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Opis wynalazku

PRZEDMIOT WYNALAZKU

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest superparamagnetyczna nanoczgstka na bazie tlenkéw
zelaza. Niniejszy wynalazek znajduje zastosowanie w biotechnologii i medycynie, w szczegdlnoSci
w technikach rozdziatu, technikach obrazowania, terapii celowanej, a zwtaszcza w terapii celowanej
nowotworow.

DZIEDZINA WYNALAZKU

Zgodnie z aktualizowanymi corocznie danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia liczba zachorowan
na nowotwory stale rosnie. Co bardziej niepokojgce, mimo statych postepéw medycyny, rosnie takze
Smiertelno$¢ zwigzana z wystepowaniem nowotwordow. Niestety prognozy na nadchodzace lata sg row-
nie zatrwazajgce. Swiatowa Organizacja Zdrowia podaje, ze szacuije sie, iz liczba zachorowan na no-
wotwory w 2025 r. wzrosnie z 14 do 19 min rocznie, w 2030 — do 22 min, a w 2035 — az do 24 min
(Ventieth World Health Assembly Geneva, 22—-31 maja 2017).

Tym samym wcigz poszukiwane sg nowsze i bardziej adekwatne sposoby zapobiegania, wcze-
snego wykrywania i leczenia nowotworow. W szczegdélnosci zainteresowaniem cieszg sie te opracowa-
nia, ktére koncentrujg sie na takich metodach leczenia, ktére umozliwiajg selektywne uszkadzanie ko-
morek rakowych bez wywierania niepozgdanego wpltywu na otaczajgce je zdrowe tkanki.

Ostatnio coraz czesciej do praktyki medycznej wkraczajg dwie nowe metody: ukierunkowana te-
rapia radionuklidami (TRT) i magnetyczna hipertermia (MH).

TRT obejmuje podawanie wymagajgcemu tego pacjentowi radioaktywnego leku, okreslanego
réwniez jako radiofarmaceutyk, skierowanego przeciwko komoérkom nowotworowym. Ten rodzaj lecze-
nia jest nazywany "terapig celowang" i jest ukierunkowany na specyficzne geny rakowe, biatka lub $ro-
dowisko tkankowe, ktére przyczyniajg sie do wzrostu i przezycia raka. Do dzi$ zatwierdzono skuteczng
ukierunkowang radioterapie polegajaca na biologicznie aktywnej celowanej biomolekule i radioaktyw-
nych atomach dla kilku rodzajow nowotworéw. Niezaleznie, wcigz trwajg prace nad poszukiwaniem naj-
bardziej optymalnych sposréd wykorzystywanych radionuklidéw, w tym w szczegdlnosci pod katem za-
stosowan terapeutycznych takich emiteréw jak %’Ga (t» = 3.3 d), *In (t» = 2.8 d), czgstek S Y (tx =)
64 h), 1¥Re (t = 16,7 h), T"Lu (t» = 6.7 d), 1Tb (t» = 6.9 d), %°Ho (t» = 26,8 h) i czgstek emiterow o
2LAL (. = 7.2 h), 2°Ac (tx = 10 d), 23Bi (t = 45,6 m).

Waznym czynnikiem branym pod uwage podczas wyboru radionuklidu jest jego potencjalna cy-
totoksycznosé, wyrazana przede wszystkim przez takie parametry jak czas poftrwania i rodzaj zwigza-
nych z nim emisji. Co wiecej, doboru radionuklidu dokonuje sie zaleznie od rodzaju nowotworu. W przy-
padku guzéw litych za najbardziej obiecujace uznaje sie zazwyczaj 3-emitery o wysokiej i Sredniej ener-
gii, takie jak °0Y, 18Re, 131 j 1%6Ho, Skuteczny zakres tkankowy czgstek B nie jest jednakze optymalny
do leczenia nowotworéw przyjmujgcych posta¢ matych skupisk komérek lub pojedynczych komorek
i mikroprzerzutéw, poniewaz znaczna czes¢ energii zaniku osadza sie poza granicg guza. Leczenie
takich zmian nowotworowych moze by¢ bardziej skuteczne w przypadku niskoenergetycznych B-emite-
row, ktore tgczg krétkotrwaty i wysoki liniowy transfer energii. Powszechnie stosowanymi emiterami 3
o niskiej energii sg *"’Lu, %1Th i 4’Sc. Obecnie zarejestrowane sg dwa przeciwciata terapeutyczne: to-
situmomab znakowany 3!l (BEXXAR), do stosowania w leczeniu chioniaka grudkowego oraz ibritumo-
mab znakowany *°Y (Zevalin) do stosowania w leczeniu nieziarniczego chtoniaka z limfocytow B.

Innym podejsciem terapii celowanej, obecnie w fazie rozwoju, jest hipertermia magnetyczna
(MH). Podstawg tej metody jest uszkadzanie lub usmiercanie komoérek nowotworowych w ciele pacjenta
prowadzone w podwyzszonej temperaturze. Liczne badania komérkowe wykazaty, Ze hipertermia wy-
wotuje programowang smier¢ komorki (apoptoze), jak réwniez Smier¢ komorki (nekroze) w zaleznosci
od rodzaju komorki i stosowanej temperatury. Zgodnie z tym sposobem, witryskiwane do ciata nano-
czgstki magnetyczne sg poddawane dziataniu zmiennego pola magnetyczne o odpowiedniej intensyw-
nosci i czestotliwosci, dzieki czemu, w wyniku zachodzgcych w nich proceséw namagnesowania, uwal-
niane jest ciepto. Poprzez dobranie parametrow pola magnetycznego (amplitudy, czestotliwosci i czasu)
mozna kontrolowa¢ lokalny wzrost temperatury do poziomu wystarczajgcego dla zniszczenia guza.
W zastosowaniach medycznych zazwyczaj stosuje sie czestotliwosci radiowe od kilku kHz do 1 MHz,
ktére sg catkowicie bezpieczne i zapewniajg dostateczng gtebokosé penetracji, umozliwiajacg dostep
do narzgdow wewnetrznych w ciele. Hipertermie magnetyczng prowadzi sie zwykle w dwéch réznych
zakresach temperatur, wywotujgcych rozne uszkodzenie komorek. Umiarkowane temperatury
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(41— 46°C) wplywajg na funkcjonalnosc¢ biatek miedzykomorkowych, prowadzac do degradacji komor-
kowej i ostatecznie wywotujgc apoptoze. Traktowanie komorek temperaturami powyzej 46°C moze pro-
wadzi¢ bezposrednio do $smierci komorki. Hipertermia w tych temperaturach jest ogdlnie okreslana jako
termoablacja i charakteryzuje sie nekrozg tkanek, koagulacjg lub karbonizacja.

Zaletg takiego podejscia terapeutycznego jest to, ze kontrolujgc miejsce nanoszenia/wprowadza-
nia nanoczgstek magnetycznych kontrolujemy miejsce wydzielania ciepta, a tym samym dziatania pod-
wyzszong temperaturg na komérki. Z uwagi na rozmiar nanoczgstek, wyrazany w jednostkach wyno-
szgcych 10° m, sg one tatwo transportowane wewnatrz organizmu osobnika i mogg przenika¢ zaréwno
fizyczne, jak i fizjologiczne bariery.

Ostatnio odkryto, ze kombinacja idei wyrazanej przez wskazane obie metody, a wiec zewnetrz-
nego promieniowania jonizujgcego i hipertermii magnetycznej, zapewnia korzystny efekt synergistyczny
uszkadzania lub usmiercania komoérek nowotworowych w poréwnaniu z efektem obserwowanym w od-
niesieniu do kazdej z tych metod oddzielnie. Pozwolito to na spektakularng poprawe efektow terapeu-
tycznych, przyktadowo na znaczne wydtuzenie zycie pacjentéw, nawet przy najbardziej agresywnych
nowotworach moézgu. Zakfada sie, ze ten efekt bedzie réwniez obecny, lub bedzie jeszcze wiekszy, gdy
zamiast promieniowania zewnetrznego zastosuje sie radionuklidy emitujgce promieniowanie jonizujgce
wewnatrz guza.

STAN TECHNIKI

Zawierajgce paramagnetyczny, superparamagnetyczny, polimerowy lub ztoty rdzeh nanoczastki
sg powszechnie znane w dziedzinie i znajdujg liczne zastosowania terapeutyczne. Sg one przede
wszystkim wykorzystywane w réznorodnych testach bioanalitycznych, bioseparatorach i pomiarach bio-
fizycznych.

