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Inventia se refera la o metoda@ de preparare a unui
imunogen bazat pe nanoparticule de aur pentru
realizarea unor vaccinuri impotriva coronavirusurilor.
Metoda, conform inventiei, consta Tn sinteza de nano-
particule de aur (nAu), functionand ca suporturi pentru
imobilizarea antigenelor, printr-o metoda hidrotermala
care utilizeaza acid tetraclorouranic si un agent de aco-
perire pe baza de citrat de aluminiu (cAl), rezultand
nanostructuri (nAu-cAl) de tip core-shell avand dimen-
siuni de 5...100 nm, care se folosesc ca atare, dupa
dializare si sterilizare, caimunogene sau sunt functio-
nalizate cu proteine recombinante imunogene specifice

agentilor infectiosi de tip coronavirus, la temperaturi de
4...40°C, timp de 1...24 h, urmate de separare prin cen-
trifugare, spalare cu apa ultrapura, resuspendare in
tampon salin fosfat si/sau solutie de NaCl 0,9% si, in
final, filtrare, rezultdnd un compus de tip nAu-cAl-pro-
teine cu proprietatiimunogene, avand biocompatibilitate
crescuta si stabilitate Tnalta la aglomerare Tn medii
puternic saline, inclusiv Th mediul sanguin.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la o metodad de sintezd a unor nanoparticule de aur (nAur) cu dimensiuni
nanometrice acoperite integral cu un strat de citrat, cu grosimi controlabile, folosite ca atare sau
functionalizate cu proteine recombinante imunogene specifice coronavirusurilor, avand
capacitate antigenicd inaltd. Nanoparticulele sunt obtinute printr-o metoda hidrotermald,
utilizand acid tetracloroauric (HAuCly) ca sursa de aur si un agent de acoperire pe bazi de citrat
de aluminiu (cAL), rezultdnd nanostructuri de tip “core-shell” (nAur-cAL) extrem de stabile la
aglomerare in solutii saline foarte concentrate (medii hipertonice). nAur-cAL au dimensiuni
controlabile, de regula, intre 5 si 100 nm, prezintdi o forma relativ sfericd si permit
functionalizarea suprafetei cu diferite molecule organice, incluzand proteine, liganzi organici,
medicamente §i agenti tensioactivi care pot fi legati superficial prin legaturi ionice sau
covalente, conferind compusului caracteristici multifunctionale. Functionalizate cu proteine
imunogene, nAur-cAL imitd virusul din punct de vedere al capacitatii imunogenice, iar
dimensiunile acestora pot fi ajustate pentru a se apropia de cele ale virusului.

Proprietatile specifice ale nAur-cAL functionalizate cu proteinele imunogene, cum ar fi aria
crescutd a suprafetei, proprietitile plasmonice inalte, biocompatibilitatea crescuti,
dispersibilitatea foarte buni, stabilitatea remarcabila in medii hipertonice si antigenitatea inalta
oferitd de proteinele imunogene recombinante ii oferad compusului sintetizat un potential crescut
pentru realizarea de vaccinuri impotriva coronavirusului sindromului respirator acut sever 2
(SARS-CoV-2), dar si pentru transportul si eliberarea de medicamente in vivo, inclusiv pentru
terapii antitumorale, in cazul utilizarii fara functionalizare proteica. in mod particular, datorita
incarcarii electrice negative, aceste structuri foarte stabile la aglomerare in medii hipertonice
pot deveni candidati importanti in transportulul de medicamente in vivo, putand atinge zone
tisulare fintd fard a suferi aglomeriri ireversibile in timpul deplasirii prin fluxul circulatiei
sangvine sistemice.

