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., Wytwarzanie oraz charakterystyka nanoczastek tlenkéw zelaza w aspekcie
zastosowan w hipertermii magnetycznej”

STRESZ.CZENIE

Tendencja do miniaturyzacji materiatéw jak 1 systemow technologicznych
spowodowala intensywny rozwoj dziedziny, jaka jest nanotechnologia. Szczegdlne
whasciwosci nanomateratéw zyskuja obecnie szerokie spektrum zastosowan. W medycynie s3
one wykorzystywane w celu zwigkszenia czutoéci i doktadnosci metod diagnostycznych. Na
przyktad nanoczastki magnetyczne z powodzeniem stosowane sg W diagnostyce obrazowej za
pomoca rezonansu magnetycznego MRI, testach immunologicznych, czy tez w ciggle
udoskonalanej metodzie dostarczania lekéw (ang. drug delivery system). Praca wielu oSrodkéw
badawczych przynosi widoczne postgpy dokonywane w obrazowaniu metoda rezonansu
magnetycznego w skali nanometrycznej. Stosunkowo prosty sposob otrzymywania
nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza w duzych ilosciach oraz ich niska
cytotoksyczno$é, czynig je obiecujacymi materiatami dla nanomedycyny. Mozliwosé
potencjalnego klinicznego zastosowania tych materiatéw do aplikacji medycznych moze mie¢
kolosalny wplyw na rozwéj nowoczesnej terapii celowanej wspomagajacej leczenie choréb

nowotworowych.

W dziedzinie terapii nowotworowych jednym z wazniejszych biomedycznych aplikacji
nanoczastek tlenkow zelaza jest ich wykorzystanie jako czynnik w hipertermii magnetycznej
(ang. magnetic hyperthermia). Jest to stosunkowo nowa metoda terapeutyczna, bgdaca obecnie
w fazie intensywnego rozwoju. W leczeniu onkologicznym metoda hipertermii magnetycznej
rozumiana jest jako planowa i kontrolowana technika polegajgca na nagrzewaniu zmian
zdeformowanych (komorka nowotworowa) w celu zmniejszenia ich stadium, badz
zahamowania ich wzrostu. W praktyce klinicznej zewngtrzna hipertermi¢ magnetyczng sto suje

sie w leczeniu skojarzonym z radioterapia, chemioterapia, badz terapia immunologiczng.

Niniejsza rozprawa zostala podzielona na dwie czgsci — przeglad pi$miennictwa oraz
czes$é doswiadczalng. W poszczegblnych rozdziatach czedci teoretycznej zestawilem pojecia
oraz definicje, ktére majg charakter wprowadzajacy w podstawowe zagadnienia potrzebne do
zrozumienia idei tej pracy. Uwage skupilem na materiatach, ktore dzieki swoim wyjatkowym

wiasciwosciom zyskaly w obecnym czasie szczegolnie istotne znaczenie naukowe. Redagujac



