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РЕФЕРАТ

Есеп 66 бет, 1 кітап, 25 сурет, 8 кесте, 38 дереккөз, 3 қосымша. 
МАГНИТТІ НАНОБӨЛШЕКТЕР, БЕТТЕРІН МОДИФИКАЦИЯСЫ, ТЕМІР ОКСИДІ, СИЛАНДАР, НАНОТЕХНОЛОГИЯЛАР
Зерттеу нысандары темір оксиді негізіндегі нанобөлшектер, церий мен гадолиний ферритік қосылыстары болып табылады.
Жұмыстың мақсаты - церий мен гадолиний ферритік қосылыстарының, темір оксидінің метал наноқұрылымдарын синтездеу және модификациялау әдістерен әзірлеу.
Зерттеу әдістері: рентгендік құрылымдық талдау, инфрақызыл-спектроскопия, сканерлеу электронды микроскопия, энергиялы дисперсиялық талдау, беттерін модификациясы, діріл магнитометриясы.
Зерттеу нәтижелері және олардың жаңалығы: орындалған жұмыс нәтижесінде 33 ± 9 нм орташа мөлшері болатын гадолиний ферриттерінің (GdxFe3-xO4) нанобөлшектері алынды және GdxFe3-xO4 модификациясының алғашқы рет силандармен зерттелді. Церий феррит нанобөлшектері (CexFe3-xO4) 25-30 нм мөлшерінде синтезделді. Темір оксидіне негізделген нанобөлшектерді эпоксид-, амин-, меркапто-, хлор тобын силандармен функционалдау жүзеге асырылды. Реакциялардың ерекшеліктері зерттелді, процестің оңтайлы шарттары белгіленді. Функционалды топтардың қалыптасуы инфрақызыл спектроскопия, сканерлі электрондық микроскопия және энергодисперсиялық талдау арқылы дәлелденген. Fe3O4 нанобөлшектерді полимерлі глицидилметакрилатпен жабу реакциясы алғаш рет зерттелді. Бұл әдіс магниттік тасымалдағышта тармақталған құрылым жасауға мүмкіндік береді. Модификация гравиметриялық талдау, инфрақызыл спектроскопия және энергодисперсиялық талдау, сканерлі электрондық микроскопия арқылы бақыланды. Магниттік қасиеттерді зерттеу нәтижесі бойынша, нанобөлшектердің суперпарамагниттік күйін жоғалтпайды. Негізгі сындарлы және техникалық-экономикалық көрсеткіштер: Fe3O4, CexFe3-xO4, GdxFe3-xO4 магниттік нанобөлшектерін дәрілік заттарды әрі қарай иммобилизациялау үшін силандар мен полимерлерді қолдану арқылы алу және түрлендіру әдістері жасалған. Нәтижелерді қолдану саласы: нанотехнология, биомедицина. Жұмыстың экономикалық тиімділігі мен маңыздылығы: жұмыстың маңыздылығы химио- мен қатерлі ісіктің нейтронды ұстау терапиясында потенциалды қолдану үшін дәрі-дәрмектерді мақсатты органға жеткізу бағытын дамытуда.
Зерттеу объектісінің дамуы туралы болжамдар: Жобаның келесі кезеңдерінде карборан мен химиотерапиялық агенттерді байланыстыру үшін функционалдандырылған нанобөлшектерді қолдану жоспарлануда.
 РЕФЕРАТ

Отчет 66 с., 1 кн., 25 рис., 8 табл., 38 источн., 3 прил. 
МАГНИТНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ, МОДИФИКАЦИЯ ПОВЕРХНОСТИ, ОКСИД ЖЕЛЕЗА, СИЛАНЫ, НАНОТЕХНОЛОГИИ
Объектами исследования являются наночастицы на основе оксида железа, ферритные соединения церия и гадолиния.
Цель работы - разработка методов синтеза и модификации металлических наноструктур оксида железа, ферритных соединений церия и гадолиния.
Методы исследования: рентгеноструктурный анализ, ИК-спектроскопия, сканирующая электронная микроскопия, энергодисперсионный анализ, модификация поверхности, вибрационная магнитометрия.
Результаты исследования и их новизна: В результате выполненной работы были получены наночастицы ферритов гадолиния (GdxFe3-xO4) со средним размером 33±9 нм, впервые исследована модификация GdxFe3-xO4 силанами.  Синтезированы наночастицы ферритов церия (CexFe3-xO4) с размерами 25-30 нм. Проведена функционализация наночастиц на основе оксида железа эпокси-, амино-, меркапто-, хлор- группой при помощи силанов. Изучены особенности реакций, установлены оптимальные условия процесса. Образование функциональных групп было доказано методами ИК-спектроскопии, СЭМ  и ЭДА.  Впервые изучена реакция покрытия Fe3O4 НЧ полимером глицидилметакрилатом. Этот метод позволяет создать разветвленную структуру на магнитном носителе. Модификация контролировалась гравиметрическим анализом, ИК, ЭДА и СЭМ. Согласно исследованию магнитных свойств, НЧ не теряют суперпарамагнитного состояния. Основные конструктивные и технико-экономические показатели:  Разработаны способы получения и модификации магнитных наночастиц Fe3O4, CexFe3-xO4, GdxFe3-xO4  при помощи силанов и полимеров для дальнейшей иммобилизации лекарственных средств. Область применения результатов: нанотехнологии, биомедицина. Экономическая эффективность и значимость работы: значимость работы заключается в развитии направления целевой доставки лекарственных веществ в орган-мишень для потенциального применения в химио- и нейтронзахватной терапии рака. Прогнозные предположения о развитии объекта исследования: На дальнейших этапах выполнения проекта планируется использовать функционализированные НЧ для привязки карборанов и химиотерапевтических средств.


ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения.

	XRD 
	- рентгеновская дифракция

	АПТМС
	- (3-аминопропил) триметоксисилан

	БНЗТ 
	- борнейтронзахватная терапия рака

	БПТМС
	- (3-бромопропил)триметоксисилан

	ГМА
	- глицидилметакрилат

	ГПМОС
	- (3-глицидилпропил) триметоксисилан

	ИК 
	- инфракрасный

	МПТМС
	- (3-меркаптопропил) триметоксисилан

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

	НЧ
	- наночастицы

	ПЭМ 
	- просвечивающая электронная микроскопия

	СВМ
	- система вибрационного магнитометра

	СЭМ 
	- сканирующая электронная микроскопия

	ТМПМА
	- 3-(триметоксисилил) пропилметакрилат

	ТЭОС
	- тетраэтилоксисиланом

	ХПТМС
	-(3-хлорпропил)триметоксисиланом

	ЭДА 
	- энергодисперсионный анализ
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ВВЕДЕНИЕ

Наука и инженерия материалов нанометрового размера в настоящее время используется для развития многочисленных научных, промышленных, экологических и технологических областей. Биология, медицина, химия, фармацевтика, сельское хозяйство, пищевая промышленность и материаловедение являются основными областями, которые получили пользу от технического прогресса, достигнутого в области нанонауки. В последние годы заметный рост наблюдается в биомедицинском применении наноструктурированных материалов [1,2]. Наноструктуры различного состава и формы образуют основу для огромного разнообразия фармацевтических и медицинских применений, включая диагностику и доставку лекарств, и обладают особым потенциалом в терапии рака. По данным Международного агентства по изучению рака [3], в 2018 году было зарегистрировано 18,1 миллиона новых случаев заболевания раком и 9,6 миллиона случаев смерти от рака. Несмотря на все профилактические меры и терапевтические усилия последних десятилетий, продолжается тенденция к росту заболеваемости [4]. Казахстан в данной статистике занимает одно из лидирующих мест по индексу смертности – 140,2 при среднемировом значении 102,4. 
Обычная системно применяемая химиотерапия  лишена достаточного концентрирования терапевтических препаратов в области опухоли и негативно влияет на весь организм. Наночастицы (НЧ) представляют собой перспективную платформу для адресной доставки противоопухолевых препаратов. Таким образом, одной из проблем является разработка методов направленной терапии, которая селективно действует на опухоль, сохраняя при этом здоровую ткань и повышая эффективность используемых агентов. Биомиметические свойства, а также необычное соотношение поверхности к объему делают НЧ перспективными инструментами в терапии заболеваний человека [1].  НЧ имеют уникальные физические и химические свойства благодаря своему размеру, который находится в том же диапазоне, что и антитела, рецепторы, нуклеиновые кислоты, белки и другие биологические макромолекулы. Помимо этого, использование наноструктур может позволить применять активные вещества, которые имеют слабую растворимость в воде или низкую химико-биологическую стабильность, метаболические барьеры и др. 
Для этих целей применяют различные наноструктуры: липосомы, полимерные и белковые нанокапсулы, мицеллы, золотые и кремниевые НЧ [5]. Кроме того, магнитные НЧ на основе оксида железа  имеют широкое потенциальное применение  в биомедицине [6–8], включая магнитно-резонансную томографию, магнитную гипертермию, терапию рака и адресную доставку лекарственных веществ; в катализе [9]  и магнитной сепарации [10]. Несмотря на эти многообещающие результаты, их успешный перевод в клинические условия сильно зависит от их физико-химических свойств, токсичности и возможностей функционализации. НЧ оксида железа являются низко стабильными, имеют тенденцию к агломерации в растворах, недостаточно биосовместимы. Различные материалы используются для функционализации и стабилизации поверхности  магнитных НЧ: силаны, металлы, полимеры, жирные кислоты и аминокислоты [11–13]. При этом соединения на основе силанов являются наиболее перспективными, поскольку они обладают высокой биосовместимостью, стабильностью, низкой токсичностью, низкой стоимостью и высокой функциональностью [14–16]. Кроме того, модификация НЧ оксида железа силанами с функциональными группами позволяет провести иммобилизацию лекарственных средств. С этой целью, отличными кандидатами в качестве носителя, являются хорошо изученные НЧ Fe3O4 [17,18], также к настоящему моменту, перспективными считаются ферритные соединения с общей формулой MFexOy [19]. Данные соединения являются химически и термически стабильными и находят различные применения в катализе, очистке воды и гипертермии [20–22]. Вместе с тем, имеется небольшое количество исследований  по модификации и иммобилизации лекарственных веществ на ферриты на основе церия, магния [19] и гадолиния. Весьма заманчивой является идея использования модифицированных гадолиниевых ферритов с иммобилизованными карборановыми соединениями на их поверхности для комплексной нейтронзахватной терапии. Помимо этого, известны противораковые и антирадикальные свойства наночастиц на основе оксида церия [23]. Исследования показывают, что НЧ на основе церия токсичны для раковых клеток, ингибируют инвазию и повышают чувствительность раковых клеток к лучевой терапии и химиотерапии. Вместе с тем, ферриты практически не были изучены в медицине и нейтронзахватной терапии.
В 2020 году в рамках данного проекта были исследованы методы синтеза магнитных наночастиц на основе оксида железа, а также изучены методы модификации данных наночастиц силанами и полимерами.
Целью проекта на текущий год является разработка методов синтеза и модификации металлических наноструктур оксида железа, ферритных соединений церия и гадолиния.
В связи с этим, для достижения цели, были поставлены следующие задачи, сформированные в соответствие с календарным планом (приложение А):
1) Исследовать особенности синтеза магнитных наночастиц Fe3O4, ферритов церия и гадолиния.
2) Провести модификацию наночастиц Fe3O4 силанами. Установить основные параметры, влияющие на ход реакции, степень функционализации.
3) Исследовать нанесение полимера методом термоинициируемой прививочной полимеризации глицидил метакрилата.  Установить основные параметры, влияющие на ход реакции, степень прививки.
4) Охарактеризовать полученные НЧ различными физико-химическими методами.


ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Синтез магнитных наночастиц на основе оксида железа, ферритных соединений церия и гадолиния
1.1 Синтез ферритов церия
В качестве исходных компонентов для химического синтеза НЧ феррита на основе оксидов железа и церия использовались Ce(NO3)3·6H2O, FeCl3·6H2O, HCl, NaOH. Отжиг синтезированных НЧ проводился в кислородсодержащей среде в муфельной печи при температуре 400 °C в течение 5 часов.
На рисунке 1б представлены результаты измерения размеров НЧ полученные двумя методами. Первый метод основан на анализе изображений растровой электронной микроскопии и прямого подсчета размеров зерен с помощью программного кода Image J. Второй метод основан на данных полученных методом лазерной оптической дифракции.  
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Рисунок 1 - РЭМ изображение исследуемых НЧ (а) и диаграммы размеров НЧ (б)

Согласно полученным данным оба метода имеют хорошую корреляцию данных размеров НЧ, средний размер которых составляет 25-30 нм.  На рисунке 2 представлены данные рентгеновской дифракции, полученные путем съемки дифрактограммы на порошковом дифрактометре D8 Advance ECO. Общий вид уширенных дифракционных пиков свидетельствует о наноразмерных кристаллитах. При этом уширение пиков также свидетельствует о наличие в структуре не менее двух кристаллических фаз. Согласно полнопрофильному анализу с применением метода Ритвельда было установлено, что в структуре НЧ присутствует две фазы, характерные для кубической фазы СеО2 и орторомбической фазы CeFeO3. Оценка интенсивностей, ширин и положения линий позволили определить вклад каждой фазы, соотношение которых составило СеО2:CeFeO3 → 84.3:15.7. На основании полученной рентгеновской дифрактограммы были определены структурные характеристики для каждой фазы, данные которых представлены в таблице 1. Путем аппроксимации рентгеновской дифрактограммы функциями псевдо-Фойгта  и оценке ширины линий была определена степень совершенства кристаллической структуры, которая составила 75,6 %, что свидетельствует о наличие большого количества сильноразупорядоченных областей, наличие которых связано с процессами формирования НЧ. 
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Рисунок 2 - Рентгеновская дифрактограмма исследуемых НЧ

Таблица 1 - Данные структурных параметров
	Фаза
	Параметр решетки, Å
	Размер кристаллитов, нм
	Плотность дислокаций, 1015
	Степень кристалличности, %

	CeO2
	a=5,2815
	15,2
	13,31
	75,6±2,6

	CeFeO3
	a=5,6252
b=5,7424
c=7,8642
	9,8
	
	



Согласно полученным данным, средний размер кристаллитов для фазы СеО2 составил около 15-16 нм, в то время как для фазы CeFeO3 средний размер кристаллитов составил около 10 нм. Такое различие в размерах может быть обусловлено сложной геометрической формой НЧ, детальное представление которой было оценено с применением просвечивающей электронной микроскопии. 
На рисунке 3 представлены ПЭМ изображения синтезированных НЧ, которые представляют собой смесь сферических частиц, покрытых ромбовидными структурами. Детальный анализ элементного состава данных частиц, показал, что центральная сферическая часть представляет собой структуру по элементному составу близкую к структуре оксида церия. Мелкие ромбовидные частицы содержат в себе церий, железо и кислород, что соответствует фазе  CeFeO3, обнаруженной при помощи метода рентгеновской дифракции. Таким образом, детальный анализ полученных данных просвечивающей электронной микроскопии, позволяет сделать вывод о том, что структуры представляют собой смесь двух типов частиц, формирующих так называемые структуры типа “core-shell”. 
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	(а)
	(б)


Рисунок 3 - ПЭМ изображение синтезированных НЧ (а) и результаты картирования синтезированных НЧ (б)

На рисунке 4 представлена петля гистерезиса исследуемых НЧ, которая свидетельствует о ферромагнитном состоянии НЧ, при этом малые величины коэрцитивности Н=320 Э и остаточная намагниченность Mr=0,0113 эму/г свидетельствуют о большом вкладе немагнитных компонент в структуре НЧ.
На рисунке 5 представлены результаты мессбауэровской спектроскопии исследуемых образцов полученных при температуре отжига 400°С. Анализ полученного спектра проводился с использованием метода восстановления распределений сверхтонких параметров, который позволяет оценить корреляции параметров, а также диапазон их изменения. Мессбауэровский спектр был снят при комнатной температуре в диапазоне скоростей -10/+10 мм/с.



