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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Fulerenole, bedgce rozpuszczalnymi w wodzie, hydroksylowanymi pochodnymi fulerenéw staty
sie w ostatnich latach obiektem licznych badati nad mozliwoscig zastosowania ich w naukach
biomedycznych. Dzieki hydrofilowym wilasciwosciom oraz zdolnosci eliminowania wolnych
rodnikdéw, zwigzki te moga w przysztosci stanowic powazna alternatywe dla obecnie stosowa-
nych metod farmakologicznych w chemioterapii, w terapii choréb neurodegeneracyjnych czy
w radiobiologii. W zalezno$ci od zastosowanego uktadu badawczego fulerenole moga réwniez
dziata¢ jak prooksydanty. Dualistyczny charakter dziatania fulerenoli moze w przyszto$ci by¢
wykorzystany jako czynnik o dziataniu cytotoksycznym wobec komérek nowotworowych lub
ochronnym wobec komérek prawidtowych. Ze wzgledu na kapsutkowg budowe fulerenoli,
dostrzega sie réwniez mozliwo$¢ ich zastosowania w diagnostyce medycznej do przenoszenia
zwigzkéw kontrastujgcych czy tez do transportu lekéw.

Podczas projektowania uktadéw doswiadczalnych, majgcych na celu zbadanie efektéw promie-
niowania w polaczeniu z pochodnymi fulerenéw rozpuszczalnych w wodzie, nalezy uwzgled-
nia¢ mozliwo$¢ wystapienia ,.efektu stezeniowego”, ktéry w znaczny sposéb przyczynia sie
do uzyskania jednego z dwéch efektéw: ochronnego lub toksycznego. Podobnie dzieje sie w
przypadku zastosowania tych zwigzkéw jako potencjalnych neuroprotektoréw. Fulerenol moze
bowiem chronié neurony pewnych obszaréw mdézgu, ale w okreslonych dawkach moze takze
indukowa¢ $mieré komérkowa.

Olbrzymi postep w dziedzinie nanotechnologii nie tylko sktania naukowcédw do poszukiwania
nowych zastosowati nanozwiazkdw, takich jak fulerenole, ale stawia réwniez pytanie o ich szko-
dliwo$¢é na srodowisko naturalne. Rosnace wykorzystanie trudno degradowalnych materiatéw
fulerenowych zwieksza prawdopodobieristwo przypadkowego uwolnienia tychze zwigzkéw do
systeméw naturalnych i ich bioakumulacji.

Mimo przekonujacych przestanek na temat potencjalnych mozliwosci zastosowania fulerenoli
w biomedycynie, wciaz dysponujemy zbyt matg wiedzg na temat mechanizmu dziatania tych
czasteczek oraz ewentualnych dziatar niepozadanych.

fulerenol - stres oksydacyjny - nanomedycyna

Summary

Fullerenols, the water-soluble derivatives of fullerenes, are currently being recently intensively
studied in the context of the possibility of their application in the biomedicine. Due to their
hydrophilic properties and the ability to eliminate free radicals, fullerenols may in the future
provide a solid alternative to currently used pharmacological methods in chemotherapy,

*Praca powstata dzigki wsparciu finansowemu ze $rodkéw NCN 2011/03/N/ST4/01281.

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; 67 859



treatment of neurodegenerative diseases and radiobiology. Depending on the research proto-
col applied, fullerenols may also act as pro oxidants. The dualistic nature of fullerenols may
contribute to finding new biomedical applications of these agents in the future, by exerting
a cytotoxic or protective effect respectively against cancer cells or healthy cells. Because of
the encapsulated structure of fullerenols, there exists the possibility of their application in
medical diagnostics in the transfer of contrast agents or in the drug transport.

