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9 PROCEDEU IMBUNATATIT DE OBTINERE A UNOR
ANTISERURI HIPERIMUNE POLICLONALE
ANTIFICOERITRINA SI ANTIFICOCIANINA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
imunoreactivi utilizati pentru separarea ficobilinelor
(ficoeritrina si ficocianina) din amestecuri proteice
rezultate din procesarea algelor rosii si cianobacteriilor.
Procedeul, conform inventiei, consta in etapele: obti-
nere si purificare a conjugatelor imunogene ficobilipro-
teine-albumina serica de bovina, imunizarea animalelor

de experienta in vederea obfinerii anticorpilor anti-fico-
biliproteine, separarea y-globulinelor IgG din restul de
proteine serice din antiser prin metoda precipitarii cu
sulfat de amoniu.

Revendicari: 15

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).
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Titlul inventiei: Procedeu imbunititit de obtinere a unor antiseruri hiperimune
policlonale antificoeritrina si antificocianini

Descrierea inventiei

Solicitarea de depunere a cererii de brevet de inventie este realizata in baza:

unui contract de cercetare, nr. 74PCCDI/2018, cod proiect :PN-11I-P1-1.2-PCCDI-2017-0010,
cu titlul Tehnologii moleculare emergente bazate pe sisteme micro si nano-structurate cu
aplicatii biomedicale, avand urmétorii parteneri : Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare, Cluj-Napoca, Universitatea ,,Alexandru loan
Cuza”, lasi, Institutul National de Cercetare=Dezvoltare pentru Fizicd si inginerie Nucleara
»Horia Hulubei”, magurele, Institutul National de Cercetare-Dezvoltare Medico-Militara
,Cantacuzino”, Bucuresti, Universitatea de Medicind §i Farmacie ,Juliu Hatieganu” Cluj-

Napoca, Universitatea Babet Bolyai, Cluj-Napoca.

Prezentarea solutiei:

Inventia cu titlul Procedeu imbunititit de obtinere a unor antiseruri hiperimune
policlonale antificoeritrind si antificocianind propune un procedeu cu randament
imbunaétatit de obfinere a unor imunoreactivi utilizabili in scopul separérii prin cromatografie
de afinitate a ficobilinelor (ficoeritrina si ficocianind) din amestecuri proteice rezultate din
procesarea algelor rosii si a cianobacteriilor.

Metoda presupune urmatorii pagi:

1. Obtinerea si purificarea conjugatelor imunogene ficobiliproteine-albumina serica de
bovina

Procedura de obtinere a imunogenului ficobiliproteina-proteina necesar in procedura
de imunizare a animalelor de experienta astfel: 4 ml ficocianina respectiv ficoeritrina avand
concentratia de 2,2 mg/ml au fost puse in reactie cu 6 ml proteina albumina serica de bovina
(ASB) de concentratie 2 mg/ml si 40 pl glutaraldehida (GA) 25 % sub agitare continua timp
de minim 12 h la temperatura camerei adaugandu-se apoi 50 pl etanol amina pentru blocarea
glutaraldehidei nereactionate sub agitare continua timp de 4 ore. Produsul astfel obtinut,
ficocianina-ASB respectiv ficoeritrina-ASB a fost purificat prin cromatografie pe coloana de
Sephadex G50 cu inaltimea de 23,5 cm avand ca solvent de elutie tamponul fosfat (TF) 10
mM, pH 7,18, caracterizat din punct de vedere al concentratiei proteice si depozitat la 4°C in

vederea utilizarii sale ca imunogen in procedurile de imunizare. Spectrele de absorbtie ale

figurile 1 si 2:
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— ASB 1 mg/ml

s cONjugat imunogen ASB-FC 1 mg/mi
= Ficocianina 0.3 mg/ml

J1_Sephadex G50, eluent TF 10 mM pH 7,18

614 nm

e
5
F: ]

Densitatea optica
Densitatea optica
g

o

2

&
1

0.00

a0 0 50 o0 700
Lungimea de unda, 1 (nm) Lungimea de unda, . (nm)

Aceastd etapa s-a efectuat la Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica
si Inginerie Nucleara ,,Horia Hulubei”, Str. Reactorului, nr. 30, oras Magurele, judetul Ilfov,

cod postal 077125

2. Imunizarea animalelor de experienta in vederea obtinerii anticorpilor
antificobiliproteine.

Conjugatul imunogenic in faza apoasa purificat a fost utilizat la obtinerea
imunogenului prin amestecare cu ficobiliproteina si adjuvant Freund complet sau incomplet
pentru cresterea raspunsului imun.

