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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nanoczastki hybrydowe wigzgce przeciwciata, sposob ich wytwarza-
nia oraz zastosowanie do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2 w celach diagnostycz-
nych, do izolacji przeciwciat z osocza lub surowicy.

Znane sg mikroczgstki magnetyczne, wykorzystywane do wigzania biatek poprzez sekwencje hi-
stydyn. Sg to rozwigzania dostepne komercyjnie, ktérych sposoby otrzymywania nie sg powszechnie
dostepne. Rozwigzania te stanowig jeden z elementéow sktadowych wynalazku — magnetyczny rdzen.
Dodatkowo, kluczowg przewaga nad rozwigzaniami konkurencyjnymi, jest rozmiar rdzenia, ktéry zacho-
wuje petng funkcjonalno$¢ magnetyczna, przy zwiekszonym polu powierzchni w przeliczeniu na jego
mase.

Zadaniem magnetycznego rdzenia jest zapewnienie rusztowania dla poszczegdélnych funkcjona-
lizacji, a ostatecznie biatka wirusowego RBD. Dodatkowo, nadaje on istotng funkcjonalnos¢, ktérg jest
mozliwo$¢ magnetycznej separacji zarowno na etapie produkcji nanoczastki, jak i jej wykorzystania do
selektywnego wigzania specyficznych przeciwciat. Rdzen wykonany moze by¢ z pierwiastkéw magne-
tycznych, ich tlenkéw lub stopdw, takich jak np.: Fe, Co, Ni, Fe3Oa, y-Fe203, CoFe204, FeCo, SmCo,
czy NdFeB, opisanych nastepujacej publikacji [1]. W roli rdzenia wykorzystane mogg by¢ nanoczgstki
o Srednicy w przedziale 1 — 100 nm, lub mikroczgstki o $rednicy w przedziale >100 nm — 1 um.
W niniejszym wynalazku, w roli magnetycznego rdzenia zastosowano superparamagnetyczne nano-
czastki tlenku zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide nanoparticles — SPIONs) o $rednicy 15 nm,
ktére sg powszechnie znane i szeroko opisywane w literaturze. Do ich syntezy wykorzystano metode
termicznej dekompozycji prekursora — acaetyloacetonianu zelaza (Il) w obecnosci kwasu oleinowego
jako surfaktantu. Przyktadowe sposoby otrzymywania nanoczgstek tlenku zelaza zostaty opisane w ni-
niejszych pozycjach literaturowych [2—5]. O wyborze materiatu rdzenia zadecydowalty niskie koszty oraz
tatwos¢ syntezy, nietoksycznos$c¢ i szeroka gama mozliwych funkcjonalizaciji powierzchni. Rozmiar rdze-
nia zostat dobrany ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ koloidalng, superparamagnetyczne witasciwosci
(obserwowane jedynie do ok. 25 nm $rednicy nanoczastek tlenku zelaza) oraz optymalny rozmiar
w stosunku do biatka RBD.

Powioka z ligandu chelatujgcego. Bezposrednio po syntezie, nanoczastki posiadajg na po-
wierzchni reszty kwasu oleinowego, przez co sg hydrofobowe. Na tym etapie przeprowadzana jest wy-
miana ligandu z kwasu oleinowego na ligand chelatujgcy, w tym przypadku kwas nitrylotréjoctowy (NTA)
(PubChem ID: 57652424) lub kwas NgNgBis(karboksymetyl)-L-lizynowy (NTA-L) (PubChem ID:
57647179). Podstawowym zadaniem ligandu chelatujgcego jest zwigzanie jondéw Ni?*. Poza wymienio-
nymi zwigzkami, do tego celu wykorzystany moze by¢ réwniez kwas iminodioctowy (IDA), lub inne po-
chodne wymienionych zwigzkéw. Protokdt funkcjonalizacji zostat opracowany na podstawie podanej
publikacji, jednakze zostat zmodyfikowany i zoptymalizowany [6]. Wtadciwosci chelatujgce NTA i NTA-
L zostaty opisane w nastepujgcych pozycjach literaturowych [7, 8]. Rolg powtoki z ligandu chelatujgcego
jest nadanie wtasciwosci hydrofilowych oraz zwigzanie jonéw Ni2*, stanowigcych tgcznik pomiedzy na-
noczgstka, a sekwencjg HisTag.

HisTag jest to sekwencja szesciu histydyn, zdolna do chelatowego wigzania jonéw Ni*. W inzy-
nierii biatek jest ona czesto wykorzystywana w procesie oczyszczania. Sekwencja HisTag moze by¢
wprowadzona zaréwno na koncu C jak i N sekwencji biatka. Szczegdtowy opis tego rozwigzania znaj-
duje sie w pozycjach [9-11].