During the planning of an experiment designed to investigate the effects of radiation in
combination with derivatives of water-soluble fullerenes, the possibility of appearance of the
“dose-response effect” should be taken into consideration since it significantly contributes to
one of the two possible effects: protection or sensitization. The same applies to the possibility
of using these compounds as potential neuroprotectors. Fullerenol may protect neurons in
the particular areas of the brain but in the definedcertain doses it may also induce cell death.
A giant leap in the field of nanotechnology not only leads scientists to search for new appli-
cations of nanomaterials such as fullerenols, but also raises the question about their harmful
effect on the environment. High utilization of hardly biodegradable fullerenols increases the
likelihood of their accidental release into natural systems and their bioaccumulation.
Despite convincing evidences about the potential applications of fullerenols in biomedicine,
we still have insufficient knowledge about the mechanism of action of these molecules and
their possible side effects.
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Wykaz skrotéw: ~ ALAT (ALT) - aminotransferaza alaninowa; alfa-HBDH - dehydrogenaza a-hydroksymaslanowa;

AMPA - kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazylopropionowy; ASPAT (AST) — aminotrans-
feraza asparaginianowa; ATP — adenozyno-5'-trifosforan; BUN - stezenie azotu mocznikowego
we krwi; CAT - katalaza; CK - kinaza keratynowa; CREA - kreatynina; 2CP - 2-chlorofenol; DA -
dopamina; DNR - daunorubicyna; DOX - doksorubicyna; DPPH - 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl;
EEG - elektroencefalografia; EKG - elektrokardiografia; EPR - elektronowy rezonans paramag-
netyczny (electron paramagnetic resonance; electron spin resonance); FIFFF - frakcjonowanie
przeptywowe w polu od$rodkowym; FulOH - fulerenol; GABA, - klasa receptoréw pobudzanych
przez kwas y-aminomastowy; GSH-Px - peroksydaza glutationowa; GST - zredukowany glutation;
GT - transferaza glutationowa; HOMO - najwyzszy zapetniony orbital molekularny (highest oc-
cupied molecular orbital); KA - kwas kainowy; LDH - dehydrogenaza mleczanowa; LET - liniowe
przekazywanie energii (linear energy transfer); LUMO - najnizszy niezapetniony orbital molekularny
(lowest unoccupied molecularoorbital); MAO, — monoaminooksydaza typu B; MDA - dialdehyd
malonowy; MPP* - kation 1-metylo-4-fenylopirydyny; MRI - magnetyczny rezonans jadrowy (ma-
gnetic resonance imaging); MTPT - 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna; NMDA - kwas
N-metylo-D-asparaginowy; PBS - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej; PET - pozytronowa
emisyjna tomografia komputerowa (positron emission tomography); RFT - reaktywne formy
tlenu; SA - kwas salicylowy; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; SPECT - tomografia emisyjna
pojedynczych fotonéw (single-photon emission computed tomography); TBARS - stezenie kon-
cowych produktéw peroksydaciji lipidow (thiobarbituric acid reactive substances) TK - tomografia
komputerowa (computed tomography).
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Wsrep

W ostatnich latach wiele uwagi po$wiecono badaniu po-
tencjalnie bioaktywnych pochodnych fulerenu rozpusz-
czalnych w wodzie, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
wlasciwosci pro - i antyoksydacyjnych [63,109,112,114].
Wrhasciwosci te wynikaja z istnienia systemu zdelokalizowa-
nych podwdjnych wigzat  wystepujacych w klatce fulere-
nu. Staba rozpuszczalno$¢ fulerenéw w cieczach polarnych
jest powaznym mankamentem w biomedycznym zastoso-
waniu ,weglowych pitek”. Dlatego tez rozpoczeto badania
nad mozliwo$cig przyltaczenia polarnych grup funkcyjnych
do weglowej klatki fulerenu w celu zwiekszenia rozpusz-
czalno$ci tych nanoczastek w rozpuszczalnikach polar-
nych, a przede wszystkim w wodzie. W celu otrzymania
pochodnej fulerenu o hydrofilowych wtasciwosciach wy-
korzystano reakcje addycji grup hydroksylowych do C_
uzyskujgc w ten sposéb polihydroksylowany fuleren C_
(fulerenol; fulerol; C_(OH) ) [20,21,61,119]. Ogdlny schemat
budowy fulerenolu przedstawiono na ryc. 1.