Nivelul curent al domeniului
Prepararea si functionalizarea nanoparticulele de aur. Cel mai cunoscut protocol in sinteza
de rutind a nAur se bazeazi pe metoda lui Turkevich [1,2]. Aceastd metoda are la bazi reducerea

acidului cloroauric (HAuCl4) de catre citratul de sodiu. Pe scurt, peste o solutie apoasi de



5 RO 134811 A0

acidului cloroauric (HAuCls) de citre citratul de sodiu. Pe scurt, peste o solutie apoasa de
HAuCl, incalzita la fierbere se adaugd, sub agitare rapida, o solutie de citrat trisodic. lonii de
citrat functioneazi atét ca agenti reducatori pentru formarea nAur dar si ca agenti de stabilizare,
prevenind agregarea sau aglomerarea nAur. Nanoparticulele obtinute au o absorbfie maxima in
vizibil in jurul valorii de 520 nm, aceasta crescand odata cu cresterea dimensiunii nAur.

Functionalizarea suprafetei nAur cu diferite biomolecule necesita indepértarea citratului de
sodiu de pe suprafetele respective. Acest lucru se realizeazi in general prin utilizarea unor
compusi care contin grupari tiolice (SH). In cazul unor proteine, astfel de grupri se gisesc in
structura unor aminoacizi componenti precum cisteina, metionina sau taurina. Dacad insd
proteinele de interes nu confin grupdri tiolice sau, in cazul in care existd, sunt numeric reduse
sau slab reactive, pentru imobilizarea acestora se folosesc liganzi intermediari bifunctionali care
prezintd la un capit grupari tiolice, necesare legarii la suprafata nAur, iar la celilalt capit
grupdri carboxilice, necesare cuplarii cu gruparile amino (NH>) ale proteinelor. Astfel de liganzi
sunt, de exemplu, acidul 16-mercapto-hexadecanoic si acidul poli(etilen-glicol)-2-
mercaptoetil-eter acetic. Pentru legarea proteinelor insd, grupdirile carboxilice ale liganzilor
trebuie modificate chimic prin metoda carbodiimidd/N-hidroxi-succinimidd (EDC/NHS),
asigurand astfel o legiturd covalenta fara adiugarea unui intermediar suplimentar. Dupa reactia
cu EDC/NHS, la nivelul gruparilor carboxil se formeaza esteri NHS reactivi care reactioneaza
cu grupdrile aminice primare ale proteinelor, formandu-se o legiturd covalentd foarte stabila
[2].

O alta metoda, mai putin utilizatd, foloseste HAuCly ca sursd de aur, bromuri (sau clorura)
de cetiltrimetilamoniu (CTAB/CTAC) ca agenti de stabilizare si borohidrurd de sodiu (NaBHa4)
sau acid ascorbic ca agenti reducitori. Metoda este mai complexa deoarece necesita si o serie
de etape de spalare a nanoparticulelor obtinute pentru indepartarea excesului de CTAB/CTAC,
urmate de folosirea unui polimer care sa permitd cuplarea ulterioard cu proteinele [3].
Vaccinuri bazate pe nanoparticule de aur

Vaccinurile impotriva coronavirusului uman aflate in curs de dezvoltare includ vaccinuri
ADN si ARN, vaccinuri cu virusuri vii atenuate, precum si vaccinuri bazate pe proteine
subunitare [4,5], proteina S fiind consideratd in prezent una dintre cele mai promititoare tinte
pentru dezvoltarea unui vaccin anti-SARS-CoV-2 [6,7]. O caracteristicd specifici a
potentialului de dezvoltare a vaccinului anti-COVID-19 o reprezintd gama largad de platforme
tehnologice bazate pe acizi nucleici, particule care simuleazi virusul, peptide, vectori virali,
proteind recombinanti, virusuri vii atenuate sau inactivate [8]. Majoritatea cercetarilor privind

un vaccin anti-SARS-CoV-2 urmairesc insd inducerea de anticorpi neutralizanti impotriva
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proteinei virale S [8]. Citeva platforme tehnologice utilizeazd nanoparticule care ar putea imita
virusul (“virus-like particles”) si sunt utilizate, de exemplu, de compania Novavax (vaccin
SARS-CoV-2 bazat pe glicoproteina S recombinantd incapsulata in nanoparticule) si Medicago
Inc. (vaccin SARS-CoV-2 de tip particuld “virus-like” (VLP)) [9]. Aceste companii utilizeaza
insa pentru imobilizarea proteinei S particule suport organice complexe, scumpe si dificil de
obtinut, care se separi foarte greu din mediile apoase biologice de reactie.

