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Введение
В последние годы, одним из наиболее динамично развивающихся направлений современной науки является химия наноструктур, в частности углеродных нанокластеров - фуллеренов и их производных. Это связано с тем, что соединения фуллеренового ряда (единственной растворимой формы углерода) представляют собой уникальные объекты с точки зрения электронного строения, физических и химических свойств. Синтез, выделение, очистка и идентификация новых соединений фуллеренового ряда является актуальной и важной задачей в различных областях науки и техники, в частности неорганической, органической и физической химии, химии твердого тела, химии наноструктур. 

Несмотря на то, что легкие фуллерены (С60 и С70) имеют в настоящее время большой потенциал применения в самых различных областях науки и техники (материаловедении, механике, машиностроении, строительстве, электронике, оптике, медицине, фармакологии, пищевой и косметической промышленности и т. д.), их использование зачастую тормозится практически полной несовместимостью с водой и водными растворами. В этой связи актуальным является разработка новых технологически доступных методов функционализации углеродных наноструктур и исследование возможностей их практического применения. 

Водорастворимые производные легких фуллеренов могут обладать уникальной биологической активностью и найти применение в качестве соединений-прототипов, противораковых, нейропротекторных, противовирусных препаратов, обладать антиоксидантной и антибактериальной активностью. На Рис. 1 в качестве примера обобщены возможности биомедицинского применения карбоксилированных фуллеренов.

Целью данной работы является синтез и идентификация карбоксилированных производных легких фуллеренов (С60 и С70), а также изучение физико-химических свойств и биологической активности полученных соединений. Достижение этой цели предполагает решение следующих задач: 

-проведение синтеза карбоксилированных производных фуллеренов - C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3; 

- проведение идентификации полученных аддуктов с помощью комплекса физико-химических методов (ВЭЖХ, ИК- и УФ-спектроскопия, термогравиметрия, элементный анализ); 

-изучение физико-химических свойств растворов и фазовых равновесий в системах, содержащих карбоксилированные производные фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3;

-изучение цитотоксичности полученных соединений на клеточной линии эпителия человека (HEK293) спектрофотометрическим методом с использованием тетразолиевого красителя (МТТ-тест); 

-исследование влияния карбоксилированных производных фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 на качественные характеристики семян, нетто-продуктивность и работу антиоксидантной системы растений.
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Рис. 1. Применения карбоксилированных фуллеренов в биомедицине.

           1 Обзор литературы

1.1 Структура фуллеренов
Из 60 атомов углерода можно построить большое число изомеров. Кластер Ih-С60 (Рис. 2) является одним из них. Его метрические характеристики были уточнены различными методами квантовой химии [1-3]. В кластере Ih-С60 имеются связи двух типов: r1 - инцидентные 5-членным циклам, r2 - общие для 5- и 6-членных граней. Все расчетные методы приводят к выводу об альтернировании длин связей r1 и r2, что соответствует экспериментальным данным, согласно которым r1=1.401; r2=1.45А. Из результатов теоретических работ следует, что среди полиэдрических изомеров С60 икосаэдрическая структура является наиболее стабильной. Стабильность Ih-С60 обычно связывают с наличием 12 эквивалентных (частично перекрывающихся) кораннулевых структурных мотивов. В каждом таком кораннулевом фрагменте содержится 5-членный цикл, окруженный пятью гексагонами, что обеспечивает изоляцию друг от друга 5-членных циклов. Качественные соображения о невыгодности структур, содержащих смежные 5-членные циклы, подтверждены результатами расчетов, приведенных в работе [4].

[image: image2.png]



Рис. 2. Строение молекул фуллеренов C60 (слева) и C70 (справа).
По данным работы [5] фуллерен С60 имеет кубическую структуру: Fm3m (T>260K), Pa3 (T<260K). Диаметр углеродной клетки составляет 7.1 А, длины связей: С=С 1.391, С-С 1.455 А, расстояние между молекулами С60 в кристалле: 3.1 А, плотность: 1.65 г·см-3. Спектральные характеристики: сродство к электрону 2.6-2.8 эВ, потенциал ионизации 7.6 эВ, ширина запрещенной зоны 1.9 эВ, частоты колебаний: ИК: 528, 577, 1183, 1429 см-1, индекс рефракции: 2.2 (630 нм) [5].

Структура кластера С70 определена методом электронной дифракции [6]. Установлено, что кластер С70 имеет фуллереновую структуру с эллипсоидальной формой, описываемой группой симметрии D5h (Рис. 2). Длины связей С-С изменяются в пределах от 1.37 до 1.47 А. Наиболее короткие связи соединяют вершины двух различных пентагонов. Наиболее длинные расположены в 5-членных циклах. "Высота" молекулы равна 7.8 А. Экваториальная часть С70 имеет диаметр 6.94 А. Формально кластер D5h-C70 может быть получен из двух половинок кластера С60 в результате вставки пяти пар атомов углерода в экваториальной плоскости. Кластер D5h-C70, так же как и Ih-C60, содержит только изолированные 5-членные циклы. 

Структуры высших фуллеренов с числом атомов углерода
[image: image3.wmf]n
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84 обсуждается в работе [7]. Фуллерены с большим числом атомов (гигантские фуллерены), в том числе и протяженные углеродные структуры фуллеренового типа, обсуждаются в работах [8]. Для моделирования структуры гигантских фуллеренов предложено использовать сферические модели. Результаты квантомеханических расчетов больших кластеров свидетельствуют о стабильности такого гигантского фуллерена икосаэдрической симметрии, как С540. Однако образование полых гигантских фуллеренов сфероидального типа кажется маловероятным, так как они должны заключать внутри себя довольно значительную часть «пустого пространства». Трудно представить, что при синтезе гигантских кластеров Cn в результате испарения графита или горения бензола в их внутреннюю полость не будут попадать другие более мелкие частицы, образованные из атомов углерода, или какие-нибудь другие примесные атомы. Поэтому можно предположить, что гигантские фуллерены имеют сложную структуру типа матрешек или луковиц. Некоторые из гигантских фуллеренов могут иметь цилиндрическую форму или образовывать более сложные сетчатые структуры. Такие углеродные кластеры (капсулены, баррелены, тубулены, бочонки, торены) рассматриваются в работе [8].

1.2 Термодинамические свойства фуллеренов

Кратко остановимся на основных теpмодинамических свойствах фуллеpенов: энтальпии, энтропии, энергии Гиббса, константе равновесия реакции образования фуллеренов, а также на температурных зависимостях изобарной теплоемкости для индивидуальных С60 и С70 

Значения энтальпий сгорания (
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) фуллерена С60 при 298.15 К и стандартном давлении, а также значения энтропии (
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) и логарифма константы равновесия (
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) реакции образования фуллерена С60 из графита приведены в Таблице 1.

Таблица 1. Значения энтальпий сгорания и образования фуллерена С60 при 298.15 К и стандартном давлении, а также энтропия, энергия Гиббса и логарифм константы равновесия реакции образования фуллерена С60 из графита [9].
	
[image: image10.wmf]01

,

c

H

кДжмоль

-

D·


	
[image: image11.wmf]01

,

f

H

кДжмоль

-

D·


	
[image: image12.wmf]1

1

0

,

-

-

×

×

D

К

моль

кДж

S

f


	
[image: image13.wmf]01

,

f

G

кДжмоль

-

D·


	
[image: image14.wmf]0

lg

f

K



	-25937±17
	2327±16
	420.8±1.2
	2202±17
	0.306


Анализ экспериментальных данных по температурной зависимости теплоемкости (Рис. 3) показывает, что фуллерен С60 может существовать в трех физических состояниях: стеклоподобной кристаллической модификации (К III), кристаллической (KII) и в виде пластических кристаллов (KI). На кривой (Рис. 3) отчетливо проявляются взаимопревращения KIII(KII (86 К), и KII(KI (260.7 К). Кристаллы KI имеют гранецентрированную кубическую решетку, в узлах которой сферические молекулы С60 совершают практически свободное вращение, т.е. существует ориентационный молекулярный беспорядок, характерный для пластических кристаллов. При охлаждении кристаллов KI происходит перестройка кубической гранецентрированной решетки в простую кубическую решетку и одновременно ориентационное упорядочение молекул С60 в узлах решетки, дальнейшее охлаждение приводит к переходу в стеклоподобную модификацию KIII. Таким образом, в интервале температур 0-340 К имеют место два перехода: переход второго рода типа «порядок - беспорядок» (разупорядочение молекул в кристаллической решетке) и фазовый переход первого рода (переход из простой кубической решетки в гранецентрированную кубическую решетку).


[image: image15.emf]0 100 200 300

0

100

200

300

400

500

600

K II-->K I

K III-->K II

T

0

Т

G

гранецентрированная

кубическая решетка K I

простая кубическая

решетка  K II

стеклоподобная 

модификация K III

С

р

0

, Дж моль

-1

 К

-1

Т, К


Рис. 3. Температурная зависимость теплоемкости фуллерена С60.

На основе экспериментальных данных по температурной зависимости изобарной теплоемкости [9] были рассчитаны термодинамические функции С60 [9-15].

Значения энтальпий сгорания (
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) реакции образования фуллерена С70 из графита при тех же условиях приведены в Таблице 2.

Таблица 2. Значения энтальпий сгорания и образования фуллерена С70 при 298.15 К и стандартном давлении, а также значения энтропии, энергии Гиббса и логарифма константы равновесия реакции образования фуллерена С70 из графита при тех же условиях [5].
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Согласно литературным данным, для фуллерена С70 характерен полиморфизм, и в настоящее время известно несколько его кристаллических модификаций. Кристаллы KI обладают гексагональной решеткой, в узлах которой молекулы фуллерена совершают практически свободное вращение, т.е. имеет место ориентационный молекулярный беспорядок, характерный для пластических кристаллов. При охлаждении кристаллов KI до области существования кристаллов KII, решетка перестраивается, оставаясь гексагональной. Одновременно происходит значительное ориентационное упорядочение молекул С70 в кристаллической решетке. При дальнейшем понижении температуры, гексагональная решетка перестраивается в моноклинную и достигается полное ориентационное упорядочение молекул С70 в кристаллах KIII. При охлаждении KIII в интервале температур 19-45 К имеет место аномальное изменение теплоемкости, причем четко просматриваются два интервала такого изменения, однако природа последних не ясна (Рис. 4). Следует отметить, что температуры фазовых переходов соответствуют максимальному значению кажущейся теплоемкости (теплота, подведенная к системе, тратится не на повышение температуры, а собственно на осуществление фазового перехода). Рассмотренные переходы KIII(KII и KII(KI трудно квалифицировать однозначно. Они неэкзотермичны, на кривых кажущихся теплоемкостей в интервале превращений отсутствуют разрывы графиков зависимости СР от Т. Оба перехода сопровождаются изменением кристаллической структуры С70, что является важнейшим критерием переходов первого рода. Однако оба они сопровождаются изменением ориентации молекулы от полного порядка в кристаллах KIII до полного беспорядка в кристаллах KI, т.е. реализуются переходы типа «порядок-беспорядок», которые обычно относят к переходам второго рода.
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Рис. 4. Температурная зависимость теплоемкости фуллерена С70.

Термодинамические функции фуллерена С70 в широком интервале температур представлены в работах [16, 17].

1.3 Применение фуллеренов

Создание в 1990 году Кречмером и Хаффманом эффективной технологии синтеза, выделения и очистки фуллеренов привело к открытию многих новых необычных свойств фуллеренов и возможностей применения фуллеренов в различных областях науки и техники:


В настоящее время имеются работы по синтезу кристаллических образцов С60 и допированных систем типа АnC60. Такие соли со щелочными металлами при n=3 проявляют сверхпроводящие свойства: при А=К, Тк=18 К, при А=Rb, Тк=28 К [18]. Достигнутая и надежно воспроизводимая максимальная критическая температура Тк для цезий-рубидиевой соли Cs2RbC60 равна 33 К [19]. Один из методов изготовления сверхпроводящих пленок [20] включает: (1) образование тонкой пленки углеродного кластера, имеющего электронную систему химической связи на монокристаллической подложке, например из ZnSe, обладающей хорошим соответствием решетки с кристаллом углеродного кластера, при осаждении паров, и (2) введение примеси в тонкую пленку. Имеется публикация, указывающая, что легированные галогенами фуллерены демонстрируют переход в сверхпроводящее состояние при температуре свыше 60 К [21].

Созданы пленки, обладающие нелинейными оптическими свойствами и пригодные для применения в оптических ограничителях (затворах), светодиодах и для генерации третьей гармоники оптического лазерного излучения. Указанные пленки производятся по методу Лангмюра-Блоджетт и наносятся на твердую подложку. В работе [22] описываются оптические элементы, заключающие в себе фуллерен С60, обладающий большой нелинейной восприимчивостью третьего порядка, и полимер или стекло в качестве связующего вещества. Фуллереновые тонкие пленки используются в волноводах. Описаны методы предохранения оптически чувствительных материалов, в которых используют обратимые насыщающиеся поглотители, включающие фуллерен и его производные [23].

Материалы, обладающие магнитными свойствами, получены путем диспергирования глобулярного Сn(n = 60, 70, 84), связанного с Li, Na, K, Cs или Rb в полимерном материале [24]. Магнитные материалы, включающие Cn, обладают стабильными ферромагнитными свойствами при комнатной температуре и просты в получении.

Материалы, содержащие С60 и его производные, пригодны для использования в туннельных диодах, в электролюминисцентных приборах, органических солнечных элементах, приборах с оптической памятью, в полевых транзисторах [25].


Фуллерены обладают фотоэлектрическими свойствами, таким как фотопроводимость и фотовольтаический эффект, это обстоятельство позволяет изготавливать ряд различных приборов, и использовать различные индуцированные процессы, так например, генерацию тока, освещением подходящих фуллереновых интерфейсов. Полупроводниковые материалы, содержащие С60 или С70, обеспечивают выпряляющие и фоточувствительные свойства приборов на их основе. В [26] показана возможность использования гетероструктур из полупроводящих сопряженных полимеров и акцепторов, выбранных из фуллеренов, в качестве фотодиодов и фотовольтаических элементов и описано применение их в качестве оптических ячеек памяти.


Проведенные эксперименты [27, 28] показали, что кристаллический порошок С60 может переходить в алмаз под действием негидростатического сжатия. Это дает исключительно пpивлекательную возможность получения алмазоподобных (возможно оптически пpозpачных в видимой области) пленок с физическими и химическими свойствами, близкими к монокpисталлическому алмазу. Эта область пpименения фуллеpенов и (или) их смесей возможно и является в настоящее вpемя наиболее пеpспективной.


Интеркаляционные соединения фуллеренов с переходными металлом являются катализаторами при гидрировании и могут быть получены посредством реакции соединений переходных металлов с фуллереном или с сажей, содержащей фуллерен, путем активизации в растворе [29]. Использование растворимого фуллеренового катализатора ингибирует реакции образования нерастворимых продуктов, тем самым ингибируя образование нерастворимых продуктов на подложке катализатора. В процессе сенсибилизированного фотоокисления ненасыщенных соединений используют фуллерены в качестве сенсибилизаторов.


