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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de separare a anti-
corpilor specifici din antiseruri policlonale antificocianina
pe coloana de afinitate utilizdnd nanoimunosorbentul
SiO,-ovalbumina-ficocianina. Procedeul, conforminven-
fiei consta in etapele: I-sinteza nanoimunosorbentului
tip antigen format din nanoparticule de S1O, functionali-
zate covalent cu ovalbumina si ficocianing, ll-separarea
gamma-globulinei din antiseruri policlonale care contin
anticorpi specifici si antificocianina, lll-reactia imuna

dintre antiserul antificocianina si nanoimunosorbentul tip
antigen cu formare de complex imun cuplat la suprafata
imunosorbentului, IV-centrifugarea suspensiei de nano-
imunosorbent, V- cromatografierea pe coloana de afini-
tate a imunoglobulinelor specifice anticorpilor antific-
ocianina si Vl-dozarea cantitati de anticorp antifi-
cocianina.
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Procedeu de separare a anticorpilor specifici din antiseruri policlonale antificocianina pe
coloana de afinitate utilizand nanoimunosorbentul SiOz-ovalbumina-ficocianina

Anticorpii policlonali sunt un amestec de anticorpi pentru un antigen dat produs de celulele
B. Fiecare din acesti anticorpi avand diferite afinitati si specificitati pentru diferiti epitopi ai
antigenului. Anticorpii se utilizeaza in diferite domenii stiintifice fapt care necesita prepararea unor
anticorpi omogeni de puritate inalta. Anticorpii policlonali pot fi purificati prin electroforeza in gel
SDS-poliacrilamida [1] sau prin cromatografia de afinitate, aceasta tehnica fiind cea mai eficienta si
utilizata datorita specificitatii, randamentului si usurintei de utilizare a acesteia [2]. Cromatografia de
imunoafinitate este procesul in care ca baza de separare se foloseste afinitatea de legare a unui antigen
de anticorp fiind una din cele mai selective, rapide si versatile metode pentru purificarea anticorpilor
[3]. Imunosorbentul este antigenul cuplat covalent pe o faza solida (matrice) insolubila naturala:
™ ‘agaroza (denumire’ comiercidla’ Sepharose), dextrani (dehuimife comerciala Sephadex) sau celuloza, = ~* 77 * ™"
sintetica: acrilamida, polistiren, polimetacrilat sau anorganica: siliciu poros, fibra de sticla sau TiOa.
Amestecul complex de proteine care contine anticorpul de interes este aplicat intr-o faza mobile care
are compozitia si pH-ul adecvat pentru legarea proteinei de antigen (ligand de afinitate) in timp ce
restul componentelor din amestec sunt eluate. Anticorpul retinut este apoi eluat din coloana cu o
solutie de tampon de un anumit pH si colectat cu ajutorul unui colector de fractiuni. Dupa eluare
coloana este lasata sa se regenereze inainte de aplicarea urmatorului esantion de purificat.
Dezavantajele acestei tehnici sunt reprezentate de aparatura complexa necesara de-a lungul
desfasurarii procedurii de purificare: pompe peristaltice pentru solventul de elutia al coloanei,
colector de fractiuni cromatografice, coloane de afinitate, faze multiple de spalare a coloanei in
vederea regenerarii acesteia fiind astfel o tehnica consumatoare de timp.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere a
anticorpilor antificocianina din antiseruri policlonale antificocianina pe baza de nanoimunosorbent
SiOz-ovalbumina-ficocianina acesta avand avantajul unei suprafete specifice mari (>200 m?%/g)
obtinandu-se o cantitate mare de anticorp specific (utilizand 1 g de nanoimunosorbent se obtine (100-
200) mg anticorp pur) astfel intr-o perioada mai scurta de timp decat in cromatografia de afinitate
clasica se separara o cantitate mai mare de anticorpi specifici. Datorita suprafetei specific mari de
cuplaj a proteinei de faza solida coloanele de afinitate sunt dimensional reduse fata de coloanele
clasice, timpul de elutie este mic in comparatie cu cromatografia de afinitate pe coloane clasice
eliminand posibilitatea denaturarii anticorpilor in faza de elutie ceea ce conduce la pretul scazut al
operatiei de separare. Materlalele f01051te in reallzarea de nanmmunosorbentl sunt mai ieftine fata de

