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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a markerului enzimatic acid 2,4-diclorofen-
oxiacetic—hexametiIendiamin-peroxidazé utilizat in tehnica imunochimics in fazd omogens3,
pentru dozarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic din probe biologice si de mediu.

In prezent, sunt cunoscuti markeri enzimatici realizati prin cuplarea directs a pestici-
dului cu enzima prin activarea acestuia cu carbodiimida, utilizand enzime ca fosfataza alca-
lina cu masa moleculara mare sau prinintermediul unei punti de leg&tura 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 solidd, care au la suprafata compo-
nente imune, anticorpi sau antigene) heterogens, cuplajul componentului imun, anticorpul
la suprafaté de plastic a godeurilor placii ELISA, si nu pot fi utilizati in faza omogens (cazul
in care cele douj componente, anticorpul si antigenul fiind in solutie, iar separarea com-
plexului imun de markerul enzimatic nereactionat este dificild din cauza masei moleculare
mari a acestuia). Un alt dezavantaj este sciderea activitatii enzimatice a markerului in timpul
sintezei.

Brevetul RO 125536 B1 descrie un procedeu care Cuprinde activarea grupdarii carboxil
a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic prin reacfia acestuia cu N-hidroxisuccinimid3
$i 1-etil-3(-3"-diaminopropil)-carbodiimida in 2 mi dimetilformamida, cuplarea pesticidului
activat de hexametilendiamina in tampon carbonat de sodiu 50 mM ia PH 8,6, umata de
purificarea derivatului obtinut prin cromatografie pe coloana, iar apoi de cuplare la fosfatazs
alcalina.

In lucrarea stiintificd ”Peroxidase-Labeled Antibody A New Method of

Conjugation®, The Journal of Histochemistry and C]rﬂochemmmé, Vol.22, Nr. 12,

Pp.1084-1091, avandu-i ca autori pe P. K. Nakane §i A. Kawaoi, se prezint3 o metods de
conjugare a peroxidazei din hrean cu proteine. Metoda presupune blocarea gruparilor o- si
€-amino si a gruparilor hidroxil, ramase libere in molecula peroxidazei, cu 2,4-dinitrofluor-
behzen (FDNB) in prezent& de bicarbonat de sodiu si etanol, urmati de dializs si de oxida-
rea peroxidazei cu NalQ,, cu formarea aldehid-peroxidazei, mmpoaieﬁ cuplata |a
un anticorp, iar conjugatul obtinut poate fi stabilizat cu NaBH,. Metoda descris3 este com-
plexa, consumatoare de timp, iar produsii de oxidare pot afec!apam lung activitatea
enzimei.

Lucrarea stiintificd “Synthesis and Properties of HDM Peroxidase
Copolymers”, Applied Biochemistry and Microbiology, 2008, Vol.42. Nr. Z,pp. 127-133,
avandu-i ca autori pe L.P. Budnikova si N. Eryomin, prezint3 obfinerea unui copolimer al
peroxidazei native prin oxidarea peroxidazei cu periodat de sodiu, reactia peroxidazei oxidate
cu hexametilendiamin si peroxid aza, copolimerul obtinut fiind ulterior redus cu borohidrur
de sodiu. Copolimerul peroxidaza-hexametilendiaming nu este insd un indicator pentru
utilizare ca marker pesticid-diamin&-peroxidaza in tehnica ELISA.

Problema tehnica pe care o rezolvi inventia este de a obtine marker enzimatic care
s& 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 ci:

-sedizolvd 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 50 mg N-hidroxists ida si 100 mg
1-etil-3(-3"-diaminopropil)carbodiimid& in 1 ml dimetilformamids latemperatura camerei, timp
de 3 h, rezultand un amestec de pesticid activat, care se introduce peste o solutie de hexa-
metilendiamina 8 mg/ml in tam pon carbonat de sodiu 50 mM PH 9,6 si se lasi ca acestea

sareactionezetimpde 3h, obtinandu-se un derivat acid 2 4-diclorofenoxiacetic-hexametilen-
diamina,
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- Se oxideaza 5 mg de peroxidaza cu 0,5 ml NalO, 30mg/mi timp de 30 min, iar apoi
se purifica prin cromatografie pe coloana Sephadex G25 pentru indepartarea agentului
oxidant, rezultadnd un eluat enzimatic care contine 4,5 m| 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—hexameti!endiaminé, pro-
dusul 2,4-diclorofenoxiacetfc-hexametilendiamin—peroxidazé fiind apoi purificat prin cromato-
grafie pe Sephadex G25, redus cu 200 HINaBH, 5 mg/ml si purificat din nou pe Sephadex
G25, solutia de marker enzimatic acid 2,4—diclorofenoxiacet—hexametiIendiamin—peroxidazé
fiind, in final, amestecats cu glicerol in proportie volumica 1:1 (V/v) si depozitat la -20°C, in
vederea utilizarii in tehnica imunochimica. ‘

Procedeul conform inventiei prezints atat avantajul ca produsul marker enzimatic acid
2,4-diclorofenoxiacet-hexameti!endiamin-peroxidazé prezinta o activitate enzimatics specifica
ridicatd, cat si avantajul c& acest produs se obtine intr-un timp mult mai scurt, de aproximativ
3..5 h, fatd de procedeele descrise pentru alti conjugati peroxidazé-proteine din stadiul
tehnicii.

Procedeul conform inventiei const in aceea c& 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic,

- 50 mg N-hidroxisuccinimids $i 100 mg 1-etil-S(—3'-diaminopropil)-carbodiimidé se dizolva in

1 ml dimetilformamids $i se agitd 3 h in vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului,
Amestecul de pesticid activat se introduce peste 8 mg hexametilendiaming in 1 mI 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-hexametiiendiaminé, 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, afost tratatd cu 0,5 ml sol utie de
NalO, (periodat de sodiu) 30 mg/ml in vederea oxidarii carbohidratului existent pe suprafata
enzimei, timp de 30 min, dupé care a fost purificat prin cromatografie pe Sephadex G25 in
vederea separdrii de agentul oxidant. Eluatul enzimatic (4,5 mg enzima) rezultat in Operatia
de.crom*é’ibgrafiere a fost amestecat cu 200 Ml solutie de derivat 2,4-diclorofenoxiacet-hexa-
metilendiaming, iar reactia de cuplare intre enzims $i 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-peroxidazé (baza Schiff formatad) rezultat din cromatografiere a fost redus prin ames-
tec cu 200 pl NaBH, (borohidrurs 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 consts in 7 etape, E1...E7.

E1) Activarea acidului 2,4-diclorofenoxiacetic

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

E2) Cuplarea acidului 2,4-diclorofenoxiacetic cy hexametilendiamina

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

E3) Reactia de oxidare a carbohidratului peroxidazei

1ml 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 rezultats in etapa E3 (1,5 ml) a fost cromatografiata pe coloana de Sephadex
G25(@®=1cm, H=30 ¢m) pentru indepartarea agentului oxidant.

3

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11
13
15
17
19
21

23

25

27

29"

31

33

35
.
39
41

43

45

47

e

RO 129459 B1

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 pf
solutie de derivat acid 2f4-dicl.orcfe;noxiiaceitic-h_ex,am_etilenamina rezultat in etapa E2 pe
durata de 3 h. _

E6) Purificarea gi reducerea bazei Schiff formate | o

Amestecul chimic din etapa E5 3 fost cromatografiat pe Sephadex G25, iar baza
Schiff formats 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 sol ufia de marker enzimatic acid Z,Wetic- hexa-
metilendiamin-peroxidaza a fost amestecaty cu glicerol in proportie volumics 1:1 (Vi) si :
depozitatd la -20°C in vederea utilizarii acesteia in tehnicile imunochimice.