В качестве твердых смазок и добавок в смазочные масла могут быть использованы гидрированные или фторированные фуллерены. Соединения С60Н18, С60Н36 могут быть получены при определенном режиме температуры и парциального давления при гидрировании в присутствии катализатора и углеводородного растворителя. Процесс получения фторированных фуллеренов включает обработку фуллеренов С60-С98, имеющих структуру замкнутой оболочки, газообразным фтором в присутствии HF [30].


Разработаны топливные композиции для двигателей внутреннего сгорания, включающие бензин, растворимые в углеводородах аллотропные формы углерода и диспергирующий агент [31]. Двигатели, работающие с использованием топливной композиции, производят пониженные количества выделяемых нежелательных отработанных газов.


Соединения, содержащие фуллерены и гидрированные катализаторы, пригодны для использования в процессах абсорбции, концентрирования, очистки, хранения, переноса, восстановления водорода и регенерации кислотных аккумуляторов [32]. Аккумуляторы, использующие анод и/или катод, содержащие фуллерены, обладают продолжительной циклической долговечностью и практически свободны от саморазрядки. В электрических батареях тоже используют аноды и/или катоды, содержащие фуллерены. В солнечных элементах используются полупроводники, легированные фуллеренами С60 для слоев n‑, i‑ и p‑типа проводимости при формировании гомо- и гетеропереходов. Такие солнечные элементы характеризуются длительным сроком службы и отсутствием токсичных материалов при их производстве [33].

О высоком потенциале фуллеренов для использования в медицине и биологии исследователи заговорили практически с момента их открытия. Молекула фуллерена обладает высокой химической активностью благодаря большому числу свободных связей, способных присоединять различные радикалы, в том числе биологически активные, и демонстрирует высокую (в ряде случаев - уникальную) антиоксидантную активность, способность проникать через липидные мембраны, модулировать транспорт ионов, преодолевать гематоэнцефалический барьер, склонность к агрегации в водных системах, адгезивную активность в сочетании с мембранотропной (что может быть использован в том числе для получения новых иммуномодуляторов, адъювантов и вакцинных носителей, в том числе и для ВИЧ-антигенов). Таким образом, фуллерены рассматриваются как основа для получения новых высокотехнологичных материалов и препаратов для медицины. Также фуллерены способны защищать нейроны от апоптоза (запрограммированной клеточной гибели), что позволяет прогнозировать возможность их использования для лечения различных нейродегенеративных заболеваний, таких как склероз и паркинсонизм [34, 35]. 

Основная трудность на пути создания лечебных препаратов связана с нерастворимостью молекул фуллеренов в воде, затрудняющей их прямое введение в живой организм. Соответстенно, первая задача исследователей - создание водорастворимых соединений фуллеренов, которое, с одной стороны, не должно существенным образом ухудшать мембранотропное действие молекул фуллеренов, а с другой стороны - обеспечить свободный доступ молекул фуллеренов в любую область живого организма, не ухудшая его жизнедеятельности. Следующие главы литературного обзора будут посвящены описанию синтеза и биологических свойств карбоксилированных производных фуллеренов.

1.4 Синтез карбоксилированных фуллеренов
Анализ литературы показывает наличие статей, посвященных синтезу карбоксилированных фуллеренов с различной степенью замещения, а также с различными заместителями. Обычно синтез проводят в две стадии: циклопропанирование фуллерена (или реакция Бингеля) и гидрогенолиз эфиров фуллеренов. Циклопропанирование фуллеренов в присутствии оснований (NaH, DBU, пиридин, трет-бутилат калия, NaH, триметиламин, K2CO3) является одним из наиболее эффективных инструментов для синтеза метанофуллеренов [36 – 48]. На первом этапе происходит нуклеофильное присоединение стабилизированного α-галогенкарбаниона к фуллереновому ядру. Этот процесс сопровождается внутримолекулярным замещением атома галогена анионным центром, генерируемым на сфере фуллерена. Механизм этой реакции представлен на Рис. 5:
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Рис. 5. Механизм образования сложноэфирного производного фуллеренов.
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Рис. 6. Гидрогенолиз сложноэфирного производного фуллеренов.
На Рис. 6 представлен гидрогенолиз сложноэфирного производного фуллеренов (синтезированный с использованием реакции Бингеля), что приводит к образованию карбоксилированных фуллеренов [49-52]. 

Кроме того, карбоксилированные фуллерены могут быть получены другими способами. К примеру, производные, содержащие одну карбоксигруппу, могут быть синтезированы с использованием илидов [53] или путем твердофазного синтеза [54], а также с помощью гидролиза различных циклопропил-фуллерен-3'-карбоксилатов в кислой среде [54].

1.5 Карбоксилированные фуллерены в биологии и медицине

Проблема изучения биологической активности фуллеренов в целом, и фуллерена С60 в частности, всегда была связана с проблемой растворимости [55]. Поэтому не случайно, что подавляющее большинство известных биологически активных производных фуллерена представляют собой кислоты, хотя, встречаются и другие классы органических соединений [55-57].
В отношении первых биологически активных фуллеренов также можно применять термин «карбоксифуллерены», они представляют собой карбоновые кислоты, содержащие в молекуле остаток фуллеренового кора. Например, соединение I, как фотодинамический агент, вызывающий расщепление ДНК и обладающий цитотоксическим действием [58]. В работе [59] показано, что соединение II, является стерическим ингибитором протеазы вируса СПИДа:
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На сегодняшний день в области изучения биологической активности производных фуллеренов наблюдается тенденция пренебрежения точным установлением строения исследуемых соединений в пользу исследования именно биологических свойств. В последние годы в литературе тому достаточно много примеров, в частности, когда доказательством структуры служит только «метод синтеза». Например, описаны водорастворимые монофункционализированные производные фуллерена С60 с аминокислотами, получаемые прямым взаимодействием с аминокислотами в щелочной среде [60]. Однако известно, что моноаддукты фуллерена, содержащие небольшие по размеру заместители, содержащие в лучшем случае две ионогенные группы, не растворимы в воде [61]. А для того, чтобы добиться приемлемой растворимости соединений без использования сурфактантов и других способов увеличить растворимость, необходимо наличие в молекуле минимум трех заряженных аддендов [47]. Более того, определение строения по способу синтеза не учитывает возможные побочные эффекты, например, образование фуллеренолов в щелочной среде [62]. Да и в случае самих фуллеренов существенным осложняющим фактором является невозможность (на данный момент) разделения смеси продуктов до индивидуальных соединений, а, следовательно, отсутствует надежный контроль за воспроизводимостью синтеза. L. Dugan, много изучавшая действие фуллеренов на ЦНС, писала об этом в [51]: Недавно мы сообщали о перспективных нейропротекторных эффектах антиоксидантных полигидроксилированных производных C60 на культивируемых кортикальных нейронах. Тем не менее, дальнейшее тестирование показало значительную изменчивость в сравнении с растворимостью в воде и биологическими эффектами, что, по-видимому, отражает неконтролируемые различия в количестве и местоположении гидроксильных и гемикетальных фрагментов, заканчивающихся на оболочке С60. Чтобы уточнить эту стратегию, мы обратились к производным малоновой кислоты (C63[C(COOH)2]3), синтезировали и очищали в виде двух специфических региоизомеров с симметрией C3 и D3 и продемонстрировали, что они являются эффективными нейропротективными антиоксидантами in vitro и in vivo».
В этом смысле реакция Бингеля, реакция присоединения остатков малоновой кислоты к фуллереновому кору, является более специфичной и приводит к образованию определенного числа хорошо охарактеризованных продуктов [42, 50]. Не менее существенно и то, что в результате реакции Бингеля (с последующим гидролизом диэфиров до малонатов) вводятся в кор заместители относительно небольшого размера. Тем самым появляется возможность оценивать вклад свойств самого фуллеренового ядра, а не набора заместителей, практически блокирующих к нему доступ [55]. 
В работе [63] оценивается эффективность фотосенситизирующего действия различных различных малонатных производных фуллеренов (модифицированные двумя остатками малоновой кислотой фуллерены (DFs), фуллерены, модифицированные тремя остатками малоновой кислоты (TFs) и фуллерены, модифицированные четыремя остатками малоновой кислоты (QF)), а также различные по размерам фуллерены (C60 и C70). Авторы [63] делают вывод о том, что фуллерен С70 более эффективен как фотосенситизатор, нежели фуллерен С60, причем эффективность действия сильно зависит от модификации кора. Однако никаких подробностей о структуре исследованных соединений, в частности, региоизомерного состава, ни в этой работе, ни в цитируемых в ней [64] не приводится. Более того, в последней работе QFs описывается уже как C70(C(COOH)2)4-8.

Наиболее изученными карбоксипроизводными фуллеренов являются два изомерных триспроизводных фуллерена С60 – t,t,t- и е,е,е-трисмалонатные производные, D3 (III) и С3 (IV), соответственно.
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            В структуре изомера D3 (III), заместители расположены по экватору кора, тогда как в структуре изомера С3 (IV), они расположены на одной полусфере. Эти отличия в положении заместителей на поверхности фуллеренового кора приводят к существенным различиям в их свойствах. Изомер D3 не имеет дипольного момента и представляет собой гидрофильное соединение, тогда как изомер С3 (IV) имеет дипольный момент и представляет собой амфипатическое соединение, т.е. такое соединение, в молекуле которого существуют гидрофильная и липофильная области. Напрямую большая липофильность изомера С3 (IV) по сравнению с изомером D3 (III) показана на примере взаимодействия с искусственным липидным бислоем в работе [65]. 
Существенным для биологии преимуществом этих соединений является относительно небольшое число заместителей, их размер и однозначность стерического строения. С одной стороны, они сохраняют все основные биологические свойства немодифицированного фуллерена. С другой стороны, это позволяет оценивать влияние на биологическую активность, как отмечалось выше, именно свойств самого фуллеренового кора [66]. Возможно, именно поэтому трискарбоксифуллерены С3 (IV) и D3 (III) были предложены для использования в качестве фармакологических зондов для выяснения механизмов и деталей механизмов различных биологических эффектов [67].

Как уже было отмечено, еще в середине 90-х годов начались широкие исследования биологических свойств «карбоксифуллеренов» [51]. Уже в этой работе были установлены все основные эффекты С3 (IV) и D3 (III) изомеров.

По данным ЭПР оба изомера С3 (IV) и D3 (III) в растворе представляют собой эффективные ловушки для гидроксил-радикала ОН• и супероксиданион-радикала [image: image34.png]


. В опытах in vitro они предотвращали гибель нейронов, вызванную агонистами глутаматных рецепторов NMDA и AMPA (показательность этой модели обусловлена тем, что при гибели нейронов, вызванной гиперстимуляцией глутаматных рецепторов, основными повреждающими факторами являются различные АФК и оксид азота). При этом изомер С3 (IV) оказался по эффективности сравним с антагонистами NMDA рецепторов (не проявляя при этом NMDA-антагонистических свойств). Он снижал и гибель нейронов в результате апоптоза, вызванного, в том числе, и (-амилоидными пептидами [51].

В 2000 году было показано, что «карбоксифуллерены», действуя как ловушки для свободных радикалов, могут способствовать ингибированию апоптоза различных клеток – нейрональных [51, 68], клеток гепатомы [65] и эпителиальных клеток [69], мононуклеарных клеткок периферической крови человека (human peripheral blood mononuclear cells – PBMCs) [70].

В литературе описаны два механизма апоптоза клеток – прямой (рецептор-зависимый сигнальный путь) и непрямой (митохондриальный сигнальный путь). Наноматериалы на основе водорастворимых производных фуллерена представляют собой сильные антиоксиданты и могут предотвращать гиперпродукцию АФК в митохондриях. Трис-карбоксифуллерены С3 (IV) и D3 (III) проявили антиапоптотическое действие на культуре клеток Hep3B (в отличие от других антиоксидантов (N-ацетил-L-цистеин и аскорбиновая кислота) на фоне действия трансформирующего фактора роста-β (TGF-β), причем активность коррелировала со способностью элиминировать АФК, генерируемые TGF-β. Из двух региоизомеров более сильным защитным действием обладал С3 (IV). При этом показано, что оба "карбоксифуллерена" С3 (IV) и D3 (III) активно взаимодействуют с искуственным липидным бислоем, однако в случае С3 (IV) это взаимодействие сильнее, в сравнении с изомером D3 (III) [64].

Также было показано, что одно из малонатных производных фуллерена С60, а именно транс-2 C60[C(COOH)2]2 [71, 72], стабилизирует лизосомы и тем самым ингибирует апоптоз, вызываемый фактором некроза опухоли [73]. Наноразмерные агрегаты производного фуллерена эндоцитируют в клетку и накапливаются в лизосомах. При интернационализации транс-2 C60[C(COOH)2]2 существенно возрастает экспрессия белка Hsp70, что способствует выживанию клеток в результате понижения проницаемости мембран. В дополнение к этому, кислая среда внутри лизосом оказывает выраженный, но временный эффект на распределение частиц по размерам вплоть до диспергирования C60[C(COOH)2]2 до индивидуальных молекул. Таким образом, наночастицы типа C60[C(COOH)2]2 ингибируют апоптоз клеток, стабилизируя мембраны лизосом по прямому и непрямому механизмам. Также эти результаты свидетельствуют о том, что фуллереновые наночастицы надо рассматривать не только, как простые антиоксиданты, так как они могут играть существенную роль в развитии биологических эффектов. 

В развитии токсического действия акриламида на клетках нейробластомы человека (SH-SY5Y) важную роль играет каспазо-зависимый апоптоз [74]. В тоже время известно, что «карбоксифуллерены» защищают нервные клетки от различных патологических процессов, включая апоптоз. Поэтому и исследовалась способность «карбоксифуллеренов» подавлять цитотоксичность акриламида. Оказалось, что С3 (IV) снижает уровень утечки лактатдегидрогеназы и повышает выживаемость клеток SH-SY5Y при взаимодействии с акриламидом. Показано также, что цитотоксичность акриламида, включая процессы апоптоза, тесно связана с уровнем глутатиона, а «карбоксифуллерен» подавляет токсичность, повышая этот уровень. Действие С3 (IV) является избирательным, так как различные поликислоты, не содержащие остаток фуллерена (малоновая кислота, а также бис(карбоксиметил)тритиокарбонат и 1,1-циклопропандикарбонат), гидроксилированный фуллерен С60(ОН)24 подобным действием не обладают [75].

В то же время существуют работы, в которых показано, что основное значение в проявлении биологических свойств имеет не функционализация поверхности, а степень агрегации частиц [76]. Исследования по влиянию различных производных фуллерена С60, а именно комплекса С60 с циклодекстрином, гексааддукта C60[C(COOH)2]6 симметрии Th и трис-аддукта C60[C(COOH)2]3 симметрии С3 (IV) на внутриклеточный окислительный стресс, некроз и апоптоз в моноцитах клеток THP1 чловека, показали, что наличие карбоксильных групп является фактором, снижающим степень индукции апоптоза, тогда как на окислительно-восстановительные функции больше влияет степень агрегированности. Эти и другие данные позволили авторам сделать вывод о том, что физико-химические свойства производных фуллерена существенно влияют на проявление биологических свойств.

