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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb syntezy i oczyszczania nanoklasteréw ztota posiadajgcych
wiasciwosci fluorescencyjne. Przedmioty wynalazku znajdujg swoje zastosowanie jako znaczniki
w mikroskopii fluorescencyjnej w bioobrazowaniu struktur komérkowych, detekcji biatek i innych sub-
stancji obecnych w zywych komérkach lub wydzielanych przez nie do Srodowiska zewnetrznego (np.
przeciwciata, cytokiny), jak réwniez w blotingu jako fluorescencyjne znaczniki przeciwciat lub antyge-
néw, w celu wykrywania swoistych czasteczek (np. western-blot, dot-blot).

W publikacji naukowej Z. Zhang i in., ,Wavelength-tunable luminescent gold nanoparticles ge-
nerated by cooperation ligand exchange and their potential application in cellular imaging,” RSC Adv.,
2013, 3, 59-63 ujawniono proces otrzymywania nanoczastek ztota pokrytych kwasem merkaptounde-
kanowym, posiadajgcych wtasciwosci fluorescencyjne. Nanoczgstki te posiadaty maksimum wzbudze-
nia przy 365 nm i emisje 0 maksimum zaleznym od sposobu syntezy w zakresie 530-630 nm. Synteza
przebiegata dwuetapowo, przy czym pierwszy etap stanowita 20 minutowa synteza stosunkowo du-
zych czgstek ztota (8=1,8-2,3 nm). Redukcja ztota prowadzona byta poprzez dodanie chlorku tetra-
kis(hydroksymetylo)fosfonianu. Drugi etap trwat 3 dni i polegat na pokryciu powierzchni nanoczgstek
ztota za pomocg kwasu merkaptoundekanowego oraz D-Penicillaminy. Proces ten prowadzit do cze-
Sciowego zmniejszenia rozmiarOw nanoczgstek ztota, chociaz ostateczny produkt mozna byto dializo-
wac z uzyciem membran o CO=10 kDa. Podobny proces syntezy fluorescencyjnych nanoklasteréw
ztota, FGNC (ang. Fluorescent Gold NanoClusters) zostat opisany w publikacji naukowej Yen-Chun
Shiang i in., ,Gold nanodotbased luminescent sensor for the detection of hydrogen peroxide and glu-
cose,” RSC Chem. Commun., 2009, 3437-3439 i analogicznie proces ten byt dwuetapowy oraz trwat 3 dni.

W amerykanskim zgtoszeniu patentowym US20110165689A1 ujawniono sposdb otrzymywania
nanoklasteréw ziota stabilizowanych BSA. Otrzymane sposobem nanoklastery wykazywaty zdolno$¢
do fluorescencji w zakresie 2=630 nm i A=700 nm. W cytowanym zgtoszeniu opisano takze sposéb
detekcji jondéw rteci oparty o zmiany we fluorescencji nanoklasterédw ztota. Synteza nanoklasterow
zachodzita z uzyciem jonéw ziota i BSA. Wykorzystano redukujgce wtasciwosci BSA w wysokim pH.
Otrzymane nanoklastery zawieraty 25 atomoéw ziota i charakteryzowaty sie fluorescencjg w zakresie
2=630 nm. Jako substrat reakcji zastosowano kwas chloroziotowy, ktéry po dodaniu BSA i NaOH
podgrzewany byt do temp. 37° przez 12 h.

Z kolei z amerykanskiego zgtoszenia patentowego US20120100075A1 znany jest sposéb syn-
tezy nanoklasteréw ztota zawierajgcych na swojej powierzchni DHLA. Nanoklastery wykazywaty fluo-
rescencje w zakresie miedzy 1=400 nm a 2=1000 nm. Synteza nanoklasteréw ztota z DHLA byia pro-
cesem dwustopniowym. Pierwszy etap pozwalat na synteze nanoklasteréw, natomiast w drugim etapie
nastepowata wymiana liganda. Synteza prowadzona byta w toluenie z dodatkiem surfaktantu i kwasu
dekanowego. Drugim etapem byto dotgczanie liganda polegajace na redukcji kwasu liponowego do
DHLA. Dotgczenie DHLA zapewniato nanoklasterom specyficzne wtasciwosci fluorescencyjne.

Natomiast w amerykanskim zgtoszeniu patentowym US20120241673A1 opisano sposéb synte-
zy nanoklasteréw zfota, ktérych wiasciwosci fluorescencyjne mozna byto modyfikowaé poprzez zasto-
sowanie ultradzwiekéw. Substratem do syntezy nanoklasterow byt AuCls, ktory byt wytrzgsany w $ro-
dowisku toluenu. Nastepnie w celu nadania nanoklasterom pozadanych wtasciwosci fluorescencyj-
nych, poddano je dziataniu ultradzwiek6éw przez Scisle okres$lony czas.