Jedno z pierwszych doniesiert na temat potencjalnych
wiasciwosci antyoksydacyjnych fulerenolu pochodzi z
1995 ., w ktérym Chiang i wsp. [22] dowodza, Ze fulerenol
skutecznie dziata jako zmiatacz anionorodnika ponadtlen-
kowego (0,"), generowanego w uktadzie ksantyna-oksyda-
za ksantynowa. Nielsen i wsp. [86] oraz Markovic i Traj-
kovic [79] w swoich obszernych pracach przegladowych
opisali dotychczasowe wyniki badari dotyczacych anty-
oksydacyjnych wlasciwosci fulerenoli. Fulerenole wyka-
zuja réwniez zdolno$¢é hamowania reakcji inicjowanych
przez reaktywne formy azotu, reagujac bezposrednio z
tlenkiem azotu (NO) [85].

Mozliwy jest réwniez inny mechanizm dziatania fulereno-
lu, zachodzacy z udziatem §wiatta widzialnego lub ultra-
fioletu, ktéry polega na wzbudzeniu czasteczki Ct,,o(OH)n
do stanu trypletowego. Powstata w ten sposdb czasteczka
silnie reaguje z tlenem lub biomolekutami komérkowy-
mi posredniczac w reakcjach fotosensybilizacji [90,109].

Dualistyczny charakter dziatania fulerenoli moze pozwo-
1i¢ na zastosowanie tych zwiazkéw jako czynnikéw o dzia-
taniu cytotoksycznym wobec komdrek nowotworowych
lub ochronnym wobec komérek prawidtowych [79]. Ze
wzgledu na budowe kapsutkowa fulerenoli dostrzega sie
mozliwo$¢ ich wykorzystania w diagnostyce medycznej
do przenoszenia zwigzkéw kontrastujagcych i radiofarma-
ceutykéw oraz w terapii do transportu lekéw.

F1zYKOCHEMICZNE WEASCIWOSCI FULERENOLU

Wiasciwosci fizykochemiczne fulerenu znaczaco zmie-
niaja sie po dotgczeniu do jego powierzchni grup hy-
droksylowych. Zalezy to réwniez w duzym stopniu od
miejsca przytaczenia tych grup funkcyjnych. W modelu
zaproponowanym przez Guirado-Lépeza i Rincéna [44]
zaktadajacym przytaczanie 26 czasteczek OH, istnieja
trzy mozliwosci ich usytuowania na powierzchni klatki
fulerenu: homogennie na catej powierzchni, w sposéb
skumulowany po jednej stronie lub poprzez tworzenie
nieregularnych skupisk na powierzchni klatki. Typ roz-
mieszczenia, czy tez stosunek poszczegblnych izomerdw
determinuje takie wtadciwosci jak réznice w poziomach
energii miedzy orbitalami HOMO i LUMO i wynikajace stad
réznice w widmie absorpcji $wiatta [44]. Badania wyka-
zaly, iz czasteczki fulerenolu maja tendencje do agregacji
w roztworach polarnych i tworzenia tzw. klastréw, mimo
iz przytaczenie grup hydroksylowych do ich powierzchni
utrudnia kontakt hydrofobowych rdzeni poszczegblnych
czgsteczek [4,89,108]. Tworzenie sie agregatéw zachodzi
dzieki wigzaniom wodorowym pomiedzy grupami hy-
droksylowymi fulerenolu. (ryc. 2)

Tendencja do agregacji ujawnia sie juz przy zastosowa-
niu relatywnie niskich, mikromolarnych stezen fulerenolu
[108]. Narastanie objetosci i powierzchni agregatéw zmie-
nia znaczgco wlasciwosci fizyczne (kolor, przewodnictwo,
pochfanianie $wiatta), chemiczne (reaktywno$é, genero-