™ -géle ufilizate in tehnica' ¢lasica. © —~ Tt g T TR T e

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca se iau 3 ml
tetraetil ortosilan se introduce intr-un balon de sticla si se amesteca cu 100 ml alcool etilic de
concentratie 95 % apoi.se aduc la temperatura de 65 °C si se trateaza cu 8 ml de hidroxid de amoniu
(NH4+OH) 25 %, picatura cu picatura sub continua agitare pana la formarea unei suspensii opalescente
de nanoparticule, apoi se continua agitarea timp de 2 h dupa care suspensia se aduce la temperatura
camerei, se centrifugheaza la 1500 x g timp de 15 min iar precipitatul format se spala cu apa
deionizata, se centrifugheaza din nou la 1500 x g timp de 15 min iar nanoparticulele de SiO:
precipitate sunt tratate cu 25 ml solutie de HNOs 10 % la temperatura de 80 °C timp de 30 min apoi
solutia acida este indepartata prin centrifugare la 1500 x g timp de 15 min iar nanoparticulele sunt din
nou spalate cu apa deionizata, urmat de centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, apoi precipitatul de
nanoparticule este tratat cu 10 ml solutie de 3-aminopropil trietoxisilan la temperatura de 50 °C timp
de 2 h apoi sunt centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, spalate cu apa deionizata, centrifugate iar
precipitatul este tratat cu 10 ml glutaraldehida 10 % la temperatura de 70 °C timp de 1 h apoi
nanoparticulele activate sunt centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, spalate cu apa deionizata sip
use in reactie cu 20 ml solutie de ovalbumina 5 mg/ml timp de 24 h sub agitare la temperatura camerei
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dupa care complexul format dintre nanoparti€ule de SiOz-ovalbumina este centrifugat si spalat cu apa

deionizata pentru indepartarea proteinei nereactionate, centrifugat la 1500 x g si tratat cu 5 ml_

glutaraldehlda 10 % la temperatura de 30 SC pentru activarea gruparllor aminice ale llzmel
componenta a ovalbuminei, timp de 6 ore, urmat de centrifugare iar complexul nanoparticula de SiO»-
ovalbumina-glutaraldehida active este centrifugat la 1500 x g timp de 15 min spalat cu tampon fosfat
10 mM pH 7,2 si pus-in reactie cu o solutiec de 10 ml ficocianina 2,4 mg/ml timp de 24 ore la
temperatura camerei sub continua agitare iar produsul final nanoimunosorbent tip antigen SiO»-
ovalbumina-ficocianina este centrifugat si spalat cu tampon fosfat 10mM pH 7,2 si utilizat in
cromatografia de afinitate pentru separarea anticorpilor antificocianina din seruri antificocianina, prin
folosirea unei coloane de sticla de dimensiuni L=10 cm si @®=1 cm, coloana avand la partea inferioara
un strat de Sephadex G25 de inaltime 1 cm ce constituie un suport pentru nanoimunosorbentul tip
antigen, nanoparticula SiO2-ovalbumina-ficocianina cuplat cu anticorpul antificocianina din antiserul
antificocianina, 1 ml antiser ce este tratat initial cu 1 ml solutie de (NH4)2SO4 (sulfat de amoniu)
50 % pentru precipitarea y-globulinelor serice ce contin anticorpul antificocianina urmat de
centrifugare la 1500 x g timp de 10 min iar supernatantul ce contine albuminele serice este indepartat,
precipitatul de y-globuline este redizolvat in 10 ml tampon fosfat 10 mM pH 7,2 iar 1 ml de vy-
globuline de concentratie proteica 10 mg/ml este pus in amestec cu 1 ml suspensie de
nanoimunosorbent tip antigen, SiOz-ovalbumina-ficocianina 50 mg/ml si lasat sa reactioneze 6 h la
temperatura camerei pentru formarea complexului imun dintre ficocianina legata covalent in
nanoimunosorbent si anticorpul antificocianina existent in y-globulinele din antiser apoi se
centrifugheaza si se spala cu tampon fosfat 5 mM pH 7,2 iar nanoparticulele sunt resuspendate in
tampon fosfat 5 mM pH 7,2 si introdus pe coloana cromatografica peste stratul de Sephadex G25,