Problemem technicznym stawianym przed niniejszym wynalazkiem jest zaproponowanie takie-
go sposobu syntezy i oczyszczania nanoklasterow ztota posiadajgcych wiasciwosci fluorescencyjne,
ktéry bedzie jednoetapowy, prosty, bardzo szybki i wydajny oraz pozwoli na otrzymywanie znacznych
ilosci FGNC, w krétkim czasie przy wykorzystaniu relatywnie tanich i powszechnie dostepnych sub-
stratow. Pozadane jest réwniez by otrzymane FGNC nadawaty sie bez dodatkowych modyfikacji do
koniugacji z innymi molekutami i charakteryzowaty sie duzym odstepem spektralnym miedzy pasmem
wzbudzenia i emisji, a tym samym zwiekszong wydajnoscig kwantowg, wykazujac przy tym brak efek-
tu fotowybielania. Co wiecej oczekuje sie, ze otrzymane nanoczgstki bedg posiadaty niewielki rozmiar
przez co nie bedg wptywaty znaczgco na rozmiar znakowanej czgsteczki oraz ze bedg charakteryzo-
watly sie matym rozrzutem wielko$ci. Dodatkowo istotne jest by otrzymane nanoklastery ztota nie wy-
kazywaty toksycznosci, dzieki czemu mozliwe bedzie ich zastosowanie w obrazowaniu zywych komé-
rek eukariotycznych badz bakteryjnych. Nieoczekiwanie, wspomniane problemy techniczne rozwigzat
prezentowany wynalazek.



PL 235 828 B1 3

Przedmiotem wynalazku jest sposdb syntezy i oczyszczania nanoklasteréw ztota posiadajgcych
wiasciwosci fluorescencyjne, w ktorym redukuje sie kwas chloroziotowy w obecnos$ci kwasu merkap-
toundekanowego w mieszaninie, ktérg stanowi rozpuszczalnik organiczny i woda, charakteryzujgcy
sie tym, ze rozpuszczalnik organiczny stanowi dimetylosulfotlenek (DMSO), a mieszanina sktada sie
z 85-99% wag. DMSO i wody w ilosci do 100% wag. Korzystnie mieszanine rozpuszczalnika orga-
nicznego i wody stanowi mieszanina 95% wag. DMSO i 5% wag. wody. W korzystnej realizacji wyna-
lazku mieszanine kwasu chloroztotowego, kwasu merkaptoundekanowego, dimetylosulfotlenku i wody
podgrzewa sie do temperatury 120°C ciggle mieszajgc przez 1 godzine, po czym uzyskang mieszani-
ne ochtadza sie. W kolejnej korzystnej realizacji wynalazku otrzymany produkt miesza sie z wodnym
roztworem kwasu solnego, nastepnie nanoklastery zfota oddziela sie od mieszaniny poprzez wirowa-
nie, a oddzielone nanoklastery ztota ptucze sie wodnym roztworem kwasu solnego. W nastepnej ko-
rzystnej realizacji wynalazku nanoklastery ztota zawiesza sie w buforze Tris-HCI i oczyszcza za po-
mocg filtracji zelowej na kolumnie chromatograficzne;.

