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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de stabilizare a structurii
native (tertiare si secundare) a unei proteine, in mod
special a unui anticorp monoclonal, utilizat in kit-uri de
diagnostic specifice. Metoda, conform inventiei, consta
in etapele:

1) pregétirea proteinelor de tip anticorp poli-
clonat avastin care dupa expresie a fost purificat in
tampon Tris-HCI 20 mM,

2) prepararea unei solutii tampon consténd in
apa minerala naturald, prin filtrare printr-un filtru de
0,2 nm, fara tratament chimic pentru sterilizare, avand

pH: 7,3...9, duritate pana la 10 grd. Ger., continut de
minimum 1 mg/l H, 0,5..1 mg/l NH,, total saruri
800...1200 mgl/l,

3) utilizarea apei minerale ca sistemtampon si
urmarirea stabilizarii structurii proteinei suspendate Tn
concentratie de 2 mh/l Tn apa minerala, privind redu-
cereaagregarii, respectiv, stocarea proteinelor cu men-
tinerea proprietatilor specifice pentru utilizare Tn masu-
ratori de calitate.
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Metoda de stabilizare a structurii unei proteine si sistem de tampon pentru preparate

proteice

Prezenta inventie se referd la o metodd de stabilizare a structurii (tertiare si secundare)
unei proteine, in mod special a unui anticorp monoclonal, utilizat pentru masuratori de

calitate specifice si un si sistem de tampon pentru preparate proteice pe baza de apa

minerala.

Anticorpii monoclonali sunt folositi in diferite metode analitice si de diagnostic specifice.
Dificultatea majord in aplicarea acestor metode constd in schimbarile de structura si ca

urmare si de proprietati pe care le pot suferi aceste proteine.

Este cunoscut faptul, c@ anticorpii monoclonali, fiind proteine cu proprietiti chimice,
fizice si structurale specifice, in medii externe (diferite de celula vie) prezintd o
instabilitate deosebitd, drept urmare se produce precipitarea lor sau agregarea lor, si

pierderea structurii lor secundare sau tertiare specifice.

Aceste modificari de structurd pot fi cauzate de factori fizici si chimici diferiti, cum sunt
schimbarile de temperaturd, pH, expozitia la lumind, oxigen sau diferiti solventi, dar si

efectelor de tip mecanic.

In urma acestor schimbiri de structurd proteinele isi pierd proprietatile biologice

caracteristice sau isi pot Insugi unele proprietati nedorite, de functii imunogenice.

Din cauzele expuse, reducerea agregirii acestor proteine in timpul depozitirii sau

transportului sunt esentiale din punct de vedere al caracterizirii corecte si aplicatiei

subsecvente ale acestora.

Pana in prezent solutionarea acestor probleme s-a realizat prin aplicarea diferitelor solutii
tampon, cu rolul de a stabiliza proteinele respective, prin diferite mecanisme, de

expemplu, prin asigurarea conditiilor redox, de pH adecvate structurii stabile a

proteinelor.
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Se cunosc diferite astfel de solutii utilizabile in practicd, menite sa stabilizeze structura

nativd a proteinei.

Astfel in brevetul USA US20080064856A1 prevede pentru stabilizarea structurii native a
proteinei adaugarea de metionind in solutia tampon. Conform metodei descrise se

propune utilizarea unei sofutii cu concentratia de 0,5-145 mM metionind adaugati la

solutia proteinei.

Brevetul US2003/0190316A utilizeaza tampon bazic de glicind si/sau histidind, sau

sarurile acestora.

in brevetul WO2015011199A1 se recomanda utilizarea la transportul proteinelor

concentrate a alcanilor semifluorurati.

Brevetul WO2012/121754 recomanda utilizarea sisteme de transport hidrofobi, cum ar ti
ulei de sezam, impreund cu un agent pentru scidderea viscozitdtii, ca oleat de etil,

stabilizand astfel structura proteinei native.