Znane jest takze zastosowanie takich paramagnetycznych i superparamagnetycznych nanoczg-
stek do rozdzielania i oczyszczaniu komoérek i mikroorganizmow, takich jak wirusy i biologiczne makro-
czgstki. Ponadto, nanoczgstki paramagnetyczne i superparamagnetyczne mozna réwniez stosowaé do
prowadzenia pomiaréw biofizycznych. Na przyktad, zdolno$¢ paramagnetycznych i superparamagne-
tycznych nanoczastek do wytwarzania pola pod wplywem zewnetrznego pola magnetycznego wykorzy-
stano do rozrézniania oddziatywania specyficznego i niespecyficznego, jak rowniez do charakteryzowa-
nia specyficznych oddziatywan.

W stanie techniki znany jest réwniez udziat nanoczastek paramagnetycznych i superparamagne-
tycznych w dostarczaniu lekoéw i obrazowaniu. Jak zasygnalizowano powyzej, nanoczastki paramagne-
tyczne i superparamagnetyczne stosuje sie w potgczeniu z polem magnetycznym i/albo polem wytwa-
rzanym przez prad zmienny do kierowania srodkéw terapeutycznych do okreslonych komérek docelo-
wych.

Na procesy zachodzace wewngtrz patologicznych komérek macierzystych i innych komérek
mozna skuteczniej wptywac i je regulowaé przez wewngtrzkomoérkowe dostarczanie réznych biologicz-
nie aktywnych czgsteczek. Te bioaktywne czgsteczki mogg normalizowaé docelowg funkcje komorkowg
lub prowadzi¢ do usmiercenia komorki. Jednakze, btona komdrkowa stanowi istotng bariere chronigca
procesy zachodzgce wewngtrz komorki przed bodzcami egzogennymi. Z tego tez powodu, zdolno$¢
przenikania przez btone komoérkowa jest czesto kluczowym parametrem dla opracowania skutecznych
lekéw na bazie matych czgsteczek. Takie mate czasteczki, ktdre sg specyficzne wzgledem zmutowa-
nego powodujgcego chorobe czynnika, zasadniczo nie sg dostepne. Tak wiec, istnieje istotne zapotrze-
bowanie na zwigzki terapeutyczne i kompozycje, ktére mogg skutecznie przenikac przez btone komoér-
kowg, aby dostarczy¢ do wnetrza komorki biologicznie aktywne czasteczki, ktére sg zdolne do modulo-
wania pozgdanej funkcji komorkowej.

Niestety, mimo znacznych postepow w dziedzinie technologii nanoczgstek, zapotrzebowanie na
srodki, wykazujgce specyficzny dostep do przedziatdw wewnatrzkomaorkowych komorki docelowej oraz
umozliwiajgce regulacje, modulacje, normalizacje i/albo przywracanie jednej lub wiekszej liczby poza-
danych funkcji komorkowych, wcigz nie jest zaspokojone.

Skutecznym kierunkiem leczenia nowotworéw stajg sie metody celowane, takie jak celowana te-
rapia radionuklidowa, wykorzystujgca radionuklidy, emitery promieniowania korpuskularnego, ktére
przytgczone do czgsteczek biologicznie aktywnych selektywnie akumulujg sie w chorej tkance. Ich wy-
jatkowg zaletg jest niszczenie chorych tkanek bez jednoczesnego uszkadzania zdrowych. Jednakze,
takie podejscie pozwala jedynie na wytworzenie radiofarmaceutyku, w ktérym naprowadzajgca biomo-
lekuta jest znakowana jednym lub paroma atomami radioizotopu (P Carmaliet, R.K. Jain, Angiogenesis
in cancer and other diseases. Nature 42 (2000) 249-257).
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Ostatnio, radioaktywne nanoczastki znajdujg coraz szersze zastosowanie, zaréwno w diagno-
styce, jak i terapii medycznej. Ich gtéwng zaletg jest fakt, ze kazda nanoczastka zawiera co najmniej
setki radioaktywnych atoméw. Dotychczas badano znakowane radionuklidami nanoczastki takie jak,
liposomy, kropki kwantowe, nanoczgstki ztota, dendrymery, tlenki zelaza czy polimery. Przysztos¢ na-
noczagstek w medycynie zwigzana jest jednak z ich multimodalno$cia polegajaca na potgczeniu wielu
metod terapeutycznych, np. chemio- i radioterapii, czy radioterapii i hipertermii w jednej nanoczastce,
co jest niezwykle istotne ze wzgledu na duzg opornos¢ komorek nowotworowych.

Bardzo obiecujgcg metodg terapii nowotwordw jest rowniez tak zwana magnetyczna hipertermia.
Metoda ta umozliwia precyzyjne niszczenie nowotwordw przez lokalne zwiekszenie ich temperatury.
Charakterystyczne jedynie w nanoskali wladciwo$ci, w tym, na przykfad, mozliwe do przetgczania wia-
Sciwosci magnetyczne, sprawiaja, ze za unikalne uznaje sie superparamagnetyczne nanoczastki tlenku
zelaza (okreslane rowniez jako ,SPION”, ang. ,Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles”), ktére sg
obecnie z powodzeniem stosowane w biomedycynie, miedzy innymi w obrazowaniu medycznym i Sle-
dzeniu wedrowki komaérek. Tlenki zelaza sg uwazane za biokompatybilne i stosunkowo nietoksyczne,
w wyniku czego nanoczastki tlenku zelaza zostaty zsyntetyzowane i wykorzystane do wielu zastosowan
biomedycznych (patrz np. D. Huber, Small 2005, 1, nr 5, s. 482-501 Wiley-VCH: Gupta i wsp., Bioma-
terials, tom 26, str. 3995-4021 (2005)). Jak wiadomo w przypadku zastosowan in vivo, nanoczastki,
ktére sg wystarczajgco mate, aby przejs¢ przez uktad filtracji nerki, mogg by¢ skutecznie oczyszczone
i usuwane z krwioobiegu. Wiadomo takze, ze wielko$¢ wymagana do filtracji nerkowej wynosi mniej niz
10 nm, a bardziej korzystnie mniej niz okoto 6 nm. W zwigzku z tym biologicznie kompatybilne nano-
czgstki, zdolne do przejscia przez otwor sitowy o srednicy 10 nm i korzystnie 6 nm, mogg by¢ wykorzy-
stane do zastosowan in vivo, w tym do obrazowania, diagnostyki i terapii. Odpowiednig réwnowage
miedzy czasem krazenia i klirensu uzyskuje sie przez kontrolowanie wtasciwosci fizykochemicznych
nanoczgstki. SPIONy spetniajg wszystkie wymagania stawiane takim nanoczgstkom do zastosowan in
vivo. Po podaniu dozylnym, SPIONy sg usuwane z krwi na drodze fagocytozy przez uktad siateczkowo-
srodbtonkowy (RES), a nastepnie pobierane przez watrobe, $ledzione, szpik kostny i wezty chtonne. Po
wewnatrzkomoérkowym pobraniu, SPIONy sg metabolizowane w komérkowych lizosomach w rozpusz-
czalng, nieparamagnetyczng postac zelaza, ktéra staje sie czescig normalnej puli zelaza i wigcza sie
do ferrytyny i hemoglobiny in vivo.

SPIONy, jako nanoczastki paramagnetyczne, poddane dziataniu zmiennego pola magnetycz-
nego, ogrzewajq sie i stajg sie lokalnym zrédiem ciepta. Umozliwia to podgrzanie nowotworu do tempe-
ratur 43—46°C (hipertermia) albo doprowadzenie do termoablacji w temperaturze >47°C. Metoda ta jest
na tyle selektywna, ze otaczajgce zdrowe tkanki nie nagrzewajg sie i tym samym nie sg niszczone.

Stosujac klinicznie hipertermie stwierdzono wystepowanie synergicznego efektu pomiedzy lo-
kalng hipertermig a zewnetrznym naswietlaniem promieniowaniem jonizujacym (T.M. Zagar, J.R. Ole-
son, Z. Vujaskovic et al, Hyperthermia combined with radiation therapy for superficial breast cancer and
chest wall recurrence: A review of the randomised data, Int. J. Hyperthermia. 26 (2010) 612—-617). Wy-
korzystanie wigzki promieniowania y oraz lokalnego podgrzewania umozliwito niszczenie nawet opor-
nych radiacyjnie i lekowo komérek nowotworowych oraz znaczne wydtuzenie zycia pacjentéw z tak
agresywnymi nowotworami jak np. glejak wielopostaciowy (P. Kaur, M.D. Hurwitz, S. Krishnan, A. Asea,
Combined hyperthermia and radiotherapy for the treatment of cancer, Cancers 3 (2011) 3799-3823)
czy guzy sutka posiadajgce receptory HER2 (E. Alphandéry, Perspectives of breast cancer thermothe-
rapies, J. Cancer 5 (2014) 472-479).

