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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui produs cu aplicabilitate de tip
regenerativ si antimicrobian.

Este cunoscut faptul ca una dintre cele mai de temut complicatii in cazul regenerarii
osoase (post traumatice, post-implant) este reprezentata de infectii aparute la nivelul ariei de
regenerare, cercetariintense si eforturi de strategie de sanatate fiind directionate in identificarea
unei solutii la aceasta problema, Thomas M., Puleo D., Infection, inflammation, and bone
regeneration aparadoxical relationship.J DentRes 2011; 90(9): 1052-1061, McLaren A.C.,
Alternative materials to acrylic bone cement for delivery of depot antibiotics in
orthopaedic infections. Clin Orthop 2004; 427: 101-106.

Nanoparticulele de argint (AgNP) reprezinta o alternativa atractiva la folosirea antibioti-
celor, deoarece probabilitatea ca microorganismele sa dezvolte rezistenta la nanoparticulele
de argint este limitata, Slane J., Vivanco J., Rose W., Ploeg H., Squire M., Mechanical,
material, and antimicrobial properties of acrylic bone cement impregnated with silver
nanoparticles. Materials Science and Engineering: C 2015; 48: 188-196. Datele din
literatura de specialitate arata ca implanturile cu invelis de hidroxiapatita care au in confinut si
nanoparticule de argint reduc numarul de bacterii Staphylococcus aureus si Staphylococus
epidermis, fara a prezenta efecte citotoxice notabile in comparatie cu implanturile ce contin doar
hidroxipapatita in invelis, Surmenev R. A., Surmeneva M. A,, lvanova A. A,, Significance of
calcium phosphate coatings for the enhancement of new bone osteogenesis - A review.
Acta biomaterialia 2014; 10(2): 557-579.

Calea de semnalizare celulara Notch este un mecanism complex care orchestreaza
soarta celulara prin proliferare, migrare, diferentiere si moarte celulara in organismele vii, de la
insecte la oameni, Sondi ., Salopek-Sondi B., Silver nanoparticles as antimicrobial agent:
a case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. J. Colloid Interface Sci.
2004; 275(1): 177-182, Laurencin C.T., Ashe K.M., Henry N., Kan H.M., Lo K.W., Delivery
of small molecules for bone regenerative engineering: preclinical studies and potential
clinical applications. Drug Discov Today 2014; 19(6): 794-800. Se cunoaste faptul ca liganzi
ca Jagged-1, -2 si Delta-1, -3 si -4 sunt activatori ai receptorilor transmembranari Notch (Notch-
1to -4), Goncalves R.M., Martins M.C.L., Aimeida-Porada G., Barbosa M.A., Induction of
notch signaling by immobilization of jagged-1 on self-assembled monolayers.
Biomaterials 2009; 30(36): 6879-6887, Lindsell C.E., Shawber G., Boulter J., Weinmaster
G., Jagged: a mammalian ligand that activates Notch1. Cell 1995; 80(6): 909-917. Studii
recente au aratat faptul ca Jagged-Fc adsorbit pe suprafata particulelor creste rata de
proliferare ex vivo a celulelor stem hematopoietice, Kertesz Z., Vas V., Kiss J., Urban V.S.,
Pozsonyi E., Kozma A., et al. In vitro expansion of long-term repopulating hematopoietic
stern cells in the presence of immobilized Jagged-1 and early acting cytokines. Cell Biol
Int 2006; 30(5): 401-405. Un alt studiu arata faptul ca peptida scurta formata din 17 aminoacizi,
denumita JAG-1, mimeaza functionalitatea proteinei JAGGED-1 si poate fi folosita ca activator
al caii de semnalizare Notch, Nickoloff B., Qin J., Chaturvedi V., Denning M., Bonish B.,
Miele L., Jagged-1 mediated activation of notch signaling induces complete maturation
of human keratinocytes through NF-kappaB and PPARgamma. Cell Death Differ 2002;
9(8): 842-855.

Toate aceste considerente ne indreptatesc sa consideram ca un compus care sa
combine proprietatile antibacteriene ale nanoparticulelor de argint cu efectele stimulatoare ale
cresterii si diferentierii osteoblastice ale proteinei Jag-1 poate reprezenta un real interes pentru
aplicatii practice regenerative osoase.
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Solutiile cunoscute prezinta urmatoarele dezavantaje: nu confera proprietati duale
(regenerative si antimicrobiene). Astfel, produsele cu efect regenerativ sunt lipsite de protectie
antibiotica sau prezinta protectie antibiotica cu risc crescut de inactivare prin mecanisme
specifice de antibiorezistenta. Similar, produsele al caror efect principal este antimicrobian nu
prezinta efecte de stimulare a regenerarii osoase.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu pentru
obtinerea nanostructurilor biofunctionalizate de tip AQNP-PEG-JAG-1 cu aplicabilitate de tip
regenerativ si antimicrobian.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca va cuprinde
urmatoarele etape:

- obtinerea nanoparticulelor de argint AQNP: 9 mg de AgNO, sunt dizolvate in 50 ml H,O
bidistilata, se incélzesc la 100°C, apoi se adauga 5 mg citrat de sodiu dizolvat in 1 ml H,O
bidistilata 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 AgNP 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 mlJAG-15 M si 1 mI DMSO 100 puM 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.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- s-a demonstrat ca orientarea proteinei JAGGED-1 pe suprafata substratelor
influenfeaza promovarea interactiunilor de tip JAGGED-1 Notch, mai mult decat concentratia
proteinei de semnalizare (9). Datorita tropismului deja demonstrat al nanoparticulelor de argint
pentru membrana celulara (10), produsul prezinta avantajul unei distributii optime Tn vederea
efectului.