Ryc. 1. Budowa przestrzenna fulerenolu Coo

Ryc. 2. Przypuszczalna struktura agregatow fulerenolu w roztworze wodnym
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wanie RFT) oraz biologiczne (cytotoksyczno$é, cytosta-
tyczno$¢) roztworu. Mozna to wyttumaczy¢ tym, iz ak-
tywno$¢ antyoksydacyjna fulerenolu w wodzie nie wzrasta
liniowo wraz z jego stezeniem, lecz zgodnie z jego tenden-
cja do tworzenia agregatéw, ktérych rozmiary zwiekszaja
sie przy rosngcym stezeniu [53]. Uwaza sie, ze agregaty
sg wieloczasteczkowymi tworami o $rednicy powyzej 100
nm [47], jednak Assemi i wsp. [4] wykazali, postugujac sie
metoda frakcjonowania przeptywowego w polu od$rod-
kowym (Flow Field-Flow Fractionation - FIFFF), iz klastry
fulerenoli w roztworach wodnych sg strukturami zaledwie
kilkunanometrowej wielkosci. Wielko$¢ klastréw nie zale-
zy od pH roztworu, natomiast wzrasta wraz z sila jonowa
roztworu [4]. Wiekszo$¢ prac jednak potwierdza rozmiary
tworzacych sie agregatéw rzedu dziesigtek i setek nanome-
tréw, wskazujac jednoczes$nie, iz wielko$¢ i stabilno$é tych
struktur jest zmienna w zaleznos$ci od warunkéw, takich
jak pH, temperatura czy moc jonowa rozpuszczalnika na
tyle, Ze manipulacja wielkos$cig agregatéw staje sie wrecz
niemozliwa [13]. Tworzenie agregatéw fulerenolu wpty-
wa znaczaco na mozliwo$¢ i bezpieczeristwo zastosowania
tego zwiazku w praktyce. Przytaczenie grup hydroksylo-
wych do powierzchni czasteczki fulerenu nie zapobiega
generowaniu tlenu singletowego, ale zwiekszanie stopnia
agregacji czasteczek obniza zdolno$é do jego powstawania
[47]. Agregacja fulerenolu powoduje zaburzenie réwnowagi
miedzy reakcjami fotochemicznymi typu Ii1l. Wykazano, iz
agregaty fulerenolu po naswietleniu §wiattem widzialnym
sa w stanie zaburza¢ i deformowa¢ strukture cytoszkieletu
komérek glejaka, najprawdopodobniej przez wywolywanie
silnego stresu oksydacyjnego [108]. W badaniach efektu,
jaki wywoluje naswietlanie agregatéw fulerenolu w obec-
nosci zwigzkéw organicznych, takich jak etanol, 2-chlo-
rofenol (2CP) oraz kwas salicylowy (SA), zaobserwowano
silne utlenianie i degradacje 2-chlorofenolu. Wybdr tych
trzech zwiazkdéw nie byt przypadkowy, kazdy z wybranych
zwigzkdéw cechuje sie swoista wrazliwoscig w stosunku do
poszczegblnych reaktywnych form tlenu (rodnik hydrok-
sylowy utlenia SA; tlen singletowy utlenia 2CP; aniono-
rodnik ponadtlenkowy utlenia etanol). Z badar opisanych
wyzej wynika, iz oksydacja spowodowana przez agregaty
fulerenolu moze zachodzi¢ gtéwnie z udziatlem tlenu sin-
gletowego, a proces utleniania zalezy od pH i temperatu-
ry. Proponowanym mechanizmem wywotywania stresu
oksydacyjnego przez klastry fulerenolu jest przechodze-
nie poszczegélnych jego czasteczek we wzbudzony stan
tripletowy, a nastepnie poprzez reakcje z tlenem, genero-
wanie tlenu singletowego [18]. Powyzsza reakcja zachodzi
wedtug schematu:

FulOH ——> I(FuloH)*
(FulOH)* — 3(FulOH)*
3(FulOH)* + 30, — FulOH + 10,
10, + 2PC — produkty degradacji.

