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Inventia se referala un procedeu pentru obfinerea nanostructurilor biofunctionalizate
de tip AQNP-PEG-Cisplatin pentru internalizarea specifica in celulele tumorale pancreatice
cu aplicabilitate in chimioterapia optimizata a neoplasmului de pancreas.

Este cunoscut faptul ca una dintre cele mai letale tumori solide la oameni, cancerul
pancreatic (CP), prezinta o ratd de supravietuire generala de 5 ani mai mica de 5%. La
momentul actual, rezectia chirurgicala a tumorii primare este singura abordare terapeutica
care oferd o imbunatatire in rata de supravietuire. Mai mult decat atat, CP este, de
asemenea, una dintre tumorile cele mai rezistente la medicamente, Siegel R., Ward E.,
Brawley O., Jemal A., Cancer statistics, 2011. CA: a cancer journal for clinicians 2011.
Chimioterapice precum Cisplatin, Gemcitabina Capecitabina, 5 Fluoro-Uracil, Erlotinib,
Oxaliplatin, Bevacizumab, Cetuximab, Epirubicina, Factorul opioid de crestere, Docetaxel,
Celecoxid, Paclitaxelul utilizate in tratamentul cancerului de pancreas au inregistat rate de
raspuns in tratamentul neoplasmului pancreatic ce nu depasesc 6,3%, Jemal A., Bray F.,
Center M.M., Ferlay J., Ward E., Forman D., Global cancer statistics. CA Cancer J Clin
2011 Mar-Apr; 61(2): 69-90, iar cresterea intervalului de supravietuire global nu depaseste
in medie cu 5,6 luni, Porzner M., Seufferlein T., Novei Approaches to Target Pancreatic
Cancer. Curr Cancer Drug Targets 2011 May 23; Sempere L.F., Gunn J.R., Korc M., A
novel three-dimensional culture system uncovers growth stimulatory actions by TGF-
beta in pancreatic cancer cells. Cancer Biol Ther 2011 Aug 1;12(3).

Capacitatea de internalizare in celule, citotoxicitatea si genotoxicitatea nanoparti-
culelor de argint (AgNPs) au fost demonstrate in diverse experimente, AshaRani P., Low
Kah Mun G., Hande M.P., Valiyaveettil S., Cytotoxicity and genotoxicity of silver
nanoparticles in human cells. ACS nano 2008;3(2): 279-290; Schrand A.M., Braydich-
Stolle L.K., Schlager J.J., Dai L., Hussain S.M., Can silver nanoparticles be useful as
potential biological labels? Nanotechnology 2008;19(23):235104. De asemenea, efectul
antibacterial al acestui tip de nanoparticule a fost intens studiat si demonstrat, Lok C., Ho C.,
Chen R., He Q., Yu W., Sun H., et al. Silver nanoparticles: partial oxidation and
antibacterial activities. JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry 2007;12(4):
527-534; Shahverdi A.R., Fakhimi A., Shahverdi H.R., Minaian S., Synthesis and effect
of silver nanoparticles on the antibacterial activity of different antibiotics against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine 2007;3(2):168-171. Cercetari recente au demonstrat potential de utilizare al
nanoparticulelor de argint ca vectori pentru tamoxifen in tratamentul neoplaziilor de san,
Ostad S.N., Dehnad 8., Nazari Z.E., Fini S.T., Mokhtari N., Shakibaie M., et al., Cytotoxic
activities of silver nanoparticles and silver ions in parent and tamoxifen-resistant T47D
human breast cancer cells and their combination effects with tamoxifen against
resistant cells. Avicenna journal of medical biotechnology 2010;2(4):187. Toate aceste
evidente preliminare justifica utilizarea, in cazul produsului propus, a nanoparticulelor de
argint ca vectori intracelulari pentru moleculele de chimioterapie (Cisplatinul) pentru
eficientizarea tratamentului cancerului pancreatic. Se cunoaste faptul ca nivelul scazut de
preluare intracelulara a Cisplatinului se datoreaza expresiei deficitare a transportorului CTR1,
proteina responsabila de transportul transmembranar al chimioterapicului, Galluzzi L.,
Senovilla L., Vitale I., Michels J., Martins I., Kepp O., et al. Molecular mechanisms of
cisplatin resistance. Oncogene 2012;31(15): 1869-1883. Din acest motiv, AGNPs prezintg,
prin capacitatea ridicata de internalizare celularé spontana, potentialul de a interfera cu
principalul mecanism de chimiorezistenta a Cisplatinului.
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Solutiile cunoscute prezintd urmatoarele dezavantaje: nu confera protectie duala,
antibiotica si antitumorala. Astfel, chimioterapicele uzuale induc un risc crescut de infectii
severe prin imunosupresie.

