Rezultate
Etapa I: Analize asupra metodologiei de lucru privind aplicatii in sinteza derivatilor steroidici si metode moderne de analiza structurala a acestora. Aplicatie pentru trenbolona

Data  predarii: 10.12. 2005
- S-a obtinut prin sinteza chimica produsul trenbolon-3-carboximetiloxima (Tren-3CMO) utilizand ca substante primare trenbolona si acidul oxiamino acetic. 
- Produsul a fost purificat prin cromatografie in strat subtire si analizat prin spectrofotometrie UV. 
- Analiza elementala a compusului Tren-3-CMO a fost efectuata prin combustie in atmosfera de O2 produsii de descompunere CO2 si H2O fiind masurati gravimetric. (Metoda de sinteza aplicata este similara celor descrise in literatura de specialitate in cazul compusului cu structura similara trenbolonei (testosteronului)).

- Produsul obtinut, trenbolon-3-carboximetiloxima, are puritatea 94,7 % si utilizat la obtinerea conjugatului imunogen prin cuplare la albumina serica de bovina.
Etapa II: Analize asupra metodologiei de lucru privind aplicatii in sinteza derivatilor steroidici cat si metode moderne de analiza structurala a acestora. Aplicatie  pentru nandrolona

Data predarii: 01.03. 2006

- S-a obtinut prin sinteza chimica produsul nandrolon-3-carboximetiloxima (Nand-3CMO) utilizand ca substante primare nandrolona si acidul oxiamino acetic. 
- Produsul a fost purificat prin cromatografie in strat subtire si analizat prin spectrofotometrie UV. 
- Analiza elementala a compusului Nand-3-CMO a fost efectuata prin combustie in atmosfera de O2 produsii de descompunere CO2 si H2O fiind masurati gravimetric. 
- Produsul obtinut, nandrolon-3-carboximetiloxima, are puritatea de 98,2 % si utilizat la obtinerea conjugatului imunogen prin cuplare la albumina serica de bovina.

Etapa III: Metode de analiza utilizate in caracterizarea structurala a proteinelor, sinteza de conjugate imunogene steroid-proteina

Data predarii: 25.06. 2006

-Cuplarea derivatilor carboxi ai trenbolonei si nandrolonei de albumina serica de bovina si obtinerea conjugatelor imunogene Trenbolon-3-carboximetil-oxim-albumina serica de bovina si Nandrolon-3-carboxi-metiloxima-albumina serica de bovina, prin metoda anhidridei mixte prin utilizarea carbodiamidei si N-hidroxisuccinimidei in mediu de dimetilformamida. 

- Purificarea prin dializa a celor doi compusi rezultati si cromatografie pe coloana de Sephadex. 

- Caracterizarea din punct de vedere spectral a Trenbolon-3-carboximetil-oxim-albumina serica de bovina si Nandrolon-3-carboxi-metiloxima-albumina serica de bovina in vederea determinarii numarului de reziduuri steroidice cuplate pe molecula de proteina. In conditiile experimentale date numarul mediu de reziduuri steroidice cuplate la molecula de albumina de bovina a fost de N= 13,2 in cazul trenbolonei si 11,8 in cazul nandrolonei.

- Conjugatele imunogene sintetizate au fost utilizate la imunizarea animalelor (iepuri rasa Chinchilla) pentru obtinerea anticorpilor antitrenbolona si antinandrolona.

Etapa IV: Markeri enzimatici si radioactivi utilizati in tehnicile imunochimice

Data predarii: 20.11. 2006

-Markerii enzimatici Trenbolona-3-carboximetiloxim-fosfataza alcalina au fost obtinuti prin derivatizarea trenbolonei si nandrolonei cu acidul aminooxiacetic in vederea obtinerii derivatilor carboxi ai celor doua substrate, apoi purificati prin cromatografie pe coloana de sephadex G50 si determinarea activitatii enzimatice a markerilor in reactia cu substratul omolog, p-nitrofenilfosfat.
-S-au obtinut markerii radioactivi Nandrolona-3H si Trenbolona-3H si purificati prin cromatografie in strat subtire pe silicagel GF254. 

-In analiza prezentei anticorpilor antinandrolona si antitrenbolona au fost utilizati markerii Test-3H in cazul nandrolonei, trenbolon-3CMO-fosfataza alcalina in cazul trenbolonei si 6 antiseruri obtinute dupa imunizare. A fost evidentiata prezenta celor 2 anticorpi in concentratii diferite la probele studiate.
Etapa V: Studiu privind caracterizarea markerilor radioactivi si de cinetica a sistemului anticorp-antigen

Data predarii: 25.02. 2007

-S-au efectuat studii privind caracterizarea markerilor cu 3H ai steroizilor nandrolona, trenbolona si testosteron. 