In ceea ce priveste avantajele nAur pentru a fi folosite in domeniul obtinerii de vaccinuri,
acestea sunt cunoscute in calitatea lor de adjuvanti pentru potentialul lor de a reduce toxicitatea,
imbunatitind activitatea imunogena si asigurand stabilitatea vaccinului in timpul depozitarii,
avand un potential crescut pentru dezvoltarea unei mari diversititi de vaccinuri complet
sintetice [10]. In plus, nAur prezinti un raport dintre aria suprafetei si volum foarte crescut,
sunt biocompatibile si inerte din punct de vedere biochimic si pot fi usor functionalizate cu o
serie de molecule. In literatura sunt descrise o serie de metode privind utilizarea acestora pentru
realizarea de vaccinuri impotriva unor maladii virale printre care encefalita de capusd, febra
aftoasd, gastroenterita porcind transmisibild, rabia, febra West Nile, SIDA, hepatitele virale B,
E si C, SARS-CoV [11].

Totusi, dat fiind cd nAur sunt partial sau integral acoperite de diferifi liganzi si/sau proteine
imunogene, capacitatea lor intrinsecd de a creste imunogenitatea scade semnificativ. De aceea,
in prepararea vaccinurilor se utilizeaza ca adjuvanti saruri de aluminiu, monofosforil lipid A si
emulsii uleioase, inclusiv pentru vaccinurile pe bazi de nAur testate. Aluminiul este preferat
deoarece sarcina electricd crescutd si volumul relativ mic al ionului de aluminiu fac din acest
metal un acid Lewis puternic, cu o afinitate ridicatd fatd de grupéarile functionale care contin
oxigen si sarcini negative, cum ar fi fosfatii sau grupérile carboxilice. Prin urmare, aluminiul
are capacitatea potentiald de a forma interactiuni puternice cu biomolecule importante, cum ar
fi proteinele [12]. In cazul nAur functionalizate cu citrat, gruparile tri-carboxilice si gruparea
alcoolicd ale acestuia conduc la o afinitate foarte crescutéd pentru aluminiu [12].

In ceea ce priveste utilizarea nAur in realizarea unui vaccin impotriva SARS-CoV-2, se pot
utiliza trei metode generale prin care se poate realiza imobilizarea proteinelor antigenice la
suprafata nAur stabilizate cu citrat de sodiu: (i) adsorbtia spontand a proteinelor la suprafata
nAur [13], (2) legarea ionicd intermediatd de un ligand [14] sau (3) legarea covalenta (metoda
N-hidroxisuccinimida/carbodiimida) [15]. Primele doud metode s-au utilizat pentru realizarea
unui vaccin impotriva SARS-CoV care are similitudine geneticd in proportie 79.5% cu SARS-
CoV-2 [16]. Adsorbtia spontand (i) necesitd insd dezlocuirea citratului de sodiu de pe

suprafetele nAur de citre proteinele care contin grupdri tiolice (SH) active. In plus, trebuie
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utilizati o cantitate relativ crescutd de proteine in raport cu suprafata de aur disponibila pentru
a impiedica destabilizarea nAur, fiind necesare teste preliminare pentru stabilirea cantitatii
minime care trebuie utilizatd pentru tipul si concentratia de nAur alese. Verificarea stabilitétii
la aglomerare a nAur acoperite cu proteine se realizeaza, de reguld, cu ajutorul unor solutii
concentrate de NaCl (in general, panad la 4M). Imobilizarea ionica (ii) a proteinelor permite
reducerea cantitatii de proteine fard afectarea stabilitdfii nAur. Dezavantajul acestui tip de
imobilizare constd in introducerea unei etape suplimentare in procesul de functionalizare prin
introducerea prealabild a unui ligand bifunctional care sd permita cuplarea nAur cu proteinele
tinta. in plus, legatura ionicd poate fi desfacuti in medii cu salinitate crescuti, precum cel
sanguin. Legarea covalenti (iii) oferd o legaturi stabild proteinelor, insd metoda de imobilizare
este complexd, necesitind introducerea unor reactivi suplimentari. in plus, in cazul nAur
stabilizate cu citrat de sodiu este necesard si introducerea unui ligand bifunctional avand
terminatii tiolice i respectiv carboxilice.

