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РЕФЕРАТ

Есеп 73 б., 9 сур., 4 кесте, 37 дереккөздер, 4 қосымша. 
КАРБОРАН, ЭЛЕМЕНТОРГАНИКАЛЫҚ СИНТЕЗІ, НИТРОСТИРОЛ, ГИДРИНДОН, КУМАРИН, МАГНИТТІК НАНОҚҰРЫЛЫМДАР, ЗАТТАРДЫ МАҚСАТТЫ ЖЕТКІЗУ 

Зерттеу объектілері гидриндондардың, кумариндердің, нитростиролдердің карборан туындылары және магниттік наноқұрылымдар болып табылады.

Жобаның мақсаты - құрамында карборанил бар гидриндондар, кумариндер мен нитростиролдердің жаңа туындыларын синтездеудің тиімді әдістерін жасау, олардың химиялық қасиеттерін, сонымен қатар карборан туындыларын магниттік тасымалдағыштарда иммобилизациялау мүмкіндігін және қасиеттерін зерттеу.

Жұмыс нәтижелері: изопропил-о-карборанның С-метал туындыларының бензилиденмалоникалық эфирмен реакциясы зерттелді. 3- (изопропил-о-карборанил) -гидриндон бор қышқылының әсерінен циклдану арқылы алынған. 3- (изопропил-о-карборанил)-гидриндон әртүрлі аминдермен (бутиламин, метиламин, морфолин, циклогексиламин), сілтілік металдармен және олардың гидроксидтерімен реакциялары зерттелген. Негізділігі жоғары аминдер гидриндон туындыларымен карбонил тобында селективті әрекеттесіп, Шифф негіздерін түзетіндігі анықталды.
Ал әлсіз амин (морфолин) 1:1 реактивтік қатынасы бар тұз түзсе, көбінесе 3- (изопропил-о-карборанил)-гидриндонның С-Н тобының қышқыл протонымен әрекеттеседі. Гидриндонның калий тұзының цитотоксикалық қасиеттері зерттелді. Адамның жасуша дақылдарында 3- (изопропил-σ-карборанил) гидриндонының калий тұзының IC50 мөлшері MCF-7 үшін - 0,06776 мМ, HdFn үшін - 0,05427 мМ, ал MSC үшін - 0,03377 мМ құрады.

Тышқан фибробласт жасушаларында иммобилизденген карборан қосылыстарымен Fe3O4 нанобөлшектерінің цитоуыттылығы зерттелді. IC50 0,405 мг/мл құрады.

Нәтижелерді қолдану саласы: нәтижелерді жаңа фармакологиялық белсенді заттарды алу кезінде, сондай-ақ оларды магниттік тасымалдағыштарда иммобилизациялау кезінде органикалық синтезде қолдануға болады.

Зерттеу объектісінің дамуы туралы болжамдар: магнитті тасымалдаушылармен байланысты, құрамында бор мөлшері жоғары алынған қосылыстардың қатерлі ісік нейтронды басып алу терапиясында қолданылу мүмкіндігі бар. Әрі қарай биологиялық зерттеулер қажет.
РЕФЕРАТ
Отчет 73 с., 9 рис., 4 табл., 37 источн., 4 прил. 

КАРБОРАН, ЭЛЕМЕНТООРГАНИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ, НИТРОСТИРОЛ, ГИДРИНДОН, КУМАРИН, МАГНИТНЫЕ НАНОСТРУКТУРЫ, ЦЕЛЕВАЯ ДОСТАВКА ВЕЩЕСТВ 
Объектами исследования являются карборановые производные гидриндонов, кумаринов, нитростиролов а также магнитные наноструктуры.
Цель проекта - разработка эффективных методов синтеза новых производных карборанилсодержащих гидриндонов, кумаринов и нитростиролов, исследование их химических свойств, и изучение возможности иммобилизации карборановых производных на магнитные носители и исследование их свойств. 
Результаты работы: исследованы реакции С-металлических производных изопропил-о-карборана с бензилиденмалоновым эфиром. Получен 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндон путем циклизации под действием бороводородной кислоты. Изучены реакции 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндона с различными аминами (бутиламином, метиламином, морфолином, циклогесиламином), щелочными металлами и их гидроксидами. Найдено, что амины с более высокой основностью избирательно взаимодействуют  с производными гидриндонов по карбонильной группе, образуя основания Шиффа. Тогда как более слабый амин (морфолин) при соотношении реагентов 1:1 образует соль, преимущественно взаимодействет с кислым протоном группы С-H 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндона.  Изучены цитотоксические свойства калиевой соли гидриндона. IC50 калиевой соли  3-(изопропил-σ-карборанил) гидриндона на культурах клеток человека составила для MCF-7 – 0,06776 мM, HdFn-0,05427 мM и MSC- 0,03377 мM. Цитотоксичность наночастиц Fe3O4 с иммобилизованными карборановыми соединениями была изучена на клетках фибробластов мышей. IC50 составила 0,405 мг/мл.
Область применения результатов: результаты могут быть использованы в органическом синтезе при получении новых фармакологически активных веществ, а также для их иммобилизации на магнитные носители.

Прогнозные предположения о развитии объекта исследования: полученные соединения с большим содержанием бора, связанные с магнитными носителями имеют потенциал использования в борнейтронзахватной терапии рака. Требуются дальнейшие биологические исследования.
ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
	APTMS 
	- (3-аминопропил)-триметоксисилан

	DLS
	- динамическое рассеивание света

	Carborane I
	- 1,2-бис-(карбоксиметил)-карборан

	Carborane II 
	- ди(o-карборано-1,2-диметил) борат

	XRD 
	- рентгеновская дифракция

	БНЗТ 
	- борнейтронзахватная терапия рака

	ДМСО
	- диметилсульфоксид

	ИК 
	- инфракрасный

	МТТ
	- метилтетразолиевый тест

	НПВО-ИК  
	- инфракрасная спектроскопия с использованием приставки нарушенного полного внутреннего отражения

	НТ 
	- нанотрубки

	НЧ
	- наночастицы

	ПМР 
	- протонный магнитный резонанс

	ПЭМ 
	- просвечивающая электронная микроскопия

	СЭМ 
	- сканирующая электронная микроскопия

	т.пл.
	- температура плавления

	ФБР
	- фосфатный буферный раствор

	ЭДА 
	- энергодисперсионный анализ

	ЯМР 
	- ядерный магнитный резонанс
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 ВВЕДЕНИЕ 
По данным отчета агентства по изучению рака «Globocan», Казахстан занимает лидирующее положение по смертности и заболеваемости. Индекс смертности составляет 140,2 при среднемировом значении в 102,4, и по прогнозам данного агентства, данный показатель будет только расти. Таким образом, проблема диагностики и лечения рака является актуальной проблемой.
В настоящий момент в мире на стадии клинических исследований находится метод борнейтронзахватной терапии рака (БНЗТ) [1–5]. В методе БНЗТ происходит взаимодействие двух практически безвредных для организма компонентов: борорганического соединения и эпитепловых нейтронов, приводящее к образованию высокотоксичных продуктов, поражающих раковую клетку. В результате реакции возникает так называемое вторичное излучение, носителем которой являются α – частицы. Образуемые в результате облучения альфа-частицы, обладают коротким, сравнимым с размерами клетки, пробегом, что позволяет селективно разрушать клетки опухоли, не затрагивая окружающую здоровую ткань [5]. Применение изотопа бора (В10) связано с тем, что он имеет большое сечение захвата тепловых нейтронов (~4000 барн) по сравнению с другими элементами, из которых преимущественно состоит организм.
Однако для успешной реализации уникальных возможностей БНЗТ в клинической практике, необходимо решение целого комплекса сложных химических, биологических и физико-технических проблем [6,7]. Препараты для БНЗТ дoлжны дoстaтoчнo хорошо paствopяться в вoдe, быть нeтoксичными, имeть высoкую биoлoгичeскую и химичeскую устoйчивoсть, oблaдaть бoльшoй избиpaтeльнoстью пpи paспpeдeлeнии в opгaнизмe и oсoбeннo мeжду oпухoлью и нopмaльнoй ткaнью, сoдepжaть мaксимaльнoe кoличeствo бopa в мoлeкулe пpeпapaтa в пpoцeнтнoм oтнoшeнии к дpугим элeмeнтaм.

Сoвoкупнoсть пpивeдeнных тpeбoвaний пoкaзывaeт нaскoлькo слoжнa зaдaчa пoискa сoeдинeний, пoдхoдящих в кaчeствe пpeпapaтoв для БНЗТ. Вaжнeйшeй пpoблeмoй для БНЗТ злoкaчeствeнных нoвooбpaзoвaний являeтся сoздaниe бopopгaничeских сoeдинeний, спoсoбных к сeлeктивнoму нaкoплeнию в oпухoлeвых ткaнях. Paссчитaнo, чтo пpи вepхнeм пpeдeлe флюeнсa тeплoвых нeйтpoнoв 1013 н/см2, aбсoлютнoe кoличeствo бopa-10 в oпухoли пpи paвнoмepнoм eгo paспpeдeлeнии дoлжнo дoстигaть 109 aтoмoв нa клeтку, или 20 - 35 мкг/г. Для пpeдoтвpaщeния пopaжeния здopoвых ткaнeй и кpoвeнoсных сoсудoв в oблу​чaeмoм oбъeмe, кoличeствo бopa-10 в них вo вpeмя oблучeния дoлжнo быть в 3-5 paз нижe, чeм в oпухoли, а также создана коллимационная система, позволяющая проводить точечное облучение. Oсoбый интepeс в этoм oтнoшeнии пpeдстaвляют сoeдинeния кapбopaнoвoгo pядa. Бoльшoe кoличeствo бopa (10 aтoмoв) в мoлeкулe этих пoлиэдpoв дeлaeт их пepспeктивными для испoльзoвaния в paзpaбoткe пpeпapaтoв для БНЗТ. Для икoсaэдpичeских кapбopaнoв хopoшo извeстны и мeтoды для их ввeдeния в paзличныe opгaничeскиe/биoхимичeскиe субстpaты. Мнoгoчислeнныe исслeдoвaнния в этoй oблaсти связaны глaвным oбpaзoм с испoльзoвaниeм пpoизвoдных o-кapбopaнa [8–12].  В настоящее время в клинической практике БНЗТ используются два препарата: 4-дигидроксиборфенил-аланин (ВРА) [13] и меркапто-клододекаборат натрия (BSH) [14], которые относятся ко второму поколению БНЗТ препаратов. Однако первый не обладает достаточным количеством атомом бора, а второй не проявляет избирательности к раковым клеткам. Поэтому поиск препаратов для БНЗТ и способов их доставки является приоритетной задачей сегодняшнего дня.
В 2018 году в рамках данного проекта были исследованы методы синтеза карборанилсодержащих кумаринов, а также изучены методы иммобилизации карборанилсодержащих соединений на магнитные нанотрубки (промежуточный отчет за 2018 год, инв. № 0218РК00549). В 2019 году были синтезированы карборанилсодержащие производные нитростирола и исследованы свойства и превращения соединений, установлены закономерности и специфические особенности их химического поведения в разнообразных реакциях, связанных с индуктивным влиянием электронодефицитных карборанильных заместителей. Кроме того, проведены первичные эксперименты по поиску методов иммобилизации карборановых производных на магнитные наночастицы для потенциальной реализации целевой доставки бор-насыщенных соединений в орган-мишень (промежуточный отчет за 2019 год, инв. № 0219РК00140). 
Целью проекта на 2020 год является синтез и исследование химических свойств карборанилсодержащих гидриндонов и оснований Шиффа.
В связи с этим, для достижения цели, были поставлены следующие задачи, сформированные в соответствие с календарным планом (ПРИЛОЖЕНИЕ А):

1) Получить исходные соединения с различными заместителями.
2) Изучить С-металлические производные карборанов в реакциях сопряженного присоединения. Получить карборанилсодержащие гидриндоны и основания Шиффа.

3) Исследовать свойства и превращения, установить закономерности и специфические особенности исследованных реакций, выделить и идентифицировать полученные соединения. Финансирование на 2020 год составило 5 млн. тенге.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Синтез и исследование карборанилсодержащих соединений

1.1 Синтез и исследование карборанилсодержащих гидриндонов

Одними из наиболее интересных в ряду обычных и карборановых металлоорганических соединений являются реакции с (,(-ненасыщенными карбонильными соединениями, отличающиеся уникальной специфичностью и непредсказуемостью, хотя принято считать, что для обычных литийорганических соединений характерны реакции 1,2-присоединения, для магнийорганических соединений — 1,2- и 1,4-присоединения, а для литий- и магний-производных карборанов (за редким исключением) — 1,4-присоединения.

Развивая исследование реакции С-металлических производных карборанов с (,(-ненасыщенными карбонильными соединениями, мы в качестве объектов исследования выбрали функционально замещенный бензилиденмалоновый эфир.

В результате проведенного исследования установлено, что литий-о-карборан реагируют с замещенным бензилиденмалоновым эфиром независимо от условий, соотношения и порядка смешения реагентов региоспецифично с образованием продукта сопряженного присоединения — карборанилзамещенного малонового эфира (1):
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Магниевые производные о-карборанов в реакциях с вышеназванным бензилиденмалоновым эфиром менее избирательны и дают искомый карборанилзамещенный малоновый эфир (1) с выходом не более 50%:
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Региоспецифичность рассмотренных реакций, по-видимому, связана с относительно небольшой нуклеофильностью карборанильных анионов, предпочитающих атаку более мягких электрофильных центров ((-углеродных атомов), и образование не склонных к реакциям нуклеофильного присоединения резонансно-стабилизированных карбанионов.

Заметное понижение выходов целевых продуктов в реакциях карборановых реактивов Гриньяра с бензилиденмалоновыми эфирами обусловливается, вероятнее всего, повышением жесткости карборанильных анионов и их склонности к атаке не только (-углеродных атомов, но и сложноэфирных групп. В результате этой атаки образуется смесь аддуктов, которая не только понижает выход основных веществ, но и затрудняет их выделение и идентификацию.
Интересными в препаративном и теоретическом отношениях представляются результаты, полученные нами при исследовании кислотного гидролиза карборанилмалонового эфира (1) и превращений синтезированного в результате гидролиза 3-(изопропил-о-карборанил)гидриндона (2).

Свидетельством тому могут служить взаимодействие карборанилмалонового эфира (1) со смесью уксусной и бромистоводородной кислот при 50-60°С, приводящее с хорошим выходом к 3-(изопропил-о-карборанил)гидриндону (2), и химическое поведение последнего в реакциях с основаниями, нуклеофильными и электрофильными реагентами:
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Отсутствие в продуктах реакции карборанилпропионовой кислоты, являющейся основным продуктом гидролиза эфира (1) смесью соляной и уксусной кислот, а также производных суберона, указывает на специфичность и высокую избирательность процесса циклизации изопропил-о-карборанилмалонового эфира, обусловленных способностью бромистоводородной кислоты катализировать реакции внутримолекулярной конденсации с образованием пяти- и семичленных циклов различной напряженности.

В ИК-спектре 3-(изопропил-о-карборанил)гидриндона (2) имеются полосы поглощения в областях: 2800-3000 см-1 (валентные колебания (СН-связей); 2600 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1715 см-1 (валентные колебания С=О группы); 1496, 1434, 1270 и 700 см-1 (колебания о-замещенного бензольного кольца). В ЯМР Н1 спектре (ДМСО (диметилсульфоксид)) наблюдаются м.д. (J, Гц):  7,79 (д., J = 7,6 Гц, 1H, Csp2H), 7,75 (д., J = 7,9 Гц, 1H, Csp2H), 7,68 (т., J = 7,4 Гц, 1H, Csp2H), 7,52 (т., J = 7,3 Гц, 1H, Csp2H), 4,16 – 3,98 (м., 1H, C-H), 3,15 – 2,92 (м., 2H, СH2), 2,63 – 2,44 (1H, м.., CH(CH3)2), 1,39 – 1,35 (м., 3H, CH(CH3)2), 1,31 – 1,28 (м., 3H, CH(CH3)2), 1,65–2,4 (10H, м., BH).
Известно, что кетоны, содержащие α-атомы водорода, относятся к СН-ксилотам средней силы (рКа 10÷20) и при действии оснований и кислот легко превращаются в енолы или енолят-анионы:
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Последние являются типичными амбидентными нуклеофилами, способными реагировать с электрофилами как по кислородному, так и по α-углеродному атому:
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При алкилировании они дают простые эфиры енолов и α-алкилкетоны, при ацилировании – сложные эфиры енолов и α-ацилкетоны, при галогенировании - α-галогенкетоны.

Кроме того, кетоны проявляют склонность к реакциям конденсации и при взаимодействии с первичными аминами образуют основания Шиффа, с вторичными – енамины:


[image: image8.emf]+


C


R


R


'


O


R


'


'


N


H


2


C


R


R


'


N


R


'


'


C


H


2


R


'


C


R


O


+


H


N


R


'


'


R


'


'


'


C


H


2


R


'


C


R


N


R


'


'


R


'


'


'


O


H


-


H


2


O


-


H


2


O


C


H


R


'


C


R


N


R


'


'


R


'


'


'




+

C

R

R

'

O

R

''

NH

2

C

R

R

'

NR

''

CH

2

R'

C

R

O

+

HNR''R'''

CH

2

R'

C

R

NR''R'''

OH

-H

2

O

-H

2

O

CHR'

C

R

NR''R'''


Руководствуясь вышеприведёнными данными, мы исследовали действие на 3-(изопропил-о-карборанил)гидриндон (2) этилата натрия в этаноле, КОН в бензольно-эфирной среде, первичных и вторичных аминов в различных средах.

Исследования показали, что карборанилзамещенный гидриндон (2) существенно отличается по своим свойствам от незамещенного гидриндона и других циклических и ациклических кетонов, и при действии этилата натрия в соотвествующем спирте дает с количественным выходом резонансно стабилизированный натриевый енолят-анион (3):
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При действии на гидриндон (2) КОН в бензольной-эфирной среде или в этиловом спирте образуется с количественным выходом калиевый енолят-анион (4):
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Синтезированные нами натриевый и калиевый енолят-анионы (3, 4) представляют собой стабильные, легко кристаллизующиеся вещества, которые при обработке разбавленной соляной кислотой количественно превращаются в исходный гидриндон (2):
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Состав и строение енолят-анионов (3, 4) подтверждены ИК- и ЯМР Н1-спектрми, а также химическими превращениями. ИК-спектр енолят-аниона (3) характеризуется полосами поглощения в областях: 2574, 2619 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1572 см-1 (валентные колебания C=C связи); 1003, 976 см-1 (валентные колебания C-O связи). В ЯМР Н1 спектре (ДМСО) наблюдаются м.д. (J, Гц): 7,38 – 7,12 (м., 4H, Csp2H), 4,05 (м., 1H, C-H), 2,97 (м., 1H, CH), 2,45 – 2,34 (м., 1H, CH(CH3)2), 1,23 (дд., J = 12,0, 5,5 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).
ИК-спектр енолят-аниона (4) характеризуется полосами поглощения в областях: 2600 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1580 см-1 (валентные колебания C=C связи); 1003 см-1 (валентные колебания C-O связи). В ЯМР Н1 спектре (ДМСО) наблюдаются: м.д. (J, Гц): 7,36 – 7,18 (м., 4H, Csp2H), 4,10 – 4,01 (м., 1H, CH),  2,97 – 2,86 (м., 1H, CH), 2,60 (м., 1H, CH(CH3)2),  1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).
Для изучения свойств (3, 4) из ряда известных и типичных химических превращений енолят-анионов нами были выбраны реакции галогенирования и алкилирования. В качестве галогенов был взят бром, в качестве алкилирующих агентов – йодистый метил и бромистый аллил, отличающиеся своим строением и алкилирующей способностью.

В результате проведенного исследования было установлено, что натриевые и калиевые енолят-анионы (3,4) в обычно применяемых условиях не взаимодействуют ни с бромом, ни с йодистым метилом, ни с бромистым аллилом (соотношение в реакциях 1:1÷3) и характерных для обычных енолят-анионов продуктов С-бромирования и С-алкилирования не образуют.

Наблюдаемые различия в химическом поведении карборанилзамещенных и обычных енолят-анионов, по-видимому, связана не только с их строением, но и влиянием электроноакцепторного карборанового ядра, способного мезомерно дезактивировать сопрягающуюся кратную связь в реакциях электрофильного присоединения.

1.2 Синтез и установление химических свойств карборанильных оснований Шиффа

Особое место в ряду исследованных превращений занимают реакции 3-(изопропил-о-карборанил)гидриндона (2) с аминами, приводящие к неоднозначным и труднопредсказуемым результатам. Свидетельством тому могут служить реакции гидриндона (2) с анилином, бутиламином, метиламином, циклогексиламином, морфолином, исследованные нами в различных условиях. Установлено, что гидриндон (2) при действии анилина при 20°С и при умеренном нагревании (40-50°С) ожидаемое основание Шиффа не образует. Взаимодействие гидриндона (2) с бутиламином гладко протекает в эфирно-бензольной среде и приводит к практически количественному выходу 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил)циклопентилиденбутиламина (5):
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Синтезированное основание Шиффа (5) представляет собой устойчивое при хранении и нагревании кристаллическое вещество, легко гидролизующееся при действии разбавленной соляной кислоты до исходного гидриндона и свободного гидрохлорида амина.