Brevetul US6458376 propune pentru stabilizarea proteinelor utilizate la picaturi oflamice
(factori de crestere si oligopeptide) uleiuri siliconice (fluorinal si perflurocarbon) cu un

adaos de agent tensioactiv,

Brevetul US6730328 propune pentru stabilizarea structurii native a proteinei un ulei

mineral in care s-a dizolvat perfluorodecalind, metoxyfurane, perflurotributylamina si

tetradecan,

Brevetul WO 2011/073134 propune stabilizarea unei proteine cu 12 kDa folosind
ciclosporind semifluorinat dizolvat intr-un alcan la care optional se poate adiuga etanol,

drept co-solvent.

Aceste sisteme de tampon, respectiv solutii de stabilizare cu chimicale adaugate, in unele

cazuri (kituri de diganostic pe baza de reactii enzimatice) pot influenta rezultatele

obtinute.

Inventia inlatura dezavantajele de mai sus prin stabilizarea structurii proteinelor,
reducand agregarea in diferite preparate proteice prin utilizarea apei minerale naturale ca

si solutie de tampon si permitind astfel depozitarea pe termen lung. Apa minerald ca si
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sistem de tampon nu influenteaza reactiile enzimatice pentru care sunt utilizate anticorpii

in kiturile diagnoztice.

Problema pe care o rezolva inventia este de a realiza un nou sistem de tampon pe baza de
apa minerala cu caracteristici specifice — care asigurd depozitarea proteinelor cu

mentinerea proprietatilor specifice.

Sistemul de tampon pentru preparate proteice conform inventiei consta in utlizarea
pentru stocarea anticorpilor monoclonali utilizate in masuratori specifice apa minerala
naturala care are un pH: 7,3-9 ,cu duritate pana la 10 grd. Ger.,cu continut de H2S: min.

I mg/L , continut de NH3: 0,5-1 mg/L si continut total de saruri: 800-1200 mg/L

[nventia serveste la stabilizarea structurii proteinelor, reducind agregarea in diferite

preparate proteice si permitind astfel depozitarea pe termen lung.
Prin realizarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- eliminarea solutilor de stabilizare cu chimicale

- asigura depozitarea pe termen lung

- stabilizeaza structura proteinelor

-mentinerea proprietatilor specifice

Inventia se referd la apa minerald care inlocuieste sistemul tampon care asigurd

depozitarea proteinelor cu mentinerea proprietitilor specifice.

Prin aceastd metoda nu vor fi introduse in solutia proteicd chimicale care pot influenta
reactiile enzimatice pentru care este utilizat anticorpul stocat. Pe langa aceasta, metoda

reduce agregarea proteinelor pentru anticorpii monoclonali in comparatie cu diferite alte

sisteme tampon.

In continuare se prezintd un exemplu de realizare a inventiei:

Faza I:Pregatirea proteinelor

78
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Anticorpul monoclonal avastin dupa expresie a fost purificat in tampon Tris-HCI
20mM si dializat timp de 24 de ore la 4 grade Celsius in apa minerald. Apa minerala este

mai intai filtratd printr-un filtru de 0,2 nm, dar nu este tratatd chimic pentru sterilizare.

Moleculele sunt solubile in apa atunci cand interactiunea moleculd/apa este mai
favorabila decat interactiunile apa/apa si moleculd/molecula. O proteind cu resturi de
aminoacizi hidrofobi pe suprafata de contact nu va avea grupuri la exterior cu care apa ar
putea interactiona, asa ca moleculele de apa formeaza legaturi de hidrogen intre ele, iar
proteina nu se va dizolva in api. Proteinele hidrofile au grupéri la exterior care
interactioneazd cu apa, fie pentru ca sunt ionice, fie pentru ca sunt polare. In acest caz,
proteina poate fi solubild in apa. In alte cazuri, proteinele pot participa in interactiuni
proteind-proteind cu mare afinitate, incat interactiunea cu apa este mai slaba si mai putin

avantajoasd, iar proteina va fi astfel insolubila in apa.