Imunogenul utilizat la imunizarea animalelor in vederea obtinerii anticorpilor
anitificocianina a fost obtinut prin amestecarea a 7,2 ml Adjuvant Freund complet/incomplet
cu 4,8 ml conjugat BSA-FC 1,131 mg/ml, 3,054 ml ficocianina 2,2 mg/ml si 1,0 ml ser
fiziologic, concentratia proteica a imunogenului fiind de 0,8 mg/ml. In cazul imunogenului
utilizat la imunizarea animalelor in vederea obtinerii anticorpilor antificoeritrina a fost obtinut
prin amestecarea a 7,2 ml Adjuvant Freund complet/incomplet cu 4,8 ml conjugat BSA-FE
1,0 mg/ml, 3,26 ml ficoeritrina 2,2 mg/ml si 1,0 ml ser fiziologic, concentratia proteica a
imunogenului fiind de 0,78 mg/ml.

Imunogenul a fost utilizat la imunizarea animalelor de experienta: 5 iepuri adulti
pentru fiecare tip de ficobiliproteina, (masculi si femele), rasa Noua Zeelanda, clinic sanatosi
conform recomandarilor FELLASA, varsta aproximativ (8-12) luni in greutate de peste 2,5 kg,
apa si hrana ad libitum, prin injectare intradermic pe partea dorsala a gatului si trunchiului cu
solutie omogenizata de conjugat imunogen amestecat adjuvant Freund (complet sau
incomplet). Intervalul de imunizare a fost intre (14-35) zile. Primele doua imunizari au fost
realizate cu imunogen amestecat cu adjuvant Freund complet (contine bacterii moarte,
Mycobacterium tuberculosis) iar restul de imunizari, 6, au fost efectuate cu imunogen

amestecat cu adjuvant Freund incomplet (fara micobacterii). Volumul de imunogen folosit a

fost de 1,2 ml/animal/imunizare. Dupa cea de-a 8-a imunizare safigele a fogfAehoHuTaN
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animale in vederea determinarii prezentei imunoglobulinelor specifice antigenului utilizat.

Experimentele de imunizare au fost efectuate in cadrul INCDMM Cantacuzino, Statiunea

Baneasa, Soseaua Gheorghe Ionescu Sisesti, nr. 14A, sector 1, Bucuresti, unitatea este

autorizatd sanitar-veterinar de cétre Directia Sanitar-Veterinard a Municipiului Bucuresti in

data de 29.10.2018, iar autorizatia are numdrul 426 si au fost evaluate de catre Comisia de
eticdA a INCDMM Cantacuzino, avizul fiind favorabil, certificat nr. CE/327/04.03.2019, iar
DSVSA Bucuresti a autorizat proiectul, numar autorizatie 447/02.04.2019.

3. Separarea y-globulinelor (IgG) de restul de proteine serice din antiser, care s-a

efectuat prin metoda precipitarii cu sulfat de amoniu: 1 ml de antiser brut se amesteca cu 1 ml

sulfat de amoniu 50 %, urmat de centrifugare la 1500 x g, timp de 15 min, se arunca

supernatantul iar precipitatul se resuspenda in apa, randamentul de obtinere fiind de 85-95 %

iar concentratiile obtinute sunt redate in tabelul de mai jos:

Antiser Concentratia de IgG Antiser Concentratia de IgG
antificoeritrina nr. | specifica si nespecifica antificocianina nr. n | specifica si nespecifica
n (mg/ml) (mg/ml)
1 26.55 1 28.02
2 26.37 2 24.89
3 28.16 3 25.49
4 24.33 4 22.62
5 24.95 5 20.90
Autori
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Maricel Bocaneald

INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE DEZVOLTARE PENTRU
TEHNOLOGII IZOTOPICE SI MOLECULARE I N C D T I M, cu sediul in CLU]J-
NAPOCA cod postal 400293, str. Donat, nr. 67-103, judet Cluj tel. 0264 58 40 37, fax 0264
42 00 42, e-mail: itim{@itimcj.ro

Aplicare in mediul socio-economic: Imunoreactivii obtinuti pot fi utilizati pentru
separarea unor cantitdti suficiente de ficoeritrind gi ficocianind din amestecuri proteice
rezultate din procesarea algelor rosii si a cianobacteriilor, in vederea utilizérii acestora in
aplicatii industriale.

Proprietate intelectuala:

- INCDMM Cantacuzino — 40%

- INCDFIN - Horia-Hulubei — 40%

- INCDTIM - 20%

Nivel de maturitate tehnologica

TLR4




Titlul

_ Revendicari depuse conform | RO 135985 A2
an U alin. 7 din legea nr. 64/ 1891

‘racatade __J § -05- 2071 |

inventiei: Procedeu imbunititit de obtinere a unor antiseruri hiperimune

policlonale antificoeritrina si antificocianini

Revendicari:

1.

10.

11.

12.

Un produs caracterizat prin aceea cé reprezintid un amestec de anticorpi policlonali
purificati cu concentratie inaltd de y-globuline (IgG) care reactioneazé cu ficoeritrina
Un produs caracterizat prin aceea cé reprezintd un amestec de anticorpi policlonali
purificatfi cu concentratie inalta de y-globuline (IgG) care reactioneaz cu ficocianina
Un produs caracterizat prin aceea ci reprezintd un conjugat imunogen ficoeritrini-
albuminad serica bovina purificat
Un produs caracterizat prin aceea cé reprezintd un conjugat imunogen ficocianini-
albumina serica bovina purificat
Un procedeu caracterizat prin aceea cé este un procedeu de obtinere a conjugatelor
imunogene ficobiliproteine-albuminé serica bovina purificate
Un procedeu conform cu revendicarea 5, caracterizat prin aceea cé ficobiliproteina
poate fi ficoeritrina sau ficocianina
Un procedeu conform cu revendicarea S, cuprinzand urmétoarele etape:

a. tratarea cu glutaraldehidd a amestecului ficobiliproteini-albumina serici

bovina, in proportii definite

b. purificarea amestecului prin cromatografie pe coloana de Sephadex G50
Un procedeu caracterizat prin aceea ca este un procedeu de obtinere a imunogenului
utilizat pentru imunizarea iepurilor
Un procedeu conform cu revendicarea 8, caracterizat prin aceea ca imunogenul se
obtine prin amestecul intre conjugatul imunogen si Adjuvantul Freund
complet/incomplet, in proportii definite
Un procedeu caracterizat prin aceea ca este un procedeu de imunizare a animalelor de
experientd cu imunogenul, pentru obtinerea serurilor hiperimune brute anti-
ficobiliproteine
Procedeu conform cu revendicarea 10, caracterizat prin aceea cid animalele de
experientd sunt iepuri

Procedeu conform cu revendicarea 10, in care imunogenul este administrat printr-un
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13. Procedeu conform cu revendicarea 10, in care primele 2 inoculéri sunt efectuate cu
imunogen preparat cu adjuvant Freund complet in proportii definite, iar urmétoarele
cu imunogen preparat cu adjuvant Freund incomplet in proportii definite

14. Procedeu caracterizat prin aceea céd este un procedeu de separare a y-globulinelor
(IgG) din serurile hiperimune brute anti-ficobiliproteine pentru obfinerea amestecului
de anticorpi policlonali purificafi cu concentratie inaltd de y-globuline (IgG) care
reactioneazi cu ficobiliproteinele

15. Procedeu conform cu revendicarea 14, cuprinzand separarea y-globulinelor (IgG) de

restul de proteine serice prin metoda precipitarii cu sulfat de amoniu
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