prace staralem si¢ takze rzetelnie usystematyzowaé obecny stan wiedzy obejmujacy
problematyke choréb nowotworowych. Cze$¢ do$wiadczalna to zestawienie i analiza
otrzymanych wynikéw badan przeprowadzonych w ramach realizacji pracy. Oméwione zostaty
badania wplywu wytwarzania nanoczastek Fe3O4 na ich wlasciwosci fizyczne oraz mozliwos¢
ich potencjalnego wykorzystania w aspekcie hipertermii magnetyczne;. Przeprowadzono
badania wplywu stezenia nanoczastek magnetycznych oraz wartosci indukcji zewnetrznego
pola magnetycznego na szybkos¢ zmian temperatury W roztworze gliceryny. Eksperymenty
przeprowadzane byly dla dyspersii nanoczastek 5% wag. oraz 2% wag. wszystkich badanych
prébek. Badaniom poddano probki bezposrednio po ich wytworzeniu oraz nanoczastki
przetrzymywane w srodowisku wodnym w réznym czasie do 18 miesiecy. Przeprowadzanie
badan w réznym czasie miato na celu okreslenie wplywu $rodowiska w jakim nanoczastki byly
przechowywane, jak 1 czasu przechowywania na wydajnos¢ materialu jako czynnika
grzewczego. W ramach pracy zostato zaprojektowane stanowisko pomiarowe, ktore
umozliwilo pomiar wptywu zmiennego pola magnetycznego na rozklad uzyskanej temperatury
w objetodci fantomu. Na tej podstawie zostaly ustalone optymalne parametry nagrzewania
indukcyjnego dyspersii nanoczastek magnetycznych. Efekt termiczny SLP (ang. specific loss
power) mierzono za pomocg zestawu zbudowanego W Katedrze Fizyki Politechniki
Czestochowskiej. Uktad dziala w  naprzemiennym  polu  magnetycznym
o réznych amplitudach od 2 do 4 kA/m i czestotliwosci 100 Hz. Badania SLP pozwolity mi
ocenié perspektywe zastosowania nanoczastek magnetytu w hipertermii magnetycznej. Badane
probki wytworzono metodg wspélstrgcania nanoczastek Fe-O poprzez alkaliczng hydrolizg soli
zelaza (IT) i soli zelaza (IIT). Do wytwarzania nanoczastek zastosowano rowniez technike oparta
na zastosowaniu metody aerozolowej. Otrzymane wyniki badan TEM i DLS wykazaly
powstawanie malych aglomeratow nanoczastek. Powstale nanoczastki maja wilasciwosci
hydrofilowe, tworzace jednorodne dyspersje w wodzie. Udoskonalenie warunkéw wytwarzania
doprowadzito do otrzymania dyspersji nanoczastek magnetytu o érednicach mniejszych od
limitu superparamagnetycznego. Nanoczastki byly stabilizowane w wodzie poprzez
powleczenie oleinianem trietanolaminy (TEA — oleinian). Przeprowadzono analize skiadu
fazowego poszczegllnych probek z wykorzystaniem dyfrakcji rentgenowskiej (XRD),
mikroskopii elektronowej oraz spektroskopii mossbauerowskiej. Pomiary dyfraktogramow
rentgenowskich zostaly przeprowadzone przy uzyciu dyfraktometru Bruker D8 Advance
wyposazonego w potprzewodnikowy detektor pozycyinie czuly typu LynxEye oraz lampe z
antykatodg miedziang. Analiza fazowa przeprowadzona dla wiekszosci probek po wytworzeniu

wykazata obecno$é jedynie jednej fazy krystalicznej, czyli magnetytu. W celu udokiadnienia



parametréw komorek elementarnych oraz okreslenia wielkosci ziaren fazy krystalicznej zostata
przeprowadzona analiza Rietvelda. Analizy przeprowadzano za pomoca oprogramowania
DIFFRAC TOPAS 4.2 firmy Bruker. Kalibracji dyfraktogramu dokonano przy uzyciu probki
wzorcowej NIST LaBg serii 660, w celu wyznaczenia do§wiadczalnej funkcii instrumentalne;j

do opisu ksztattu pikéw, jak rowniez do opisu profilu emisyjnego lampy rentgenowskiej.

Badania Mossbauerowskie przeprowadzono przy zastosowaniu zrodta 37Co w matrycy
Rh o aktywnosci 50 mCi. Analize widm przeprowadzono stosujac oprogramowanie
WinNormos for Igor. Badania te pozwolity na okreslenie charakterystyki wlasciwosci
magnetycznych oraz struktury fazowej badanych probek. Badania Mossbauerowskie sugeruja
wzajemne oddziatywania prowadzace do wytworzenia wlasciwosci ferrimagnetycznych

aglomeratow nanoczgstek.

Badania zywotnosci komorek rakowych wykazaly niska cytotoksycznos¢ uzytych do
badah nanoczastek stabilizowanych oleinianem trietanoloaminy. Obecnoéé nanoczastek nie
spowodowata wzrostu liczy komorek apoptotycznych w hodowli ludzkich fibroblastéw skory
i stymulowala proliferacje tych komérek. Ujawnia to duzy potencjat aplikacyiny nanoczastek

magnetycznych w medycynie regeneracy] nej.



ABSTRACT

The tendency to miniaturize materials and technological systems has resulted in the
intensive development of nanotechnology. The special properties of nanomaterials gain a wide
spectrum of applications in contemporary medicine to increase the sensitivity and accuracy of
diagnostic methods. For example, magnetic nanoparticles are successfully used in magnetic
resonance imaging (MRI), immunological tests, or in the constantly improved drug delivery
system. The work of many research centers brings visible progress in magnetic resonance
imaging on the nanometer scale. A relatively simple method of obtaining magnetic
nanoparticles of iron oxides in large quantities and their low cytotoxicity make them promising
materials for nanomedicine. The possibility of potential clinical use of these materials for
medical applications may have a tremendous impact on the development of modern targeted

therapy supporting the treatment of cancer.