Biatko RBD (ang. Receptor Binding Domain) jest cze$cig biatka szpicowego S (ang. Spike pro-
tein) wirusa SARS-CoV-2, odpowiedzialng za wigzanie do powierzchniowego receptora ACE2. Pro-
ces wigzania domeny RBD do receptora ACE2 jest niezbedny do wnikniecia wirusa do wnetrza ko-
morki. Dlatego tez domena RBD stanowi kluczowe miejsce wigzania przeciwciat anty-SARS-CoV-2,
ktére uniemozliwiajg wnikanie wirusa do komarki [12, 13]. Wynalazek wykorzystuje natywng sekwen-
cje biatka RBD, zmodyfikowang jedynie o HisTag. Tego typu podejScie jest szeroko stosowane
w inzynierii biatek.

Celem wynalazku jest specyficzne, efektywne i ekonomiczne wigzanie przeciwciat anty-SARS-
-CoV-2 z osocza oraz surowicy zaréwno ludzkiej jak i zwierzece;j.

Istotg wynalazku sg nanoczastki hybrydowe wigzgce przeciwciata, ktére sktadajg sie z magne-
tycznego rdzenia wykonanego z pierwiastkdw magnetycznych, ich tlenkéw lub stopéw, takich jak Fe
albo Co, albo Ni, albo Fes3Oa4, albo y-Fe203, albo CoFe204, albo FeCo, albo SmCo, albo NdFeB o $red-
nicy w zakresie 1 — 100 nm, lub mikroczgstki o srednicy w przedziale >100 nm — 1 um, z hydrofilowg
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powtokg chelatujgca jony niklu Ni2*, zwigzang elektrostatycznie z powierzchnig rdzenia poprzez jony
tetrafluoroboranowe BF4, wykonang z kwasu nitrylotréjoctowego (NTA) albo kwasu Ne,Ne-Bis(karbo-
ksymetyl)-L-lizynowego, albo kwasu iminodioctowy (IDA) albo ich pochodnych, ktére z kolei potgczone
sg z ptaszczem biatkowym poprzez sekwencje histydyn majgce wiasciwosci chelatowego wigzania jo-
néw niklu Ni2*, inkorporowanych wewngtrz powtoki chelatujgce;.

Sposob ich wytwarzania polega na tym, ze proces sktada sie 4 etapdéw i tak w pierwszym etapie
otrzymuje sie nanoczagstki tlenku zelaza w nastepujgcy sposob: 2—-8 mmoli Fe(acac)z korzystnie
6 mmoli, i 12-20 korzystnie 18 mmoli kwasu oleinowego rozpuszcza sie w 30-60 korzystnie 40 ml
1-oktadekenu, przy czym reakcje prowadzi sie przy cigglym mieszaniu w atmosferze azotu, w podwyz-
szonej temperaturze do 220°C , ktérg utrzymuje sie przez 1 godzine, nastepnie temperature zwieksza
sie do 320°C i utrzymuje przez 1 godzine, dalej po syntezie roztwor pozostawia sie do ostygniecia do
temperatury otoczenia, a nastepnie dodaje sie 150-350 korzystnie 200 ml roztworu do przemywania,
ktérego stanowi 3:1 obj./obj. 2-butanolu i toluenu, dalej otrzymang mieszanine umieszcza sie na ma-
gnesie neodymowym i pozostawia do wytrgcenia nanoczgstek, po czym supernatant usuwa sie i wpro-
wadza swiezy roztwor do przemywania, przy czym do ponownego zawieszenia hanoczgstek stosuje sie
kapiel sonikacyjng, a etap mycia wykonuje sie trzykrotnie, zas w ostatnim etapie nanoczastki zawiesza
sie w 20 ml chloroformu, w drugim etapie przeprowadza sie funkcjonalizacje z wykorzystaniem NTA
lub NTA-L w nastepujgcy sposoéb: otrzymane nanoczastki zawiesza sie w 3—10 korzystnie 5 ml chloro-
formu do otrzymania stezenia nanoczgstek 5 mg/ml, nastepnie przygotowuje sie 3—10 korzystnie 5 ml
roztworu NOBF4 o stezeniu 0,01 M w acetonitrylu, po czym obydwa roztwory tgczy sie i miesza do
ujednolicenia w temperaturze pokojowej, a otrzymany roztwoér poddaje magnetycznej separacji, az do
catkowitego wyklarowania roztworu, dalej supernatant zlewa sig, a osad zawiesza w 10 ml DMSO, przy
czym proces magnetycznej separacji i zawieszania w DMSO powtérzg sie trzykrotnie do oczyszczenia
probki, nastepnie tak przygotowany roztwoér nanoczgstek poddaje sie funkcjonalizacji, dalej przygoto-
wuje sie roztwor NTA lub NTA-L w DMSO poprzez rozpuszczenie 5-60 korzystnie 20 mg substancji
w 10 ml DMSO, po czym roztwoér nanoczastek fgczy sie z roztworem NTA lub NTA-L, dalej wytrzasa
przez 1 h do otrzymania nanoczastek SPION-NTA(L), nastepnie tak otrzymany roztwor poddaje sie
magnetycznej separacji, dalej zawiesza w 20 ml demineralizowanej wody, przy czym proces powtarza
sie kilkakrotnie do oczyszczenia probki, w trzecim etapie przeprowadza sie proces inkorporacji jonéw
Ni2*, ktory polega na tym, ze do 5-150 korzystnie 20 ml wodnego roztworu nanoczastek sfunkcjonali-
zowanych NTA lub NTA-L dodaje sie 0,5-15 korzystnie 3 ml wodnego roztworu jonow Ni2* o stezeniu
0,25 M do otrzymania nanoczagstki SPION-NTA(L)-Ni?*, po czym tak otrzymany roztwér poddaje sie
magnetycznej separacji, a nastepnie zawiesza w 5-150 korzystnie 20 ml demineralizowanej wody, przy
czym proces powtarza sie kilkakrotnie do uzyskania czystej probki, w czwartym etapie przeprowadza
sie proces przytgczanie biatka RBD w nastepujgcy sposéb: do roztworu nanoczastek SPION-NTA(L)-
-Ni?* dodaje sie roztworu biatka RBD posiadajgcego sekwencje HisTag, w stosunku 2—100 korzystnie
30 ng biata na 1 mg nanoczastek, dalej tak otrzymany roztwdr poddaje sie magnetycznej separaciji,
a nastepnie zawiesza w odpowiedniej objetosci demineralizowanej wody, do otrzymania nanoczgstek
SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD w petni funkcjonalnych i zdolnych do wigzania specyficznych przeciwciat anty-
SARS-CoV-2.