Problema pe care o rezolvainventia este de a prezenta un procedeu pentru obtinerea
nanostructurilor biofunctionalizate de tip AQNP-PEG-Cisplatin pentru internalizarea specifica
in celulele tumorale pancreatice cu aplicabilitate in chimioterapia optimizata a neoplasmului
de pancreas.

Procedeul pentru obtinerea nanostructurilor biofunctionalizate de tip AQNP-PEG-
Cisplatin, pentru internalizarea specifica in celulele tumorale pancreatice, inlatura
dezavantajele de mai sus prin aceea ca are loc prin urmatoarea succesiune de etape:

- obtinerea nanoparticulelor de argint AQNP: 27 mg de AgNO, sunt dizolvate in
150 ml H,O bidistilata, se incalzesc la 100°C, apoi se adauga 15 mg citrat de sodiu dizolvat
in 1 ml H,O bistilatd, si reactia este lasata sa continue la 100°C si sub agitare continua pana
ce culoarea vireaza la galben-pal;

- inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de argint cu poletilenglicol
ditiolic: la 30 ml AgNP se adauga 30 ml H,O distilata si 5 ml PEG 500 uM, si apoi pH-ul
solutiei este ajustat la 7 cu ajutorul Na,HPO, 0,2 M, reactia se lasa pentru perfectare 50 min
si apoi se adauga la 10 ml AQNP-PEG la 5 ml solutie de cis-diclorodiamonoplatinum (ll) si
se tine sub agitare 240 min, la temperatura camerei, apoi nanoparticulele de Ag
functionalizate cu cis-diclorodiamonoplatinum (II) sunt supuse unei etape de centrifugare la
15000 rpm/30 min si apoi unei etape de redispersare prin ultrasonare in apa bidistilata in
vederea indepartarii produsilor de reactie secundari.

Procedeul pentru obtinerea nanostructurilor biofunctionalizate de tip AQNP-PEG-
JAG-1 inlaturéa dezavantajele de mai sus prin aceea ca are loc prin urmatoarea succesiune
de etape:

- obtinerea nanoparticulelor de argint AQNP: 9 mg de AgNQO, sunt dizolvate in 50 ml
H,O bidistilata, se incalzesc la 100°C, apoi se adauga 5 mg citrat de sodiu dizolvat in 1 ml
H,O bistilatd, si reactia este lasata sa continue la 100°C si sub agitare continua pana ce
culoarea vireaza la galben-pal;

- inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de argint cu poletilenglicol
ditiolic: la 5 ml AgQNP se adauga 5 ml H,O distilata si 1 ml PEG 100 uM, si apoi pH-ul solutiei
este ajustat la 7 cu ajutorul Na,HPO, 0,2 M, reactia se lasa pentru perfectare 30 min si apoi
se adauga la 1 ml JAG-1 5 yM si 1 ml DMSO 100 uM si se tine sub agitare 120 min, la
temperatura camerei, apoi nanoparticulele de Ag functionalizate cu JAG-1 sunt supuse unei
etape de centrifugare la 14000 rpm/25 min si apoi unei etape de redispersare prin
ultrasonare in apa bidistilata in vederea indepartarii produsilor de reactie secundari.

Prin aplicarea inventiei, se obtine urmatorul avantaj:

- produsul este in mod particular util in perioadele de imunosupresie indusa de
chimioterapie, prin proprietatile sale antibacteriene.

Produsul propus prezinta potentialul de reducere/inlaturare a rezistentei terapeutice
la Cisplatin a adenocarcinomului pancreatic prin cresterea acumularii intracelulare a
acestuia. De asemenea, efectele antibacteriene ale nanoparticulelor de argint aduc
compusului in plus un efect protector adjuvant impotriva riscului infectios (specific
imunosupresiei secundare chimioterapiei).