Рисунок 4 - Петля гистерезиса исследуемых НЧ
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Рисунок 5 - Мессбауэровские спектры исследуемых НЧ

Для исследуемых образцов наблюдается формирование асимметричного дублета, который характерен для парамагнитного состояния оксида железа FeO в аморфной фазе. При этом, сильное уширение и асимметрия линий свидетельствует о сильном разупорядочении и наличии в структуре большого содержания катионных вакансий, что подтверждает данные рентгенофазового анализа.
На рисунке 6 представлена зависимость изменения ζ-потенциала НЧ в средах с различным рН.

 
Рисунок 6 - Динамика изменения дзета-потенциала

Изоэлектрическая точка для исследуемых НЧ наблюдается при рН=4,2, в этом случае плотности поверхностного заряда недостаточно для предотвращения агломерации НЧ и образования крупных агломераций стабильности НЧ.  

1.2 Синтез ферритов гадолиния
На сегодняшний день активно развиваются способы для излечения рака, одной из серьёзных проблем XХI века. Так, в области диагностики и терапии этой болезни весьма эффективными показали себя способы, в которых используется радиоактивное излучение. Одним из перспективных направлений такого подхода является нейтрон-захватная терапия (НЗТ). Этот метод характерен меньшим повреждением здоровых клеток рядом с опухолью, а также возможностью терапии различных сложных видов опухолей, таких, как опухоли головного мозга и шеи (приблизительно 80% подобных заболеваний оканчиваются летальным исходом по данным Globocan). Тем не менее, на данный момент этот метод обладает рядом несовершенств, например, требуется создание более эффективных препаратов, способных селективно аккумулироваться в раковых клетках. 
Принцип НЗТ заключается в следующем: вещества, в состав которых входят изотопы 10B, 157Gd или 155Gd вводятся в опухоль и облучаются потоком тепловых нейтронов. В силу того, что вышеперечисленные изотопы имеют большое сечение радиационного захвата тепловых нейтронов (3837, 253 600 и 60 729 барн соответственно), происходят ядерные реакции, уравнения которых показаны на рисунке 7.

	
 
	



Рисунок 7 - Уравнения захвата теплового нейтрона изотопами для 10B, 157Gd

Из этих уравнений видно, что в первом случае образуются α-частицы. Обладая высоким коэффициентом передачи энергии и низкой проникающей способностью в тканях (4-9 μм), они летальны для пораженных клеток, и не опасны для близлежащих тканей.  Реакция с участием 157Gd сложнее. Это не реакция распада, а синтеза, поэтому в результате этой реакции мы имеем лишь другой изотоп 158Gd. Тем не менее, во время процесса наблюдается испускание конверсионных электронов, а после электронов Оже-Костера-Кронига и γ-частиц. Интерес для НЗТ представляют именно электроны Оже-Костера-Кронига, в силу их высокого коэффициента передачи энергии и очень малой проникающей способности [3].
Из предоставленной выше информации можно сделать вывод, что общая эффективность НЗТ будет тем выше, чем ближе к клеткам опухоли будут доставлены изотопы в нужной концентрации. Например, для того, чтобы бор нейтронзахватная терапия (БНЗТ) была эффективна, нужно добиться, чтобы концентрация 10B была не ниже 109 степени на клетку. Ситуация осложняется невозможностью использовать обогащенные B и Gd, а концентрация нужных изотопов в необогащенных веществах – 19,8% и 15,65% соответственно. Для того, чтобы добиться необходимой концентрации, можно использовать магнитные НЧ в качестве носителей препаратов. 
С этой целью, были синтезированы НЧ GdxFe3-xO4 модифицированным методом химического со-осаждения, предложенным N.C. Sena [20].
FeCl3*6H2O и GdCl2*4H2O в стехиометрических соотношениях были растворены в деионизированной воде. Полученный раствор был нагрет до 90°С при перемешивании на магнитной мешалке, после чего по каплям добавлялся аммиак, пока pH раствора не достиг 10. Реакция длилась 5 часов. Получившиеся НЧ были отделены от раствора и промыты несколько раз в деионизированной воде и диэтиловом эфире, после чего были высушены на воздухе. Изображения сканирующего электронного микроскопа (СЭМ) синтезированных GdxFe3-xO4 НЧ и гистограмма распределения частиц по размерам представлены на рисунке 8.
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	Рисунок 8 -  СЭМ изображения (а) и распределение по размерам (б) GdxFe3-xO4 НЧ



Из приведенного распределения видно, что размеры полученных частиц варьируются в пределах 5 – 75 нм, а средний размер составляет 33±9 нм.
Благодаря свойствам этих частиц, их можно доставлять, используя высокоградиентное магнитное поле. Использование Gd-содержащих частиц в живых организмах может быть осложнено их токсичностью, потому для исключения этого отрицательного эффекта они были покрыты тетраэтилоксисиланом (ТЭОС). После этого на его поверхности были созданы двойные связи с помощью 3-метоксисилилпропил метакрилата (ТМПМА), для того, чтобы в последующем можно было провести прививочную полимеризацию функциональных полимеров. Это приведет к разветвлению структуры и возможности прикрепить большее количество карборанов, что потенциально увеличит концентрацию изотопов 10B в пораженных опухолях.
Покрытие GdxFe3-xO4 НЧ тетраэтилоксисиланом (ТЭОС) вели следующим образом: 1 г НЧ был диспергирован в 200 мл этилового спирта с помощью ультразвука. После этого в раствор было добавлено 6 мл ТЭОС. При перемешивании температура раствора была доведена до 50 °С, по каплям было добавлено 10 мл аммиака. Реакция проводилась 5 часов, после чего получившийся продукт был отделен методом фильтрации через мембрану и промыт в деионизированной воде.
Далее GdxFe3-xO4–ТЭОС НЧ были модифицированы с помощью 3-(триметоксисилил) пропилметакрилат (ТМПМА) по следующей методике: 1 г. НЧ покрытых ТЭОС было диспергировано в 100 мл о-ксилола под действием ультразвука, после чего было добавлено 10 мл ТМПМА. При перемешивании и 70°С реакция длилась 6 часов. После чего осадок был отделен с помощью центрифуги и промыт в бензоле и диэтиловом эфире. 
СЭМ изображения GdxFe3-xO4–ТЭОС  и GdxFe3-xO4–ТЭОС- ТМПМА представлены на рисунке 9. Средний размер составил 83 нм и 95 нм  соответственно. Наблюдается повышение размеров частиц на 50 нм  и на 12 нм, что подтверждает образование покрытий. Также наблюдается прирост по весу, 63% и 12% соответственно. 
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Рисунок 9 -  СЭМ изображения  GdxFe3-xO4–ТЭОС  НЧ (а) и GdxFe3-xO4–ТЭОС- ТМПМА (б) 

Для подтверждения образования силанового покрытия НЧ были также изучены методом энергодиссперсионного анализа (ЭДА). Результаты изменения элементного состава сведены в таблице 2. Наблюдается появление кремния (36,34%) и углерода (6,53%), после модификации ТЭОС и 20,93% и 18,73% после модификации с ТМПМА.

Таблица 2 – Данные ЭДА 
	Образец
	
	Элементный состав, %

	
	Fe
	O
	Gd
	Si
	C

	GdxFe3-xO4
	20,55   
	40,23
	9,82   
	-
	-

	GdxFe3-xO4–ТЭОС  
	4,35
	47,20
	2,02
	36,34
	6,53

	GdxFe3-xO4–ТЭОС- ТМПМА
	1,88
	56,01
	1,15   
	20,93
	18,73





2 Функционализация наночастиц на основе оксида железа эпокси-, амино-, меркапто-, хлор- группой при помощи силанов
2.1 Функционализация наночастиц Fe3O4 (3-глицидилпропил) триметоксисиланом
НЧ Fe3O4 были получены совместным осаждением смеси хлорида железа (II) и хлорида железа (III) с добавлением гидроксида аммония в соответствии с методом, описанным в ранее опубликованной статье [24].
Модификация поверхности НЧ оксида железа проводилась с целью стабилизации коллоидного раствора НЧ, повышения биологической совместимости и создания химически активных групп для последующего присоединения лекарственных веществ. Модификация была выполнена в два этапа согласно рисунку 10.

	


	Рисунок 10 – Схема модификации Fe3O4 (3-глицидилпропил) триметоксисиланом



На первом этапе НЧ оксида железа были покрыты ТЭОС. 1 г НЧ Fe3O4 были диспергированы в 200 мл этанола с помощью ультразвука. Затем по каплям добавляли 6 мл ТЭОС и 10 мл NH4OH, реакционную смесь выдерживали при 50 ° C в течение 5 часов. Полученные НЧ промывали 5 раз деионизированной водой, отделяли при помощи магнитной сепарации от немагнитных сфер полученного диоксида кремния. Затем НЧ Fe3O4/ТЭОС сушили при 50°С. Прирост веса, рассчитанный по уравнению (1), составляет 46%.

	
	(1)


ИК-спектры, представленные на рисунке 11, состоят из валентных колебаний Fe-OH и Fe-O-Fe при 3418 и 526 см-1 соответственно [24].  Модификация Fe3O4 с ТЭОС привела к появлению нового пика на ИК спектрах при 1035 и 1159 см-1, связанных с группами Si-O-Si [25], а также к увеличению среднего размера НЧ с 21 ± 4 (исходные Fe3O4) до 26 ± 6 нм в соответствии с СЭМ снимками.
	


	Рисунок 11 – ИК спектры Fe3O4 до и после модификации в различных этапах 



Функционализация Fe3O4/ТЭОС была выполнена с использованием (3-глицидилпропил) триметоксисилана (ГПМОС), для создания химически активных эпокси группы для последующего ковалентного связывания лекарственных веществ. 1 г НЧ Fe3O4/ТЭОС подвергали ультразвуковой обработке в 100 мл толуола, затем к суспензии добавляли 10 мл ГПМОС. Реакцию проводили в течение 6 ч при 70 °С. Реакционную смесь разделяли под действием магнитного поля, промывали в толуоле и диэтиловом эфире, сушили при 50 °С. Прирост веса, рассчитанный по уравнению (1), составляет 11%. Эпоксидное кольцо детектировали в ИК спектрах при 900 см-1. СЭМ-анализ (рисунок 12) показывает средний размер НЧ Fe3O4/ ТЭОС/ГПМОС 39 ± 8 нм. 
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	Рисунок 12 – СЭМ снимки исходной Fe3O4 (a), Fe3O4/ТЭОС (б), Fe3O4/ТЭОС/ГПМОС (в)



ЭДА анализ проводился для изучения содержания элементов на поверхности НЧ Fe3O4 до и после модификации. Данные из спектров ЭДА, представлены в таблице 3. Исходные  НЧ Fe3O4 состоят из 43,1% Fe и 56,9% O. Силанизация Fe3O4 с помощью ТЭОС привела к появлению Si (7,2) и C (5,2) и снижению содержания Fe и O до 38,4 и 49,2% соответственно. Fe3O4/ТЭОС/ГПМОС состоят из железа (21,3%), кислорода (53,5%), кремния (5,4%) и углерода (19,8%). 
Таблица 3 – Данные с ЭДА спектров
	Образец
	Атомный состав, %

	
	Fe
	O
	Si
	C

	Fe3O4
	43,1
	56,9
	-
	-

	Fe3O4/ТЭОС 
	38,4
	49,2
	7,2
	5,2

	Fe3O4/ТЭОС/ГПМОС 
	21,3
	53,5
	5,4
	19,8



Исследование влияния модификации НЧ с применением различных покрытий на фазовый состав и изменение структурных параметров проводилось с применением метода рентгенофазового анализа. На рисунке 13 представлены данные изменения рентгеновских дифрактограмм в зависимости от условий модификации. 