Считалось, что e,e,e-трис малонат C3 (IV) в водных растворах существует в виде отдельных молекул. Способность молекул С3 (IV) к агрегации в зависимости от концентрации, температуры и значений pH была изучена в работе [77] методом динамического светорассеяния. Оказалось, что в физиологических условиях C3 (IV) образует полидисперсные агрегаты, размеры которых не сильно варьируются при изменениях концентрации или температуры, но имеют тенденцию к увеличению при низких значениях pH. Причем полученные результаты свидетельствуют, что за нейропротективное действие С3 (IV) в клетках ответственны агрегаты размером 40-80 нм, а не индивидуальные молекулы молекулы. Данные электронной микроскопии показывают, что эти молекулы образуют гомогенно распределенные сферические и эллипсоидальные кластеры кристаллической природы размером 40-80 нм, содержащие от ~ 6·104 до ~ 5·105 молекул С3 (IV) [77].

Ранее считалось, что C3 (IV) проявляет свои свойства ловушки для радикалов в стехиометрических отношениях [51, 78]. Однако данные о том, что С3 (IV) действует аналогично супероксид дисмутазе позволяют предположить, что он скорее включается в реакцию как катализатор, а не как реактант [79]. В этом случае, супероксидный анион каталитически превращается в кислород и перекись водорода кристаллическими агрегатами, содержащими ~ 104 – 105 молекул C3 (IV), возможно, работающими по какому-то согласованному механизму. На модели ишемии мозга, вызванной окклюзией средней артерии показано, что С3 (IV) обладает нейропротективным действием, так как в дозе 40 мг/кг на 75 % снижает поражение мозга мышей. Наблюдаемый эффект дозо- и время-зависим, а существенное ингибирование проявляется и через 6 ч после окклюзии. С использованием антител было показано, что "карбоксифуллерены" наблюдаются на нейронах и в желудочке мозга в ипсилатеральном полушарии обработанных карбоксифуллереном мышей [80].

Трискарбоксифуллерены С3 (IV) и D3 (III) способны предотвращать вызванную как MPP(+) (1-метил-4-фенилпиридиний), так и 6-гидроксидофамином дегенерацию мезэнцефалических дофаминергических нейронов. [81]. В экспериментах на приматах показано, что С3 (IV) является перспективным соединением, для разработки препаратов лечения болезни Паркинсона. при этом указывается, что за все 2 месяца введения это соединение не проявило токсических эффектов [82].

По взаимодействию с мембранами, изомеры С3 (IV) и D3 (III) (за счет различия в строении) резко отличаются друг от друга. Это касается, в первую очередь, нейропротективного действия и действия на культуры тканей [81]. Сравнение активностей изомеров показало, что в культуре клеток С3 (IV) более активен, что связано, вероятно, с тем, что амфифильный характер позволяет ему легче проникать в биологические мембраны. Приведем пример влияния различий в липофильности относительно к противовирусному действию. "Карбоксифуллерен" С3 (IV) в концентрации 10 мкМ ингибирует вирус Dengue-2 при освещении, т. е. по фотохимическому механизму, включающему в себя образование синглетного кислорода или других АФК. Однако его противовирусное действие может реализовываться и по другому механизму - в концентрации 40 мкмоль∙дм-3 оно практически полностью подавляет репликацию вируса даже в полной темноте [83]. Авторы предположили, что при инактивации вируса Dengue-2 по светонезависимому механизму происходит подавление стадии абсорбции вируса в результате гидрофобного взаимодействия С3 (IV) с липидной оболочкой вируса. Проверка этого предположения была проведена при сравнительном исследовании противовирусной активности двух изомеров, С3 (IV) и D3 (III). Оказалось, что более липофильный изомер С3 (IV) в темноте дозозависимо ингибирует репликацию вируса и значительно более активен, нежели изомер D3 (III) [45]. Подавление изомером С3 репликации преимущественно оболочечных вирусов свидетельствует о том, что светонезависимый механизм противовирусного действия связан с его воздействием на мембрану. При исследовании влияния этого соединения на оболочечные вирусы Dengue-2 (лихорадка денге) и вирус японского энцефалита (JEV) и двух безоболочечных вирусов: энтеровируса 71 (EV71) и вируса Коксаки B3 было обнаружено, что С3 (IV) эффективно ингибирует оба вида оболочечных вирусов и не активен против безоболочечных видов, что подтверждает вывод о том, что для инактивации вируса фуллерен должен связаться с его липидной оболочкой [83].

Еще один пример влияния различия липофильности фуллеренов С3 (IV) и D3 (III) приведен в работе [78]. При сравнении их влияния на перекисное окисление липидов в липосомах было установлено, что изомер С3 (IV) более эффективно взаимодействует с гидроксильными радикалами, нежели D3 (III). Причина же наблюдаемых различий при тестировании в системе липосом заключается в том, что эти соединения по-разному взаимодействуют с липидным бислоем. Так как изомер С3 (IV) более липофилен, нежели D3 (III), то он лучше проникает в липидный бислой, оказывается ближе к местам образования радикалов и, естественно, улавливает их лучше. Подтверждением этого служит и тот факт, что при оценке защитного мембранотропного действия исследуемых соединений на модели с использованием липосом липофильный фуллерен С60 проявляет более выраженное действие, нежели витамин Е как против гидроксильного радикала, так и супероксиданион-радикала [78]. 

"Карбоксифуллерены" не только сами могут применяться как биологически активные вещества, но и на их основе могут создаваться новые высокоактивные соединения. Например, на основе малонилпроизводного получен ковалентный конъюгат фуллерена и доксорубицина C60-Dox [27] V, а также аддукт адамантил-олигоэтиленгликоль-фуллерен VI (Рис. 7) [37, 84]:
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Рис. 7. Биологически активные вещества на основе карбоксиллированных фуллеренов. V – производное фуллерена С60 с доксорубицином, VI – адамантил-олигоэтиленгликоль-фуллерен.

В связи с обсуждаемыми вопросами интересно сравнить эффекты двух производных фуллерена – упомянутого выше трискарбоксифуллерена С3 (IV)  и дендримерного моноаддукта (Рис. 8) [85]. 
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Рис. 8. Дендримерный моноаддукт фуллерена С60 (VII).

По мнению авторов, различие в строении этих соединений приводит к резким различиям в их взаимодействии с мембранами. В результате в обычных условиях только дендример VII заметно ингибировал рост клеток, т.е. обладал прямой цитотоксичностью. Однако фотоцитотоксичность изомера С3 (IV) оказалась выше, в сравнении с фотоцитотоксичностью дендримера VII, хотя у последнего квантовый выход синглетного кислорода выше. Этот пример представляет собой один из многочисленных случаев, когда у производного фуллерена в качестве основного фактора, определяющего биологический эффект, выступают его мембранотропные свойства.

Еще один пример влияния мембранотропных свойств на биологическую активность связан с бактерицидным действием С3 (IV). Оно было изучено на двадцати бактериальных штаммах, включающих Staphylococcus spp.(стафилококки), Streptococcus spp. (стрептококки), Enterococcus faecalis (энтерококки граммположительные), Klebsiella pneumoniae (клебсиелла пневмонии), E.coli (кишечная палочка), Pseudomonas aeruginosa (Синегнойная палочка), Salmonella typhi (сальмонелла, граммотрицательная) [86]. Для всех грамположительных штаммов минимальная ингибирующая концентрация С3 (IV) не превышала 50 мкг/мл, тогда как рост грамотрицательных бактерий не ингибировался вплоть до концентрации 500 мкг/мл. Так как грамотрицательные и грамположительные бактерии отличаются по строению клеточной стенки, эти различия в эффективности действия позволяют предположить, что бактерицидное действие С3 (IV) связано с его мембранотропностью: он проникает в клеточную стенку и нарушает ее структуру. Об этом свидетельствуют, в том числе, и данные электронной микроскопии – под действием С3 (IV) меняется вид бактерий – в частности, разрушается клеточная стенка [86]. Интеркаляция трискарбоксифуллерена С3 (IV) в клеточную стенку была показана также с помощью просвечивающей электронной микроскопии и иммунологическим методом с помощью анти-карбоксифуллереновых антител [87]. 

Влияние мембранотропных свойств производных фуллерена на их противомикробное действие показано также в работах [87, 88]. А наблюдавшееся в работе [89] бактерицидное действие С3 (IV) в действительности не связано с его антимикробным действием, так как он не оказывает влияния на рост E.coli. А связано оно с уменьшением воспалительной инфильтрации нейтрофилов и снижением проницаемости гематоэнцефалического барьера, повышенного после заражения E.coli, т.е. обусловлено его влиянием на мембраны [90]. Однако дозозависимое снижение гибели мышей от Streptococcus pyogenes A-20 после внутрибрюшинного введения «карбоксифуллерена» С3 (IV) проявляется как в результате уменьшения воспалительной инфильтрации нейтрофилов, так и прямого ингибирования роста Streptococcus pyogenes A-20 [91].

Еще одним механизмом проявления биологической активности фуллеренами является их способность напрямую ингибировать ферменты. Например, ингибирование глутатион-трансферазы в результате связывания фуллерена С60 с поверхностью димера фермента [92].

Возможность взаимодействовать с ферментами в полной мере относится и к «карбоксифуллеренам». В частности, именно этим объясняется ингибирующий эффект на эндотелий-зависимое расслабление сосудистой гладкой мышцы [92]. Было показано, что изомеры С3 (IV) и D3 (III) ингибировали все три изоформы NO-синтазы, фермента, участвующего в образовании NO из L-аргинина, причем С3 (IV) изомер обладал более выраженными ингибирующими свойствами в отношении всех трех изоформ. Авторы подчеркивают, что наблюдаемый ими эффект не связан с антиоксидантными эффектами фуллеренов, а является результатом их прямого взаимодействия с ферментами. 

В другой работе этих же авторов при изучении влияния этерифицированных производных С3 (IV) и D3 (III), а именно трис-аминофуллеренов VIII-XIII, было показано, что они ингибируют активность нейрональной NO-синтазы и кальций-нейрин фосфатазы, причем это действие конкурентно снимается кальмодулином (кальмодулин – фосфат-акцептирующий белок немышечных и гладкомышечных клеток, выступают в качестве первичного внутримышечного рецептора Ca2+). Эти соединения могут замещать трифторпиперазин, связанный с кальмодулином, а также непосредственно связываться с самим кальмодулином. Все эти данные, особенно факт конкуренции с кальмодулином, свидетельствуют о возможности образования комплементарных структур трис-аминофуллеренами и биологическими молекулами, т.е. в пользу механизма взаимодействия этих соединений с ферментом по типу «лиганд-рецептор» [48].

Но фуллерены не только способны ингибировать действие ферментов, но и сами способны играть роль ферментов. Например, важным свойством фуллерена С3 (IV) является его способность играть роль фермента супероксиддисмутазы (СОД), выступая в роли его миметика [93]. Реакция между С3 (IV) и супероксиданион-радикалом не подчиняется, как ожидалось, правилам «стехиометрической ловушки» - в действительности происходит дисмутация этого радикала, что следует из того, что не происходит структурных изменений самого С3 (IV), кислород регенерируется, и образуется перекись водорода, отсутствуют парамагнитные продукты. Все это свидетельствует о каталитическом, ферменто-подобном механизме действия. Авторы предполагают, что электроно-дефицитные участки фуллеренового кора совместно с присоединенными к нему остатками малоновой кислоты силами электростатического взаимодействия притягивают к себе супероксиданион-радикал, ускоряя тем самым его дисмутацию. 

Так как «карбоксифуллерены» являются миметиками пероксидазы, то оно могут использоваться для создания колориметрических сенсоров, например, для количественного определения глюкозы [94]

Карбоксифуллерен С3 (IV) проявляет свойства миметика супероксидазы (СОД, отностится к группе антиоксидантных ферментов, защищает от восокотоксичных кислородных радикалов) [93]. Оказалось, что он увеличивает выживаемость Sod2–/– мышей, у которых отсутствует MnSod (марганцевая супероксиддисмутаза) [93], но при этом С3 (IV) способствовал большей выживаемости женских особей [95]. Было показано, что хроническое введение С3 (IV), в качестве антиоксидантной терапии мышам, в дозе 10 мг/кг в течении нескольких месяцев улучшает их когнитивные способности [96].

Карбоксифуллерен С3 (IV), как было показано ранее, обладает нейропротекторными свойствами [97]. С3 (IV) способен, как миметик супероксиддисмутазы, блокировать вызываемое кетамином у мышей стойкое повышение концентрации супероксида в мозге [98].

В работе [99] исследовалась связь структуры с СОД-миметической активностью шести производных фуллерена С60, отличающихся числом и расположение карбоксильных групп (соединения III (D3), IV (C3), XIV, XV, XVI и XVII).
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Рис. 9. Карбоксилированные производные фуллерена С60 СОД-миметической активностью.

Эти соединения образуют два ряда – в первом увеличивается число карбоксильных групп от трех до шести в ряду XV (C3lite) < XIV (bisE) < XVI (P2) < IV (C3), во втором – различается расположение фиксированного числа карбоксильных групп (шести) на поверхности фуллеренового кора: IV (C3), XVII (E), и III (D3).

В качестве основной модели для оценки отношения структуры-активности между реакционной способностью по отношению к супероксиду и защите нейронов была выбрана вызываемая NMDA нейротоксичность, включающая в себя образование внутриклеточного супероксида. Наблюдалась значительная корреляция между нейропротекцией и способностью этих соединений взаимодействовать с супероксидным радикалом. Методами компьютерного моделирования было показано, что реакционная способность по отношению к супероксиду чувствительна к изменениям дипольных моментов, которые определяются не только числом карбоксильных групп, но и их распределением на фуллереновом коре. Эти данные свидетельствуют о том, что по оценке способности взаимодействовать с супероксид-радикалом можно предсказывать их нейропротективное действие [99].

В работе [100] показано, что малонатное производное С60С(СООН)2 также способно выступать в роли ловушки для супероксиданион-радикала.

Исследование способности различных производных фуллеренов защищать клетки от действия Н2О2, стабилизировать потенциал митохондриальных мембран и снижать уровень образования внутриклеточных АФК позволило установить следующий ряд активности: Gd@C82(OH)22 ≥ C60(OH)22 > C60[C(COOH)2]2. По мнению авторов, эти данные свидетельствуют о том, что на биологическую активность функционализированных фуллеренов влияют как химические (строение поверхности, сродство к электрону), так и физические (в частности, степень агрегации) свойства [101].

Наряду с «карбоксифуллеренами» С60, описаны и «карбоксифуллерены» С70. Один из них, C70[C(COOH)2]2−4, получен взаимодействием фуллерена С70 с диэтилмалонатом в присутствии 1,8-диазобицикло[5,4,0]ундецен-7-ена в соотношении 1:1:3 с последующим гидролизом эфирных групп. По данным MALDI-TOF масс-спектров полученный продукт содержит 4-8 эфирных групп на один остаток фуллерена. В культуральной среде этот карбоксифуллерен обладает отрицательным потенциалом и имеет тенденцию к образованию агрегатов размером 100-200 нм. Адсорбция этого «карбоксифуллерена» клеточными стенками Nicotiana tobacum L. cv. Bright Yellow приводила к разрушению клеточной стенки и мембран и, соответственно, ингибированию роста. По мнению авторов, на основании данных атомносиловой конфокальной микроскопий им удалось показать, что этот эффект связан с время- и дозо-зависимым увеличением в стенке клетки гликозильных остатков и сопровождается повышением уровня активных форм кислорода [102].