Строение основания Шиффа (5) подтверждено ИК- и ЯМР Н1-спектрами. ИК-спектр 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил)циклопентилиденбутиламина (5) имеет полосы поглощения в областях: 2800-3200 см-1 (валентные колебания СН-связей); 2560, 2580 и 2620 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1620 см-1 (валентные колебания C=N связи); 1070, 735 см-1 (деформационные колебания о-замещенного бензольного кольца). Отсутствие валентных колебаний С=О группы при 1715 см-1 однозначно свидетельствует о направлении реакции. 

В ЯМР Н1 спектре 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил) циклопентил-иденбутиламина (5) (ДМСО), наблюдаются следующие сигналы м.д. (J, Гц): 7,28 (м., 4H, Csp2H), 4,00 (м., 1H, CH), 2,89 (м., 1H, 2H, CH2), 2,66 – 2,62 (м., 1H, CH(CH3)2), 2,60 – 2,56 (м., 2H, N-CH2), 1,38 (м., 2H, CH2-CH2), 1,29 – 1,25 (м., 2H, CH2-CH2), 1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 0,84 (т., J = 7,3 Гц, 3H, CH3), 1,32–2,41 (10H, м., BH).

Действие метиламина на гидриндон (2) в водно-спиртовой среде также протекает без побочных превращений и приводит к основанию Шиффа (6):
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ИК-спектр 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил)циклопентилиденметиламина (6)  имеет полосы поглощения в областях: 2800-3200 см-1 (валентные колебания (СН-связей); 2580, 2630 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1630 см-1 (валентные колебания C=N связи); 1432, 1495 см-1 (валентные колебания о-замещенного бензольного кольца); 980, 705 см-1 (деформационные колебания о-замещенного бензольного кольца цикла).

В ЯМР Н1 спектре 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил) циклопентилиден метиламина (6) (ДМСО) наблюдаются следующие сигналы м.д. (J, Гц): 7,28 (м., 4H, Csp2H), 4,00 (м., 1H, CH), 3,40 (с., 3H, N-CH3), 2,88 (м., 1H, CH(CH3)2), 2,64 (м., 2H, CH2), 1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).

Реакция циклогексиламина с гидриндоном (2) протекает также гладко, и приводит к количественному выходу 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил) циклопентилиден циклогексиламина (7).
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ИК-спектр основания Шиффа (7) имеет полосы поглощения в областях: 2800-3200 см-1 (валентные колебания (СН-связей); 2600 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1625 см-1 (валентные колебания C=N связи).

В ЯМР Н1 спектре 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил) циклопентилиден циклогексиламина (7) (ДМСО) наблюдаются следующие сигналы м.д. (J, Гц): 7,34 – 7,19 (м., 4H, Csp2H), 4,00 (м., 1H, CH), 2,89 (м., 2H, CH2), 2,67 – 2,58 (м., 1H, CH(CH3)2), 1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH), 2,77 – 2,64 (м., 1H), 1,79 – 1,49 (м., 5H), 1,20 – 0,98 (м., 5H).

Большой интерес представляет реакция гидриндона (2) с морфолином в эфирно-бензольной среде. При соотношении реагентов 1:1 реакция протекает по метиновой группе с образованием аммониевой соли (8), которая под действием газообразного HCl превращается в исходный гидриндон и свободный гидрохлорид морфолина:
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В ИК-спектре аммониевой соли (8) имеются полосы поглощения в областях: 2800-3200 см-1 (валентные колебания СН-связей); 2570, 2630 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 2200-2500 см-1 (валентные колебания NH2+); 1720 см-1 (валентные колебания группы C=O); 1600 см-1 (деформационные колебания NH2+).

В растворе дейтерированного ДМСО, используемого для снятия ЯМР Н1 спектров, аммониевая соль (8) существует в виде аддукта (8а), имеющего в спектре  следующие сигналы (ДМСО), м.д. (J, Гц): 7,39 – 7,25 (м., 4H, Csp2H), 3,90 (м., 2H), 3,74 – 3,24 (м., 8H, морф.), 2,99 – 2,86 (м., 2H, CH2), 2,80 (м., 1H, CH(CH3)2),  1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).
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При действии на гидриндон (2) двукратного избытка морфолина образуется с хорошим выходом аммониевая соль енамина (9). Реакция, по-видимому, протекает следующим образом:
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Указанная схема предусматривает промежуточное образование аммониевой соли (8) и последующее взаимодействие ее с оставшимся морфолином по карбонильной группе, которое после ряда последовательных превращений приводит к аммониевой соли енамина (9).

В ИК-спектре аммониевой соли енамина гидриндона (9)  имеются полосы поглощения в областях: 2800-3000 см-1 (валентные колебания СН-связей); 2570, 2620 см-1 (валентные колебания ВН-связей), 2800-3000 см-1 (вал.кол) группы CH, 1580 см-1 (деф.) группы NH2, 
735 см-1 (внеплоскост.деформац.кол) бензольного кольца, 1110 см-1 (плоскост.деформац.кол) бензольного кольца, 1050 см-1 (др.кол) связей C-O-C, 1432 см-1 и 1500 см-1 (вал.кол) бензольного кольца, 1402 см-1 (деф.) относится к связи =CH. Пик 1091 см-1 (вал.кол) характеризует C-N связь.
В ЯМР Н1 спектре аммониевой соли енамина гидриндона (9) наблюдаются следующие характеристические сигналы (ДМСО) м.д. (J, Гц): 7,36 – 7,27 (м., 4H, Csp2H), 3,92 (м., 2H), 3,74 – 3,24 (м., 16H, морф.), 2,92 – 2,85 (м., 1H, CH), 2,80 (м., 1H, CH(CH3)2),   1,23 (дд., J = 6,6, 4,7 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).
Данные патентно-информационного поиска по химии азометинов показывают, что в последние годы резко возрос интерес исследователей к синтезу, изучению химических превращений и использованию оснований Шиффа в органическом синтезе, химии полимеров, биохимических исследованиях и сельском хозяйстве.

В связи с этим нами были изучены свойства ранее синтезированного 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил)циклопентилиденбутиламина (5).

Установлено, что гидринден (5) существенно отличается по свойствам от обычных оснований Шиффа и напоминает исходный гидриндон (2):
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В ИК-спектре калиевого енолят-аниона 2,3-бензо-4-(изопропил-о-карборанил) циклопентилиденбутиламина (10)  имеются полосы поглощения в областях: 2800-3200 см-1 (валентные колебания СН-связей); 2569, 2617 см-1 (валентные колебания ВН-связей); 1584 см-1 (валентные колебания C=N связи); 1084, 735 см-1 (деформационные колебания о-замещенного бензольного кольца цикла).
В ЯМР Н1 спектре калиевого енолят-аниона гидриндена (10) (ДМСО) наблюдаются следующие характеристические сигналы м.д. (J, Гц): 7,32 – 7,19 (м., 4H, Csp2H), 4,03 (м., 1H, CH), 3,02 – 2,86 (м., 2H, CH2), 2,67 – 2,54 (м., 1H, CH(CH3)2), 2,08 (м., 2H, N-CH2), 2,08 (м., 4H, CH2-CH2), 0,95 – 0,73 (м., 3H, CH3), 1,22 (дд., J = 6,7, 4,8 Гц, 6H, CH(CH3)2), 1,32–2,41 (10H, м., BH).

1.3 Получение новых производных карборанилсодержащих кумаринов

Известно, что кумарины и их производные обладают широким спектром биологической активности, входят в состав ряда ценных лекарственных средств. Они способны связывать ионы тяжелых металлов, гасить свободнорадикальные процессы и проявлять многие другие практически полезные свойства [15]. Из терапевтических свойств кумаринов  и их производных, наиболее важными представляются спазмолитические, коронарорасширяющие, желчегонные, противовоспалительные, противоаллергические. Многофункциональность данных  гибридных соединений делает их потенциальными кандидатами на лекарства для лечения мультифакториальных заболеваний, таких как рак, болезнь Альцгеймера, метаболических синдромов, СПИДа, малярии и сердечно-сосудистых заболеваний. К настоящему времени, карборанилсодержащие функционально замещенные производные кумаринов до последнего времени были мало исследованы. Вместе с тем, такие структуры  сочетают в себе различные по своему характеру гетероциклические фрагменты, придающие этим соединениям уникальные химические и фармакологические свойства. 

В основу синтеза карборанилсодержащих производных кумарина были взяты реакции сопряженного присоединения, впервые описанные в работе [16].   Развивая исследования реакций сопряженного присоединения в ряду С-металлических производных карборанов, подробно было изучено взаимодействие литий-о-карборанов с 3-этоксикарбонилкумарином, 3-ацетобромкумарином, 3-индоло-3-карбонил-3,4-дигидрокумарином, 3-анилино-3-карбонил-3,4-дигидрокумарином и 3-(2-амино-6-метилпиридино)-3-карбонил-3,4-дигидрокумарином. В результате проведенных исследований установили, что литиевые производные изопропил-о-карборана в эфирно-бензольной среде и тетрагидрофуране реагируют с 3-карбэтоксикумарином лишь по схеме 1,4-присоединения:

[image: image19.emf]OO

O

OC

2

H

5

(11)

OO

OC

2

H

5

OH

-

Li

+

H

3

O

+

OO

OC

2

H

5

O

(12)

C

C

Pr-i

C

C

Pr-i

C

C

Pr-i

Li


Строение 3-этоксикарбонил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарин (12) подтверждено данными ИК- и ПМР-спектров (все ПМР спектры сняты в хлороформе). В ИК-спектре наблюдаются полосы поглощения в областях 2906, 2616, 2576, 1755 и 1732 см-1, характерные для метиновых групп, В-Н связей, лактонной и кетонной группировок, соответственно. В спектре ПМР присутствуют пики резонансного поглощения в области  7,25-7,13 м.д. (м., 3H Ar-H), 7,42-7,38 м.д. (м., 1H Ar-H), дуплет дуплетов изопропильного фрагмента при 1,4-1,34 м.д. (д.д., 6H (CH3)2CH) и при 2,63-2,59 м.д. (м., 1H (CH(CH3)2); 1,0 м.д. (т., 3H CH2-CH3), 4,04 м.д. (м., 2H CH2-CH3);  B-H связи карборанового ядра проявляются при 1,6-2,5 м.д. (м., 10H B-H).

Взаимодействие литий производных изопропил-о-карборанов (а) с 3-ацетилбромкумарином протекает по двум направлениям:
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Выход и структура конечного продукта существенно зависит от соотношения и порядка смешения реагентов. При соотношении реагентов 1:1 литий производные изопропил-о-карборана реагирует по более реакционноспособной С-Br связи, при увеличении мольной доли до двух, происходит также присоединение карборана в 4 положение лактонного кольца.

Строение 3-карбонил-изопропил-о-карбораноил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарина (13) подтверждено данными ИК- и ПМР-спектров. В ИК-спектре вещества (13)  наблюдаются полосы поглощения в областях (см-1): 2958 (CH), 1720, 1608 (C=O), 2620, 2572 (B-H). В ПМР спектре (13)  наблюдаются сигналы при 7,23 м.д. (м., 1H Ar-H), 7,53-7,52 м.д. (м., 2H Ar-H), 7,71-7,69 м.д. (м., 2H Ar-H); мультиплеты изопропилного фрагмента при 0,94-0,87 м.д. (м., 4H CH2), 1,46-1,38 м.д. (м., 12H CH(CH3)2), и 2,5 м.д. (м., 1H CH(CH3)2); B-H связи проявляются при 1,65-2,4 м.д. (м., 20H B-H).

В связи с необходимостью создания новых биологически активных веществ с заданным спектром действия также нами впервые было исследовано взаимодействие карборана с различными заместителями кумарина. В результате проведенных исследований установлено, что 4-индоло-3-карбонил-3,4-дигидрокумарин сочетается с изопропил-о-карбораном с образованием 4-индоло-3-карбонил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарина по схеме:
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ИК спектр 4-индоло-3-карбонил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарина (15) имеет характеристические полосы поглощение в областях: 2980, 2616, 2568, 1739, 1231, соответствующие для CH, B-H, C=O и C-N. В ЯМР спектре вещества (15) подтверждены пики поглощения в областях: 1,01 м.д. (т., 3H CH2-CH3), 1,42-1,33 м.д. (д.д., 6H CH(CH3)2), 2,63-2,57 м.д. (м., 1H CH(CH3)2), 3,48 м.д. (c., 1H CH), 4,15-4,01 м.д. (м., 2H CH2-CH3), 7,72-7,05 м.д. (м., 8H Ar-H); 1,6-2,3 м.д. (м., 10H B-H) характерные для В-Н связи. 

Важное место в ряду проведенных исследований занимают реакции 3-анилино-3-карбонил-3,4-дигидрокумарина  с изопропил-о-карбораном, направленные на синтез карборанилсодержащих аминопроизводных кумаринов для борнейтронозахватной терапии злокачественных новообразований. В результате проведенного исследования установлено, что 3-анилино-3-карбонил-3,4-дигидрокумарин при взаимодействии с эквимольным количеством изопропил-о-карборана образует с высоким выходом (87 %) 3-анилино-3-карбонил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарин (16):
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В ИК-спектре (16) наблюдаются полосы поглощения в областях (см-1): 3047 (СН), 2566, 2566 (В-Н), 1705-1647 (С=О), 3289 (N-H). В спектре ПМР (16)   присутствует пики поглощения в областях: 1,40-1,27 м.д. (д.д., 6H CH(CH3)2), 3,52 м.д. (м., 1H CH(CH3)2), 6,77-6,69 м.д. (м., 1H Ar-H), 7,23-7,10 м.д. (м., 3H Ar-H), 7,40-7,35 м.д. (м., 1H Ar-H), 7,75-7,68 м.д. (м., 4H Ar-H); 3,64 м.д. (c., 1H N-H) пики которые подтверждают N-H связи; B-H связи карборанового ядра проявляются при 1,5-2,3 м.д. (м., 10H B-H).
Также нами впервые исследована реакция  литийпроизводный о-карборана с 3-(2-амино-6-метилпиридино)-3-карбонил-3,4-дигидрокумарином. 3-(2-амино-6-метилпиридино)-3-карбонил-4-(изопропил-о-карборан)-3,4-дигидрокумарин (17) образуется в  бензольно-тетрагидрофурановой растворе с большим выходом (84 %):
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ИК-спектр вещества (17) характеризуется полосами поглощения в областях (см-1): 1712, 1670 (С=О), 2976 (СН), 3247 (N-H), 2614-2565 (В-Н). В ПМР спектре (17) наблюдаются пики резонансного поглощения в областях: 1,29-1,19 м.д. (д.д., 6H CH(CH3)2), 2,5 м.д. (м., 1H CH(CH3)2), 4,71 м.д. (c., 1H N-H), 7,21-7,16 м.д. (м., 3H Ar-H), 7,34 м.д. (м., 1H Ar-H); пики характеризующие 2-амино-6-метилпиридин: 1,75 м.д. (c., 3H -CH3), 6,77-6,65 м.д. (м., 1H Ar-H), 7,0-6,92 м.д. (м., 1H Ar-H), 7,77-7,76 м.д. (м., 1H Ar-H); 1,4-2,2 м.д. (м., 10H B-H).

Также было проведено исследование некоторых химических свойств синтезированных карборанилсодержащих производных кумарина. Интересными в теоретическом и препаративном отношениях представляются реакции 4-(изопропил-о-карборанил)-3-этоксикарбонил-3,4-дигидрокумарина (15) с метил-, диметил- и триэтиламинами, морфолином, пиперидином и пиридином в водно-спиртовой среде и этаноле, которые при соотношении реагентов 1:1 протекают региоселективно с образованием аммониевых солей (16-21):
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Выходы аммониевых солей в случае морфолина составляют – 86, метиламина – 78, диметиламина – 72, триэтиламина – 63, пиперидина – 61 и пиридина – 56%, соответственно, что указывает на их связь с основностью аминов и возможностью протекания побочных процессов, связанных в основном с деструкцией карборанового ядра, наблюдаемой нами в небольших количествах в случае пиперидина и диметиламина, являющихся сильными основаниями.  Также нами было исследовано взаимодействие 4-(изопропил-о-карборанил)-3-этоксикарбонил-3,4-дигидрокумарина (12) с активными металлами и их гидроксидами. При этом установлено, что соединение (12) при действии К, Nа, NаОН, LiОН и Mg в тетрагидрофуране образует с количественными выходами амбидентные резонансно стабилизированные аддукты (22-25): 
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Полученные аддукты отличаются по данным масс-спектров, приведенных в таблице 1, своим составом и строением. Образование различных по составу и строению аддуктов (22-25) оказалось неожиданным и, по-видимому, может быть объяснено неодинаковой электро-отрицательностью и координационной способностью взятых для исследования металлов.

Таблица 1 – Выходы, константы и спектральные данные аддуктов (22-25)
	№

соед.
	Выход,

%
	Т.пл.,

оС
	Масс-спектр, EI, (х104), m/z
	ИК-спектр,

КВr, ν, см-1

	(22)
	98
	148-150
	440 (2.4),

[А]- К+
	2980-2934 (С-Н), 2615, 2572 (В-Н), 1684 (С=О), 1399, 1381 (СН(СН3)2).

	(23)
	96
	185-187
	829 (9.0),

[А2]- Na+
	3419 (О-Н), 2982-2942 (С-Н),

2616, 2572 (В-Н), 1685 (С=О),

1403, 1383 (СН(СН3)2).

	 (24)
	95
	220-222

(разл.)
	817 (10.0),

[А2]- Li+
	3424 (О-Н), 2979, 2880 (С-Н),

2621, 2572 (В-Н), 1678 (С=О),

1405, 1385 (СН(СН3)2).

	(25)
	95
	310 (разл.)
	1239 (4.0),

[А3]- Мg+
	3047-2879 (С-Н), 2619, 2572 (В-Н), 1667 (С=О), 1462 (СН(СН3)2).


Таким образом, были исследованы некоторые превращения карборанилсодержащих кумаринов  с аминами различной основностью и металлами. По результатам исследования опубликована работа [17]. 
1.4 Изучение С-металлических производных карборанов в реакциях сопряженного присоединения в ряду замещенных нитростиролов
В настоящее время внимание исследователей, работающих в области синтетической органической химии, сосредоточено на развитии и решении таких приоритетных задач, как поиск и создание новых веществ с заранее заданными практически полезными свойствами. В этом отношении весьма перспективными представляются исследования карборанилсодержащих нитростиролов и их функциональных производных, в которых теснейшим образом переплетены интересы органической, элементоорганической, теоретической и прикладной химии. Это обусловлено широкими перспективами практического использования азотсодержащих производных карборанов, многообразием теоретических проблем, вытекающих из особенностей их строения и свойств, возможностью получения на их основе новых представлений о прототропных превращениях, парамагнетизме и другими аспектами. Несмотря на многообразие аспектов, обуславливающих интерес к химии азотсодержащих производных карборанов, к началу настоящей работы этот важный класс соединений был изучен главным образом на примере алифатических, жирноароматических, циклических аминов и их производных. Нитростиролы и их производные, включающие карборанильные заместители, проявляющие значительные отрицательные индуктивные эффекты и оказывающие существенное влияние на свойства и превращения азотсодержащих группировок, до последнего времени были изучены лишь на единичных примерах.

Реакциям сопряженного присоединения в ряду литий- и магнийорганических соединений посвящено значительное число оригинальных статей, обзоров и монографий. Однако общепринятая точка зрения по этим реакциям к настоящему времени не выработана. Так, Уэйкфилд [18] указывает, что литийорганические соединения реагируют с α, β-ненасыщенными карбонильными соединениями по схеме 1,2-присоединения с образованием спиртов или их производных. Колер [19] отмечает, что при взаимодействии реактивов Гриньяра с α,β-ненасыщенными карбонильными соединениями, конкурируют между собой две независимые реакции – 1,2- и 1,4-присоединения, приводящие соответственно к образованию непредельных спиртов и производных кетонов. Направление реакции зависит от строения ненасыщенного кетона, числа и расположения углеводородных остатков, характера магнийорганического соединения и, возможно, от температуры, концентрации раствора и типа растворителя. Колонж [20] высказывает следующие положения о порядке присоединения реактивов Гриньяра к чисто алифатическим α, β-ненасыщенным карбонильным соединениям:

1) Если углеродный атом 4 сопряженной системы несет второй углеводородный заместитель, то имеет место только 1,2-присоединение;
2) Наличие заместителя при атоме 3 и отсутствие второго заместителя у атома 4 благоприятствуют 1,4-присоединению;

3) Если оба атома (3 и 4) несут заместители, то наблюдается только 1,2-присоединение и образование третичного спирта;

4) В чисто алифатических α,β-ненасыщенных кетонах преобладающим всегда является 1,2-присоединение.

