplarea cu enzima. 5 mg de enzima peroxidaza ce contine circa 20% carbohidrati
in structura, dizolvata in 1 ml tampon fosfat 10 mM pH 7,2, a fost tratata cu 0,5 ml solutie de
NalO, (periodat de sodiu) 30 mg/ml in vederea oxidarii carbohidratului existent pe suprafata
enzimei, timp de 30 min, dupa care a fost purificata prin cromatografie pe Sephadex G25 in
vederea separarii de agentul oxidant. Eluatul enzimatic (4,5 mg enzima) rezultat in operatia
de cromatografiere a fost amestecat cu 200 pl solutie de derivat 2,4-diclorofenoxiacet-hexa-
metilendiamind, iar reactia de cuplare intre enzima si derivatul pesticidic s-a desfasurat timp
de 3 h, urmat de purificare pe Sephadex G25.

Eluatul ce contine markerul enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendi-
amina-peroxidaza (baza Schiff formata) rezultat din cromatografiere a fost redus prin ames-
tec cu 200 yl NaBH, (borohidrura de sodiu) 5 mg/ml si in final purificat din nou pe Sephadex
G25 si eluatul enzimatic amestecat in final cu glicerol in proportie volumica 1:1 (v/v) si depo-
zitat la - 20°C in vederea utilizarii in tehnica imunochimica. Procedeul de obtinere a marke-
rului enzimatic consta in 7 etape, E1...E7.

E1) Activarea acidului 2,4-diclorofenoxiacetic

O solutie de 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 50 mg N-hidroxisuccinimida si
100 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetilformamida sunt agitate 3 h in
vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului.

E2) Cuplarea acidului 2,4-diclorofenoxiacetic cu hexametilendiamina

Amestecul de pesticid activat rezultat in etapa E1 se introduce peste o solutie de
hexametilendiamina 8 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6, iar reactia de
cuplare s-a desfasurat pe o durata de 3 h.

E3) Reactia de oxidare a carbohidratului peroxidazei

1 ml peroxidaza 5 mg/ml in tampon fosfat 10 mM pH 7,2 a fost tratat cu 0,5 ml solutie
de NalO, 30 mg/ml timp de 30 min pentru oxidarea carbohidratului enzimei.

E4) Purificarea produsului oxidat

Solutia rezultata in etapa E3 (1,5 ml) a fost cromatografiata pe coloana de Sephadex
G25 (® =1 cm, H = 30 cm) pentru indepartarea agentului oxidant.
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E5) Reactia de cuplare a peroxidazei oxidate cu derivatul acid 2,4-diclorofenoxiacetic
cu hexametilendiamina

Eluatul enzimatic (4,5 mg enzima) rezultat in etapa E4 a fost amestecat cu 200 pl
solutie de derivat acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilenamina rezultat in etapa E2 pe
durata de 3 h.

E6) Purificarea si reducerea bazei Schiff formate

Amestecul chimic din etapa E5 a fost cromatografiat pe Sephadex G25, iar baza
Schiff formata a fost redusa cu 200 pl solutie de NaBH, 5 mg/ml.

E7) Purificarea markerului enzimatic

Amestecul din etapa E6 a fost cromatografiat pe Sephadex G25 cu eluent tampon
fosfat 10 mM la pH 7,2, iar solutia de marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic- hexa-
metilendiamin-peroxidaza a fost amestecata cu glicerol in proportie volumica 1:1 (v/v) si
depozitata la -20°C in vederea utilizarii acesteia in tehnicile imunochimice.

Etape in obtinerea markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilen-
diamin-peroxidaza

E1: Reactia de activare a acidului 2,4-diclorofenoxiacetic

R-NH-C=N-R’

C Cl =0
l‘ N + R-N=C=N-R’

- H —
/\O/C H< OH Carbodiimida ?

:

Acid 2,4- diclorofenoxiacetic (2,4D)

Complex 2,4D-carbodiimida

?
* E >N'0H Cl” X!
0 - 7 \o-cyz-?c-o(\i

N-hidroxisuccinimida 5

Esterul 2,4D cu succinimida
(activ}

E2: Reactia de cuplare a acidului 2,4-diclorofenoxiacetic activat cu hexametilen
diamina

| ¢ N cr . CEC
N0-CH,-C- <N | FHN-(CHY eNH, O

o Hy & 3
' (hexametilendiamina) Y)ﬂ - 'H-(CH ) .-NH
h Iﬁw ( Js 2
0

acid 2.4-diclorofenoxiacetic-
hexametilen diamina (derivat)
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E3: Reactia de oxidare a carbohidratului peroxidazei

l bis aldehida

carbohidrat (periodat de sodiu)

E4: Purificarea produsului oxidat prin cromatografiere pe coloana de Sephadex G25
(operatia de indepartare a agentului oxidant)

E5: Reactia de cuplare a peroxidazei oxidate cu derivatul acid 2,4-diclorofenoxiacetic-
-hexametilen diamina

/\o/”lQg _NH-(CH)eNH, + € peroside)

acid 2.4-diclorofenoxiacetic-hexametilen diamina bis aldehida
(derivat)

|

CCFI {‘)
/\O/CH\zg /1VH-(CH2)6-N=CH-O\| _,4| >

baza Schiff (imino)

E6: Reactia de reducere a bazei Schiff formate

+ NuBH,

(borohidrura de sodiu)

C| (I ?H
- —
2~ ° \ZS /NH-(CHyﬁ-NHCHrO\I / >
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Marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacet-hexametilendiamin-peroxidaza

E7: Purificarea markerului enzimatic

Purificare prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25.