Zastosowanie magnetycznej hipertermii w potaczeniu z radioterapig pozwala na zmniejszenie
w istotnym stopniu stosowanych dawek promieniowania. W dotychczasowych pracach niejednokrotnie
stosowano kombinacje lokalnej hipertermii z zewnetrznymi zrédtami promieniowania, takimi jak promie-
niowanie vy, czy wigzka elektronow. Jednakze, bardzo rzadko stosowano skoniugowany efekt terapeu-
tyczny hipertermii i terapii radionuklidowej, gdzie zrodlem emisji promieniowania jonizujgcego oraz cie-
pta jest ta sama nanoczgstka zlokalizowana na powierzchni lub wewnatrz tkanki nowotworowej.

W ostatnich latach podjeto liczne préby zaproponowania takich wtasnie uktadéw wykazujgcych
jednoczesnie zdolnos¢ do hipertermii i terapii radionuklidowe;j.

Przyktadowo, dokument WO 2017/210666 A2 ujawnia funkcjonalizowane nanoczastki umozliwia-
jace penetracje przez btone komérkowg ssaka i dostarczanie wewnagtrzkomaérkowo jednej lub wiekszej
liczby biologicznie aktywnych czgsteczek, zawierajgcych rdzen nanoczgstki, jedng lub wiekszg liczbe
czgsteczek penetrujgcych btone komorkowa, i jedng lub wiekszg liczbe biologicznie czynnych czgste-
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czek do wprowadzenia lub oddziatywania na funkcje komoérkowe. W publikacji tej opisano rowniez spo-
soby wytwarzania sfunkcjonalizowanych nanoczastek oraz stosowanie takich sfunkcjonalizowanych na-
noczgstek do leczenia choréb i zaburzen indukujgcych przeprogramowanie komoérek i zmienianie ge-
now.

Bardziej szczegbtowo, w zgtoszeniu tym ujawniono sfunkcjonalizowane nanoczgstki zawierajgce
bioaktywne czgsteczki do wewnatrzkomoérkowego dostarczania i regulowania, modulowania i/albo nor-
malizowania funkcji komoérkowych, w tym, na przyktad, wzrostu/proliferacji komorek, réznicowania i/albo
przezycia komoérek. Ujawniono tam réwniez sposoby wytwarzania sfunkcjonalizowanych nanoczgstek
zawierajgcych czgsteczki bioaktywne i sposoby stosowania sfunkcjonalizowanych nanoczastek do do-
starczania czgsteczek bioaktywnych do komérek docelowych ex vivo lub in vivo, w tym: sposoby lecze-
nia choréb i zaburzen; sposoby generowania komérek macierzystych (np. pluripotencjalnych komaérek
macierzystych indukowanych nanoczgstkami (niPSC)) z komdrek somatycznych; sposoby generowania
dojrzatych typéw komérek przez indukowanie réznicowania komérek macierzystych (np., niPSC); spo-
soby generowania réznych dojrzatych typdw komaérek bezposrednio z innych dojrzatych typow komérek
somatycznych (tj. bezposrednie przeprogramowanie) i sposoby zmieniania gendw.

W stanie techniki znane sg réwniez nanoczastki do leczenia nowotworéw stosowane w potgcze-
niu z radioterapig przy zastosowaniu promieni rentgena. Przykfady takich czgstek stanowig nanoczastki
z tlenkéw metali, takich jak ditlenek tytanu, tlenek cynku, tlenek ceru i mieszaniny dwéch lub wiecej
sposréd nich, domieszkowane dodatkowo rzadkimi pierwiastkami. Przyktadowo, radioaktywny **®Ho na
polimerowych mikrosferach poli-L-laktydowych (PLLA) znany jest jako $rodek skuteczny do leczenia
nowotwordow ztosliwych watroby. Wadg takich zatadowanych na mikrosferach PLLA radioaktywnego
holmu jest ograniczona fadowno$é no$nika dla wprowadzania radionuklidu. Srednie fadowanie holmem
w zaproponowanych mikrosferach wynosi okoto 17% (wagowo).

Nanoczgstki magnetyczne zawierajgce %°Ho i 14Dy wraz z lekiem przeciwnowotworowym mogg
by¢ stosowane do magnetycznie ukierunkowanej radioterapii i chemioterapii w tym samym czasie.

Przyktadowo, amerykanskie zgtoszenie US 2015/0202337 ujawnia nanoczastki ferrogranatu
i/albo czastki ferrogranatu zawierajgce réznorodne, podatne na aktywacje nuklidy, takie jak holm-165
(**5Ho) i dysproz-164 (***Dy). Nanoczastki ferrogranatu (np. HolG i DylG) i czgstki ferrogranatu moga
by¢ wytwarzane z zastosowaniem wspotstrgcania metodg wodorotlenkowa. Zgodnie z przyktadami wy-
konania opisanymi w publikacji US 2015/0202337, radiosensitizery (radiosensybilizatory) mogg by¢ za-
tadowane na radioaktywne nanoczgstki magnetyczne lub radioaktywne czgstki ferrogranatu i, ewentu-
alnie, pokryte odpowiednimi dwuwarstwami lipidowymi. Publikacja ta opisuje réwniez sposoby stosowa-
nia ujawnionych tamze nanoczgstek i czastek dla celéw terapeutycznych, w szczegdlnosci w choro-
bach, ktérych leczenie opiera sie na radioterapii. Zgodnie z ujawnieniem nanoczastki, jak ujawnione
w publikacji, wykazujg wysokg zdolnos¢ tadowania lekow, ktére mogg zapewni¢ pozgdane efekty radio-
terapeutyczne.

Z kolei dokument patentowy US 2005/0265922 A1 ujawnia nanostruktury multimodalne, sposoby
tworzenia takich nanostruktur i sposoby ich zastosowania. Przyktadowa nanostruktura multimodalna
wedtug US 2005/0265922 obejmuje, miedzy innymi, co najmniej jedng nanogrupe majgca pierwszg wy-
krywalng funkcjonalnos¢ i drugg czgsteczke majgcg drugg wykrywalng funkcjonalnos¢. Druga cza-
steczka jest przytagczona do nanoczastki, przy czym pierwsza wykrywalna funkcjonalnos¢ i druga wy-
krywalna funkcjonalnos¢ sg rozne. Nanostruktury takie, funkcjonalizowane wiecej niz jedng czgsteczka
zwigzang z nanostrukturalnym rdzeniem multimodalnej nanostruktury, mogg by¢ stosowane w wielu
zastosowaniach, takich jak, ale nie wytgcznie, jako srodki kontrastowe do obrazowania wielomodalnego
(in vitro i in vivo), biobarwienie, badania i analiza ekspresji genéw oraz biatek, diagnostyka medyczna,
biblioteki diagnostyczne, systemy mikroprzeptywowe, do obrazowania, wykrywania i/albo wizualizagiji.

Ponadto nanostruktury te mozna modyfikowa¢ (przyktadowo przez przytgczenie sond biomoleku-
larnych do nanostruktury) w taki sposob, ze nanostruktury oddziatywujg z okreslonymi czgsteczkami
docelowymi, co umozliwia wykrywanie czgsteczek docelowych przy uzyciu jednej lub wiekszej liczby
technik obrazowania. Na przykiad, jak wskazano w cytowanym opisie, nanostruktury multimodalne
w potgczeniu z obrazowaniem spektralnym mogg by¢ stosowane do multipleksowania, obrazowania
optycznego i wykrywania genow, biatek i lekéw matoczgsteczkowych w pojedynczych zywych komoér-
kach, podczas gdy MRI, PET i tym podobne techniki, umozliwiajg obrazowanie zwigzkow magnetycz-
nych i radioaktywnych. Poniewaz kazda technika obrazowania wykazuje mocne i stabe strony, nano-
struktury multimodalne mogg by¢ stosowane do tgczenia dwoch lub wiecej sposrod technik obrazowa-
nia.
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W jednej z opisanych tamze postaci wykonania, czgsteczka sondy wykazuje powinowactwo do
jednej lub wigkszej liczby czgsteczek docelowych (np. komorki rakowej), ktérych wykrycie jest niezwykle
pozadane (np. okreslanie obecnosci i/albo pozycji w naczyniu (ciele). Ponadto sonda moze réwniez
obejmowad, ale nie wytgcznie, lek, srodek terapeutyczny, czynnik radiologiczny, lek matoczgsteczkowy
i ich kombinacje, ktére mogg by¢ stosowane do leczenia docelowej czgsteczki i/albo zwigzanej z nig
choroby i stanu. Lek, srodek leczniczy i czynnik radiologiczny mogg by¢ wybrane na podstawie zamie-
rzonego leczenia, jak réwniez stanu i/albo choroby. W przyktadzie wykonania nanostruktura moze obej-
mowac dwie lub wiekszg liczbe sond stosowanych do leczenia.