Zastosowanie in vitro nanoczgstek hybrydowych do wigzania specyficznych przeciwciat anty-
SARS-CoV-2.

Wynalazek w przyktadowym wykonaniu uwidoczniono na rysunku, ktéry przedstawia strukture
nanoczastki po zwigzaniu specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskano nastepujgce efekty techniczno-
ekonomiczne:

o mozliwo$¢ magnetycznej oraz wirbwkowej separacji przeciwciat anty-SARS-CoV-2 z osocza

oraz surowicy zaréwno ludzkiej jak i zwierzecej,

o mozliwos¢ oczyszczania oraz zatezania przeciwciat do celdw produkcyjnych lub diagnostycz-
nych, bez koniecznosci wykorzystywania zaawansowanej aparatury (np. chromatograf cie-
czowy, ultrawirowka),

o substraty wykorzystywane sg niedrogie oraz powszechnie dostepne. Stosowanie wynalazku
w praktyce produkcyjnej lub diagnostycznej jest ekonomicznie uzasadnione,
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o zastosowanie nanoczgstki jako magnetycznego rdzenia wigze sie ze zwiekszeniem pola po-
wierzchni w stosunku do masy, przez co efektywnos$¢ wigzania przeciwciat w przeliczeniu na
mase jest wieksza niz w przypadku mikroczgstek,

o wytworzone nanoczastki wykazujg wiekszg stabilnos¢ w roztworze, co przejawia sie dtuz-
szym czasem sedymentacji. Zjawisko to umozliwia efektywniejsze wytapywanie przeciwciat
Z roztworu,

o mozliwos¢ uzyskania obnizenia ryzyka niespecyficznego wigzania biatek, w tym przeciwciat.
Wynalazek ilustrujg ponizsze przykfady:

Przyktad 1

Synteza nanoczastek tlenku zelaza Fe;O,

Nanoczgstki tlenku zelaza otrzymano w nastepujgcy sposoéb: 2 mmoli Fe(acac)s i 18 mmoli
kwasu oleinowego rozpuszczono w 30 ml 1-oktadekenu. Reakcje prowadzono przy ciggtym miesza-
niu, w atmosferze azotu. Temperature roztworu podwyzszono do 220°C i utrzymywano przez 1 go-
dzine. Nastepnie temperature zwiekszono do 320°C i utrzymywano przez 1 godzine. Po syntezie roz-
twoér pozostawiono do ostygniecia do temperatury otoczenia, dalej dodano 150 ml roztworu do prze-
mywania (3:1 obj./obj. 2-butanolu i toluenu). Otrzymang mieszanine umieszczono na magnesie neo-
dymowym i pozostawiono na noc do wytrgcenia nanoczgstek. Supernatant odrzucono i zastgpiono
sSwiezym roztworem do przemywania. Do ponownego zawieszenia nanoczgstek zastosowano kgpiel
sonikacyjng. Etap mycia wykonano trzykrotnie. W ostatnim etapie nanoczastki zawieszono w 20 mi
chloroformu. Stezenie nanoczgstek zmierzono z wykorzystaniem pomiaru termograwimetrycznego.
Rozmiar czgstek analizowano za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz oprogramowa-
nia ImageJ 1.8. Przeanalizowano 100 czastek. Srednia $rednica = 15,6 + 0,9 nm. Opisane wyniki
przedstawiono w publikacji [5].