Таким образом, зависимость направления реакции от строения реактива Гриньяра характеризуется следующими положениями: где возможно 1,2- и 1,4-присоединение, относительное количество продукта 1,4-присоединения всегда больше в случае арилмагнийгалогенидов, чем в случае алифатических аналогов.

На основании вышеизложенного и данных [21], по которым литий- и магнийпроизводные о-карборанов в реакциях с простыми α,β-нитроолефинами дают с высоким выходами продукты 1,4-присоединения – β-карборанилнитроалканы, нами подробно исследованы реакции литий-о-карборанов с разнообразными функционально замещенными α,β-нитроолефинами и предпринята попытка разработки на их основе препаративных методов синтеза ранее неизвестных карборанилсодержащих нитростиролов, нитроновых эфиров, α-галогеннитроалканов, эфиров гидроксамовых кислот, вторичных нитроновых кислот и других азотсодержащих соединений.

В качестве исходных соединений были выбраны достаточно легко синтезируемые замещенные нитростиролы: 4-(диметиламино)-β-нитростирол, 3-нитро-β-нитростирол, 2,5-диметокси-β-нитростирол, 3,4,5-триметокси-β-нитростирол, а также β-борм-β-нитростирол. Указанные вещества отличаются строением, природой заместителей и, следовательно, реакционной способностью по отношению к нуклеофильным реагентам. Также, для более полного понимания влияния заместителей на реакционную способность при взаимодействии с С-металлическими производными о-карборанов был взят незамещенный β-нитростирол.

Исследования показали, что действие литий-о-карборана на β-нитростирол и его функциональные производные протекает региоспецифично с образованием продуктов 1,4-присоединения (26-31). Механизм реакции:
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1-нитро-2-фенил-2-(изопропил-о-карборанил)этан (26) был получен с выходом 85% и температурой плавления 244-245°С (бензол-гексан). В ИК-спектре наблюдаются полосы поглощения при 2575 см-1 соответствующие карборановому ядру (B-H колебания), вместе с тем, пик при 1630 см-1, указывающий на присутствие двойной связи β-нитростирола, не наблюдается. Следовательно, присоединение изопропил-о-карборана пошло по двойной связи β-нитростирола. По аналогии были получены соединения 27-31.

Делая вывод о структуре полученного продукта, опираясь на данные ИК и ЯМР спектроскопии, можно утверждать, что реакция двух исходных веществ протекает с раскрытием двойной связи 3,4,5 –триметокси-β-нитростирола и образованием еще одной одинарной связи у второго по счету от нитрогруппы углеродного атома с присоединением изопропил-о-карборана. Образование продуктов 1,2-присоединения, характерное для обычных литийорганических соединений, не наблюдалось. Наблюдаемые различия в выходах целевых продуктов (26-31), по-видимому, связаны не столько с природой и положением заместителей в бензольном кольце, сколько с экспериментальными трудностями ведения реакции, а также выделения и очистки полученных веществ. β-Борм-β-нитростирол был получен действием пиридина в абсолютном бензоле на дибромнитростирол, полученный в свою очередь действием брома на нитростирол. Взаимодействие литий-о-карборана с β-борм-β-нитростиролом также протекает по схеме 1,4-присоединения и приводит к карборанилсодержащему бромнитроалкану (32) с небольшой примесью нитроновой кислоты (33). Выход бромнитроалкана составил 60%, нитроновой кислоты – не более 10%. Поскольку в ранее полученных продуктах (26-31) образование нитроновых кислот не наблюдалось, то можно допустить, что в реакции с β-борм-β-нитростиролом бром вступая в р, π-сопряжение с азометиновым фрагментом, стабилизирует не литиевую соль, но и саму нитроновую кислоту, образующуюся при обработки соли водой или разбавленной соляной кислотой:
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ИК-спектр 1-бром-1-нитро-2-фенил-2-(изопропил-о-карборанил)этана (32) характеризуется полосами поглощения в областях (см-1): 3065, 3030 (СН), 2595 (ВН), 1560, 1370 (α-галоиднитросоединения). В ИК-спектре 1-бром-2-фенил-2-(изопропил-о-карборанил)этаннитроновой кислоты (33) имеются полосы поглощении в областях (см-1): 3100-3500 (ОН), 2600 (ВН), 1700 (C=N).

ЯМР спектр 1-бром-1-нитро-2-фенил-2-(изопропил-о-карборанил)этана (32) характеризуется мультиплетом при  2,52 м.д. относящийся к связи CH(CH3)2 (1Н), дублет дублетом при 1,06-1,27 м.д. (J = 6,8) относящимся к метильным радикалам (CH3)2CH (6Н), мультиплетом при 1,6–2,5 (10H, BH), мультиплетом при 7,29-7,27 м.д. (5H, Csp2H), дублетом при 6,16 м.д. (1H,СН), триплетом при 3,9 м.д. (1Н, СН).
ЯМР спектр 1-бром-2-фенил-2-(изопропил-о-карборанил)этаннитроновой кислоты (33): мультиплет при  2,52 м.д. относящийся к связи CH(CH3)2 (1Н), дублет дублетов при 1,06-1,27 м.д. (J = 6,8), (CH3)2CH (6Н), мультиплет при 1,6–2,5 м.д. (10H, BH), синглет при 2,0 м.д. (ОН), дублет при 5,09 м.д. 1Н, СН, мультиплет 7,01-7,33 м.д. (5H, Csp2H).
Реакции карборановых реактивов Гриньяра с замещенными α,β-нитроолефинами протекает аналогично, приводя к продуктам 1,4-присоединения. Таким образом, можно сделать вывод, что реакции С-металлических производных карборанов в реакциях сопряженного присоединения в ряду замещенных нитростиролов протекают исключительно по механизму 1,4-присоединения. Поскольку взаимодействие литий-о-карборанов с функциональными производными α,β-нитроолефинов протекает лишь по схеме 1,4-присоединения с образованием в качестве интермедиатов литиевых солей нитроалканов, нами с целью изучения химических свойств, а также синтеза новых азотсодержащих производных карборанов изучено действие на эти соли галогенов, галогеналкилов, галогенангидридов, нитроолефинов, металлоорганических и других соединений.

При этом установлено, что литиевый соли карборанилзамещенных нитростиролов, образующиеся при действии литий-о-карборанов на замещенные α,β-нитроолефины, легко реагируют с газообразным хлором и жидким бромом с образованием соответствующих α-галогеннитроалканов:
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Бромзамещенные галогенопроизводные, легко образующиеся при прямом действии хлора или брома на о-карборан, при этом не наблюдались. Также, несмотря на все предпринятые попытки, ввести йод в реакцию с литиевыми солями не удалось. 
Важное место в ряду превращений солей нитроалканов занимают реакции алкилирования, на основе которых разработаны методы синтеза нитроновых эфиров и выработаны ценные представления о факторах, определяющих ход и направление этих процессов. Установлено, что в целом, вероятность С- и О-алкилирования литиевых солей определяется природой отщепляющейся группы в алкилирующем реагенте, строением аниона соли и катиона, температурой и природой растворителя. Образующиеся в процессе О-алкилирования нитроновые эфиры отличаются малой стабильностью и высокими окислительными свойствами. Проведенные исследования показали, что литиевые соли карборанилзамещенных нитростиролов также избирательны к природе галогена и образуют карборанилзамещенные нитроновые эфиры с хорошими выходами лишь в случае алкилйодидов:
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Реакции литиевых солей с хлористым бензилом и бромистым аллилом в обычно применяемых условиях продуктов О-алкилирования не образуют. В результате реакции были выделены лишь исходные продукты. Такое поведение литиевых солей оказалось неожиданным и, по-видимому, может быть объяснено электронными эффектами карборанильных групп, повышающими жесткость нуклеофильных центров и, следовательно, затрудняющими атаку их мягкими электрофилами.

Свидетельством тому может служить легкое протекание реакции литиевых солей с хлорангидридами карбоновых кислот, приводящее к образованию ранее неизвестных карборанилзамещенных эфиров гидроксамовых кислот:
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N-ацетокси(3'-нитрофенил)-(изопропил-о-карборанил)ацетамид (38) был получен с выходом 73% и т.пл. 119°С (бензол-гексан). ИК-спектр (38) характеризуются полосами поглощения в областях (см-1): 1150 (С-О); 1650 (С=О); 3400 (NH). N-бензоилокси(3'-нитрофенил)-(изопропил-о-карборанил)ацетамид (39) был получен с выходом 70% и температурой плавления (т.пл.) 131-132°С (бензол-гексан). ИК-спектр (39) характеризуются полосами поглощения в областях (см-1): 1150 (С-О); 1650 (С=О); 3400 (NH). ЯМР спектр N-ацетокси(3'-нитрофенил)-(изопропил-о-карборанил)ацетамида (38): мультиплет при  2,55 м.д. относящийся к связиCH(CH3)2 (1Н), дублет дублетов при 1,0-1,3 м.д. (J = 6,8), (CH3)2CH (6Н), мультиплет при 1,5–2,5 м.д. (10H, BH), мультиплет 7,6-8,1 м.д. (4H, Csp2H), дублет при 4,4 м.д.  (1Н, СН), синглет при 8,0 (1Н, NH), синглет при 2,28 (3Н, ОСН3).При взаимодействии литиевых солей карборанилзамещенных нитростиролов с нитростиролом наблюдается С-алкилирование, приводящее к образованию динитросоединений, содержащих в своем составе первичную и вторичную нитрогруппы.
Особый интерес представляют реакции литиевых солей с металлоорганическими соединениями (BuLi, EtMgBr и др.), приводящие к вторичным нитроновым кислотам:
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Полученное соединение (40) представляет собой бесцветные, устойчивые на воздухе кристаллы с т.пл. 95-99°С. Выход составил 75%. ИК-спектр (40) характеризуется полосами поглощения в областях (см-1): 1680 (C=N), 3100-3300 (OH). ЯМР спектр 1-бутил-2-(3'-нитрофенил)-2-(изопропил-о-карборанил) этаннитроновой кислоты (40): мультиплет при  2,6 м.д. относящийся к связиCH(CH3)2 (1Н), дублет дублетов при 1,0-1,3 м.д. (J = 6,8), (CH3)2CH (6Н), мультиплет при 1,5–2,6 м.д. (10H, BH), мультиплет 7,62-8,12 м.д. (4H, Csp2H), дублет при 5,09 м.д. (1Н, СН), синглет при 2,0 м.д. (ОН), триплет при 0,9 м.д. (3Н, CH3), мультиплет при 1,31-1,34 м.д. (4H, CH2), мультиплет при 1,51 (2Н, CH2).
Таким образом изучены реакции литий-о-карборана с β-нитростиролом, 4-(диметиламино)-β-нитростиролом, 3-нитро-β-нитростиролом, 2,5-диметокси-β-нитростиролом, 3,4,5-триметокси-β-нитростиролом, 4-гидрокси-3-метокси- β-нитростиролом, а также β-борм-β-нитростиролом. Исследованы реакции литиевых солей карборанилзамещенных нитростиролов и их производных с галогенами, галогеналкилами, галогенангидридами, нитроолефинами, металлоорганическими соединениями. Показано, что С-металлические производные о-карборанов реагируют с функционально замещенными нитростиролами региоспецифично с образованием продуктов сопряженного 1,4- присоединения.  Разработаны препаративно удобные методы синтеза ранее неизвестных карборанилсодержащих нитростиролов, нитроновых эфиров, α-галогеннитроалканов, эфиров гидроксамовых кислот, вторичных нитроновых кислот и других азотсодержащих соединений. Подробно полученные результаты  представлены в промежуточном отчете за 2019 год, инв. № 0219РК00140.
2 Иммобилизация карборановых соединений на магнитные носители для целевой доставки веществ
2.1 Иммобилизация карборановых производных на магнитные нанотрубки

Магнитные наноструктуры широко используются в качестве носителей для систем доставки лекарств [22], поскольку их наноразмер делает их более подходящими для внутривенного введения лекарств из-за малого диаметра капилляров (5-6 мкм) [23]. В зависимости от различной химической природы магнитных наноносителей они используются для доставки различных видов лекарств: антибиотиков, белков, противоопухолевых препаратов [24-26]. Магнитные наноносители также потенциально могут быть использованы в бор нейтронозахватной терапии рака (БНЗТ) [27]. В качестве магнитных носителей были выбраны мало изученные Fe/Ni нанотрубки (НТ)  [27,28]. Магнитные Ni/Fe нанотрубки были синтезированы в соответствии с процедурой, описанной в  [27].  Иммобилизацию карборановых производных проводили в два этапа: на первой стадии Ni/Fe НТ модифицировали (3-аминопропил)-триметоксисиланом (APTMS) для создания на поверхности реакционноспособных аминогрупп, а также для того чтобы защитить НТ от деградации и сделать их более биосовместимыми и малотоксичными  [29]. На втором этапе 1,2-бис-(карбоксиметил)-карборан (carborane I) иммобилизовали посредством ковалентного взаимодействия активированных карбоксильных групп carborane I  при помощи N-(3-диметиламинопропил)-N'-этилкарбодиимида и (EDC) пентафторфенола (PFP) и концевых аминогрупп Ni/Fe НТ. Ди(o-карборано-1,2-диметил) борат (carborane II) был иммобилизован посредством ионного взаимодействия карборанового бората с концевыми аминогруппами Ni/Fe НТ (рисунок 1).
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	Рисунок 1 -  Изображение иммобилизации карборановых производных посредством ковалентного связывания и ионного взаимодействия


Контроль связывания carborane I и II проводили с помощью ИК-спектроскопии, снятой на приставке нарушенного полного внутреннего отражения (НПВО) (рисунок 2 и 3). НПВО-ИК спектры исходных Ni/Fe НТ являются мало информативными. Взаимодействие  концевых NH2-связей НТ  с carborane I и II привело к появлению новых пиков при 2625 см-1, относящихся к B-H валентным колебаниям карборанового ядра, что свидетельствует об успешной иммобилизации производных карбонов на Ni/Fe НТ. 
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	Рисунок 2 – НПВО-ИК спектры исходных Ni/Fe НТ (1), Ni/Fe-НТ/carborane I (2) и carborane I (3) 
	Рисунок 3 - НПВО-ИК спектры исходных Ni/Fe НТ (1), Ni/Fe-НТ/carborane II (2) и carborane II (3)


ЭДА анализ проводился для изучения распределения элементов на поверхности Ni/Fe НТ до и после модификации. Распределение элементов по поверхности НТ представлено на рисунке 4. Данные, полученные из ЭДА спектров, представлены в таблице 2.
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	Рисунок 4 – СЭМ  изображение (a)  распределение Ni (б), Fe (в), B (г) на Fe/Ni НТ с иммобилизованными карборанами


Результаты показывают хорошее распределение бора на поверхности НТ. Аминирование привело к увеличению содержания азота до 7% (ат.), Тогда как иммобилизация карборана привела к появлению бора в количестве 14,53 и 14,65% для carborane I и carborane II соответственно. Возникновение кислорода можно объяснить как возможным окислением железа, так и содержанием кислорода в APTMS и карборановых соединениях. Следует также отметить, что присоединение карборанов непосредственно к Ni/Fe НТ без предварительного покрытия APTMS привело к концентрации бора 0,7-1%, вследствие неспецифичных взаимодействий.
Таблица 2 – Данные ЭДА анализа
	Образец
	Атомное содержание, %
	[NH2], µM/г

	
	B
	N
	Fe
	Ni
	O
	

	Ni/Fe НТ
	-
	-
	19,00
	81,00
	-
	-

	Ni/Fe-SiNH2 НТ
	-
	7,00
	14,50
	62,20
	16,30
	9,60

	Ni/Fe-НТ/Carborane I
	14,53
	1,67
	13,00
	60,60
	10,20
	-

	Ni/Fe-НТ/Carborane II 
	14,65
	2,87
	11,54
	62,60
	8,34
	-


СЭМ проводили для оценки изменений морфологии после иммобилизации карборана. Типичные СЭМ изображения представлены на рисунке 5. Сравнивая СЭМ изображения исходных нанотрубок с представленными после модификации, наблюдается отчетливое изменение морфологии поверхности. Она становится более грубой с некоторыми включениями на их поверхности, по-видимому, согласно ЭДА, относящиеся к APTMS и carborane I, II.
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	Рисунок 5 – СЭМ фотографии Ni/Fe-НТ/carborane I (a,в) и Ni/Fe-НТ/carborane II (б,г)


Сравнение полученных результатов с результатами других подобных исследований, посвященных иммобилизации карборанов к магнитным наноструктурам  затруднено из-за используемых различных производных карборана а также магнитных структур. В исследовании  [27] карбораны были иммобилизованы на магнитных наночастицах оксида железа через азид-алкин-циклоприсоединение, согласно ICP-OES, концентрация атомов бора составляла 9,83 ммоль/г. Текущее исследование показало, что содержание карборановых ядер на НТ составляет до 17% в соответствии с XRD-анализом. Таким образом, предложенный метод прост и перспективен для иммобилизации производных карборана на магнитных наноструктурах. Подробные исследования представлены в опубликованной нами статье [30]. 
2.2 Иммобилизация карборановых производных на магнитные наночастицы
Поиск простых и технологических методов иммобилизации карборанов на поверхность хорошо изученных и широко применяемых в медицине наночастиц Fe3O4 также является актуальным, так как до сих пор известен лишь способ, описанный в работе [27]. Иммобилизацию карборановых производных проводили в 2 этапа. На первом этапе были изучены реакции функционализации поверхности наночастиц при помощи APTMS. Схематическое представление функционализации Fe3O4 наночастиц представлено на рисунке 6a. 
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а) схематическое представление модификации магнитных наночастиц, б) ИК-спектры, в)рентгеновская дифрактограмма, г)DLS анализ, д)мессбауэровская спектроскопия,  е)распределение сверхтонкого магнитного поля, ж)петля гистерезиса.
Рисунок 6 –  Характеристики функционализированных магнитных наночастиц
Магнитные наночастицы (1г) диспергировали в 10 мл этанола в течение 3 часов на ультразвуке, затем добавляли APTMS, чтоб получить концентрацию 10%, выдерживали в данном растворе в течение 24 часов. После чего проводили сепарацию модифицированных наночастиц при помощи магнита, промывали тремя порциями этанола, сушили при 30°С. Для связывания карборан-бората (ди(o-карборано-1,2-диметил) борат) с аминированной поверхностью, наночастицы диспергировали в этаноле,  затем добавляли 0,1 М бората, смесь подвергали ультразвуковой обработке в течение 5-10 мин, а затем ее выдерживали на шейкере в течение 24 часов. После завершения реакции наночастицы сепарировали, промывали этанолом и сушили.
Образование связей модифицирующего агента с поверхностью наночастиц было доказано с помощью НПВО-ИК-спектроскопии (рисунок 6б). ИК-спектр исходных наночастиц Fe3O4 характеризуется поглощением при 3500–3000 см–1 (ОН), при 1614 см–1, связанных с колебаниями О-Н в сочетании с атомами Fe, а также при 544 и 399 см–1 (Fe–O). Аминированные наночастицы характеризуются появлением новых пиков при 1602 см-1 (NH2), при 1223 и 994 см-1 (Si-C) и при 1050 и 1112 см-1 (Si-O-Si). Распределение частиц по размерам после аминирования представлено на рисунке 6г. Наблюдается незначительное увеличение среднего размера по сравнению с исходными наночастицами. ЭДА был выполнен для того, чтобы изучить изменения соотношения элементов после модификации с APTMS. Результаты представлены в таблице 3. Было обнаружено, что аминирование привело к появлению Si и N.
Таблица 3 – Изменение соотношения элементов до и после модификации наночастиц оксида железа согласно ЭДА
	Образец
	Атомное содержание, %
	[NH2], мкM/г

	
	N
	Fe
	Si
	O
	

	Fe3O4 -исходные
	-
	43,1
	-
	56,9
	-

	Fe3O4-APTMS 
	1,0
	36,0
	2,3
	60,7
	86,57


На рисунке 6д представлены мессбауэровские спектры модифицированных наночастиц. Спектры  соответствуют зеемановскому секстету с уширенными резонансными линиями, характерными для Fe3O4, и квадрупольным дублетом, характерным для парамагнитного состояния Fe2+ и Fe3+. Уменьшение сверхтонкого поля (рисунок 6е) для модифицированных образцов до 466,8±2,1 кЭ и 432±1,7 кЭ обусловлено модификацией поверхности наночастиц, изменением структурных связей и введением –Si , -O и –NH2 в междоузлие кристаллической решетки, что приводит к ее изменению [31]. Рисунок 6ж демонстрирует незначительное снижение магнитных характеристик (в диапазоне B=±1000 Э)  по сравнению с исходными наночастицами Fe3O4, вызванное изменением нынешнего немагнитного эффекта на поверхности магнитных наночастиц. Коэрцитивность составляет около 6 Э, намагниченность насыщения - 62  Гс·см3·г–1, что близко к магнитным параметрам наночастиц Fe3O4, как указано в [32]. В качестве исходного карборанового производного использовали ди(o-карборано-1,2-диметил) борат. Присоединение карборанового бората осуществляли посредством ионного взаимодействия с аминогруппами модифицированных Fe3O4 (рисунок 7а). На рисунке 7б представлены НПВО-ИК-спектры, из которых можно наблюдать механизм присоединения карборана. Реакция концевых аминогрупп наночастиц с карборан-боратом привела к образованию новых пиков при 2625 см-1 (B-H карборанового ядра) и появлению колебаний группы NH3+ при 1521 см-1 (рисунок 7б). 
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а) схематическое изображение иммобилизации производных карборана, б) ИК-спектры, в) DLS анализ, г) рентгеновская дифракция, д) мессбауэровские спектры, е) распределение сверхтонкого магнитного поля, ж) петли гистерезиса.
Рисунок 7 – Характеризация Fe3O4 наночастиц модифицированные carborane II
Представленные результаты находятся в хорошей корреляции с ранее опубликованной работой [33]. ЭДА анализ показал присутствие бора на поверхности наночастиц (таблица 4). DLS анализ (рисунок 7в)  показал увеличение среднего диаметра частиц 19,4 нм до 24,3 нм.
Таблица 4 – Элементный состав модифицированных наночастиц карборан-боратом, измеренный ЭДА 

	Образец
	Атомный состав, %

	
	B
	N
	Fe
	Si
	O

	Fe3O4-APTMS-Carborane II
	11,4
	2,0
	33,5
	12,2
	40,9


Петля гистерезиса (рисунок 7ж) для данных образцов все еще очевидна, но соответствует мягким ферромагнитным материалам. Магнитные характеристики: коэрцитивная сила около 70 Э, намагниченность насыщения 31 Гс·см3·г–1. Изменение размера и структуры наночастиц, функционализированных карборан-боратом, и свойств модифицированной поверхности существенно влияет на магнитные свойства наночастиц. Эти изменения, возможно, связаны с увеличением диполь-дипольного взаимодействия между частицами, что приводит к довольно значительным изменениям коэрцитивной силы. Увеличение количества немагнитной фазы приводит к уменьшению удельной намагниченности насыщения, оставаясь при этом на достаточно высоком значении.