«Карбоксифуллерены» включены в список веществ, увеличивающих продолжительность жизни [102, 103].

Среди прочих эффектов взаимодействия фуллеренов с биологическими объектами, особое место занимает взаимодействие фуллеренов с белками. Имеются прямые доказательства образования надмолекулярных комплексов белков и фуллеренов [104], в частности карбоксифуллереном С3 (IV) [105]. Кроме того практически неизвестно как белки связывают молекулы фуллеренов и какова природа этих взаимодействий [106]. В работе [106] проведен докинг для карбоксифуллерена C3 с четырьмя белками, для которых экспериментально показано образование комплекса фуллерен-белок: протеаза вируса ВИЧ, фуллерен-специфических антител, сывороточный альбумин человека и бычий сывороточный альбумин. Основным выводом из работы является то, что найдена высокая степень сходства мест связывания в протеазе ВИЧ и человеческого и бычьего альбуминов.

Карбоксифуллерены С3 (IV) и D3 (III) могут найти применение и в исследованиях, связанных с проблемами нейродегенеративных поражений, например, болезни Альцгеймера [107]. Болезнь Альцгеймера, согласно гипотезе амилоидного каскада, связана, в частности, с накоплением и олигомеризацией амилоидного пептида Aβ как начальной стадии болезни Альцгеймера [108]. Было показано, что фуллерены и карбоксифуллерены, влияют на развитие и патогенез амилоидной фибриллизации.

На сегодняшний день рассматриваются несколько молекулярных терапевтических подходов к лечению болезни Альцгеймера, в том числе ингибирование образования пептида Aβ и его олигомеризации [109, 110]. Кроме того, важная роль отводится дизайну препаратов, способных ингибировать клеточную нейротоксичность, оказывая, тем самым, как профилактическое, так и терапевтическое действие при нейродегенеративных заболеваниях типа болезни Альцгеймера [107]. При этом окислительный стресс и вызванная амилоидом токсичность являются двумя основными процессами в патогенезе болезни Альцгеймера и, соответственно, основными мишенями для создания терапевтических агентов [110, 111]. Показано, что трискарбоксифуллерен С3 (IV) влияет на окислительный стресс и нейротоксичность, вызванные Аβ42 в выращенных кортикальных нейронах и может блокировать вызванный этим пептидом апоптоз [81, 112].

В работах группы исследователей из Института экспериментальной и теоретической биофизики продемонстрированы и другие возможности использования фуллеренов для терапии амилоидогенезов. Так, показано in vitro и in vivo, что нано-С60 вызывает разрушение фибрилл, образованных фрагментом Aβ25−35 [113, 114].

Свободные радикалы кислорода представляют собой наиболее важные и изучаемые промежуточные продукты при реперфузионной ишемии. Имеющиеся в литературе данные указывают на то, что эти радикалы играют важную роль и при развитии поражений при инсульте [115], поэтому была проведена оценка действия фуллерен-содержащей ловушки для радикалов в тканях мозга на экспериментальной модели ишемии. Действие фуллерена С3 (IV) на ишемические поражения, вызванные проходящей фокальной реперфузией, описано в работе [115]. Хотя никакого протективного действия на кору мозга после внутривенного введения не было обнаружено, введение С3 (IV) в боковые желудочки мозга не только снижало поражения коры, но и предупреждало повышение уровня перекисного окисления липидов. Эти данные позволяют утверждать, что при введении в боковые желудочки мозга С3 (IV) может устранять окислительные поражения, вызванные реперфузионной ишемией [116]. 

Защитное действие С3 (IV), связанное с уменьшением окислительного стресса, показано in vitro на гранулярных клетках мозжечка [68]. В этой работе использовалась модель гибели нейронов от апоптоза в результате изменения концентрации ионов К+ с 25 до 5 мкМ. В результате снижения концентрации ионов К+ нарушаются дыхательные функции митохондрий, происходит перестройка хроматина и фрагментация ДНК до апоптотических олигонуклеосом. Все эти процессы дозозависимо ингибируются С3 (IV), причем одновременно происходит существенное снижение мембранных и цитоплазматических пероксидов и других АФК. Это свидетельствует о том, что механизм защитного действия С3 (IV) на этой модели тоже связан с его антиоксидантными свойствами.

Не связанное с генерацией АФК биологическое действие изомера С3 (IV) было показано в работе [69]. Оказалось, что С3 (IV) повышает устойчивость эпителиальных клеток к апоптозу по механизму, включающему его взаимодействие с микрофиламентами цитоскелета.

Комбинированное действие С3 (IV), проявляющего в данном случае свойства сильного антиоксиданта, и аскорбиновой кислоты предотвращало оксический эффект леводопы (L-ДОФА, L-дигидроксифенилаланин) на культуру хромаффинных клеток надпочечников [117]. Карбоксифуллерен С3 (IV) снижал также уровень окислительного стресса у анестезированных крыс [118].

Среди прочих свойств карбоксифуллеренов можно указать, что они защищают кератиноциты человека (основные клетки кожи) от апоптоза, вызванного ультрафиолетовым излучением, причем механизм этого действия связан с их антиоксидантными свойствами [119]. 

Фуллерен С60-мономалоновая кислота существенно снижает релаксацию на препаратах аорты кроликов, вызванную ацетилхолином, причем этот эффект снимается в присутствии супероксиддисмутазы [120]. 

Поразителен обнаруженный факт зависимости нейропротективных свойств «карбоксифуллерена» С3 (IV) от пути введения: при системном введении он потенцирует нейротоксическое действие 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МРТР), тогда как при местном применении он же выступает в роли нейропротектора [121].

Много работ посвящено исследованию фотоиндуцированных биологических эффектов этих карбоксифулеренов. В работе [122] исследована фотоиндуцированная цитотоксичность дималоновой кислоты C60 (DMA-C60), трималоновой кислоты C60 (TMA-C60) и квадромалоновой кислоты C60 (QMA-C60) (Рис. 10):
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Рис. 10. Карбоксилированные производные фуллеренов проявляющие фотоиндуцированную цитотоксичность.

В культуре клеток HeLa в концентрации 40 мкМ все они проявляют фотоиндуцированную цитотоксичность, уменьшающуюся с увеличением числа остатков малоновой кислоты, присоединенных к молекуле фуллерена. В отсутствие освещения никаких эффектов не наблюдалось. 

DMA-C60 проявила цитотоксическое действие на клетки HeLa при освещении уже в концентрации 32 мкМ, причем эффект усиливался с увеличением концентрации (т.е. была установлена дозозависимость действия). Было отмечено, что в результате фотоиндуцированного воздействия DMA-C60 происходит серьезное повреждение клеток. В отсутствие освещения цитотоксический эффект не наблюдался даже в концентрации 60 мкМ.

По способности к фотоиндуцированному ингибированию клеток три «карбоксифуллерена» можно расположить в следующем ряду: 
DMA-C60 XVIII (63%) > TMA-C60 XIX (55%) > QMA-C60 XX (31%). Этот факт опять-таки свидетельствует о том, что увеличение числа групп, присоединенных к фуллереновому кору, снижает способность соединений выступать в роли фотосенситизаторов. 

Считается, что фуллерен С70 является более сильным сенситизатором, в сравнении с фуллереном С60 [63, 123]. Это относится и к его производным. 

При изучении эффективности действия различных водорастворимых «карбоксифуллеренов» как фотосенситизаторов было использовано шесть соединений: дималонаты С60 и С70 (DFs), трисмалонаты С60 и С70 (TFs), и квадромалонаты С60 и С70 (QFs). Оценка проводилась по их фотодинамическому действию на клетки HeLa [63]. Оказалось, что из шести «карбоксифуллеренов» наиболее эффективным оказался TF70, а общий ряд по способности вызывать фотодинамическое повреждение выглядит следующим образом: TF70 > DF70 > QF70 > TF60 ≈ DF60 > QF60 (стоит отметить, что о строении исследованных соединений, в частности, региоизомерном составе, ни в этой работе, ни в цитируемых в ней не приводится). Фотодинамическая активность TF70 сравнима с активностью протопорфирина IX (Рис 11).
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Рис. 11. Протопорфирин IX, классический сенситизатор, широко используемый в качестве соединения сравнения.

Поэтому, учитывая высокий потенциал этого соединения для фотодинамической терапии (ФДТ), был изучен механизм его фототоксичности. Оказалось, что в клетках HeLa TF70 фагоцитирует в виде маленьких кластеров, накапливающихся преимущественно в эндосомо-подобных органеллах. Наблюдаемый в этих исследованиях высокий ФДТ-эффект TF70 связан, вероятно, с кислотностью окружающей среды в этих органеллах (например, лизосомах), что способствует дезагрегации наночастиц с образованием агрегатов меньших размеров, вплоть до отдельных молекул [73].

[image: image44.emf]
Рис. 12. Схематическое строение структур C60-карбоксифуллеренов (a) и C70-карбоксифуллеренов (b) с разным числом аддуктов n (n = 2−4).

С использованием этих же соединений (DF60, TF60, QF60, DF70, TF70, и QF70) было проведено изучение влияния структурных эффектов на цитопротективное действие карбоксифуллеренов на клетки-спутники миоцитов (клетки C2C12, клетки сопровождающие мышечные клетки человека). Среди этих соединений квадромалонаты C70 (QF70) эффективно защищал клетки C2C12 от индуцированного H2O2-окислительного стресса [102].

Сообщается, что высокая эффективность фуллеренов как фотосенситизаторов тесно связана образованием синглетного кислорода, которое резко снижается с увеличением агрегированности частиц [124]. Прямые измерения размеров частиц трех «карбоксифуллеренов С70» динамическим светорассеянием при концентрации 2.5 μм в культуральной среде показали, что TF70 образует частицы с гидродинамическим диаметром около 52 нм, т.е. меньше, чем DF70 and QF70. Таким образом, получается, что именно выраженный «размерный эффект» для TF 70 может способствовать образованию АФК и ускорять фотоиндуцируемую гибель клеток, по сравнению с DF70 и QF70. Однако, в указанных работах детального изучения структуры исследуемых соединений не проводилось, поэтому невозможно исключить тот факт, что работа проводилась не с индивидуальными веществами, а со смесью региоизомеров. 

Способность производных фуллерена генерировать синглетный кислород определяется, как уже указывалось выше, не только типом и числом заместителей, но и склонностью их молекул к агрегации. Однако нельзя однозначно экстраполировать данные фотофизических измерений на биологическую активност, так как на биологическую активность функционализированных фуллеренов влияют как химические (строение поверхности, сродство к электрону), так и физические (в частности, степень агрегации) свойства [101]. Более того, проблема изучения биологической активности фуллеренов, в том числе относительной токсичности фуллерена и его производных, достаточно сложна, из-за сложностей интерпретации и экстраполяции данных in vitro в опыты in vivo [125].

Применение мембранотропных свойств фуллеренов для переноса различных веществ через мембрану описано в работах [126, 127]. Аргинин-содержащие пептиды и белки существуют в функциональном симбиозе с противоионами. Хотя связь между остатками аргинина и противоионами достаточно прочна, между ними возможна реакция обмена противоионов. Это свойство олигоаргининов связано со стремлением этих молекул минимизировать внутримолекулярное отталкивание зарядов, так как высокоосновная гуанидиновая группа в физиологических условиях всегда протонирована [128]. 

В этой же работе было высказано предположение, что взаимодействие с противоионами, образование достаточно прочных комплексов может объяснить некоторые «загадочные» функции аргинин-богатых пептидов и белков (cell penetrating peptides, CPP) в мембранах. Например, проникновение полиаргининов (pR) через двухслойную мембрану может объясняться неоднократным изменением их растворимости в результате замены противоиона, что позволяет им адаптироваться к среде [128]. Следовательно, СРР являются переносчиками ионов, проникновение которых через двухслойную мембрану может регулироваться амфифильными анионами [126, 127]. В последнем случае комплекс СРР (pR) с гидрофильным анионом X [pR·(X)m] превращается в результате обмена гидрофильного аниона Х на амфифильный Y в комплекс pR·(X)m(Y)n. Такой обмен приводит к повышению общей липофильности комплекса, в результате чего он может проникать в липидный слой сферической двухслойной мембраны. Подойдя ко второй границе бислоя, он может высвободить СРР во внутреннее пространство липосомы, при этом анион остается в липидном слое (более подробно механизм переноса см. [126]). В качестве амфифильных ионов, успешно переносящих через липидный бислой аргинин-богатые пептиды, могут использоваться анионы карбоновых кислот, содержащих остатки коронена, пирена, каликс[4]арена и фуллерена, в частности соединения XXII (Рис. 13). 
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Рис. 13. Амфифильные карбоксиллированные фуллерены.

Такой эффект противоионов наблюдается как в модельных везикулярных системах, так и на живых клетках. Поэтому он может быть использован для переноса через мембрану различных заряженных гидрофобных молекул, не только белков, но и олигонуклеотидов, в частности, для переноса генов [129].

На основе производных фуллерена возможно создание систем доставки через гемато-энцефалический барьер (ГЭБ) [55]. Авторами проведены исследования in vivo комплексов аддуктов фуллерена С60 с гексаметонием (1,6-бис-(N-триметиламмоний)-гексан, лекарственный препарат, показанный для снижения давления, ганглиоблокатор) на двух моделях: "никотиновые судороги" и "двигательная активность". В первом случае комплекс снимал, вызванные никотином судороги, а во втором уменьшал двигательную активность, после введения никотина. Таким образом, показано, усиление действия гексаметония на ЦНС в составе комплекса с производными фуллерена, содержащими остатки 6-аминогексановой кислоты.

Использование аддуктов фуллерена С60 в качестве носителей для доставки лекарственных веществ и контрастирующих агентов требует разработки методов их детектирования в сложных системах. Поэтому для анализа двух наночастиц, а именно карбоксифуллерна С3 и дендрофуллерена DF1, в стандартных растворах и сыворотке крови был использован метод капиллярного электрофореза (CE). Эти хорошо растворимые заряженные производные фуллерена С60 были охарактеризованы капиллярным зональным электрофорезом (CZE) используя либо чистые, либо динамически покрытые кварцевые капилляры. Затем пробы MEKC и/или CZE использовали для количественного определения наночастиц C3 (IV) и DF1 в образцах сыворотки крови. Количественное определение наночастиц было линейным от 0-500 мг ∙ мл-1 с пределами обнаружения от 0,5 до 6 мг ∙ мл-1 [130]. 

Распределение внутри клетки «дикарбоксифуллерена» XXI было изучено с использованием антител, меченных флуоресцентными красителями. Это соединение проходило через клеточную мембрану и предпочтительно связывалось с митохондриями [49]. Такая внутриклеточная лока​лиза​ция производных фуллерена может объяснять их антиоксидантные свойства [51, 77], так как генерация свободных радикалов кислорода в клетках происходит за счет утечки электронов из электрон-транспортной цепи митохондрий [49]. В данном случае речь идет о «дикарбоксифуллерене», соединении, содержащем в биологических условиях две заряженные карбоксильные группы. Поэтому распределение этого вещества по структурам клетки может не соответствовать распределению немодифицированного фуллерена, исключительно липофильного вещества.

