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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui marker utilizat in tehnica
imunochimica, in fazd omogend, pentru dozarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic in
probe biologice si de mediu.

In prezent sunt cunosculi markeri enzimatici realizati prin cuplarea directd a
pesticidului activat cu carbodiimida, utilizand enzime ca fosfataza alcaling, sau indirectd, ca
peroxidaza, printr-o legare covalentd la o diamina ce formeaza o legatur intre pesticid si
proteina (enzima). Markerii enzimatici obtinuti si utilizati In tehnicile imunochimice de dozare
au mase moleculare mari si, in consecinta, prezinta o cinetica de reactie lenta in reactie cu
anticorpul antipesticid.

Problema tehnica pe care rezolva inventia este de a furniza un marker care s poatg
fi utilizat in tehnica imunochimica, in faza omogena, pentru dozarea pesticidului acid 2,4-
diclorofenoxiacetic, in probe biologice si de mediu, $i care s asigure un timp cat mai scurt
de analiza a probei.

Procedeul de obtinere a markerului biotinic acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-
amido bioting, conform inventiei, consta in aceea c&:

- se dizolva 5 mg biotin-NHS in 1 ml dimetilsulfoxid, iar solutia rezultata se adauga
picaturd cu picaturd, sub agitare, la 4 mi solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan dizolvat in
tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6, se lasa s3 reactioneze timp de 3 h la
temperatura camerei, pentru cuplarea diaminei la biotin&, cu formarea derivatului biotin-
amidopropilenamina, care este purificat pe coloana de Sephadex G-10, avand ca eluent
tamponul carbonat de sodiu 50 mM, pH=96;

- se dizolva 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-hidroxisuccinimida si 30 mg
1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 mi dimetilformamida, timp de 3 h, la temperatura
camerei, rezuitand un amestec de pesticid activat;

- se amesteca 2 ml din fractiunea ce contine derivatul biotin-amidopropilenamina cu
0,5 ml solutie de pesticid activat, $i se lasé s reactioneze sub agitare la temperatura
camerei, timp de 3 h, iar produsul acid 2 4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina obtinut
este separat pe coloand de Sephadex G-10, avand ca solvent de elutie tampon fosfat
10mM, pH =72, si, in final, este purificat prin cromatografie in strat subtire pe silicagel G,
extractie cu alcool etilic si centrifugare la 1500 x g timp de 10 min, si depozitat la -20°C, in
vederea utilizérii acestuia in tehnica imunochimica de dozare a pesticidului acid 2,4-
diclorofenoxiacetic.

Avantajul produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina, avand masa
moleculara micé, este acela ¢4 in reactia imuna dintre pesticidul ce urmeaza a fi determinat
$i anticorpul omolog (anticorpul anti 2,4-D) prezinta o cinetica rapida, un timp scurt pentru
atingerea echilibrului chimic dintre componente fatad de markerii enzimatici sus mentionati
$i, in consecinta, un timp scurt de analiza a probei.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 5 mg de biotin-NHS, dizolvata in
1 mi dimetilsulfoxid (DMSO), este introdusa picatura cu picatura, sub agitare continua, peste
4 ml solutie de 1,3-diaminopropan 150 mg dizolvata in tampon carbonat de sodiu 50 mM,
pH = 9,6. Amestecul sub agitare este lasat s& reactioneze timp de 3 h, iar produsul biotin-
propilen amina se separa prin cromatografie pe coloana de Sephadex G-10 (H = 30 cm,
® =1 cm), avand ca eluent solutia de tampon carbonat 50 mM, pH = 9,6. Produsul biotin-

__propilen amina este utilizat la cuplare cu pesticidul acid 2,4-diclorofenoxiacetic activat-cy————

carbodiimidéa si N-hidroxisuccinimida. Pentru activarea pesticidului, se dizolva intr-un volum
de 1 ml de dimetil formamida (DMF) 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-
hidroxisuccinimida si 30 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida, $i se agitd 3 h, in
vederea activarii grupérii carboxi a pesticidului. in final 0,5 m! de solutie de pesticid activat
in DMF se adauga picatura cu picatura, sub agitare, la 2 mi solutie de biotin-propilen amina.
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Amestecul se lasa timp de 3 h sub agitare la temperatura camerei, iar produsul obfinut, acid
2 4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina, se separa prin cromatografie pe coloana de
Sephadex G10, iar fractiunea ce contine produsul este purificatd pe cromatografie in strat
subtire de silicagel G avand ca eluent amestecul benzemacetona 3:1 (V/V). Pudra de
silicagel G care contine produsul se extrage cu alcool etilic, iar silicagelul este inlaturat prin
centrifugare la 1500 xg, timp de 10 min. Produsul acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido
biotina in alcool etilic se depoziteaza la -20°C, in vederea utilizérii acestuia in tehnica
imunochimica de dozare a pesticidului acid 2 ,4-diclorofenoxiacetic. Procedeul de obtinere
a markerului cu biotina consté in 6 etape, E1+ES.