Dupi injectarea in organism, nAur din compozitia vaccinului, se pot elimina pe cale renala
si hepatobiliara. Pentru dimensiuni ale nAur mai mici de 6 nm, eliminarea are loc in principal
pe cale renald, majoritatea fiind eliminate in primele 24 de ore de la injectare. Calea
hepatobiliard este de asemenea utilizatd, insd dureazid mult mai mult, clearance-ul fiind
prelungit luni sau chiar ani [17]. Nanoparticulele mai mari prezinta o excretie foarte limitata
sau absenta prin calea renald, clearance-ul lor fiind predominant realizat pe calea hepatobiliara.
In general, timpul de excretie pentru aceste particule de dimensiuni mai mari este semnificativ
mai crescut decat cel inregistrat pentru particule cu dimensiuni < 6 nm. De exemplu, s-a
observat ci particulele de 40 nm acoperite cu citrat se acumuleaza in principal in ficat, in
celulele Kupfter, cu o scidere ulterioard de doar 9 % a concentratiei acestora la nivelul ficatului
la 6 luni dupi injectare [18]. Cu toate acestea, nanoparticulele acoperite cu citrat de sodiu tind
sd fie instabile in fluidele biologice [17].

Problema pe care o rezolvi inventia

(a) Comparativ cu suporturile organice de imobilizare a antigenelor:
1. Nanoparticulele de aur utilizate ca suport al antigenelor proteice (de ex., proteinele care
formeazi ,,coroana” coronavirusurilor) pot fi mult mai usor sintetizate si ulterior separate
din orice mediu apos, prin ultracentrifugare, datoriti densitifii mari a aurului (19,3 g/cm?),
usurand major procesul de realizare a vaccinului.
2. Costurile de productie pentru obtinerea nanoparticulelor de aur sunt mult mai mici decat

in cazul celor organice, pentru aceeasi cantitate de imunogen realizata.
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3. nAur au avantajul cresterii activitdtii imunogenice prin interactiunea cu celulele sistemului
imunitar in cazul in care suprafata de aur este disponibild pentru interactiune
(nanoparticulele nu sunt acoperite).

4. nAur, functionalizate inclusiv cu antigene proteice, pot fi usor caracterizate
spectrofotometric datoritd proprietatilor lor spectrale foarte pronuntate in domeniul vizibil.
5. nAur cu dimensiuni mai mari de 6 nm se elimind mai greu din organism, cleareance-ul
acestora durand luni sau chiar ani, fiind practic imposibil de metabolizat de catre celule. Prin
urmare, procesul de stimulare a productiei de anticorpi impotriva coronavirusului poate fi

continuu, desfasurandu-se pe termen lung.

(b) Comparativ cu alte tipuri de nanoparticule de aur stabilizate cu citrat utilizate in realizarea

unor vaccinuri, inclusiv anti SARS-CoV:

1. Metoda permite un control precis al dimensiunilor finale ale nAur functionalizate cu citrat.
Modificarea dimensiunilor stratului de citrat se realizeazi prin reticularea progresivd a
acestuia cu diferiti ioni metalici, de ex. A1**, in functie de timpul de reactie rezultand un strat
de citrat de aluminiu sau un amestec de citrat de aluminiu si sodiu stabil, cu grosimi
controlabile.