В работе [61] с использованием в качестве модели эмбрионов рыбки дарио (Danio rerio), было проведено сравнение цитопротекторной активности двенадцати водорастворимых производных фуллерена С60. Эта серия включала в себя С3 (IV), серию монозамещенных дендрофуллеренов, серию C3 (IV)-подобных фуллеренов и два оксоаминофуллерена. Но стоит отметить, что С3 (IV) относительно легко разрушается, причем с образованием более токсичных продуктов. В кристаллическом порошке скорость деградации при комнатной температуре составляет примерно 0.5% в неделю, но он стабилен при -20 °С. В ДМСО при комнатной температуре С3 (IV) полностью разрушается за несколько минут. В различных водных растворах (дистиллированная вода, буферный раствор, 5 % раствор глюкозы) скорость распада составляет примерно 4% в неделю при комнатной температуре, но ее понижение до -20°С способствует стабильности растворов. 

При этом отмечается, что C3 (IV) оказывал наиболее сильное протективное действие на модели гентамицин-индуцированной цитотоксичности, однако он относительно нестоек в растворе, содержащем 10% DMSO и 0.1 N HCl, и разрушается в результате декарбоксилирования с образованием пента-, тетра- и трис-карбоксилированных форм (Рис. 14), обладающих in vivo значительно большей токсичностью, нежели сам С3 (IV).
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Рис. 14. Продукты декарбоксилирования трисмалонатного производного фуллерена С60
Что касается действия самого С3 (IV), то было неоднократно показано его защитное действие (от окислительного стресса и гибели клеток) на различных культурах клеток и животных моделях [48, 51, 68, 69, 80, 117, 131 – 133]. Более того, С3 (IV) способен в заметных количествах проникать через гематоэнцефалический барьер, а из организма выводится через печень и почки [61]. 

Исследования распределения производного Gd@C60[C(COOH)2]10 in vivo (крысы Fischer 344, внутривенно, 35 мг ∙ кг-1) показали, что это соединение быстро оказывается в почках, причем его накопление в печени значительно меньше [134]. В этой же работе показано, что склонность к агрегации полигидроксилированных производных эндоэдральных гадолиний-содержащих фуллеренов («gadofullerene») Gd@C60(OH)x и Gd@C60[C(COOH)2]10 и величины релаксации протонов в них зависят от величины рН, что делает эти соединения применимыми в качестве рН-чувствительных контрастирующих препаратов для магнитно-резонансных исследований.

Исследования на других моделях патологических состояний у животных позволяют предполагать, что антиоксиданты на основе фуллерена могут быть использованы как нейропротекторы и при других нейродегенеративных расстройствах, в том числе и болезни Паркинсона. 
2 Экспериментальная часть
2.1 Синтез и идентификация производных легких фуллеренов
Для проведения синтеза карбоксилированных производных фуллеренов использовался фуллерен С60 чистотой 99.95 масс.%, фуллерен С70 чистотой 99.0 масс.% производства ЗАО «ИЛИП» (Санкт- Петербург), о-ксилол (спектральной чистоты), дистиллированная вода, ДБУ, толуол, гидрид натрия, метанол, дихлорметан, соляная кислота. Синтез карбоксилированных фуллеренов C60 проводился по методике, описанной в работе [135], далее проводилась реакция гидрогенолиза [136].
Идентификация полученных соединений проводилась при помощи комплекса физико-химических методов: ИК-спектроскопия (ИК-Фурье спектрометр IRPrestige-21), УФ-спектроскопия (Спектрофотометр UV-1800), элементный анализ (элементный анализатор Euro EA3028-НТ для одновременного определения C, H, N), жидкостная хроматография (жидкостный хроматограф LC-20 Prominence), масс-спектрометрия (хромато-масс спектрометр «MaXis», Bruker Daltonik GmbH), ЯМР-спектроскопия (ЯМР спектрометр Bruker 500 МГц Avance III). В качестве примера, в Приложении 2 представлены данные по идентификации карбоксилированных аддуктов фуллеренов.

2.2 Физико-химическое изучение растворов и фазовых равновесий в системах, содержащих карбоксилированные производные фуллеренов
Изучение концентрационных зависимостей плотности водорастворимых карбоксилированные фуллерены проводилось пикнометрическим методом. Для этого использовались кварцевые пикнометры, калибровка объемов осуществлялась с помощью дистиллированной воды, точность термостатирования в процессе измерения плотности составляла 
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Концентрационные зависимости показателя преломления растворов карбокилированных производных фуллеренов (
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Термогравиметрическое изучение карбоксилированных производных фуллеренов и кристаллогидратов на их основе проводилось с помощью дериватографа NETZSCHSTA 449F3STA449F3A-0483-M на воздухе, в диапазоне температур 20 - 1000oC, скорость нагрева составляла 50С·мин-1.

Для определения удельной электропроводности карбоксилированных производных фуллеренов использовался прибор CyberScanPC-300. Погрешность определения удельной электропроводности составляла ± 1 %. Использованные растворы были насыщены кислородом.

Определение размеров ассоциатов водорастворимых производных фуллеренов в растворах различных концентраций осуществлялось методом динамического светорассеяния с помощью прибора Malvern Zetasizer 3000 (GreatBritain) device. 

Изучение изотермической и политермической растворимости карбоксилированных фуллеренов в воде и водных растворах проводилось с использованием метода изотермического насыщения. Согласно данному методу, в колбу с заведомым избытком карбоксилированного производного фуллерена добавляли воду (водный раствор). Далее колбу термостатировали (точность термостатирования -
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0С), встряхивая с частотой до 3.5 циклов·с-1, в течение времени, достаточного для насыщения. Достижение стационарных значений растворимости проверялось отбором проб через фиксированные промежутки времени - построением графика С(t) (С- текущая концентрация раствора, t- время насыщения). 
Криометрические исследования в бинарных системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, при 273.15 K состояли в определении концентрационных зависимостей температур начала кристаллизации льда из водных растворов. Концентрации растворов при этом изменялись в широких пределах xнанокластер= 1.6∙10-6-1,7∙10-4 отн.ед. Температуры начала кристаллизации определялись с помощью термометра Бекмана с линейной разрешающей способностью шкалы прибора ∆T/∆h≈0.01К/1 мм (h – высота поднятия ртути в капилляре термометра).
2.3 Биологическое изучение карбоксилированных производных фуллеренов
Оценка биологической активности карбоксилированных производных C60 и C70 включала определение концентраций с положительным, нейтральным и ингибирующим действиями на прорастание семян, а также на рост корней, длину ростков в течение 7 дней после вымачивания семян. Такое исследование проводилось в соответствии с Международными правилами ассоциации ISTA).

Семена сорта «Ажур» (Lepidium sativum L.) (150 зерен) помещали в 3 чашки Петри (50 зерен) с водными растворами карбоксилированных производных фуллеренов (контрольные образцы выращивали в чистой воде). Через 3 дня определили энергию прорастания семян, и через 7 дней вычислили прорастающую способность семян и проводили измерения длины корней и ростков. Все эксперименты проводились три раза.
Анализ цитотоксичности проводился спектрофотометрическим методом с помощью тетразолиевого красителя - 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида (МТТ), который восстанавливается при действии НАД(Ф)Н-зависимых клеточных оксидоредуктаз с образованием окрашенного продукта формазана с максимумом поглощения при длине волны 540 нм, содержание которого пропорционально количеству жизнеспособных клеток. Для эксперимента 10×103клеток/100мкл/лунку высевались в 96-луночных планшетах и культивировались в течение 16-24 ч для их прикрепления. Затем добавлялось 100 мкл среды DMEМ, содержащей различные концентрации ингибиторов FAS и клетки инкубировались в течение 48 или 72 ч. По окончании инкубационного периода среда удалялась и вносились 100 мкл/лунку среды DMEM и 30 мкл/лунку раствора МТТ (5 мг/мл). Клетки инкубировались в CO2-инкубаторе в течение 1 ч при 37 °С. После удаления надосадочной жидкости, образованные метаболически жизнеспособными клетками кристаллы формазана растворялись в диметилсульфоксиде (100 мкл/лунку). Далее измеряли оптическую плотность при 540 нм и 690 нм на планшетном спектрофотометре. Для коррекции фона из значений оптической плотности при 540 нм вычитали значения оптической плотности при 690 нм для соответствующих лунок. Данные нормировались в процентах по отношению к контрольным клеткам, т.е. клеткам, инкубированным в отсутствии соответствующего карбоксилированного производного фуллерена.
Для определения антирадикальной активности карбоксилированных фуллеренов к 0.1 мл метанольного раствора дифенилпикрилгидразила (ДФПГР) добавляли 0.1 мл водных растворов антиоксидантов (карбоксилированный фуллерен C60[C(COOH)2]3 и цитрат натрия). Исходная концентрация DPPH в обеих реакционных смесях составляла 65 мкМ, концентрации антиоксидантов – 0.1 мкМ. Для получения кинетических кривых восстановления DPPH антиоксидантами реакционные смеси помещали в 96-луночный планшет и регистрировали оптическую плотность на спектрофотометре BioRad xMark на длине волны 515 нм при комнатной температуре в темноте через каждую 1 мин в течение 10 мин и через каждые 10 мин в течение последующих 170 мин, а также через 6 дней после начала реакции. Перемешивание реакционных смесей осуществлялось с использованием орбитального шейкера (длительность - 20 с, скорость - 300 об/мин).
3 Обсуждение результатов

3.1 Физико-химические свойства водных растворов карбоксилированных фуллеренов С60[C(COOH)2]3 и С70[C(COOH)2]3
3.1.1 Плотности водных растворов карбоксилированных фуллеренов
В качестве примера рассмотрим экспериментальные данные, которые были получены для водных растворов С70[C(COOH)2]3. Экспериментальные данные по изотермической плотности водных растворов С70[C(COOH)2]3представлены на Рис. 15.
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Рис. 15. Концентрационная зависимость плотности водных растворов C70[C(COOH)2]3 (ρ) при 298 K.

Концентрационная зависимость среднего молярного объема раствора (
[image: image59.wmf]V

) была рассчитана согласно уравнению 1 (см. Рис. 16):
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где: V–объем водного раствора C70[C(COOH)2]3; 
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- число молей C70[C(COOH)2]3 и воды в 1 дм3 раствора. Парциальные мольные объемы компонентов раствора (
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) рассчитывались в соответствии с уравнениями 2, 3 [137]:
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Рис. 16. Концентрационная зависимость среднего молярного объема водных растворов C70[C(COOH)2]3. 
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Концентрационные зависимости парциальных мольных объемов компонентов раствора (
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) представлены на Рис. 16, 17. Из представленных зависимостей видно, что концентрационная зависимость парциального мольного объема C70[C(COOH)2]3в области разбавленных растворов является достаточно сложной. В концентрационном диапазоне 0.002-0.003 зависимость парциального мольного объема приближается к значению молярного объема твердого C70[C(COOH)2]3, в свою очередь в концентрационном диапазоне 10-5-10-4, значения 
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) резко уменьшаются и меняют знак (становятся отрицательными). Последний факт показывает, что добавление небольших порций растворенного вещества значительно уплотняют и структурируют раствор. Аналогичные результаты были также получены для карбоксилированного фуллерена С60 – C60[C(COOH)2]3. Экспериментальные данные по объемным свойствам водных растворов C60[C(COOH)2]3 представлены в Табл. 3.
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Рис. 17. Концентрационные зависимости парциальных мольных объемов C70[C(COOH)2]3 (б) и воды (а) (
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Таблица 3. Концентрационные зависимости объемных свойств водных растворов C60[(C(COOH)2]3 при 298 K.
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	0
	0.994
	18.000
	18.00
	1021.00
	1.333
	0.2069
	-
	3.7260
	-

	10.5
	1.000
	18.187
	18.00
	1021.00
	1.335
	0.2068
	0.1954
	3.7625
	200.50

	21.0
	1.008
	18.382
	18.00
	1021.00
	1.338
	0.2068
	0.2022
	3.8004
	207.59

	42.0
	1.022
	18.792
	18.00
	1021.00
	1.342
	0.2062
	0.1887
	3.8803
	194.47

	84.0
	1.057
	19.720
	18.00
	1021.00
	1.352
	0.2046
	0.1777
	4.0611
	185.52

	168
	1.112
	22.045
	18.00
	1021.00
	1.371
	0.2039
	0.1868
	4.5141
	195.61

	224
	1.142
	24.041
	17.99
	1020.99
	1.383
	0.2043
	0.1932
	4.9027
	201.57

	336
	1.190
	29.643
	17.99
	1020.99
	1.409
	0.2077
	0.2098
	5.9939
	214.42


3.1.2 Рефракция водных растворов карбоксилированных фуллеренов

На Рис. 18 в качестве примера представлена концентрационная зависимость показателя преломления водных растворов C70[C(COOH)2]3.
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Рис. 18 Концентрационная зависимость показателя преломления водных растворов C70[C(COOH)2]3 при 298 К. 
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Концентрационные зависимости удельной и молярной рефракций водных растворов C70[C(COOH)2]3 при 298 K рассчитывались по уравнениям 4, 5 [138]:
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где: r, R – удельная (см3·г-1) и молярная (см3·моль-1) рефракции, 
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- средний молекулярный вес раствора: 
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(г·моль-1). Концентрационные зависимости молярной и удельной рефракций представлены на Рис. 19, 20.
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Рис. 19. Концентрационная зависимость удельной рефракции (r) водных растворов C70[C(COOH)2]3 при 298 К. 
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Рис. 20. Концентрационная зависимость молярной рефракции (R) водных растворов C70[C(COOH)2]3 при 298 К. 
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- мольная доля C70[C(COOH)2]3 в водном растворе.
В соответствии с правилом аддитивности рефракций, можно получить уравнения 6 и 7 [138]:
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где: ri, Ri – удельная и молярная рефракции i-того компонента, wi, xi – массовая и мольная доли i-того компонента. Таким образом, используя значение рефракции воды, можно легко рассчитать значения молярной и удельной рефракций карбоксилированного фуллерена C70[C(COOH)2]3 (
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) (см. Рис. 21, 22). Рис. 21, 22 показывают, что значения молярной и удельной рефракций – постоянные величины. Учитывая то, что экспериментальные данные по удельной и молярной рефракции имеют достаточно низкую точность в области разбавленных растворов (
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Также возможно провести расчёт молярную рефракцию C70[C(COOH)2]3 согласно другому правилу аддитивности, используя атомные рефракции Ri(j) i-того атома в j-той функциональной группе:
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Небольшое расхождения в расчетах значений молярной рефракции связано с выбором спектральных линий: для линии
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см3·моль-1 [139]. Альтернативный расчет молярной рефракции C70[C(COOH)2]3 может быть осуществлен с использованием рефракций функциональных групп - Ri, (метод Фогеля):
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Рис. 21. Концентрационная зависимость удельной рефракции C70[C(COOH)2]3    (
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) в водных растворах при 298 K. 
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- массовая доля C70[C(COOH)2]3 в водном растворе.
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Рис. 22. Молярные рефракции C70[C(COOH)2]3(
[image: image113.wmf]3
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) в водных растворах при 298 K. 
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- мольная доля C70[C(COOH)2]3 в водном растворе.