[image: ]
Рисунок 13 – Рентгенофазовый  анализ Fe3O4 на разных стадиях модификации

Общий вид дифрактограмм свидетельствует о наноразмерных объектах, так как форма мало интенсивных дифракционных пиков является уширенной. Согласно результатам рентгенофазового анализа, исследуемые образцы в исходном состоянии представляют собой поликристаллические структуры нестехиометрического магнетита Fe3–γO4 с параметрами кристаллической решетки а=8,371 Å. Наличие уширений дифракционных пиков и их незначительная асимметрия свидетельствует о наличии в структуре НЧ деформационных искажений и большой плотности дислокационных дефектов, обусловленных малыми размерами кристаллитов, размер которых не превышает 15 нм, в исходном состоянии. Для модифицированных НЧ явного изменения дифракционной картины с появлением новых дифракционных рефлексов или существенного изменения интенсивностей дифракционных пиков, которое свидетельствовало бы об изменении текстурной ориентации, не наблюдается. Все структурные изменения для модифицированных НЧ обусловлены незначительным снижением параметра кристаллической решетки и постоянстве величины размеров кристаллитов в пределах погрешности измерений. Данное изменение свидетельствует о том, что все модификации протекают на поверхности НЧ и не оказывают существенного влияния на кристаллическую структуру НЧ. 
Химическая формула исследуемого оксида железа (Fe3-γO4) может быть представлена в виде формулы для твердого раствора магнетита Fe3O4 и маггемита γ-Fe2O3:

	
	(2)



или в виде формулы для смеси фаз магнетита и маггемита:

	
	(3)

	
	


[bookmark: _Hlk26277578]где  – число вакансий в октаэдрической (B) позиции на формульную единицу, b – молярная концентрация маггемита. При этом b = 3 (0  b  1). В формулах (2) и (3) октаэдрические B-позиции кристаллической кубической структуры шпинели обозначены квадратными скобками, а быстрый обмен электронами между соседними атомами в парах  (Вервеевский мехаиизм электронного обмена) – фигурными скобками.
[bookmark: _Hlk31298328]Вне зависимости от способа представления, исследуемый оксид Fe3-γO4 содержит атомы Fe в трех различных валентных и структурных состояниях:  и  – трехвалентные ионы Fe в тетраэдрической (A) и октаэдрической (B) позициях,  – ионы  в октаэдрической (B) позиции. Обработка мессбауэровских спектров в общем случае проводилась тремя парциальными спектрами многоуровневой суперпарамагнитной релаксации [26], соответствующими атомам Fe в состояниях , , , и одним квадрупольным дублетом, соответствующим атомам Fe в парамагнитном состоянии. При этом было сделано предположение одинаковой средней скорости релаксации для первых трех парциальных спектров. Согласно химическим формулам (2) и (3), отношение интенсивностей парциальных спектров, соответствующих трем состояниям атомов Fe равно:
	
	(4)


	
	(5)


Здесь отношение вероятностей эффекта Мессбауэра f для атомов Fe в тетраэдрической () и октаэдрической () позициях принималось равным 0,94 ± 0,02 [27]. 
На рисунке 14 представлены результаты обработки мессбауэровских спектров исследуемых образцов. Видно, что выбранная нами модель хорошо описывает экспериментальные спектры (2 < 1,2). 
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	Рисунок 14 -  Результат обработки мессбауэровских спектров ядер 57Fe в исследуемых оксидных наночастицах 



Для трехвалентных атомов Fe значения сверхтонкого магнитного поля на ядрах 57Fe достаточно близки () и равны ~ 485,2 kЭ, квадрупольные смещения ε ≈ 0 мм/с, а значения сдвигов мессбауэровской линии δ для трехвалентных атомов равны ~ 0,270 мм/с и ~ 0,358 мм/с, что характерно для тетраэдрического (A) и октаэдрического (B) кислородных окружений [28]. Значения сверхтонких параметров парциального спектра, соответствующего атомам , для модифицированных образцов оксида железа принимались равными сверхтонким параметрам, полученным для этих атомов в исходном образце оксида железа (таблица 5). 
Основной вклад в мессбауэровский экспериментальный спектр вносят парциальные спектры, соответствующие атомам  и , а вклады от квадрупольного дублета и секстета, соответствующего атомам , не превышают 5%. Значения квадрупольного смещения и сдвига мессбауэровской линии квадрупольного дублета соответствуют значениям для атомов трехвалентного железа. Можно предположить, что данные атомы соответствуют солям железа, полученным в ходе синтеза образцов.  В результате обработки мессбауэровских спектров были определены значения параметра модели многоуровневой суперпарамагнитной релаксации α (таблица 4), равного отношению энергии магнитной анизотропии KeffV к тепловой энергии kBT. Это позволило оценить средние размеры НЧ d. Значение коэффициента магнитной анизотропии Keff рассчитывалось отдельно для каждого образца с учетом значения молярной концентрации маггемита b (таблица 4) и объемов элементарной ячейки чистых магнетита и маггемита. При этом использовались литературные данные о коэффициентах магнитной анизотропии для чистого магнетита [29–34] и чистого маггемита [34–36]. Зависимость среднего размера НЧ от стадии модификации приведена на рисунке 4. Видно, что их средний размер не изменяется в процессе модификации и равен d = 16,3  0,4 нм для всех образцов.

Таблица 4 -  Экспериментальные значения параметров мессбауэровских спектров оксидных НЧ Fe3-γO4
	Образец
	Атомное состояние
	,
%
	,
мм/с
	,
мм/с
	,
kЭ
	
	
	
	
	
	

	


	Fe3O4
	 
	36,7
	0,26
	0,02
	477
	
6,39
	
0,165
	
0,49
	
0,166
	
0,50
	
11,4
	
16,4

	
	 
	28,4
	0,39
	-0,02
	481
	
	
	
	
	
	
	

	
	 
	34,9
	0,66
	-0,01
	448
	
	
	
	
	
	
	

	Fe3O4/
ТЭОС
	 
	38,0
	0,22
	-0,00
	482
	
3,24
	
0,308
	
0,93
	
0,309
	
0,93
	
5,9
	
16,2

	
	 
	55,0
	0,39
	-0,00
	487
	
	
	
	
	
	
	

	
	 
	5,4
	0,66
	-0,01
	448
	
	
	
	
	
	
	

	Fe3O4/
ТЭОС/
ГПМОС
	 
	38,5
	0,29
	-0,04
	486
	
2,74
	
0,312
	
0,94
	
0,300
	
0,90
	
5,8
	
15,5

	
	 
	56,5
	0,35
	0,02
	488
	
	
	
	
	
	
	

	
	 
	4,6
	0,66
	-0,01
	448
	
	
	
	
	
	
	



Магнитные характеристики композитов были изучены на системе вибрационного магнитометра (СВМ) в магнитных полях ± 2 Тл при 300 К. Результаты представлены на рисунке 15, а данные приведены в таблице 5.

	

	

	


	Рисунок 15 – Петля гистерезиса для Fe3O4 (a), Fe3O4/ТЭОС (б), Fe3O4/ТЭОС/ГПМОС (в)



Таблица 5 – Данные о магнитных свойствах 
	Образец
	Hc, Э
	Mr, эму/г
	Ms, эму/г
	Mr/Ms

	Fe3O4
	14,2
	0,49
	65,2
	0,00755

	Fe3O4/ТЭОС
	10,6
	0,8
	61
	0,01311

	Fe3O4/ТЭОС/ГПМОС
	8,7
	0,51
	56,3
	0,00908



Петли гистерезиса для синтезированных НЧ имеют вид, характерный для НЧ суперпарамагнитных материалов. Магнитные параметры, рассчитанные по петлям гистерезиса для исходного Fe3O4, имеют следующие значения: коэрцитивная сила составляет около 14 Э, остаточная намагниченность составляет 0,49 эму/г, намагниченность насыщения составляет 65 эму/г, что характерно для магнитных НЧ Fe3O4 [37,38]. Покрытие силанами приводит к незначительному изменению магнитных параметров. Однако следует отметить, что покрытие снижает коэрцитивность НЧ до 
10,6 Э, что связано с уменьшением взаимодействия между частицами из-за изменения расстояния между магнитными ядрами (СЭМ-анализ показал увеличение размера НЧ). Кроме того, происходит изменение поверхности исходных магнитных наноструктур, приводящее к изменению ориентации спинов, о чем свидетельствует изменение остаточной намагниченности  и прямоугольности гистерезиса петли. Однако оба эти фактора не вносят существенного вклада в изменение магнитных параметров исходных НЧ, которое после нанесения покрытия сохраняют свои суперпарамагнитные свойства. Увеличение количества немагнитного компонента (слоев функциональных покрытий) приводит к снижению удельной намагниченности насыщения (до 56,3 эму/г). Анализ изменения магнитных свойств магнетитовых НЧ после функционализации силанами показал, что модификация не приводит к значительным изменениям исходных магнитных параметров.

2.2 Модификация наночастиц Fe3O4 амино-, меркапто-, хлор- группой при помощи силанов 
Модификацию НЧ Fe3O4 хлор-группами проводили по реакции поликонденсации с использованием (3-хлорпропил)триметоксисилана (ХПТМС). Для этого, 0,5 г Fe3O4 диспергировании в 100 мл о-ксилола, добавляли 3 мл силана, реакционную смесь продували аргоном. Реакцию вели при 90 °С в течение 5 часов. После чего, НЧ разделяли при помощи магнита, промывали в о-ксилоле и ацетоне, сушили. Прирост веса составил 2,8%. Размер НЧ согласно СЭМ снимкам увеличился до 29±5 нм (рисунок 16). Элементный состав согласно ЭДА анализу: Fe-13%, O-43,6%, C-40,2%, Cl-0,6%, Si-0,5%, Au-1,1%, Cu-1%. При этом, следует отметить, что золото и медь появились в результате магнетронного напыления перед СЭМ анализом. ИК-спектр исходных НЧ Fe3O4 характеризуется поглощением при 3500–3000 см–1 (ОН), 
1614 см–1, связанный с колебаниями О-Н в сочетании с атомами Fe, а также при 544 и 399 см–1 (Fe–O). Покрытие НЧ привело к появлению в ИК-спектрах новых пиков при 1040 и 1146 см-1 (Si-O-Si), 628 cm-1 (C-Cl).
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	Рисунок 16 – Схема модификации Fe3O4 (3-хлорпропил)триметоксисиланом (а), СЭМ снимок (б), ЭДА (в)  и ИК-спектры (г)



Функционализация НЧ при помощи (3-бромопропил)триметоксисилана (БПТМС) проводили аналогично что и с  ХПТМС. Результаты анализа представлены на рисунке 17.
	[image: ]

	Рисунок 17 – Схема модификации Fe3O4 (3-бромопропил)триметоксисиланом (а), СЭМ снимок (б), ЭДА (в)  и ИК-спектры (г)



Средний размер НЧ составил 34±5 нм, в ИК-спектрах наблюдается появление пика при 641 см-1, характерное для С-Br, а также при 1040 и 1146 см-1 (Si-O-Si). ЭДС анализ показал наличие брома в количестве 0,8%, кремния – 1,5%. Схематично, процесс модификации(3-меркаптопропил)триметоксисиланом представлен на рисунке 18.
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	Рисунок 18 – Схема модификации Fe3O4 (3-меркаптопропил) триметоксисиланом (а), СЭМ снимок (б), ЭДА (в)  и ИК-спектры (г)


Как видно из рисунка 18, наблюдается образование сферических НЧ со средним размером 26 нм. В ИК-спектрах наблюдается появление новых пиков при 706 см-1 (S-C), 1059 и 1144 см-1 (Si-O-Si). ЭДА зарегистрировал серу – 1,3%, кремний – 1,5%.
Модификация (3-аминопропил) триметоксисиланом  (АПТМС) проходила по той же методике в о-ксилоле при 90°С. Средний размер составил 30±8 нм.  Аминированные НЧ характеризуются появлением новых пиков при 1677 см-1 (NH2), при 1163 и 1064 см-1 (Si-O-Si) и при 1265 см-1 (C-N) (рисунок 19). Азот в количестве 7,6% наблюдается в ЭДА.
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	Рисунок 19 – Схема модификации Fe3O4 (3-аминопропил) триметоксисиланом (а), СЭМ снимок (б), ЭДА (в)  и ИК-спектры (г)



Таким образом, были получены НЧ Fe3O4 с различными химически активными функциональными группами на их поверхности, которые в дальнейшем могут быть использованы для дальнейшей модификации или иммобилизации лекарственных средств.


3 Модификация наночастиц на основе оксида железа при помощи полимеров
Модификация  проводилась в три этапа. На первом этапе НЧ Fe3O4 покрывали тетраэтоксисиланом (ТЭОС). На второй стадии Fe3O4/ТЭОС покрывали 3-(триметоксисилил)пропилметакрилатом (ТМПМА), для создания двойных связей для дальнейшего использования в прививочной полимеризации. Fe3O4/ТЭОС обрабатывали ультразвуком в 100 мл толуола, затем добавляли 10 мл ТМПМА (рисунок 20). Реакцию конденсации выдерживали при 70 °С в течение 6 часов. Полученную суспензию отделяли магнитом, несколько раз промывали бензолом и диэтиловым эфиром, сушили на воздухе при 50 °С. Прирост веса Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА (2) составлял 3%. C=C, C=O связи были обнаружены в ИК спектрах при 1633 и 1726 см-1 соответственно (рисунок 21). СЭМ-анализ (рисунок 22c) показывает средний размер НЧ Fe3O4/TЭОС/TMПМА 31±5 нм. 
	