Jak zasygnalizowano powyzej, w ostatnim czasie, z uwagi na ich wyjgtkowe wlasciwosci, szcze-
gélnym zainteresowaniem sg objete nanoczgstki tlenku zelaza. Poprzez dopasowanie ich rozmiaru,
ksztattu lub wspodtczynnika ksztattu mozna kontrolowa¢ wiasciwosci magnetyczne uktadu. Gdy czgstka
materiatu magnetycznego ma wystarczajgco maty rozmiar (na przyktad w zakresie od okoto 2 do 100
nanometrow), moment magnetyczny materiatu nie moze by¢ trwale spolaryzowany. Uwaza sie, ze taka
nanoczgstka jest superparamagnetyczna i dzieki swoim wtasciwosciom umozliwia wzbudzanie chwi-
lowe. Dlatego tez za szczegdlnie interesujgce uwaza sie SPIONy takie jak ujawnione w publikacji
US 2013/0256583. Zgodnie z publikacja, jednym z gtéwnych wyzwanh stawianych takim SPIONom, uzy-
tecznym do zastosowan in vivo, jest zapobieganie ich przedwczesnej agregacji i/albo ich wychwytywa-
niu przez naturalne mechanizmy. Zapewnia sie to zazwyczaj przez dostarczenie zewnetrznych powtok
z poli(glikolu etylenowego) (PEG) (Mahmoudi i wsp., Advanced Drug Delivery Reviews, tom. 63, str.
24046 (2011)). Jednakze, z uwagi na fakt, ze takie wielkoczgsteczkowe polimerowe materiaty stabilizu-
jace SPIONy zwiekszajg znaczgco ich rozmiar, a tym samym obnizajg wlasciwosci superparamagne-
tyczne, tworcy wynalazku ujawnionego w publikacji zgtoszeniowej US 2013/0256583 ujawnili nie tylko
sam rdzenh takiego SPIONu, lecz réwniez zaproponowali stabilizujgcg skorupe zawierajgcg obojnacze
grupy funkcyjne (zwitteriony).

Jak wskazano w opisie US 2013/0256583, rdzenh SPIONu obejmuje jeden lub wiekszg liczbe pa-
ramagnetycznych tlenkéw zelaza, takich jak magnetyt, FesO4 i maghemit Fe2Os. Jak podkreslono
w opisie, rdzen SPIONu, oprocz tlenkéw zelaza, moze dodatkowo zawiera¢ rowniez i inne sktadowe,
takie jak grupa fluorescencyjna, dodatkowy materiat magnetyczny, srodek wytapujgcy neutrony lub ich
kombinacje, czy tez radioaktywny nuklid.

Zgodnie z ujawnionymi korzystnymi postaciami wykonania wynalazku wedtug US 2013/0256583,
rdzeh obejmuje dodatkowo jeden lub wiekszg liczbe materiatdw magnetycznych, ktére obejmujg radio-
nuklidy. Przyktadowe, ujawnione w tej publikacji radionuklidy, ktére mogg by¢ korzystnie zgodnie z wy-
nalazkiem wtgczone do nanoczastki wedtug wynalazku w rdzeniu obejmuja: **Ag, *°Au, 5Cu, ®Cu,
165Dy’ 166Dy, 69Er, lGGHO, 111|n, 177|_u, 14o|_a, 32P, 1°3Pd, 149Pm, 193Pt, 195Pt, 186Re, 188Re, 105Rh, 905,.’ 153Sm,
5Yb i 0¥, W jednym z korzystnych wykonan wynalazku w jednym przyktadzie wykonania rdzen nano-
czgstki, oprocz tlenkéw zelaza, zawiera dodatkowo, jeden lub wiecej materiatéw magnetycznych, ktére
zawierajg pierwiastek wybrany z grupy obejmujgcej miedzy innymi holm i jego kombinacje. Zgodnie
z opisem, pierwiastki te moga by¢ wspotstracane z wyzej wspomnianym tlenkiem zelaza podczas two-
rzenia rdzenia i zazwyczaj bedg obecne w rdzeniu rowniez pod postacig tlenkow.

Jak ujawniono w publikacji US 2013/0256583, nanoczgstki wedtug wynalazku mogg by¢ wytwo-
rzone poprzez wspotformowanie rdzenia czgsteczki i zabezpieczajgcej przed agregowaniem SPIONow
zwiterjonowej warstwy zewnetrznej, badz tez moga by¢ uzyskane w procesie etapowym, poprzez wy-
tworzenie rdzenia nanoczgstki, SPIONu, a nastepnie powlekanie takich rdzeni warstwg zabezpiecza-
Jjaca.

Zgodnie z ujawnionym w opisie sposobem, 4 mmol FeCls w H20 i 2 mmol FeClz rozpuszcza sie
w 2M HCI, miesza sie przy uzyciu mieszadta magnetycznego, a nastepnie dodaje sie don 50 ml 0,7 M
NH4OH. Dodanie amoniaku skutkuje wytworzeniem strgconego, czarnego osadu nanoczgstek. Bezpo-
srednio do kolby reakcyjnej dodaje sie 5 mmol roztworu SBS i miesza sie energicznie. W kolejnym
etapie ponownie zawiesza sie nanoczgstki w roztworze, po czym catg mieszanine ogrzewa sie w 80°C
przez 6 godzin. Po jej schtodzeniu do temperatury pokojowej, do wodnego srodowiska reakcji dodaje
sie etanol (EtOH:H20 3:1) a czagstki zbiera sie do dalszego stosowania. W przypadku wspotstracania
z radionuklidem proces wytwarzania rdzenia prowadzi sie w analogiczny sposob.

Jednakze, dla zadnej z ujawnionych w publikacji US 2013/0256583 nanoczastek nie wykazano,
by stanowigcy jej rdzen SPION maogt stanowi¢ nanoczgsteczke zdolng do powtarzalnego, bezpiecznego
i skutecznego dziatania w terapii celowanej, nieulegajgca niepozgdanej agregacji bez koniecznosci po-
wlekania zewnetrzng warstwg zabezpieczajgcg oraz aby wykazywat pozadane do leczenia wtasciwosci
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paramagnetyczne i/albo supermagnetyczne. Mimo, ze w stanie techniki znane sg liczne funkcjonalizo-
wane lub tez wolne od czgsteczek zawierajgcych okreslone funkcjonalnosci nanoczgstki, wskazywane
jako uzyteczne dla celéw wewnatrzkomoérkowego dostarczania czgsteczek biologicznie czynnych, to
wcigz brak jest takiego uktadu, ktéry bytby stabilny, w sposéb nieograniczony przenikatby przez bariery
komodrkowe, bytby bezpieczny i pozwalat osiggng¢ wiecej niz jeden efekt terapeutyczny niezaleznie od
rodzaju guza. W szczegdlnosci pozgdane jest, by ukiad taki nie przejawiat tendencji do zwiekszonej
aglomeracji i wykazywat zdolnos¢ swobodne;j i, jesli to pozgdane, kontrolowanej migracji w organizmie.
W szczegdlnosci jest pozgdane, aby uktad taki zapewniat skoniugowany efekt terapeutyczny.

Tworey niniejszego wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, Zze przy odpowiednim doborze radio-
nuklidu oraz proporcji jondw zelazowych i jondw nuklidu, zasygnalizowane w publikacji US
2013/0256583 nanoczastki mogg by¢ doskonatymi emiterami promieniowania -, ktére umozliwiajg lo-
kalng hipertermie oraz zapewniajg bezposrednie naswietlenie guza nowotworowego. Co wiecej, wytwo-
rzone zgodnie z niniejszym wynalazkiem nanoczgstki mozna tgczy¢ z czgsteczkami biologicznie aktyw-
nymi takimi jak, przyktadowo, peptyd — substancja P czy A7R lub przeciwciato monoklonalne — trastu-
zumab, co pozwala na ich naprowadzenie do tkanki nowotworowej oraz zapewnienie dodatkowego
efektu terapeutycznego zwigzanego z obecnoscig dodatkowych funkcjonalnosci w modyfikujgcych po-
wierzchniowo nanoczgstki czgsteczkach.