E1) Activarea pesticidului acidului 2 4-diclorofenoxiacetic cu  1-etii-3{-3"-
diaminopropil)-carbodiimidé

O solutie de 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4-D), 10 mg N-hidroxisuccinimida
(NHS) si 30 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetilformamida, si se agita
3 h, in vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului.

E2) Cuplarea bictinei-NHS cu 1,3-diaminopropan

5 mg biotin-NHS se dizolva in 1 ml dimetilsulfoxid (DMSQ), iar solutia obtinuta se
introduce picatura cu picatura, sub agitare, peste 4 ml solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan
dizolvat in tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6 iar reactia de cuplare se desfagoara
pe o durata de 3 h, ia temperatura camerei.

E3) Purificarea derivatului biotin-amidopropilen aminé

Amestecul de reactie obtinut in etapa 2 este cromatografiat pe coloana de Sephadex
G-10 (H =30 cm, ® = 1 cm), avand ca eluent tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6.

E4) Reactie de cuplare a pesticidului activat (E1) la biotin-amidopropilen amind

0,5 mi solutie de pesticid activat, obtinut in etapa 1, este introdusa picatura cu
picaturd sub agitare peste 2 ml solutie de biotin-propilen amina obtinut in etapa 3. Reaciia
de cuplare a pesticidului la biotin-propilen amina se desfasoara pe o pericada de 3 h, la
temperatura camerei.

E5) Separarea produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotind pe
Sephadex G-10

Amestecul de reactie rezultat in etapa 4 este cromatografiat pe coloana de Sephadex
G-10, iar eluentul este tampon fosfat de sodiu 10 mM, pH =7,2.

E8) Purificarea compusului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotind

Fractiunea ce contine produsul acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina,
rezultatin etapa 5, este cromatografiat pe cromatografie in strat subtire de silicagel G, avéand
ca eluent amestecul benzen:acetona 3:1 (V/V). Dupéa uscarea placii, pudra din zona ce
contine produsul este extrasa cu alcool etilic, iar silicagelul este indepartat prin centrifugare
la 1500 x g, timp de 10 min. Produsul purificat se depoziteaza in alcool etilic la temperatura
de -20°C, in vederea utilizarii.
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E1. Activarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic cu 1-etil-3(3'-diaminopropil)-

carbodiimida
R-NH-C=N-R'
& Cl !
4 R-N=C=N-R' =0
-0-CH-C-OH = H.,
1-etil-3(3'-diaminopropil) -
-carbodiimida
acid 2,4-diclorofenoxiacetic t
2,4-D)
!
R-NH-C=N-R’

)
+ OH
H; >NO al
. cz@-o-emcoo—«<

R- NH' -NH-R'
(uree substituita) acid 2 4-diclorofenoxiacetic -N-hidroxisuccinimida
Pesticid activ

E2. Cuplarea biotinei-NHS cu 1,3-diaminopropan

H
g + HN-(CH,) -NH,
(CHy+C-O-N TY . ﬁ)
' e CH ) g C - NHACH 3 -NH
Biotinu-NHS 1,3-diaminopropan

Derivat biotin-amidopropilen amina

E3. Purificarea derivatului biotin-amidopropilen amina

H WH
f Purificare pe g}
—(CH ) #-C-NH-(CH3);-NH, Sephadex G-10 —(CH ) C-NH-(CHy);-NH;
Derivat biotin-amidopropilen amina Derivat biotin-amidopropiten amina pur
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E4. Reactia de cuplare a pesticidului activat (E1) la biotin-amidopropilen amina 1
H NH 8
Cl
g 0-CH»COO-N; 5
—(CH +C-NH-(CHY-NH, 4 ¢ DA
! 7
Derivat biotin-amidopropilen amina Acid 2,4-diclorafenoxiacetic-NHS
(Solutie in carbonat de sodiu 50 mM (solutie in dimetil formamida) g
pHY,6)
11
¢ 13
H NH
15
——(CHZ)J-E—NH‘(CH 2)3-NH-C0-CH2~O®C1 17
acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina 19
21
E5. Separarea produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido bioting pe
Sephadex G10 23
acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina 25
27
Separare produs pe
Sephadex G-10
29
acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina 31
; 33
E6. Purificarea compusului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina 35
37
acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina 39
41
Purificare pe
Silicagel G,
extractie-in alcool etilic - 43
/
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acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina
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Revendicare

Procedeu de obtinere a markerului biotinic acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropi!en-
amido biotin, caracterizat prin aceea ci:

- se dizolva 5 mg biotin-NHS in 1ml dimetilsulfoxid, iar solutia rezultats se adauga
picatura cu picatura, sub agitare, la 4 ml solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan dizolvat in
tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9.6, se las3 s3 reactioneze timp de 3 h |a
temperatura camerei, pentru Cuplarea diaminei la bioting, cu formarea derivatului biotin-
amidopropilen-aming, care este purificat pe coloana de Sephadex G-1 0, avand ca eluent
tamponul carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6;