В свою очередь, молярная рефракция C70[C(COOH)2]3, вычисленная из экспериментальных данных составляет R ≈ 222 – 273 см3·моль-1. Удельная рефракция C70[C(COOH)2]3 может быть вычислена по уравнению 10 [138]:
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(10)
Значение удельной рефракции C70[C(COOH)2]3 практически соответствует значению удельной рефракции воды ([image: image117.png]r?@4(HOH) ~ 0.207



см3·г-1). Данные по рефракциям C60[C(COOH)2]3 представлены в Табл. 3. 

3.1.3 Электропроводность водных растворов C70[C(COOH)2]3

Концентрационная зависимость удельной электропроводности водных растворов карбоксилированных фуллеренов С60 и С70 при 298 K изучалась путем измерения удельного сопротивления растворов ρ (Ом·см) [140]:
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Удельная электропроводность соответствует проводимости единичного объема раствора, помещенного между двумя планарными электродами (на расстоянии 1 см) с площадью поверхности, равной 1 см2. В качестве примера на Рис. 23 представлена концентрационная зависимость удельной электропроводности C60[(=C(COOH)2]3. Концентрационная зависимость удельной электропроводности 
[image: image119.wmf]k

(x) (гдеx– мольная доля C60[(C(COOH)2]3 в растворе) является немонотонной и достигает максимального значения при x=0.005. Последний факт традиционно связан с электрофорезом и релаксационными эффектами, характерными для не очень слабых электролитов.

Эквивалентная электропроводность (
[image: image120.wmf]l

 - См.см2∙экв-1), т.е. проводимость объема электролита, содержащего 1 эквивалент растворенного вещества была рассчитана согласно уравнению 12 [141]:
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(12) 
где: CN– эквивалентная концентрация (экв∙дм-3). Экспериментальные данные по электропроводности водных растворов C60[(C(COOH)2]3 представлены в Табл. 4.
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Рис. 23. Концентрационная зависимость удельной электропроводности (
[image: image123.wmf]k

) водных растворов C60[(C(COOH)2]3.

Из Табл. 4 виден монотонный рост значений эквивалентной электропроводности 
[image: image124.wmf]l

 при уменьшении концентрации растворов.

Для определения значений эквивалентной электропроводности в бесконечно разбавленных растворах (
[image: image125.wmf]l

0), была проведена экстраполяция зависимости 
[image: image126.wmf]l

( CN1/2) к значению CN1/2 = 0, в соответствии с уравнением Онзагера [141]:
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где: A– константа, зависящая от условий эксперимента.
Кажущаяся степень диссоциации (
[image: image128.wmf]a

) рассчитывалась по уравнению 14 (пренебрегая трансмиссионными коэффициентами ионов) [141]:
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(14)
Рассчитанные значения кажущейся степени диссоциации представлены в Табл. 5 и на Рис. 24 (
[image: image130.wmf]l

0 ≈ 1.40.1010 См.см2∙экв-1). Представленная зависимость показывает, что при более или менее значительных концентрациях растворенного вещества (CN> 0.01 экв∙дм-3), C60[(C(COOH)2]3 является слабым электролитом, а при низких концентрациях (CN = 10-7÷10-2экв∙дм3) – электролитом средней силы.
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Рис. 24. Концентрационная зависимость кажущейся степени диссоциации (
[image: image132.wmf]a

) C60[(C(COOH)2]3. CN – нормальность раствора.

Концентрационная зависимость концентрационной константы диссоциации была рассчитана с помощью закона разведения Оствальда (пренебрегая коэффициентами активности ионов и недиссоциированных молекул – γi = γ± = 1) [141]:
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Термодинамическая константа диссоциации - 
[image: image134.wmf]терм
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 была определена путем экстраполяции зависимости KD(CN) в область бесконечно разбавленных растворов:


[image: image135.wmf])

(

lim

=

0

C

N

D

терм

D

K

K

®

, 
[image: image136.wmf]D

-lgK

=

D

pK








(16)

Согласно проведенным расчётам, [image: image138.png]


= 6.15±0.25.

Аналогичные данные были получены для водных растворов карбоксилированного фуллерена C70[(C(COOH)2]3 (Табл. 5).

Таблица 4. Экспериментальные данные по электропроводности водных растворов C60[(C(COOH)2]3

	C/ г∙дм-3
	w/%
	СN/ экв∙дм-3
	
[image: image139.wmf]k

/См∙см-1
	
[image: image140.wmf]l

/См.cм2∙экв-1
	
[image: image141.wmf]a


	pKD



	0.0
	0.0
	0.0
	-
	1.33.1010*
	1.0*
	6.15*

	0.0002
	0.000000206
	0.000000315
	3.30
	1.05.1010
	0.74
	-

	0.0012
	0.00000123
	0.00000190
	14.5
	7.61.109
	0.54
	5.92

	0.0071
	0.00000727
	0.0000112
	63.1
	5.60.109
	0.40
	5.53

	0.0428
	0.0000437
	0.0000681
	285
	4.18.109
	0.30
	5.07

	0.256
	0.000260
	0.000409
	1340
	3.27.109
	0.23
	4.54

	1.534
	0.00154
	0.00249
	4090
	1.64.109
	0.11
	4.41

	9.201
	0.00892
	0.0154
	2490
	1.61.108
	0.011
	5.69


          *данные получены экстраполяцией
Таблица 5. Экспериментальные данные по электропроводности водных растворов C70[(C(COOH)2]3

	C /г·дм-3
	M /моль·дм-3
	α
	
[image: image142.wmf]k

/ См·см-1
	λ/ См.cм2·моль-1
	pKD

	0.000
	0.000
	1.00*
	0.000
	1870*
	3.67*

	0.125
	1.090·10-4
	0.71
	1.44·10-4
	1320
	3.73

	0.250
	2.18·10-4
	0.58
	2.34·10-4
	1080
	3.77

	0.500
	4.36·10-4
	0.53
	4.31·10-4
	989
	3.59

	1.000
	8.72·10-4
	0.48
	7.82·10-4
	897
	3.41


         *данные получены экстраполяцией

           3.1.4 Распределение ассоциатов карбоксилированных фуллеренов по размерам в водных растворах

Экспериментальные данные по концентрационной зависимости размеров ассоциатов C60[(C(COOH)2]3 при 298.15 К представлены в Табл. 6. Определение линейных размеров мономерной молекулы карбоксилированного фуллерена C60[(C(COOH)2]3 (d0) проводилось на основе рефрактометрических данных (на основе данных по молярной рефракции C60[(C(COOH)2]3). Используя сферическое приближение, линейные размеры мономерной молекулы C60[(C(COOH)2]3 могут быть определены по уравнению 17:
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Число ассоциатов i-того типа, упакованных в ассоциат (i+1)-того типа - 
[image: image144.wmf]1

ii

N

®+

 определялось по уравнению 18:
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где: 
[image: image146.wmf]52

.
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pack
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 - формальный упаковочный коэффициент для случае упаковки малых сфер в одну большую сферу.

Исходя из экспериментальных и рассчитанных данных, представленных в Табл. 7, можно сделать следующие заключения: (1) во всех изученных растворах не были обнаружены мономерные молекулы с линейными размерами 
[image: image147.wmf]0

d

 ≈ 1.8 нм; (2) диаметр ассоциатов первого типа имеют похожие значения 
[image: image148.wmf]1

d

≈ 60±20 нм во всем изученном концентрационном диапазоне (небольшое уменьшение линейных размеров кластеров наблюдается для наиболее разбавленного раствора с концентрацией 0.01 г∙дм-3 - 
[image: image149.wmf]1

d

≈ 50±20 нм; (3) диаметр ассоциатов второго типа также имеют схожие линейные размеры размеры 
[image: image150.wmf]2

d

≈ 400±100 nm в концентрационном диапазоне 0.1 - 5 г∙дм-3 (небольшое изменение линейных размеров наблюдается для наиболее разбавленного раствора с концентрацией 0.01 г∙дм-3- 
[image: image151.wmf]2

d

≈ 300±100 нм и для наиболее концентрированного (C=10 г∙дм-3) - 
[image: image152.wmf]2

d

≈ 750±250 нм); (4) ассоциаты третьего типа не были обнаружены в водных растворах C60[(C(COOH)2]3, за исключением раствора с концентрацией 10 г∙дм-3.

В последнем случае было зарегистрировано образование огромных ассоциатов с линейными размерами 
[image: image153.wmf]3

d

≈ 5000±1000 нм (5±1 нм), при этом раствор является гетерогенным, но стабильным как коллоидная система. Для описания представленных экспериментальных фактов может быть использована иерархическая модель строения раствора, согласно которой мономерные молекулы формируют ассоциаты первого типа, ассоциаты первого типа образуют кластеры второго типа, в свою очередь ассоциаты образуют сферические ассоциаты третьего типа (последние относятся к гетерогенным коллоидным системам). Для подтверждения микрогетерогенности растворов карбоксилированного фуллерена с концентрациями, превышающими 10 г∙дм-3 были приготовлены пленки путем кристаллизации C60[(C(COOH)2]3 из водного раствора в процессе изотермического испарения воды из раствора. Типичная фотография получившихся пленок представлена на Рис. 25. Из представленного рисунка видно образование сфер (центров кристаллизации) с линейными размерами, соответствующими ассоциатам третьего типа, которые были определены методом динамического рассеяния света.
Tаблица 6. Распределение ассоциатов C60[(C(COOH)2]3 по размера в водных растворах при 298 К. (
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), (
[image: image157.wmf]3

d

) – средние размеры мономерной молекулы C60[(C(COOH)2]3, а также ассоциатов первого, второго и третьего типа. 
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, 
[image: image160.wmf]3
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 - интервал распределения по размерам ассоциатов первого, второго и третьего типов. 
[image: image161.wmf]1
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 - среднее число мономерных молекул C60[(=C(COOH)2]3 в кластере первого порядка, 
[image: image162.wmf]2
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 - среднее число ассоциатов первого типа в кластерах второго порядка, 
[image: image163.wmf]3
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 - среднее число кластеров второго типа в кластерах третьего типа.
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Рис. 25. Фотография кристаллов карбоксилированного фуллерена C60[(C(COOH)2]3, выполненная на поляризационном микроскопе (тысячекратное увеличение). Начальная концентрация раствора составляла 10 г∙дм-3. 

           Аналогичные экспериментальные данные по размерам ассоциатов были получены для карбоксилированного фуллерена C70[(C(COOH)2]3 (Табл. 7.).
Tаблица 7. Распределение ассоциатов C70[(C(COOH)2]3 по размера в водных растворах при 298 К. d0, 
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, 
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, d4- интервал распределения по размерам ассоциатов первого, второго, третьего и четвертого типов. 
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 - среднее число мономерных молекул C70[(C(COOH)2]3 в ассоциатах первого порядка, 
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 - среднее число ассоциатов первого порядка в кластерах второго порядка, 
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 - среднее число ассоциатов второго порядка в кластерах третьего порядка, 
[image: image192.wmf]4

3
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 - среднее число ассоциатов третьего порядка в кластерах четвертого порядка.
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           3.1.5 Диффузия C60[C(COOH)2]3 в водных растворах 

Согласно первому закону Фика [142]:
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(19),

где: m – масса карбоксилированного фуллерена, прошедшая через площадь S за время t под действием градиента концентрации ∂CC60-tris-malonate/∂x. Определение коэффициентов диффузии карбоксилированного фуллерена C60[(C(COOH)2]3 проводилось в широком интервале концентраций от 5 до 40 г∙дм-3 при 293 и 323 К. Полученные результаты представлены на Рис. 26. Анализ полученных экспериментальных данных показывает следующее: (1) коэффициенты диффузии карбоксилированного фуллерена C60[(C(COOH)2]3 (D) в водных растворах имеют достаточно низкие значения (порядка 10-8 cм2∙с-1). Полученные значения значительно ниже коэффициентов диффузии нефункционализированных фуллеренов C60 и C70 в органических (главным образом ароматических) растворителях (в последнем случае коэффициент диффузии имеет порядок 10-7 ÷ 10-6см2∙с-1) [144]; (2) дополнительно, авторы работы [144] попытались определить радиус частиц (rD), участвующих в диффузионном процессе с помощью уравнения Смолуховского-Стокса-Эйнштейна (в сферическом приближении) [142]:
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(20),

где: D – коэффициент диффузии, T – температура (K), k –константа Больцмана, 
[image: image204.wmf]h

 -динамическая вязкость растворителя, rD – радиус сферической частицы. 
           При этом авторы получили диапазон значений rD = 0.4 - 3 нм, в зависимости от растворителя и объяснили факт значительного увеличения значений rD  (по сравнению с несольватированными и неассоциированными индивидуальными фуллеренами) ассоциацией фуллеренов с образованием кластеров, а также сольватацией фуллеренов. 
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Рис. 26. Концентрационные зависимости коэффициентов диффузии C60[C(COOH)2]3 в воде при 293.15 (∆) и 323.15 ([image: image207.png]


)K. D – коэффициент диффузии.

В случае водорастворимых производных фуллеренов, следовало бы ожидать большей степени ассоциации и гидратации, последний факт был установлен методом динамического рассеяния света (Табл. 5). Ранее упоминалось о том, что в результате проведенных исследований было установлено образование нескольких типов кластеров: кластеров первого порядка с линейными размерами rD ≈ 20÷ 40 нм, кластеров второго порядка с линейными размерами rD ≈ 150÷ 250 нм и кластеров третьего порядка с линейными размерами rD ≈ 2000÷ 3000 нм. В соответствии с уравнением Смолуховского-Стокса-Эйнштейна (используя температурную зависимость вязкости воды – Рис. 27), было установлено, что линейные размеры сферических ассоциатов на основе карбоксилированного фуллерена составляют 30 ÷ 60 нм. 
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Рис. 27. Температурные зависимости динамической - η (∆) и кинематической - ν ([image: image210.png]


) вязкостей воды.
Последний факт говорит о том, что в процессе диффузионного массопереноса принимают участие кластеры первого порядка. Возможно, кластеры более высокого порядка (второго и третьего) недостаточно лабильны для осуществления эффективного массопереноса. В свою очередь факт уменьшения коэффициентов диффузии с ростом концентрации может быть объяснена на основе предположения о том, что относительная массовая доля первого типа ассоциатов карбоксилированного фуллерена C60[C(COOH)2]3 уменьшается с увеличением концентрации, в то же время концентрация более массивных частиц увеличивается.

3.1.6 Термический анализ кристаллогидратов карбоксилированных производных легких фуллеренов
Экспериментальные данные по термическому анализу кристаллогидрата C60[(C(COOH)2]3 представлены на Рис. 28 и Табл. 8. 
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Рис. 28. Комплексный термический анализ кристаллогидрата C60[(C(COOH)2]3.

