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Inventia se referd la nanostructuri de carbon tip ,Carbon Dots" dopate cu Mn*", care
prezinta activitate antitumorala permitand concomitent si cresterea contrastului in imagistica
medicala RMN, obtindndu-se astfel o platforma teranostica de tratare si investigare; precum
si la un procedeu de preparare a acestora. Nanostructurile de carbon sunt preparate prin
piroliza partiald a unui complex al Mn?* cu N-Hidroxiftalimida. Efectul antitumoral al nano-
structurilor de carbon de tip ,Carbon Dots" obtinute prin piroliza partiala a unor precursori
imidici (N-Hidroxisuccinimida, N-Hidroxiftalimida) [C. S. Stan, P. Horlescu, L. E. Ursu, M.
Popa, C. Albu, Facile preparation of highly luminescent composites by polymer
embedding of carbon dots derived from — hydroxyphthalimide, Springer - Journal of
Material Science 52(1), pp- 185-196, 2017. doi10.1007/sl 0853-016-0320-y; C. S. Stan,
A. Coroaba, M. Popa, C. Albu, D. Sutiman, One step synthesis of fluorescent Carbon
Dots through pyrolysis of N-hydroxysuccinimide, RSC-Journal of Materials Chemistry
C 3, pp.789-795, 2014, doi: 10.1039/C4TC02382J] a fost evidentiat in prealabil de teste in
vitro si in vivo [C. E. Tiron, G. Luta, M. Butura, F. Zugun-Eloae, C. S. Stan, A. Coroaba,
E. L. Ursu, G. D. Stanciu, A. Tiron, NHF-derived carbon dots: prevalidation approach
in breast cancer treatment, Nature-Scientific Reports 10:12662, 2020, doi.10.1038/
s41598-020-69670-z; C. L. Savin, C. Tiron, E. Carasevici, C. S. Stan, S. A. Ibanescu, B.
Simionescu, C. A. Peptu, Entrapment of N-Hydroxyphthalimide Carbon Dots in
Different Topical Gel Formulations: New Composites with Anticancer Activity,
Pharmaceutics 11(7):303, 2019. doi: 10.3390/pharmaceuticsl 1070303; C. E. Tiron, F.
Zugun-Eloae, C. A. Peptu, C. S. Stan, A. Tiron, Imide derived carbon dots-a new
promissing approach in cancer treatment, Nano Sci Nano Tech Ind. J., 2019]. Prezenta
Mn?*in configuratia chimica specificd acestor nanostructuri conduce la cresterea contrastului
in imagistica medicala obtinuta prin tehnici RMN.