Таким образом, мы продемонстрировали возможность иммобилизации карборанов на поверхность магнитных наночастиц, функционализированных APTMS. Предложенная методика позволяет надежно закрепить карборановое производное на поверхности наночастиц. Важно отметить, что предлагаемый способ вызывает некоторые изменения в структуре наночастиц и их поверхности, что приводит к значительному изменению структурных и магнитных параметров. Эти изменения, однако, не приводят к потере целевых свойств магнитных носителей. Данный метод может быть предложен для адресной доставки карборанов с использованием внешнего магнитного поля для потенциального применения в БНЗТ. По результатам исследования опубликована работа [34].  
3 Оценка общетоксического действия веществ на культурах клеток 
Оценка общетоксического действия была проведена на примере водорастворимой калиевой соли 3-(изопропил-о-карборанил) гидриндона. Три типа клеточных линий человека (MCF-7, HdFn, MSCs) были предварительно рассеяны на 96-луночный планшет в количестве 104  клеток на лунку в трех повторах. Тестируемое вещество - калиевая соль  3-(изопропил-о-карборанил) гидриндона (C14H24B10OK) было разведено в питательной среде DMEM/F12 без добавления сыворотки и антибиотиков в концентрации 100 мг/мл (10% раствор),что соответствует 281,69 mM, и далее стерилизовано фильтрованием через 0,2 мкм фильтр. Полученный раствор последовательно разводился в следующем соотношении 10% (281,69 mM), 5% (140,845 mM), 2,5% (70,423 mM), 1,25% (35,212 mM), 0,625% (17,606 mM), 0,3125% (8,803mM), 0,15625% (4,402 mM), 0,07813% (2,201 mM), 0,0391% (1,101 mM), 0,01955% (0,551 mM), 0,00978% (0,276 mM), 0,00489% (0,138 mM), 0,00245% (0,069 mM), 0,00123% (0,035 mM), 0,00061% (0,018 mM), 0,00031%(0,009 mM), 0,00016%(0,045 mM), 0,00008% (0,0023 mM), 0,00004% (0,0012 mM). C14H24B10OK был добавлен к монослою клеток на 24-часовую инкубацию в объеме 100 мкл на лунку, с добавлением фетальной сыворотки (10% конечная концентрация). По истечении 24 часов, среда удалялась и заменялась на питательную среду, содержащую 10% реагента MTT (5мг/мл) и инкубировалась в течение 4 часов. После формирования кристаллов формазана, раствор питетельной среды заменялся на ДМСО с целью растворения кристаллов. Оптическая плотность замерялась при длине волны 580 нм. Данные были обработаны посредствам программы GraphPad8 (рисунок 8). 

Была выявлена концентрация полумаксимального ингибирования для каждой клеточной культуры, которая составила для MCF-7 – 0,06776 mM, HdFn-0,05427 mM и MSC- 0,03377 mM.

	[image: image45.emf]абв
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	Рисунок 8 – Графики выживаемости различных культур клеток в зависимости от концентрации веществ


Токсичность НЧ Fe3O4 с иммобилизованными карборанами на их поверхность оценивали с помощью теста MTT (метилтетразолиевый тест) с использованием клеток фибробластов мышей. Клетки выращивали в СО2-инкубаторе (Herra Cell) при 37°С, 5% СО2, относительной влажности воздуха 80% на 96-луночных планшетах (посевная концентрация – 50-70 тыс. кл./мл). В лунки с прикрепившимися клетками (вторые сутки культивирования) вносили исследуемые концентрации НЧ, растворенного в сыворотке (Fetal Bovine Serum, Sigma, USA). После 24-часовой экспозиции исследуемых образцов фотометрически измерялась суммарная активность митохондриальных дегидрогеназ клеток в каждой лунке в метилтетразолиевом тесте (МТТ). Этот тест основан на способности живых метаболически активных клеток переводить соль тетразолина (MTS) в формазан, растворимый в среде культивирования. Таким образом, поглощение формазана прямо пропорционально количеству жизнеспособных клеток в культуре. Для проведения МТТ использовали набор CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS), Promega. Для измерения поглощения формазана клетки инкубировали с МТS в течение 4 часов в термостате, измерение поглощения формазана при λ=490 нм проводили на приборе для иммуноферментного анализа Microplate Rider Stat Fax 3200 (Awareness). Токсичность наночастиц оценивалась по показателю IC50.

Клетки инкубировали с концентрациями НЧ от 0,005 до 0,6 мг/мл в течение 24 ч. На рисунке 9а показано, что НЧ не проявляли токсичности при концентрации до 0,015 мг/мл. IC50 определяли графически по кривой, представленной на рисунке 9б. IC50 для исходных НЧ Fe3O4 составляет 0,110 мг/мл, для аминированных НЧ Fe3O4, -  0,091 мг/мл и для НЧ Fe3O4- карбораны - 0,405 мг/мл. Токсичность НЧ Fe3O4 зависит от множества факторов, включая дозу, время воздействия, коллоидные и химические свойства поверхности, гидродинамический диаметр НЧ и взаимодействие НЧ с белками [35]. 
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Рисунок 9 - Цитотоксический эффект модифицированных и немодифицированных НЧ Fe3O4 (а) на культивируемые эмбриональные фибробласты мыши и его нелинейная аппроксимация кривой (б)

Повышенная цитотоксичность НЧ, покрытых APTMS, может быть объяснена тем, что поверхность Fe3O4-аминированных НЧ содержит положительно заряженные NH2-группы, которые могут электростатически взаимодействовать с отрицательно заряженными клеточными мембранами [36,37]. 
Последующее связывание карборана нейтрализует аминогруппу, что приводит к снижению цитотоксичности НЧ Fe3O4-карборана. Примечательно, что доза около 0,5 мг/мл для любого соединения является максимальной дозой, разрешенной для тестирования in vitro, при превышении которой эффекты не являются специфическими. Как видно из полученных данных, половина ингибирующей концентрации для НЧ Fe3O4-карборана приближается к этой величине. Это говорит о том, что НЧ Fe3O4-карбораны обладают наименьшей цитотоксичностью. Их цитотоксичность, возможно, связана с чисто механическим действием высокой концентрации, препятствующей адгезии и, соответственно, росту клеток в культуре.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках проведенных исследований в 2018 году по синтезу новых производных карборанилсодержащих кумаринов, исследованию их свойств и иммобилизации карборановых соединений на магнитные наноструктуры, получены следующие результаты:

- На основе исследованных реакций разработаны препаративно удобные методы синтеза ряда ранее неизвестных и мало изученных карборанилсодержащих производных кумарина, обладающих потенциальной биологической активностью. Результаты могут быть использованы в тонком органическом синтезе при получении новых фармакологически активных веществ. 

- Изучены реакции литий-изопропил-о-карборана с кумарином и его функциональными производными, выявлены закономерности и специфические особенности протекания исследованных реакций.

- Синтезировано и охарактеризовано 16 новых соединений методами ИК- и ЯМР спектроскопией, изучены их некоторые химические свойства.

- Были получены Ni/Fe нанотрубки в каналах ионно-трековых ПЭТФ мембранах методом электроосаждения. Состав нанотрубок Ni/Fe нанотрубок, определяемый XRD и ЭДА, составляет 19% железа и 81% никеля. Магнитные свойства нанотрубок были исследованы методом мессбауэровской спектроскопии. 

- Показано, что различные производные карборана - потенциальные агенты для БНЗТ могут быть успешно иммобилизованы на Ni/Fe нанотрубки через предварительную стадию аминирования. Карбораны были присоединены к НТ ковалентным и ионным взаимодействием. Полученные нанотрубки были исследованы методом ЭДА, СЭМ, XRD, НПВО-ИК-спектроскопией. 

В рамках проведенных исследований в 2019 году по синтезу новых производных карборанилсодержащих нитростиролов, исследованию их свойств и иммобилизации карборановых соединений на магнитные наночастицы на основе оксида железа, получены следующие результаты:

- Изучены реакции литий-о-карборана с β-нитростиролом, 4-(диметиламино)-β-нитростиролом, 3-нитро-β-нитростиролом, 2,5-диметокси-β-нитростиролом, 3,4,5-триметокси-β-нитростиролом, 4-гидрокси-3-метокси- β-нитростиролом, а также β-борм-β-нитростиролом.

- Исследованы реакции литиевых солей карборанилзамещенных нитростиролов и их производных с галогенами, галогеналкилами, галогенангидридами, нитроолефинами, металлоорганическими соединениями.

- Показано, что С-металлические производные о-карборанов реагируют с функционально замещенными нитростиролами региоспецифично с образованием продуктов сопряженного 1,4- присоединения.

- Разработаны препаративно удобные методы синтеза ранее неизвестных карборанилсодержащих нитростиролов, нитроновых эфиров, α-галогеннитроалканов, эфиров гидроксамовых кислот, вторичных нитроновых кислот и других азотсодержащих соединений.

- Были получены Fe3O4 магнитные наночастицы со средним диаметром 19 нм согласно просвечивающей электронной микроскопии и динамического свето-рассеяния. Состав наночастиц был определен методом XRD и ЭДА. Магнитные свойства  Fe3O4 были исследованы методом мессбауэровской спектроскопии и магнитометрии.
- Изучены методы модификации Fe3O4 наночастиц при помощи аминирования (3-аминопропил)-триметоксисиланом. Аминирование приводит к незначительному изменению магнитных свойств Fe3O4. Иммобилизация ди(o-карборано-1,2-диметил) бората была осуществлена простым и технологически удобным методом, образованы ионные связи с поверхностью магнитных наночастиц, что было доказано при помощи ИК-спектроскопии. Предлагаемый способ вызывает изменения в структуре наночастиц и их поверхности, что приводит к значительному изменению структурных и магнитных параметров. Эти изменения, однако, не приводят к потере целевых свойств магнитных носителей. Данный метод может быть предложен для адресной доставки карборанов с использованием внешнего магнитного поля для потенциального применения в БНЗТ.

- Изучены деградационные свойства полученных наночастиц в фосфатном буферном растворе с кислотностью 7.4, который наиболее близок к среде человеческого организма. Согласно представленным данным, на дифрактограммах исследуемых образцов не наблюдается появления новых дифракционных максимумов что свидетельствует об отсутствии фазовых превращений в процессе деградации. Основные изменения связаны с изменением интенсивности и формы дифракционных пиков, а также небольшому смещению максимумов, что свидетельствует об изменении параметров кристаллической решетки и размеров кристаллитов. При этом наибольшие изменения интенсивностей наблюдаются для исходных немодифицированных образцов наночастиц. Меньшее изменение интенсивностей для модифицированных наночастиц обусловлено наличием кремнеорганического покрытия на поверхности наночастиц, которое менее активно взаимодействует со средой и снижает скорость деградации.
В 2020 году получены следующие результаты:

- Исследованы реакции С-металлических производных изопропил-о-карборана с бензилиденмалоновым эфиром. Получен 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндон путем циклизации под действием бороводородной кислоты.
- Изучены реакции 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндона с различными аминами (бутиламином, метиламином, морфолином, циклогесиламином), щелочными металлами и их гидроксидами. Найдено, что амины с более высокой основностью избирательно взаимодействуют  с производными гидриндонов по карбонильной группе, образуя основания Шиффа. Тогда как более слабый амин (морфолин) при соотношении реагентов 1:1 образует соль, преимущественно взаимодействуя с кислым протоном группы С-H 3-(изопропил-о-карборанил)-гидриндона. Однако, при соотношении морфолин/гидриндон равном 2:1, помимо образования соли, морфолин также реагирует по C=O группе.

- Выявлено, что калиевая соль гидриндона хорошо растворима в воде. В связи с этим были изучены ее цитотоксические свойства. Концентрация полумаксимального ингибирования (IC50) калиевой соли  3-(изопропил-σ-карборанил) гидриндона на культурах клеток человека составила для MCF-7 – 0,06776 мM, HdFn-0,05427 мM и MSC- 0,03377 мM.
- Цитотоксичность наночастиц Fe3O4 с иммобилизированными карборановыми соединениями была изучена на клетках фибробластов мышей. IC50 для исходных НЧ Fe3O4 составляет 0,110 мг/мл, для аминированных НЧ Fe3O4, -  0,091 мг/мл и для НЧ Fe3O4- карбораны - 0,405 мг/мл.

Поставленные в научно-исследовательской работе задачи выполнены полностью. За 2018-2020 гг было опубликовано: 6 статей в изданиях с высоким импакт фактором, входящие в базах данных Scopus и Web of Science, 1 публикация в отечественном журнале, результаты работы представлены на 4х международных конференциях, получен патент на полезную модель. На основе исследованных реакций разработаны препаративно удобные методы синтеза ряда ранее неизвестных и мало изученных карборанилсодержащих производных кумарина, нитростирола, гидриндона и оснований Шиффа обладающих потенциальной биологической активностью. Изучены способы иммобилизации карборанов на магнитные нанотрубки и наночастицы. Результаты могут быть использованы в тонком органическом синтезе при получении новых фармакологически активных веществ. Синтезированные соединения имеют перспективу для дальнейшего исследования в качестве агентов для бор-нейтронзахватной терапии рака. Однако требуются дальнейшие биологические исследования.  Научно-технический уровень полученных результатов подтверждает список опубликованных работ за 2018-2020 гг (ПРИЛОЖЕНИЕ Б). Оттиски опубликованных работ за 2020 год  представлены в ПРИЛОЖЕНИИ В. В ПРИЛОЖЕНИИ Г представлен способ иммобилизации карборановых соединений на магнитные нанотрубки.
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1. Pecnybnukanckoe zocyoapcmeennoe npeonpuamue Ha npaee xo03AUCMEEHHO20
eedenun «Hucmumym adeproii (husuxuy Munucmepcmea 3nepzemuxu Pecnybnuxu
Kazaxcman

1.1 Io npuopurery: Hayku o sxusnu 1 350poBbe
1.2 Tlo monnpuopurery: Ilouck HOBBIX IeKAPCTBEHHBIX BENIECTB, (dhapMaKoIIOruYecKue ux
MCCIICIOBAHMA ¥ TEXHOJIOTMM IIPOM3BOJICTEA OPMTHHANEHEIX JIEKAPCTBEHHEIX IIPEIIapaTon
1.3 Ilo Teme mnpoexra: NeAP05130947 «Paspaborka ocHOB GopHEeHTpOH3aXBATHO!
Tepanuu paka B Pecrry6bimuke Kasaxcrany
1.4 O6was cymma mpoekrta 15 000 000 (maTHagmATH MHJIIHIOHOB) TEHIE, B TOM YHCIIE C
Pa3OHBKOH 10 rofiaM, Jis BRIOIHEHHUS PaGOT COIMIACHO MYHKTY 3!
- Ha 2018 rogx - B cymme 5 000 000 (IATH MHITHOHOB) TEHTE;
- Ha 2019 ron - 8 cymme 5 000 000 (TIsITH MEILTHOHOB) TeHTe;
- 52 2020 rox - B cymme 5 000 000 (STH MHIIHOHOR) TerTe.

2. XapaxmepucmuKa Hay4Ho-mexnu4ecKkoii RPOOYKYUU NO KBANUDUKAYUOHHBIM
RPU3HAKAM U IKOHOMUYECKUE NOKA3amenu

2.1 Hanpaenenne paGotbi: (DyHIaMEHTAIBHBIE HCCIEIOBAHIS. IlpoexT HampapieH Ha
pa3paboTKy 3¢ heKTUBHEIX METOLOB CHHTE3a HOBBIX IIPOM3BOJHBIX KapOOPaHOB U UX MEPBUYHEIE
TOKCHKOJIOTUYECKHE HCIBITaHUsA, 0T60p HaubGollee MEpCIeKTHBHBIX BELIECTB IS JadbHEHIIEro
MCCIIEIOBAaHAS B XHMHO- M GopHeHTpon3axBaTHO# Tepammu paka (BH3T). Bynyr nomydensr
HOBBIC IPOM3BOAHBIE KapOOPaHHICONEPXKAIMX KyMApHHOER, HUTPOCTUPOIIOB, THIPUHIOHOB,
KOTOpBIC ABIAIOTCA MOTCHIMATLHBIME arcHTamMu M BH3T, wsyuens: ux du3mko-xummueckue
CBOHCTBA. IIPOEKT MO3BONMT CO34aTh OCHOBY IS NAbHEHIIMX HCCIIEIOBAaHUM OPUTHHAIBHBIX
OOpHBIX CoeMHEHN B GHOTIOTHHE U MEUIIKHE.

22 O6nacTh NPUMEHEHHS: 3IEMEHTOOPTAHMYECKAS XHMHS, OpraHuyeckass XHMHus,
Guomenununa. B pesynsrate peammsanmm npoekra OyZleT BHECEH TeOpeTHUYeCKMl BKJIaJ B
pa3BUTHE XHUMHH Oopa, OyAyT mONyYeHHI HOBBIE 3HAHMS O MEXAaHH3MAX M 3aKOHOMEPHOCTSX
TIPOTCKAHUS PEAKIHMH IIPU MONMyYeHHH C-METalTMYecKHX MPOH3BOIHBIX kapbopaHnos. Bmecre ¢
T€M, OYAYT IIPOBENCHBI IIEPBAYHBEIE TOKCHKOJIOTMYECKHE MHCILITAHMS CHHTE3UPOBaHHBIX
COC/IMHEHHUH, YTO IO3BONMT OTOOpPATh HaWGONEe MEpPCHEKTHBHBIE M3 HHUX s JanbHEeHIIuX
MEIHKO-OHOIOTHYCCKUX MCIIBITAHHIA.

2.3 KoHeuHEIi pe3ynbTar:

- 3a 2018 rom: 6ymyr CHHTE3MPOBAHBEI M OXapaKTEePHU30BaHBI (PHIUKO-XHMHYCCKUMH
MCTOZIaMH  HOBHIE IPOU3BOIHEIE  KapOOPaHHIICONEPKAIIKX KymapuHoB. KapGopanosrie
COCIMHEHHA OYAYT CBA3aHBI C MarHMTHBLIM HOCHTENEM JUIS IENEBO JIOCTABKU JIEKAPCTBEHHEBIX
BelIecTB. byner omy6GnukoBana 1 crares B PELEH3UPYEMOM 3apyOEXKHOM HAYYHOM H3aHWH,
MHJICKCHPYeMOM B Oazax nanueix Web of Science mmu Scopus ¢ HEHYJICBbIM MMIIaKT-(akTopom.