Первый эффект соответствует дегидратации кристаллосольвата C60[(C(COOH)2]3·3H2O, указанный факт подтверждает немонотонную температурную зависимость растворимости в бинарной системе C60[(C(COOH)2]3 – вода. Следующие 3 эффекта относятся к «мягкому» декарбоксилированию (отщеплению C=O функциональных групп) малонатных групп C60[(C(COOH)2]3. Дальнейшие тепловые эффекты относятся к процессам декарбоксилирования и отщепления воды из трех разных малонатных групп. Из представленных данных видно, что потеря массы в результате реализации первых трех процессов составляет 60 % от потери массы в результате реализации следующих трех превращений. Последний факт подтверждает сложный механизм разложения карбоксилированного фуллерена.

Таблица 8. Комплексный термический анализ кристаллогидрата C60[(C(COOH)2]3. Tm – температура максимума термического эффекта, Tb и Te – температуры начала и окончания термического эффекта, 
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Результат комплексного термического анализа кристаллогидрата C70[(C(COOH)2]3 в интервале температур 298-873 K представлены на Рис. 29, описание термических эффектов представлено в Табл. 9.
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Рис. 29. Комплексный термический анализ кристаллогидрата C70[(C(COOH)2]3.
Таблица 9. Комплексный термический анализ кристаллогидрата C70[(C(COOH)2]3. Tb и Te – температуры начала и окончания термического эффекта, 
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- потеря массы, m0 – начальная масса.

	No
	(Tb - Tf) / K
	Процесс
	Δmi/m0(calc)/%
	Δmi/m0(exp)/%

	1
	313-393
	C70(C(COOH)2)3·6H2O→

C70(C(COOH)2)3+6H2O
	0.09
	0.09

	2-7
	510-530-

637-693-

753-873
	C70(C(COOH)2)3→

C70 (CO)3 + 6CO + 3H2O
	0.19
	0.20

	8
	880-918
	C70(CO)3 → C70+ 3CO
	0.07
	0.08


     3.1.7 Растворимость карбоксилированного фуллерена С60[C(COOH)2]3 в воде и тройной системе [C60(COOH)2)3] – NaCl – Н2О температуре 25оС
В случае бинарной системы карбоксилированный фуллерен С60[C(COOH)2]3 – вода наблюдается немонотонная температурная зависимость растворимости (Рис. 30). Диаграмма растворимости состоит из двух ветвей, низкотемпертурная ветвь политермы растворимости соответствует кристаллизации кристаллогидрата C60[(C(COOH)2]3·3H2O, высокотемпературная ветвь – кристаллизации негидратированного производного C60[(C(COOH)2]3. Диаграмма содержит одну нонвариантную точку [143] (точка О на Рис. 30), отвечающую совместному насыщению обеими твердыми фазами.
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Рис. 30. Температурная зависимость растворимости в бинарной системе C60[(C(COOH)2]3 – H2O. Сплошная линия отвечает кристаллизации C60[(C(COOH)2]3·3H2O; пунктирная линия соответствует кристаллизации C60[(C(COOH)2]3. O – нонвариантная точка, отвечающая совместному насыщению обеими твердыми фазами.

Также была изучена растворимость карбоксилированного фуллерена C60[С(COOH)2)]3 в воде и тройной системе [C60(COOH)2)3] – NaCl – Н2О температуре 25оС. Экспериментальные данные представлены на Рис. 31.
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Рис. 31. Изотерма растворимости в тройной системе NaCl – C60[C(COOH)2]3 – H2O при 25оС

На Рис. 31 изображена фазовая диаграмма тройной системы, которая состоит из двух ветвей, отвечающих кристаллизации кристаллогидрат C60[C(COOH)2]3·3Н2О и безводного хлорида натрия, и содержит одну нонвариантную точку «О» эвтонического типа, отвечающую совместному насыщению обеими вышеуказанными твердыми фазами. При этом на ветви кристаллизации C60[C(COOH)2]3·3Н2О в изотерме растворимости наблюдается. уменьшение растворимости C60[C(COOH)2]3 при увеличении концентрации хлорида натрия, а на ветви кристаллизации хлорида натрия – наоборот, увеличение растворимости хлорида натрия при увеличении концентрации C60[C(COOH)2]3), причем последний эффект выражен весьма сильно – концентрация галита в массовых % возрастает более, чем полтора раза. В целом же, можно уверенно констатировать, что препараты C60[C(COOH)2]3 вполне совместимы с водными растворами галита произвольных концентраций.

3.2 Криометрические исследования в бинарных системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, при 273.15 К

Данные по изменению температур начала кристаллизации льда из водных растворов в бинарных системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, представлены в Табл. 11 и на Рис. 32.

Как видно из рисунков и Табл.10, зависимости [image: image229.png]AT (Xc,, [c(co0H) 515 )



 и [image: image231.png]AT (Xc, ,[c(co0H) 515 )



 – резко нелинейные (кривые – вогнутые), что свидетельствует о существенной неидеальности растворов, причем даже очень разбавленных. На Рис. 32 для сравнения стрелкой представлено ∆Тid для идеального водного раствора неэлектролита. Хорошо видно, что экспериментально определенное ∆Т на 1 (для концентрированных растворов) -2 (для разбавленных растворов) порядка превышает ∆Т (для идеального раствора неэлектролита). Так что, естественно ожидать существенных положительных отклонений бинарного раствора от идеальности.
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Рис. 32. Концентрационная зависимость понижения температур замерзания водных растворов C70[C(COOH)2]3 (() и C60[C(COOH)2]3 (() в интервале температур 272.58 - 273.15 K. Пунктирная линия соответствует понижению температуры замерзания идеального раствора. 

3.2.1 Расчет активностей и коэффициентов активности воды в системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, при 273.15 К

Для расчета активности воды aН2О нами использовано известное соотношение, получаемое из равенства химических потенциалов Н2О в чистом льду и в неидеальном водном растворе [145, 146]:
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где: [image: image235.png]5900 [l - Monnb !
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 – соответственно, теплота плавления льда, изменение изобарной теплоемкости при плавлении льда и температура плавления льда, [image: image241.png]


 (Т – температура начала кристаллизации из бинарного раствора), R–универсальная газовая постоянная. Полученные данные представлены в Табл.10 и на Рис.33. 
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Рис. 33. Концентрационные зависимости [image: image244.png]In 2y



 в бинарных системах C70[C(COOH)2]3 - H2O (() и C60[C(COOH)2]3 - H2O (() в интервале температур 272.58 - 273.15 K. 
Уравнение (21) получено в симметричной шкале нормировки термодинамических функций для обоих компонентов раствора:
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где: [image: image248.png]


и [image: image250.png]
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 – мольная доля, активность и коэффициент активности i-го компонента раствора. В работах [145, 147] был проведен расчет концентрационных зависимостей 
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 для бинарных систем C60(C6H12NaN4O2)8H8 – H2O, C60(OH)24±2 – H2O и C70[C(COOH)2]3 – H2O (последние вычислялись численно). По уравнению Гиббса-Дюгема в работах [145, 147] был проведен расчет концентрационной зависимости производной 
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, произведено численное интегрирование и получена концентрационная зависимость 
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. В результате были получены огромные положительные значения функции 
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Данный факт связан, прежде всего, со способом нормировки:

1. Симметричная нормировка “на чистые компоненты”. В этом случае следует представить себе состояние переохлажденного на тысячи К глубоко метастабильного псевдо-расплава молекул мономерных нанокластеров, на которые нормируются парциальные термодинамические функции последних. Реальное же состояние компонента - нанокластера принципиально иное [148-150]. Установлено последовательное образование из сильно гидратированных мономеров еще сильнее гидратированных ассоциатов I-го порядка (содержащие сотни мономеров), из ассоциатов I-го порядка образуются ассоциаты II-го порядка (содержащие уже сотни тысяч мономеров), далее образуются еще более крупные ассоциаты III-го порядка. Таким образом, реальное состояние молекулы наноклатера следующее – она гидратирована, включена в ассоциат I-го порядка, который дополнительно гидратирован, и включен в ассоциат II-го порядка, который тоже дополнительно гидратирован и т.д.

2. Асимметричная нормировка: растворитель – Н2О нормирован на чистый растворитель, а нанокластер – на гипотетический раствор с единичной концентрацией (в той или иной шкале концентраций 
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(26).

В данном случае наблюдается обратная картина: парциальные термодинамические функции нанокластера нормированы на мономерные неассоциированные молекулы, расположенные бесконечно далеко друг от друга, которые не найдены, даже при самых низких концентрациях. Это нормировочное состояние глобально отдалено от реального. 

В действительности реальное состояние нанокластеров лежит “где-то посередине” между 1-й и 2-й нормировкой. Этот факт является отражением такого непривычного сочетания характеристик растворов – они, с одной стороны, очень разбавлены, а с другой стороны, очень сильно и иерархически ассоциированы.

Указанный метод расчета неудобен и неточен (численное дифференцирование и интегрирование, нормировка - особенно по 1-му варианту - полностью не соответствует природе системы). Поэтому в дальнейшем избыточные термодинамические функции рассматриваемых систем были определены с помощью 2-го способа нормировки на основе ассиметричной модели вириального разложения свободной энергии Гиббса.

3.2.2 Асимметричная модель вириального разложения избыточной свободной энергии Гиббса раствора - VD-AS

Для описания термодинамического поведения указанных бинарных систем (С60[С(СООН)2]3·Н2О и С70[С(СООН)2]3·Н2О) была использована полуэмпирическая модель VD-AS (Virial Decomposition Asymmetric Model) [151], основанная на вириальном разложении избыточной молярной энергии Гиббса раствора по мольным долям компонентов. Такой прием и ранее весьма часто применялся для термодинамического описания как бинарных, так и многокомпонентных систем различной физико-химической природы, например: растворов электролитов [152-155], расплавов неэлектролитов (в частности, полупроводников) [156-158], твердых растворов эквивалентного замещения [159-161]. При использовании только одного члена в подобном разложении (соответствующему второму вириальному коэффициенту) для бинарной системы (см. ниже уравнение (27)) реализуется хорошо известная модель строго регулярных растворов, при допущении температурной зависимости единственного вириального коэффициента – модель квазирегулярных растворов, при использовании третьих вириальных коэффициентов – модель субрегулярных растворов и модель EFLCP, наконец, при дополнительном использовании в разложении вклада электростатических неспецифических взаимодействий согласно теории Дебая-Хюккеля – модель Питцера в различных модификациях.

Итак, пусть 1 – номер растворенного вещества (в нашем случае нанокластеров – С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3), 2 – растворителя (в нашем случае Н2О). Постулируем следующее выражение:
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где: 
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G

 – полная молярная избыточная свободная энергия Гиббса раствора, R = 8.31 Дж·К-1, T – температура (К), ni и хi – число молей и мольная доля i-го компонента, соответственно, (ij – ij-ый вириальный коэффициент в разложении 
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 по числам молей компонентов, верхние пределы суммирования в общем случае не лимитированы и могут быть произвольными. Следует отметить, что (ij отождествляется с приведенной (к RT) неспецифической энергией взаимодействия i частиц 1-го компонента и j частиц 2-го компонента. Если учесть очень существенные различия в молярной массе компонентов (первые тяжелее практически на 2 порядка) и в их линейных размерах (практически на порядок – нанокластеры в нашем случае “полые”), то вполне понятно, что, если верхний предел суммирования по 1-му компоненту представляет собой небольшое натуральное число (до 4 – 6), то верхний предел суммирования по 2-му компоненту может быть больше на порядок или даже два порядка.

Выражение для избыточных термодинамических функций компонентов будет иметь следующий вид – логарифмы коэффициентов активности lnγi:
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(28.1)
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 (28.2)

В случае бинарных систем С60[С(СООН)2]3·Н2О и С70[С(СООН)2]3·Н2О мольная доля растворенного вещества и растворителя несопоставимы:
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(29)

Таким образом, уравнения (28.1), (28.2) могут быть записаны следующим образом:
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           (30.2)
Из систем уравнений (28.1), (28.2) и (30.1), (30.2) хорошо видно, что они термодинамически согласованы, т.е. подчиняются уравнению Гиббса-Дюгема при Т, Р= const:
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(31)
Или, например, из системы (10.1), (10.2) сразу получаем тождество:
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(32)

Преобразуем окончательно систему уравнений (30.1), (25), обозначив Λi сводные вириальные коэффициенты:
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(33)
Тогда, в условиях нашего рассмотрения:
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(34.1)
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(34.2)
Хорошо видно, что, если 
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, то логарифмы предельных коэффициентов активности – 
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соответствуют симметричному способу нормировки избыточных термодинамических функций, а именно:
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Для рассматриваемых систем при выполнении условий (29), более удобной является асимметричная нормировка (для этого достаточно потребовать выполнения единственного условия 
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Данный вид нормировки был использован для расчета избыточной термической функции Gmix/RT (приведенная к RT молярная энергия Гиббса смешения компонентов). Вторая производная этой функции по концентрации равна второй производной полной молярной энергии Гиббса раствора, отнесенной к RT:


[image: image288.wmf]2

2

1

1

2

2

1

1

ln

ln

ln

ln

g

g

x

x

x

x

x

x

RT

G

mix

+

+

+

=






           (38.1)
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     (38.3)
Уравнение потери диффузионной (спинодальной) устойчивости раствора имеет вид:
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       (39)
3.2.3 Применение модели VD-AS в бинарных системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, при 273.15 К


Предварительные расчеты показывают, что трехчленной аппроксимации в рамках модели VD-AS (т.е. i = 2, 3, 4) вполне достаточно для вычисления избыточных термодинамических функций растворов карбоксилированных фуллеренов с удовлетворительной точностью:
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При этом уравнение потери диффузионной устойчивости принимает следующий вид:
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т.е. представляет собой элементарно в явном виде разрешаемое относительно х1 (по формуле Кардано) кубическое уравнение.


В изученных бинарных системах были вычислены lnγ2 (Табл.11):
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(42)

а из полученных данных lnγ2 (х1) по уравнению (40.2) определены параметры модели: Λ2, Λ3, Λ4 (Табл. 10). Формально огромные значения сводных вириальных коэффициентов Λi неудивительны, так как по физическому смыслу они представляет собой суммы рядов, состоящие из сотен слагаемых, отвечающих за энергию взаимодействия нанокластеров с очень большим числом молекул растворителя. Далее по уравнению (36.1) нами вычислены концентрационные зависимости lnγасс1(х1) (Табл.10 и Рис. 34).
Таблица 10. Криометрические данные и избыточные функции в бинарных системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, в интервале температур 272.58 - 273.15 K. x – мольная доля карбоксилированных фуллеренов (С70[С(СООН)2]3, C60[C(COOH)2]3), ∆T - понижение температуры начала кристаллизации (K), [image: image298.png]In 2y



 – логарифм активности воды, [image: image300.png]In Y20



 – логарифм коэффициента активности воды, [image: image302.png]


 - коэффициент активности карбоксилированных фуллеренов (С70[С(СООН)2]3, C60[C(COOH)2]3).