urmat de elutie cu tampon glicina-HCI 10 mM initial pH 5,0 apoi cu pH 4,0, urmat de pH 3,0 si pH .

2,3 in faza ﬁnala, solutiile de ant1corp1 antificocianina colectate la diferite pH-uri sunt aduse la pH

7,2 cu tampon fosfat 1 M pH 7,2 si depozitate la -20 °C in vederea utilizarii in tehnicile imunochimice.
Procedeul conform inventiei consta in cinci etape: Etapa I, Etapa a II-a, Etapa a IlI-a, Etapa a

IV-a, Etapa a V-a si Etapa a VI-a.

Etapa I: Sinteza nanoimunosorbentului tip antigen format din nanoparticule de SiO; functionalizate

covalent cu ovalbumina si ficocianina.

Etapa a II-a: Separarea y-globulinei din antiseruri policlonale ce contin anticorpi specifici

antificocianina

Etapa a IlI-a: Reactia imuna dintre antiserul antificocianina si nanoimunosorbentul tip antigen cu

formare de complex imun cuplat la suprafata nanoimunosorbentului

Etapa a ['V-a: Centrifugarea suspensiei de nanoimunosorbent

Etapa a V-a: Cromatografierea pe coloana de afinitate a imunoglobulinelor specific anticorpilor

antificocianina

Etapa a VI-a: Dozarea cantitatii de anticorp antificocianina

Descrierea etapelor procedeului:
Etapa I: Sinteza nanoimunosorbentului tip antigen format din nanoparticule de SiO:
functionalizate covalent cu ovalbumina si ficocianina se desfasoara pe parcursul a sapte reactii:
Reactia 1 (R1), Reactia 2 (R2), Reactia 3 (R3), Reactia 4 (R4), Reactia 5 (R5) Reactia 6 (R6) si
Reactia 7 (R7).
. Reactia 1 (R1): Obtinerea nanoparticulelor de SiQ2 |
3 'ml tetraetil ortosilan (TEOS) se introduc intr-un balon de sticla si se amesteca cu 100 ml alcool
etilic de concetratie 95 % apoi se aduc la temperatura de 65 °C si se trateaza cu 8 ml de hidroxid de
amoniu (NH4OH) 25 %, picatura cu picatura sub continua agitare pana la formarea unei suspensii
opalescente de nanoparticule, apoi se continua agitarea timp de 2 h dupa care suspensia se aduce la
temperatura camerei si se centrifugheaza la 1500 x g timp de 15 min iar precipitatul format se spala
cu apa deionizata, se centrifugheaza din nou la 1500 x g timp de 15 min.

Reactia 2 (R2): Tratamentul termic al nanoparticulelor de SiOz cu HNO3
Nanoparticulele de SiO; rezultate in cadrul Reactiei 1 sunt tratate cu 25 ml solutie de HNO3 10 % la
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temperatura de 80 °C timp de 30 min apoi solutia acida este indepartata prin centrifugare la 1500 x g
timp de 15 min, iar precipitatul de nanoparticule este spalat cu apa deionizata si din nou centrifugat
la 1500 x g timp de 15 min.