Funkcjonalizacja z wykorzystaniem NTA lub NTA-L

Otrzymane nanoczgstki zawieszono w 5 ml chloroformu, o finalnym stezeniu 5 mg/ml. Nastepnie
przygotowano 3 ml roztworu NOBF4 o stez. 0,01 M w acetonitrylu. Obydwa roztwory ztgczono i mie-
szano przez 5 min. w temperaturze pokojowej, po czym otrzymany roztwor poddano magnetycznej se-
paracji, az do catkowitego wyklarowania roztworu. Nastepnie supernatant zlano, a osad zawieszono
w 3 ml DMSO. Proces magnetycznej separacji i zawieszania w DMSO powtdrzono trzykrotnie, w celu
oczyszczenia probki. Tak przygotowany roztwdr nanoczgstek wykorzystano do dalszej funkcjonalizaciji.
Nastepnie, przygotowano roztwor NTA lub NTA-L w DMSO, poprzez rozpuszczenie 20 mg substancji
w 10 ml DMSO. Roztwdr nanoczgstek potgczono z roztworem NTA lub NTA-L i wytrzgsano przez 1 h,
otrzymujgc nanoczgstki SPION-NTA(L). Tak otrzymany roztwér poddano magnetycznej separacji, a na-
stepnie zawieszono w 20 ml demineralizowanej wody. Proces powtérzono trzykrotnie celem oczyszcze-
nia probki.

Inkorporacja jonéw Ni2*

Do 5 ml wodnego roztworu nanoczgstek sfunkcjonalizowanych NTA lub NTA-L dolano 0,5 ml
wodnego roztworu jonéw Ni?* o stezeniu 0,25 M, otrzymujgc nanoczgstki SPION-NTA(L)-Ni?*, dalej
otrzymany roztwor poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawieszono w 5 ml demineralizowanej
wody. Proces powtdrzono trzykrotnie w celu oczyszczenia probeki.

Przytaczanie biatka RBD

W ostatecznej funkcjonalizacji, do roztworu nanoczastek SPION-NTA(L)-Ni?* dodano roztworu
biatka RBD posiadajgcego sekwencje HisTag, w stosunku 2 pg biatka na 1 mg nanoczastek. Tak otrzy-
many roztwor poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawieszono w odpowiedniej objetosci de-
mineralizowanej wody. Przygotowane w ten sposéb nanoczastki SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD sg funkcjo-
nalne i zdolne do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Przygotowanie prébek do testu

Test zaprojektowano tak, aby w posredni sposéb okresli¢ zdolno$¢ nanoczagstek do wigzania
przeciwciat, poprzez pomiar spadku ich stezenia w surowicy.

Podwadjnie stezone prébki surowicy pozytywnej, wymieszano w stosunku 1:1 z roztworem nano-
czgstek SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD, otrzymujac finalne rozcienczenia surowicy 1:10, 1:25 oraz 1:50 dla
wersji pokrytej NTA oraz NTA-L. Po wymieszaniu, nanoczgstki odseparowano, a otrzymany supernatant
zbadano za pomocg testu ELISA.
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Przykiad 2

Synteza nanoczastek tlenku zelaza Fe;O4

Nanoczgstki tlenku zelaza otrzymano w nastepujgcy sposob: 6 mmoli Fe(acac)s i 18 mmoli
kwasu oleinowego rozpuszczono w 40 ml 1-oktadekenu. Reakcje prowadzono przy cigglym miesza-
niu, w atmosferze azotu. Temperature roztworu podwyzszono do 220°C i utrzymywano przez 1 go-
dzine. Nastepnie temperature zwiekszono do 320°C i utrzymywano przez 1 godzine. Po syntezie roz-
twor pozostawiono do ostygniecia do temperatury otoczenia, po czym dodano 200 ml roztworu do
przemywania (3:1 obj./obj. 2-butanolu i toluenu). Otrzymang mieszaning umieszczono na magnesie
neodymowym i pozostawiono na noc do wytrgcenia nanoczgstek. Supernatant odrzucono i zasta-
piono $wiezym roztworem do przemywania. Do ponownego zawieszenia nanoczastek zastosowano
kapiel sonikacyjng. Etap mycia wykonano trzykrotnie. W ostatnim etapie nanoczastki zawieszono
w 20 ml chloroformu.

Stezenie nanoczastek zmierzono z wykorzystaniem pomiaru termograwimetrycznego. Rozmiar
czagstek analizowano za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz oprogramowania ImageJ
1.8. Przeanalizowano 100 czastek. Srednia $rednica = 15,6 + 0,9 nm. Opisane wyniki przedstawiono
w spisie literatury, w pozycji [5].