	C70[C(COOH)2]3- H2O

	x
	∆T/(K)
	[image: image303.png]In 2y




	[image: image304.png]In Y20




	[image: image305.png]




	1.736∙10-6
	0.05
	-4.056∙10-4
	-4.03∙10-4
	4.37

	4.430∙10-6
	0.06
	-5.775∙10-4
	-5.73∙10-4
	10.9

	8.616∙10-6
	0.09
	-8.027∙10-4
	-7.94∙10-4
	20.5

	1.714∙10-5
	0.13
	-0.00113
	-0.00112
	37.9

	4.275∙10-5
	0.18
	-0.00165
	-0.00161
	74.8

	8.506∙10-5
	0.27
	-0.00244
	-0.00236
	98.7

	1.281∙10-4
	0.34
	-0.00309
	-0.00296
	99.6

	1.710∙10-4
	0.41
	-0.00369
	-0.00352
	94.5

	C60[C(COOH)2]3- H2O

	1.58∙10-6
	0.020
	-1.93∙10-4
	-1.86∙10-4
	12.3

	1.58∙10-5
	0.060
	-5.79∙10-4
	-5.65∙10-4
	22.9

	4.76∙10-5
	0.10
	-9.65∙10-4
	-9.38∙10-4
	39.5

	7.94∙10-5
	0.15
	-0.00145
	-0.00140
	57.3

	1.58∙10-4
	0.25
	-0.00241
	-0.00231
	58.4
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Рис. 34. Концентрационные зависимости функций [image: image308.png]


  в бинарных системах C70[C(COOH)2]3 - H2O (() и C60[C(COOH)2]3 - H2O (() в интервале температур 272.58 - 273.15 K. 
          На основе уравнения (41) были определены границы потери диффузионной устойчивости – xдифф. Как видно из Табл. 10, все кубические уравнения (41) имеют действительные положительные корни в реальных областях концентраций, отвечающих существованию жидких растворов нанокластеров. Из этого можно сделать вывод, что растворы карбоксилированных фуллеренов при определенных концентрациях x1≈ n·10-(4÷5) начинают расслаиваться или, возможно, предрасслаиваться. На Рис. 35 представлены концентрационные зависимости функции 
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 в системах, содержащих карбоксилированные фуллерены С60[С(СООН)2]3 и С70[С(СООН)2]3, при 273.15 К, из которой хорошо видно пересечение функцией F(x1) осью абсцисс.
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Рис. 35. Концентрационные зависимости функций F=12Λ4X13+6Λ3X12 +2Λ2X1 + 1 в бинарных системах C70[C(COOH)2]3 - H2O (() и C60[C(COOH)2]3 - H2O (() в интервале температур 272.58 - 273.15 K. 
При сравнении данных по динамическому светорассеянию с данными, полученными из независимых криометрических измерений (x1), можно с определенной уверенностью утверждать, что в обеих указанных системах присутствуют 3 концентрационные зоны:

I. при x1 <x1≈ (0.8 - 1.5)·10-4 в растворах присутствуют только ассоциаты 1-го порядка с линейными размерами десятки нм и, возможно, в очень малых количествах мономерные гидратированные молекулы нанокластеров. Растворы вполне устойчивы, в том числе диффузионно;

II. при сопоставимых значениях x1≈x1diff-instab в растворах помимо ассоциатов 1-го порядка появляются ассоциаты 2-го порядка с линейными размерами сотни нм, и растворы начинают терять диффузионную устойчивость, иными словами растворы начинают предрасслаиваться;

III. наконец, при x1>x1diff-instab и x1>>x1diff-instab в растворах исчезают ассоциаты 1-го порядка, появляются ассоциаты 3-го порядка с линейными размерами единицы мкм (ассоциаты 2-го порядка остаются устойчивыми в растворах). Растворы резко начинают терять диффузионную устойчивость, т.е. расслаиваться.

3.4 Биологические свойства карбоксилированных фуллеренов С60[C(COOH)2]3 и С70[C(COOH)2]3
3.4.1   Влияние карбоксилированных производных фуллерена на качественные характеристики семян Lepidium sativum        
Обработка семян кресс-салата водными растворами карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70 привело к следующим эффектам (см. Рис. 36-39):

· в диапазоне концентраций 0.01-50 мг·л-1 была определена тенденция к положительному влиянию на рост растений карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70 на ранних стадиях онтогенеза; 

· в диапазоне концентраций до 0.01 мг·л-1 не было обнаружено каких-либо заметных эффектов карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70 на рост растений; 

· обработка растений растворами карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70 в области концентрации от 50 до 100 мг·л-1 привело к уменьшению длины корней. 

В то же время наибольшее положительное влияние на рост семян наблюдалось при концентрациях растворов карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70 – 0.1 и/или 0.01 мг·л-1. Установленная биологическая активность карбоксилированных производных фуллеренов C60 и C70 и их положительное влияние на растение на ранних стадиях их развития дают основание предполагать сохранение этого влияния и на более поздних стадиях развития растений.
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Рис. 36. Влияние водных растворов карбоксилированных производных фуллерена С60 на морфологические характеристики семян кресс-салата «Ажур».
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Рис. 37. Влияние водных растворов карбоксилированных производных фуллерена С60 на физиологические характеристики семян кресс-салата «Ажур».
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Рис. 38. Влияние водных растворов карбоксилированных производных фуллерена С70 на морфологические характеристики семян кресс-салата «Ажур».
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Рис. 39. Влияние водных растворов карбоксилированных производных фуллерена С70 на физиологические характеристики семян кресс-салата «Ажур».
3.4.2 Изучение цитотоксичности карбоксилированных производных фуллеренов С60 и С70
Методом МТТ была проведена оценка цитотоксичности карбоксилированных производных фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 (см. Рис. 40-41) на модели клеток линии HEK 293(Human Embryonic Kidney 293). 
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Рис. 40. Зависимость относительного количества выживших клеток от концентрации добавленного C60[C(COOH)2]3.
[image: image316.png]BbEkHBaeMocTh, %

120.0
100.0
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0

C79[C(COOH), |5

S I ST
Q@Bn-@Q“‘Q

KonneATpanns, MKMOIb/T





Рис. 41. Зависимость относительного количества выживших клеток от концентрации добавленного C70[C(COOH)2]3.
Было установлено, что культивирование клеток линии HEK 293 с карбоксилированными производными фуллеренов в концентрационном диапазоне от 0.1 до 100 мкмоль/л не вызывает токсического эффекта. Более того, карбоксилированные фуллерены C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 оказывают стимулирующее действие на пролиферацию клеток этой линии в области концентраций до 10 мкмоль·л-1.
3.4.3 Антиоксидантные свойства карбоксилированного производного фуллерена С60
Результаты измерений антиоксидантной активности C60[C(COOH)2]3 представлены в Табл. 11.
Таблица 11. Оптическая плотность реакционных смесей.
	Табл. Экспериментальные данные

	t, мин
	Опт. плотность без вычета р-ров ср-ния
	Опт. плотность с вычетом р-ров ср-ния

	
	C60[C(COOH)2]3
	Аск.натр.
	C60[C(COOH)2]3
	Аск.натр.

	0
	0.371
	0.078
	0.298
	0.038

	1
	0.369
	0.078
	0.296
	0.038

	2
	0.367
	0.077
	0.294
	0.037

	3
	0.366
	0.076
	0.293
	0.036

	4
	0.365
	0.076
	0.292
	0.036

	5
	0.364
	0.076
	0.291
	0.036

	6
	0.365
	0.076
	0.292
	0.036

	7
	0.363
	0.075
	0.290
	0.035

	8
	0.362
	0.076
	0.289
	0.036

	9
	0.362
	0.075
	0.289
	0.035

	10
	0.363
	0.076
	0.290
	0.036

	20
	0.367
	0.077
	0.294
	0.037

	30
	0.367
	0.078
	0.294
	0.038

	40
	0.365
	0.079
	0.292
	0.039

	50
	0.364
	0.08
	0.291
	0.040

	60
	0.363
	0.08
	0.290
	0.040

	70
	0.364
	0.081
	0.291
	0.041

	80
	0.362
	0.082
	0.289
	0.042

	90
	0.362
	0.084
	0.289
	0.044

	100
	0.361
	0.084
	0.288
	0.044

	110
	0.359
	0.083
	0.286
	0.043

	120
	0.357
	0.084
	0.284
	0.044

	130
	0.356
	0.084
	0.283
	0.044

	140
	0.355
	0.084
	0.282
	0.044

	150
	0.354
	0.085
	0.281
	0.045

	160
	0.353
	0.085
	0.280
	0.045

	170
	0.353
	0.085
	0.280
	0.045

	180
	0.352
	0.085
	0.279
	0.045

	6 дней
	0.290
	0.064
	0.217
	0.024


Предполагаемый механизм реакции ДФПГР с карбоксилированным фуллереном С60 включает в себя следующие стадии:
1) Быстрая стадия: передача водорода радикалу ДФПГР
 C60[C(COOH)2]3 + ДФПГР ──► C60[C(COOH)2]2С(СOOH)COO● + ДФПГР-H
2) Медленная стадия: нуклеофильная атака на С=С связь
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Для количественной оценки скорости реакции между карбоксилированным фуллереном C60[C(COOH)2]3 и ДФПГР была использована двухстадийная кинетическая модель псевдопервого порядка, представленная уравнением (43): 
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где [image: image321.png]


, [image: image323.png]


, [image: image325.png]


 – оптические плотности раствора спустя «бесконечность» (через 6 дней после начала эксперимента), в момент времени t и в начальный момент времени соответственно. 
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Рис. 42. Кинетическая зависимость реакции восстановления радикала ДФПГР карбоксилированным фуллереном C60[C(COOH)2]3.

Константы скорости двух стадий реакции взаимодействия ДФПГР с C60[C(COOH)2]3 представлены в Табл. 12: 

Таблица 12. Сравнение констант скорости реакции взаимодействия ДФПГР с C60[C(COOH)2]3 с литературными данными.
	
	
	k1
	k2

	Эксп.

данные
	C60[C(COOH)2]3
	0,0311
	0,001

	Лит. данные
	С60
	-
	0,0007

	
	C60[C(COOH)2]3
	0,0063
	0,0014


           Также была рассчитана доля восстановленного радикала (ДВР) спустя 1 час по формуле (44):
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                                                                          (44)                          
где AДФПГР = 0.302, Asample – оптические плотности растворов радикала через час после начала измерений в отсутствие и в присутствии антиоксиданта.

В результате были получены следующие величины: 

ДВР(C60[C(COOH)2]3) = 24.5%                  ДВР(С6H7ONa) = 86.8 %
Результаты и выводы
1. Проведен синтез водорастворимых карбоксилированных производных легких фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3. Идентификация полученных аддуктов проведена с помощью комплекса физико-химических методов (ВЭЖХ, ИК- и УФ-спектроскопия, термогравиметрия, элементный анализ). 

2. Изучены физико-химические свойства растворов бинарных систем C60[C(COOH)2]3 – Н2О и C70[C(COOH)2]3 – Н2О. Показано, что разбавленные водные растворы карбоксилированных фуллеренов имеют высокие абсолютные значения парциальных молярных объемов, что свидетельствует о сильном структурировании растворов. Установлено выполнение правил аддитивности для удельных и молярных рефракций водных растворов карбоксилированных фуллеренов.  Показано, что карбоксилированные производные фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 в водных растворах являются сравнительно слабыми электролитами (термодинамические константы диссоциации составляют 10-4 – 10-6 отн. ед.). В водных растворах карбоксилированные производные фуллеренов С60 и С70 сильно ассоциированы (размеры ассоциатов составляют от сорока до тысячи нм в диапазоне концентраций 0.01-10 г/л). 

3. Изучена диаграмма растворимости бинарной системы C60[C(COOH)2]3 – Н2О в интервале температур 20-80оС, а также диаграмма растворимости тройной системы C60[C(COOH)2]3 – NaCl - Н2О при 250С. Показана хорошая совместимость карбоксилированных фуллеренов с водой и водными растворами.
4. Исследовано влияние карбоксилированных производных фуллеренов C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 на цитотоксичность и пролиферацию клеток почечного эпителия человека (HEK293). Установлены концентрационные диапазоны, в которых карбоксилированные фуллерены не оказывают токсического эффекта в отношении клеток HEK293.
5. Изучено влияние карбоксилированных производные C60[C(COOH)2]3 и C70[C(COOH)2]3 на физиолого-биохимические характеристики растений. Установлено, что карбоксилированные производные фуллеренов оказывают ростстимулирующий эффект на растения, обусловленный положительным влиянием на эффективность работы их фотосинтетического аппарата, а также антиоксидантных систем. 
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Таблица 1.2. Карбоксилированные производные фуллеренов
	№
	Основания
	Производные
	R
	Выход
	Лит.
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Приложение 2 Идентификация производных фуллеренов

1. Идентификация карбоксилированного фуллерена С60[C(COOH)2]3
Таблица 2.1. Элементный анализ карбоксилированного фуллерена С60.
	Элемент
	Теоретическое количество

Ccal (% масс)
	Экспериментальное количество

Cexp (% масс)
	|Ccal- Cexp|

(% масс)

	C
	80.71
	80.73
	0.002

	H
	0.59
	0.54
	0.005

	N
	18.70
	18.73
	0.003
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Рис. 2.1. ИК-спектр трис-малоната фуллерена С60.
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Рис. 2.2. Электронный спектр С60[C(COOH)2]3 в H2O, D – оптическая плотность, ( - длинна волны, нм.
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Рис. 2.3. Выполнимость закона Бугера-Ламберта-Бера при ( = 330 нм. D - оптическая плотность, l = 1 см оптический путь, C – объемная концентрация, г∙л-1.
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Рис. 2.4. Жидкостная хроматограмма карбоксилированного фуллерена C60[C(COOH)2]3. Колонка: «Phenomenex® NH2» (150х2,0 мм, 5 мкм, 100 A), элюент: ацетонитрил / водный раствор уксусной кислоты (0,1%) (5:95), 0,2 мл/мин, объем дозируемой пробы: 20 мкл, детектирование: диодная матрица.

2.Идентификация карбоксилированного фуллерена С70[C(COOH)2]3
Таблица 2.2. Элементный анализ карбоксилированного фуллерена С70

	Элемент
	Теор. количество

Ccal (% масс)
	Эксп. количество

Cexp (% масс)
	|Ccal- Cexp|

(% масс)

	C
	82.73
	82.75
	0.02

	H
	0.52
	0.51
	0.01

	N
	16.75
	16.77
	0.02
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Рис.2.5. ИК-спектр трис-малоната фуллерена С70.
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Рис. 2.6. Электронный спектр С70[C(COOH)2]3 в H2O, D – оптическая плотность, ( - длинна волны, нм.
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Рис. 2.7. Выполнимость закона Бугера-Ламберта-Бера при ( = 330 нм. D – оптическая плотность, l = 1 см оптический путь, C – объемная концентрация, г∙л-1.

[image: image383]
Рис. 2.8. Жидкостная хроматограмма карбоксилированного фуллерена C70[C(COOH)2]3. Колонка: «Phenomenex® NH2» (150х2,0 мм, 5 мкм, 100 A), элюент: ацетонитрил / водный раствор уксусной кислоты (0,1%) (5:95), 0,2 мл/мин, объем дозируемой пробы: 20 мкл, детектирование: диодная матрица.
2
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