2. Metoda elimind nevoia introducerii unui ligand bifunctional care si permitad cuplarea
ulterioard cu proteine imunogene tfintd. Ionii de citrat negativi care nu au reacfionat cu
aluminiul metalic, impreuna cu ionii pozitivi de aluminiu din stratul de citrat reticulat permit
in mod direct legarea ionica sau covalent (via grupéri carboxilice ale citratului) a proteinelor
imunogene.

3. In urma reticularii citratului cu ioni metalici, nAur functionalizate devin extrem de stabile
la aglomerare in medii saline.

4. Prin introducerea ionilor de aluminiu in structura nAur, acestea isi cresc capacitatea
imunogenici, A1** fiind cunoscut ca un puternic adjuvant in aceasta directie. Prin urmare,
prin aceasta metodd se reduce sau se elimind nevoia utilizirii de saruri de aluminiu in
prepararea vaccinurilor.

5. Metoda permite crearea de legéturi ionice stabile intre nAur functionalizate cu citrat de
aluminiu §i proteinele imunogene, rezultind un compus (nAur-cAL-Proteine) foarte stabil
la aglomerare, inclusiv in medii saline precum cel sanguin.

6. Metoda este foarte versatild, alaturi de ionii de aluminiu putand fi introduse in structura
nAur functionalizate si alte tipuri de ioni, de ex. fier, cupru, siliciu, magneziu, proveniti

inclusiv din aliaje in urma interactiunii citratului de sodiu cu acestea. nAur functionalizate
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astfel iti pistreazd stabilitatea la aglomerare in medii puternic saline si pot oferi

functionalitati multiple structurilor finale.

Descrierea detaliati a inventiei

Nanostructura imunogenica, conform inventiei, se realizeazi in patru etape: (1) sintetiza
nanoparticulele de nAur in citrat de sodiu, (2) reticularea ionilor de citrat cu ioni de aluminiu,
(3) indepartarea din suspensia de nAur a citratului de sodiu si a celui de aluminiu liber, prin
dializare sau centrifugare si (4) legarea ionicd sau covalentd a proteinelor antigenice pe
nanostructurile dializate/centrifugate.

Obtinerea nAur (etapa 1) se realizeaza conform literaturii de specialitate si constd in aceea
ca o solutie apoasd a acidului cloroauric este amestecatd rapid cu o solutie apoasa de citrat de
sodiu, reactia avand loc la temperaturi cuprinse, de reguld, intre 70-100 °C. Dupa aproximativ
30 min. se obtine 0 suspensie de nAur stabilizate cu citrat avand distributii inguste dupa
dimensiuni. Pentru reactie se foloseste apa ultrapura.

in etapa (2), pentru reticularea controlati a ionilor de citrat se folosesc o serie de metale
cum ar fi aluminiu, fier sau magneziu, care intrd in reactie impreuna sau separat, citratul de
sodiu fiind un foarte bun chelator al acestor metale. In principiu, orice metal care poate fi chelat
de citratul de sodiu poate fi folosit pentru reticulare. In suspensia de nAur obtinuta in etapa (1)
se adauga metalul sau metalele de interes, reactia dintre citrat si metal putand fi controlata atat
din punct de vedere termic (de ex., intre 0-100°C) cét si din punct de vedere al conditiilor de
agitare (statici sau dinamica). In functie de timpul de reactie, de temperatura, de conditiile de
agitare sau de concentratia de citrat, culoarea rosie a suspensiei se poate modifica usor, indicand
formarea stratului de citrat reticulat cu ioni de aluminiu.

In etapa (3) nAur acoperite cu un strat de citrat de sodiu si aluminiu (nAur-cAL) se separa
din suspensie prin dializare sau centrifugare. Prin indepértarea citratului de sodiu si aluminiu
nelegat de nAur, randamentul de legare a proteinelor la suprafata nAur-cAL creste substantial.
Altfel, citratul liber din suspensie ar interactiona major cu proteinele de interes, impiedicandu-
le si se lege la nAur-cAL.