Reactia 3 (R3): Activarea nanoparticulelor de SiO2 cu 3-aminopropil trietoxisilan
Nanoparticule de SiO: rezultate in cadrul Reactiei 2 sunt tratate cu 10 ml solutie de 3-aminopropil
trietoxisilan (APTES) la temperatura de 50 °C timp de 2 h apoi sunt centrifugate la 1500 x g timp de
15 min, spalate cu apa deionizata si centrifugate din nou la 1500 x g timp de 15 min.

Reactia 4 (R4): Activarea complexului nanoparticule de SiO2-APTES cu glutaraldehida
Complexul nanoparticule de SiO2-APTES obtinut in cadrul Reactiei 3 este tratat cu 10 ml

e vewmenen e oglutaraldehida- 10 % la-temperatura de-70 °C timp de -1 h-sub continua agitare, apoi nanoparticulele ~ - -z 5.
activate sunt centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, spalate cu apa deionizata si centrifugate din
nou la 1500 x g timp de 15 min.

Reactia § (RS): Cuplarea ovalbuminei de nanoparticulele de SiO: activate cu
glutaraldehida
500 mg nanoparticule de SiO: activate cu glutaraldehida obtinute in cadrul Reactiei 4 sunt puse in
reactie cu 20 ml solutie de ovalbumina 5 mg/ml timp de 24 h sub agitare continua la temperatura
camerei, dupa care complexul format dintre nanoparticulele de SiO2 si ovalbumina este centrifugat si
spalat cu apa deionizata pentru indepartarea proteinei nereactionate.

Reactia 6 (R6): Activarea gruparilor amino ale ovalbuminei din complexul
nanoparticule de SiO2-APTES-GA-OVA cu glutaraldehida
Complexul nanoparticule de SiO2-APTES-GA-OVA rezultat in cadrul Reactiei 5 este tratat cu 5 ml
solutie glutaraldehida 10 % la temperatura de 30 °C sub agitare continua pentru activarea gruparilor
aminice libere ale lizinei, componenta a ovalbuminei, timp de 6 ore, urmat de centrifugare
la 1500 x g timp de 15 min si spalare cu tampon fosfat 10 mM pH 7,2.

Reactia 7 (R7): Obtinerea nanoimunosorbentului de tip antigen
Complexul nanoparticule de SiO2-APTES-GA-OVA activ rezultat in cadrul Reactiei 6 este pus in
reactie cu o solutie de 10 ml ficocianina 2,4 mg/ml timp de 24 ore la temperatura camerei sub continua
agitare, iar produsul final nanoimunosorbent tip antigen SiO2-ovalbumina-ficocianina este centrifugat
si spalat cu tampon fosfat 10mM pH 7,2 si utilizat in cromatografia de afinitate pentru separarea
anticorpilor antificocianina din seruri antificocianina.

-~ == -Etapa- a -II-a: -Separarea-y-globulinei-din antiseruri- policlonale ce contin anticorpi specifici -~ - "~~~ -