Se cunosc nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate cu Fe*, cu emisie foto-
luminescenta intensa in zona albastra si verde a spectrului vizibil, dependenta de gradul de
hidratare, obtinute prin piroliza partiald a unui complex Fe**-N-Hidroxiftalimida [C. S. Stan,
A. Coroaba, E. L. Ursu, M. S. Secula, B. C. Simionescu, Fe(lll) doped carbon nanodots
with intense green photoluminescence and dispersion medium dependent emission,
Nature-Scientific Reports 9, 18893, 2019 doi: 10.1038/s41598-019-55264-x]. Au fost
preparate printr-un procedeu hidrotermal, nanostructuri fotoluminescente de tip ,Carbon
Dots" dopate cu Mn? din citrat de sodiu si clorurd de mangan utilizabile in detectia ionilor de
fier [S. Sun et al., Highly luminescence manganese doped carbon dots. Chin. Chem.
Lett. 30, 1051-1054, 2019, doi.10.1016/j.cclet.2019.01.014]. Nanostructuri de tip ,Carbon
Dots" dopate cu Mn?* cu fotoluminescenta intensa in zona verde-portocalie a spectrului vizi-
bil, dependenta de pH, cu aplicatji potentiale in domeniile dispozitivelor optice si pigmentilor
pentru amprentare, au fost preparate printr-un procedeu solvotermal din acid piromelitic si
clorura de mangan [R. Kumari, K. Pal, P. Karmakar, S KumarSahu, pH-Responsive Mn-
Doped Carbon Dots for White-Light-Emitting Diodes, Fingerprinting, and Bioimaging].
In alte abordari asemé&natoare au fost preparate nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate
cu Zn?*, cu aplicatii n terapia osoasa si imagistica medicala [Y. Meng, M. Yang, X. Liu, W.
Yu, B. Yang, Zn2+-Doped Carbon Dots, a Good Biocompatibility Nanomaterial Applied
for Bio-Imaging and Inducing Osteoblastic Differentiation in vitro, Nano 14(03),
1950029, 2019, doi.10.1142/S1793292019500292] si ,Carbon Dots" dopati cu Cu® obtinut
prin degradarea termica partiala a acidului citric in prezenta azotatului de cupru, utilizabili la
detectia glucozei din probe biologice [Y. Duan, Y. Huang, S. Chen, W. Zuo, B. Shi, Cu-
Doped Carbon Dots as Catalysts for the Chemiluminescence Detection of Glucose,
ACS Omega 4(6), 9911-9917, 2019, doi.10.1021/acsomega.9b00738].
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Au fost preparate nanostructuri de tip ,Carbon Dots" cu actiune antitumorala prin
procesarea hidrotermala a uleiului de nuc [E. Arkan, A. Barati, M. Rahmanpanah, L.
Hosseinzadeh, S. Moradi, M. Hajialyani, Green Synthesis of Carbon Dots Derived from
Walnut Oil and an Investigation of Their Cytotoxic and Apoptogenic Activities toward
Cancer Cells, Adv. Pharm. Bull. 8(1), pp.149-155, 2018, doi: 10.15171/apb.2018.018]. A
fost evidentiata activitatea antitumorala a unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots" obtinute
prin procesarea pirolitica a celulozei rezultate din frunze de bambus incarcate ulterior cu
doxorubicina si acid 4-carboxibenzilborat [M. Z. Fahmi, A. Haris, A. J. Permana, D. L.
NorWibowo, B. Purwanto, Y. L. Nikmah, A. Idris, Bamboo leaf-based carbon dots for
efficient tumor imaging and therapy, RSC Adv., 8, pp. 38376-38383, 2018,
doi.10.1039/C8RA07944G]. intr-o abordare asemanétoare au fost preparate nanostructuri
de tip ,Carbon Dots" incarcate cu doxorubicina prin procesarea termica a unui amestec de
citrat de sodiu si uree [Y. Sun, S. Zheng, L.Liu, Y. Kong, A. Zhang, K. Xu, C. Han, The
Cost-Effective Preparation of Green Fluorescent Carbon Dots for Bioimaging and
Enhanced Intracellular Drug Delivery, Nanoscale Res. Leit., 15, 55, 2020,
doi.10.1186/s11671-020-3288-0]. Nanostructurile de tip ,Carbon Dots" dopate cu sulf
prezinta interes in terapia fotodinamica neinvaziva in cazul tumorilor cu localizare bucala,
fiind preparate prin metoda hidrotermala utilizand poli-tiofenul ca precursor [Q. Li, R. Zhou,
Y. Xie, Y. Li, Y. Chen, X. Cai, Sulphur-doped carbon dots as a highiy efficient nano-
photodynamic agent against oral squamous cell carcinoma, Cell Proliferation 53(4),
2020, d0i.10.1111/cpr.12786]. Platforme teranostice antitumorale pe baza de ,Carbon Dots"
dopate cu Ru? au fost preparate prin metoda hidrotermald utilizand ca precursori acidul citric
si un complex Ru(ll)-5-amino-1,10-fenantrolina [L. Yue, H. Li, Q. Sun, J. Zhang, X. Luo, F.
Wu, X. Zhu, Red-Emissive Ruthenium-Containing Carbon Dots for Bioimaging and
Photodynamic Cancer Therapy, ACS Appl. Nano Mater. 3(1), pp. 869-876, 2020,
doi.10.1021/acsanm.9b02394].

Agentii de contrast utilizati curent in imagistica medicala RMN sunt in majoritate
complecsi chimici de tip chelati ai unor elemente cu proprietati paramagnetice precum Gd**
sau Mn?* [Y-D. Xiao, R. Paudel, J. Liu, C. Ma, Z-S. Zhang, S-K. Zhou, MRI contrast
agents: Classification and application (Review), International J. of Molecular Medicine
38(5), pp- 1319-1326, 2016, doi: 10.3892/ijmm.2016.2744; H-K. Kim, G. H. Lee, Y. Chang,
Gadolinium as an MRI contrast agent, Future Medicinal Chem. 10(6), 2018, doi.
10.4155/fmc-2017-0215].