Problema pe care o rezolva inventia consta in:

- reducerea suprapopularii bacteriene la cazurile care necesita regenerare osoasa:

- stimuleaza proliferarea si diferentierea osteoblastica la cazurile de implant/regenerare
post-traumatica.

De asemenea, folosirea moleculelor mici pentru medicina regenerativa osoasa a fost
in mare parte neglijata, aceasta abordare poate minimaliza sau chiar exclude multe dintre
problemele asociate cu folosirea factorilor de crestere proteici, Laurencin C. T., Ashe K. M.,
Henry N., Kan H. M., Lo K. W., Delivery of small molecules for bone regenerative
engineering: preclinical studies and potential clinical applications. Drug Discov Today
2014;19(6): 794-800. Aceste molecule mici sunt candidati ideali care pot fi conjugati sau atagati
pe suprafata nanoparticulelor mult mai usor decét factorii de crestere proteici, datorita stabilitatii
termice mai mari.

Scopul inventiei este acela de a genera un nou tip de compus (nanoparticule de argint
functionalizate cu peptida JAG-1) utilizabil pentru aplicatii regenerative osoase si care sa
prezinte si avantajul reducerii riscului infectiilor asociate.

Procedura conform inventiei consta din aceea ca nanoparticulele de argint sunt initial
sintetizate prin reducerea Ag* la Ag® in prezenta citratului de sodiu. In urmatoarea 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 de JAG-1 cu ajutorul dimetilsulfoxidului (DMSO) care formeaza punti
disulfidice intre PEG si peptide JAG-1. Reactia de cuplare are loc la temperatura camerei si sub
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agitare continua timp de 120 min. Nanoparticulele de argint astfel functionalizate se supun unor
etape succesive de centrifugare si redispersare prin ultrasonare in H,O bidistilata in vederea
inlaturarii produsilor de reactie secundari. Acest nou tip de nanostructura obtinuta prezinta apli-
cabilitate de tip regenerativ si antimicrobian.

Mentionam ca nu am identificat in literatura cercetari dedicate sintezei sau efectelor
nanostructurii propuse.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare conform inventjei.

Exemplu

Sinteza nanoparticulelor de argint (AgNP) se realizeaza in mediu apos: 9 mg de AgNO,
sunt dizolvate in 50 mL H,O bidistilat este incalzitd la 100°C, apoi se adauga 5 mg citrat de
sodiu (Sigma-Aldrich cod S4641) dizolvate in 1 mL H,O bidistilata, si reactia este lasata sa con-
tinue la 100°C si sub agitare continu& pana ce culoarea vireaza la un galben-pal. in etapa urma-
toare, se trece la inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de argint cu poli-
etilenglicol ditiolic. La 5 mL AgNP sunt adaugati 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. Dupa ce reactia este lasata la per-
fectare 30 min, se adauga 1 mL JAG- 5 uM si 1 mL DMSO 100 pM si se lasa sub agitare con-
tinua timp de 120 min la temperatura camerei. Nanopatrticulele de Ag functionalizate cu JAG-1
(AgNP-PEG-JAG-1) sunt supuse unor etape de centrifugare (14000 RPM/25 min) si redis-
persare prin ultrasonare in H,O bidistilata in vederea inlaturarii produsilor de reactie secundari.
Solutia de AgNP-PEG-JAG-1 este supusa caracterizarii prin metode spectrale (UV-Vis) si
metode de microscopie de forta atomica (AFM).

Spectrul UV-Vis al AgNP prezinta un maxim de absorbiie specific pentru nanoparticule
de Agla A, =421 nm. in cazul AgNP-PEG-JAG-1, acest maxim de absorbtie sufera un efect
batocromic, nanoparticulele functionalizate cu peptida JAG-1 au un A, = 438 nm.

Nanoparticulele functionalizate cu peptida JAG-1 au fost analizate cu ajutorul unui
microscop de forta atomica. Dimensiunea nanoparticulelor a fost calculata pe baza profilelor
extrase din imagini, iar AQNP-PEG-JAG-1 au prezentat dimensiuni cuprinse intre 33 si 42 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 prealabila 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-JAG-1,
caracterizat prin aceea ca va cuprinde urmatoarele etape:

- obtinerea nanoparticulelor de argint AQNP: 9 mg de AgNO, 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
bidistilata, si reactia este ldsata sa continue la 100°C si sub agitare continud, pana ce culoarea
vireaza la galben-pal;

- Inlocuirea citratului de pe suprafata nanoparticulelor de argint cu poletilenglicol ditiolic:
la 5 ml AgNP se adauga 5 ml H,O distilata si 1 ml PEG 100 pM 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 mlJAG-15 M si 1 mI 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.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 358/2020
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