Etapa (4) presupune imobilizarea ionica sau covalentd a proteinelor imunogene la suprafata
nAur-cAL si evaluarea randamentului lor de legare. Imobilizarea ionica se realizeazi prin
addugarea proteinelor imunogene peste suspensia de nAur-cAL si incubarea acestora, in
conditii statice sau dinamice, la diferite temperaturi (de reguld, in intervalul 4-40°C) pentru
intervale de timp cuprinse, de regula, intre 1-24 ore. Separarea nAur-cAL din suspensie se face

prin centrifugare. Superantantul rezultat este utilizat pentru masurétori spectrofotometrice, de
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reguld, colorimetrice, pentru evaluarea randamentului de legare al proteinelor imunogene.
Redispersarea nAur-cAL se face in apé ultrapura.

Se dau in continuare doud exemple de realizare a inventiei in legaturd cu figurile 1-4.

Exemplul 1. Prepararea de nanoparticule de aur functionalizate cu citrat de aluminiu si proteine
pentru pentru realizarea unui vaccin impotriva coronavirusurului de tip SARS-CoV 0,2 g
HAuCls se dizolva in 900 ml apa ultrapurd aflata la fierbere. Imediat se adaugéd sub agitare
mecanicd o solufie de citrat de sodiu (100 ml) cu concentratia de 9 mg/ml. Dupa ce solutia,
inifial de culoare galbena, vireazd spre rosu (de reguld, dupad 5-30 de minute), reactia este
finalizata, iar solutia este lasata sa se raceasci la temperatura camerei. pH-ul suspensiei de nAur
sintetizate i stabilizate cu citrat de sodiu devine usor acid, atingand valoarea de 6.5, pentru un
potential zeta de aproximativ -30 mV.

Peste 200 ml din suspensia de nAur adusa la fierbere se adaugéd aluminiu metalic, eventual
sub forma de folie comerciald, reactia cu citratul de sodiu (ecuatiile 1 si 2) avand loc, de regula,
la 100 °C péna cand suspensia de nAur-cAL devine stabila la aglomerare in solutii concentrate
de NaCl. Verificarea stabilitafii la aglomerare in medii puternic saline se realizeaza cu ajutorul

unor solutii de NaCl cu concentratii variind, de exemplu, intre 0.06 M si 2 M.

Na3CeHs07+ Al — AIC¢Hs07 + 3Na (Ec. 1)
3Na + 3H20 — 3NaOH + 3/2H> (Ec. 2)

in functie de temperatura utilizatid si de timpul de reactie, citratul de sodiu se poate
transforma integral sau partial in citrat de aluminiu. Fiecare ion de aluminiu intrat in reactie
poate interactiona simultan cu maxim 3 ioni de citrat, rezultand lanfuri polimerice de citrat de
aluminiu care se depun pe suprafata nanoparticulelor de aur, forménd structuri de tip core-shell.
pH-ul suspensiei de nAur-cAL rezultate devine usor bazic (aproximativ 7,5) in urma formarii
de NaOH. Potentialul zeta se mentine negativ, insi creste puternic, putdnd ajunge, de ex., -20
mV.

Pentru indepartarea citratului de sodiu rdmas nereactionat in suspensie i a citratului de
aluminiu nedepus pe nanoparticule, suspensia de nAur-cAL este transferatd intr-o punga de
dializa (MWCO:14000) si supusd unui proces de dializare in apa ultrapurd, sub agitare
mecanicd. Dupd indepartarea citratului, nAur-cAL au tendinta sa sedimenteze, insé pot fi rapid
redispersate sub agitare ugoard. Potentialul zeta se mentine negativ, insa creste fatd de proba

nedializatd, nAu-cAL.
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Inainte de imobilizarea pe nAur-cAL dializate (nAur-cALD), proteinele imunogene pot fi
de asemenea dializate pentru indepartarea eventualilor agenti de prezervare. Ulterior, pentru
legarea pe nAur-cALD, 20 pl dintr-o solutie de proteine imunogene cu concentratia de 1 mg/ml
se adaugd peste 1 ml din suspensia de nAur-cALD. Suspensia este incubati timp de 4-6 ore la
40 °C. Particulele rezultate se centrifugheaza, iar supernatantul colectat dupé centrifugare este
utilizat pentru determinarea spectrofotometricd a cantitifii de proteine imunogene legate la
nAur-cALD. Evaluarea cantitativi a proteinei legate se realizeazi prin intermediul curbei de
calibrare. Absorbanta se citeste la 570 nm, eficienta de legare a proteinelor la suprafata nAur-
cALD fiind mai mare de 95%.