Badania na temat wptywu wodnych roztwordw fule-
renoli na komérki in vitro wykazaty ich duza cytotok-

syczno$¢, prawdopodobnie spowodowana przez wywo-
tywanie stresu oksydacyjnego w uktadzie badawczym
[108]. Jednocze$nie istnieje wiele doniesieri na temat
antyoksydacyjnych wiasciwosci fulerenolu i jego pro-
tekcyjnego dziatania w warunkach stresu oksydacyjnego
[15,34,70,96,115]. Udowodniono réwniez, iz fulerenol w
roztworze wodnym moze przyjmowacé postac stabilnego
anionorodnika. Odkrycie to wptywa znaczaco na roz-
patrywanie go jako zwigzku bezpiecznego, mogacego
znalez¢ zastosowanie w badaniach dotyczacych ukta-
déw biologicznych [49]. Anderson i Barron [2] zwrdcili
uwage, iz czasteczki fulerenolu nalezg do wyjatkowo
mato mobilnych, zatem usuwanie ich z uktadéw biolo-
gicznych, takich jak tkanki lub ze §rodowiska naturalne-
go w przypadku zastosowania ich jako nanomateriatéw,
nastreczatoby trudnosci. Udowodnili oni réwniez, ze hy-
droksylowane fulereny swobodnie wchodza w reakcje z
solami zelaza oraz miedzi, co skutkuje precypitacja pro-
duktéw o réznej wielkosci oraz reaktywnosci, zaleznie
od substratéw reakcji oraz ich stezenia [2]. Dlatego tez
okre$lenie wlasciwosci fizykochemicznych roztwordw
fulerenoli, ze szczegélnym uwzglednieniem roztwordw
wodnych, wydaje sie gléwnym zadaniem przy rozwaza-
niu biomedycznego zastosowania tych zwigzkdw.

FULERENOL JAKO ZMIATACZ WOLNYCH RODNIKOW

Fulereny sg przez wielu autoréw uznawane za skuteczne
zmiatacze wolnych rodnikéw. Przekonanie to opiera sie
na tym, iz fulereny maja duza liczbe sprzezonych wigzan
podwdjnych i nisko potozony najnizszy niezapetniony or-
bital molekularny LUMO, ktéry z tatwo$cig moze przy-
jac elektron, co czyni fulereny bardzo podatnymi na ata-
ki rodnikéw [68]. Ich zdolno$¢ do przytaczania wolnych
rodnikéw jest na tyle duza, ze nazwano je ,,ggbkami rod-
nikowymi (radical sponges) [113]. Jako zmiatacze wolnych
rodnikéw stosuje sie najczesciej rozpuszczalne w wodzie
pochodne C,, takie jak PEG-C,, i PVP-C, oraz C, (OH), [65].
Wiasciwosci antyoksydacyjne fulerenolu C, (OH),, byty
testowane za pomocg elektronowego rezonansu paramag-
netycznego (EPR) przez pomiar zdolnosci do zmiatania
stabilnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego
(DPPH) i rodnika hydroksylowego (‘OH) generowanego w
reakcji Fentona. Przy zastosowaniu wysokich stezefi ful-
erenolu (0,71-0,88 mmol/1) zaobserwowano lepszy efekt
zmiatania rodnika hydroksylowego (50-82%) niz rodnika
DPPH (28-50%). Fulerenol moze wykazywaé wiasciwosci
antyoksydacyjne poprzez oddawanie atomu wodoru grupy
hydroksylowej badanym rodnikom (DPPH i ‘OH). Zostato
to potwierdzone przez zarejestrowanie widma EPR rod-
nikowej postaci fulerenolu - C_ (OH),,0". Interakcja miedzy
rodnikiem hydroksylowym i fulerenolem opiera sie takze
na reakgcji addycji 2n rodnikéw "OH do pozostatych ole-
finowych wigzarh podwdjnych wegla, stanowigcych rdzen
fulerenowy w reakgji: C,, (OH),, + 2n ‘OH (n = 1-12). Mecha-
nizmy te nie wykluczajg sie wzajemnie [30].