- se dizolva 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-hidroxisuccinimidé si 30 mg
1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 mi dimetilformamida, timp de 3h, la temperatura
camerei, rezultdnd un amestec de pesticid activat:

- se amesteca 2 ml din fractiunea ce contine derivatul biotin-amidopropilen-amina cu
0,5 ml solutie de pesticid activat, si se lasd sa reactioneze sub agitare la temperatura
camerei, timp de 3 h, iar produsul acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido bioting obtinut
este separat pe coloang de Sephadex G-10, avand ca solvent de elutie tampon fosfat
10mM, pH =72, si, in final, este purificat prin cromatografie in strat subtire pe silicagel G,
extractie cu alcool etilic si centrifugare la 1500 x g, timp de 10 min, si depozitat la -20°C, in
vederea utilizarii acestuia in tehnica imunochimicd de dozare a pesticidului acid
2. 4-diclorofenoxiacetic.

Editare si tehnoredactare computerizati - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 334/2018




Extras din Legea nr. 64/1991 privind brevetele de inventie,
republicata in Monitorul Oficial al Roméaniei,
Partea [, nr. 613 din 19 august 2014

ART. 29 (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 hotararii de acordare este publicata
in Buletinul Oficial de Proprietate Industrial.

(3) Brevetele se Inscriu in Registrul national al
brevetelor de inventiie.

ART. 31 (1) Brevetul de inventie confera titularului
sau un drept exclusiv de exploatare a inventiei pe
intreaga sa durata.

(2) Este interzis& efectuarea fard consimtamantul
titularului a urmatoarelor 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 obfinut direct prin
procedeul brevetat, in cazul In care obiectul
brevetului este un procedeu.

ART. 33 (1) Nu constituie incalcarea drepturilor
prevazutelaart. 31si32

a) folosirea inventiilor In constructia si in
functionarea vehiculelor terestre, aeriene, precum
si la bordul navelor sau la dispozitivele pentru
functionarea acestora, apartinand statelor membre
ale tratatelor si conventiilor internationale privind
inventiile, la care Roméania este parte, cand aceste
vehicule sau nave patrund pe teritoriul Romaniei,
temporar sau accidental, cu condilia ca aceasta
folosire sa se facd exclusiv pentru nevoile
vehiculelor sau navelor;

b) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art. 31 alin. (2) de catre o persoana care a aplicat
obiectul brevetului de inventie sau cel al cererii de
brevet, aga cum a fost publicata, ori a luat masuri
efective si serioase in vederea producerii sau
folosirii lui cu buna-credinta pe teritoriul Roméaniei,
independent de titularul acestuia, céat si inainte de
constituirea..unui.depozit. national..reglementar
privind inventia sau nainte 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 gi dreptul de folosire nu
poate fi transmis decat cu patrimoniul persoanei ori
cu o fractiune din patrimoniul afectat exploatarii
inveniiei;

¢) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art. 31 alin. (2) exclusiv in cadru privat si in scop

necomercial; producerea sau, dupa caz, folosirea
inventiei exclusiv In cadru privat si In 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 sericase de folosire a inventiei
de catre terti n intervalul de timp dintre decaderea
din drepturi a titularului de brevet si revalidarea
brevetului. In acest caz, inventia poate fi folosita in
continuare de acea persoana n volumul existent la
data publicarii mentiunii revalidarii si dreptul la
folosire nu poate fi transmis decéat cu patrimoniul
persoanei care utilizeaza inventia ori cu o
infractiune din patrimoniul care este afectat
exploatarii interventiei;

g) exploatarea de catre terii ainventiei sau a unei

parti a acesteiala a carei protectie s-a renuntat.
(2) Orice persoana care, cu buna-credinta,
foloseste inventia sau a facut pregatiri efective si
serioase de folosire a inventiei, fard ca aceastd
folosire s& constituie o incalcare a cererii de brevet
sau a brevetului european in traducerea initiala,
poate, dupa ce traducerea corectatd are efect, sa
continue folosirea inventiei in intreprinderea sa ori
pentru necesitatile acesteia, fara plata si fara sa
depdseasca volumul existent la data la care
traducerea initiald a avut efect.

ART. 40 (1) Procedurile efectuate de OSIM privind
cererile de brevet de inveniie si brevetele de
inventie prevazute de prezenta lege si de
regulamentul de aplicare a acesteia sunt supuse
taxelor, Tn cuantumurile si la termenele stabilite de
lege.

(2) Peintreaga durata de valabilitate a brevetului de
inventie, titularul datoreaza anual taxe de
mentinere In vigoare a brevetului.

(3) Neplata acestor taxe atrage decaderea

-fitularului-din- drepturile - decurgédnd--din-brevet.

Decaderea titularului din drepturi se inregistreaza
in Registrul national al brevetelor de inventie si se
publica Tn Buletinul Oficial de Proprietate
Industriala. Taxele de mentinere in vigoare pot fi
platite si anticipat, In conditile prevazute de
regulamentul de aplicare a prezentei legi, pentru o
perioada care nu poate depési 4 ani,

(4) Taxele datorate de persoane fizice sau juridice
straine se platescin valuta, in contul OSIM.