Funkcjonalizacja z wykorzystaniem NTA lub NTA-L

Otrzymane nanoczastki zawieszono w 5 ml chloroformu o stezeniu 5 mg/ml. Nastepnie przygo-
towano 5 ml roztworu NOBF4 o stez. 0,01 M w acetonitrylu. Obydwa roztwory ztgczono i mieszano przez
5 min. w temperaturze pokojowej. Otrzymany roztwér poddano magnetycznej separacji, az do catkowi-
tego wyklarowania roztworu. Nastepnie supernatant zlano, a osad zawieszono w 10 ml DMSO. Proces
magnetycznej separacji i zawieszania w DMSO powtdrzono trzykrotnie, w celu oczyszczenia probki.
Tak przygotowany roztwér nanoczgstek wykorzystano do dalszej funkcjonalizacji. Nastepnie, przygoto-
wano roztwér NTA lub NTA-L w DMSO, poprzez rozpuszczenie 20 mg substancji w 10 ml DMSO. Roz-
twor nanoczgstek potgczono z roztworem NTA lub NTA-L i wytrzgsano przez 1 h, otrzymujgc nano-
czgstki SPION-NTA(L). Tak otrzymany roztwér poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawie-
szono w 20 ml demineralizowanej wody. Proces powtdrzono trzykrotnie celem oczyszczenia probki.

Inkorporacja jonéw Ni?*

Do 20 ml wodnego roztworu nanoczgstek sfunkcjonalizowanych NTA lub NTA-L dolano 3 ml wod-
nego roztworu jondéw Ni%* o stezeniu 0,25 M, otrzymujac nanoczgstki SPION-NTA(L)-Ni2*. Tak otrzy-
many roztwor poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawieszono w 20 ml demineralizowane;j
wody. Proces powtdrzono trzykrotnie celem oczyszczenia probki.

Przytaczanie biatka RBD

Celem ostatecznej funkcjonalizacji, do roztworu nanoczgstek SPION-NTA(L)-Ni?* dodano roz-
tworu biatka RBD posiadajgcego sekwencje HisTag, w stosunku 30 ug biata na 1 mg nanoczastek. Tak
otrzymany roztwér poddano magnetycznej separaciji, a nastepnie zawieszono w demineralizowanej wo-
dzie.

Przygotowane w ten sposdb nanoczastki SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD charakteryzuja sie funkcjonal-
noscig i sg zdolne do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Przyktad 3

Synteza nanoczastek tlenku zelaza wzbogacanych kobaltem CoFe ;04

Nanoczastki tlenku zelaza wzbogacane kobaltem otrzymano w nastepujgcy sposéb: 6 mmoli
Fe(acac)s i 2 mmole Co(acac)z oraz 20 mmoli kwasu oleinowego rozpuszczono w 60 ml 1-oktadekenu.
Reakcje prowadzono przy cigglym mieszaniu i w atmosferze azotu. Temperature roztworu podwyz-
szono do 210°C i utrzymywano przez 1,5 godziny. Nastepnie temperature zwiekszono do 320°C i utrzy-
mywano przez 45 minut. Po syntezie roztwor pozostawiono do ostygniecia do temperatury otoczenia
i dodano 350 ml roztworu do przemywania (3:1 obj./obj. 2-butanolu i toluenu). Otrzymang mieszanine
umieszczono na magnesie neodymowym i pozostawiono na noc, w celu wytrgcenia nanoczastek. Su-
pernatant odrzucono i zastgpiono swiezym roztworem do przemywania. Do ponownego zawieszenia
nanoczgstek zastosowano kgpiel sonikacyjng. Etap mycia wykonano trzykrotnie. W ostatnim etapie na-
noczgstki zawieszono w 20 ml chloroformu.

Stezenie nanoczastek zmierzono z wykorzystaniem pomiaru termograwimetrycznego. Rozmiar
czastek analizowano za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz oprogramowania ImagedJ
1.8. Przeanalizowano 100 czagstek. Srednia $rednica = 14,2 + 1,1 nm.
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Funkcjonalizacja z wykorzystaniem NTA lub NTA-L

Otrzymane nanoczastki zawieszono w 5 ml chloroformu, o finalnym stezeniu 10 mg/ml. Nastepnie
przygotowano 10 ml roztworu NOBF4 o stez. 0,01 M w acetonitrylu. Obydwa roztwory ztgczono i mie-
szano przez 5 min. w temperaturze pokojowej. Otrzymano roztwor, ktéry poddano magnetycznej sepa-
racji, az do catkowitego wyklarowania roztworu. Nastepnie supernatant zlano, a osad zawieszono
w 10 ml DMSO. Proces magnetycznej separacji i zawieszania w DMSO powtérzono trzykrotnie w celu
oczyszczenia prébki. Tak przygotowany roztwoér nanoczastek wykorzystano do dalszej funkcjonalizaciji.
Nastepnie, przygotowano roztwér NTA lub NTA-L w DMSO poprzez rozpuszczenie 60 mg substanciji
w 10 ml DMSO. Roztwér nanoczgstek potgczono z roztworem NTA lub NTA-L i wytrzgsano przez 1 h,
otrzymujgc nanoczgstki SPION-NTA(L). Tak otrzymany roztwér poddano magnetycznej separacji, a na-
stepnie zawieszono w 20 ml demineralizowanej wody. Proces powtorzono trzykrotnie celem oczyszcze-
nia probki.

