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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
sistem molecular bazat pe nanostructuri protoporfirinice
activate extern cu aplicabilitate Tn terapia tumorilor
organelor solide. Procedeul, conform inventiei, consta
in etapele de obtinere a derivatilor metal-porfirine si a
derivatilor substituiti metal-poliporfirine, prin reactiile de
functionalizare periferica a protoporfirinei prin abordari
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cata a tumorilor si stabilitate ridicata Tn ultraviolet pana
in apropierea regiunii infrarogii.
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TUMORILOR ORGANELOR SOLIDE

OFICIUL D& STAY PENTAU INVENTI §i Mlmﬂ

Precizarea domeniului tehnic la care se referi inventia.

Domeniul tehnologic de aplicare al inventiei constd in dezvoltarea unui sistem
molecular bazat pe nanostructuri protoporfirinice activate extern prin raze X, cu
aplicabilitate in terapia tumorilor organelor solide. Folosit ca si agent fotosensibilizator in
terapia fotodinamicad (PDT), are capacitatea specificd de distrugere a tumorilor canceroase in
profunzime, prin patrunderea adancd in tesut. Aplicabilitatea directd in abordarea tumorilor
intraparenchimatoase permite largirea domeniului de utilizare pentru o gama largd de tumori,

inclusiv a celor hepatice, pancreatice, cerebrale, de sdn, pulmonare sau de prostata.

Activarea arhitecturilor protoporfirinice moleculare prin raze X, combinatd cu terapia
fotodinamicd (PDT) reprezinti o alternativd foarte atractivd, datoritd absentei toxicitatii
sistemice a medicamentului in absenta iradierii, a posibilititii de a iradia tumora selectiv si de
a trata leziuni multiple simultan, sau datoritd capacititii de a retrata o tumord pentru a
imbunatiti rdspunsul. Poate fi aldturatd altor terapii ale cancerului ca crioterapia, hipertermia
si ablatia cu radiofrecventd, prin producerea unor dezechilibre chimice si fizice in tesutul

tumoral, percepute de citre gazda ca o trauma acuti locala.

Dezvoltarea unui sistem molecular bazat pe nanostructuri protoporfirinice
activate extern prin raze X prezintd un rol esential in oncologie, pentru ca poate fi utilizatd
complementar si simultan, cu aplicabilitate in terapiile clasice ale cancerului ce implica

folosirea chimioterapiei, a radiatiilor ionizante sau a chirurgiei.

Indicarea stadiului actual al tehnicii si indicarea documentelor care stau la baza acestuia.

Terapia fotodinamicd (PDT) este o procedurd terapeutici, minim invazivi, aprobati
clinic, care poate exercita o activitate citotoxica selectiva asupra celulelor maligne. Procedura
implicd administrarea unui agent fotosensibilizator, urmat de iradiere la o lungime de unda
corespunzitoare unei benzi de absorbtie a sensibilizatorului [1]. Administrarea locald sau

sistemicd a fotosensibilizatorului care este retinut in mod selectiv de tesuturile maligne, este
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urmati de iradierea locala a tesutului, proces ce favorizeaza o serie de reactii fotochimice ce
produc molecule de oxigen cu energie mare . Aceste reactii, care au loc in imediata vecinatate
a fotosensibilizatorilor, mediaza toxicitatea celulard in tumora si in vascularizatia asociatd
tumorii inducand o reactie inflamatorie locala [2, 3]. Ca urmare a actiunii oxidative rapide, vor
apdrea efecte citotoxice care in conditii ideale distrug celulele tumorale fira a le distruge pe

cele sdndtoase [1-4].

Studiile clinice au aratat cd PDT poate fi curativd in special in tumorile in stadiul
incipient. Aceasta poate prelungi supravietuirea in cazurile inoperabile de cancer si

imbunétateste semnificativ calitatea vietii [5-7].