Principalele dezavantaje ale nanostructurilor de tip ,Carbon Dots" utilizabile ca
platforme teranostice antitumorale raportate pana in prezent sunt:

- activitatea antitumorala este relativ limitatd sau obtinuta prin adaos de compusi
antitumorali clasici (exemplu: doxorubicina);

- utilizarea in imagistica medicala asociata este limitata la tehnici de fluorescenta fiind
neutilizabile n tehnici de investigare RMN;

- In unele cazuri exista un potential toxicologic crescut datorat continutului suplimen-
tar de compusi organici sau organo-metalici [D. V. Bower, J. Richter, K. Johannes, H. von
Tengg-Kobligk, J. Heverhagen, M. V. Runge, Gadolinium-Based MRI Contrast Agents
Induce Mitochondrial Toxicity and Cell Death in Human Neurons, Toxicity Increases
With Reduced Kinetic Stability of the Agent, Investigative Radiology54{8), pp. 453-463,
2019 doi: 10.1097/RLI.0000000000000567].
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Cele mai asemanatoare nanostructuri de tip ,Carbon Dots" cu confinut de cationi din
grupele tranzitionale sunt cele dopate cu Fe*" obtinute dintr-un complex Fe**-N-Hidroxiftali-
mida la un raport de combinare metal/ligand de 1/3 [C. S. Stan, A. Coroaba, E. L. Ursu, M.
S. Secula, B. C. Simionescu, Fe(lll) doped carbon nanodots with intense green
photoluminescence and dispersion medium dependent emission, Nature-Scientific
Reports 9, 18893, 2019 doi: 10.1038/s41598-019-55264-x] si cele preparate din acid citric
si un complex Ru(ll)-5-amino-1,10-fenantrolina [L. Yue, H. Li, Q. Sun, J. Zhang, X. Luo, F.
Wu, X. Zhu, Red-Emissive Ruthenium-Containing Carbon Dots for Bioimaging and
Photodynamic Cancer Therapy, ACS Appl. Nano Mater. 3(1), pp. 869-876, 2020,
doi.10.1021/acsanm.9b02394].

Problema tehnica pe care isi propune sa o rezolve inventia este descrirea unui proce-
deu de obtinere a unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots" care sa prezinte concomitent atat
un efect antitumoral relevant céat si posibilitatea utilizarii acestora ca agent de contrast in
investigatiile medicale prin tehnici RMN in conditiile mentinerii unui nivel scazut de toxicitate.

Procedeul conform inventiei, inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca
complexul Mn(Il)-N-hidroxiftalimida este supus pirolizei parfiale la o temperatura de
235...240°C timp de 6 min, urmata de inundarea masei rezultate cu apa distilata racita la
5...6°C iar dispersia rezultata este centrifugata in vederea selectiei dimensionale a nano-
structurilor in intervalul 10...60 nm, urmata de liofilizarea acestora pentru obtinerea nano-
strucuturilor de carbon dots dopate cu mangan in stare uscata sub forma unei pulberi fine
si care pot fi supuse re-dispersiei Tn mediu biologic compatibil.

Prin aplicarea inventiei se obiin urmatoarele avantaje:

- obtinerea unei platforme teranostice de investigare medicala prin imagistica RMN
si tratament antitumoral eficient;

- investigarile preliminare indica un grad de toxicitate redus, actiunea terapeutica
antitumorala afecteaza minimal celulele si {esuturile sanatoase;

- procedeu de preparare facil si scalabil la capacitati de productie industriala.

Solutia problemei tehnice consta in obtinerea unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots"
dopate cu Mn?* prin procesarea pirolitica in conditii controlate de expunere termica a unui
complex al Mn?* cu N-Hidroxiftalimida la un raport de combinare metal/ligand de 1/2 urmata
de dispersia initiala in mediul apos, selectie dimensionalad, uscare si re-dispersie intr-un
mediu compatibil cu utilizarea in aplicatii medicale ca agent antitumoral si de contrast in
imagistica RMN.

Conform inventiei, prepararea nanostructurilor teranostice anti-tumorale implica
piroliza partiala la o temperatura de 235-240°C, in atmosfera de N,, a unui complex obtinut
prin reactia intr-un mediu format dintr-un amestec apa/etanol, dintre MnCl, si N-hidroxiftali-
mida la un raport de combinare de 1/2 care este in prealabil purificat si uscat. Complexul
este preparat prin dizolvarea sub agitare a cantitatilor corespunzatoare de MnCb si N-
Hidroxiftalimida obtinerii unui raport de combinare de 1/2, intr-un amestec de apa/etanol
(60/40% volumetric). Dupa finalizarea reactiei de complexare, precipitatul rezultat este spalat
de 2-3 ori cu apa distilata si uscat la vid. Complexul Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida este procesat
termic printr-un procedeu de piroliza partiala in atmosfera protectoare de N, la temperatura
de 235-240°C. Durata de expunere termica a precursorului (Mn(ll)-N-Hidroxiftalimida) este
de 6 min (+/-30 s) fiind esentjiala pentru obtinerea unor nanostructuri de tip ,Carbon Dots"
cu configuratia fizico-chimica favorabila aplicarii ca agent de contrast RMN si tratament anti-
tumoral. Dupa finalizarea fazei de piroliza, produsul rezultat este inundat brusc cu apa
distilata la temperatura de 5-6°C, dispersia rezultata fiind colectata din recipientul de piroliza.
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Dispersia apoasa este supusa unor operatii succesive de centrifugare pentru selectia
dimensionala, supernatantul cu aspect limpede colectat continAnd nanostructuri de tip
,Carbon Dots" dopate cu Mn?*, avand o distributie dimensionala situata in intervalul 10-
60 nm. Dispersia apoasa astfel rezultatd este inghetata la -25 + -20°C si apoi liofilizata,
obtinandu-se nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate cu Mn?* n stare uscata sub forma
unei pulberi fine cu aspect galben-maroniu. In vederea administrérii, pulberea astfel rezultata
se re-disperseazain apa la concentratia necesara pentru obtinerea efectului terapeutic sau
conform cerintelor specifice investigarii RMN.