Inkorporacja jonéw Ni?*

Do 150 ml wodnego roztworu nanoczgstek sfunkcjonalizowanych NTA lub NTA-L dodano 15 ml
wodnego roztworu jonow Ni2* o stezeniu 0,25 M, otrzymujgc nanoczastki SPION-NTA(L)-Ni2*. Tak otrzy-
many roztwér poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawieszono w 150 ml demineralizowanej
wody. Proces powtdrzono trzykrotnie w celu oczyszczenia probki.

Przytaczanie biatka RBD

Ostateczna funkcjonalizacja: do roztworu nanoczgstek SPION-NTA(L)-Ni?* dodano roztworu
biatka RBD posiadajgcego sekwencje HisTag, w stosunku 100 pg biata na 1 mg nanoczastek. Tak
otrzymany roztwér poddano magnetycznej separacji, a nastepnie zawieszono w demineralizowanej wo-
dzie.

Przygotowane w ten spos6b nanoczastki SPION-NTA(L)-Ni>*-RBD sa w petni funkcjonalne
i zdolne do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Przyktad 4

Postepujemy jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z Fe3zOs4 wprowadza
sie rdzen wykonany z FeCo. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgcg jony Niz*
dokonuje sie z wykorzystaniem kwasu iminodioctowego (IDO). Dalsza cze$¢ wykonania pozostaje bez
zmian.

Przyktad 5

Postepujemy jak w przyktadzie 3, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z CoFe204 wprowadza
sie rdzen wykonany z SmCo. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgcg jony Ni2*
dokonuje sie z wykorzystaniem kwasu Na,Na-Bis(karboksymetyl)-L-lizynowego (NTA-L). Dalsza cze$é
wykonania pozostaje bez zmian.

Przyktad 6

Postepujemy jak w przyktadzie 2, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z FesO4 wprowadza
sie rdzeh wykonany z NdFeB. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgca jony Ni2*
dokonuje sie z wykorzystaniem kwasu iminodioctowego (IDO). Dalsza cze$¢ wykonania pozostaje bez
zmian.

Przyktad 7

Postepujemy jak w przykfadzie 2, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z FesOs wprowadza
sie rdzen wykonany z Ni. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgcg jony Ni?* doko-
nuje sie z wykorzystaniem kwasu nitrylotréjoctowego (NTA). Dalsza cze$¢ wykonania pozostaje bez
zmian.

Przyktad 8

Postepujemy jak w przykfadzie 1, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z FesO4 wprowadza
sie rdzeh wykonany z Fe. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgcg jony Ni2* doko-
nuje sie z wykorzystaniem kwasu Na,No-Bis(karboksymetyl)-L-lizynowego (NTA-L). Dalsza czes¢ wy-
konania pozostaje bez zmian.

Przyktad 9

Postepujemy jak w przyktadzie 3, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z CoFe204 wprowadza
sie rdzen wykonany z y-Fe2Os. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujaca jony Ni?*
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dokonuje sie z wykorzystaniem kwasu Na,Na-Bis(karboksymetyl)-L-lizynowego (NTA-L). Dalsza czes¢
wykonania pozostaje bez zmian.

Przykiad 10

Postepujemy jak w przyktadzie 2, przy czym zamiast rdzenia wykonanego z FesOs wprowadza
sie rdzen wykonany z NdFeB. Dodatkowo, funkcjonalizacje powierzchni rdzenia chelatujgca jony Ni2*
dokonuje sie z wykorzystaniem kwasu iminodioctowego (IDO). Dalsza cze$¢ wykonania pozostaje bez
zmian.

Przygotowanie probek do testu na przyktadzie nanoczastek SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD.

Test zaprojektowano tak, aby w posredni sposob okresli¢ zdolnosé nanoczastek do wigzania
przeciwciat, poprzez pomiar spadku ich stezenia w surowicy.

Podwadjnie stezone prébki surowicy pozytywnej wymieszano w stosunku 1:1 z roztworem nano-
czgstek SPION-NTA(L)-Ni2*-RBD, do otrzymania rozcienczenia surowicy 1:10, 1:25 oraz 1:50 dla wersji
pokrytej NTA oraz NTA-L. Po wymieszaniu, nanoczgstki odseparowano, a otrzymany supernatant zba-
dano za pomocg testu ELISA.