-In vederea studierii interactiei antigen anticorp cat si a cineticii de reactie a fost ales ca model experimental sistemul anticorp antinandrolona-testosteron-3H. Cele doua componente ale sistemului experimental ales au prezentat caracteristici superioare privind afinitatea respectiv aviditatea (energia de legatura) datorita asemanarii structurale a nandrolonei cu cea a testosteronului cat si a activitatii specifice mari in cazul  testosteron-3H de 1871 GBq/mmol si mica in cazul nandrolonei de 244 GBq/mmol. 

Pentru sistemul experimental ales au fost calculati parametrii cinetici si anume: 


-constanta de viteza de formare a complexului imun, 
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=1,4*105 l/mol*min;


-constanta de disociere (formare) a complexului imun, K-1=0,3115/min;  


-constanta de echilibru (constanta de afinitate), K=1,1*106 l/mol;


-aviditatea sistemului studiat, ΔG = -34,107 kJ. 

-S-au studiat curbele RIA pentru modelul experimental  care arata formarea complexului imun in prezenta celor trei steroizi introdusi in sistemul de reactie: nandrolona, testosteron si trenbolona.
Etapa VI: Faze solide utilizate in obtinerea imunosorbentilor

Data predarii: 25.07. 2007

-S-a determinat experimental titrul (dilutia anticorpului dintr-un volum dat de reactie ce poate lega 50% din 1 ng de steroid) si constanta de afinitate a anticorpilor antinandrolona si antitrenbolona: antiserul antinandrolona a avut titrul 1:800 iar in cazul trenbolonei, antiserul antitrenbolona a prezentat un titru de 1:100 prin tehnica ELISA. Datorita titrului mare a antiserului antinandrolona, acesta a fost utilizat in modelul experimental pentru estimarea constantei de afinitate (gradul de recunoastere a anticorpului si antigenului) determinata prin tehnica RIA.

-Au fost efectuate masuratori ale constantei de afinitate in conditii diferite, un experiment in care concentratia antigenului a fost mentinuta constanta iar concentratia anticorpului variabila si un experiment in care concentratia anticorpului este constanta iar concentratia antigenului din reactia RIA este variabila. Constanta de afinitate calculata prin ambele experimente a fost in primul caz K=2,2*107 l/mol si in al doilea caz  K=2,04*107 l/mol. Aceste valori fiind aproximativ egale, se pot utiliza ambele modele experimentale in determinarea acestei constante.

-S-au obtinut imunosorbentii (faze solide acoperite cu componente moleculare ale sistemului imun anticorp sau antigen) care sunt utilizati in tehnica ELISA. In acest caz au fost luate in studiu doua faze solide, o faza solida tip polimer si anume polistirenul utilizat pe scara larga in tehnica ELISA si sticla neutra datorita posibilitatii acesteia de a fi activata cu compusi organici aminati ai trietoxisilanului in vederea cuplajului covalent al componentei sistemului imun la faza solida. 

-Cantitatea de anticorp cuplat la faza solida a fost determinata utilizand metoda de fixare a fosfatazei alcaline, enzima utilizata in obtinerea markerilor enzimatici nadrolon-enzima si trenbolon-enzima. Densitatea proteica de suprafata pentru cei 2 imunosorbenti a fost 0,3 µg/cm2   in cazul polistirenului si 0,55 µg/cm2 in cazul imunosorbentului pe baza de sticla.

-In vederea determinarii prin tehnicile imunochimice RIA sau ELISA a steroizilor nandrolona si trenbolona a fost necesara separarea preliminara a acestora din probe biologice utilizand in acest scop extractia cu solventi organici adecvati acestui scop. Coeficientul de extractie pentru nandrolona a fost C=73,5% iar pentru trenbolona 71,6%. Acesti coeficienti au fost folositi ca factori de corectie ai masuratorilor experimentale ale probelor biologice contaminate cu nandrolona si trenbolona.

Etapa VII: Tehnici imunochimice tip ELISA si RIA utilizate in studiul analizei de contaminanti chimici din probe biologice

Data predarii: 15.12. 2007
-Au fost stabilite procedurile de obtinere a reactivilor auxiliari: ser antrenor liber de steroizi, solutii standard de nadrolona si trenbolona la diferite concentratii, agent de precipitare a complexului imun (in tehnica RIA), tampoane de lucru, etc.