Wiekszos$¢ proponowanych do terapii emiterow B~ stanowig izotopy lantanowcow (*"7Lu, *°Er,
161Th, 167Tm, 153Sm), 149Pm, 161166H0). Twdrcy niniejszego wynalazku stwierdzili, ze tréjdodatnie kationy
lantanowcoéw mozna tatwo wbudowaé do nanoczgstek SPION, poprzez czesciowe zastgpienie tych troj-
wartos$ciowych kationdw tréjwartosciowymi jonami zelaza Fe®*. Jednakze, zgodnie z obserwacjg twor-
cow niniejszego wynalazku, proste domieszkowanie nanoczastek mikro ilosciami radionuklidu lanta-
nowca, jak zasygnalizowane w publikacji US 2013/0256583, prowadzi jedynie do jego adsorpcji na po-
wierzchni. W stanie techniki istnieje wiele doniesieh dotyczgcych znakowania superparamagnetycznych
tlenkdw zelaza radionuklidami diagnostycznymi, takimi jak *Cu (M. Nahrendorf, H. Zhang, S. Hembra-
dor, P. Panizzi, D. E. Soshovik, E. Aikawa, P. Libby, F.K. Swirski, R. Weissleder, Circulation 2008, 117,
379), 24 (Jin-sil Choi, Jeong Chan Park, Hyunsoo Nah, Seungtae Woo, Jieun Oh, Kyeong Min Kim, Gi
Jeong Cheon, Yongmin Chang, Jeongsoo Yoo, and Jinwoo Cheon, A hybrid nanopatrticle probe for dual-
modality positron emission tomography and magnetic resonance imaging), 8Zr (E. Boros, A. Bowen,
L. Josephson, N. Vasdevbe, J.P. Holland, Chelate-free metal ion binding and heat-induced radiolabeling
of iron oxide nanoparticles. Chem. Sci., 2015, 6, 225). Jednakze, jak wynika z doniesien ze stanu tech-
niki, znakowanie zazwyczaj nastepuje poprzez przytaczenie czgsteczki chelatora lub poprzez adsorpcije
radionuklidu na powierzchni nanoczgstki SPION. Zdaniem tworcéw niniejszego wynalazku, takie zna-
kowanie nie jest wystarczajgce, gdyz nie zapewnia pozgdanych wtasciwosci magnetycznych nanoczg-
stek.

Twoércy wynalazku stwierdzili, ze aby zwigzaé trwale radionuklid lantanowca z nanoczgstkg
SPION, konieczne jest zsyntezowanie nanoczgstek domieszkowanych kationami lantanowca w ilosci
od 2,5-10% atomowych, w ktérym czes¢ atomdw bedzie radioaktywna. Zgodnie z obserwacjami twor-
cow, dzieki takiemu stopniowi domieszkowania powstaje nowa struktura, w ktérej radionuklid jest row-
nomiernie roztozony w fazie nanoczastki.

Poniewaz zastgpienie tréjwartosciowych jonow zelaza Fe** w nanoczgstce kationami lantanowca
moze zniszczy¢ jej wlasnosci magnetyczne, konieczne jest, aby kation lantanowca posiadat takze wta-
snosci magnetyczne. Jednakze, z uwagi na stabilnos¢ struktury nanoczastki opartej na tlenkach zelaza
nalezy oczekiwac, ze zastepujgce czesciowo trojwartosciowe jony zelaza Fe®* kationy lantanowca po-
winny charakteryzowac sie parametrami zblizonymi do jonéw zelaza.

Twoércy niniejszego wynalazku nieoczekiwanie wykazali, ze stabilne i nadajgce sie do zastoso-
wania jako skuteczny emiter - nanoczgstki mozna wytworzy¢ z odmiennym pod wzgledem wielkosci
trojwartosciowym jonem lantanowca, jakim jest holm.

Holm, %%Ho, jest miekkim, srebrzystym metalem z grupy lantanowcow o czasie potowkowego
rozpadu t,=26,8 h. Tréjwartosciowe jony holmu Ho®*" majg 4 niesparowane spiny. Ten radionuklid
mozna w prosty sposéb otrzymac poprzez naswietlanie naturalnego holmu neutronami. Dodatkowo,
w przypadku nanoczgstek znakowanych %Ho mozliwe jest otrzymanie, poprzez wtorne naswietlenie
neutronami, radionuklidu obecnego w zsyntezowanych nanoczgstkach SPION domieszkowanych nie-
aktywnym Ho. Przekrdj czynny reakcji *%°Ho(n,y)*%¢Ho jest tak duzy (59,26 b), iz umozliwia wytworzenie
166Ho przy minimalnej aktywacji atomow zelaza.
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Otrzymane zgodnie z wynalazkiem magnetyczne nanoczgstki znakowane emiterami # mozna
skoniugowac z przeciwciatami monoklonalnymi, takimi jak trastuzumab (herceptyna) lub peptydami, ta-
kimi jak substancja P czy tez peptyd antyangiogenny A7R.

Trastuzumab wykazuje duze powinowactwo do receptora HER2 raka sutka. Jego nadekspresja
wystepuje ponadto w innych typach nowotwordw takich jak: rak jajnika, pecherza moczowego, gruczotu
dlinowego, rak trzonu macicy, rak trzustki i niedrobnokomarkowy rak ptuc.

Substancja P jest peptydem selektywnie akumulujgcym sie na receptorach NK1 komoérek gleja-
kéw. Przeprowadzone ostatnio badania kliniczne wykazaty znaczny efekt terapeutyczny w leczeniu za-
awansowanych glejakow za pomocg substancji P znakowanej emiterami - (*’Lu (D. Cordier, F. Forrer,
S. Kneifel M. Sailer, L. Mariani, H. Macke J. Miller-Brand J, A. Merlo, Neoadjuvant targeting of gliobla-
stoma multiforme with radiolabeled DOTAGA-substance P--results from a phase | study, J. Neurooncol.
100 (2010) 129-36) i o (?*°Bi, (A. Morgenstern, L. Krolicki, J. Kunikowska, H. Koziara, et al, Targeted
alpha therapy of glioblastoma multiforme: First clinical experience with 213Bi-substance P, J. Nucl. Med.
55 Supplement 1 (2014) 390).

Z kolei peptyd A7R jest antyangiogennym heptapeptydem, okreslanym takze jako peptyd
ATWLPPR (A7R), wigzgcym sie specyficznie do NRP-1 i selektywnie hamujacym wigzanie VEGF 165
z tym receptorem (R. Binétruy-Tournaire, C. Demangel, B. Malavaud, R. Vassy, S. Rouyre, M. Kraemer,
J. Plouét, C. Derbin, G. Perret, JC Mazie, Identification of a peptide blocking vascular endothelial growth
factor (VEGF)-mediated angiogenesis., EMBO J, 2000, 19, 1525). Badania in vitro i in vivo prowadzone
z wykorzystaniem myszy nagich wykazaty, ze A7R skutecznie hamuje wzrost nowotworu i angiogeneze
w ksenoprzeszczepie komorek raka sutka (A. Starzec, R. Vassy, A. Martin, M. Lecouvey, M. Di Bene-
detto, M. Crépin, G. Perret, Antiangiogenic and antitumor activities of peptide inhibiting the vascular
endothelial growth factor binding to neuropilin-1, Life Sci, 2006, 79, 2370-2381).

Radioterapeutyczne nanoczgstki wedtug wynalazku stanowig superparamagnetyczne nano-
czgstki tlenku zelaza domieszkowane radionuklidem Ho-166, emiterem promieniowania 3. W praktyce
moga by¢ one wykorzystywane wraz z kowalencyjnie przytaczonymi czgsteczkami aktywnymi biologicz-
nie, takimi jak peptydy, przeciwciata monoklonalne lub ich fragmenty umozliwiajgce ich naprowadzenie
do tkanki nowotworowej i zapewniajgce lokalng hipertermie oraz bezposrednie naswietlenie objetej
zmiang tkanki.