antificocianina
1 ml antiser policlonal care contine anticorpi specifici antificocianina este tratat cu 1 ml solutie de
(NH4)2S04 (sulfat de amoniu) 50 % pentru precipitarea y-globulinelor serice ce contin anticorpul
antificocianina urmat de centrifugare la 1500 x g timp de 10 min iar supernatantul ce contine
albuminele serice din antiser este indepartat, precipitatul de y-globuline este redizolvat in 10 ml
tampon fosfat 10 mM pH 7,2.
Etapa a III-a: Reactia imuna dintre antiserul antificocianina si nanoimunosorbentul tip
antigen cu formare de complex imun cuplat la suprafata nanoimunosorbentului
1 ml de y-globuline obtinute in cadrul Etapei a II-a de concentratie proteica 10 mg/ml este pus in
amestec cu 1 ml suspensie de nanoimunosorbent tip antigen, SiO2-ovalbumina-ficocianina 50 mg/ml
obtinut in cadrul Etapai I, Reactia 7 si lasat sa reactioneze 6 h sub continua agitare la temperatura
camerei pentru formarea complexului imun dintre ficocianina legata covalent in nanoimunosorbent
si anticorpul antificocianina existent in y-globulinele din antiser
Etapa a I'V-a: Centrifugarea suspensiei de nanoimunosorbent
Suspensia de complex imun dintre ficocianina legata covalent in nanoimunosorbent si anticorpul
antificocianina existent in y-globulinele din antiser se centrifugheaza la 1500 x g timp de 15 min si
se indeparteaza supernatantul de y-globuline nespecifice urmata de spalarea nanoparticulelor cu
tampon fosfat S mM pH 7,2 si resuspendare in tampon fosfat 5 mM pH 7,2.
Etapa a V-a: Cromatografierea pe coloana de afinitate a imunoglobulinelor specific anticorpilor
antificocianina

- meeemen o Ty operatia de-cromatografie-pe-coloana-de afinitate se-foloseste o coloana de sticla de dimensiuni: = = =+«
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L=10 cm si ®=1 cm avand ca baza un strat de Sephadex G25 de inaltime, h=1 c¢m ca suport pentru
nanoimunosorbentul tip antigen, nanoparticula SiOz-ovalbumina-ficocianina cuplat cu anticorpul
antificocianina din antiserul antificocianina obtinut in cadrul etapei a IV-a. Disocierea complexului
imun existent la suprafata nanoimunosorbentului se efectueaza prin elutie succesiva cu tampoane
glicina-HC1 10 mM de diferite pH-uri (initial 5,0; 4,0; 3,0 si final 2,3) urmata de neutralizarea
anticorpilor antificocianina din elutiile efectuate la diferite pH-uri cu tampon fosfat 1 M pH 7,2.
Etapa a VI-a: Dozarea cantitatii de anticorp antificocianina

Dozarea cantitatii de anticorp antificocianina din fiecare eluat se efectueaza prin spectrofotometrie
UV-VIS la lungimea de unda, A=279 nm sau prin metoda Bradford la lungimea de unda, A=595 nm
si depozitarea acestora la temperatura de -20 °C in vederea utilizarii in tehnicile imunochimice.

Reactiile chimice:

Reactia 1 (R1): Obtinerea nanoparticulelor de SiO,

+ (NH,OH, CHsCH OH)

oy
o

t=65C

[nanoparticule de SiO, ]

tetraetil ortosilan
(TEOS)

Reactia 2 (R2): Tratamentul termic al nanoparticulelor de SiO, cu HN O3

Ta T AR el Bt m e, ia W a® K e agSecmtascmen P E 4= ab e T T T A e e e T A L e W - - . - e
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X __mlfgactfiq_3_(71§3): :{15{iva(ea napqpqrticqu{or de Sin cu 3-aminopropil trietoxisilan_ .

AN

+ \/O\S, ANNNH,
/—0/ LERN

3-aminopropil trietoxisilan
(APTES)

0-C,H,

—@}si-o- i-C;H -NH,

i-OH

complex nanoparticule de SiO,APTES

Reactia 4 (R4): Activarea complexului nanoparticule de SiOr-APTES cu glutaraldehida

e e e e T AR LN ea b e e T e v L mmeemeae PG -CéH5 L U S S
i-o-%;ﬂfNHz + HC-(CHy itH
- - O-CHs d
glutaraldehida
(GA)

-C>H s

i-0-8i-C3H &-N=CH-(CH )+CHO
O-‘KO-C H s

nanoparticule de SiO, activate cu glutaraldehida
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Reactia 5 (R5): Cuplarea ovalbuminei de nanoparticule de SiO, activate cu glutaraldehtda