	Рисунок 20 – Схема модификации Fe3O4 полимером 



	


	Рисунок 21 – ИК спектры исходных и модифицированных Fe3O4

	
На третьей стадии проводили прививочную полимеризацию глицидилметакрилата (ГМА) на Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА. Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА диспергировали в 75 мл толуола, добавляли бензоилпероксид (инициатор) и ГМА. Реакцию выдерживали при 70-90 °С в течение 1-5 часов. Полученную суспензию отделяли магнитом, несколько раз промывали ацетоном, сушили на воздухе при 30 °С.
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	Рисунок 22 – СЭМ снимки исходной Fe3O4 (a), Fe3O4/TЭОС (б), Fe3O4/TЭОС/ТМПМА (в), Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА/ГМА (при оптимальных условиях) (г) 



Были найдены оптимальные параметры прививочной полимеризации ГМА. Влияние концентрации мономера (от 0,2 до 1 М) на степень прививки представлено на рисунке 23а. Степень прививки имеет тенденцию к увеличению с увеличением концентрации мономера до 0,8 М, тогда как дальнейшее увеличение концентрации мономера приводило к незначительному снижению эффективности привитой полимеризации. Таким образом, подходящая концентрация мономера была найдена 0,8 М.
Влияние концентрации инициатора (бензоилпероксида) на степень прививки показано на рисунке 23б. Оптимальная концентрация, приводящая к наивысшей степени прививки, составляет 0,01 М. Влияние времени реакции на степень прививки: степень прививки резко возрастает с 1 до 5 ч, в то время как дальнейшее продление времени до 
10 ч приводит к незначительному увеличению массы образца. Таким образом, 5 ч было выбрано как оптимальное. На рисунке 5г показан температурный эффект степени прививки при постоянном времени (5 ч), концентрации инициатора (0,01 М) и концентрации мономера (0,8 М). При этих условиях 80°C является оптимальной температурой. ИК-анализ подтвердил прививку ГМА на магнитных НЧ, были обнаружены новые пики при 886 и 1295 см-1, относящиеся к колебаниям эпоксидного кольца (рисунок 21). СЭМ анализ показывает рост среднего размера НЧ до 31 нм (рисунок 22).
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	Рисунок 23 – Зависимость концентрации мономера (a), инициатора (б), времени реакции (в) и температуры (г) от степени прививки ГМА на Fe3O4/TЭОС/TMПМА



Данные ЭДА спектров представлены в таблице 6. НЧ Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА состоят из железа (26,5%), кислорода (45,9%), кремния (6,5%) и углерода (21,1%). Дальнейшая модификация НЧ с ГМА привела к снижению содержания Si с 6,5 до 3,1%. Fe3O4/ТЭОС/ТМПМА/ГМА состоит из железа (24,5%), кислорода (49,9%), кремния (3,1%) и углерода (22,5%). 

Таблица 6 – Данные с ЭДА спектров 
	Образец
	Атомный состав, %

	
	Fe
	O
	Si
	C

	Fe3O4
	43,1
	56,9
	-
	-

	Fe3O4/ ТЭОС 
	38,4
	49,2
	7,2
	5,2

	Fe3O4/ ТЭОС/ТМПМА
	26,5
	45,9
	6,5
	21,1

	Fe3O4/ ТЭОС/ТМПМА/ГМА
	24,5
	49,9
	3,1
	22,5



На рисунке 24 представлена динамика изменения рентгеновских дифрактограмм исследуемых образцов до и после модификации. Общий вид дифрактограмм показывает, что исследуемые НЧ представляют собой поликристаллические структуры нестехиометрического магнетита, параметры кристаллической решетки которого составили а=8,371 Å. При этом согласно полученным данным, существенных видимых изменений обусловленных появлением новых дифракционных рефлексов не наблюдается, что свидетельствует об отсутствии процессов фазовых превращений или формирования новых фаз в процессе модификации НЧ. Общий вид дифрактограмм для модифицированных НЧ свидетельствует о частичном упорядочении структурных параметров, таких как параметр кристаллической решетки (см. данные в таблице 7). При этом, в случае модификации поверхности НЧ, наблюдается незначительное увеличение размеров кристаллитов и величины искажений, что может быть обусловлено формированием на поверхности НЧ оболочки вносящей изменения в структурные свойства. 
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Рисунок 24 - Рентгеновские дифрактограммы исследуемых образцов

Таблица 7 -  Данные изменения структурных параметров
	Образец
	
	
	

	Fe3O4
	8,3708
	14,3
	0,30

	Fe3O4/ ТЭОС
	8,3684
	17,5
	0,6

	Fe3O4/ ТЭОС/ТМПМА
	8,3689
	17,1
	0,55

	Fe3O4/ ТЭОС/ТМПМА/ГМА
	8,3687
	18,1
	0,54








Магнитные характеристики композитов были изучены на универсальной измерительной системе в магнитных полях ± 2 Тл при 300 К. Результаты представлены на рисунке 25, а данные сведены в таблицу 8.
	

	


	Рисунок 25 - Петля гистерезиса исходной Fe3O4 (a) и  Fe3O4/TЭОС/TMПМА/ГМА (б)



Таблица 8 – Данные магнитных свойств исходных и модифицированных НЧ
	Образец
	Hc, Э
	Mr, эму/г
	Ms, эму/г
	Mr/Ms

	Исходный Fe3O4
	14,2
	0,492
	65,2
	0,0076

	Fe3O4/TЭОС/TMПМА/ГМА
	5,6
	0,36
	48,6
	0,0074



[bookmark: _GoBack]Петли гистерезиса для исходных НЧ магнетита характерна для НЧ суперпарамагнитных материалов [79]. Магнитные параметры, рассчитанные по петлям гистерезиса для исходного образца, имеют следующие значения: коэрцитивная сила (Hc) составляет около 14,2 Э, остаточная намагниченность (Mr) составляет 0,492 эму/г, а намагниченность насыщения (Ms) составляет 65,2 эму/г что характерно для магнитных НЧ Fe3O4 [80]. Когда НЧ были модифицированы силанами и полимером, магнитные параметры изменялись. Покрытие снижает коэрцитивность НЧ до 5,6 Э. Эти изменения связаны с уменьшением диполь-дипольного взаимодействия между частицами, а также с эффектом закрепления границы раздела. Увеличение количества немагнитной фазы приводит к уменьшению удельной намагниченности насыщения. Тем не менее, магнитные НЧ не теряют своего суперпарамагнитного состояния (малые значения коэрцитивности и остаточной намагниченности при высоком значении остаточной намагниченности), что говорит о возможности использования предложенных методов функционализации НЧ, которые не приводят к значительным изменениям исходного магнитного поля. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рамках проведенных исследований получены следующие результаты: получены НЧ ферритов гадолиния (GdxFe3-xO4) со средним размером 33±9 нм, исследована модификация GdxFe3-xO4 силанами. Получены  НЧ феррита церия с размерами 25-30 нм. Установлено, что в структуре наночастиц присутствует две фазы, характерные для кубической фазы СеО2 и орторомбической фазы CeFeO3. Мессбауэровская спектроскопия показала формирование асимметричного дублета, который характерен для парамагнитного состояния оксида железа FeO в аморфной фазе. Изоэлектрическая точка для исследуемых наночастиц наблюдается при рН=4,2 согласно анализу дзета-потенциала.
Проведена функционализация наночастиц на основе оксида железа эпокси-, амино, меркапто-, хлор- группой при помощи силанов. Изучены особенности реакций, установлены оптимальные условия процесса. Образование функциональных групп было доказано методами ИК-спектроскопии, СЭМ и ЭДА. В дальнейшем, полученные модифицированные НЧ с химически-активными группами, могут быть использованы для иммобилизации агентов различного действия. Изучена реакция покрытия Fe3O4 наночастиц полимером глицидилметакрилатом. Этот метод позволяет создать разветвленную структуру на магнитном носителе. Модификация контролировалась гравиметрическим анализом, ИК и ЭДА анализом, СЭМ. Найдено, что размер НЧ увеличился с 21 нм до 31 нм. Образование полимера приводит к новым пикам при 886 и 1295 см-1, относящиеся к полимеру (эпокси-группы). При этом, согласно исследованию магнитных свойств, наночастицы не теряют своего суперпарамагнитного состояния. На дальнейших этапах выполнения проекта планируется использовать функционализированные наночастицы для привязки карборанов и химиотерапевтических средств. 
Поставленные в научно-исследовательской работе задачи выполнены полностью в полном объеме. За отчетный период было опубликовано: 2 статьи в изданиях с ненулевым импакт фактором, входящих в базу данных Scopus и Web of Science. 
Научный уровень представленной НИР соответствует международным стандартам исследований, проводимых в данной области. Высокий научно-технологический уровень достигнут путем использования баз данных литературных источников, а также привлечением современных инструментальных методов исследования. Научно-технический уровень полученных результатов подтверждает список опубликованных работ в 2020 году, представленный в приложении Б. Оттиски опубликованных работ представлены в приложении В.
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Ipunosxenwe 1.1
K HACTOSIIEMY Z0TOBOPY
NeFfor « /9 »__Mag  2020T0nA

KAJIEHJAPHBIN [UIAH

Mo norosopy N 1¥ o1 49 res 20 roma

1. PECIIYBJIMKAHCKOE I'OCYJAPCTBEHHOE IPEANPUSTHE HA IIPABE
XO3UCTBEHHOI'O BEAEHUS «<MHCTUTYT SIAEPHOU ®U3UKH»
MUHUCTEPCTBA SHEPTETUKHU PECITYBJIMKH KA3AXCTAH

1.1 To npuopurery: PauoHaibHOE MCHONB30BaHHE NPHPOIHBIX PECYPCOB, B TOM YHCIIE
BOJIHBIX PECYPCOB, I€0JIOrHUs, NepepaboTKa, HOBbIE MATEPUAlIbl M TEXHOIIOTHs, Ge30nacHble H3Nenus
1l KOHCTPYKIHH

1.2 Ilo noanpuoputety: Hanomarepuaisl H HAHOTEXHOIOTHH.

1.3 Ilo Teme npoekta: Ne AP08051954 «Cuure3  MoaH(HUKALHS MATHHUTHBIX HAHOYACTHIL
U151 LIe/IEBOM IOCTABKH BELIECTBY.

1.4 Obmas cymma mnpoekra 75750 000 TeHre (ceMbIECST MSTh MHJUTHOHOB CEMBCOT

HATBACCAT ThICAY TEHIE), B TOM YHC/IE ¢ Pa3OMBKOH IO TojaM, /Uis BIMOJHEHUs paboT

COITACHO MyHKTY 3:

- Ha 2020 roz - B cymme 25 250 000 Tenre (iBauaTh NiTh MUIUIAOHOB JIBECTH NS THAECAT
THICAY TEHTE);

- ua 2021 rox - B cymme 25 250 000 Terre (1BaauaTh MsTh MUIIHOHOB ABECTH [ISThACCST
TBICSIY TEHTE);

- 1a 2022 rox - B cymme 25 250 000 TeHre (1BaaLUATH NATH MUJUTHOHOB ABECTH MSTHICCAT
IbICSIY TEHTE).

2 XapaKTepum‘uKa HAYYHO-TeXHHYECKOIH TPOAYKUHH 110 KBa.’l"q)"KauHOHHHM
NPH3HAKAM H YJKOHOMHYECKHE I10KA3aTeH

2.1 Hanpasnenue paGotel: (DynjameHTalbHBIE HccnenoBaHHs. OCHOBHOE HampaBleHHE
paboThl MPOEKTA 3aK/TIOUAETCS B PA3BUTHH METOIAa MArHUTHOM JI0CTABKH JIEKADCTBEHHBIX BELIECTB
B OPraH-MHIICHb TOCPEIICTBOM TOJIYHEHHs M MOAM(BMKALMM HAHOCTPYKTYP Ha OCHOBE OKCHJA
Kelesa u (beppl/lTHMX COCIMHEHUH uepusi M rajojiIMHus H HMMDSHHPBB“HH YHUK&JIbHBIX
Kapﬁopauosux COeMHEeHHH H XUMHOTEPANEBTHYECKUX MpenaparoB Ui MNOTEHIHAIBHOrO
NPUMEHEHHS B XUMUO- H HEliTPOH-3aXBaTHOH Tepanuy paka.

2.2 O6nactb TPUMEHCHUS: HAHOTEXHOJIOTHH, HAHOXHUMHS, IIEMEHTOOPraHuYecKas XumMus,
OpraHn4ecKas Xumus, GHOMCZI"UHHZ\, B

2.3 KoHeuHsbli pe3ysbTar:

- 3a 2020 roa: ByayT cuHTe3MpoBaHEI MArHUTHBIE HAHOYACTHI[b] HA OCHOBE OKCH/IA JKelesa,
()eppHTHBIX COeJMHEHHI Lepusl M TaJOJMHMs, CIPYKTypa [OKa3zaHa (M3MKO-XHMMUECKMMHU
METOAMH  HCCIICI0BAHMs: peHTIeHoBCKas Audpakims, mécchayaposckas cnekrpockorus, DJIC
AHAIM3, JICKTPOHHAsE MUKPOCKOIHA. EyneT nposeJeHa (byHKuHOHBJIHSBuHﬂ HaHOYaCTHIl HA OCHOBE
OKCHJ[@ JKejie3a SMOKCH-, aMHMHO-, MEpKanTo-, XJIOp- IPYNIOH NpH MOMOLIM CHIaHOB. ByayT
\lU,"Ud(l)HquOBaHbl HAHOYACTHIIbl HA OCHOBE OKCHJIA XeJje3a MPU MOMOILIH MOJHMEPOB. ﬂonyueHa
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Pa3BeTBICHHAS MOBEPXHOCTb MArHHTHBIX HAHOYAaCTHI. bByayT omy6mmkoBambl 2 crated B
PeLeH3UpPYeMbIX 3apy0eKHBIX HAYYHBIX H3NAHUAX, WHACKCHPYEMBIX MEXIYHAPOAHbIMM Gazamu
nannpix Web of Science, sxomsmux 1-3 kBapTuim win nmerommx nponentuns no Cite Score B
Gase Scopus He Menee 35;

- 3a 2021 rom: DByayr CHHTE3HpOBaHBI MCXOAHbIE IPOM3BOAHBIE KApGOPAHOB —
MOTCHLMANbHBIX areHTOB /Ul GOpHEHTpOH3aXBAaTHOM Tepamuu paka. ByayT MMMOMIM30BaHbl
KapOOpaHOBbIE MPOM3BONHBIE HA MArHHTHBIC HAHOYACTHLBI [0 CPEACTBAM OOpa3OBAHMS
KOBAJICHTHO MM MOHHOM CBA3U. By/ieT npoBesieHo ueclie10BaHHEe LUTOTOKCHYHOCTH MOTYYEHHBIX
HAHOCTPYKTYP. Byzer nposeieHa OLEHKA NPUMEHHMOCTH MOIYYEHHBIX HAHOCTPYKTYp Uls
NOTCHUMAIBHOIO PUMEHEHNs B a7PeCHOl JIOCTaBKM BellecTB. Byaer omy6Gnukosana | craths B
PELCH3MPYEMOM 3apy0eKHOM HAYYHOM H3AHHH, HHIEKCHDYEMOM MESKIYHAPOIHBIME Ga3aMu
nannbpix Web of Science, xousumx 160 B 1-3 KBapTH/IM HIM HMEIOWMX NpouenThib no Cite
Score B Gaze Scopus He Menee 35. Byzer omyGmikopana | cTaTbs B peLEH3NPYEMOM 3apyGeKHOM
W11 OTEUECTBEHHOM H3/IAHHHU C HeHY/IeBBIM HMIAKT-(GakTopoM (pekomennosannbix KKCOH);

- 3a 2022 rox: Byzer npoBe/iena HMMOGHIIH3ALIASI XHMHOTEPANEBTHYECKHX JIEKAPCTBEHHBIX
CPe/ICTB HA MArHUTHbIE HAHOCTPYKTYPbI M OY/YT HCCIEIOBAHEI HX (H3HKO-XHMHYECKHX CBOHCTBA
metonamn MK-cniextpockonueii, D/IA-aHatn3oM, peHTreHOBCKOH mudpaxumeii. Bynet nposeneno
HCCIICI0BAHHE ~MArHUTHBIX ~HAHOCTPYKTYp in vitro. Byzer nposeseHo wucclenoBanue
B3aUMOZEHCTBHS TOJyYeHHBIX MarHHTHBIX Hanowactuu ¢ JJHK in vitro. Bynzer omyGnukopana 1
CTaThsi B PELEH3UPYEMOM 3apyOe/KHOM WIIH OTEYECTBCHHOM H3NAHMM C HEHYJIEBBIM HMMITAKT-
(paktopom (pekomernoBanHbEIX KKCOH).