Sposob wytwarzania radioterapeutycznych nanoczastek wedtug wynalazku polega na syntezie
wspotstrgceniowej soli radionuklidu holmu — 166 oraz soli zelaza(ll) i zelaza(lll) w odpowiednio dobranej
proporcji atomowej holmu do catkowitego zelaza, a nastepnie, opcjonalnie, przytgczenie do niej biolo-
gicznie aktywnych czgsteczek, wybranych z grupy obejmujgcej peptydy, przeciwciata, weglowodany lub
polisacharydy, kwasy nukleinowe, lipidy, zwigzki matoczgsteczkowe, cytostatyki a zwlaszcza biologicz-
nie czynne peptydy, przeciwciata monoklonalne lub ich fragmenty bgdz cytostatyki. Techniki wigzania
biologicznie aktywnych czgsteczek sg powszechnie znane w dziedzinie i zostaly szczegétowo opisane
w licznych publikacjach (takich jak na przyktad A. Niescioruk, D. Nieciecka, A.K. Puszko, A. Krélikowska,
P. Kosson, G.Y. Perret, P. Krysinski, A. Misicka Physicochemical properties and in vitro cytotoxicity of
iron oxide-based nanoparticles modified with antiangiogenic and antitumor peptide A7R, J Nanopart
Res., 2017, 19, 160 oraz A.M. Nowicka, A. Kowalczyk, A. Jarzebinska, M. Donten, P. Krysinski,
Z. Stojek, E. Augustin, Z. Mazerska, Progress in Targeting Tumor Cells by Using Drug-Magnetic Nano-
particles Conjugate, Biomacromolecules, 2013, 14, 828-833).

Radioterapeutyczne superparamagnetyczne nanoczgstki wedtug wynalazku oddziela sie od mie-
szaniny reakcyjnej poprzez dekantacje w polu magnesu trwatego, przemywa wodg destylowang i dys-
perguje powtdrnie z wykorzystaniem ultradzwiekdéw.

ISTOTA WYNALAZKU

Niniejszy wynalazek dostarcza superparamagnetycznej nanoczgstki na bazie tlenkow zelaza,
w ktdrej czesé trojwartosciowych jondw Fe®* w strukturze krystalograficznej nanoczgstki jest zastgpiona
radionuklidem z grupy lantanowcow, i w ktérej radionuklidem jest holm-166 (*%Ho) i trojwartosciowe
jony holmu-166 zastepujg od 1% do 3% atomowych jonéw zelaza obecnych w strukturze nanoczagstki.
Korzystnie, tréjwartosciowe jony holmu-166 zastepujg 1%, 2,5% albo 3% atomowych jonéw zelaza
obecnych w strukturze nanoczastki, szczegdlnie korzystnie tréjwartosciowe jony holmu-166 zastepujg
1% albo 2,5% atomowych jondw zelaza obecnych w strukturze nanoczagstki.
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POTENCJALNE ZASTOSOWANIA WYNALAZKU

Do powierzchni takich nanoczgstek mogg by¢, przyktadowo, przytaczane biologicznie aktywne
czgsteczki wybrane z grupy obejmujacej peptydy, przeciwciata, weglowodany lub polisacharydy, kwasy
nukleinowe, lipidy, zwigzki matoczgsteczkowe, cytostatyki. Korzystnie, peptydem jest substancja P lub
A7R. Réwnie korzystnie cytostatykiem jest doksorubicyna. Korzystnie, przeciwciatem jest trastuzumab.

Co wiecej, superparamagnetyczna nanoczgstka wedtug wynalazku moze byé pokrywana, analo-
gicznie jak w przypadku klasycznych SPION-6w powioksg, taka jak powtoka polimerowa i/albo dwuwar-
stwa powtoka lipidowa lub inna powtoka zwiterjonowa. Powloka taka moze, przyktadowo, zawierac
jedng lub wiekszg liczbe grup funkcyjnych, takich jak jedna lub wieksza liczba grup aminowych i/albo
jedna lub wieksza liczba grup karboksylowych, do przytgczania jednego lub wiekszej liczby srodkow
sieciujgcych, jednej lub wiekszej liczby czgsteczek penetrujgcych btony komdrkowe i/albo jednej lub
wiekszej liczby biologicznie aktywnych czgsteczek zdolnych do modulowania pozadanej funkcji komér-
kowe;.

Superparamagnetyczna nanoczgstka wedtug wynalazku moze by¢ potencjalnie wykorzystywana
do rozdzielania i oczyszczaniu komérek, mikroorganizméw, takich jak wirusy i biologicznych makrocza-
steczek.

Co wiecej, superparamagnetyczna nanoczgstka wedtug wynalazku moze znalez¢ zastosowanie
jako lek, w szczegdlnosci jako lek do terapii celowanej, korzystniej terapii celowanej bedacej terapig
ukierunkowang na specyficzne geny, biatka, w tym biatka receptorowe, lub na $rodowisko tkankowe
przyczyniajgce sie do wzrostu i przezycia nowotworu. Taka terapia celowana moze by¢ wybrana spo-
8réd terapii radionuklidami, magnetycznej hipertermii lub ich kombinacji. Korzystniej, terapie radionukli-
dami stanowi endorodioterapia.

DEFINICJE OKRESLEN STOSOWANYCH W OPISIE

W stosowanym niniejszym znaczeniu, okreslenie ,magnetyczny” odnosi sie do materiatéw o wy-
sokiej dodatniej podatnosci magnetyczne;j.

W stosowanym niniejszym znaczeniu, okreslenie ,nanoczgstka paramagnetyczna” odnosi sie
ogolnie do nanoczastki, kiéra zawiera tlenek zelaza lub tlenki zelaza lub tréjwartosciowe jonu zelaza.

Stosowane niniejszym okreslenie ,superparamagnetyczny rdzen nanoczastki” odnosi sie do ,pa-
ramagnetycznego rdzenia nanoczgstki’, ktéry staje sie namagnesowany przez poddanie go dziataniu
zewnetrznego pola magnetycznego. W niniejszym opisie ujawniono nanoczgstki, ktére wykazujg wia-
Sciwosci paramagnetyczne lub superparamagnetyczne.

Rdzenie nanoczastek wedtug niniejszego wynalazku mozna z powodzeniem pokrywac zabezpie-
czajgcg powtokg (skorupg), takg jak powtoka polimerowa i/albo dwuwarstwa powtoka lipidowa lub inna
powtoka zwiterjonowa, i mogg one zawierac jedng lub wiekszg liczbe grup funkcyjnych, takich jak jedna
lub wieksza liczba grup aminowych i/albo jedna lub wieksza liczba grup karboksylowych do przytgczania
jednego lub wiekszej liczby srodkéw sieciujgcych, w szczegolnosci jednego (lub kilku) dwufunkcyjnego
srodka (-6w) sieciujgcego (-ych), jednej lub wiekszej liczby czasteczek penetrujgcych btony komoérkowe
i/albo jedng lub wiekszg liczbe biologicznie aktywnych czasteczek do wprowadzania nowej funkcjonal-
nosci do komorki docelowej i/albo do wptywania na jedng lub wiekszg liczbe funkcji komdérkowych ko-
morki docelowe;.

PRZYKLADY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizej opisano przykfady praktycznej realizacji wynalazku, ktére zostaty uwidocznione na ry-
sunku, na ktérym:
na Fig. 1 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nasycenia dla probki nanoczgstek wedtug wynalazku
domieszkowanej holmem w ilosci 1% w zaleznosci od przytozonego pola magnetycznego H (w Erste-
dach) dla dwoch temperatur pomiaru 100 K i 300 K;
na Fig. 2 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nasycenia dla probki nanoczgstek wedtug wynalazku
domieszkowanej holmem w ilosci 2,5% w zaleznosci od przytozonego pola magnetycznego H (w Erste-
dach) dla dwoch temperatur pomiaru 100 K i 300 K;
na Fig. 3 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nasycenia dla probki nanoczgstek wedtug wynalazku
domieszkowanej holmem w ilosci 5% w zaleznosci od przytozonego pola magnetycznego H (w Erste-
dach) dla dwoch temperatur pomiaru 100 K i 300 K;
na Fig. 4 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nanoczgstki od stopnia jej domieszkowania holmem
zarejestrowang w temperaturze 100 K;
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na Fig. 5 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nanoczastki od stopnia jej domieszkowania holmem
zarejestrowang w temperaturze 300 K;

na Fig. 6 przedstawiono widmo dyfrakcji proszkowej promieni rentgenowskich zarejestrowane dla na-
noczgstek wedtug wynalazku domieszkowanych holmem w iloéci 1% atomowego;

na Fig. 7 przedstawiono widmo dyfrakcji proszkowej promieni rentgenowskich zarejestrowane dla na-
noczgstek wedtug wynalazku domieszkowanych holmem w ilosci 2,5% atomowych;

na Fig. 8 przedstawiono widmo dyfrakcji proszkowej promieni rentgenowskich zarejestrowane dla na-
noczgstek wedtug wynalazku domieszkowanych holmem w ilosci 7,5% atomowych;

na Fig. 9 przedstawiono obrazy TEM zarejestrowane dla nanoczgstek wedtug wynalazku o réznych
poziomach domieszkowania holmem wynoszgcych odpowiednio dla a) — 0%, b) — 1%, c) — 2,5%,
d) — 5%, e) — 7,5% oraz f) — 10% atomowych.