-La elaborarea tehnicii RIA au fost determinate conditiile si parametrii optimi de lucru, stabilirea reactivilor constituenti, succesiunea operatiilor, modul de lucru in tehnica RIA, modalitatile de calcul al rezultatelor si reprezentarea curbelor RIA.

-La elaborarea tehnicii ELISA au fost determinate conditiile optime de realizare a tehnicii, obtinerea imunosorbentilor faza solida-anticorp sau antigen, componenti de reactie a tehnicii ELISA, modul de lucru cu succesiunea operatiilor, modalitati de calcul a rezultatelor si reprezentarea curbelor ELISA.

-Au fost efectuate studii de cinetica de suprafata a sistemului anticorp marcat enzimatic-imunosorbent (antigenul cuplat la faza solida) in prezenta antigenului nemarcat liber in scopul evaluarii unor parametri ca viteze de reactie, constante de afinitate, parametri ce sunt caracterisitici ale sistemul ELISA.

Etapa VIII: Validarea tehnicii ELISA pe probe standard si pe probe necunoscute 

Data predarii: 30.09. 2008

-S-au efectuat protocoalele privind tehnica ELISA de dozare a nandrolonei si trenbolonei, succesiunea operatiilor, efectuarea curbelor ELISA standard de dozare si modalitatile de reprezentare ale acestora: normala, semilogaritmica si logit-log.

-S-au efectuat masuratori de nandrolona si trenbolona prin tehnica ELISA stabilita in probe biologice (muschi de vita) contaminate cu cei doi steroizi nandrolona si trenbolona.

-S-au masurat prin tehnica ELISA coeficientii de extractie ai nandrolonei si trenbolonei din probe biologice: R=(81±7) % pentru nandrolona si R=(78±8) % pentru trenbolona.
-Acuratetea (regasirea) masuratorilor in tehnicile ELISA pentru nandrolona si trenbolona din probe biologice a fost determinata utilizand ca substante de referinta solutii standard calibrate de concentratie steroidica cunoscuta. Acuratetea gasita pentru nandrolona a fost (85±17) % si pentru nandrolona a fost (76±20) % pentru un interval de incredere de 99,8%.

-Precizia masuratorilor in tehnica ELISA a fost stabilita in functie de deviatiile standard masurate si s-a considerat nivelul de precizie 
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-A fost determinata sensibilitatea metodei ELISA pentru dozarea nandrolonei si nandrolonei sunt intre 0,1-0,5 ng/ml .

-A fost determinata specificitatea (reactii incrucisate cu alti steroizi) in cazul tehnicii ELISA pentru dozarea nandrolonei si trenbolonei fata de progesteron si testosteron 

-Tehnica  ELISA pentru dozarea nandrolonei si trenbolonei din probe biologice stabilita a fost intercomparata cu tehnica HPLC (Cromatografie in lichide la presiune mare), GC-MS (cromatografie in gaz cu spectrometrie de masa) si LC-MS ( cromatografie in lichide cu spectrometrie de masa). Validarea tehnicii a fost realizata prin utilizarea extractelor de proba biologica contaminata cu nandrolona si trenbolona de concentratie cunoscuta. 

CONCLUZII FINALE

Ca urmare a derularii activitatilor din cadrul proiectului au rezultat urmatoarele:
1. Noua procedee de obtinere si caracterizare fizico-chimica a:

- compusilor derivati carboxi steroidici:

1. Nandrolon-3-carboximetiloxima;

2. Trenbolon-3-carboximetiloxima;

-conjugate imunogene:


3. Nandrolon-3-carboximetiloxima-albumina serica de bovina;


4. Trenbolon-3-carboximetiloxima-albumina serica de bovina;


5. Nandrolon-3-carboximetiloxima-hemocianina;


6. Trenbolon-3-carboximetiloxima-hemocianina;

-markeri enzimatici si radioactivi:


7. Trenbolon- 3-carboximetiloxima-fosfataza alcalina;


8. Nandrolon-3H;


9. Nandrolon-3-carboximetiloxima-fosfataza alcalina;

2. Sase procedee de obtinere a imunosorbentilor pe baza de polistiren sau sticla neutra:


- imunosorbenti pe baza de sticla tip antigen cuplat covalent la faza solida:



1. imunosorbent pentru nadrolona;