Biocompatibilitatea nAur-cALD in vitro s-a realizat pe fibroblasti dermici umani. Celulele
nAur fost numirate automat. Pentru evaluarea viabilititii celulare, s-au testat concentratii
progresiv crescande de nAur-cALD (5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL si
160 pg/mL). Celulele au fost insdmantate in pléci cu 96 de godeuri la o densitate de aproximativ
1x10* celule/godeu. nAur-cALD au fost sterilizate prin autoclavare si apoi adiugate peste
celule. Toate probele au fost insimantate in trei replicate si incubate timp de 24 de ore.
Viabilitatea celulari a fost evaluatd prin testul bromurii de S5-dimetiltiazol-2-il-2, 5-
difeniltetrazoliu (MTT) (testul proliferdrii celulare Vybrant MTT - Thermo Fisher Scientific),
realizat conform recomandarilor furnizorului, utilizdnd dimetilsulfoxid (DMSO) ca agent de
diluare.

Unele proprietiti fizice ale nanostructurilor de nAur si nAur-cALD sintetizate in acest
exemplu de realizare a prezentei inventii sunt prezentate mai jos.

Figura 1 prezinta distribufia dupd méarimi a nanostructurilor de tip core-shell sintetizate in
cadrul prezentei inventii. Nanoparticulele de aur au dimensiuni medii de 6,5 nm, iar cele
acoperite cu un strat de citrat de aluminiu, de 10 nm.

In Figura 2 este prezentat spectrul de absorbtie in vizibil al nAur (dispersate in apa
ultrapurd) in comparatie cu nAur-cALD (dispersate in apa ultrapurd) si cu nAur-cALD
dispersate in solutii de NaCl cu diferite concentratii. Spectrul de absorbtie al nAur-cALD,
indifererent de concentratia solutiei de NaCl in care se afld, prezinti o deplasare de cca 13 nm,
nAur-cALD arétand o stabilitate foarte inalta la aglomerare in medii cu salinitate crescuta.

Potentialul zeta al nAu, nAu-cAL si nAu-cALD este prezentat in Figura 3. Faptul ca
aglomerare al acestora. Reticularea cu ioni de AI** a citratului a condus la sciderea potentialului
zeta, nAu-cAL si nAu-cALD pastrand totusi, inclusiv dupa dializare, o stabilitate buna la

aglomerare.
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Dependenta viabilitafii fibroblastilor de concentratia de nAur-cALD este prezentatd in
Figura 4. Indiferent de concentratia de nanoparticule core-shell utilizata, viabilitatea celulara
este comparabilad cu cea obtinutad pentru celulele de control (insiméantate fard nAur-cALD),

indicénd o biocompatibilitate inaltd a nAur-cALD.

Exemplul 2. Prepararea de nanoparticule de aur de tip core-shell intr-o singurd etapa si
functionalizarea acestora cu proteine pentru realizarea unui vaccin impotriva coronavirusurului
de tip SARS-CoV 0,2 g HAuCl4 se dizolva in 900 ml apa ultrapuri aflata la fierbere. Imediat se
adauga sub agitare mecanica o solutie de citrat de sodiu (100 ml) cu concentratia de 9 mg/ml.
Dupi ce solutia, inifial de culoare galbend, devine transparentd sau rosie se adaugd aluminiu
metalic, eventual sub forma de folie comerciald. Reactia continud pana cind suspensia de nAur-
cAL devine stabila la aglomerare in solufii concentrate de NaCl. Verificarea stabilitafii la
aglomerare se realizeaza intermitent, prelevand probe in timpul desfasurarii reactiei.
Suspensia este lasata sa se raceasca la temperatura camerei. Ulterior, procedura de realizare

a imunogenului este identica cu cea descrisd in cadrul Exemplului 1.
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FIGURI

Figura 1. Distributia dupd mérimi a nanoparticulelor de aur acoperite §i respectiv
neacoperite cu citrat de aluminiu.