Przyktady ponizsze zamieszczono jedynie w celach ilustracyjnych dla zobrazowania poszcze-
golne etapdw wytwarzania nanoczgstek SPION domieszkowanych holmem zawierajgcym radioaktywny
holm-166 wedtug wynalazku oraz jego specyficzne wtasciwosci.

Przyktad 1:
Wytwarzanie nanoczgstek magnetycznych opartych na tlenkach zelaza domieszkowanych holmem
w ilosci 10%.

Do zlewki o pojemnosci 150 ml wprowadzono 87,5 ml wody dejonizowanej Milli-Q o opornosci
18,2 MQ. Nastepnie dodano 0,745 g FeCl2*4 H20 (tetrahydratu chlorku zelaza (Il), Sigma-Aldrich, czy-
sty, stopien czystosci >99% (RT)), 1,115 g FeCls*6 H20 (heksahydratu chlorku zelaza (lll), Sigma-Ald-
rich stopnienh czystosci ACS 97%) oraz 0,332 g HoCls*6 H20 (heksahydratu chlorku holmu (III), Aldrich
99,9% $ladowa obecnos¢ metali) i mieszanine naswietlano w reaktorze badawczym Maria w Swierku
w strumieniu neutronéw 104 n/cm?/s. Kolejno, w zlewce umieszczono szklane mieszadio mechaniczne
i rozpoczeto mieszanie z predkoscig 500 obr/min. Po rozpuszczeniu soli w roztworze umieszczono pH-
metr i rozpoczeto wkraplanie NH4OH (25% amoniak, CHEMPUR) do uzyskania pH 10. Amoniak wkra-
plano pipetg pasteura po jednej kropli. Po ustabilizowaniu sie pH mieszanie kontynuowano przez
30 minut z predkoscig 500 obr/min. Synteze prowadzono w temperaturze pokojowej bez atmosfery
ochronnej. Po 30 minutach mieszadto i pH-metr wyjeto a zlewke z zawiesing nanoczastek pozostawiono
na 10 minut na magnesie dla $ciggniecie nanoczgstek na dno naczynia. Roztwér znad nanoczastek
zebrano pipetg automatyczng po czym nanoczastki przemyto wodg. Nastepnie, nanoczgstki przemyto
trojkrotnie acetonem i szesciokrotnie woda. Przemyte nanoczastki z tlenkiem zelaza z wbudowanym
holmem zebrano w pojemniku szklanym o pojemnosci 5 mil.

Przyktad 2:

Wytwarzanie nanoczgstek magnetycznych opartych na tlenku zelaza domieszkowanych holmem w ilo-
Sci 2,5%.

Do zlewki o pojemnosci 150 ml wprowadzono 87,5 ml wody dejonizowanej Milli-Q o opornosci
18,2 MQ. Nastepnie dodano 0,745 g FeCl2*4 H20 (tetrahydratu chlorku zelaza (ll), Sigma-Aldrich, czy-
sty, stopien czystosci >99% (RT)), 1,295 g FeClz*6 H20 (heksahydratu chlorku zelaza (lll), Sigma-Ald-
rich stopnien czystosci ACS 97%) oraz 0,083 g HoCls*6 H20 (heksahydratu chlorku holmu (lII), Aldrich
99,9% $ladowa obecno$é metali) i mieszanine naswietlano w reaktorze badawczym Maria w Swierku
w strumieniu neutronéw 10 n/cm?/s. Kolejno, w zlewce umieszczono szklane mieszadto mechaniczne
i rozpoczeto mieszanie z predkoscig 500 obr/min. Po rozpuszczeniu soli w roztworze umieszczono pH-
metr i rozpoczeto wkraplanie NH4OH (25% amoniak, CHEMPUR) do uzyskania pH 10. Amoniak wkra-
plano pipetg pasteura po jednej kropli. Po ustabilizowaniu sie¢ pH kontynuowano mieszanie przez
30 minut z predkoscig 500 obr/min. Synteze prowadzono w temperaturze pokojowej bez atmosfery
ochronnej. Po 30 minutach mieszadto i pH-metr wyjeto i pozostawiono zlewke z zawiesing nanoczgstek
na 10 minut na magnesie, co pozwala na $ciggniecie ich na dno naczynia. Roztwér znad nanoczgstek
zebrano pipetg automatyczng po czym nanoczgstki przemyto wodg. Nastepnie, nanoczastki przemyto
trojkrotnie acetonem i szesciokrotnie wodg. Przemyte nanoczastki z tlenkiem Zelaza z wbudowanym
holmem zebrano w pojemniku szklanym o pojemnosci 5 ml.
Przyktad 3

Nanoczgstki domieszkowane holmem w ilosciach 1%, 5% i 7,5% otrzymano analogicznie jak opi-
sano powyzej zmieniajgc jedynie ilos¢ dodawanego do zlewki FeClz*4 H20 (heksahydratu chlorku ze-
laza (ll1), Sigma-Aldrich stopnien czystosci ACS 97%) oraz HoCls*6 H20 (heksahydratu chlorku holmu
(1), Aldrich 99,9% $ladowa obecnos¢ metali).
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Wszystkie otrzymane, przemyte nanoczastki z tlenkiem zelaza z wbudowanym holmem zebrano
do oddzielnych pojemnikéw szklanych o pojemnosci 5 ml i wykorzystywano w dalszych badaniach bez
kolejnych modyfikaciji.

Przyktad 4
Okreslanie wtasciwo$ci magnetycznych nanoczgstek

Badania wtasciwosci magnetycznych prowadzono przy uzyciu magnetometru wibracyjnego QD
stosujgc pole magnetyczne w zakresie od -2,0 T do 2,0 T, w temperaturze do 300 K z dokfadnoscig
pomiaru 0.01 K. Badano prébki wszystkich wytworzonych nanoczgstek ferrytowych domieszkowanych
holmem w ilosci: 1%, 2.5%, 5%, 7.5% i 10% ilosci molowych.

Z przeprowadzonych badah wynika, ze najwiekszg wartos¢ magnetyzacji nasycenia Ms w jed-
nostkach 10* T*cm?® (emu/g) uzyskano dla nanoczgstek ferrytowych domieszkowanych 1% holmu. Nie-
wiele nizsze i wcigz wysoce zadowalajgce wartosci Ms uzyskano dla probki domieszkowanej 2,5%
holmu. W przypadku domieszkowania na poziomie 5% zaobserwowano drastyczny spadek wtasciwosci
magnetycznych. Nie wigzgc sie z zadng teorig moze to by¢é spowodowane zaburzeniem struktury kry-
stalicznej przez holm wbudowujacy sie w pozycje Fe®". Wyniki uzyskane w 100 K zebrano i zestawiono
po przeliczeniu na mase badanej prébki. Wykres zbiorczy przedstawiono na Fig. 1. Obserwowany spa-
dek magnetyzacji nasycenia dla 5% domieszkowania wynika ze znacznej zmiany struktury krystalogra-
ficznej co potwierdzono w badaniach XRD. Zbyt duze wartosci domieszkowania powodujgce, iz wieksza
liczba trojwartosciowych jonéw zelaza jest zastepowana znacznie wiekszymi jonami holmu na tym sa-
mym stopniu wartosciowosci prowadzi do destabilizacji krystalograficznej struktury nanoczastek, a tym
samym pogarsza ich wtasciwosci magnetyczne.