Przedmiotowy spos6b pozwala na otrzymywanie fluorescencyjnych nanoklasteréw ziota, pokry-
tych bifunkcyjnym weglowodorem posiadajgcym grupy karboksylowg oraz sulfhydrylowg na obu kon-
cach fancucha. Nanoklastery te emitujg Swiatto o dtugosci fali kmax = 660-670 nm po wzbudzeniu
Swiattem Amax = 360 nm. Wytworzenie i oczyszczenie nanoklasteréw zfota posiadajgcych wiasciwosci
fluorescencyjne polega w istocie na redukciji kwasu chloroztotowego w obecnosci kwasu merkaptoun-
dekanowego w rozpuszczalniku organicznym, np. DMSO, poprzez podniesienie temperatury roztworu.
Niektére rozpuszczalniki organiczne, w tym DMSO, sg zdolne do redukcji kwasu chloroztotowego
w podwyzszonej temperaturze. Redukcja kwasu chloroztotowego skutkuje powstawaniem agregatéow
zfota w postaci metalicznej, ktérych rozmiary zalezne sg od warunkéw reakcji i uzytych reagentéow.
Nanoczastki ztota wieksze niz 4 nm nie wykazujg wiasciwosci fluorescencyjnych, natomiast mniejsze
czastki, sktadajgce sie z 4-21 atoméw ziota, wykazujg takie pozadane wiasciwosci. Przedstawiony
sposéb opiera sie na zastosowaniu kwasu merkaptoundekanowego jako czynnika zapobiegajgcego
nadmiernemu wzrostowi czgstek redukowanego ztota. Substraty reakgcji tj. kwas chloroztotowy i kwas
merkaptoundekanowy sg rozpuszczane w DMSO zawierajgcym 5% H>O, a nastepnie roztwér jest
podgrzewany do 120°C przy stalym mieszaniu przez godzine. Nanokalstery ztota o wiasciwosciach
fluorescencyjnych formujg sie podczas ochtadzania roztworu po reakcji. Prezentowany sposéb otrzy-
mywania fluorescencyjnych nanoklasterow ztota (FGNC) jest jednoetapowy, prosty, bardzo szybki
i wydajny, co umozliwia otrzymywanie znacznych ilosci FGNC, w krétkim czasie. Otrzymane FGNC
posiadajg na swojej powierzchni dostepne grupy karboksylowe, dzieki czemu nadajg sie, bez dodat-
kowych modyfikacji, do koniugacji z innymi molekutami.

W celu wstepnego oczyszczenia FGNC wykorzystuje sie obecno$¢ na ich powierzchni grup
karboksylowych, ktére powodujg niskg rozpuszczalno$é FGNC w roztworach wodnych w pH ponizej
7,0. Sprzeganie FGNC z innymi czasteczkami nastepuje natomiast poprzez aktywacije grup karboksy-
lowych obecnych na FGNC za pomocg EDC/NHS oraz reakcje tak aktywowanych grup z grupami
aminowymi obecnymi na przyfaczanej czgsteczce. Otrzymane w ten spos6b czastki nie wymagajg
dodatkowego etapu wprowadzania ligandéw w celu koniugacji, jak rowniez nie wymagajg procedur
wymiany ligandéw w celu przeniesienia wytworzonych nanoklasteréw do $rodowiska wodnego.
W nanoklasterach ztota otrzymanych sposobem wedtug niniejszego wynalazku emisja fluorescenciji
nastepuje w zakresie fal czerwonych (Amax = 660-670 nm) minimalizujgc tym samym sygnat autofluo-
rescencji materiatu biologicznego i zwiekszajgc stosunek sygnatu do szumu oraz czuto$é detekciji.
Ponadto zakres spektralny emisji nie pokrywa sie z zakresem spektralnym wzbudzenia, dzieki czemu
filtry oddzielajgce Swiatto wzbudzajgce od emisji nie wytlumiajg czesci emitowanego przez FGNC
Swiatta. Co wiecej FGNC nie ulegajg procesowi fotowybielania powodujgcego spadek fluorescencji
w czasie. Uzyskane FGNC mogg by¢ stosowane analogicznie do powszechnie znanych luminoforéw,
jednoczes$nie FGNC posiadajg unikalne wtasnos$ci (parametry wzbudzenia, emisji, brak fotowybiela-
nia), ktérych nie posiadajg inne obecnie dostepne luminofory.

Zaproponowany w niniejszym wynalazku sposob syntezy skutkuje otrzymaniem czgstek o mak-
simum wzbudzenia przy 360 nm i maksimum emisji przy 660-670 nm co oznacza catkowitg separacje
pasma wzbudzenia i emisji. Ponadto zaproponowany sposéb syntezy trwa 1 godzine i jest jednoeta-
powy, bez koniecznosci wymiany ligandu. Otrzymane nanoczastki posiadajg niewielki rozmiar — po
syntezie przechodzg przez membrany o CO=5 kDa — dzieki czemu uzyte do znakowania, nie wplywa-
ja znaczgco na rozmiar znakowanej czgsteczki. Przeprowadzenie redukcji poprzez podgrzanie roztwo-
ru zawierajgcego 95% DMSO i 5% H:20, gwarantuje otrzymanie czgstek o niskiej polidyspersji. Nano-
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klastery zbudowane sg z jadra w postaci zredukowanego ztota oraz kwasu merkaptoundekanowego
obecnego na ich powierzchni. Komponenty te nie wykazujg toksycznosci, dzieki czemu czgstki takie
mozna zastosowaé w obrazowaniu zywych komoérek eukariotycznych badz bakteryjnych. W przeci-
wienAstwie do wielu znacznikéw fluorescencyjnych emisja nanoklasteréw ztota (po wzbudzeniu $wia-
ttem ultrafioletowym) jest mozliwa do zaobserwowania gotym okiem, bez koniecznosci stosowania
dodatkowych przyrzadéw optycznych (filtréw), co jest korzystne w ich zastosowaniu do produkcji np.
testéw diagnostycznych.