- 32 2019 rox: cunTe3MpPOBAHEL KapOOpaHHIICOAepKAIIUEe HUTPOCTHPOJIBL, HCCIENOBAHBI HX
XMMHYECKHE U (PH3HKO-XHMHUIECKHE CBOMCTBA. BynyT omyGmuxoBaHel: 1 cTaThs B peleH3upyeMom
3apy6eHOM HAYYHOM H3IAHMH, MHJICKCHpYeMoM B Gaszax manHbeix Web of Science wium Scopus ¢

HCHYJICBBEIM I/IMHaKT-(baKTOpOM, a taxxe 1 crares B PCUCH3UPYEMOM OTEYECTBEHHOM HAyYHOM
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- 3a 2020 rox: momydeHbl KapGOpaHOBBIE MPOHM3BOIHBIE THJIPHUHIOHOB M OCHOBaHHH
Iudda, usydens! peakuuoHHBIE HEHTPHI COEIMHEHHH IpA B3aMMOJAEHCTBHU C BEINECTBAMM
pasnmuyHOR ocHOBHOCTH. Taxcke OyAeT oleHEHa IHTOTOKCHIHOCTD HOJY4YCHHBIX COCAMHEHHH in
vitro, IpousBesieH or60p HamGomee >(heKTHBHEIX mis NaTbHEHIMX uccnenoBanuii. Byayr
OIyONMKOBAHBL: 1 CTaThs B PEIEH3UPYEMOM 3apyOeKHOM HAYYHOM W3IaHHMH, HHIEKCUPYEMOM B
6asax manHbix Web of Science wim Scopus ¢ HeHyIeBEM HMIIaKT-(haKToOpoM, a Takke | cTaThs B
PELIEH3UPYEMOM 3apyOeskHOM HAYYHOM H3IaHHH C HEHYJIEBBIM HMITaKT-()aKTopoM.

2.4 TlarenTOocOCcOGHOCTE: GyaeT noxana | 3asBka Ha maTeHT PK.

2.5 Hayuno-TexHHYeCKHH YpOBeHh (HOBH3HA): NOHCK H BHezllpeHue 3((eKTUBHEBIX
METOJIOB JICYCHH: OHKOJIOTHIECKHX 3a00JeBaHMI OCTAeTCA aKTYalbHOM MpobIeMoif MHPOBOrO
Hay4qHoro cooGmectsa. OJHHM U3 TNEPCHEKTMBHBIX METOIOB IICUECHHS SBISETCS 6op-
HeHTpoH3axBaTHas Tepanus paka (BH3T), metom Ha JaHHbBIH MOMEHT HaxXOIMTCH Ha CTaJuu
KIMHAYCCKAX W JOKIMHHYECKHX HCIBITAHWA BO MHOIMX CIpaHax Mupa. IIpo6iema Meroza

3aKJIIOYacTCI B

IIOUCKE

sbdexTHBHEIX  GopcomepiKarux

COEIUHEHUH, MAaKCUMAILHO

COOTBETCTBYIOIIMX TPEOOBAHMSAM JJIsl YCIEWIHOTO JIEYEHHS paka. B mpezncrapieHHOM IpPOEKTe
BIICPBBIC IIpE/IaracTCs CHHTC3HPOBATH M H3YYHTh XHMHYECKHE H (DH3MYECKHE CBOMCTBA
pasIMYHBIX MPOU3BOJHBIX KapOOPaHUIICOACPKAIIMX HUTPOCOEUEHHUI, KYMapHHOB, THAPHHIOHOB
H ocHopanmii Illudpda, a TakKe yYCTAaHOBUTb MX IHUTOTOKCHYHOCTD Uil JaJbHEHIIHX
HCCIIeIOBaHUM B KAYECTBE IIEPCIIEKTUBHEIX coeauaeHui ais BH3T.

2.6 Hcnone30Banue HAy4HO-TEXHUYECKOM NPOAYKITMH ocyIecTBisieTca: Mcnonuurenem u

3aKa34mKOB COTNIACHO 3aKOHOAATENECTRY PK.

2.7 Bum HCHIONB30BaHHA pe3yNsTaTa HAYYHOM M (umu) HAYYHO-TEXHHYECKOM
ACATENILHOCTH: TEXHONOTHA (METOJMKA) CHHTe3a KapGopaHHI3aMeIeHHBIX HUTPOCTHUPOJIOB,
KyMapHHOB, TUAPHH/IOHOB ¥ X IIPOM3BOJHEIX.

3. Haumenoeanue pabom, cpoku ux peanuzayuu u pesynomamol

Hludpp |Haumenosanue pa6ot mo Cpoxk BhIIONHEHHS OxupaeMsliii pe3ybTar j
3aaHus, | JIororopy M OCHOBHEIE TamEl P —— ——— ;
jTana €r0 BBIITOJIHEHUS
- ==
1 ITomyyenue HOBBIX | SIHBaps | MioHR BynyT nomyueHs! HOBEIE POH3BOAHEIE |
IIPOU3BOJHBIX 2018 2018 KapOOpaHUIICOIEPKAIIUX KyMAapUHOB.
KapOopaHHICOaepKAIIMX Bynyt YCTaHOBJIEHEI ¢u3uxo-
KYMapUHOB. YcraHoBIEHHE XMMHYECKHE XapaKTEPUCTUKH BEIIECCTB
bu3HKO-XMMHYECKHX
XapaKTEPUCTHK BEIECTB
4 WN3yyenne xumugeckux cBoiicts | Mrons | Ilo 1| BynyT usyuens xummdeckue cBojicTsa |
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ABSTRACT

Boron neutron capture therapy (BNCT) is promising method of cancer treatment. Success implementation of
BNCT depends on effectiveness of selective delivery of boron-rich compound into the cancer cells. In this paper,
carboranes with 10 boron atoms per molecule were attached to superparamagnetic nanoparticles for realization
of potential magnetic drug targeting. Isopropyl-o-carborane has been successfully immobilized on Fe;O4 na-
noparticles (NPs) via covalent bonding with pre-modified surface by tetraethoxysilane (TEOS) and (3-glyci-
dylpropyl) trimethoxysilane (GPTMS). Structure, morphology, element and chemical composition of prepared
Fe304 NPs were studied by FTIR spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM),
Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDA), dynamic light scattering analysis (DLS), Méssbauer spectroscopy
and vibrational magnetometer system (VMS). The biocompatibility was evaluated in vitro using different human
cancer cell lines: HeLa (cervical cancer cell), PC-3 (prostate cancer cell), HT-29 (colon cancer cell), BxPC-3
(pancreatic cancer cell). Fibroblasts like cells of L929 obtained from subcutaneous adipose tissue of mouse were
used as normal cells. Results indicate success immobilization of carboranes on Fe;04 NPs with low cytotoxicity

in concentration range 1-200 ug/mL, and potential to use them as carriers for BNCT.

1. Introduction

Nowadays, therapeutic methods for cancer treatment such as hy-
perthermia [1], photodynamic therapy [2] and boron neutron capture
therapy of cancer (BNCT) [3,4] are under considerable attention. BNCT
is a promising method of cancer treatment based on selective accu-
mulation of '°B in cancer cells and subsequent irradiation with low-
energy thermal neutrons or epithermal neutrons. '°B reacts with neu-
tron to form: ''B, a-particles with high energy (1.47 MeV), lithium-7
nuclei (0.84MeV) and low-energy y-rays (478keV) [5-7]. Since the
path length of a-particles is only around 9-10 um due to strong inter-
action with the medium that is comparable to cell size, ideally only
cancer cells can be destroyed. It follows from this that success im-
plementation of BNCT depends on the effectiveness of selective delivery

* Corresponding authors.

of boron-rich compounds into the cancer cells. It was found out that at
least 20 ppm '°B in the tumor is required and ratio between tumor cells
and healthy tissues should be at least 3:1 [7-9]. In spite of all efforts
over the 50 years, only two drugs — sodium borocaptate (BSH) and
boronophenylalanine (BPA) are clinically used [9]. As rule, carboranes
do not have tumor-targeting properties; therefore carboranes are
usually modified with tumor-targeting moieties to enhance tumor ac-
cumulation such as nucleosides, porphyrins, peptides and others. These
compounds are under pre-clinical evaluation at different stages [3].
Moreover, boron-reach compounds can be attached to nanoscale car-
riers to improve selectivity of boron-reach compounds, for instance,
micelles [10], liposomes [11,12], carbon nanotubes [13], monoclonal
antibodies [14], metal nanoparticles (NPs) [15-18], mesoporous silica
nanoparticles [19] and magnetic nanostructures [20-28]. The main
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requirements for carriers for targeted drug delivery are: maintenance of
the therapeutic effect of the drug, the possibility of transporting drugs
directly to the affected tissues or organs, reducing side effects, non-
toxicity of the carrier. One of the most promising materials for the
creation of magnetic nanostructures as carriers are NPs based on iron
oxide [29-32]. Authors [8] carried out systematic irradiation experi-
ments of agarose phantom cubes containing different concentration of
boron and Fe;0, NPs with the aim to test influence of magnetic NPs on
the neutron flux behavior. The authors concluded that magnetic drug
targeting can offer a strategy to deliver the required enrichment of
boron in cancer cells. Zhu et al. [33] attached o-carborane cage via
catalytic azide-alkyne cycloaddition that led to 9.83 mmol boron atoms
per gram of NPs. This method allow to reach boron concentration
51.4ug/g tumor and 1:10 ratio of tumor to normal tissues applying
1.14 T external magnetic field. Icten et al. [34] studied attachment of
bis(ascorbatoborate) complexes to PEGylated Fe;0,. Nanocomposites
contain 10'° B atoms per pg of the sample. Oleshkevich et al. [35]
prepared magnetic NPs which consist of a magnetic core
(2Fe;04Fe,05) and inorganic carboranylphosphinate shell that was
bind via coordination to the iron atoms. Carborane:Fe ratio is 1:70. In
our recent articles [22,36,37], di(o-carborano-1,2-dimethyl) borate was
immobilized on FeNi nanotubes and Fe;O, NPs via ionic interaction
with amino-functionalized surface of magnetic carriers. Boron content
reached to 10% of NPs according to XRD and EDX analysis.

In this paper, we present the result of Fe;04 NPs modification with
tetraethoxysilane (TEOS) and (3-glycidylpropyl) trimethoxysilane
(GPTMS). Isopropyl-o-carborane was attached on the Fe;O4 NPs via
covalent bonding. Formation of covalent bond between carborane and
magnetic carrier in comparison with ionic interaction can led to im-
provement of delivery efficiency and increase the concentration of
boron inside the cancer cells. The biocompatibility was evaluated in
vitro using human cancer cell lines with different sensitivities: HeLa
(cervical cancer cell), PC-3 (prostate cancer cell), HT-29 (colon cancer
cell), BxPC-3 (pancreatic cancer cell). Fibroblasts like cells of L929
obtained from subcutaneous adipose tissue of mouse were used as
normal cells (PN-EN ISO 10993-5:2009 norm).

2. Experimental
2.1. Synthesis and modification of Fe3O4 NPs

Fe;0, NPs were obtained by co-precipitation of a mixture of iron
chloride (II) and iron chloride (III) with the addition of ammonium
hydroxide according to the method described in the our previous
published article [22].

Modification of the surface of iron oxide NPs were performed in
aims to stabilize colloid solution of the NPs against precipitation, to
make these NPs more biological compatible and to create chemical
active groups for subsequent carborane attachment. Modification was
performed in two stages according to the Fig. 1.

At first stage, iron oxide NPs were coated with tetraethoxysilane
(TEOS). 1 g of Fe;0, NPs were dispersed in 200 mL of ethanol by ul-
trasonication. Then, 6 mL of TEOS and 10 mL of NH,OH were dropwise
added, reaction were kept at 50 °C during 5 h. Prepared NPs were wa-
shed 5 times with deionized, magnetic separation was used to wash off
nonmagnetic silica spheres. Obtained Fe;04/TEOS NPs were dried at
50 °C. Wight gain calculated by Eq. (1) is 46 + 5%.

OCHs

OH
HO, ol Co—si—oc, + (ﬂ,co),&/\/\o/w

OCyH, |
HO- @ oH = —%O—Si—m{
Tetracthoxysilane ‘I) (3-Glycidyloxypropyl)
i a4 b trimethoxysilane
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Fig. 2. FTIR spectra of Fes0,4 before and after modification at different stages.
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Functionalization of Fe;0,/TEOSwas performed using (3-glycidyl-
propyl) trimethoxysilane (GPTMS) in order to create chemical active
groups for subsequent covalent bonding of carborane compound. 1 g of
Fe;0,/TEOS NPs were ultrasonicated in 100 mL toluene, then 10 mL of
GPTMS was added to the suspension. Reaction was performed during
6 h at 70 °C. The reaction mixture were magnetically separated, washed
in toluene and diethyl ether, dried at 50 °C. Wight gain calculated by
Eq. (1) is 11 = 3%.

2.2. Immobilization of carboranes to functionalized Fe;04 NPs

Commercial available isopropyl-o-carborane (0,016 M) was dis-
solved in 30 mL anhydrous benzene. The solution was bubbled with
argon, then freshly prepared butyl lithium solution (0,016 M) was
added, isopropyl-o-carboranyl lithium was precipitated after 1h of
stirring. Diethyl ether was added to the reaction mixture to dissolve the
precipitate. After that, suspension of Fe;04/TEOS/GPTMS in benzene
was added. The reaction was carried out at room temperature during
6 h. The resulting suspension was magnetically separated, washed with
benzene and diethyl ether several times, dried in air at 50 °C. Wight
gain calculated by Eq. (1) is 10 = 2%.

2.3. Methods of characterization

FTIR spectra were recorded on Agilent Technologies Cary 600 Series
FTIR Spectrometer with Single Reflection Diamond ATR accessory
(GladiATR, PIKE) to study chemical group shifts before and after NPs
modification. Measurements were taken in the range of 400-4000 cm™.
All spectra (32 scans at 0.5 cm ™ 1 resolution) were recorded at 21-25 °C.
Spectra analysis was conducted by using Agilent Resolution Pro.
Melting point was measured at Buchi Melting Point M560.

JEOL JSM-7500F scanning electron microscope (SEM) was used for
characterization of NPs morphology during functionalization. More
detailed information is presented in [38]. The diagrams of nanoparticle
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Fig. 1. Scheme of Fe;04 modification and carborane immobilization.
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Fig. 3. SEM images of initial Fes04 (a), Fes04/TEOS (b), Fe304/TEOS/GPTMS (c), Fe04/TEOS/GPTMS/Carborane (d).
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Fig. 4. Particle size distribution of Fe;04/TEOS/GPTMS/Carborane suspended in water measured by DLS techniques at 293 K.
Table 1

Data from EDA spectra.

Sample Atomic content, %

Fe o Si B C
Initial Fe;0, 431 = 21 56.9 + 3.6 - - -
Fe304/TEOS 384 = 23 492 + 28 7.2 £ 0.6 - 52 + 03
Fe304/TEOS/GPTMS 213 =19 535 + 3.1 54 + 03 - 19.8 £ 1.5
Fe304/TEOS/GPTMS/carborane 232 + 1.3 402 + 32 24 + 02 153 + 1.3 189 * 1.4
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Fig. 5. X-ray diffraction of Fe30, at different stages of modification.

Table 2
Data on structural parameters of XRD analysis.

Sample Lattice parameter, A Crystalline size d (nm) Strain Density, g/cm® Specific surface area, m*/g
Initial Fe,04 8.3708 = 0.0024 143 = 16 0.30 + 0.07 5.242 0.054
Fe;0,/TEOS 8.3684 = 0.0017 175 + 5.2 0.60 + 0.02 5.247 0.045
Fe;0,/TEOS/GPTMS 8.3689 = 0.0015 17.1 + 23 0.55 + 0.09 5.246 0.029
Fe,0,/TEOS/GPTMS/carborane 8.3637 + 0.0013 115 + 23 0.23 = 0.16 5.256 0.033

distribution were evaluated by analyzing SEM images using ImagelJ.
More than 200 nanoparticles were analyzed. The transverse and long-
itudinal diameters of nanoparticles were determined. EDX analysis was
done using Hitachi TM 3030 with microanalysis system Bruker XFlash
MIN SVE at 15kV. The analysis of the elemental composition was
carried out evaluating the spectra from various points of the sample, the
average values of the element content was calculated based on the 10
spectra.

X-ray diffraction analysis was carried out on D8 ADVANCE ECO
diffractometer (Bruker, Germany) using CuKa source (A = 1.54060 A)A
The geometry of the X-ray diffraction patterns of Breg-Brentano,
26 = 20-80°, in increments of 0.01°, the spectrum acquisition time is 3 s
at a point. To identify the phases and study the crystal structure, the

software BrukerAXSDIFFRAC.EVAv.4.2 and the international database
ICDD PDF-2 were used. To determine the phase composition, a set of
the most intense diffraction lines was used for comparison with the
reference data [39,40].

The Mossbauer studies were carried out using a spectrometer
MS1104Em operating in the regime of constant accelerations with a
triangular shape of the Doppler velocity of the source relative to the
absorber. The *”Co nuclei in the Rh matrix were used as a source. The
Mossbauer spectrometer was calibrated at room temperature with a a-
Fe standard. For the fitting and analysis of Mdssbauer spectra, methods
for reconstructing the distributions of the hyperfine parameters of the
Mossbauer spectrum and model fitting of the spectrum were realized in
the SpectrRelax program [41] taking into account the a priori
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Fig. 6. Mossbauer spectra of *Fe nuclei

information about the object of the study.

Magnetic characteristics of composites were performed on the basis
of the research conducted on universal measuring system (automated
vibrating magnetometer) «Liquid Helium Free High Field Measurement
System» (Cryogenic LTD) in magnetic fields = 2T at 300 K.

DLS measurements were carried out in water solution at 293 K by
using PHOTOCOR Particle Size Analyzers at scattering angle equal 90°.
Before the measurements the suspensions systems were treated with
ultrasound for 20 min due to eliminate or minimalize the agglomeration
process that strongly overlay that of smaller particles. Each experiment
was repeated three times.

2.4. Cytotoxicity assay

2.4.1. Cell lines

In order to monitor the cytotoxic effect of functionalised magnetic
nanoparticles different human cancer cell lines were used: HeLa (cer-
vical cancer cell), PC-3 (prostate cancer cell), HT-29 (colon cancer cell),
BxPC-3 (pancreatic cancer cell). As recommended, fibroblasts like cells
of L929 obtained from subcutaneous adipose tissue of mouse were used
as normal cells (PN-EN ISO 10993-5:2009 norm). The cell culture for
HeLa and PC-3 as well as 1L929 was described previously [42]. HT-29
and BxPC-3 cells were cultured in RPMI 1640 medium (with the ad-
dition ofi-glutamine and 15mM Hepes) with 10% FBS and 1% of

-10
v, mm/s

in Fe;0, at different stages of modification.

antibiotics in temperature of 37 °C with 95% humidity and 5% CO,
flow. In case HT-29 additionally 1% MEM was used.