Solubilitatea se referd la echilibrarea sarcinii nete a unei molecule in mediul cu solvent.
in cazul proteinelor, constanta dielectrici a solventului, forta ionica, interactiunile
hidrofil-hidrofobe, pH-ul, punctul izoelectric al proteinelor, temperatura si alte forte slabe
necovalente sunt implicate in obtinerea unei solubilitati perfecte. Solubilitatea proteinelor
ar putea fi cea mai ridicata la o valoare de pH diferita de punctul izoelectric al proteinei,
in timp ce variatiile de temperaturd si alti factori pot avea efecte diferite in functie de
compozitia de aminoaciz, si implicit, structura proteinelor, prezenta gruparilor non-

proteice, a cofactorilor sau grupdrilor prostetcie si de natura solventilor.

Proteinele isi schimba solubilitatea in functie de pH si puterea ionicd a solventului sau
tamponului. Solubilitatea si forma proteinelor va rimane stabila pand cand factorii
mentionati mai sus riman constanti. Solubilitatea este pe deplin dependenti de pH si
puterea ionicd, deoarece acestea joacd un rol major in distributia electronilor atat in
partile proteice hidrofobe, cat si in cele hidrofile. Proteinele isi pot schimba structura in
mod reversibil, prin modifcari conformationale, acestea modificari insa pot varia numai

intr-un interval ingust avand in vedere structura native, si implicit, functionalitatea

proteica.
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Degradarea, precipitarea sau agregarea proteinelor aduc modificdri majore ireversibile

observate atunci cind proteina nu se aclimatizeazi la puterea ionica sau pH-ul din mediu.

Capacitatea tampon a apei naturale este determinata de compozitia solului si rocii de baza
prin care curge. Principalele surse care asigurd capacitatea tampon naturald sunt rocile
care contin compusi de carbonat, bicarbonat si hidroxid. Boratii, silicatii si fosfatii pot

contribui de asemenea la alcalinitate.

Prezenta carbonatului de calciu sau a altor compusi, cum ar ti carbonatul de magneziu,
contribuie cu ioni de carbonat la sistemul de tampon. Capacitatea tampon este, de
asemenea, legatd de gradul de duritate, deoarece principalele surse de alcalinitate sunt de
obicei rocile carbonatice (calcar), care constau in principal din CaCO3. In cazul in care
CaCO3 reprezinta de fapt cea mai mare parte a alcalinitatii, duritatea in CaCO3 este egala
cu alcalinitatea. Deoarece apa durd contine carbonati metalici (mai ales CaCO3), are o
alcalinitate ridicata. In schimb, cu exceptia cazului in care carbonatul este asociat cu
sodiu sau potasiu, care nu contribuie la gradul de duritate, apa moale are de obicei o
alcalinitate scdzuta si o capacitate de tampon slaba. O capacitate de tampon ridicata este
importantd pentru organismele acvatice, deoarece protejeazd sau tamponeaza impotriva
schimbarilor rapide ale pH-ului.

in ultimii ani s-au ficut descoperiri importante cu privire la rolul hidrogenului sulfurat ca
moleculd de semnalizare, respectiv sulthidratarea proteinelor in numeroase reactii
biochimice citoprotectoare ale organismului si in special al proteinelor.

H3S are unele proprietiti diferite de alti neurotransmitdtori gazosi. Cea mai tipici
diferentd este capacitatea de disociere. pKa-ul hidrogenului sulfurat este 6,77; in solutiile
apoase. La valoarea de pH 7,4, peste trei sferturi din moleculele H3S sunt disociate de
anionul HS" si doar 20% nu sunt dissociate, astfel se presupune ci grupul de HzS este
format din H2S, HS" si S

Interactiuni posibile ale proteinelor cu HzS —sulfhidratare sau alte modificari- pot fi

urmatoarele:

(1) desi grupdrile tiol proteice nu reactioneazi direct cu H»S, acesta poate reactiona cu

acizii sulfenici;
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(2) H,S poate reactiona cu cisteinele S-nitrozate ducénd la formarea de acid tionitric ~
HSNO- sau nitroxil (HNO);

(3) HaS poate reactiona cu legiturile disulfurile de cisteind (-S-S) pentru formarea

sulfthidratarii;

(4) reactia dintre speciile de sulfuri oxidate, cum ar fi polisulfuri gi tiolii de cisteina;

(5) persulfurile joaca rolul de transfer de grupari si se angajeazd in reactia de Htrans-S-

sulthidratare”.
Prin sulfhidratarea resturilor de cisteind in proteinele tintd, H;S previne oxidarea

ireversibila a resturilor de cisteind, asa cum sa demonstrat anterior in multe cazuri.