Przykfadowe realizacje wynalazku zaprezentowano na rysunku, na ktérym fig. 1 i fig. 2 przed-
stawiajg zdjecia zastosowania FGNC w technice bloting, fig. 3 przedstawiono komérki pobrane ze
Sledziony myszy Balb/C szczepionej toksyng tezcowg, barwione za pomocg FGNC sprzezonych
z przeciwciatami anty-mysie IgG, gdzie odpowiednio A przedstawia zdjecie w Swietle przechodzacym,
B przedstawia fluorescencje FGNC, a C przedstawia potgczone obrazy A i B.

Przyktad1-Otrzymywanie FGNC

Fluorescencyjne klastery ztota otrzymano w nastepujacy sposéb — 3,4 mg kwasu chloroztoto-
wego rozpuszczono w 9 ml DMSO i przeniesiono do kolbki okraggtodennej (obj. 100 ml). Na-
stepnie, mieszajgc, do roztworu dodano 500 pl DMSO =zawierajgcego 21,8 mg kwasu 11-
-merkaptoundekanowego. Stale mieszajgc dodawano kroplami 500 pl milliQ, tak aby zawarto$¢é wody
w preparacie wyniosta 5%. Kolbke przeniesiono do tazni olejowej z mieszaniem i inkubowano przez 1
godzine w 120°C. Schtodzony preparat zmieszano z wodnym roztworem 1mM kwasu solnego. Klaste-
ry wytracity sie, preparat zwirowano (22000 g, 10 min), a osad zawieszono w niewielkiej ilosci 1M
Trisu (HCI) o pH 9,0, zawierajgcego 0,05% Tween-20. Zawieszony preparat oczyszczono na kolumnie
Sephadex G-25 fine (ok. 140 ml ztoza). Rozdziat prowadzono w 1M Tris (HCI) o pH 9,0, zawierajgcym
0,05% Tween-20.

Przyktad 2-Zastosowanie w blottingu (koniugacja z przeciwciatami za pomocg EDC/NHS)

Cze$¢ z oczyszczonego preparatu FGNC po kolumnie wytrgcono za pomocg kwasu solnego,
zwirowano, supernatant odrzucono, a osad zawieszono w niewielkiej ilosci DMSO. Krok ten powt6-
rzono 3 krotnie w celu pozbycia sie Tris z preparatu. Po oczyszczeniu do preparatu dodano aktywato-
réw EDC/NHS w DMSO. Aktywacje prowadzono przez 30 min przy statym mieszaniu. Preparat doda-
no do roztworu przeciwciat w buf. weglanowym pH 8,14 (z 0,9% NaCl). Reakcja prowadzona byta
przez 2 godziny. Preparat oczyszczono na ztozu sephadex G-25 w 0,9% NaCl. Przeprowadzono
w ten sposob sprzeganie FGNC z kréliczymi przeciwciatami anty-mysie IgG+ oraz z mysimi immuno-
globulinami klasy 1gG1. Potaczenie FGNC z przeciwciatami potwierdzono za pomocg metody dot-blot
(fig. 1i 2).

Na fragment immobilonu naniesiono 5 pg mysich przeciwciat klasy IgG1, nastepnie immobilon
poddano blokowaniu w buforze TBST z 1% BSA przez godzine. Po blokowaniu immobilon inkubowa-
no w buforze TBS zawierajgcym krélicze przeciwciata rozpoznajgce mysie IgG wyznakowane za po-
mocg FGNC. Obraz otrzymano po naswietleniu immobilonu za pomocg lampy UV emitujgcej Swiatto
o 2 =365 nm (Moc = 4 W), co przedstawiono na fig. 1.

Na fragment immobilonu naniesiono 5 ug kréliczych przeciwciat rozpoznajacych mysie immu-
noglobuliny, nastepnie immobilon poddano blokowaniu w buforze TBST z 1% BSA przez godzine. Po
blokowaniu immobilon inkubowano w buforze TBS zawierajgcym mysie przeciwciata klasy IgG1 wy-
znakowane za pomocg FGNC. Obraz otrzymano po naswietleniu immobilonu za pomocg lampy UV
emitujgcej Swiatto 0 A = 365 nm (Moc = 4W), co przedstawiono na fig. 2.

Przyktad 3 - Zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej (koniugacja z przeciwciatami
poprzez ester dimetylowy dimetoksycyklobutenodionu).