In continuare este prezentat un exemplu de realizare a inventiei in vederea obtinerii
nanostructurilor de carbon tip ,Carbon Dots" dopate cu Mn?, cu activitate antitumorala si
utilizare ca agent de contrast in imagistica medicala RMN.

Exemplul 1

Procedura experimentala tipica implica prepararea in prealabil a complexului Mn(Il)-
N-Hidroxiftalimida prin dizolvarea sub agitare energica intr-un amestec apa/etanol (30 ml/20
ml) a 0,5 g MnCl, anhidru si 1,3 g N-Hidroxiftalimida. Reactia de complexare decurge la 40-
45°C sub agitare moderata intr-un interval de timp de 20-24 h, obtinandu-se un precipitat cu
aspect alb-galbui. Precipitatul colectat este spalat cu apa bidistilata in 3 etape succesive si
ulterior uscat la vid. intreaga cantitate de complex Mn(ll)-N-Hidroxiftalimid& rezultatd sub
forma de pulbere uscata este procesata termic intr-un recipient de cuar{ prevazut cu o manta
de incalzire. Procesul pirolitic se desfagoara in atmosfera protectoare de N, la o temperatura
de 235-240°C pe o durata de 6 min (+/- 30 s). Dupa finalizarea etapei de expunere termica,
produsul rezultat in recipientul de cuart este inundat brusc cu circa 100 ml apa bidistilata la
temperatura de 5-6°C. Dispersia apoasa bruta astfel obtinuta este evacuata din recipientul
de cuart si procesata ultrasonic timp de 10 min. Dispersia apoasa este in continuare
centrifugata la o turatie de 10000 rpm timp de 10 min. Supernatantul colectat dupa prima
centrifugare este din nou centrifugat la 15000 rpm timp de 15 min. Supernatantul cu aspect
limpede obf{inut in urma centrifugarii finale contine nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate
cu Mn?* cu o distributie dimensionala in intervalul 10-60 nm. In continuare, dispersia apoasa
este inghetata la -25 + -20°C si liofilizata. Nanostructurile de tip ,Carbon Dots" dopate cu
Mn?# din dispersia apoasa prezinta o tendinta de aglomerare, prin urmare, operatia de racire
in vederea inghetarii trebuie initiata imediat dupa ultima operatie de centrifugare. Dupa
liofilizare se obtin nanostructuri de tip ,Carbon Dots" dopate cu Mn?* in stare uscata sub
forma unei pulberi fine cu aspect galben-maroniu. Cantitatea rezultatd de circa 350 mg
pulbere uscata este depozitata in recipiente etanse si re-dispersatd in mediu apos la
concentratia necesara in functie de necesitati.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a nanostrucuturilor de carbon dots dopate cu mangan,
caracterizat prin aceea ca, complexul Mn(Il)-N-hidroxiftalimida este supus pirolizei partiale
la o temperatura de 235...240°C timp de 6 min, urmaté de inundarea masei rezultate cu apa
distilata racitd la 5...6°C iar dispersia rezultatd este centrifugatd in vederea selectiei
dimensionale a nanostructurilor in intervalul 10...60 nm, urmata de liofilizarea acestora
pentru obtinerea nanostrucuturilor de carbon dots dopate cu mangan in stare uscata sub
forma unei pulberi fine si care pot fi supuse re-dispersiei in mediu biologic compatibil.

2. Nanostrucuturi de carbon dots dopate cu mangan obtinute prin procedeul descris
in revendicarea 1.

3. Utilizarea nanostructurilor de carbon dots dopate cu mangan in tratamente
antitumorale si imagistica medicala.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 202/2024
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