Podsumowanie wynikow:

Zdolno$¢ opracowanych nanoczgstek do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2
potwierdzono z wykorzystaniem testu ELISA, przeprowadzonego w nastepujgcy sposéb. Wedtug stan-
dardowej metodologii optaszczono ptytki 96-dotkowe biatkiem RBD. Przeciwciata anty-SARS-CoV-2 wy-
krywano z wykorzystaniem ll-rzedowego przeciwciata antyludzkiego z przytgczonym enzymem HRP.
Jedli przeciwciata anty-SARS-CoV-2 sg obecne w badanej probie, nastgpi ich przytgczenie do biatka
RBD immobilizowanego na ptytce. Nastepnie, przeciwciato ll-rzedowe przytgcza sie do przeciwciat anty-
SARS-CoV-2. Po dodaniu substratu, enzym HRP katalizuje reakcje dajacg barwny produkt, ktérego
stezenie jest nastepnie okreslane metodami kolorymetrycznymi. Jako kontrole pozytywng wykorzystano
osocze zdiagnozowane jako pozytywne, komercyjnie dostepnym testem antygenowym na obecno$é
przeciwciat anty-SARS-CoV-2. Jako probke negatywng wykorzystano surowice zdiagnozowang jako
negatywng, z uzyciem tego samego testu. Rozcienczenia kontrolne wynosity 1:50.

Analiza skutecznosci wigzania przeciwciat z surowicy:

Antibody binding (ELISA)
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Wykres 1.

Zgodnie z zatozeniami, zaobserwowano znaczny spadek sygnatu w prébkach pozytywnej suro-
wicy, ktére miaty kontakt z funkcjonalnymi nanoczgstkami, co swiadczy o tym, ze nanoczastki SPION-
NTA(L)-Ni>*-RBD zwigzaty specyficzne przeciwciata anty-SARS-CoV-2. Na wykresie 1 przedstawiono
wyniki testu ELISA na obecnos¢ przeciwciat w surowicy po ekspozyciji na nanoczgstki SPION-NTA-Ni-
RBD (NTA) oraz SPION-NTAL-Ni-RBD (NTA-L). Zaobserwowano liniowy spadek sygnatu wraz ze spad-
kiem stezenia surowicy. Na wykresie przedstawiono wyniki testu ELISA, co $wiadczy o maksymalnym
wysyceniu nanoczastek SPION-NTA(L)-Ni?*-RBD, przeciwciatami. Analizy przeprowadzone dla nano-
czastek wykonanych z uzyciem rdzeni opisanych w przyktadach 1-10 wykazaty rezultaty zbiezne, po-
twierdzajgc mozliwo$¢ substytucji rdzenia.

Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem jednokierunkowej analizy wariancji (one-way
ANOVA). Analiza wykazata wysokg istotno$¢ statystyczng (P < 0,001) wszystkich préb badanych,
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w odniesieniu do kontroli pozytywnej. W odniesieniu do kontroli negatywnej, nie zaobserwowano istot-
nosci statystycznej dla prébek: NTA 1:50, NTA-L 1:25, NTA-L 1:50. Uzyskane wyniki wskazujg na wy-
sokg skutecznos¢ wigzania przeciwciat anty-SARS-CoV-2 z wykorzystaniem niniejszego wynalazku.

Przyktad zastosowania

Przyktadem zastosowania jest wigzanie specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2 z surowicy
ludzkiej. Do kolejnych rozcienczen ludzkiej surowicy, pozytywnej na obecnos¢ przeciwciat anty-SARS-
-CoV-2, dodano hybrydowe nanoczgstki posiadajgce biatko RBD na powierzchni. Nastepnie, za pomoca
magnetycznej separacji oddzielono nanoczgstki z roztworu. Pozostaty roztwér poddano analizie metoda
ELISA na obecnosc¢ przeciwciat anty-SARS-CoV-2 (wykres 1).

Zaobserwowano wyrazny spadek iloéci przeciwciat w roztworze, wskazujgcy na ich adsorpcje na
powierzchni hybrydowych nanoczastek. Przedstawione wyniki wskazujg na zdolno$¢ hybrydowych na-
noczgstek do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Zastrzezenia patentowe

1. Nanoczgstki hybrydowe wigzgce przeciwciata, znamienne tym, ze sktadaja sie z magnetycz-
nego rdzenia wykonanego z pierwiastkdw magnetycznych, ich tlenkéw lub stopéw, takich jak
Fe albo Co, albo Ni, albo FesO4, albo y-Fe20s, albo CoFe204, albo FeCo, albo SmCo, albo
NdFeB o $rednicy w zakresie 1 — 100 nm, lub mikroczgstki o $rednicy w przedziale >100 nm
— 1 um, z hydrofilowg powtokg chelatujaca jony niklu Ni?*, zwigzang elektrostatycznie z po-
wierzchnig rdzenia poprzez jony tetrafluoroboranowe BF 4, wykonang z kwasu nitrylotrojocto-
wego (NTA) albo kwasu Na,Na-Bis(karboksymetyl)-L-lizynowego, albo kwasu iminodioctowy
(IDA) albo ich pochodnych, ktére z kolei potgczone sg z ptaszczem biatkowym poprzez se-
kwencje histydyn majgce wiasciwosci chelatowego wigzania jonéw niklu Ni%*, inkorporowa-
nych wewnatrz powloki chelatujgce;.