2.4.2. Cell incubation and MTT assay

Cytotoxicity of nanoparticles was evaluated using in vitro model and
day  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
[43,44]. All cancer cell lines and L929 cell line were plated into 96-well
plates in volume of 8 ——10 x 10°/100 pL/well. After 24 h incubation of
Fe;0,/TEOS/GPTMS/Carborane were added in range concentration
1-200 pg/mL and a volume of 100 pL/well into wells with suspensions
of particular cell lines. Subsequently, cells were incubated for next: 24 h
and 72h in standard conditions (37 °C and 5% CO,). In experiments
two types of cell culture medium were used: with fetal bovine serum
(FBS+) and without (FBS-). After that time, fresh prepared MTT solu-
tion (5 mg/1 mL PBS) was added in volume of 20 pL to each well and
cells were incubated for the next 3h in the same conditions. Then, the
wells contents were removed and lasting crystals were dissolved by the
addition of 100 uL. DMSO to each well. Absorbance was measured by
using spectrophotometer BioTek Power Wave XS at the wavelength of
A = 570 nm. Control values were absorbance measurements received
for the wells with cells incubated without the addition of the studied
compounds. For each concentration of the nanoparticles 6 absorbance
measurements were made, for which average values = SEM were
calculated. Prior to investigation the nanoparticles solution in PBS
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v 5 2 = (Phosphate Buffered Saline) probes were sonicated in order to disin-
H W W H tegrate particles with ultrasounds. Obtained MTT results were treated
< | = 9 n * with the aid of GraphPad Prism 7 Program, graphs, which depict in-
5 o L] n 2 pes . L1 . . :
| 2 Z = hibition of cell viability in relation to compound concentration.
T
E| o 3. Results and discussion
= |3 @ o @
El -
R ;' : ;‘ 3.1. Synthesis and functionalization of Fe;04 NPs
M| = vl v It
o . - « Fe;0, magnetic NPs were coated with isopropyl-o-carboranes ac-
- = = 3 cording to the scheme presented in Fig. 1. At the first stage, Fe;0,4
+ + H H magnetic core was synthesized by well-known method of precipitation
o E § 5 i with ammonia hydroxide [45]. As a result, spherical NPs were pro-
duced. FITR spectra presented in Fig. 2 consist of Fe-OH and Fe-O-Fe
0 BN a 5 valent vibrations at 3418 and 526 cm ~ ! respectively, that is in a good
= c = = accordance with previously published paper [22]. It is worth noticing
H H H H that the average dimensions of NPs were described as 21 * 4nm.
§ § § 5 Second stage was the modification of initial Fe;O4 NPs with TEOS due
R < < < to cover magnetic NPs with biocompatible silica layer and to make the
g1 P Ly
- & < & surface more reactive with GPTMS. The modification of Fe;O, with
= s = = TEOS led to appearance of a new peak at FTIR spectra at 1035 and
A H H H H 1159 cm ! related to Si-O-Si groups [46] and caused the increase of
group:
@ o < n
§ = o ) G the average size of NPs from 21 *= 4 to 26 = 6nm according to SEM
S|l s | s = s s
8 analysis presented in Fig. 3b.
LE 8 5 S - Further modification by GPTMS in toluene at 70 °C allowed creating
E = g = ~ chemical active epoxy groups for further isopropyl-o-carborane at-
bl H H # H tachment. Epoxy ring were detected in FTIR spectra at 900 cm ™~ *. SEM
E § § E E analysis (Fig. 3c) shows average size of Fe;0,/TEOS/GPTMS NPs of
s| = | ° e = 2 39 + 8nm. Commercial available isopropyl-o-carborane was attached
2 propys
E] & & % to Fe;0,/TEOS/GPTMS via covalent bonding with use butyl lithium.
g = -
= = S S S New peaks appeared at 3353, 2924, 2572, 1496, 1433 and 860 cm ™'
': ;‘ : : ;‘ are related to OH, C-H,B-H, §,, CH; andcarborane skeleton vibrations
'% s | @ 2 = = respectively [47], with decrease in average NPs size according to SEM
& analysis to 34 * 9nm (Fig. 3d). However, in this case, the large
Tl e SRR e Y standard deviation and large particle size distribution should also be
gl 2 HoH 1 1 + L
+ HoH H o + 5
< -‘: NEpean® gssen g2 taken into account.
g | FFIT I T T T T oy Hydrodynamic size of Fe;04/TEOS/GPTMS/Carborane was eval-
& uate techniques at . The particle size distribution is
& d by DLS hniqs 293 K. The particle size distributi i
g 8= oa © T . 5 5 :
= g 323 = S S presented in Fig. 4. Obtained data suggest that average hydrodynamic
2 > S
E w | S H H HoH H S H fl size of the sample is close to 60nm that differs with SEM results.
E E : §38838 & : 33 838 However it should be noted that size distribution obtained from SEM
el & ST7979 T7899.9°9 shows dry state of the sample, whereas DLS allows observing the
8 sample in the solvated state where solvent molecules associates with
£ g§8s38 s 3 3 8 particle [48]. Moreover system can exhibit the tendency to aggregation
1 S © © © © S o =1 =}
§ E HoHoHH R Hon P due to attractive particle-practical interactions.
Sl E|l8 28328 288N 2% EDA analysis was performed to study element content on Fe;0, NPs
_; d| |86 668 6566 nSS surface before and after modification. The data extracted from the EDA
'g « spectra are collected in Table 1. Initial Fe3O4 consist of 43.1% Fe and
3 g2z =] o S =8 56.9% O. Silanization of Fe;04 with TEOS led to appearance Si (7.2)
gf HOoH HOH A HoHo H o4 and C (5.2) and decreasing of Fe and O content to 38.4 and 49.2%
=R EE SR8 <23 e 3 NE respectively. Fe30,/TEOS/GPTMS consist of iron (21.3%), oxygen
S S|SB B 68 88 v v
o (53.5%), silica (5.4%), and carbon (19.8%). Isopropyl-o-carborane at-
§ g tachment led to appearance of boron in amount of 15.3%.
& ‘; . . . . Fig. 5 shows the dynamics of changes in X-ray diffraction patterns of
§ 5 £ :gf :;s 15 f";f Sgﬂ ﬂ;t :{,“ g ds da 3,5 the studied NPs before and after modification. The general view of the
AR R R R AL R& R ®
§ diffraction patterns shows that the NPs are polycrystalline structures of
g 2 non-stoichiometric magnetite whose crystalline parameters in the in-
g i 2 ; : 3
© g itial state were a = 8.371 A. At the same time, according to obtained
E g data, no significant changes due to the appearance of new diffraction
; 9 a reflections are observed. It indicates the absence of phase transition
E E E processes or the formation of new phases during the modification of
o . w ; 3 NPs and carborane attachment. The general appearance of the diffrac-
E % = f 2 tion patterns for the modified nanoparticles indicates a partial ordering
8
o E 2 T‘: E, E, g, of structural parameters, such as the crystal lattice parameter (see data
E g £ g £ ir E in Table 2). In this case, modification of NPs surface lead to a slight
s | E
£ & increase in crystallite sizes and distortion, which may be due to the
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The Mossbauer spectra were generally fitted by three subspectra of
multilevel superparamagnetic relaxation [49] corresponding to Fe
atoms in the states Fel*, Fej", FeZ**, and one quadrupole doublet
corresponding to atoms Fe atoms in the paramagnetic state. In this case,
an assumption was made of the same average relaxation rate for the
first three subspectra. According to the chemical formulas (2) and (3),
the ratio of the intensities of the subspectra corresponding to the three
states of the Fe atoms in iron oxide Fe;_,0, is equal to:

T T 1
0 1 2 3
Modification stage

Fig. 8. Dependence of the average Fe;_,O, NPs size on the modification stage.

formation of shell on NPs surface introducing changes in the structural
properties of the NPs. Moreover, in the case of carborane immobiliza-
tion, a decrease in these values for the studied nanoparticles is ob-
served.

Fig. 6 shows the Mossbauer spectra of Fe;0, at different stages of
modification. The chemical formula of iron oxide (Fe;.,0,4) can be re-
presented as a formula for a solid solution of magnetite Fe;04 and
maghemite y-Fe,O,:

Fe,_,0, = Fe™[{Fe*Fe*}, s, Fe3/TT, 103, @

or in the form of the formula for the mixture of magnetite and
maghemite phases:

Fe;_, 0, = (1 — b)Fe**[Fe?*Fe’*|0f™ + bFe“[Fe?Dé]Oﬁ‘. -
3

where: y is the number of vacancies ([J) in the octahedral (B) position
per formula unit, b is the molar concentration of maghemite. Herewith,
b = 3y (0 < b < 1). The octahedral B-positions of the crystalline cubic
structure of the spinel are indicated by square brackets in the formulas
(2) and (3), and the fast exchange of electrons between neighboring
atoms in the Fe}*Fe}" pairs (Verwey electronic exchange mechanism) is
indicated by curved brackets.

Regardless of the presentation method, the studied oxide Fe;., 0,4
contains Fe atoms in three different valence and structural states:
Fef\* “Feé* — trivalent Fe ions in the tetrahedral (A) and octahedral (B)
positions, Fe}** - 2.5+ valent Fe ions in the octahedral (B) position.

I(Fe" :é.s Y= &.ﬁ
I(FD)  fu fa 37 4
IFE by
= 2e2(1 — 3y) = ==«2(1 — b).
Fe) g, T E R ®

Here, the ratio of the probabilities of the Mossbauer effect f for Fe atoms
in the tetrahedral (f,) and octahedral (f;) positions was taken to be
0.94 = 0.02 [50].

From Fig. 6 it can be seen that the model we chose well describes
the experimental spectra (x> < 1.2). As a result of fitting, the values of
the Mossbauer spectra parameters were obtained, which are collected
in Table 1. For trivalent Fe atoms, the values of the hyperfine magnetic
field on 5’Fe nuclei are quite close (A\H, = H® — H* ~ 1kOe) and are
equal to ~485kOe, quadrupole shifts € = 0 mm/s, and the values of
the isomer shifts § for trivalent atoms are ~0.270mm/s and
~0.358 mm/s, which is typical for tetrahedral (A) and octahedral (B)
oxygen environments [51]. The values of the hyperfine parameters of
the subspectrum corresponding to Fe** atoms for the modified samples
were taken equal to the hyperfine parameters obtained for these atoms
in the initial sample (Table 3).

The main contribution to the experimental Mdssbauer spectrum is
made by the subspectra corresponding to Fe}" u Fej'" atoms, while the
contributions from the quadrupole doublet and sextet corresponding to
Feé’er atoms do not exceed 5% for modified samples of Fes.,04 oxide
nanoparticles. The values of the quadrupole shift and isomer shift for
the quadrupole doublet correspond to the values for Fe®* atoms. It can
be assumed that these atoms correspond to iron salts obtained during
the synthesis of the samples.

Using the relationship between the intensities of the subspectra (4)
and (5), the values of the molar concentration of maghemite b and the
number of vacancies per formula unit y were determined (Table 3 and
Fig. 7). Based on the method ‘center of gravity’ described in [52], to
determine the molar concentration of maghemite bs and the number of
vacancies per formula unit ys the following equations were used:

_ 9(m + & — )

by=3 2
ST om0 -5

(5)
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Table 4

Data of magnetic properties.
Sample He,Oe  Mr emu/g Ms, emu/g  Mr/Ms
Initial Fe;0, 14.2 0.49 65.2 0.00755
Fe50,/TEOS 10.6 0.8 61 0.01311
Fe,0,/TEOS/GPTMS 8.7 0.51 56.3 0.00908
Fe,0,/TEOS/GPTMS/Carborane  10.4 0.61 49.4 0.01225

where 8§, = 0.3206(22) mm/s and m = 0.2136(76) mm/s [52], é - the
average isomer shift for the three main subspectra corresponding to Fe
atoms in the structure of iron oxide. The values of bs and y; found by
this method almost coincided with the values of b and y obtained by us
(see Table 3).

For the initial sample in the case of a solid solution of magnetite
Fe;0, and maghemite y-Fe,O,, the number of vacancies per formula
unit is y = 0.165 = 0.004, and in the case of a mixture of magnetite

and maghemite phases, the molar concentration of maghemite is
b =0.49 = 0.01. In the process of subsequent modifications, particles
of iron oxide Fes_,0, are oxidized, and the values of y and b increase to
0.318 and 0.95, respectively (Fig. 7 and Table 3).

As a result of fitting the Mossbauer spectra, the values of the
parameter of the model of multilevel superparamagnetic relaxation o
(Table 3) which is equal to the ratio of the magnetic anisotropy energy
KegV to the thermal energy ksT were determined. This allowed us to
estimate the average Fe;_, 0, core size d.

The value of the magnetic anisotropy coefficient KsKes was cal-
culated separately for each sample, taking into account the value of the
molar concentration of maghemite b (Table 3) and the unit cell volumes
of pure magnetite and maghemite. In this case, the literature data on
the magnetic anisotropy coefficients for pure magnetite [53-58] and
pure maghemite [58-60]. The changes of the average Fes_,O; core size
at different modification stages are shown in Fig. 8. It can be seen that
their average size does not change during the modification and is equal
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Fig. 10. Cell viability after 24 and 72 h incubation with FBS and without FBS as a function of nanoparticles concentrations for HeLa, PC-3, HT-29, BxPC-3, L929 cell

lines.

tod = 16.3 * 0.4 nm for all samples.

Magnetic characteristics of composites were studied on a vibrational
magnetometer system (VMS) in magnetic fields = 2T at 300 K. Results
are presented in Fig. 9 and data summarized in Table 4.

The hysteresis loops for the synthesized NPs have the form char-
acteristic of nanoparticles of superparamagnetic materials. The mag-
netic parameters calculated from the hysteresis loops for the initial
Fe;0, have the following values: the coercive force is about 14 Oe, the
residual magnetization is 0.49 emu/g, the saturation magnetization is
65 emu/g, which is typical for magnetic Fe;O, nanoparticles [61,62].
Coating with silanes lead to slightly change in the magnetic parameters.
However, it should be noted that the coating reduces the coercivity of
NPs to 10,6 Oe, which is associated with a reduction in the interaction
between the particles, due to changes in the distance between the
magnetic nuclei (SEM analysis showed an increase of NPs size). In ad-
dition, there is a change in the surface of the initial magnetic nanos-
tructures, leading to a change in the orientation of the spins, as evi-
denced by a change in the remanent magnetization (up to 0.61 emu/g)
and the squareness of the hysteresis loops (up to 0.01225). However,
both of these factors do not make a significant contribution to the
change in the magnetic parameters of the initial NPs, which after
coating remains their superparamagnetic properties. An increase in the
amount of the nonmagnetic component (layers of functional coatings)
leads to a decrease in the specific saturation magnetization (up to
49.4 emu/g). The analysis of the change in the magnetic properties of
magnetite NPs after functionalization with silanes and carboranes
showed that this modification do not lead to significant changes in the
initial magnetic parameters.

3.2. Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of Fe;0,/TEOS/GPTMS/Carborane was character-
ized by determination of cell vitality. The percentages of active cells —
cell viability + SEM values after 24 h and 72 h incubation were pre-
sented in Fig. 9.

Visual inspection of cells along with the viability and cytotoxicity
after 24 h as well as 72 h incubation results indicated a low cytotoxicity
of investigated particles for concentrations < 200 pg/mL in case all
investigated cell lines. For that reason the value of IC50 (half maximal
inhibitory concentration) has not been established. The dose-dependent
decrease in viability is well visible for HeLa, PC-3 and HT-29 cells. The
experiments indicate that mitochondrial and overall cell viability is
maintained. Unexpected increase in viability visible specially for
medium without (FBS-) may be due to increased mitochondrial activity
associated with cell phagocytosis of nanoparticles (Fig. 10).

In Fig. 11 were presented the images of cell line L929 incubated
72 h with nanoparticles obtained by using light microscope. It is worth
noticing that nanoparticles concentrate outside the cells and only at
higher concentration incorporate into the cells. As is well seen nano-
particles exhibit also aggregation tendency. Probably the aggregation
tendency influence on the biological activity of nanoparticles even
stronger than structural factors like shape or surface charge [63].

4. Conclusions

In this article, Fe;0, NPs with average size of 21 + 4nm were
modified with silanes (TEOS and GPTMS) to improve biocompatibility
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72 h incubation with nanoparticles concentration 100 um/mL (c) obtained by using light microscope (extension 400 X ).

and create active groups to immobilize carborane containing com-
pounds. Success modification and carborane immobilization in con-
centration of 15.3% was proved by FTIR and EDA analysis. SEM and
DLS analysis was used to control changes in NPs size after each stage of
modification. Fe;0, NPs with payloads showed average size of
34 + 9nm according to SEM and average hydrodynamic size of 62 nm
according to DLS analysis. This sized is appropriated for further appli-
cation for biomedical propose. XRD, Mdssbauer spectroscopy and VMS
showed minor changes in the properties of NPs after the modification.
Coercivity reduced from 14.2 to 10.4 Oe. Thus, Fe304/TEOS/GPTMS/
Carborane remains their superparamagnetic properties. in vitro studies
which were carried out on HeLa, PC-3, HT-29, BxPC-3 and 1929, con-
firmed non-toxicity of prepared NPs in concentration range from 1 to
200 ug/mL. The obtained results allow us to state that the synthesized
NPs can be further tested for the targeted delivery of boron to tumor for
BNCT.

Funding

This study was funded by the Ministry of Education and Science of
the Republic of Kazakhstan (grant No AP05130947, grant No
AP08051954) and Joint Institute for Nuclear Research-Republic of
Kazakhstan cooperation program (Order No. 311, 29.04.2019).
“Immobilization of carborane-containing compounds on magnetic na-
nostructures for potential application in boron neutron capture therapy
of cancer”.

10

Ethical approval

This chapter does not contain any studies with human participants
or animals performed by any of the authors.

Informed consent: Informed consent was obtained from all in-
dividual participants included in the study.

Declaration of competing interest

The authors declare that they have no conflict of interest.

CRediT authorship contribution statement

LV. Korolkov: Supervision, Conceptualization, Methodology,
Writing - original draft, Project administration, Funding acquisition. K.
Ludzik: Conceptualization, Methodology, Funding acquisition, Writing
- original draft. A.L. Kozlovskiy: Methodology, Investigation,
Visualization, Writing - original draft. M.S. Fadeev: Investigation,
Methodology, Writing - original draft. A.E. Shumskaya: Visualization,
Validation. Ye.G. Gorin: Investigation. B. Marciniak: Data curation,
Validation. M. Jazdzewska: Methodology, Formal analysis. D.
Chudoba: Visualization, Formal analysis. R. Kontek: Investigation,
Methodology. A. Nazarova: Investigation, Validation. V.S. Rusakov:
Supervision, Writing - review & editing. M.V. Zdorovets: Writing -
review & editing.



[image: image61.jpg]LV. Korolkov, et al.

References

m

21

31

4

51

61

71

8

91

101

1]

2]

[13]

[14]

[15]

[16]

171

(18]

191

[20]

[21]

[22]

S.K. Sharma, N. Shrivastava, F. Rossi, L.D. Tung, N.T.K. Thanh, Nanoparticles-based
magnetic and photo induced hyperthermia for cancer treatment, Nano Today
(2019) 100795, https://doi.org/10.1016/J.NANTOD.2019.100795.

D. Al-Shammery, D. Michelogiannakis, Z.U. Ahmed, H.B. Ahmed, P.E. Rossouw,
G.E. Romanos, F. Javed, Scope of antimicrobial photodynamic therapy in
Orthodontics and related research: a review, Photodiagn. Photodyn. Ther. 25
(2019) 456-459, https://doi.org/10.1016/j.pdpdt.2019.02.011.

K. Hu, Z. Yang, L. Zhang, L. Xie, L. Wang, H. Xu, L. Josephson, S.H. Liang,

M.R. Zhang, Boron agents for neutron capture therapy, Coord. Chem. Rev. 405
(2020) 213139, , https://doi.org/10.1016/j.ccr.2019.213139.

S. Savolainen, M. Kortesniemi, M. Timonen, V. Reijonen, L. Kuusela, J. Uusi-Simola,
E. Salli, H. Koivunoro, T. Sepplé, N. Lénnroth, P. Vilimaki, H. Hyvénen,

P. Kotiluoto, T. Serén, A. Kuronen, S. Heikkinen, A. Kosunen, I. Auterinen, Boron
neutron capture therapy (BNCT) in Finland: technological and physical prospects
after 20 years of experiences, Phys. Med. 29 (2013) 233-248, https://doi.org/10.
1016/j.ejmp.2012.04.008.

S. Sumitani, Y. Nagasaki, Boron neutron capture therapy assisted by boron-con-
jugated nanoparticles, Polym. J. 44 (2012) 522-530, https://doi.org/10.1038/pj.
2012.30.

K. Nedunchezhian, N. Aswath, M. Thiruppathy, S. Thirugnanamurthy, Boron
Neutron Capture Therapy - A Literature Review, J. Clin. Diagn. Res. 10 (2016)
ZEO01-ZE04, https://doi.org/10.7860/JCDR/2016/19890.9024.

M. Suzuki, Boron neutron capture therapy (BNCT): a unique role in radiotherapy
with a view to entering the accelerator-based BNCT era, Int. J. Clin. Oncol. 25
(2020) 43-50, https://doi.org/10.1007/510147-019-01480-4.

R. Tietze, H. Unterweger, S. Diirr, S. Lyer, L. Canella, P. Kudejova, F.M. Wagner,
W. Petry, N. Taccardi, C. Alexiou, Boron containing magnetic nanoparticles for
neutron capture therapy - an innovative approach for specifically targeting tumors,
Appl. Radiat. Isot. 106 (2015) 151-155, https://doi.org/10.1016/j.apradiso.2015.
07.028.

R.F. Barth, J. Grecula, Boron neutron capture therapy at the crossroads: where do
we go from here? Appl. Radiat. Isot. (2019) 1-8, https://doi.org/10.1016/j.
apradiso.2019.109029.

S. Sumitani, M. Oishi, Y. Nagasaki, Carborane confined nanoparticles for boron
neutron capture therapy: Improved stability, blood circulation time and tumor ac-
cumulation, React. Funct. Polym. 71 (2011) 684-693, https://doi.org/10.1016/J.
REACTFUNCTPOLYM.2011.03.010.

Y. Miyajima, H. Nakamura, Y. Kuwata, J.-D. Lee, S. Masunaga, K. Ono,

Kazuo Maruyama, Transferrin- loaded nido-carborane liposomes: tumor-targeting
boron delivery system for neutron capture therapy, Bioconjug. Chem. 17 (2006)
1314-1320, https://doi.org/10.1021/BCO60064K.