Praca Chianga i wsp. [22] prezentujaca fulerenol jako
skuteczny zmiatacz rodnikéw tlenowych, a doktadnie
anionorodnika ponadtlenkowego (0,”), generowane-
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go w uktadzie ksantyna-oksydaza ksantynowa stata
sie obiecujacg przestankg do zbadania fulerenolu jako
zmiatacza O, - w ukladzie in vivo. Fulerenol zmniejszat
stres oksydacyjny u pséw w czasie transplantacji jelita
cienkiego [70]. W czasie zabiegéw transplantacyjnych
dochodzi do powstania stresu oksydacyjnego w wyni-
ku dwéch procesédw. Pierwszym z nich jest czasowe
wylgczenie narzadéw, skutkujgce niedokrwieniem, co po-
woduje obnizenie poziomu tlenu dostarczanego do orga-
nizmu (hipoksja). Prowadzi to do spadku stezenia ATP,aw
konsekwencji do gromadzenia nadmiernej ilo$ci metabo-
litéw purynowych, gtéwnie hipoksantyny i ksantyny. Dru-
gi proces to reperfuzja, czyli przywrdcenie krazenia, co
skutkuje ,,wybuchem tlenowym”. Podawanie fulerenolu
przyczynito sie do zmniejszenia wysokiego stezenia RFT,
spowodowanego wywotywaniem stanéw niedokrwienia
i reperfuzjg, co wykazano poprzez pomiar poziomu MDA
oraz zredukowanego glutationu (GSH) [69]. Fulerenol
(C,,(OH) , x=22-24) chronit takze hepatocyty szczuréw
przed uszkodzeniami indukowanym czterochlorkiem we-
gla (CCl,) przez poprawe ich zdolnosci antyoksydacyj-
nych. C, (OH), normalizowat poziom markeréw uszko-
dzeti watroby (ALT, AST) i nerek (BUN, CREA) w surowicy
oraz korzystnie wptywat na stezenie zredukowanego glu-
tationu w watrobie [115].

Zdolnosci antyoksydacyjne fulerenolu C_(OH),, byty
poréwnywane z fulerenem majacym przytaczone dwie
reszty kwasu malonowego - C, (C(COOH),), oraz metalo-
fulerenolem z wlaczonym gadolinem Gd@C,,(OH),,, pod
katem ich zdolnosci do ochrony ludzkich komérek ptuc
linii A549 i szczurzych komérek mézgu linii rBCECs przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi. W badaniach tych zasto-
sowano, podobnie jak wyzej, technike putapkowania spi-
nowego, ktéra dostarczyta bezposrednich dowodéw na to,
iz badane pochodne fulerenu moga zmiataé powstajace
w warunkach fizjologicznych rodniki: 0,, ‘OH i '0, oraz
stabilny rodnik DPPH, zapobiegajgc tym samym peroksy-
dacji lipidéw [116].

Przytaczenie do klatki fulerenu np. reszt kwasu malo-
nowego czy grup hydroksylowych powoduje powstanie
obszaru z niedoborem elektrondw, co utatwia wigzanie
wolnych rodnikéw [116]. Dowiedziono takze, ze Gd@C,,
wykazuje silniejsze dziatanie antyoksydacyjne niz ,,pusty”
C,,- Prawdopodobnie jest to zwigzane z wyzszym powi-
nowactwem elektronowym czasteczek GA@C,, (3,14 eV)
w poréwnaniu do C,, (2,7 eV).