De la aplicarea sa initiald, PDT continud si gaseasca aplicatii din ce in ce mai variate
pentru a trata sau ameliora simptomele anumitor tipuri de tumori maligne, inclusiv esofagiene
[8], cap si git [9], sdn [10], prostatd [11], piele [12] sau pulmonare [13]. Sunt in curs de
desfasurare numeroase studii clinice pentru a evalua utilizarea acesteia pentru cancerul

creierului [ 14] sau a colului si cavititii peritoneale (pancreas, intestine, stomac si ficat) [15, 16].

Dupa cum se poate observa, terapia fotodinamicd a aritat o mare eficacitate in
oncoterapie, dar la momentul actual nu a fost implementata in aplicatii clinice largi, deoarece
adancimea de penetrare limitatd a luminii utilizate nu a reusit s& ajunga la tumorile adanci. Cu
toate acestea, razele X au fost utilizate pe scara largd in domeniul clinic pentru imagistica si
radioterapie datoritd adancimii lor excelente de penetrare a tesuturilor. Recent, razele X au fost
actuale ale PDT in terapia tumorilor canceroase in profunzime, prin patrunderea adanca in tesut
[17] (conform figura 1). Cercetérile au continuat si exploreze noi strategii pentru a imbunététi
eficacitatea PDT, ale cérei efecte adverse sunt limitate in mod esential la o fotosensibilitate
reziduald prelungitd. Astfel, cercetdrile majore sunt axate pe dezvoltarea de fotosensibilizatori

mai puternici §i mai receptivi [18-21].

in mod particular, sistemele moleculare bazate pe agenti fotosensibilizatori ce contin
porfirine sunt investigate in sistemul X-Ray PDT. Porfirinele fototerapeutice au capacitatea de
a genera niveluri ridicate de oxigen reactiv (ce distrug catenele de ADN) cu o toxicitate reduss,
proprietati ce le-au transformat in agenti fotosensibilizatori foarte robusti. In ultimii ani,
porfirinele au fost combinate cu diferite nanomateriale pentru a imbunatiti bio-distributia lor

[22-24]. Aceste combinatii au permis nanoparticulelor s& imbunatiteasca terapia cancerului
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prin PDT prin addugarea de nanoteranostice suplimentare (terapie fototermica-PTT), precum

si prin sporirea fotodiagnosticului (PDD) la reactie [22].

Prima alternativa se numeste reactie de #ip I, a doua, reactie de tip 2. Speciile de oxigen
reactiv generate de PDT duc ulterior la stres oxidativ sever care determind deteriorarea
diferitelor membrane/organe intracelulare din celulele tratate si, in consecinti, duc la moartea
celulelor. In consecinty, o deteriorare oxidanti mediati la 102 va avea loc in imediata apropiere

a locului subcelular de localizare a moleculelor fotosensibilizante in timpul expunerii la raze X.

Expunerea inventiei in termeni care si permitia intelegerea problemei tehnice

La ora actuald, porfirinele sunt clasificate ca agenti fotosensibilizatori de a doua
generatie, deoarece au coeficienti mari de extinctie si randamente cuantice de oxigen singulare
[29].

Noii derivati de protoporfirind vor fi dezvoltati cu functionalititi noi de recunoastere a
locului tumoral, avind urmatoarele caracteristici: toxicitate scdzutd, absorbtie ridicati a
tumorilor si stabilitate in ultraviolet pand in apropierea regiunii infrarosii. Agentul
fotosensibilizator nanostructurat va fi administrat intravenos sistemic sau la nivel regional, iar
ulterior sursele de raze X vor fi orientate citre organul tintd. Lungimea de unda a sursei de raze
X va fi adecvatd pentru excitarea fotosensibilizatorului pentru a produce specii reactive de
oxigen. Acest lucru va determina eliberarea de specii de oxigen liber producand efecte biologice
diferite (alterarea proteinelor, acizilor nucleici, lipidelor si a altor componente intracelulare)
ceea ce duce la moartea celulelor si activarea sistemului imunitar antitumor. Explozia oxidativa
rapida care va rezulta, va avea efecte citotoxice care, in conditii ideale, ucid celulele tumorale

si le ocolesc pe cele sdnatoase.