Cze$¢ z oczyszczonego preparatu FGNC po kolumnie wytrgcono za pomocg kwasu solnego,
zwirowano, supernatant odrzucono, a osad zawieszono w niewielkiej ilosci DMSO. Krok ten powto-
rzono 3 krotnie w celu pozbycia sie Tris z preparatu. Po oczyszczeniu do preparatu dodano SDS
i aktywatorow EDC/NHS w DMSO. Aktywacje prowadzono przez 1 godzine, po czym preparat oczysz-
czono od nadmiaru aktywatoréw poprzez 3-krotne wytrgcanie 1M buforem MES pH 4,8 i zawieszanie
w niewielkiej ilosci DMSO. Finalnie preparat zawieszono w DMSO, dodano SDS oraz nadmiar argini-
ny. Reakcje prowadzono w roztworze: 70% DMSO, 30% H20 ze 165 mM HEPESem pH 8,14. Reakcja
prowadzona byta przez 48 h, po czym preparat oczyszczono od wolnej argininy na kolumnie ze zfo-
zem sephadex G-25 fine.

FGNC z przytgczong argining potgczono kowalencyjnie z poliklonalnymi kozimi przeciwciatami
rozpoznajgcymi mysie IgG. FGNC poddano aktywacji za pomocg estru 20 dimetylowego cyklobuteno-
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dionu w 0,1 M HEPESie pH 7,0. Nadmiar aktywatora usunieto przez dialize do PBSu pH 7,0. Sprze-
ganie z przeciwciatami prowadzono przez 24 godziny. Tak otrzymany preparat zostat uzyty do immu-
nofluorescencyjnego barwienia receptoréow dla antygenu obecnych na splenocytach. Na fig. 3 przed-
stawiono komorki pobrane ze Sledziony myszy Balb/C szczepionej toksyng tezcowg, barwione za
pomocg FGNC sprzezonych z 25 przeciwciatami anty-mysie IgG. Komérki inkubowano 1 godzine
z FGNC, a nastepnie odptukano i obserwowano fluorescencje, gdzie odpowiednio A przedstawia
zdjecie w Swietle przechodzgcym, B przedstawia fluorescencje FGNC, a C przedstawia pofaczone
obrazy A i B.

Wykaz skrétéw

FGNC - fluorescencyjne nanoklastery ztota (ang. Fluorescent Gold NanoClusters)
BSA - surowicza albumina wotowa

NaOH - wodorotlenek sodu

DHLA - kwas dihydroliponowy

AuCls — chlorek ztota

DMSO - dimetylosulfotlenek

Tris-HCI — bufor tris(hydroksymetylo)aminometan — kwas solny

NaCl — chlorek sodu

TBS - s0l fizjologiczna buforowana TRISem

TBST - sdl fizjologiczna buforowane TRISem z Tween-20

IgG - immunoglobulina G

MES - kwas 2-(N-morpholino)etanosulfonowy

HEPES - kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonowy

SDS - laurylosiarczan sodu

EDC/NHS -1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimd/N-hydroksysukcynoimid

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b syntezy i oczyszczania nanoklasterow ztota posiadajgcych wtasciwosci fluorescen-
cyjne, w ktérym redukuje sie kwas chloroztotowy w mieszaninie, ktérg stanowi rozpuszczal-
nik organiczny i woda, znamienny tym, ze rozpuszczalnik organiczny stanowi dimetylosulfo-
tlenek (DMSO), a mieszanina sktada sie z 85-99% wag. DMSO i wody w ilosci do 100% wag.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mieszanine rozpuszczalnika organicznego
i wody stanowi mieszanina 95% wag. DMSO i 5% wag. wody.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze mieszanine kwasu chloroztotowego,
kwasu merkaptoundekanowego, dimetylosulfotlenku i wody podgrzewa sie do temperatury
120°C ciggle mieszajgc przez 1 godzine, po czym uzyskang mieszanine ochfadza sie.

4. Sposbéb wedtug ktéregokolwiek z zastrz. od 1 do 3, znamienny tym, ze otrzymany produkt
miesza sie z wodnym roztworem kwasu solnego, nastepnie nanoklastery ztota oddziela sie
od mieszaniny poprzez wirowanie, a oddzielone nanoklastery ztota ptucze sie wodnym roz-
tworem kwasu solnego.

5. Sposéb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze nanoklastery ziota zawiesza sie w buforze
tris(hydroksymetylo)aminometan — kwas solny (Tris-HCI) i oczyszcza za pomocag filtracji ze-
lowej na kolumnie chromatograficzne;.
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Rysunki

Fig. 1