W ostatnich latach zaobserwowano, ze oprécz zmiatania
klasycznych RFT, fulerenol moze réwniez bezposrednio
zmiataé tlenek azotu (NO) [85], syntetyzowany przez ro-
dzine enzymdw syntazy tlenku azotu (NOS). Tlenek azotu
zaangazowany jest w petnienie waznych funkgji fizjolo-
gicznych, takich jak regulacja napiecia naczyn krwiono-
$nych czy neuromodulacja, lecz w wysokich stezeniach
moze dziataé cytotoksycznie [87]. Wyniki badan uzyskane
przez Mirkova i wsp. [85] sugeruja, ze C,(OH),, ma zdol-
nos¢ zmiatania NO in vivo. Fulerenol C (OH),, podawa-
ny 30 min przed zadzialaniem NO zapobiegat obnizeniu

aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych w komérkach
$rédmigzszowych jader dorostych szczuréw.

Przeglad literatury z ostatnich lat wskazuje na rosna-
ce zainteresowanie badaczy wysoko hydroksylowanymi
fulerenolami z liczba grup hydroksylowych powyzej 30,
w aspekcie ich wlasciwo$ci antyoksydacyjnych. Kato i
wsp. [57] dowodzg, ze wysoko hydroksylowany fuleren
C,,(OH),,:8H,0 chronit komérki przed stresem oksyda-
cyjnym ze strony H,0,. Fulerenol w tescie na odbarwi-
anie B-karotenu wykazat ochronne dziatanie wobec tego
antyoksydanta btonowego. Autorzy sugeruja, ze znacz-
na ilo§¢ grup - OH moze utatwiaé tworzenie stabilnej
rodnikowej postaci fulerenolu C_-0". Istnienie takiego
rodnika zostato potwierdzone przez zespdt Djordjevica
metoda EPR [30].

Dzieki swoim wtasciwosciom fulerenole mogg znalez¢é
zastosowanie w radiobiologii, chemioterapii czy w tera-
pii choréb neurodegeneracyjnych. Zagadnienia te oraz
informacje dotyczace toksycznosci fulerenoli w réznych
uktadach biologicznych zostaty przedstawione w kolej-
nych rozdziatach artykutu.

FULERENOL W RADIOBIOLOGII

Podczas okreslania poradiacyjnej rozlegtosci zmian w
uktadach biologicznych w przypadku promieniowania
o niskiej warto$ci LET, uwaza sie, ze uszkodzenia popro-
mienne spowodowane sg gtéwnie posrednim dziataniem
promieniowania. Zwigzane jest to z budowg komdrki.
Znaczna zawarto$¢ wody w zywych komérkach ($rednio
komdrka zawiera ~70% H,0) sprawia, iz prawdopodobien-
stwo oddziatywania promieniowania na czasteczki wody
jest znacznie wieksze niz na inne czasteczki. Oddziaty-
wanie to polega na przekazaniu energii promieniowania
czasteczkom wody, w wyniku czego nastepuje ich wzbu-
dzenie i rozpad. Zjawisko to okre$lamy mianem radiolizy
wody [65,66]. W wyniku radiolizy wody powstaje wiele
reaktywnych indywiduéw chemicznych, gtéwnie o cha-
rakterze rodnikowym, ktére maja zdolno$¢ reagowania
z czasteczkami uktadu modyfikujac ich wtasciwos$ci. Do
najbardziej reaktywnych utleniaczy nalezy rodnik hy-
droksylowy. Ma on bardzo wysoki potencjat redoks, dzieki
czemu ma zdolno$¢ reagowania wlasciwie ze wszystkimi
substancjami wystepujacymi w organizmie [62,101].

W badaniach nad wykorzystaniem fulerenéw w radio-
ochronie, fulerenole zajmuja wazna pozycje, bowiem
obecno$¢ wigzan podwdjnych (C=C), wysokie powino-
wactwo elektronowe, fatwo$¢ przytaczania rodnikéw (wy-
soka stata szybkos$ci reakcji z rodnikiem HO’), reakcje z
podstawnikami nukleofilowymi oraz polarno$¢ czasteczki
sprawiaja, iz fulerenol spetnia wszystkie warunki dobrego
radioprotektora [39]. Radioochronne dziatanie fulereno-
lu potwierdzaja badania prowadzone in vitro na ludzkich
komérkach ostrej biataczki szpikowej linii K562. Komdrki
wstepnie inkubowane z C, (OH),, 0 stezeniu 10 uM napro-
mieniowano promieniowaniem X w dawce 24 Gy. Stwier-
dzono, ze fulerenol wptywat ochronnie na liczbe komérek,
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morfologie, a takze zdolno$¢ tworzenia kolonii [50] oraz
przyczyniat sie do zahamowania radiacyjnej inaktywacji
enzymdw, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa oraz pe-
roksydaza glutationowa [10].