Noii macrociclii conjugati sunt formati in diferite configuratii de mirimi sau
modificabilitate care sd permitd tehnici controlate si orientate spre o eficientd antitumorala
crescutd si spre o reducere drasticé a efectelor secundare. Mai jos, sunt prezentate procedeele

de obtinere a noilor configuratii de sisteme moleculare nanostructurate:
Obtinerea derivatilor metal-poliporfirine

Reactiile chimice pentru coordonarea ionului metalic central implicd protoporfirine
poliporfirine si acetat de metal (sau clorurd de metal in acizi acetici) care vor fi dizolvati intr-

un solvent adecvat care dizolvd ambii reactanti. Diferiti solventi vor fi utilizati: acetonitril,
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diclorometan, cloroform, hexan. Amestecul de reactie va fi incélzit la reflux, unde temperatura
si timpul de reactie vor avea influentd asupra cantitétilor finale ale produsului. Solventul va fi
evaporat la presiune redusd, iar reziduul va fi dizolvat intr-o cantitate minimd de solvent si
cromatografiat pe o coloana de silicagel folosind o combinatie diferita de solvent. Se vor colecta
diferite fractii (conform fig.3). Pentru optimizarea efectelor lor asupra proceselor de activare cu
raze X, se vor utiliza diferite tipuri de acetat de miez de bazé ca: Cu, Zn, Co, Hg, Ti, Eu, Vn,

Ga, Ge (conform fig.7).
Obtinerea derivatilor substituiti metal-poliporfirine

Al doilea pas se referd la substitutia periferica. Introducerea substituentilor periferici in
scheletul de porfirind este de asteptat sd induca denaturarea moleculard in diferite maniere. Se
vor folosi diferite reactii pentru functionalizarea perifericd a protoporfirinei. Una este de a
functiona grupul carboxilic cu diferite tipuri de amine primare si secundare prin urmétoarele

abordari:

1) clorura de acil - aceasta metoda va fi utilizatd pentru a face un produs intermediar
care poate fi utilizat in reactia de substitutie nucleofila diferitd (cu alcoxizi, alcooli in prezenta

piridinei, amine), in stare uscati folosind clorura de tionil (conform fig.4).

2) reactia de cuplare a grupului carboxil de protoporfirind cu metoxiTEG amind va fi
utilizata in prezenta clorhidratului de (3- (dimetilamino) propil) etil carbodiimida (EDCI) / 1-

hidroxibenzotriazol (HOBt) in DMF. Produsul reactiei va da o legiturd amidica puternica

(conform fig.5).

3) esterificarea - sinteza va implica tratarea unui acid carboxilic cu un alcool sau alchil
in prezenta unui agent de deshidratare. Deoarece reactia de esterificare este lentd, se va adduga

un acid puternic (H2SO4) ca si catalizator.

Un alt tip de reactie va fi testat prin addugare pe dublele legéturi (conform fig.6). Mai
multe tipuri de reactii vor fi utilizate ca: i) addugarea halogenurii de hidrogen (HX) - halogenuri
de hidrogen (HCIl sau HBr) intr-o solutie la temperatura camerei, sub agitare (mecanism de
adadugare electrofil); /i) addugarea halogenelor (in special Br, si Cl) - bromurarea dublei
legéturi in solutie, in prezenta acidului ca catalizator (mecanism nucleofil, SN1); iii) hidratarea
in prezenta acizilor puternici, prin oximerare, hidroborare - aceasta reactie se desfigoara in doud

etape cu acetat de mercur (Hg (OAc); iv) dihidroxilare in prezenta OsO4 / NaHSO3, H20 -
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reactia este o [3 + 2] ciclo aditie care va da un cis-diol; v) oxidarea prin permanganat de potasiu
pentru a da o grupare carbonil - reactia va fi condusa in solutie in prezenta KMnOs, H2CrO4

sau clorocromat de piridiniu pentru a da la final o grupare reactivé carbonil.