2.4 [1aTeHTOCTOCOOHOCTD: HET.

2.5 Hayuno-texnuueckuii yposeHb (HOBH3Ha): HaHoyacTMuBl 00pasyloT ocHOBY s
(papMaLeBTHYECKNX M  MEIMUHMHCKHX IPHMCHEHHI, BKIIOYAs AMArHOCTHKY M JIOCTABKY
[IPOTHBOOIYXOJIEBLIX Npenapartos. OJMHMMH M3 TAKHX [pPENapaToB MOTYT GbITh Kap6opaHOBEHIE
[POH3BOIHBIC /UTA OTEHUHAILHOTO HCTONb30BAHUSA B HEHTPOHO3axBaTHON Tepanun paxa (H3T)
H  XHMHOTepaneBTHyeckue mnpenapatel. OCHOBHBIE TpeGOBaHMSIMM K  MCMOJNB30BAHHMIO
HAHOCTPYKTYP JUIA @/PECHOH NOCTABKM NEKApCTB: BO3MOXKHOCTh TPAHCIOPTHPOBKH JEKAPCTB K
OnyXosu, cHuKeHue MoGouHbIX IQ(EKTOB, HETOKCHUHOCTH M CTAOWIBHOCTE. C 3TOH MENblo,
OTIMYHBIMA  KAHIWJATaMH  SIBJISIOTCS  XOPOWIO — M3ydYeHHble HaHowacTuupl Fe;Oi  Takke
(CPCTICKTHBHBIMU  CUMTAIOTCA ~ MAJIOM3YYEHHblE LEPUEBble M TafOIMHHEBble (PeppUTHbIE
coennienus. Tagonunnii, umeiommi Gonbmod pammyc 3axBaTa HEHTPOHOB B COBMECTHOM
[IpUMEHeHHH ¢ HOPOPraHMUECKUMH COeIMHEHHSIMH MOXKeT 3HAUATEEHO TIOBLICHTE 2 (heKTHBHOCTE
H3T. A nanoYacTHUBI HA OCHOBE LEPHs TOKCHYHBI JUIsl PAKOBBIX KJIETOK, HHIHOHPYIOT HHBA3HIO U
TOBBILIAIOT YYBCTBUTENBHOCTS PAKOBBIX KIETOK K Jly4eBOH Tepalmuu M XumuoTepanuu. B
PECTABNCHHOM [POEKTE BIEPBBIE NPELIAraeTCs W3YYHTh MyTH MOAM(HKAIMK (eppUTHBIX
HAHOYACTHIL UEPHsl M Tal0JMHUS M UMMOOHMIM3ALMH YHUKATBHBIX KapOOPAHOBBIX COSMHEHHI
MCIHIOJIB3YEMBIX B [IPAKTMKE XMMHOTEPAIEBTHYECKHX [PENApaToB U AAPECHOIl 10CTaBKH
IEKAPCTBEHHBIX BELIECTB H MOTEHIHAILHOTO TPUMEHEHH S B XUMUO- H HeliTpoH3axBaTHoli Tepanuu
paxa. BHOCOBMECTUMOCTH [OJIYYEHHbBIX HAHOKOMMO3ZUTOB GOyJEeT MCCIICA0BAHA [E€PBUYHBIMU
IHTOTOKCHKOJIOTMHECKHMH  MCCJIC/IOBAHUSIMM i1 Vilro Ha 3IOPOBBIX M PAaKOBBIX KIETKaX H
ssanmozeiicteuem JIHK ¢ nojyveHHBIMH MarHMTHBIMM HAHOYACTHLAMH. Bc& 3TO MO3BOJIMT
BICPBbIE [OJY4HTh BAKHBIE JAHHBIE O MEXaHM3MaX B3aUMONIEHCTBHS MOJM(HIMPOBAHHBIX
(eppuTHBIX  HAHOCTPYKTYP ¢ KJIETKaMHM, TPOM3BECTH OTOOp HamGonee MepCreKTHBHBIX
HAHOCTPYKTYp AMIS AanbHeiumx ucesenosannii. OTCyTCTBHE KaKHX-THGO OMyG/IHKOBAHHBIX PAaGOT
B MEIYHapoAHBIX GazaXx o MoxH(HKAHH H HMMOOH/IM3ALHMHM TaJOJMHHEBLIX, LE3MEBBIX H
MArHKeBbIX (PeppPHTOB KApGOPAHOBLIMH IPOM3BOJAHBIMH, IO3BOJISIET CYHTATH NAHHBIA IPOEKT
OPMIMHAILHBIM M OTKPHIBAET MIMPOKHE BO3MOMKHOCTH JUIS PA3BHTHS JaHHOIO HANPABICHHS H
AanbHeHnX KostaGopatuii B 9T0i 061aCTH ¢ BETYIIMMH MHPOBBIMH HAYIHBIMH Ta00PATOPHAMH.
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2.6 Vicnonb3oBanue HAYYHO-TEXHMYECKON NPOAYKLMKM OCYLIECTBIseTcs: VcnomnuTeneM u
3aKa34MKOM COTIIACHO 3aKOHOAATebCTBY PK.
2.7 Bua uenonb3oBanust pesyIbTaTa HayqHOM! U (WIH) HayYHO-TEXHHYECKOH JEATEbHOCTH:
TEXHONOrHs! (MeTOJMKA) CHHTe3a (epPUTHBIX HAHOYACTHML TajAONMHMS M Llepus, crnocoba ux
MOAU(UKALMA U1t AIMMOGHITH3AIHH IOTCHIHATBHBIX JIEKAPCTBEHHBIX CPE/ICTB.
3. Hanmenosanne padoT, CPOKH HX PeaH3aALMH H Pe3yIbTaThl

llndp | Hanmenosauue pador mo | Cpok BBIMONHEHUs OskuzaeMbiil pesybrar
3a7aHus, 0roBOpY M OCHOBHBIE
";iana ')E’ll'aﬂbl el:g BBITOJIHEHHSA Hesno OKaR=

HyaHue

1 | Cunres MarHuTHeIX | Anpens | CentsGps  |ByayT CHHTe3HpOBaHBI MArHUTHBIE
HaHOYAaCTHIl Ha ocHose |2020 2020 HAHOYACTHIEl HA OCHOBE OKCHIA
OKCHIa Keaesa, Kenesa, d)CpplflTHbl’X COE/IMHEHU I
(eppUTHBIX  COoeaMHeHHIT uepus  u ragomuHus  (FesOu,
uepus M rafgoIHHHA, CeFeyOx,GdFeyOx), CTPYKTypa
XapakTepusauus (U3MKo- JI0Ka3aHa (DUBHKO-XUMIUCCKHIMH
XAMHYECKHUMH METOJ1aMH. MeTodaMu HUCCIIeIOBAHUS:

PEHTIeHOBCKast aubpaKius,
MécchayspoBekas CTIEKTPOCKOIHS,
SIC aHau3, 9/1EKTPOHHAs!
MHMKPOCKOIIHS.

2 | DyHKuHOHANM3ALIS Amnpens |CentsaGps | Byner [pOBe/IeHa.
HaHOYacTMIl Ha ocHose | 2020 2020 (DYHKIMOHAIM3AIMS HAHOYACTHLl HA
OKCHJIa Keje3a 3M0KCH-, OCHOBE OKCHJa IKeje3a 3IOKCH-,
AMMHO-, MEPKaNTo-, XJI0p- aMHHO-, MEpKalTO-, XJIOp- IPyNnoi
rpynnod NpH  [OMOLIK MpH MOMOIIM cunanoB. [loepxHocTh
CHITAHOB. MarHMTHBIX ~ HAHOYACTHL  Oyxer

(YHKIHOHANM3UPOBAHA CHJIAHAMH C
Pa3TMYHBIMU TPYTITIHPOBKAMH.

3 | Moaudukarms HMions | o 15 Bynyr MOAH(DHLHPOBAHbI
HaHo4acThll Ha ocHoe [ 2020 HOAGPs HAHOYACTHLBI HA OCHOBE OKCHJA
okcuna JKenesa npu 2020 JKeIle3a MPH IIOMOLM [0JIMMEPOB.
MOMOLIH T10JIMMEPOB. TMonyuena Pa3BeTBIEHHAS

MOBEPXHOCTH MarHHTHBIX
HaHOYACTHIL.

Bynyr omybGmukoBaHel 2 CTaTbu B
PELICH3HPYEMBIX 3apyOeIKHBIX
Hay4HBIX M3JAHMAX, HHICKCHPYEMbIX
MEXKIYHAPOAHBIMH 0a3aMH  TaHHBIX
Web of Science, Bxomsmmx 1-3
KBapTHJIH MM UMEIOMIMX TIPOLICHTHIIb
no Cite Score B 6a3e Scopus He MeHee
35.

4 | Cunres uexozbix | Slusapy | Centsibpe | ByayT —cuHTE3HpOBaHBI HCXOIHBIC
KapOOpaHOBBIX 2021 2021 TIPOM3BOHBIE KxapGopaHOB =
MPOU3BOIHBIX MOTEHIHATBHBIX areHToB 1St

MOTEHIHATIBHBIX ~ areHTOB

piuks
GopHeliTrponzaxpaTHOIT

Tepanuy paxa.

GOpHEeNTPOH3aXBATHOM Tepanuy paka,
C TOATBEPKIEHHOH CTPYKTYpOH H
"IHCTOTOR
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uanoctpykty ¢ JIHK- in

Mmmobunnzanus Mione  |Oxtabps | Byayr HMMOHIH30BaHbI
KapOOPAHOBBIX 2021 2021 kapOopaHOBBIE  NPOM3BOJHbIE  Ha
1IPOU3BOJIHBIX Ha MarHMTHBEIE HAHOYACTHIIb! (TTOTYYEHbI
MarHUTHbIC HAHOYACTHIIBI MarHHTHBIC HaHOYACTHUIIBI c
MMMOOH/TH30BAHHBIMH
KapGOPaHOBBLIMU MPOM3BOJHEIMH) 110
cpencTsaMm obpasoBanus
KOBAJICHTHOM MJTH HOHHO# CBS3U.
Byner onybmmkosana 1 crathi B
PELEH3HPYEMOM 3apyOesKHOM
HAyYHOM H3JIaHHM, HHICKCHPYEMOM
MEKIYHAPOAHbIMH GaBBMH JAAaHHBIX
Web of Science, Bxomsumx B 1-3
KBapTHJIH MITH HMEIOLINX TTPOLEHTHITb
no Cite Score B Gase Scopus He MeHee
35.
Hcenenosanne Hione Mo 15 Byner mpoBeneHo wHccieoBaHHe M
LHTOTOKCHYHOCTH 2021 HosGPA yCTaHOBJICHA LHHTOTOKCHYHOCTE
MOJTYYEHHBIX 2021 T0JTyYeHHBIX HAHOCTPYKTYD,
HaHoCTPYKTYp.  OlleHka Byner TIpOBeJieHa OLIeHKa
NIPUMEHHMOCTH IPHMEHHMOCTH TIOTTYYEHHBIX
HOJIYYEHHBIX HAHOCTPYKTYP JUIA NOTEHUHAILHOro
HAHOCTPYKTYP Jutst NPUMEHEHHUS! B AJPECHOM JlocTaBKe
MOTEHUHAILHOTO BEIIECTB.
NPUMCHEHHS B AIPECHOMH Byner omybnukoama 1  crates B
JIOCTaBKH BELIECTB. PpeLEH3HpyeMOM  3apyOeskHoM Ml
OTEUECTBEHHOM H3IAHHH ¢
HEeHyJIeBBIM HAMNAKT-(PaKTopoM
(pexomennosanroro KKCOH).
Hmmobuansanusa SAusapp | Mions 2022 | byner nposenena uMMOOHIM3aIHsA
XHUMHOTEpaneBTHUecKux | 2022 XMMHOTEPANeBTHYECKHX
JIeKAPCTBEHHBIX  CPEJICTB JIeKApCTBEHHBIX cpeicTB Ha
Ha MarHHTHBIE MarHUTHbIE HAHOCTPYKTYPbI
HAHOCTPYKTYPbI " (TOJTy4eHBI MArHHTHBIE HAHOYACTHIIBI
| ucenenopanne HX c HMMOOH/IH30BaHHBIMU
(PU3MKO-XHMHYECKHX XHMHOTEPAIeBTHYECKUMHU
CBOJCTB. npenapatamu) # GyIyT HCCIEM0BAHbI
X  (DH3MKO-XMMHYECKHMX CBOHCTBA
METOJIaMH MK-cniektpockonueii,
SJ1A-aHaHM30M, PEHTTEHOBCKOM
sndpaknmeit
In vitro uccnenosanns | SIusaps | Mions 2022 | Byzet mnposezneHo HCClIeJOBaHHE
MarHUTHBIX 2022 MArHUTHBIX HAHOCTPYKTYP in viiro
| HAHOCTPYKTYP. Byner yCTaHoBJIEHa
| LUTOTOKCHYHOCTh TI0JTyYEHHBIX
MarHHTHBIX CTPYKTYD in vilro
Hecenenosanne Wions  |[o 1 Byner npoBeneno  mccrenoBanne
B3aUMOICHCTBUS 2022 HOSOps B3aHMOJCHUCTBHE MOJTYYEHHBIX
1I0J1yYEHHbIX MarHMTHBIX 2022 MarHuTHeIX Hanovactuy ¢ JIHK in

vitro
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vitro. Byner omyGnukoana 1 crates B
PELEH3MPYEMOM  3apyGeikKHOM I