Etape in obtinerea markerului enzimatic acid 2,4-diclorofencxdacetic-hexametilen-
diamin-peroxidaz R

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

+ RN-CNR |

-

Carbodiimida

Acid 2,4~ diclorofenoxiacetic {2,4D)

e

0 carbodiimida
» E >VOH

0

N-hidroxisuccinimida

e

Esterul 2,4D cu sawf’xm
(activ) =
E2: Re?aa’;‘ia de cuplare a acidului 2,4-diclo E

3 cu hexametilen
diamina ;

| HN-(CHyY N, N
(hexametilendiaming)

ina (derivat)
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E3: Reactia de oxidare a carbohidratului peroxidazei

L bis aldehida

E4: Purificarea produsului oxidat prin cromatografiere pe coloans de Se phadex G25
(operatia de ndepartare a agentului oxidant)

E5: Reactia de cuplare a peroxidazei oxidate cu derivatulacia 2,4-diciorofencoxiacetic-
-hexametilen diamina

C@Fl
N~ CH:  ANH-(CHy)-NH; + | eroxidiz

acid 2.4-diclorofenoxiacetic-hexametilen diaming

(derivat) bis aldehida

e

L

B

COI i
A~ Ne ey eN=crLo __

)

baza Schiff (imina)

E6: Reactia de reducere a bazei Schiff formate

+ NﬂBH,f ‘
(borohidrura de sodi u)

aNa o

i

/\oﬂQg/NHJCHz) eNHCHEO,
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Marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacet-

E7: Purificarea markerului enzimatic
Purificare prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25.
ate experimentale privind activitatea enzimaticg
orofenoxiacetic—hexametilendiamin-pemddazé, care sunt

In continuare, se prezints o
amarkerului enzimatic acid 2, 4-dic|
in legatura si cu fig. 1 si 2.

Fig. 1 - cinetica de reactie enzimatics; Conditii de rea
tampon fosfat 10 mM pH 7,2 si substratul enzimatic 50 ulT

acetic:apad 1:10 (v/v), 50 pl H,O,
- cromatograficd pe Sephadex G25

Fig. 2 - calculul timpului de nj

cinetica de reactie la 2 min.

Cantitéti egale de enzima peroxidaza (PRH peroxidase from
1550 unitati/mg solid) au fost puse Tn reactie cu oxidantul NalO,
10 mM pH 7,2. Reactia de oxidare a
(enzima oxidata, respectiv oxidantul NalO,) prin cromatografie pe

(30 X 1) cm eluent tampon fosfat 1

fost 3 min, 30 min, 60 min, 6 h si24h. E
iar activitatea specific enzimatica a fos
Rezultatele analizei sunt redate in grafi

Scédderea activitaii enzimatice a PRH in timp,
este activitatea PRH oxidat3 proportionald cu
lungimea de und3 de 450 nm (maximul
tetrametilbenziding oxidat de H,
activitatea PRH neoxidats proportio

o

serieded

hexametiiendiamin-pem:ddazé

clie: enzima PRH 10 ng/ml in
MB 2,5 mg/ml in amestec acid

3%. Reactia de oxidare a fost stopaté prin separarea
a enzimei PRH de oxidant (NalQ);

fost opritd prin separar

in prezenta oxidanty
densitatea opticda PRH misurats |
de absorbfie al substratului TMB-

O, in prezenfa PRH) Ia 2 min, §i A,, este

nald cu densitatea optics a PRH m3surats la

umatatire al activitatii enzimatice a PRH obtinut din

horseradish, type VI-A,
%Wnﬂ intampon fosfat

componentilor reactiei

coloanade Sephadex G25,
0 mM, pH 7,2. Timpii de oxidare ai enzimei PRH alesi au

luatul care contine enzima oxidats a fost colectat,
t comparata fata de martor

(enzima fara oxidant).
cul de mai jos. '

Tabelul 1

ui NalO,, unde A,

- lungimea de unda de 450 nm la 2 min
Timp de oxidare ARy, (%)
3 min 98,20
30 min 8540
60 min 70,80
6h 4935
24 h 1326

Concluzie:

La30min, activitatea enzimaticd in

de la 3 min, este de 85,4% fata de 98,2%,

pentru obtinerea markerului enzimatic aci

In2

procesul de oxidare al

PRH, in comparatie cu cea

deci intervalul de timp de oxidare este optim

d 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametilendiamin-

enzimatica obfinute, activitatea enzimei in
- procesul de oxidare a fost reprezentata considerand modelu}-

S
= T ™
A,=4, e

6

&
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unde;:

oA 7 et

A, - activitatea enzimatici a probei oxidate proportionald cu densitatea optics a
f probei martor la lungimea de unda de 450 nm;
Ay - activitatea enzimatici a martorului, enzima PRH neoxidatd proportionalad cu
i densitatea optica a probei oxidats la lungimea de und& de 450 nm;

T12 - impul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei |3 50% fata de martor
(enzima neoxidata) - timp de injumétatire al activitatii enzimatice;

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

13

15

17

§
i Tabelul 2
§, Datele experimentale utilizate la calculul timpului de injuméttire al activitatii
f enzimatice a PRH
§ Timp de oxidare AJAy 2,303 log(Ay/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, rezultd c& T,,,, timpul mediu de oxidare care reduce activitatea enzimei la
50% faté 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 ci:

- se dizolva 25 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 50 mg N-hidroxisuccinimid si 100
mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)carbodiimidain 1 ml dimetilformamida la temperatura camerei,
timp de 3 h, rezultdnd un amestec de pesticid activat, care se introduce peste o solutie de
hexametilendiaming 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-
-hexametilendiamina;

- Se oxideaza 5 mg de peroxidaza cu 0,5 m| NalO,30 mg/ml timp de 30 min, iar apoi
se purificd prin cromatografie pe coloang Sephadex G25 pentru indepdrtarea agentului
oxidant, rezultdnd un eluat enzimatic care contine 4,5 ml enzima;

- amestecul format de eluatul enzimatic, continand 4,5 mg enzim3, se supune, timp
de 3 h, reactiei cu 200 I solutie de derivat 2,4-diclorofenoxiaceﬁc-hexametifendiaminé,
produsul 2,4-diclorofenoxiacetic-hexametiIendiamin-peroxidazé fiind apoi purificat prin cro-
matografie pe Sephadex G25, redus cu 200 Hl NaBH, 5 mg/mi si purificat din nou pe
Sephadex G25, solutia de marker enzimatic acid 2,4-diclorofenoxiacet-hexametilendiamin-
peroxidaza fiind, in final, amestecati cu glicerol in proportie volumica 1:1 (viV) si depozitata
la -20°C in vederea utilizarii in tehnica imunochimica.
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Extras din Legea nr. 64/1991

privind brevetele de inventie,

republicata in Monitorul Oficial al Romaniei,
Partea I, nr. 541 din 8 august 2007

ART. 30 (1) Brevetul de inventie este eliberat de
directorul general al OSIM, in temeiul hotararii de
acordare a acestuia. Pentru brevetul european,
OSIM certifica validitatea brevetului in Romania,
conform legii.

(2) Data eliberarii brevetului de inventie este data la
care mentiunea hotérarii de acordare este publicata
in Buletinul Oficial de Proprietate Industrial.

(3) Brevetele se Tnscriu in Registrul national al
brevetelor de inventie.

ART., 32 (1) Brevetul de inventie confera titularului
sau un drept exclusiv de exploatare a inventiei pe
intreaga sa durata.

(2) Este interzisa efectuarea fars consimtdmantul

(}titularului aurmatoarelor acte:

a) fabricarea, folosirea, oferirea spre vanzare,
vanzarea sau importul in vederea folosirii, oferirii
spre vanzare ori vanzarii, in cazul in care obiectul
brevetului este un produs:

b) utilizarea procedeului, precum si folosirea,
oferirea spre vanzare, vanzarea sau importul in
aceste scopuri al produsului obtinut direct prin
procedeul brevetat, In cazul in care obiectul
brevetului este un procedeu.