Scopul inventiei este de a genera un nou compus format din nanoparticule de argint
functionalizate cu Cisplatin cu potential terapeutic optimizat in cancerul de pancreas.
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Procedura conform inventiei consta din aceea ca nanoparticulele de argint sunt initial
sintetizate prin reducerea Ag* la Ag° in prezenta citratului de sodiu. in urmétoarea etapa se
efectueaza o schimbare a agentului de stabilizare al nanoparticulelor cu polietilenglicol
ditiolic (PEG). Functionalizarea nanopaticulelor de argint stabilizate cu PEG se face prin
legarea covalenta a acestora cu Cisplatin (CDDP), bazata pe afinitatea marita a Cisplatinului
pentru gruparea -SH a polietilenglicolului ditiolic. Nanoparticulele de argint astfel
functionalizate se supun unor etape succesive de centrifugare si redispersare prin
ultrasonare in H,O bidist. in vederea inl&turarii produsilor de reactie secundari. Acest nou
tip de nanostructura obtinutd prezintd aplicabilitate in chimioterapia optimizatd a
neoplasmului de pancreas.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare conform inventiei:

Exemplu

Sinteza nanoparticulelor de argint (AgNP) se realizeaza in mediu apos: 27 mg de
AgNQ; sunt dizolvate in 150 ml H,O bidist. este incalzita la 100°C, apoi se adauga 15 mg
citrat de sodiu (Sigma-Aldrich cod S4641) dizolvate in 1 ml H,O bidistilata, iar reactia este
lasata sa continue la 100°C si sub agitare continua pana ce culoarea vireaza la un galben-
pal. in etapa urmatoare, se trece la inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de
argint cu polietilenglicol ditiolic. La 30 ml AgNP sunt adaugati 30 ml H,O dist. si 5 ml PEG
500 uM, si apoi pH-ul solutiei este ajustat la 7 cu ajutorul Na,HPO, 0,2 M. Dupa ce reactia
a fost lasata la perfectare 50 min, la 10 ml AQNP-PEG se adauga 5 ml sol. Cisplatin [cis-
Dichlorodiamminoplatinum (I1)] si se tine sub agitare 240 min, la temperatura camerei.
Nanoparticulele de Ag functionalizate cu Cisplatin (AgNP-PEG-Cisplatin) sunt supuse unor
etape de centrifugare (15000 RPM/30 min) si redispersare prin ultrasonare in H,O bidist., in
vederea inlaturarii produsilor de reactie secundari. Solutia de AgNP-PEG- Cisplatin este
supusa caracterizarii prin metode spectrale (UV-Vis). Spectrul UV-Vis al AgNP prezinta un
maxim de absorbtie specific pentru nanoparticule de Ag la A, = 419 nm. In cazul AgNP-
PEG-Cisplatin, acest maxim de absorbtie suferd un efect batocromic, nanoparticulele
functionalizate cu peptida JAG-1 au un A, = 424 nm.

Aplicatii pe subiecti umani sau animale. Produsul prezentat nu a fost inca testat pe
animale sau subiecti umani, fiind inca in faza de testare prealabild in vitro a citotoxicitatii,
urmand ca intr-o etapa ulterioara sa se experimenteze efectele in vivo ale acestuia.
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Revendicare

Procedeu pentru obtinerea nanostructurilor biofunctionalizate de tip AQNP-PEG-
Cisplatin pentru internalizarea specifica in celulele tumorale pancreatice, caracterizat prin
aceea ca are loc prin urmatoarea succesiune de etape:

- obtinerea nanoparticulelor de argint AQNP: 27 mg de AgNO; sunt dizolvate in
150 ml H,O bidistilata, se incalzesc la 100°C, apoi se adauga 15 mg citrat de sodiu dizolvat
in 1 ml H,O bistilata, si reactia este lasata sa continue la 100°C si sub agitare continua pana
ce culoarea vireaza la galben-pal;

- inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de argint cu poletilenglicol
ditiolic: la 30 ml AgNP se adauga 30 ml H,O distilata si 5 ml PEG 500 uyM, si apoi pH-ul
solutiei este ajustat la 7 cu ajutorul Na,HPO, 0,2 M, reactia se lasa pentru perfectare 50 min
si apoi se adauga la 10 ml AQNP-PEG la 5 ml solutie de cis-diclorodiamonoplatinum (ll) si
se tine sub agitare 240 min, la temperatura camerei, apoi hanoparticulele de Ag functio-
nalizate cu cis-diclorodiamonoplatinum (II) sunt supuse unei etape de centrifugare la
15000 rpm/30 min si apoi unei etape de redispersare prin ultrasonare in apa bidistilata in
vederea indepartarii produsilor de reactie secundari.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 133/2020
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