OTEYECTBEHHOM M3JaHUN ¢
HEHYJIEBBIM MMNaKT-(GaKTopom
(pexomennosanroro KKCOH).
Ot 3akasunka: Ot HUenonuutens:
1l ot g0h oo Tenepanshsiii mupextop PI'TI va [TXB «Muctuty™
IV «Kéuuret Haykn MUHHCTEpCTBA sIepHOil pu3nkE» MuHHCTepeTBa dHepreTHKH PK

__ Kemxun E.A.

Osnaxomen:
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: In this article, superparamagnetic Fe, O, nanoparticles (NPs) were modified with tetracthoxysilane (TEOS) and
Superparamagnetic Fe,0, nanoparticles 3-(trimethoxysilyl) propyl methacrylate (TMSPM), to create C—C double bonds for further graft polymerization
Carborane of biocompatible glycidyl methacrylate (GMA). These modified Fe;0, NPs can be used for payload attachment
::’g‘*d delivery of drugs for magnetic targeted delivery. Isopropyl-o-carborane was successfully immobilized on prepared NPs for po-

tential application in boron neutron capture therapy of cancer (BNCT). FTIR, SEM, EDX, DLS, VSM and
Méssbauer spectroscopy were used to evaluate the structure, morphology, element, chemical composition as
well as magnetic properties of the NP samples. The cytotoxicity effect was evaluated on different cell lines: HeLa,

Cytotoxieity

BxPC-3, MCF-7, and L929. Results indicate successful immobilization of carboranes on Fe;04 NPs with main-
taining of superparamagnetic properties and with low cytotoxic effect.
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1. Introduction

Fe;04 nanoparticles (NPs) are promising candidates for a wide
range of applications in nanobiomedicine: magnetic resonance imaging
[1,2], magnetic hyperthermia [3-8] and for magnetic drug delivery
[9-16] due to their size, chemical and physical properties (ease of
functionalization, suitable optical and magnetic behavior) [17-25].
‘Among the methods of Fe;0,4 NPs synthesis, such as hydrothermal [26],
sonochemical synthesis [27], thermal decomposition [28], co-pre-
cipitation is one of the preferred since it is simple, low cost and high-
yielding method [29,30]. The main limitation of the use of magnetic
nanoparticles in biomedicine is their toxicity caused by nonspecific
binding to cell components, low colloidal stability in water and biolo-
gical mediaas well as their tendency to degrade [31,32]. To overcome
these problems, methods of surface modification can be used, for in-
stance, covering with gold [33,34], tetraethylorthosilicate [35,36] and
other silanes [29,37-39], oleic and folic acid [40,41], biocompatible
polymers (PEG [42], chitosan [43], PVP [2], poly(2-hydroxyethyl)
methacrylate [44], polyacrylic acid [1], poly(glycidyl) methacrylate
(PGMA) [45], methacrylic acid [46,47] and others [48-511). Among
polymers, the most studied are PEG, PVP and chitosan, while the less
studied is PGMA, however, PGMA has a high potential to be used as a
modifying agent for drug delivery systems [52,53].

Now the application of modified Fe;04 NPs for targeted drug de-
livery is under pre-clinical or clinical study and it has not been ap-
proved yet for clinical use. Various therapeutic drugs such as doxor-
ubicin, epidoxorubicin, methoxantrone [54-57] were successfully
attached to magnetic NPs and tested in the chemotherapy of cancer.
Fe;04 NPs were also used for the targeted delivery of boron-rich
compound for potential application in boron neutron capture therapy of
cancer (BNCT) [58,59]. BNCT is a promising method of cancer treat-
ment based on selective accumulation of °B in cancer cells and sub-
sequent irradiation with low-energy thermal neutrons or epithermal

oH 2
HO, OH  CH.O—Si—OCH, S

H,C0).51
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neutrons. °B react with neutron to form !B, a-particles, lithium-7
nuclei and low-energy y-rays [60-62]. Since the path length of a-par-
ticles is around 10 um which is comparable to cell size, thus ideally only
cancer cells can be destroyed. It follows from this that a successful
implementation of BNCT depends on the effectiveness of selective de-
livery of boron-rich compound into the cancer cells. As rule, carboranes
themselves do not have tumor-targeting properties, therefore carbor-
anes are usually modified with tumor-targeting moieties or they can be
immobilized on different carriers (liposomes [63,64], micelles [65],
monoclinic antibodies [66], nanotubes [67], nanoparticles (NPs) [68],
and magnetic nanostructures [58,59,69]).

Authors [59] attached carboranes through the catalytic azide-al-
kyne cycloaddition. This method allows reaching boron concentration
of 51.4ug/g in tumor and 1:10 ratio of tumor to normal tissues. Authors
[70] studied the attachment of bis(ascorbatoborate) complexes to PE-
Gylated Fe;0,. Authors [71] prepared magnetic NPs which consist of a
magnetic core and inorganic carboranylphosphinate shell that was bind
via coordination to the iron atoms, such that Carborane:Fe ratio
achieved was 1:70. In our recent articles [72-74], di(o-carborano-1,2-
dimethyl) borate was immobilized on FeNi nanotubes and Fe;04 NPs
via ionic interaction with the amino-functionalized surface of magnetic
carriers. Boron content reached 10% of NPs according to XRD and EDX
analysis. Despite all efforts, higher boron concentration of FesO4 NPs
with low-toxicity and higher colloidal stability is needed for the suc-
cessful application in BNCT.

In this paper, we present the result of Fe,04 NPs modification with
silanes and subsequent thermo-induced graft polymerization of GMA
that led to branched structure allowing attaching carborane cores with
higher concentration. Isopropyl-o-carborane was attached to the FeaO,
NPs via covalent bonding. The biocompatibility was evaluated in vitro
using HeLa (cervical cancer), BxPC-3 (pancreatic cancer) and MCF-7
(breast cancer) and L929 (fibroblasts like cells).
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Fig. 1. Scheme of Fe;0, modification and carborane immobilization.
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2. Experimental
2.1. Synthesis and modification of Fe;04 NPs

Iron oxide NPs were prepared by a well-known method of co-pre-
cipitation of iron chloride (III) and iron chloride (II) with the addition
of ammonium hydroxide [69,75]. Modification of Fe04 NPs surface
was carried out with the aim to stabilize colloid solution against pre-
cipitation, to make them more biological compatible and to create
chemical active groups for subsequent attachment of carboranes.
Modification was performed in three stages according to Fig. 1.

At the first stage, Fe;04 NPs were covered with tetraethoxysilane
(TEOS). 1g of Fes0s NPs were dispersed in 200 mL of ethanol by ul-
trasonication for 6 h. Then, 6 mL of TEOS and 10 mL of NH,OH were
added in dropwise, the reaction mixture was kept at 50°C for 5h.
Prepared NPs were washed 5 times with deionized water, magnetic
separation was used to wash off nonmagnetic silica spheres. Obtained
Fe04/TEOS (1) NPs were dried at 50 °C. The weight gain calculated by
Eq. (1) is 46%.

= m) e
my (e8]

w

where m; — the weight of the sample before grafting, m; - the weight of
the sample after the reaction.

At the second stage FesO4/TEOS (1) was covered with 3-(tri-
methoxysilyl) propyl methacrylate (TMSPM) to create C—C double
bonds for further use in graft polymerization of functional polymers.
Fe304/TEOS were ultrasonicated in 100 mL of toluene and then 10 mL
of TMSPM was added. The condensation reaction was kept at 70 °C for
6h. The obtained suspension was magnetically separated, washed with
benzene and diethyl ether several times, dried in air at 50 ‘C. Weight
gain of Fe304/TEOS/TMSPM (2) is 3%.

At the third stage, graft polymerization of glycidyl methacrylate
(GMA) on Fe;04/TEOS/TMSPM was performed. Fe;0,/TEQOS/TMSPM
was dispersed in 75mL of toluene, benzoyl peroxide and GMA was
added. The reaction mixture was kept at 70—-90°C for 1-5h. The
resulting suspension was magnetically separated, washed with acetone
several times, dried in air at 30 °C.

2.2. Immobilization of carboranes to functionalized Fe;04 NPs

Commercially 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 (0.016M) was
added andisopropyl-o-carboranyl lithium was precipitated after 1h of
stirring. Diethyl ether was added to the reaction mixture to dissolve the
precipitate. After that, the suspension of Fe;04/TEOS/TMSPM/GMA
(3) in benzene was added. The reaction was carried out at room tem-
perature for 6 h. The resulting suspension was magnetically separated,
washed with benzene and diethyl ether several times, dried in air at
50°C. Weight gain of Fe;0,/TEOS/TMSPM/GMA/Carborane (4) is
13%.

2.3. Methods of characterization

Agilent Technologies Cary 600 Series FTIR Spectrometer with Single
Reflection Diamond ATR accessory (GladiATR, PIKE) was used to re-
cord FTIR spectra (range 400-4000 cm™, 32 scans at 0.5cm ™' re-
solution). JEOL JSM-7500F scanning electron microscope (SEM) was
used for characterization of NPs morphology and sizes. The diagrams of
nanoparticle distribution were evaluated by SEM images using ImageJ.
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. X-ray diffraction analysis was carried out on D8
ADVANCE ECO diffractometer (Bruker, Germany) using CuKa source
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(A = 1.54060 A). To identify the phases and study the crystal structure,
the software BrukerAXSDIFFRAC.EVAV.4.2 and the international data-
base ICDD PDF-2 were used. The Méssbauer spectra were recorded on
spectrometer MS1104Em operating in the regime of constant accel-
erations with a triangular shape of the Doppler velocity of the source
relative to the absorber. As a source, *’Co nuclei in the Rh matrix were
used. Magnetic characteristics of composites were studied on a uni-
versal measuring system (automated vibrating magnetometer) «Liquid
Helium Free High Field Measurement System» (Cryogenic LTD) in
magnetic fields = 2T at 300K.

2.4. Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of nanoparticles determines their potential appli-
cation in various fields, especially in biomedicine [76,77]. Therefore,
toxic effect on different types of cell is becoming a key issue in nano-
technology. There is no doubt that cell features such as cell physiology,
state of proliferation as well as membrane characteristics play a crucial
role in the study of toxic activity of nanoparticle. For that reason, to
monitor the cytotoxicity of functionalized magnetic nanoparticles
(Fe30.4/TEOS/TMSPM/GMA /Carborane) different human tumoral cell
lines were selected: (HeLa (cervical cancer), BYPC-3 (pancreatic cancer)
and MCF-7 (breast cancer). As normal cells fibroblasts like cells L929
obtained from subcutaneous adipose tissue of mouse were used. MCF-7
cells were cultured in DMEM at normal conditions (37°C with 95%
humidity, 5% CO, flow). BXPC-3 cells were grown in RPMI 1640
medium (with the addition of L-glutamine and 15 mM Hepes) with 10%
FBS and 1% of antibiotics at normal conditions. All control cells were
cultured in the absence of nanoparticles. Cells were plated into 96-well
plates (1 x 105 cells/well) for 24 h to growth. The cells were treated
with different concentrations of nanoparticles and incubated at normal
conditions for 12, 24 and 72 h. In experiments, culture medium with
fetal bovine serum (FBS+) was applied. After the mentioned time,
freshly prepared MTT solution was added in volume of 25l to each
well and cells were incubated for the next 3h in the same conditions.
Prior to the investigation, the nanoparticles solutions were sonicated for
25min in a bath-type sonicator (Powersonic, UB-405; 40 kHz, 350 W)
at 20°C in order to disintegrate particles with ultrasounds. Then, the
wells contents were removed and lasting crystals were dissolved by the
addition of 100l DMSO to each well. Absorbance was measured
spectrophotometrically at the wavelength of A = 575nm. Cells in-
cubated with 25yl of PBS were used as a control. The results were
figured out as the percentage cell viability.

3. Results and discussion
3.1. Synthesis and functionalization of Fes04 NPs

Carboranes were immobilized on Fe;0,-polymer nanoparticles via
reactions presented in Fig. 1. Firstly, Fe;0, magnetic NPs with average
sizes of 21 + 4nm was synthesized by a well-known method of pre-
cipitation with ammonia hydroxide [75]. FITR spectra of initial NPs
(Fig. 2) consist of main peaks at 3420 and 570 cm ! related to Fe— OH
and Fe-O-Fe respectively, that is in good accordance with previously
published paper [74]. The second stage is the modification with TEOS
for two proposes: to cover magnetic NPs with biocompatible silica layer
and to make the surface more reactive for further modification. For-
mation of TEOS layer on Fe;04 was confirmed by FTIR spectroscopy:
new peaks at 1058 and 1176cm ™" (Si-O-Si) [78] were recorded.
Moreover, according to SEM analysis presented in Fig. 3, the average
size of the NPs increased from 21 = 4 to 26 + 6nm.