ART. 34 (1) Nu constituie ncalcarea drepturilor
prevézutelaart. 32 si 33.

a) folosirea inventiilor n constructia si Tn
functionarea vehiculelor terestre, aeriene, precum
si la bordul navelor sau la dispozitivele pentru
functionarea acestora, apartinand statelor membre

ale tratatelor si conventjilor internationale privind
.(i.nventiile,'la care Romania este parte, cand aceste
vehicule sau nave patrund pe teritoriul Romaniei,
temporar sau accidental, cu conditia ca aceasta
folosire sa se faca exclusiv pentru nevoile
vehiculelor sau navelor: '

b) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art. 32 alin. (2) de catre o persoani care a aplicat
obiectul brevetului de inventie sau cel al cererii de
brevet, asa cum a fost publicata, ori a luat masuri
efective si serioase in vederea producerii sau
folosirii lui cu buna-credinta pe teritoriul Romaniei,

independent de titularul acestuia, céat si Tnainte de |

constituirea unui depozit national reglementar
privind inventia sau inainte de data la care curge
termenul de prioritate recunoscuta; in acest caz,
inventia poate fi folositd in continuare de acea
persoana in volumul existent la data de depozit sau
a prioritatii recunoscute $i dreptul de folosire nu
poate fi transmis decat cu patrimoniul persoanei ori
cu o fractiune din patrimoniul afectat exploatarii
inventiei;

c) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la

necomercial; producerea sau, dupa caz, folosirea
inventiei exclusiv in cadru privat si Tn scop
necomercial;

d) comercializarea sau oferirea spre vanzare pe
teritoriul Uniunii Europene a acelor exemplare de
produs, obiect al inventiei, care au fost vandute
anterior de titularul de brevet ori cu acordul sau
expres;

e) folosirea In scopuri experimentale, exclusiv cu
caracter necomercial, a obiectului inventiei
brevetate;

f) folosirea cu buna-credintd sau luarea
masurilor efective si serioase de folosire a inventiei
de catre tertj in intervalul de timp dintre decéderea
din drepturi a titularului de brevet i revalidarea
brevetului. Tn acest caz, inventia poate fi folosits Tn
continuare de acea persoans in volumul existent la
data publicarii mentjunii revalidarii si dreptul la
folosire nu poate fi transmis decat cu patrimoniul
persoanei care utilizeazd inventia ori. Gl B
infractiune din patrimoniul care este afectat
exploatarii interventiei;

g) exploatarea de cétre tertj a inventiei sau a unei

parti a acesteia la a cirei protectie s-a renuntat.
(2) Orice persoana care, cu buné-credinta,
foloseste inventia sau a facut pregatiri efective si
serioase de folosire a inventiei, fard ca aceasta
folosire sa constituie o incalcare a cererii de brevet
sau a brevetului european in traducerea initiald,
poate, dupé ce traducerea corectats are efect, s&
continue folosirea inventjei in intreprinderea sa ori
pentru necesitdtile acesteia, fara plata si f&ra s3
depaseasca volumul existent la data |a care
traducereainitiald a avut efect.

ART. 43 (1) Procedurile efectuate de OSIM privind
cererile de brevet de inventie si brevetele de
inventie prevdzute de prezenta lege si de
regulamentul de aplicare a acesteia sunt supuse
taxelor, Tn cuantumurile si la termenele stabilite de
lege.

(2) Pe intreaga durata de valabilitate a brevetului de
inventie, titularul datoreazs anual taxe de
mentinere Tn vigoare a brevetului.

(3) Neplata acestor taxe atrage decdderea
titularului din drepturile decurgand din brevet.
Decaderea titularului din drepturi se inregistreazs
Tn Registrul national al brevetelor de inventie si se
publicd Tn Buletinul Oficial de Proprietate
Industrialad. Taxele de mentinere in vigoare pot fi
platite si anticipat, in conditiile prevdzute de
regulamentul de aplicare a prezentei legi, pentru o
perioada care nu poate depasi4 ani.

(4) Taxele datorate de persoane fizice sau juridice
strdine se nlatescinvalits in nantil AQIN