Apele minerale naturale care sunt folosite drept solutii tampon pentru stabilizarea

proteinelor au urmatoarele caracteristici:
pH: 7,3-9

Duritate: pana la 10 grd. Ger.

Continut de H2S: min. 1 mg/L

Continut de NH3: 0,5-1 mg/L.

Continut total de saruri: 800-1200 mg/L

Faza II: Urmarirea stabilitdtii proteinei
Stabilitatea proteinei s-a examinat in diferite conditii de stocare.

Tendinta de agregare a proteinelor s-a urmdrit cu un echipament HPLC Agilent Infinity

1260 pe o coloana Agilent Bjo SEC-3, 100A, 7.8 x 300 mm. 3 pm.

Parametrii de masurare au fost: debit volumetric 1 mL/minut, lungime de unda 220 nm

UV, cu eluare in tampon fosfat 150 mM.

Conditiile initiale ale proteinelor au fost: temperatura camerei, apa minerald, concentratia
anticorpilor de 2 mg/L. Starea proteinelor este ilustrat pe cromatograma 1. unde peak-ul

care apare dupi 10 minute sunt proteinele intacte. Proteinele dializate in apd minerald au
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fost impdrtite in trei probe, din care prima a fost tinut timp de 10 zile la temperatura
camerei, a doua a fost tinut la 40 grade Celsius, timp de 10 zile, iar al treilea proba a fost
ultracongelat la -80 grade Celsius, tot pentru 10 zile. Cromatogramele 2-4 ilustreaza
rezultatele acestor testiri. Pe Cromatograma 2., la probele tinute la temperatura camerei
nu se observa nici o diferenta fata de starea initiala a proteinelor.

Cromatograma 1. Starea initiald a proteinelor suspendate in concentratie de 2 mg/L, in

apd minerala

DAD1 B, Sig=220.4 Ref=360,100 {avastin 2023-03-25 16-48-16Y002-0201.D)
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Cromatograma 2. Stabilitatea proteinelor dupa 10 zile, temperatura camerei.
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Pe cromatogramele 3 si 4 sunt ilustrate starea proteinelor in conditii mai dure, la care
proteinele pot fi expuse in timpul transportului. Pe Cromatograma 3, la temperature de 40
grade se poate observa o degradare usoard a proteinelor, printr-un fragment mic, care
apare la 14 minute, dar care este mai mic decét 5% din total. Pe Cromatograma 4. Se pot
observa rezultatele congeldrii la -80 grade, urmat de decongelare dupa [0 zile.
Fragmentul mic, termosensibil, observant la testarea la 40 de grade apare si in cazul

acesta, dar si acum este sub 5%, valoare permisa de FDA si EMA la stocarea anticorpilor.

7



Cromatograma 3. Stabilitatea proteinelor dupa 10 zile, 40 de grade:
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DADT B, Sig=220,4 Ref=360,100 {vizek 2023-10-06 13-02-20\004-0201.D)
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Cromatograma 4. Stabilitatea proteinelor dupa congelare (-80 de grade) st decongelare:

CADT B, Sig=220,4 Ref=360,100 {vizek 2023-10-06 13-02-29:006-0401.0)
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REVENDICARI

1. Metoda de stabilizare a structurii (tertiare si secundare) unei proteine, in
mod special a unui anticorp monoclonal, utilizat pentru masuratori de calitate
specifice caracterizat prin aceea ca utilizeazd un sistem de tampon pentru

preparate proteice pe baza de apa minerala

1.1 Conform revendicarii 1 apd minerald naturald utilizata ca solutie tampon
pentru  stocarea  anticorptlor monoclonali  utilizate in misuritori
specifice. caracterizata prin aceea ca are un pH: 7,3-9 ,cu duritate pana la 10
grd. Ger.,cu continut de H2S: min. 1 mg/L , continut de NH3: 0,5-1 mg/L si
continut total de saruri: 800-1200 mg/L
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