NO-CoH 5
%SI-O- i-C3H &-N=CH-(CH »)3-CHO —I— H 2N{ Ovalbumina )'NHZ
-C,H
\\‘J 21T 5
~Si-OH

nanoparticule de SiO, activate cu glutaraldehida

O T I S e T T T “tom ot N e . Y re v - . e B . 1. BV SR TN

-C,H 5

z-o-%gﬂﬂ-zv CH-(CH)yCH=N{_ Ovalbumina )-NH,
-CoH s

complex nanoparticule de SiO,-APTES-GA-OV A

Reactia 6 (R6): Activarea gruparilor amino ale ovalbuminei din complexul nanoparticule de SiOr
APTES-GA-OV A cu glutaraldehida '

-C,H s ﬁ
%s.-o- i-C;H N=CH-(CHy) CH=N-(_Ovalbumina )-NH; + HC-(CH J-CH

-CoH s
glutaraldehida
i-OH (GA)
complex nanoparticule de SiOrAPTES-GA-OVA
-C>H 5
-0-§i-C;H -N=CH-(CH ) - CH=N- -N=CH -(CH)7CHO
-CoH s

complex nanoparticule de SiOr-APTES-OV A activ

T . o S T R I R T I I [P - . . N e e wreesTm Mramht
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-C,H s

o ooy it (ORTRIAR)-N~CH{CHyy CHO + HoN-
-C,H 5

complex nanoparticula SiO,-APTES-Ovalbumina activ Ficocianina

-CoH s
i-0-§-C3H -N=CH-(CH )y CH=N. N=CH-(CH )-CH=N-
-C,H

nanoimunosorbent SiOyovalbumina-ficocianina
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Etapa a I11-a: Reactia imuna dintre antiserul antif icocianina si nanoinunosorbentul tip antigen cu formare de
complex imun cuplat la supraf ata nanoimunosorbentului

......

T TR PR LA

O Ovalbumina (OV A)

DF icocianina (FC)

anticorp antif icocianina

L

L] Z>—

nanoimunosorbent SiOyovalbumina-ficocianina amestec de y-globuline

¢

e P T e oL, aheesTems ST L= N - - . N g S

Complex imun format la supraf ata nanoimunosorbentului

R T . P RN > BRSO

Inventatori: Dorobanﬂx loan, Neagu Livia, Porav Alin Sebastian, Falamas Alexandra, Bocineald Maricel
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Etapa a V-a: Cromatografierea pe coloana de af initate a imunoglobulinelor specifice anticorpilor
antificocianina

(glicina-HCl)