S. Altieri, M. Balzi, S. Bortolussi, P. Bruschi, L. Ciani, A.M. Clerici, P. Faraoni,

C. Ferrari, M.A. Gadan, L. Panza, D. Pietrangeli, G. Ricciardi, S. Ristori, Carborane
Derivatives Loaded into Liposomes as Efficient Delivery Systems for Boron Neutron
Capture Therapy', J. Med. Chem. 52 (2009) 7829-7835, https://doi.org/10.1021/
jm900763b.

Z. Yinghuai, A.T. Peng, K. Carpenter, J.A. Maguire, N.S. Hosmane, Masao Takagaki,
Substituted carborane-appended water-soluble single-wall carbon nanotubes: new
approach to boron neutron capture therapy drug delivery, J. Am. Chem. Soc. 127
(2005) 9875-9880, https://doi.org/10.1021/JA0517116.

R.H. Pak, F.J. Primus, K.J. Rickard-Dickson, L.L. Ng, R.R. Kane, M.F. Hawthorne,
Preparation and properties of nido-carborane-specific monoclonal antibodies for
potential use in boron neutron capture therapy for cancer, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 92 (1995) 6986-6990 (accessed 17.04.18), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/7624355.

A.M. Cioran, F. Teixidor, Z. Krpetié, M. Brust, C. Vifias, Preparation and char-
acterization of Au nanoparticles capped with mercaptocarboranylclusters, Dalton
Trans. 43 (2014) 5054-5061, https://doi.org/10.1039/¢3dt52872c.

G.D. Nipan, V.A. Ketsko, A.L Stognij, A.V. Trukhanov, T.N. Kol'Tsova,

M.A. Kop’Eva, L.V. Elesina, N.T. Kuznetsov, Properties of Mg(Fe 1 - X Gax) 20 4 +
& solid solutions in stable and metastable states, Inorg. Mater. Appl. Res. 46 (2010)
429-433, https://doi.org/10.1134/50020168510040199.

V.A. Ketsko, E.N. Beresnev, M.A. Kop’eva, L.V. Elesina, A.L Baranchikov,

AL Stognii, A.V. Trukhanov, N.T. Kuznetsov, Specifics of pyrohydrolytic and solid-
phase syntheses of solid solutions in the (MgGa204)x(MgFe20 4)1-x system, Russ.
J. Inorg. Chem. 55 (2010) 427-429, https://doi.org/10.1134/
$0036023610030216.

M.A. Almessiere, Y. Slimani, H. Giingiines, V.G. Kostishyn, S.V. Trukhanov,

A.V. Trukhanov, A. Baykal, Impact of Eu3 + ion substitution on structural, magnetic
and microwave traits of Ni-Cu-Zn spinel ferrites, Ceram. Int. 46 (2020)
11124-11131, https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2020.01.132.

F. Paquin, J. Rivnay, A. Salleo, N. Stingelin, C. Silva, Multi-phase semicrystalline
microstructures drive exciton dissociation in neat plastic semiconductors, J. Mater.
Chem. C 3 (2015) 10715-10722, https://doi.org/10.1039/b000000x.

A. Chakrabarti, N.S. Hosmane, Nanotechnology-driven chemistry of boron mate-
rials, Pure Appl. Chem. 84 (2012) 2299-2308, https://doi.org/10.1351/PAC-CON-
12-01-05.

Y. Zhu, Y. Lin, Y.Z. Zhu, J. Lu, J.A. Maguire, N.S. Hosmane, Boron drug delivery via
encapsulated magnetic nanocomposites: a new approach for BNCT in Cancer
treatment, J. Nanomater. 2010 (2010) 1-8, https://doi.org/10.1155/2010/
409320.

D.L Tishkevich, LV. Korolkov, A.L. Kozlovskiy, M. Anisovich, D.A. Vinnik,

A.E. Ermekova, A.L Vorobjova, E.E. Shumskaya, T.L Zubar, S.V. Trukhanov,

11

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[371

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Materials Today Communications 24 (2020) 101247

M.V. Zdorovets, A.V. Trukhanov, Immobilization of boron-rich compound on
Fe304 nanoparticles: stability and cytotoxicity, J. Alloys. Compd. 797 (2019)
573-581, https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2019.05.075.

A. Kozlovskiy, M. Zdorovets, K. Kadyrzhanov, L. Korolkov, V. Rusakov,

L. Nikolaevich, O. Fesenko, O. Budnyk, D. Yakimchuk, A. Shumskaya, E. Kaniukov,
FeCo nanotubes: possible tool for targeted delivery of drugs and proteins, Appl.
Nanosci. 9 (2019) 1091-1099, https://doi.org/10.1007/513204-018-0889-3.

A. Vorobjova, D. Tishkevich, D. Shimanovich, M. Zdorovets, A. Kozlovskiy,

T. Zubar, D. Vinnik, M. Dong, S. Trukhanov, A. Trukhanov, V. Fedosyuk,
Electrochemical behaviour of Ti/AI203/Ni nanocomposite material in artificial
physiological solution: prospects for biomedical application, Nanomaterials 10
(2020), https://doi.org/10.3390/nan010010173.

M.A. Almessiere, A.V. Trukhanov, F.A. Khan, Y. Slimani, N. Tashkandi,

V.A. Turchenko, T.L Zubar, D.L Tishkevich, S.V. Trukhanov, L.V. Panina, A. Baykal,
Correlation between microstructure parameters and anti-cancer activity of the
[Mn0.5Zn0.5] (EuxNdxFe2-2x)04 nanoferrites produced by modified sol-gel and
ultrasonic methods, Ceram. Int. 46 (2020) 7346-7354, https://doi.org/10.1016/j.
ceramint.2019.11.230.

D.L Tishkevich, A.L Vorobjova, D.L. Shimanovich, D.A. Vinnik, T.I. Zubar,

A.L. Kozlovskiy, MLV. Zdorovets, D.V. Yakimchuk, S.V. Trukhanov, A.V. Trukhanov,
Formation and corrosion properties of Ni-based composite material in the anodic
alumina porous matrix, J. Alloy. Compd. 804 (2019) 139-146, htps://doi.org/10.
1016/j.jallcom.2019.07.001.

M.A. Almessiere, A.V. Trukhanov, Y. Slimani, K.Y. You, S.V. Trukhanov,

E.L. Trukhanova, F. Esa, A. Sadaqati, K. Chaudhary, M. Zdorovets, A. Baykal,
Correlation between composition and electrodynamics properties in nanocompo-
sites based on hard/soft ferrimagnetics with strong exchange coupling,
Nanomaterials 9 (2019), https://doi.org/10.3390/nan09020202.

S.V. Trukhanov, A.V. Trukhanov, V.A. Turchenko, A.V. Trukhanov,

E.L. Trukhanova, D.L Tishkevich, V.M. Ivanov, T.L Zubar, M. Salem,

V.G. Kostishyn, L.V. Panina, D.A. Vinnik, S.A. Gudkova, Polarization origin and iron
positions in indium doped barium hexaferrites, Ceram. Int. 44 (2018) 290-300,
https://doi.org/10.1016/j.ceramint.2017.09.172.

T.D. Clemons, R.H. Kerr, A. Joos, Multifunctional magnetic nanoparticles: design,
synthesis, and biomedical applications, Compr. Nanosci. Nanotechnol. (2019)
193-210, https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803581-8.10462-X.

A. Malik, T. Tahir Butt, S. Zahid, F. Zahid, S. Waquar, M. Rasool, M.H. Qazi,
A.M. Qazi, Use of Magnetic Nanoparticles as Targeted Therapy: Theranostic
Approach to Treat and Diagnose Cancer, J. Nanotechnol. 2017 (2017) 1-8, https://
doi.org/10.1155/2017/1098765.

Z. Yang, B. Cui, Y. Bu, Y. Wang, Preparation of flower-dewdrops Fe304/carbon-
$i02 microsphere for microwave-triggered drug delivery, J. Alloy. Compd. 775
(2019) 826-835, https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2018.10.164.

B. Dutta, N.G. Shetake, S.L. Gawali, B.K. Barick, K.C. Barick, P.D. Babu,

B.N. Pandey, K. Priyadarsini, P.A. Hassan, PEG mediated shape-selective synthesis
of cubic Fe304 nanoparticles for cancer therapeutics, J. Alloy. Compd. 737 (2018)
347-355, https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2017.12.028.

Y. Zhu, Y. Lin, Y.Z. Zhu, J. Lu, J.A. Maguire, N.S. Hosmane, Boron drug delivery via
encapsulated magnetic nanocomposites: a new approach for BNCT in Gancer
treatment, J. Nanomater. 2010 (2010) 1-8, https://doi.org/10.1155/2010/
409320.

0. Icten, N.S. Hosmane, D.A. Kose, B. Zumreoglu-Karan, Magnetic nanocomposites
of boron and Vitamin C, New J. Chem. 41 (2017) 3646-3652, https://doi.org/10.
1039/¢6nj03894h.

E. Oleshkevich, F. Teixidor, A. Rosell, C. Vin, Merging icosahedral boron clusters
and magnetic nanoparticles: aiming toward multifunctional nanohybrid materials,
Inorg. Chem. 57 (2018) 462-470, https://doi.org/10.1021/acs.inorgehem.
7b02691.

LV. Korolkov, A.L. Kozlovskiy, Y.G. Gorin, A.V. Kazantsev, D.L Shlimas,

M.V. Zdorovets, N.K. Ualieva, V.S. Rusakov, Immobilization of carborane deriva-
tives on Ni/Fe nanotubes for BNCT, J. Nanopart. Res. 20 (2018) 240, https://doi.
0rg/10.1007/511051-018-4346-8.

D.Z. Tulebayeva, A.L. Kozlovskiy, LV. Korolkov, Y.G. Gorin, A.V. Kazantsev,

L. Abylgazina, E.E. Shumskaya, E.Y. Kaniukov, M.V. Zdorovets, Modification of Fe 5
0 , nanoparticles with carboranes, Mater. Res. Express 5 (2018) 105011, , https://
doi.org/10.1088/2053-1591/aadb08.

T. Zubar, A. Trukhanov, D. Vinnik, K. Astapovich, D. Tishkevich, E. Kaniukov,

A. Kozlovskiy, M. Zdorovets, S. Trukhanov, Features of the growth processes and
magnetic domain structure of NiFe nano-objects, J. Phys. Chem. C 123 (2019)
26957-26964, https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.9b06997.

A.V. Trukhanov, V.G. Kostishyn, L.V. Panina, V.V. Korovushkin, V.A. Turchenko,
P. Thakur, A. Thakur, Y. Yang, D.A. Vinnik, E.S. Yakovenko, L.Y. Matzui,

E.L. Trukhanova, S.V. Trukhanov, Control of electromagnetic properties in sub-
stituted M-type hexagonal ferrites, J. Alloy. Compd. 754 (2018) 247-256, htps://
doi.org/10.1016/j jallcom.2018.04.150.

A.V. Trukhanov, V.0. Turchenko, LA. Bobrikov, S.V. Trukhanov, LS. Kazakevich,
A.M. Balagurov, Crystal structure and magnetic properties of the BaFel2-xAlx019
(x=0.1-1.2) solid solutions, J. Magn. Magn. Mater. 393 (2015) 253-259, https://
doi.org/10.1016/j.jmmm.2015.05.076.

M.E. Matsnev, V.S. Rusakov, SpectrRelax: An application for Méssbauer spectra
modeling and fitting, AIP Conf. Proc. 1489 (2012) 178-185, https://doi.org/10.
1063/1.4759488.

A.L. Kozlovskiy, A.E. Ermekova, LV. Korolkov, D. Chudoba, M. Jazdzewska,

K. Ludzik, A. Nazarova, B. Marciniak, R. Kontek, A.E. Shumskaya, M.V. Zdorovets,
Study of phase transformations, structural, corrosion properties and cytotoxicity of
magnetite-based nanoparticles, Vacuum. 163 (2019) 236-247, https://doi.org/10.




[image: image62.jpg]LV. Korolkov, et al.

[43]

[44]

[45]

[46]

471

48]

491

[50]

[51]

[52]

1016/J.VACUUM.2019.02.029.

J.C. Stockert, R.W. Horobin, L.L. Colombo, A. Blazquez-Castro, Tetrazolium salts
and formazan products in Cell Biology: viability assessment, fluorescence imaging,
and labeling perspectives, Acta Histochem. 120 (2018) 159-167, hips://doi.org/
10.1016/j.acthis.2018.02.005.

K. Abe, N. Matsuki, Measurement of cellular 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide (MTT) reduction activity and lactate dehydrogenase
release using MTT, Neurosci. Res. 38 (2000) 325-329, https://doi.org/10.1016/
$0168-0102(00)00188-7.

T. Ahn, J.H. Kim, H.M. Yang, J.W. Lee, J.D. Kim, Formation pathways of magnetite
nanoparticles by coprecipitation method, J. Phys. Chem. C 116 (2012) 6069-6076,
hitps://doi.org/10.1021/jp211843g.

F. Rubio, J. Rubio, J.L. Oteo, A FT-IR study of the hydrolysis of
Tetraethylorthoselicate (TEOS), Spectrosc. Lett. 31 (1998) 199-219, https://doi.
0rg/10.1080/00387019808006772.

L.A. Leites, . Introductlon, I. Boranes, L. Boranes, B. Modes, G.I. Boranes,

C. Heteroatoms, Vibrational spectroscopy of carboranes and parent boranes and its
capabilities in carborane chemistry, Chem. Rev. 92 (1992) 279-323.

P. Eaton, P. Quaresma, C. Soares, C. Neves, M.P. de Almeida, E. Pereira, P. West, A
direct comparison of experimental methods to measure dimensions of synthetic
nanoparticles, Ultramicroscopy 182 (2017) 179-190, https://doi.org/10.1016/j.
ultramic.2017.07.001.

D.H. Jones, K.K.P. Srivastava, Many-state relaxation model for the Méssbauer
spectra of superparamagnets, Phys. Rev. B 34 (1986) 7542-7548, https://doi.org/
10.1103/PhysRevB.34.7542.

G.A. Sawatzky, F. Van Der Woude, A.H. Morrish, Recoilless-fraction ratios for Fe57
in octahedral and tetrahedral sites of a spinel and a garnet, Phys. Rev. 183 (1969)
383-386, https://doi.org/10.1103/PhysRev.183.383.

F. Menil, Systematic trends of the 57Fe Mossbauer isomer shifts in (FeOn) and
(FeFn) polyhedra. Evidence of a new correlation between the isomer shift and the
inductive effect of the competing bond T-X (— Fe) (where X is O or F and T any
element with a formal posit, J. Phys. Chem. Solids 46 (1985) 763-789, https://doi.
org/10.1016/0022-3697(85)90001-0.

J. Fock, L.K. Bogart, D. Gonzalez-Alonso, J.1. Espeso, M.F. Hansen, M. Varén,

C. Frandsen, Q.A. Pankhurst, On the “centre of gravity” method for measuring the
composition of magnetite/maghemite mixtures, or the stoichiometry of magnetite-

12

[53]

[54]

[55]

[56]

[571

[58]

[59]

[60]

611

[62]

[63]

Materials Today Communications 24 (2020) 101247

maghemite solid solutions, via 57Fe Méssbauer spectroscopy, J. Phys. D Appl. Phys.
50 (2017), https://doi.org/10.1088/1361-6463/aa73fa.

R.F.C. Marques, C. Garcia, P. Lecante, S.J.L. Ribeiro, L. Noé, N.J.O. Silva,

V.S. Amaral, A. Milldn, M. Verelst, Electro-precipitation of Fe304 nanoparticles in
ethanol, J. Magn. Magn. Mater. 320 (2008) 2311-2315, https://doi.org/10.1016/j.
jmmm.2008.04.165.

E. Lima, A.L. Brandl, A.D. Arelaro, G.F. Goya, Spin disorder and magnetic aniso-
tropy in Fe3 04 nanoparticles, J. Appl. Phys. 99 (2006), https://doi.org/10.1063/1.
2191471,

G.F. Goya, T.S. Berqué, F.C. Fonseca, M.P. Morales, Static and dynamic magnetic
properties of spherical magnetite nanoparticles, J. Appl. Phys. 94 (2003)
3520-3528, https://doi.org/10.1063/1.1599959.
R. Aragon, Cubic magnetic anisotropy of nonstoichiometric magnetite, Phys. Rev. B
46 (1992) 5334-5338, https://doi.org/10.1103/PhysRevB.46.5334.

L.R. Bickford, J.M. Brownlow, R.F. Penoyer, Magnetocrystalline anisotropy in co-
balt-substituted magnetite single crystals, Proc. IEE - Part B Radio Electron. Eng.
104 (1957) 238-244, https://doi.org/10.1049/pi-b-1.1957.0038.

J.B. Birks, The properties of ferromagnetic compounds at centimetre wavelengths,
Proc. Phys. Soc. Sect. B 63 (1950) 65-74, https://doi.org/10.1088/0370-1301/63/
2/301.

T. Humihiko, C. Shu, Vacancy Ordering in Epitaxially-Grown Single Crystals of y-
Fe203, J. Phys. Soc. Jpn. 21 (1966) 1255-1261, https://doi.org/10.1143/JPSJ.21.
1255.

E.P. Valstyn, J.P. Hanton, A.H. Morrish, Ferromagnetic resonance of single-domain
particles, Phys. Rev. 128 (1962) 2078-2087, htps://doi.org/10.1103/PhysRev.
128.2078.

G. Kandasamy, D. Maity, Recent advances in superparamagnetic iron oxide nano-
particles (SPIONSs) for in vitro and in vivo cancer nanotheranostics, Int. J. Pharm.
496 (2015) 191-218, https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2015.10.058.

M. Mahdavi, M. Ahmad, M. Haron, F. Namvar, B. Nadi, M. Rahman, J. Amin,
Synthesis, surface modification and characterisation of biocompatible magnetic
iron oxide nanoparticles for biomedical applications, Molecules 18 (2013)
7533-7548, https://doi.org/10.3390/molecules18077533.

W. Wang, K. Gaus, R.D. Tilley, J.J. Gooding, The impact of nanoparticle shape on
cellular internalisation and transport: What do the different analysis methods tell
us? Mater. Horizons. 6 (2019) 1538-1547, https://doi.org/10.1039/c9mh00664h.





[image: image63.jpg](54)

(73)

PECIIYBJIMKA K

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MATEHT
PATENT

Ne 5058

MAWIAJIBI MOJIEJBIE / HA TIOJIE3HYIO MOJIEJIb / FOR UTILITY MODEL

(1) 2019/0788.2

(22) 11.09.2019

@5)  11.09.2020

MarHuTTik HaHOTYTiKTepre KapOopaH KOChUIBICTAPBIH IIAIIBIPATY TACINI
Cnoco6 nMMOOHIH3aIMH KapOOPAHOBBIX COCIMHEHHH HA MATHUTHBIE HAHOTPYOKH
Method of immobilizing carborane compounds on magnetic nanotubes

Kasakcran PecryOnukacsl DHepreTHka MHHHCTPIITIHIH «S1AposbIK GpU3KMKa MHCTUTYTBD) IApPYAIIbLIBIK JKYPTi3y
KYKBIFBIHJIAFBI PECITyONNKAIBIK MEMIICKeTTiK KocinopHsl (KZ)

Pecnybnukanckoe rocygapcTBEHHOE TpPEINpPHATHE HA MpaBe XO3SHCTBEHHOrO BemeHHs «MHCTUTYT smepHOit
¢usukn» Munucrepcersa suepretuxu Pecy6nnku Kazaxcran (KZ)

«Institute of Nuclear Physics» Republican State Enterprise on the Right of Economic Management of the
Ministry of Energy of the Republic of Kazakhstan (KZ)

3noposenr Makcum Bnagumuposuy (KZ) Zdorovets Maksim Vladimirovich (KZ)
Koponbkos Mnbs Bragumuposuu (KZ) Korolkov Ilya Vladimirovich (KZ)
Ecxanos Apman Baxsimkanosnu (KZ) Yeszhanov Arman Bakhytzhanovich (KZ)
Topun Esrennii I'ennansesuu (KZ) Gorin Yevgeniy Gennadyevich (KZ)
Kosnosckuii Aprem Jleonngosuu (KZ) Kozlovskiy Artem Leonidovich (KZ)

OLK xom KoHBLIABI E. Kyantsipos
Toamucano DLII E. KyanTtsipos
Signed with EDS Y. Kuantyrov

«¥NTTHIK 3UATKEPIIK MeHIIiK HHCTHTYTBD» PMK mupexropsr
Jlupexrop PI'TI «HanuoHanbHbIH HHCTUTYT MHTE/UICKTYAIbHON COOCTBEHHOCTH
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE





ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Способ иммобилизации карборановых соединений на магнитные нанотрубки
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Pucynoxk 2 — HIIBO-UK cniekTpbl HCXOIHBIX Pucynok 3 - HIIBO-UK cnexTpsl HCXOAHBIX
Ni/Fe HT (1), Ni/Fe-HT/carborane I (2) u Ni/Fe HT (1), Ni/Fe-HT/carborane II (2) u
carborane I (3) carborane II (3)

OJIA aHanM3 NPOBOAMJICA AT HM3YYEHHs PACIHpe/IeICHHs JJIEMEHTOB Ha IOBEPXHOCTH
Ni/Fe HT no u mnocne Moaupukanuu. Pacmpenenenuwe saeMeHTOB Mo moBepxHoctH HT
npeAcTaBleHO Ha pucyHke 4. JlaHHble, moiydeHHble W3 DJIA CIEKTpPOB, NpEACTaBICHBI B

Tabiuue 1.