2. Sposob wytwarzania nanoczastek hybrydowych wigzgcych przeciwciata, znamienny tym, ze
proces sktada sie 4 etapow i tak w pierwszym etapie otrzymuje sie nanoczastki tlenku zelaza
w nastepujgcy sposob: 2—8 mmoli Fe(acac)sz korzystnie 6 mmoli, i 12—20 korzystnie 18 mmoli
kwasu oleinowego rozpuszcza sie w 30—60 korzystnie 40 ml 1-oktadekenu, przy czym reakcje
prowadzi sie przy cigglym mieszaniu w atmosferze azotu, w podwyzszonej temperaturze do
220°C, ktorg utrzymuje sie przez 1 godzine, nastepnie temperature zwieksza sie do 320°C
i utrzymuje przez 1 godzine, dalej po syntezie roztwér pozostawia sie do ostygniecia do tem-
peratury otoczenia, a nastepnie dodaje sie 150—350 korzystnie 200 ml roztworu do przemy-
wania, ktérego stanowi 3:1 obj./obj. 2-butanolu i toluenu, dalej otrzymang mieszanine umiesz-
cza sie na magnesie neodymowym i pozostawia do wytrgcenia nanoczgstek, po czym super-
natant usuwa sie i wprowadza swiezy roztwér do przemywania, przy czym do ponownego
zawieszenia nanoczgstek stosuje sie kgpiel sonikacyjng, a etap mycia wykonuje sie trzykrot-
nie, za$ w ostatnim etapie nanoczastki zawiesza sie w 20 ml chloroformu, w drugim etapie
przeprowadza sie funkcjonalizacje z wykorzystaniem NTA lub NTA-L w nastepujgcy sposob:
otrzymane nanoczgstki zawiesza sie w 3—10 korzystnie 5 ml chloroformu do otrzymania ste-
zenia nanoczgstek 5 mg/ml, nastepnie przygotowuje sie 3—10 korzystnie 5 ml roztworu NOBF4
o stezeniu 0.01 M w acetonitrylu, po czym obydwa roztwory tgczy sie i miesza do ujednolicenia
w temperaturze pokojowej, a otrzymany roztwoér poddaje magnetycznej separacji, az do cat-
kowitego wyklarowania roztworu, dalej supernatant zlewa sie, a osad zawiesza w 10 mi
DMSO, przy czym proces magnetycznej separacji i zawieszania w DMSO powtérzg sie trzy-
krotnie do oczyszczenia prébki, nastepnie tak przygotowany roztwér nanoczastek poddaje sie
funkcjonalizacji, dalej przygotowuje sie roztwor NTA lub NTA-L w DMSO poprzez rozpuszcze-
nie 5-60 korzystnie 20 mg substancji w 10 ml DMSO, po czym roztwdr nanoczgstek tgczy sie
z roztworem NTA lub NTA-L, dalej wytrzgsa przez 1 h do otrzymania nanoczastek SPION-
NTA(L), nastepnie tak otrzymany roztwoér poddaje sie magnetycznej separaciji, dalej zawiesza
w 20 ml demineralizowanej wody, przy czym proces powtarza sie Kilkakrotnie do oczyszczenia
probki, w trzecim etapie przeprowadza sie proces inkorporacji jonéw Ni2*, ktéry polega na
tym, ze do 5-150 korzystnie 20 ml wodnego roztworu nanoczgstek sfunkcjonalizowanych NTA
lub NTA-L dodaje sie 0,5-15 korzystnie 3 ml wodnego roztworu jonéw Ni%* o stezeniu 0.25 M
do otrzymania nanoczgstki SPION-NTA(L)-Ni2*, po czym tak otrzymany roztwér poddaje sie
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magnetycznej separacji, a nastepnie zawiesza w 5-150 korzystnie 20 ml demineralizowanej
wody, przy czym proces powtarza sie kilkakrotnie do uzyskania czystej probki, w czwartym
etapie przeprowadza sie proces przytgczanie biatka RBD w nastepujacy sposéb: do roztworu
nanoczgstek SPION-NTA(L)-Ni2* dodaje sie roztworu biatka RBD posiadajgcego sekwencje
HisTag, w stosunku 2—100 korzystnie 30 pg biata na 1 mg nanoczagstek, dalej tak otrzymany
roztwor poddaje sie magnetycznej separacji, a nastepnie zawiesza w odpowiedniej objetosci
demineralizowanej wody, do otrzymania nanoczastek SPION-NTA(L)-Ni2*-RBD w petni funk-
cjonalnych i zdolnych do wigzania specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

. Zastosowanie in vitro nanoczastek hybrydowych okreslonych zastrzezeniem 1 do wigzania
specyficznych przeciwciat anty-SARS-CoV-2.

Rysunek

[ specyficzne |
przeciwciata

Magnetyczny
riizen

Powioka
chelatujaca
jony Ni*r

Jorry niklu

f ’*\5\
Biatko bedgce
celem

| specyficznych
nrzeciweiat




	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