Further modification by TMSPM in toluene at 70 °C allowed for the
creation of surface C=C double bonds for further graft polymerization
of certain polymers. C=C, C=0 were detected in FTIR spectra at 1633
and 1726 cm ! respectively. According to SEM analysis (Fig. 3c), the
average size of Fe;O4/TEOS/TMSPM NPs was 31 + 8nm. Then
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Fig. 2. FTIR spectra of initial and modified Fe;0,,

optimal parameters of GMA graft polymerization were found. The effect
of monomer concentration (from 0.2 to 1M) on the grafting degree is
presented in Fig. 5a. It was found that grafting degree tends to increase
with an increase in monomer concentration up to 0.8 M, while a further
increase in monomer concentration led to only a slight decrease in ef-
ficiency of graft polymerization. Thus, 0.8 M is the optimal monomer
concentration.

Fig. 5b illustrates the effect of initiator concentration (benzoyl
peroxide) on grafting degree. Optimal concentration leading to the
highest grafting degree was 0.01 M. For the influence reaction time on
the degree of grafting: the degree of grafting dramatically increased
from 1 to 5h, while further prolongation of time to 10h led to only
slight weight gain. Thus, 5h was chosen as the optimal time. Fig. 5d
show temperature effect of grafting degree at a constant time (5h),
initiator concentration (0.01 M) and monomer concentration (0.8 M).
At these conditions, 80 °C was the optimal temperature. Thus, Fe;0,/
TEOS/TMSPM NPs were covered with GMA at optimal conditions. FTIR

analysis confirmed successful grafting of GMA on the magnetic NPs
through detection of new peaks at 886 related to epoxy ring stretching
[52]. The average NPs size is 31 = 8nm according to SEM analysis.
Isopropyl-o-carborane was immobilized to Fe;0,/TEOS/TMSPM/GMA
through covalent bonding with the use of butyl lithium. New peaks
which appeared at 3350, 2920, 2556, 1506, 1427 and 865 cm " are
related to OH, C-H, B-H, &,, CH, and carborane skeleton vibrations
respectively [79], the size of the NPs increased to 36 = 9 nm according
to SEM analysis (Fig. 3e).

The hydrodynamic diameter of Fe;04/TEOS/TMSPM/GMA/
Carborane was evaluated by DLS techniques at 293K. The obtained
particle size distribution in ethane-1,2-diol was presented in Fig. 4a.
Similar results were noticed in aqueous solution but polyethylene glycol
was capable of stabilizing the Fe;0,/TEOS/TMSPM/GMA/Carborane
NPs for much longer in ethane-1,2-diol than in aqueous solution. Fig. 4b
depicts the structural changes of self-assembled NPs over a time course
of 3h in aqueous solution. Results indicate that that average

Fig. 3. SEM images of initial FesO4 (), Fe30.4/TEOS (b), Fea0./TEOS/TMSPM (c), Fe;04/TEOS/TMSPM/GMA (at optimal conditions) (d) and Fe30,/TEOS/TMSPM/

GMA/Carborane (e).
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Fig. 4. Particle size distribution of Fe;0,/TEOS/TMSPM suspended in polyethylene glycol (a) and in water (b) measured by DLS techniques at 293K.

hydrodynamic size of the sample is close to 49 nm which is slightly
different from the result obtained from SEM measurements
(36 = 9nm). However, considering that size distribution obtained
from SEM relates to dry state in contrast to DLS results where asso-
ciation by solvent is non-negligible, the obtained NPs diameters are
consistent in our opinion. It is worth emphasizing, that in aqueous so-
lution Fe;0,/TEOS/TMSPM NPs exhibited a stronger tendency to ag-
gregation due to attractive particle-practical interactions which ap-
parently increases the effective particle size.

EDX analysis was applied to study elemental content of Fe;04 NPs at
each stage of modification. The data extracted from the EDX spectra are
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Table 1
Data from EDX spectra.

Sample Atomic content, %
e 0 si B c
Initial Fe,0, 431 569 - - -
Fe,0,/TEOS 384 492 72 - 52
Fe,0,/TEOS/TMSPM 25 459 65 - 211
Fe,0,/TEOS/TMSPM/GMA 245 499 31 - 25
Fe,0,/TEOS/TMSPM/GMA/Carborane 192 392 25 207 184
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Fig. 5. Effect of monomer (a), initiator (b) concentration, reaction time (c) and temperature (d) on the grafting degree of GMA onto Fe;0,/TEOS/TMSPM.
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Fig. 6. XRD analysis of Fe;04 NPs before and after functionalization.

presented in Table 1. Initial Fe;0, consisted of 43.1% Fe and 56.9% O.
Silanization of Fe304 with TEOS led to the appearance of Si (7.2) and C
(5.2) and decreasing of Fe and O content to 38.4 and 49.2% respec-
tively. Fe;0,/TEOS/TMSPM consisted of iron (26.5%), oxygen
(45.9%), silica (6.5%), and carbon (21.1%). Further modification of
NPs with GMA led to decrease in Si content from 6.5 to 3.1%. Fe;04/
TEOS/TMSPM/GMA consisted of iron (24.5%), oxygen (49.9%), silica
(3.1%), and carbon (22.5%). Carborane immobilization led to the ap-
pearance of boron in an amount of 20.7%.

Fig. 6 shows the data on the changes in X-ray diffraction patterns
depending on the modification stage. The general appearance of the
diffraction patterns indicates nanoscale objects, since the shape of the
diffraction peaks is broadened and of low intensity. According to the
results of XRD, the initial sample has polycrystalline structures of non-
stoichiometric magnetite Fey ,O4 with crystal lattice parameters a =
8.371A. The presence of broadening of diffraction peaks and their
slight asymmetry indicates the presence of deformation distortions in
the nanoparticle structure and a high density of dislocation defects due
to the small size of crystallites, the size of initial Fe;0, does not exceed
15nm.

For the modified NPs, there is no obvious change in the diffraction
pattern with the appearance of new diffraction reflections or a sig-
nificant change in the intensities of diffraction peaks, which would
indicate a change in texture orientation. All structural changes for the
modified NPs are due to a slight decrease in the crystal lattice para-
meter (see Fig. 7a) and a constant crystallite size within the measure-
ment error (see Fig. 7b). This change indicates that all modifications
occur on the surface of nanoparticles and do not significantly affect the
crystal structure of NPs.

Fig. 7c shows the results of a change in the magnitude of micro-
distortions in the structure of NPs depending on the modification stage.
According to Fig. 7c, it can be seen that the change in distortions in the
structure is also not significant, and it is within the error range, which
indicates a small effect of the modification on the surface deformation
of NPs.

It is known that the phases of magnetite (Fe304) and maghemite (y-
Fe,0,) having the structure of the inverse spinel AB,O4 (Fd3m space
group) are indistinguishable by XRD due to close structural parameters
and diffraction peaks. However, the methods of Mossbauer
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spectroscopy can distinguish these phases, since FesO4 and y-Fe;Os
have noticeably different parameters of hyperfine interactions of 5’Fe
nuclei.

The studied iron oxide (Fes.,O) can be represented as non-stoi-
chiometric magnetite (solid solution of magnetite Fe,0,4 and maghe-
mite y-Fe;0s):

Fe,_,0, = Feo*[{Fe2*Fe™*}, _;Fe}*(1]0%~, @

and as the mixture of magnetite and maghemite phase:

Fe;_,0, = (1 — b)Fe**[Fe?*Fe™*] 0}~ + bFe* [Fe;g; ]oi'. o
where: y is the number of vacancies ((J) per formula unit, b = 3y is the
molar concentration of maghemite 0 < b < 1. At b =0 (y = 0), for-
mula corresponds to pure magnetite FesO4 and atb =1 (y = 1/3) - to
pure maghemite y-Fe;0,. The square brackets in formulas (2) and (3)
related to the octahedral B-positions of the crystalline cubic structure of
the spinel, and the curly brackets related to the Verwey electronic ex-
change mechanism. At temperatures above the Verwey temperature (Ty
120K) in magnetite, a rapid electronic exchange occurs between
neighboring atoms in {Fe}*Fe}’} {Fe?*Fe®*} pairs, so that two Fe ions
in the octahedral environment become indistinguishable by Méssbauer
spectroscopy and behave effectively as two ions of Fe>*.

Fey 0,4 contains iron atoms in three different valence and structural
states: Fe}," u Fe}® - trivalent Fe ions in the tetrahedral (A) and octa-
hedral (B) positions, and Fe}**-Fe>** ions in the octahedral (B) posi-
tion. These three states of atoms will correspond to three Méssbauer
subspectra with different values of the hyperfine parameters: isomer
shift 8, quadrupole shift of the components of the hyperfine structure ¢
and hyperfine magnetic field H,, Therefore, the fitting of Méssbauer
spectra does not depend on the method of representing the chemical
formula of Fey_,04 and it was carried out within the framework of the
multi-level superparamagnetic relaxation model [80] with three sub-
spectra corresponding to Fe atoms in three different states: : Fe}’, Fe}*
u Fe}™ and one quadrupole doublet. Since the size distributions of the
NPs are close to single-mode (see Fig. 3), the same average relaxation
rate for the first three subspectra was assumed. According to the (2) and
(3), the ratio of the intensities of the subspectra corresponding to the
three states of the iron atoms have the form:

1) _ pn ) fy Jy s
IFe) — [un(Fel) [, AER @
I(Fe}® A
= = 8,201 - 3p) = 221 - b).
T(Fey A (A e e )

where f and fi recoilless fraction for Fe atoms in the tetrahedral (A)
and octahedral (B) positions, respectively. The ratio fp/fy was taken
equal to 0.94 = 0.02 [81] when fitting the Méssbauer spectra.

The result of fitting the Méssbauer spectra of the samples is shown
in Fig. 8. It should be noted that the Méssbauer spectrum of the initial
sample significantly differs from the spectra of modified samples. Thus,
we can expect a difference in the phase composition of the initial and
modified nanostructures. As a result of the fitting, the values of the
parameters of Méssbauer spectra were obtained (see Table 2).

The main contribution to the Méssbauer experimental spectrum is
made by the subspectra corresponding to *’Fe* atoms. For these
subspectra, the values of quadrupole shift are ¢ = 0, the values of hy-
perfine magnetic fields are close to each other, and the values of the
isomer shifts § are ~0.256mm/s and ~0.367 mm/s, that are char-
acteristic for tetrahedral (A) and octahedral (B) oxygen environments
respectively.

For the subspectrum corresponding to Fe§** atoms, the values of the
hyperfine parameters of the Méssbauer spectrum of the initial NPs were
determined (see Table 2). The same values were used for all modified
samples. The values of the quadrupole shift and isomer shift of the
quadrupole doublet of low intensity (< 1.6%), corresponding to Fe
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atoms in the paramagnetic state, make it possible to attribute it to Fe®*
atoms, presumably belonging to iron salts obtained during the co-pre-

cipitation synthesis.
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7. Changes of structural parameters: crystal lattice parameter (a); average crystallite size (b); and changes in the magnitude of micro distortions in the structure

The values of the molar concentration of maghemite and the

number of vacancies per formula unit were determined in two ways. In
the first method, to determine b and v, the relationship between the
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Fig. 8. Mossbauer spectra of *’Fe nuclei in Fe;0, at different stages of modification (3* < 1.3).
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Data extracted from Méssbauer spectra of Fe,.,0, at different stages of modification.

Sample Atomstate L% & mm/s  emm/s  Hikoe b % bs Ker, 100 d A
Jim?
Initial Fe,0, Fei 2 2 2 1 4 1049 50166 1050 8 4
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Fig. 9. Changes of the molar concentration of maghemite b (a) and the number of vacancies per formula unit y (b) at different modification stage (the dashed lines

indicate the values corresponding to pure maghemite y-Fe;0s) and dependenc

intensities of the partial spectra (4) and (5) were used. The obtained
values are shown in Table 2 and in Fig. 9. In the second method, based
on the ‘center of gravity’ described in [82], the molar concentration of
maghemite bs and the number of vacancies per formula unit 5 were
determined using the formula:

)

where 8, = 0.3206(22) mm/s and m = 0.2136(76) mm/s [82]. The
values of the molar concentration of maghemite and the number of
vacancies per formula unit found by both methods practically matched
(see Table 2).

The average NPs size d was evaluated taking into account the as-
sumption of spherical particles, using the values of the model of mul-
tilevel superparamagnetic relaxation a and the calculated the magnetic
anisotropy energy Ko obtained as a result of fitting the Méssbauer
spectra. The relationship between these parameters is determined by
the ratio:

e of the average Fe;_,0; NPs size on the modification stage (c).

KV
[ @
where K.V is the magnetic anisotropy energy, kT is the thermal en-
ergy.

To calculate the values of the magnetic anisotropy coefficient Kers
the literature data on the magnetic anisotropy coefficients for pure
magnetite [83-88] and pure maghemite [83,89,90], as well as ma-
ghemite concentration b (see Table 2) and unit cell volumes pure
magnetite and maghemite were used.

The dependence of the average core size d on the modification stage
is shown in Fig. 9c and Table 2. It can be seen that the average size of
Fey04 core for all samples is almost the same and equal to
16.3 = 0.4nm.

Magnetic characteristics of composites were studied on a universal
measuring system in magnetic fields = 2T at 300 K. Results are pre-
sented in Fig. 10 and data summarized in Table 3.

The hysteresis loops for the initial magnetite NPs are characteristic
for NPs of superparamagnetic materials [91]. The magnetic parameters
calculated from the hysteresis loops for the initial sample have the
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Table 3
Data of magnetic properties.

Sample He,Oe Mremu/ Ms,emu/ M/ Ms
g g
Initial Fe,0, 142 0492 652 0.0076
Fe;0,/TEOS/TMSPM/GMA/ 56 036 486 0.0074
Carborane

following values: the coercivity (H,) is about 14.2Oe, the remanent
(M,) magnetization is 0.492 emu/g, and the saturation magnetization
(M) is 65.2 emu/g which is characteristic of magnetic FesO4 NPs [92].
When the NPs were modified with silanes, polymer, and carborane, the
magnetic parameters slightly change. At the same time, it is worth
noting that the coating reduces the coercivity of nanoparticles to
5.6 Oc. These changes are possibly associated with a decrease in the
dipole-dipole interaction between particles, as well as with the effect of
pinning the interface. An increase in the amount of the nonmagnetic
phase leads to a decrease in the specific saturation magnetization.
Nevertheless, magnetic nanoparticles do not lose their super-
paramagnetic state (small values of coercivity and residual magneti-
zation with a high value of residual magnetization), which suggests the
possibility of using these methods of functionalization of nanoparticles
that do not lead to significant changes in the initial magnetic para-
meters.