Przyktad 4

Poréwnanie wtasciwo$ci magnetycznych nanoczgstek w zaleznosci od temperatury i stopnia domiesz-
kowania

Jak uwidoczniono na Fig. 1 do Fig. 3 w przypadku prébek domieszkowanych holmem obserwuje
sie ksztatt krzywych charakterystyczny dla superparamagnetykoéw. Jednakze, z poréwnania zaleznosci
wyznaczonych dla prébek o réznych stopniach domieszkowania wynoszacych odpowiednio 1%, 2,5%
i 5% zwiekszenie zawartosci holmu powoduje zwigkszenie pola koercji. Na powyzszych wykresach wi-
doczna jest zmiana wtasciwosci magnetycznych w obszarze 100 K przy 15915.4944 kA/m? (20.000
Erstedéw) krzywa nie osigga plateau i rejestruje sie pole koerciji, ktoére swiadczy o wystepowaniu pamieci
magnetycznej w nanoczastkach a tym samym utracie przez nanoczgstki wtasciwosci super magnetycz-
nych.

Na Fig. 4 i 5 przedstawiono zalezno$¢ magnetyzacji nanoczastki od stopnia jej domieszkowania
holemem zarejestrowanych w temperaturach 100 K i 300 K. Zaprezentowane wyniki magnetyzacji po-
twierdzajg, ze przy stopniu domieszkowania holmem powyzej 3% atomowych obserwuje sie istotng
utrate wtasciwosci magnetycznych nanoczgstek, kitora to wtasciwos¢ determinuje ich praktyczng stoso-
walnos$c¢. Podczas, gdy domieszkowane holmem nanoczgstki, w ktérych zawarto$¢ jondw holmu wynosi
1-3%, wykazujg znaczng podatnos¢ na ich ukierunkowywanie pod wptywem zewnetrznego pola ma-
gnetycznego oraz zdolno$¢ magnetycznej hipertermii nanoczgstki o wyzszym stopniu domieszkowania
charakteryzujg sie pamiecig magnetyczng, a tym samym nie wykazujg zdolnosci superparamagnetycz-
nych.

Przyktad 5
Oznaczanie krystaliczno$ci nanoczgstek

Dla okreslenia struktury krystalograficznej nanoczgstek otrzymanych jak wskazano w Przykta-
dach 1-3 przeprowadzono badania na dyfraktometrze proszkowym PXRD Bruker D8 Discover z geo-
metrig Debye-Scherrer'a, w ktorym zrédiem promieniowania byta anoda miedziana Cu Ko 0 linii
1=1,540598 A. Skanowanie prowadzono z predkoscig 1°/min co 0.012° w zakresie kata 26 od 20 do
130°. Badania prowadzono w temperaturze pokojowe;.

Przebadano probki nanoczgstek domieszkowanych holmem o stopniu domieszkowania 1%,
2,5%, 5%, 7,5% oraz 10% molowych.

Probki zawierajgce 1% (Fig. 6) i 2.5% (Fig. 7) holmu charakteryzujg sie homogeniczng strukturg
krystalograficzng charakterystyczng dla FesO4. Zwigkszenie stopnia domieszkowania, a wigc zawarto-
sci holmu (Fig. 8) zaburza homogenicznos¢ struktury i tworzy sie uktad wielofazowy z wyraznym wkia-
dem pochodzgcym od FeOOH (fazy alfa, goethytu) do magnetytu FesOs. Tym samym stabilnos¢ kry-
stalograficzng wykazujg jedynie nanoczastki domieszkowane nie wiecej niz 3% holmu.
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Jak wynika z zarejestrowanych dyfraktogramoéw na ktérych sg widoczne refleksy o szerokiej pod-
stawie sugerujgce tworzenie sie krystalitdw w matym rozmiarze (potwierdzone TEM) przy domieszko-
waniu do 3% holmu sie¢ krystalograficzna nie ulega zaburzeniu. Wysoka fluorescencja rentgenowska,
charakterystyczna dla badan przy danej linii A dla atoméw Zzelaza obecnych w strukturze krysztatu po-
twierdza, ze wielkos¢ parametrow komérki elementarnej zmienia sie nieznacznie przy wbudowaniu ma-
tych ilosci holmu takich jak 1 czy 2.5%.

Przykiad 6
Okre$lanie wptywu stopnia domieszkowania na wielko$¢ i ksztaft nanoczgstek

Dla okres$lenia, w jaki sposéb zmiana zawartosci holmu w nanoczastce wplywa na ksztatt i wiel-
kos¢ zsyntetyzowanych SPION6w zarejestrowano obrazy uzyskanych zgodnie ze sposobem opisanym
w Przyktadach 1-3 z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Wszystkie nanoczgstki
oparte na ferrytach po wspétstrgcaniu poddawano przed zarejestrowaniem obrazu TEM suszeniu a na-
stepnie sonikowano w ptuczce ultradzwiekowej z wytworzeniem zawiesiny nanoczastek w etanolu. Na-
stepnie, przed zarejestrowaniem obrazu TEM prébki umieszczano na siatkach i etanol odparowywano.
Uzyskane obrazy przedstawiono na Fig. 9 a) —f) dla réznych pozioméw domieszkowania SPIONu trgj-
wartosciowymi jonami Ho®* wynoszgcych odpowiednio dla a) — 0%, b) — 1%, ¢) — 2,5%, d) — 5%, e) —
7,5% oraz f) — 10%. Jak wida¢ na Fig. 9, obrazy TEM ujawniajg istotne réznice w morfologii nanoczastek
powstajgcych przy réznym stopniu domieszkowania. Podczas gdy nanoczgstki domieszkowane hol-
mem na poziomie 1% i 2,5% atomowych (Fig. 9b) i Fig. 9¢) odpowiednio) majg zasadniczo regularny,
sferyczny ksztatt o srednicy w zakresie od 10 do 15 nm, to w przypadku prébek o wyzszym stopniu
domieszkowania obserwuje sie powstawanie nieregularnych krysztatéw o wiekszym s$redniej wielkosci
czgstek w najdtuzszym wymiarze wynoszacej od 30 do 40 nm. Nie wigzgc sie z zadng teorig twoércy
niniejszego wynalazku stwierdzili, ze zasadniczo sferyczne czastki powstajg woéwczas, gdy domieszku-
jace jonu holmu nie wplywajg lub wplywajg w nieznacznym stopniu na strukture krystaliczng sieci ferry-
towej, natomiast przy przekroczeniu stopnia domieszkowania 3% atomowych sprzyja wzrostowi hano-
czgstek w jednym kierunku. Co wiecej, w przypadku niskich stopni domieszkowania, w zakresie 1-3%
atomowych, uzyskiwane czgstki sg monodyspersyjne i majg te samg morfologie. Obserwowane przy
wyzszych stopniach domieszkowania zaburzenie zasadniczo sferycznego ksztattu nanoczgstek moze
wigzac sie z nagromadzaniem sie tréjwartosciowych jonéw holmu w oktaedrycznej miejsca sieci, a tym
samym jej polikrystalicznoscig i pojawianiem sie a-FeOOH. Mimo, ze z uwagi na przygotowywanie pro-
bek do ich obrazowania nie mozna oceni¢ stopnia aglomeracji probek, wyraznie widaé, ze nanoczgstki
uzyskiwane przy niskim stopniu domieszkowania holmem na poziomie 1 do 3% nie tworzg jakichkolwiek
wiekszych, zwigzanych struktur lub skupisk, w ktérych trudne bylyby do wyodrebnienia ksztatty poje-
dynczych nanoczastek.

Zastrzezenia patentowe

1. Superparamagnetyczna nanoczagstka na bazie tlenkow zelaza, w ktorej czesc trojwartoscio-
wych jonéw Fe®" w strukturze krystalograficznej nanoczastki jest zastgpiona radionuklidem
Z grupy lantanowcéw, znamienna tym, ze radionuklidem jest holm-166 (**®Ho) i tréjwarto-
sciowe jony holmu-166 sg trwale zwigzane rownomiernie roztozone w fazie w superparama-
gnetycznej nanoczgstce zastepujac od 1% do 3% atomowych jondéw zelaza obecnych w struk-
turze nanoczastki.

2. Superparamagnetyczna nanoczgstka wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze tréjwartosciowe
jony holmu-166 zastepuja 1%, 2,5% albo 3% atomowych jonéw zelaza obecnych w strukturze
nanoczastki.

3. Superparamagnetyczna nanoczastka wedtug dowolnego sposréd zastrz. 1 albo 2, znamienna
tym, ze tréjwartosciowe jony holmu-166 zastepuja 1% atomowy jondw zelaza obecnych
w strukturze nanoczastki.

4. Superparamagnetyczna nanoczgstka wedtug dowolnego sposrod zastrz. 1 albo 2, znamienna
tym, ze tréjwartosciowe jony holmu-166 zastepuja 2,5% atomowych jondw zelaza obecnych
w strukturze nanoczastki.
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