Combinarea celor doud strategii de sintezd va duce la dezvoltarea unor noi clase
complexe de derivati de porfirina cu aplicabilitate directa in distrugerea tumorilor prin PDT cu

activare cu raze X (conform fig.7).
Prezentarea avantajelor inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Scopul acestei inventii consta in imbunétitirea procesului fotodinamic prin activare cu
raze X capabild sd patrundd adanc in tesuturi, cu scopul distrugerii tumorilor canceroase
intraparenchimatoase prin activarea unor agenti fotosensibilizanti nanostructurati specifici.
Aceastd combinatie are avantajul selectivitatii duble, datoritd localizérii preferentiale a
fotosensibilizatorului citre tesutul malign si restrictia fotoactivarii la locul tumorii datoritd
iradierii localizate. Astfel, este de asteptat sa fie indusd o formé de moarte celulard programatd
(apoptoza), care nu este asociatd cu efectele distructive ale celulelor necrotice. Scopul este ca
celulele canceroase moarte sd nu imprastie continutul lor intracelular, ca rispuns apoptotic la
PDT, prevenind astfel reactii inflamatorii importante si deteriorarea componentelor stromale

din jur.

Sistemul molecular ce se supune inventiei, propune o eficientd sporitd in abordarea
tumorilor intraparenchimatoase cu ajutorul unor derivate protoporfirinice bazate pe un
fotosensibilizator inovator, legat de un declansator radiosensibil. Avantajele fatd de sistemele
utilizate in chimioterapia clasica sau radioterapie constau in morbiditate scdzutd pe termen lung,
efecte secundare minime, toxicitate redusd, ce permit tratamente repetate, fie singulare, fie ca
tratament adjuvant. Astfel vor fi evitate efectele sistemice, limitAnd utilizarea sistemului
molecular la un organ sau o parte a lui. Utilizarea sistemului molecular ca agent
fotosensibilizator in terapia fotodinamica (PDT) poate fi efectuat ambulatoriu, ducand astfel nu

numai reducerea costurilor, dar si la 0 acceptare mai usoara din partea pacientului.

Sistemul molecular bazat pe nanostructuri protoporfirinice activate extern prin
raze X propus prezintd o abordare promititoare din cauza absentei toxicitdtii sistemice a

medicamentului in absenta unei iradieri usoare, a posibilitdtii de iradiere selectiva a tumorii, a

oportunitétii tratdrii simultane a mai multor leziuni si a capacititii de retragere a unei tumori
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pentru a imbunétiti raspunsul. Poate avea o utilizare majord in oncologie, printr-o abordare
combinati cu chimioterapia, radiatiile ionizante sau chirurgia. Aceasta tehnica nu interfereaza

cu metodele clasice i poate fi utilizatd cu succes in sistem combinat.

Formarea de cicatrici este minima si tesutul nativ care inlocuieste celulele canceroase
mentine functiile sale normale limitand pierderea functionalitatii acestuia intr-un mod
semnificativ. Mai mult decat atit, sistemul molecular bazat pe nanostructuri
protoporfirinice activate extern prin raze X poate fi aplicat singular sau in combinatie, ca

modalitate adjuvanti cu aplicabilitate in chimioterapie, chirurgie, radioterapie si imunoterapie.

La nivel national, nu exista nici un grup de cercetare care si aplice sistemul fotodinamic
(PDT) prin activare cu raze X a derivatelor protoporfirinice, cu aplicabilitate in distrugerea a

tumorilor intraparenchimatoase.
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Figura 1. Comparatia penetrarii tesuturilor cu diferite surse de excitatie in PDT
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Figura 3. Reactie obtinere derivate metaloporfirine
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Figura 4. Reactie obtinere derivate metaloporfirine substituite —clorura de acil
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Figura S. Reactie obtinere derivate metaloporfirine substituite — reactie cuplare
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Figura 6. Reactie obtinere derivate metaloporfirine substituite — pe legaturi duble
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R =X, alkyl, aryl, hydroxy
R, = H, X, alkyl, hydroxy, oxo

Figura 7. Combinarea de strategii — structuri chimice noi

R, =X, alkyl, aryl, hydroxy

R, = H, X, alkyl, hydroxy, oxo

R; = Cl, RNH,, R,NH, ROH

M = Zn, Cu, Co, Hg, Fe, Ti, Eu, Vn, Ga, Ge
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