3.2. Cytotoxicity assay

Selected cell lines were exposed to modified nanoparticles at con-
centrations: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 ug/mL for 12h, 24 h and 72h.
The cytotoxicity, expressed as percentage cell viability, is presented in
Fig. 11. Due to general low cytotoxic reduction in cell viability of all
investigated cells in presence nanoparticles determination of IC50
parameter was impossible.

On the basis of the presented results, cytotoxicity exhibits a dose-
dependent tendency. After 72h incubations for higher concentration,
the increase of cell viability can be explained by nanoparticles ag-
gregation that was noticed also in DLS study in Fig. 4. The assembly
process causes a decrease in the concentration of NPs that can affect the
cytotoxic response of cells. Physical properties such as shape, surface
properties and aggregation tendency [93] control bioavailability due to
enhanced adsorption. Iron nanoparticles with size below 100 nm easily
interact with cells, increase mitochondrial membrane depolarization
and induct production of reactive oxygen species [94].

It is worth noticing, that in our experiments, the reduction of via-
bility of breast cancer cell line MCF-7 is the most significant. It confirms
that cell reaction on NPs exposure is determined by interactions of NPs
with proteins that modify their function [95].
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Fig. 10. Hysteresis loop of initial Fe;04 (a) and Fe;04/TEOS/TMSPM/GMA/Carborane (b).

4. Conclusions

Fe;04 NPs with an average size of 21 + 4nm were modified with
silanes and thermo-initiated graft polymerization of GMA. This method
allows us to create branched structure on the magnetic core. The
modification was confirmed by gravimetric analysis, FTIR and EDA.
SEM and DLS analysis were also used to confirm changes in NPs size
after each stage of modification. FesO4 NPs with carboranes have an
average size of 36 nm according to SEM and 49 nm according to DLS
analysis. XRD, Méssbauer spectroscopy and VMS showed slight changes
in the properties of modified NPs. Coercivity reduced from 14.2-5.6 Oe.
Thus, Fe;0,/TEOS/GPTMS/Carborane  remains  their  super-
paramagnetic properties. Biocompatibility was proved using in vitro test
on cell lines with different sensitivities as HeLa, BxPC-3, MCF-7, and
1929. The obtained results identify the possibility of further testing of
prepared NPs as carriers for the targeted delivery of boron to cancer
cells.
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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;0, na-
noparticles (NPs) via covalent bonding with pre-modified surface by tetracthoxysilane (TEOS) and (3-glyci-
dylpropyl) trimethoxysilane (GPTMS). Structure, morphology, element and chemical composition of prepared
Fe,0, 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), Mossbauer 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 g/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;04 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
51.4g/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;04) 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], dio-carborano-1,2-dimethyl) borate was
immobilized on FeNi nanotubes and FesO4 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 Fea04 NPs modification with
tetraethoxysilane (TEOS) and (3-glycidylpropyl) trimethoxysilane
(GPTMS). Isopropyl-o-carborane was attached on the Fe;04 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 SO 10993-5:2009 norm).

2. Experimental
2.1. Synthesis and modification of Fe;04 NPs

Fe;04 NPs were obtained by co-precipitation of a mixture of iron
chloride (IT) and iron chloride (IIT) 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). 1g of Fes04 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%.
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Fig. 2. FTIR spectra of Fe;0, before and after modification at different stages.
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Functionalization of Fe;O4/TEOSwas performed using (3-glycidyl-
propyl) trimethoxysilane (GPTMS) in order to create chemical active
groups for subsequent covalent bonding of carborane compound. 1 of
Fe;04/TEOS NPs were ultrasonicated in 100 mL toluene, then 10 mL of
GPTMS was added to the suspension. Reaction was performed during
6h 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;0,/TEOS/GPTMS in benzene
was added. The reaction was carried out at room temperature during
6h. 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 ~ ! 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;0, modification and carborane immobilization.
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Fig. 4. Particle size distribution of Fe;0,/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 =21 569 x 36 = - =
Fe;0,/TEOS 384 + 23 492+ 28 72+ 06 = 52%03
Fe;0,/TEOS/GPTMS 213 = 19 535 + 3.1 54+03 s 198 + 15
Fe0,/TEOS/GPTMS/carborane 232 + 13 402 +32 24+ 02 153213 189 + 14
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Fig. 5. X-ray diffraction of Fe,0, 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/em® Specific surface area, m*/g
Initial Fe,0, 8.3708 + 0.0024 143 = 16 030 = 0.07 5242 0,054
Fe,0,/TEOS 8.3684 + 0.0017 175 + 52 0,60 = 0.02 5.247 0.045
Fe,0,/TEOS/GPTMS 8.3689 + 0.0015 17.1 + 23 055 = 0.00 5.246 0.029
Fe,0,/TEOS/GPTMS /carborane 8.3637 + 0.0013 115 + 23 023 = 0.16 5.256 0.033

distribution were evaluated by analyzing SEM images using ImageJ.
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).
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 Méssbauer 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 7Co nuclei in the Rh matrix were used as a source. The
Méssbauer spectrometer was calibrated at room temperature with a a-
Fe standard. For the fitting and analysis of Méssbauer 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. Méssbauer spectra of *’Fe nuclei in Fe;0, at different stages of modification.

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 300K.

DLS measurements were carried out in water solution at 293K 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 L929 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

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-y])-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
Fey0,/TEOS/GPTMS/Carborane were added in range concentration
1-200 pg/mL and a volume of 100 uL/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 (5mg/1 mL PBS) was added in volume of 20 i to each well and
cells were incubated for the next 3 h in the same conditions. Then, the
wells contents were removed and lasting crystals were dissolved by the
addition of 100 L DMSO to each well. Absorbance was measured by
using spectrophotometer BioTek Power Wave XS at the wavelength of
2 = 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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(Phosphate Buffered Saline) probes were sonicated in order to disin-
tegrate particles with ultrasounds. Obtained MTT results were treated
with the aid of GraphPad Prism 7 Program, graphs, which depict in-
hibition of cell viability in relation to compound concentration.

3. Results and discussion
3.1. Synthesis and functionalization of Fes04 NPs

Fes0, magnetic NPs were coated with isopropyl-o-carboranes ac-
cording to the scheme presented in Fig. 1. At the first stage, Fe;0,
magnetic core was synthesized by well-known method of precipitation
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
valent vibrations at 3418 and 526 cm ™! respectively, that is in a good
accordance with previously published paper [22]. It is worth noticing
that the average dimensions of NPs were described as 21 + 4nm.
Second stage was the modification of initial Fe;0, NPs with TEOS due
to cover magnetic NPs with biocompatible silica layer and to make the
surface more reactive with GPTMS. The modification of Fe;0, with
TEOS led to appearance of a new peak at FTIR spectra at 1035 and
1159 cm ! related to Si-O-Si groups [46] and caused the increase of
the average size of NPs from 21 + 4 to 26 * 6nm according to SEM
analysis presented in Fig. 3b.

Further modification by GPTMS in toluene at 70 °C allowed creating
chemical active epoxy groups for further isopropyl-o-carborane at-
tachment. Epoxy ring were detected in FTIR spectra at 900 cm ™', SEM
analysis (Fig. 3c) shows average size of Fe;04/TEOS/GPTMS NPs of
39 = 8nm. Commercial available isopropyl-o-carborane was attached
to Fe;0,/TEOS/GPTMS via covalent bonding with use butyl lithium.
New peaks appeared at 3353, 2924, 2572, 1496, 1433 and 860 cm ™
are related to OH, C-H,B-H, 8,, CH; andcarborane skeleton vibrations
respectively [47], with decrease in average NPs size according to SEM
analysis to 34 = 9nm (Fig. 3d). However, in this case, the large
standard deviation and large particle size distribution should also be
taken into account.

Hydrodynamic size of Fes04/TEOS/GPTMS/Carborane was eval-
uated by DLS techniques at 203K. The particle size distribution is
presented in Fig. 4. Obtained data suggest that average hydrodynamic
size of the sample is close to 60nm that differs with SEM results.
However it should be noted that size distribution obtained from SEM
shows dry state of the sample, whereas DLS allows observing the
sample in the solvated state where solvent molecules associates with
particle [48]. Moreover system can exhibit the tendency to aggregation
due to attractive particle-practical interactions.

EDA analysis was performed to study element content on Fe;04 NPs
surface before and after modification. The data extracted from the EDA
spectra are collected in Table 1. Initial FesO4 consist of 43.1% Fe and
56.9% O. Silanization of Fe;0, with TEOS led to appearance Si (7.2)
and C (5.2) and decreasing of Fe and O content to 38.4 and 49.2%
respectively. Fe;0,/TEOS/GPTMS consist of iron (21.3%), oxygen
(53.5%), silica (5.4%), and carbon (19.8%). Isopropyl-o-carborane at-
tachment led to appearance of boron in amount of 15.3%.

Fig. 5 shows the dynamics of changes in X-ray diffraction patterns of
the studied NPs before and after modification. The general view of the
diffraction patterns shows that the NPs are polycrystalline structures of
non-stoichiometric magnetite whose crystalline parameters in the in-
itial state were a = 8.371 A. At the same time, according to obtained
data, no significant changes due to the appearance of new diffraction
reflections are observed. It indicates the absence of phase transition
processes or the formation of new phases during the modification of
NPs and carborane attachment. The general appearance of the diffrac-
tion patterns for the modified nanoparticles indicates a partial ordering
of structural parameters, such as the crystal lattice parameter (see data
in Table 2). In this case, modification of NPs surface lead to a slight
increase in crystallite sizes and distortion, which may be due to the





image59.jpeg
LV. Korolkov, et al.

L]
e
o

094 @
0.8
= 0.7
0.6
0.5

0.4 T T 1

0 1 2 3
Modification stage

Materials Today Communications 24 (2020) 101247

035 ____ YEe0,
031® s ¢
=0.25
0.2
0.15 T T 1

0 1 2 3
Modification stage

Fig. 7. Changes of the molar concentration of maghemite b (a) and the number of vacancies per formula unit y (b) at different modification stage. The dashed lines

indicate the values corresponding to pure maghemite y-Fe,0,,

20

e ---5---8
16.3+0.4

15

nm

10

0 T T ]

0 1 2 3
Modification stage

Fig. 8. Dependence of the average Fe,_,0, 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 Méssbauer spectra of FesO, at different stages of
modification. The chemical formula of iron oxide (Fes.0s) can be re-
presented as a formula for a solid solution of magnetite FeO4 and
maghemite y-Fe,03:

Fe;_,0, = Fe**[{Fe**Fe’*},_; Fe3 (1,107, @

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

Fe;_,0; = (1 — b)Fe?*[Fe**Fe**]03™ + bFez*[Fe;D;Jo;* &
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 Fej"Fe}" pairs (Verwey electronic exchange mechanism) is
indicated by curved brackets.

Regardless of the presentation method, the studied oxide Fes O,
contains Fe atoms in three different valence and structural states:
Fe}*yFe}" - trivalent Fe ions in the tetrahedral (A) and octahedral (B)

positions, Fej®* — 2.5+ valent Fe ions in the octahedral (B) position.

The Méssbauer spectra were generally fitted by three subspectra of
multilevel superparamagnetic relaxation [49] corresponding to Fe
atoms in the states FeX, Fe}', Fe**, 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:

1EG) _ Jog, So, 50
1) AR @

165 _ A
= *2(1 = 3y) = *2(1 = b).
1w g, NN e ®

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 Méssbauer spectra parameters were obtained, which are collected
in Table 1. For trivalent Fe atoms, the values of the hyperfine magnetic
field on %’Fe nuclei are quite close (AH, = HY — H} ~ 1kOe) and are
equal to ~485kOe, quadrupole shifts ¢ ~ 0mm/s, and the values of
the isomer shifts 8 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 Fe3** 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 Méssbauer spectrum is
made by the subspectra corresponding to Fe}* n Fej* atoms, while the
contributions from the quadrupole doublet and sextet corresponding to
Fe}”* atoms do not exceed 5% for modified samples of Fe,.,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 + &, — 8)
9m+ 68— 3 5)

bs=3p=
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Table 4
Data of magnetic properties.

sample He,Oc  Mremu/g Ms, emu/g  Mi/Ms

Initial Fe,0, 142 049 652 0.00755
Fe,0,/TEOS 106 08 61 0.01311
Fe;0./TEOS/GPTMS 87 051 563 0.00908
Fe;0,/TEOS/GPTMS /Carborane 104 0.61 49.4 0.01225

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

For the initial sample in the case of a solid solution of magnetite
Fes04 and maghemite y-FexOa, 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 Fey 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 Méssbauer spectra, the values of the
parameter of the model of multilevel superparamagnetic relaxation a
(Table 3) which is equal to the ratio of the magnetic anisotropy energy
KV to the thermal energy kyT were determined. This allowed us to
estimate the average Fe_,0, core size d.

The value of the magnetic anisotropy coefficient K.yKer 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 Fe;_,0; 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 + 0.4nm 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 Fes04 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 72h 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 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].

. Conclusions

In this article, Fe;04 NPs with average size of 21 + 4nm were
modified with silanes (TEOS and GPTMS) to improve biocompatibility
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Fig. 11. Cell line L929 - control without nanoparticles (a), cell line L929  after 72 h incubation with nanoparticles concentration 50 pg/mL (b), cell line L929 after
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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;04 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, Méssbauer spectroscopy and VMS
showed minor changes in the properties of NPs after the modification.
Coercivity reduced from 14.2 to 10.4 Oe. Thus, Fe;0,/TEOS/GPTMS/
Carborane remains their superparamagnetic properties. in vitro studies
which were carried out on HeLa, PC-3, HT-29, BxPC-3 and L929, con-
firmed non-toxicity of prepared NPs in concentration range from 1 to
200 pg/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.
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