@) (©6) (2) (r)
Pucynok 4 — COM wuzobpaxenue (a) pacnpenenenue Ni (0), Fe (B), B (r) ma Fe/Ni HT ¢
UMMOOHUTN30BaHHBIMU KapbopaHaMu

PesynpraTel moKa3bIBalOT Xopollee pacmnpeneieHue Oopa Ha mnoBepxHoctH HT.
AMUHHpOBaHHE IIpHBEJI0 K YBEIMYEHHUIO cojaepxkaHus azota 1o 7% (ar.), Torma xak
uMMOOHIH3anus kKapbopaHa MpHBeNia K MOsSBICHHIO 6opa B komuuecTBe 14,53 u 14,65% nns
carborane I n carborane Il cooTBeTCTBEHHO. BOSHUKHOBEHHE KHCIOPOAa MOKHO OOBSICHUTH Kak
BO3MOJKHBIM OKHCJIEHHEM JKelle3a, TaK U cofepkaHueM kuciopoaa B APTMS u kapbopaHOBBIX
coenuHeHusAx. CreqyeTr Takke OTMETUTh, YTO IIPUCOEIUHEHUE KapOOpaHOB HEIOCPEICTBEHHO K
Ni/Fe HT |6e3 npeaBaputensHoro nokpeituss APTMS npuBeno k xoHuneHTpamuu 6opa 0,7-1%,

BCIIEICTBUE HECTIELU(UYIHBIX B3aHMO/ICHCTBHH.
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Tabmumna 1 — Jlanaele DJIA ananmmza

AtoMHOe coaepxanue, % [NH;],
i i B N Fe Ni 0 uM/r
Ni/Fe HT - - 19,00 81,00 - -
Ni/Fe-SiNH, HT - 7,00 14,50 62,20 16,30 9,60
Ni/Fe-
HT/Carborane I 14,53 1,67 13,00 60,60 10,20 -
Ni/Fe-
HT/Catborane II 14,65 2,87 11,54 62,60 8,34 -
COM nmpoBomwIM I OLEHKHM H3MEHEHHH MOpP(QOJIOrHHM I0Cie HMMMOOHMIM3ALUH
kapbopana. Tunuuyneie COM wu300pakeHHs mpeacTaBieHbl Ha pucyHke 5. CpaBHuBas COM

H306pax<anx HUCXOJHBIX HAaHOTPYOOK (PHCYHOK 5a) ¢ IMpeACTaBICHHBIMHU ITOCe MOAU(UKaIH,
HaOJII0JaeTCs OTYETIHBOe H3MeHeHHe Mopdosorud mnoBepxHocTd. OHa craHOBUTCS Oosee
rpy0oii ¢ HEKOTOPHIMH BKJIIOYEHHUSMH Ha HX IMOBEPXHOCTH, I[IO-BHIUMOMY, coriacHo DJIA,
OTHoc;mn/‘fec;[ K APTMS u carborane I, 11.

|

a

Pucynok 5 — COM ¢otorpaduu Ni/Fe-HT/carborane I (a,B) u Ni/Fe-HT/carborane II (6,r)

JIns| yTOYHeHHMs IIapaMeTPOB  KPHCTAUIMYECKOM  CTPYKTYpsl GBUT  IIPOBEMEH
penTrenodasoseii  amamm3  (XRD). Ha pucyHke 6 IpencTaBleHBI —PEHTTEHOBCKHE
Ju(paKTOrpaMMbl CHHTE3UPOBAHHBIX 06pa3LoB 0 U mociie Mogudukanuu. Bunx u ¢popma mikos
CBHneTeHH‘CTByroT 0 MOJIMKPUCTAININYECKON CTPYKTYyp€e CHHTE3UPOBAHHBIX HAHOTPYOOK.
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Pucynox 6 — XRD cnektpsl Ni/Fe-HT/Carborane I (a) u Ni/Fe-HT/Carborane II (6)

AHanu3 peHTTeHOBCKOH MU(PaKTOrpaMMBbI HCCIIEAYEMOTO HCXOJHOTO 00pa3Ibl MO3BOJIIII
YCTaHOBUTH, 4YTO HCXOJHBIE HAHOTPYOKH MPEACTABIAIOT Cco00M oAHO(DA3HYI0 CTPYKTYpY

rpaHEeEHTPUPOBAHHOU

kyouueckor  (I'IK)  kpucramimdeckod — pemieTkod  HHKeE

IPOCTPAHCTBEHHON Ipynnbl cuMMmeTpud Fm-3m(225), ¢ mapameTpoM 3jeMEHTapHOH SYEHKH
o
3,5695 A. Otrnuuue 3HaueHHs MapaMeTpa IEMEHTAPHON SYEHKH OT STAJOHHOTO 3HAYEHUS

a=3.5060
CHHTE3a.

CUMMETPH

A 00yclIOBIIEHO HaIMYHeM MHUKpoAeGOpMaluii B CTPYKTYpe BO3HHKIIHX B MpOIECcce
IIpn anmpoxcumanuu JHHHE Ha JudpakTorpaMMe HEOOXOIMMBIM — YHCJIOM
9yHbIX GyHKIMHA mncepno-Poiirta Obuta ompenesieHa IMHPHHA 3apETHCTPHUPOBAHHBIX

muau#t FWHM, kotopas mo3BONMiIa OXapaKkTepHU30BaTh COBEPIIEHCTBO KPHUCTAIMYECKON

CTPYKTYPh
HOKPBITHIX
MaJIOMHTE
KpHCTAILT

HOKPBITE

I ¥ OLICHUTH CTENEHb KPHUCTAUIMYHOCTH, KOTopas cocraBuia 93%. Jlna obpasior
coenuHenneM APTMS Ha peHTreHoBckod mudpakTorpamMmme HaOIIOTAIOTCS
HCUBHBIE ITHKH XapaKTepHBIE 11 KDEMHUEBOTO COEAMHEHUS C IeKCaroHAJILHOTO THIIA

YECKOM PEIIETKH IIPOCTPAHCTBEHHOM rpynnbl cummeTrpuu P3m1(156). [{ns o6pasnos
coenuHenueM APTMS u npuBsizaHHBIM coefMHEHUEM carborane I unm carborane 11

HabmolaeTcsl MUK XapakTepHbli 1 coequneHnss APTMS u mmpokoe rano B o6macta 0 = 17-

24°, B aM
Br

(GHOM HJTH CHJIBHO pa3yIlopsI0YeHHOM COCTOSIHHH.
JIMIIE 2 MIPEeJCTaBJICHbI JaHHbIE OCHOBHBIX KPUCTAJUIOTpapHUECKUX XapaKTEPHCTUK H

3JIEMEHTHOI'O COCTaBa MCCIEAYEMBIX CTPYKTyp. OreHka (a3oBoro cocrtaBa mpoBOIHIACH ITyTEM
M3MEPEHHUS IUIOIIAACH MMKOB U BBIYUCIICHHS UX BKJIAIOB B JU(PPAKTOTpaMMY.

Tabmuua 2 — JlanHbie nonydeHHsle u3 XRD ananmmsa
®da3oBeIii cocTas, %
a, A L, nm Ni APTMS Carborane I wm 11
Ni/Fe NTs 3,5695 133 100 - -
Ni/Fe-HT/SiNH, 3,5713 14+2 94 6 -
Ni/Fe-H T/ICarborane 35732 1742 37 3 10
e rﬁcarborane 3,5729 1623 83 1 17




[image: image70.jpg]ComnacHO [JaHHBIM IIPEICTaBICHHBIM B Tabmuie 2, (a3oBoe coAepiKaHHs COEIUHEHHUS
APTMS s MoaudHIHpOBaHHEIX TPYOOK cocTaBiseT He Gosiee 6 %, YTO CBHIETENBLCTBYET O
TOHKOM CJI0€ MOJU(HIUPYIOMIEro MOKPHITUS. [Ipu 3TOM, 1 MOAMGHUIMPOBAHHEIX 00pa3LOB ¢
IpUBA3AHHBIM COENUHEHHeM carborane I, HabmomaeTcs CHUXKEHHE (a30BOTO COAEpPIKAHMA
IIOKPHITUS B CTPYKTYpe, B TO BpeMs Kak conepxaHus daspl carborane I coOCTaBIAET HE MEHEe
10%, nns carborane Il 310 3Ha4yenue paBHsieTcs 17%. Taxoke HabmogaeTCs HE3HAYMTEIHHOE
U3MEHEHHE IapaMEeTPOB KPUCTALIMYECKOH DPEIIETKH M Pa3sMEPOB KPHUCTAJUIUTOB, YTO MOXET
OBITH OOYCIIOBIIEHO TMpOIlecCaMd MOAM(DHUKAIIMM IOBEPXHOCTH HAHOCTPYKTYp M H3MEHEHHEM
XAMHYECKHX U KOBAJEHTHBIX CBsi3el B CTpyKType. KpoMme Toro, cneayer otMeTHTh, uTo APTMS
He MOXeT OBITh OOHapy»XeHa B 06pasie carborane I BATAMO H3-3a HU3KOM KOHIIEHTPAIHH.
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€TObI HCC/ICIOBAHUS
crekTpsl 6bu1H cHsATHI Ha UK-®yphe criektpomerpe Cary 600 Series Ipou3BOACTBa
echnologies (CIIIA) ¢ HCIOJIb30BaHUEM IIPUCTABKH OJHOKPATHOTO OTPAKEHHUS Ha
adiatr mpomsBoactsa PIKE (CIIIA). Bee n3amepenus IpOBOAHMIM IIpH pa3pemenus 2,0
mrieparype 21 °C, KOIM4ecTBO CKaHHPOBaHHUH cocTaBysuio He MeHee 32. SIMP criekTpsbl
ncanbsl Ha JINM-ECA Series FT NMR (JEOL) mozens ECA 500, 500 npu MI'n.
ypa IIaBJIeHHs BelecTB Opu1a n3MepeHa Ha npubope Buchi Melting Point M560.
[IMMoGHTH3aIHs KapOOPaHOBBIX TPOM3BOJHBIX HA MATHUTHBIE CTPYKTYPbI
KOBBEIE MEMOpaHBI, UCIIOJb30BaHHBIE B KaueCTBE INA0JIOHHOM MATPHIBI — TEMIUIATA,
otoBieHbl U3 wieHok [I9T® mapku Hostaphan® npomsBoactBa ¢pupMbel «Mitsubishi
Film» (Fepmanus). [lneHku oGiydanuch Ha yckoputene Tsukenbix HoHOB JILI-60
KazaxcTaH) HOHaMM KpunToHa ¢ OSHeprued 1.75 MaB/HykioH u  QuoeHcOM
/em®. Tlocie oOGNydeHHsS IIOMHMEpHBIE IUIEHKH [OABEPraliCh XUMHYECKOMY

TpaBJICHHU]
TTO3BOJIHT
~380+10 1
IEKTPOXE
yIIpaBJieH])

Dne
ITOTEHITHO
MIOJTy4Y€HHU
HHUKES —
H3BO3 U ¢

jo B Teyenue 210 ¢ B 2.2 M pactBope NaOH. JlanHble yCa0BHS M BpeMs TpaBJICHUS
¥ IOJy4UTh TpPEKOBble MeMOpaHbl C HWIMHIPUYECKUMH IOpaMU C JHAMETPOM
HM, He 00pa3yIOIMMH KOHIJIOMEpAThl CKPEILIEHHBIX MM CIUTHIX 1op. Beibop MeToza
IMHUYECKOTO OCAXIEHHS 00YCIIOBIICH MPOCTOTON MACIITAOMPOBAHUS U BO3MOXKHOCTBIO
1si PU3HKO-XMMUYECKHMHU CBOMCTBAMH CHHTE3UPYEMBIX HAHOCTPYKTYP.

KTPOXUMHYECKOE OCaXJICHHE B HAHOIOPBI
craTuueckoM pexume npu HanpsbkeHud 2.0 B. CocTaB pacTBopa 371€KTpONUTA JULL
S JKEJe3HBIX U IKENe30-HHKEIEBBIX HAHOCTPYKTYp: 7-BOIHBbIE CylIb(daThl Kele3a u

[I5T® Ttemmiara NOpPOBOAUIOCE B

FeSO,x7H,0, NiSO4;x7H>O B HEOGXOAMMOM MOJISIPHOM COOTHOIIEHHH, GOpHas —

1CI(Op6I/IHOBaSI KHCJIOTEL. Bce HCIoIb30BaHHbIE XUMUYECKUE PC€aKTHBBI UMEJIA YUCTOTY

y.ga HIH X.4. KOHTpOJIB 3a IPOIECCOM pPOCTa HAHOCTPYKTYP OCYMIECTBIIAICA MECTOOAOM

XpOHOAM
mabJIOHH
METOA0M
KOTOPBIH

tpOMeTpI/IH C HCIONB30BaHHEM MyJbTHMeTpa Agilent

34410A. TIlockomnbky

MaTpHIa SBJISETCS TUANIEKTPUKOM, UL CO3[aHMsl MPOBOJSINETO CJIOS Ha MaTpHUIe
MArHETPOHHOTO HANBUIEHHs B BaKyyMe HAHOCHICS CJIOH 3050Ta TOMUMHOA 10 HM,
CITyXHJI paboYMM SJIEKTPOAOM (KaToOJOM) IpH OCaXAeHWH. IIpH JaHHBIX YCIOBHAX

11 TIOPbI B MAaTPHIIE OCTAIOTCS OTKPBITBIMH, YTO MO3BOJIKJIO TIOJTYYHTh HAHOCHCTEMBI B
HOTPYOOK.

[KIpoHaM3anuio nosepxHocty HT  mpoBomwian  myteMm jgobaBmenms 1 min (3-
)[IIJT) TPHMETOKCHCHIIaHa ¢ KoHueHTparmed 20 MM B stanone k nopomwky Ni/Fe HT.
VIO CMech IIOJBEPraid YJIbTPa3BYKOBOH 0OpaboTke B TedeHHe 1-2 MHHYT H

HaIbUICHH
¢bopme Hal

OyH
aMHHOIIPQ

aHaJIM3a C UCIIOJIb30BAaHWEM KpPacHUTEN OPaHKEeBOr0 KKCIIOTO.
AMMOOGHJIN3AIMA KCIIOIB30BATUCH JIBAa COCNUHEHHs - carborane I u carborane Il.
Carborane I 6bl1 CHHTE3WpOBAaH OKHCIEHHEM 1,2-OHC-(OKCHMETHI)-0-KapOopaHa OKCHIOM
xpoMma CrQ;. T.mn. 232 °C. UK-cnekTp (v, CM'l): 3388 (OH), 1749 (C=0), 2604, 2575 (BH).
Carborane II 6bl1 CHHTE3MPOBAH IO CIEIYIOIEH METOJMKE: K JHOKCAHOBOMY PacTBOPY
4,08 r (0,02 moup) 1,2-6uc(oxcuMeTHI)-0-KapbopaHa 106aBUIIM BOIHBIA PacTBOP 0,62 r (0,01

7
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MOJIb) OOPHO#M KHCIIOTBHI M PEaKIIHOHHYIO Maccy IepeMeIlnBaId B TeYEHHE 2 4acoB. BelmaBimmii
0caoK OTGHIBTPOBAIH, (GHIBTPAT MPO3KCTPATHPOBATH 3GHPOM. DKCTPAKT BBICYHIMIU Ha
Na2S04 u ynmapunu. [Toxyummm 3,58 r (86%) 6opata (2) T.11.> 400 °C. UK-crieKkTpsI (v, cM™):
3000 (CH), 2625, 2596, 2568 (BH), 1350 (B-O). SIMP 'H (DMSO-d6, &, ppm): 0.3-3.7 (M., 20H,
B-H); 4.02 (c., 8H, CH,). SIMP ''B (DMSO0-d6, &, ppm): 4.47 (c., 1B, B-0); 4,66 (c., 6B, B-H);
11,29 (c., 14B, B-H).

Jlnsa cBsspiBanus carborane I ¢ amuHHMpoBaHHOM moBepxHocThio HT, mopomox HT
no6apisiM B aneratHeli 6ydep 500 mxn (pH = 4,7-4.8), 3arem npobasmsum 100 mxa 0,1 M
couproBoro pacteopa EDC, 200 mxa 0,1 M pacrBopa PFP u 100 mxn 0,1 M pactsopa caborane
I. PeakMOHHYIO K0JI0y MOJBEprajiy yiIbTpa3ByKoBo# 00paboTke B TeueHue 30 MHHYT U Jajee
IOJBEPrajld peakluy B TeueHue 24 4acoB NMpU KOMHATHOM TeMmepaType Ha mieikepe. Ilocne
3aBEepIICHUS peaKuy 00pa3ibl IPOMBIBATIH 3TaHOIOM U CYLIHIIH.

Jlns cBs3bIBanus carborane I ¢ aMuHEPOBaHHOM TOBEpXHOCTHIO nopomok HT mobasismu
k 0,1 M pacTBOpy B 3TaHOJIE M 3Ty CMECH [OJBEPraid yIbTPa3ByKOBOH 06pabOTKe B TEUYEHHE S-
10 MHH, [a 3aTeM ee BBIIEP)KMBAIA Ha Mieiikepe B TedeHHe 24 uacoB. Ilocne 3aBepineHus
peakiuu 00pa3Iibl MPOMBIBATIH 3TAHOJIOM M CYIIHIIH.

HccnemoBanue CTPYKTYpHBIX XapaKTEPUCTHK M 3JIEMEHTHOrO COCTaBa, IIOIYyYeHHBIX
HaHOTPYOOK IIPOBOJMIIOCH C HCIOJIB30BAHHEM PACTPOBOTO IEKTPOHHOro MHUKpockona «Hitachi
TM3030» ¢ cucremoit Mukpoanammza «Bruker XFlash MIN SVE» mnpu yckopsromem
HanpskeHuM 15 kB. PeHTreHOCTpYKTYpHbBIH aHalIuW3 IIPOBOAMIICS Ha JU(paKTOMeTpe D8
ADVANCE ECO (Bruker, I'epmanus) npu ucnons3zoBanun usmydeHus CuKo (A=1.54060 A)
Ins wunentudukanuu (a3 U HCCICIOBAHUS KPHUCTAIMYECKOM CTPYKTYPHI HCIIOJIb30BAJIOCH
nporpaMMHoe obecreuenre BrukerAXSDIFFRAC.EVAvV.4.2 u MexayHapoaHas 6a3a JaHHBIX
ICDD PDF-2.

MeccGay3poBCKHE HCCIENOBaHUS IPOBOAMINCH C HCIIOJIB30BaHHEM CHEKTPOMETpa
MS1104Em, paboTaloleM B peXHMe MOCTOSHHBIX YCKOPEHHH C TpeyroabHOH (opmoH
U3MEHEHHs JOIUIEPOBCKOM CKOPOCTH I[BI/I)KCHI/ISI HCTOYHHKA OTHOCHTEJIBHO MOIJIOTHTENd. B
KadecTBe HCTOYHMKA BBICTYHatM sapa ~ Co B marpuie Rh. Kammu6poska Mecc6aydspoBCKOro
CIIEKTPOMETpA OCYIIECTB/SIACh NPH KOMHATHOM TeMIlepaType C IIOMOINBIO CTAaHJapTHOIO
nornoturens o-Fe. J[nsg o6paboTKH M aHaIU3a MeccOayIpPOBCKUX CIEKTPOB HCIIOJIb30BAIMCh
METOIBl | BOCCTAHOBJIEHHS pAacCIpele/ieHHil CBEPXTOHKHX I1apaMeTpoB MecCOayspOBCKOTO
CIIEKTpa U MOJETbHOM pacHM(ppOBKH CIIEKTPA C y4ETOM ampHopHO#H HMHpopManuu 06 oObekTe
HCCIIEIOBaHMs, pealn30BaHHbIe B Iporpamme SpectrRelax .

3AKJIIOYEHHUE
Taxum 06pa3zoM, pa3paboTaH IPOCTOM CIOCOO CBS3BIBAHMS KapOOPaHOBBIX IMPOM3BOAHBIX

Ha MAarHUTHBIe HaHOTpyOkH. Conepxanue kapGopaHoBbIx saep Ha HT cocrasiser mo 17% B
cootBeTcTBUU ¢ XRD-anamu3om.
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