2. imunosorbent pentru trenbolona;


-imunosorbenti pe baza de sticla tip faza solida-anticorp:



1. imunosorbent pentru anticorp antinandrolona;



2. imunosorbent pentru anticorp antitrenbolona;


-imunosorbenti pe baza de polistiren tip antigen cuplat covalent la suprafete de polistiren:



1. imunosorbent polistiren-nandrolona;



2. imunosorbent polistiren-trenbolona.
3. Doua procedee de obtinere a anticorpilor antinandrolona si antitrenbolona.
4. Patru studii de cinetica:

1. studii de cinetica enzimatica, variatia vitezei de reactie enzimatica functie de concentratia substratului pentru sistemul nandrolon-3-carboximetiloxima-fosfataza alcalina-p-nitrofenilfosfat, stabilitatea temporala a compusului nandrolon-fosfataza alcalina;


2. studii de cinetica a sistemului imunosorbent-antigen, cinetica de suprafata, cinetica de echilibru a sistemului imunosorbent-nandrolona-anticorpi antinandrolona-fosfataza alacalina in prezenta antigenului liber (nandrolona), fractii de acoperire, constanta de echilibru;


3. cinetica sistemului anticorp antigen pentru sistemele anticorp antinandrolona-nandrolona, constantele cinetice ale sistemului, vitezele de formare si disociere a complexului imun, constantele de echilibru a sistemului;


4.cinetica sistemului anticorp antigen pentru sistemele anticorp antitrenbolona-trenbolona, constantele cinetice ale sistemului, vitezele de formare si disociere a complexului imun, constantele de echilibru a sistemului, evolutia temporara a reactiei imune pentru sistemul anticorp antinandrolona nandrolona;
5. Doua studii privind caracterizarea imunologica, titrul, constantele de afinitate, reactia cu antigenul omolog, caracterizare fizico-chimica a conjugatelor imunogene nandrolon-3-carboximetiloxima-albumina serica de bovina, metoda diferentelor spectrale, calculul numarului de reziduuri steroidice necuplate la molecule de proteine, date spectrale si de structura a compusilor nandrolon-3-carboximetiloxima si trenbolona;

6. Doua procedee privind stabilirea tehnicii ELISA de dozare a nandrolonei si trenbolonei:


-modalitati de reprezentare a curbelor standard in tehnica ELISA de dozare a nandrolonei si trenbolonei;


-stabilirea parametrilor calitativi ai tehnicii ELISA de dozare a nandrolonei si trenbolonei: specificitatea, sensibilitatea, precizia si acuratetea;


-validarea pe probe biologice si intercompararea rezultatelor ELISA cu tehnicile HPLC (Cromatografie in lichide la presiune mare), GC-MS (cromatografie in gaz cu spectrometrie de masa) si LC-MS ( cromatografie in lichide cu spectrometrie de masa). 
O parte din noii compusi sintetizati au fost inaintati spre brevetare nationala sub forma a trei cereri de brevet:

1. Dorobantu I., Harangus L., Corol D.I. ‘’ Procedeu de obtinere a markerului enzimatic Nandrolon-3-carboximetiloxim-Albumina serica de bovina-fosfataza alcalina (nand-3CMO-ASB-FA)’’, OSIM A/00024-18.01.2007

2. Dorobantu I., Harangus L., Corol D.I. ‘’Procedeu de obtinere de imunosorbenti sferici bioxid de siliciu-3-carboximetiloxim-Nandrolona’’ OSIM A/00025-18.01.2007 

3. Dorobantu I., Harangus L., “Procedeu de obtinere a imunosorbentului Trenbolon-3-Carboximetiloxim-Ovalbumin-Carboximetil-Celuloza (Tren-3-CMO-OVA-CM-celuloza)”, OSIM A/00881/19.12.2007
Aspectele teoretice ale cineticii sistemului binar: anticorp-antigen au fost publicate in lucrarea: Synthesis and characterization of the enzymatic marker Nandrolone-3-carboxymethyloxime-alkaline phosphatase to be used in ELISA technique for assays of nandrolone from biological samples, I.Dorobantu, M.Radu, Livia Harangus, Delia Irina Corol, Rom. J. Biophys. 2007 17(1); 45-54;

A fost prezentat un poster la Conferinta nationala de Fizica cu subiectul: Kinetics of antitrenbolone antibody-trenbolone system in ELISA technique, Livia Harangus, I. Dorobantu, 10-13 septembrie 2008, Magurele-Bucuresti.
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