Figura 2. Spectrul de absorbtie in vizibil realizat in api ultrapuri si respectiv in solutii
concentrate de NaCl (maxim 2M) al nanostructurilor sintetizate.

Figura 3. Potentialul zeta al nanoparticulelor de aur stabilizate cu citrat de sodiu (nAu),
reticulate cu AI** (nAu-cAL) si respectiv dializate (nAu-cALD).

Figura 4. Dependenta viabilitatii fibroblastilor de concentratia de nAur-cALD.
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REVENDICARI

1. Metoda de preparare de nanoparticule de aur acoperite cu citrat de aluminiu sau/si cu citrat
al altor metale (de ex., fier), pornind de la reactia dintre metalul de interes si nanoparticulele de
aur stabilizate cu citrat de sodiu, caracterizati prin aceea cd nanoparticulele de aur aflate in
solutia de citrat de sodiu reactioneaza cu metalul de interes pentru diferite perioade de timp, la
temperaturi cuprinse, de reguld, intre 0-100 °C, rezultand nanoparticule de tip core-shell pe
bazi de aur si citratul metalelor de interes intrate in reactie, avand o stabilitate foarte inalti la
aglomerare in medii cu salinitate crescutd, inclusiv dupa eliminarea din suspensie a produsilor

secundari de reactie care nu s-au legat de nanoparticulele de tip core-shell.

2. Metoda de preparare a unui imunogen bazat pe nanoparticule de aur pentru realizarea de
vaccinuri, in special impotriva coronavirusurilor de tip SARS-CoV-2, pornind de la
nanoparticulele de aur acoperite cu citrat de aluminiu (sau/si al altui metal de interes) descrise
la Revendicarea 1 si utilizate, de regula, dupd dializare, caracterizati prin aceea ca
nanoparticulele se amestecd cu proteine imunogene specifice virusului fintd, la diferite
temperaturi (de reguld, 40°C), pentru diferite perioade de timp (de ex., 4 ore), urmatd de
separare prin centrifugare, spilare cu apa ultrapura, resuspendare in tampon salin fosfat sau/si

solutie de NaCl 0.9% si, in final, filtrare prin filtru de 220 nm pentru sterilizare fizica.

3. Metoda de preparare a unui imunogen bazat pe nanoparticule de aur pentru realizarea de
vaccinuri pornind de la nanoparticulele de aur acoperite cu citrat de aluminiu (sau/si al altui
metal de interes), descrise la Revendicirile 1 si 2, care sunt utilizate, de regula, dupa dializare,
caracterizatid prin aceea ci nanoparticulele se amestecd cu proteine imunogene specifice
virusului fintd, la diferite temperaturi (de reguld, 40°C), pentru diferite perioade de timp (de
exemplu, 4 ore), compusii rezultati fiind utilizati ca atare sau suspendati in solutie tampon fosfat

sau/si solutie de NaCl 0.9 %.

4. Metoda de preparare a unui imunogen bazat pe nanoparticule de aur pentru realizarea de
vaccinuri, in special impotriva coronavirusurilor de tip SARS-CoV-2, pornind de la
nanoparticulele de aur acoperite cu citrat de aluminiu (sau/si al altui metal de interes) descrise
la Revendicarea 1 si utilizate, de reguld, dupd dializare, caracterizati prin aceea ci
nanoparticulele de tip core-shell sterilizate se folosesc ca atare ca imunogeni impotriva

coronavirusurilor,
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