In continuare, se prezinta o serie de date experimentale privind activitatea enzimatica
a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza, care sunt
in legatura si cu fig. 1 si 2.

Fig. 1 - cinetica de reactie enzimatica; Conditii de reactie: enzima PRH 10 ng/ml in
tampon fosfat 10 mM pH 7,2 si substratul enzimatic 50 yl TMB 2,5 mg/ml in amestec acid
acetic:apa 1:10 (v/v), 50 pl H,0O, 3%. Reactia de oxidare a fost stopata prin separarea
cromatografica pe Sephadex G25 a enzimei PRH de oxidant (NalO,);

Fig. 2 - calculul timpului de injumatatire al activitatii enzimatice a PRH obtinut din
cinetica de reactie la 2 min.

Cantitati egale de enzima peroxidaza (PRH peroxidase from horseradish, type VI-A,
1550 unitati/mg solid) au fost puse in reactie cu oxidantul NalO, 30 mg/ml in tampon fosfat
10 mM pH 7,2. Reactia de oxidare a fost opritéd prin separarea componentilor reactiei
(enzima oxidata, respectiv oxidantul NalO,) prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25,
(30 x 1) cm eluent tampon fosfat 10 mM, pH 7,2. Timpii de oxidare ai enzimei PRH alesi au
fost 3 min, 30 min, 60 min, 6 h si 24 h. Eluatul care contine enzima oxidata a fost colectat,
iar activitatea specifica enzimatica a fost comparata fata de martor (enzima fara oxidant).
Rezultatele analizei sunt redate in graficul de mai jos.

Tabelul 1
Scaderea activitatii enzimatice a PRH in timp, in prezenta oxidantului NalO,, unde A,
este activitatea PRH oxidata proportionald cu densitatea opticd a PRH masurata la
lungimea de undéa de 450 nm (maximul de absorbtie al substratului TMB-
tetrametilbenziding oxidat de H,O, in prezenta PRH) la 2 min, si A,, este
activitatea PRH neoxidatéa proportionald cu densitatea opticd a PRH masurata la
lungimea de unda de 450 nm la 2 min

Timp de oxidare AJAy (%)
3 min 98,20
30 min 85,40
60 min 70,80
6h 49,35
24 h 13,26
Concluzie:

La 30 min, activitatea enzimatica in procesul de oxidare al PRH, in comparatie cu cea
de la 3 min, este de 85,4% fata de 98,2%, deci intervalul de timp de oxidare este optim
pentru obtinerea markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-
-peroxidaza. Activitatea enzimatica la 24 h duce la o scadere de 84,94% fata de cea de la
3 min, rezultdnd in final, daca s-ar aplica procedura de oxidare la 24 h, un produs cu
activitate enzimatica specifica de 8,49 ori mai mica, ceea ce ar rezulta la scaderea
sensibilitatii de analiza prin folosirea produsului final in sisteme de dozare.

Din datele experimentale de cinetica enzimatica obtinute, activitatea enzimei in
procesul de oxidare a fost reprezentata considerand modelul:

In2

L
A=A, e

1:oxi dare
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unde:

A, - activitatea enzimatica a probei oxidate proportionala cu densitatea optica a
probei martor la lungimea de unda de 450 nm;

A, - activitatea enzimatica a martorului, enzima PRH neoxidata proportionala cu
densitatea optica a probei oxidata la lungimea de unda de 450 nm,;

T, - timpul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei la 50% fata de martor
(enzima neoxidata) - timp de injumatatire al activitatii enzimatice;

toxicare - €Ste timpul de oxidare in cazul de fata de 3 min, 30 min, 60 min, 6 h si 24 h.

Tabelul 2
Datele experimentale utilizate la calculul timpului de injumétéatire al activitatii
enzimatice a PRH
Timp de oxidare AJAy 2,303 log(A/A,)
3 min 0,9858 0,014
30 min 0,8540 0,158
60 min 0,7081 0,345
6h 0,4935 0,706
24 h 0,1325 2,021

Din fig. 2, rezulta ca T, ,, timpul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei la
50% fata de martor (enzima neoxidata), este 8,78 h.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacetic-hexa-
metilen-peroxidaza, caracterizat prin aceea ca:

- se dizolva 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 100
mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)carbodiimida in 1 ml dimetilformamida la temperatura camerei,
timp de 3 h, rezultdand un amestec de pesticid activat, care se introduce peste o solutie de
hexametilendiamina 8 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6 si se lasa ca
acestea sa reactioneze timp de 3 h, obtinandu-se un derivat acid 2,4-diclorofenoxiacetic-
-hexametilendiaming;

- se oxideaza 5 mg de peroxidaza cu 0,5 ml NalO, 30 mg/ml timp de 30 min, iar apoi
se purifica prin cromatografie pe coloana Sephadex G25 pentru indepartarea agentului
oxidant, rezultand un eluat enzimatic care contine 4,5 ml enzima;

- amestecul format de eluatul enzimatic, continand 4,5 mg enzima, se supune, timp
de 3 h, reactiei cu 200 pl solutie de derivat 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamina,
produsul 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-peroxidaza fiind apoi purificat prin cro-
matografie pe Sephadex G25, redus cu 200 yl NaBH, 5 mg/ml si purificat din nou pe
Sephadex G25, solutia de marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacet-hexametilendiamin-
peroxidaza fiind, in final, amestecata cu glicerol in proportie volumica 1:1 (v/v) si depozitata
la -20°C in vederea utilizarii in tehnica imunochimica.
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