In the field of cancer therapy, one of the most important biomedical applications of iron oxide
nanoparticles is their use as an agent in magnetic hyperthermia. It is a relatively new therapeutic
method, currently under intensive development. In oncological treatment, the method of
magnetic hyperthermia is understood as a planned and controlled technique consisting in
heating deformed lesions (cancer cells) to reduce their stage or inhibit their growth. In clinical
practice, external magnetic hyperthermia is used in combination with radiotherapy,

chemotherapy or immunological therapy.

This dissertation has been divided into two parts - a literature review and an experimental part.
In the individual chapters of the theoretical part, I have compiled concepts and definitions that
introduce the basic issues needed to understand the idea of this work.
I focused my attention on materials that, due to their unique properties, have currently gained
particularly significant scientific importance. When editing the work, I also tried to reliably
systematize the current state of knowledge covering the issues of cancer. The experimental part
is a compilation and analysis of the results of the research carried out as part of the work. Studies
on the impact of the production of FezsOs nanoparticles on their physical properties and the
possibility of their potential use in the aspect of magnetic hyperthermia were discussed.
Furthermore, the influence of the concentration of magnetic nanoparticles and the value of the
external magnetic field induction on the rate of temperature changes in the glycerol solution
was studied. Experiments were carried out for the dispersion of nanoparticles of 5 wt.% and 2
wt.% of all tested samples. Samples immediately after their production and nanoparticles kept

in an aqueous environment for up to 18 months were tested. The studies were also aimed to



determine the impact of the environment in which the nanoparticles were stored, as well as the
storage time on the performance of the material as a heating medium. As a part of my study, the
measurement unit allowing the studies of the influence of the alternating magnetic field on the
temperature distribution in the measuring phantom volume were performed. It allowed
optimization of the heating parameters for phantoms of various densities containing dispersions
of nanoparticles. The thermal effect SLP (specific loss power) was measured using a setup built
at the Department of Physics, Czestochowa University of Technology. The system works in an
alternating magnetic field of different amplitudes from 2 to 4 kA/m and frequencies of 100 Hz.
SLP studies allowed me to assess the prospect of using magnetite nanoparticles in magnetic
hyperthermia. The tested samples were prepared by co-precipitation of Fe-O nanoparticles by
alkaline hydrolysis of iron (II) and iron (III) salts. The technique of producing magnetite
nanoparticles using the aerosol method was also used to obtain magnetite NPs. The TEM and
DLS studies showed the formation of small nanoparticle agglomerates. The resulting
nanoparticles have hydrophilic properties, forming homogeneous dispersions in water.
Improvement of the manufacturing conditions led to obtaining dispersion of magnetite
nanoparticles with the average particle sizes, lower than the superparamagnetic limit. To make
the obtained nanoparticles stable in water, they were coated with triethanolamine oleate (TEA
- oleate) [3]. The phase composition of individual samples was analyzed using X-ray diffraction
(XRD), electron microscopy and Mossbauer spectroscopy. X-ray diffraction measurements
were carried out using a Bruker D8 Advance diffractometer equipped with a semiconductor
LynxEye position-sensitive detector and Cu anti-cathode tube. Phase analysis carried out for
most of the samples after synthesis showed the presence of only one crystalline phase, i.e.
magnetite. To refine the parameters of the unit cell and to determine the average grain sizes of
the crystalline phase, the Rietveld refinement was performed. Analyzes were done using
Bruker's DIFFRAC TOPAS 4.2 software. The diffraction pattern was calibrated using NIST
660 series LaBs reference sample to determine experimentally the instrumental function of the

shape of the peaks, as well as to describe the emission profile of the X-ray tube.

Mossbauer studies were carried out using a >’Co source in the Rh matrix with an activity of 50
mCi. Spectral analysis was performed using WinNormos for Igor software. These tests allowed
determining the characteristics of the magnetic properties and the phase structure of the tested
samples. The Mossbauer studies indicate the existence of interactions between nanoparticles

leading to the formation of ferrimagnetic properties of their agglomerates.



Studies of cancer cell viability showed low cytotoxicity of magnetite nanoparticles stabilized
with the triethanolamonium oleate. The presence of the nanoparticles did not increase the
number of apoptotic cells in cultured human skin fibroblasts and stimulated the proliferation of

these cells. This reveals the great application potential of magnetic nanoparticles in regenerative

medicine.