\
nanoimunosorbent Si0, S

- ---=gvalbumina -ficocianina-_ o
-anticorp antificocianina —
sephadex G25

tampon de elutie I I

e e ra e s AT R s g ER N A

coloana de af initate pentru separarea
anticorpilor antificocianina

oy BV

.5 .. disocierea.complexului imun. > Y -

»
glicina-HCI(pH=2,3) Y —>—
. o imunoglobulina
complex imun format la specifica
;up :a{ ata nanoimunosor- anticorpi antif icocianina
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Procedeul conform inventiei este caracterizat prin aceea ca se iau 3 ml tetraetil ortosilan se introduc
intr-un balon de sticla si se amesteca cu 100 ml alcool etilic de concentratie 95 % apoi se aduc la
temperatura de 65 °C si se trateaza cu 8 ml de hidroxid de amoniu (NH4OH) 25 %, picatura cu picatura
sub continua agitare pana la formarea unei suspensii opalescente de nanoparticule, apoi se continua
agitarea timp de 2 h dupa care suspensia se aduce la temperatura camerei, se centrifugheaza la 1500
x g timp de 15 min iar precipitatul format se spala cu apa deionizata, se centrifugheaza din nou la
1500 x g timp de 15 min iar nanoparticulele de SiOz precipitate sunt tratate cu 25 ml solutie de HNOs
10 % la temperatura de 80 °C timp de 30 min apoi solutia acida este indepartata prin centrifugare la
1500 x g timp de 15 min iar nanoparticulele sunt din nou spalate cu apa deionizata, urmat de
centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, apoi precipitatul de nanoparticule este tratat cu 10 ml solutie
de 3-aminopropil trietoxisilan la temperatura de 50 °C timp de 2 h apoi sunt centrifugate la 1500 x g
timp de 15 min, spalate cu apa deionizata, centrifugate iar precipitatul este tratat cu 10 ml
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centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, spalate cu apa deionizata si puse in reactie cu 20 ml solutie
de ovalbumina 5 mg/ml timp de 24 h sub agitare la temperatura camerei dupa care complexul format
dintre nanoparticule de SiOz-ovalbumina este centrifugat si spalat cu apa deionizata pentru
indepartarea proteinei nereactionate, centrifugat la 1500 x g si tratat cu 5 ml glutaraldehida 10 % la
temperatura de 30 °C pentru activarea gruparilor aminice ale lizinei, componenta a ovalbuminei, timp
de 6 ore, urmat de centrifugare iar complexul nanoparticula de SiO2-ovalbumina-glutaraldehida
active este centrifugat la 1500 x g timp de 15 min spalat cu tampon fosfat 10 mM pH 7,2 si pus in
reactie cu o solutie de 10 ml ficocianina 2,4 mg/ml timp de 24 ore la temperatura camerei sub continua
agitare iar produsul final nanoimunosorbent tip antigen SiOz-ovalbumina-ficocianina este centrifugat
si spalat cu tampon fosfat 10mM pH 7,2 si utilizat in cromatografia de afinitate pentru separarea
anticorpilor antificocianina din seruri antificocianina, prin folosirea unei coloane de sticla de
dimensiuni L=10 c¢m si ®=1 cm, coloana avand la partea inferioara un strat de Sephadex G25 de
inaltime 1 cm ce constituie un suport pentru nanoimunosorbentul tip antigen, nanoparticula SiO-
ovalbumina-ficocianina cuplat cu anticorpul antificocianina din antiserul antificocianina, 1 ml antiser
ce este tratat initial cu 1 ml solutiec de (NH4)2SO4 (sulfat de amoniu) 50 % pentru precipitarea y-
globulinelor serice ce contin anticorpul antificocianina urmat de centrifugare la 1500 x g timp de 10
min iar supernatantul ce contine albuminele serice este indepartat, precipitatul de y-globuline este
redizolvat in 10 ml tampon fosfat 10 mM pH 7,2 iar 1 ml de y-globuline de concentratie proteica 10
mg/ml este pus in amestec cu 1 ml suspensie de nanoimunosorbent tip antigen, SiOz-ovalbumina-
ficocianina 50 mg/ml si lasat sa reactioneze 6 h la temperatura camerei pentru formarea complexului

v-globulinele din antiser apoi se centrifugheaza si se spala cu tampon fosfat 5 mM pH 7,2 iar
nanoparticulele sunt resuspendate in tampon fosfat 5 mM pH 7,2 si introdus pe coloana
cromatografica peste stratul de Sephadex G25, urmat de elutie cu tampon glicina-HC1 10 mM initial
pH 5,0 apoi cu pH 4,0, urmat de pH 3,0 si pH 2,3 in faza finala, solutiile de anticorpi antificocianina
colectate la diferite pH-uri sunt aduse la pH 7,2 cu tampon fosfat 1 M pH 7,2 si depozitate la -20 °C
in vederea utilizarii in tehnicile imunochimice.

Inventatori: Dorobaﬁ;u Ioan, N Livia, Porav Alin Sebastian, Falamas Alexandra, Bocineald Maricel
10

.- -imun.dintre ficecianina-legata:coevalent in nanoimunosorbent si anticorpul antificocianina existent in « - =<~



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