Kolejnym krokiem byto wykazanie radioochronego dzia-
tania fulerenolu w uktadach in vivo. Myszom poddanym
dzialaniu promieniowania X w dawce 6-8 Gy, podano 30
min przed napromieniowaniem fulerenol w stezeniach:
10 mg/kg i 100 mg/kg. W stezeniu 100 mg/kg fulerenol
wykazywat ochronne dziatanie na wysokie dawki promie-
niowania w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Fulerenol
podany w stezeniu 10 mg/kg nie wykazywat znaczacego
efektu ochronnego [104].

Radioochronne dziatanie fulerenolu wykazano takze na
szczurach szczepu Wistar [105]. Dziatanie to byto poréwny-
wane z efektem uzyskanym po podaniu amifostyny, zwigzku
cytoprotekcyjnego podawanego pacjentom podczas radio-
terapii. Amifostyna (WR 2721) jest organicznym tiofosfora-
nem, ktéry ulega uaktywnieniu przez defosforylacje, w wy-
niku ktérej powstaje wolny aktywny tiol (WR 1065). Proces
defosforylacji katalizowany jest przez fosfataze alkaliczna,
ktérej stezenie w tkankach prawidtowych jest znacznie wyz-
sze niz w tkance zmienionej nowotworowo [12,26,80,102].
Zaréwno amifostyna jak i fulerenol wydtuzaly czas zycia
szczuréw powyzej 30 dni po napromieniowaniu dawka le-
talng 8 Gy. Ponadto fulerenol w dawce 100-300 mg/kg byt
bardziej skuteczny w ochronie biatych krwinek niz amifo-
styna w pierwszym i drugim tygodniu od napromieniowa-
nia. Dodatkowo wykazano, ze dziatanie radioprotekcyjne
powyzszych zwigzkédw byto selektywne, bowiem fulerenol
efektywniej chronit §ledzione, jelito cienkie i ptuca, pod-
czas gdy amifostyna byla skuteczniejsza w ochronie serca,
watroby i nerek [105]. Powyzsze dane uzyskane pozostaja w
zgodzie zwynikami, ktére otrzymali Cai i wsp. [15]. Fulerenol
podawano myszom codziennie przez 2 tygodnie w dawce
40 mg/kg. Nastepnie na$wietlano zwierzeta dawkq letalng
promieniowaniay réwna 8 Gy i okreslano przezywalno$¢ po

30 dniach od napromieniowania. Analizowano zaburzenia
czynnosci mitochondriéw, uszkodzenia oksydacyjne, takie
jak: poziom MDA, GSH, aktywno$¢ SOD, liczbe grup karbo-
nylowych w komérkach watroby. Przezywalno$¢ w grupie
zwierzat poddanych dziataniu fulerenolu przed napromie-
niowaniem wynosita 73%, podczas gdy w grupie kontrolnej,
ktérej nie podano fulerenolu, wynosita 0%. Fulerenol chronit
dysmutaze ponadtlenkowg (SOD) i zapobiegat utlenianiu glu-
tationu (GSH) oraz zmniejszat peroksydacje lipidéw w wa-
trobie. Byto to najprawdopodobniej zwigzane ze zdolno$cig
C,,(OH),,do zmiatania RFT i rodnikéw lipidowych. Fulerenol
chronit przed utlenieniem biatka mitochondrialne, wptywat
na zachowanie potencjatu btonowego mitochondriéw oraz
hamowat indukcje apoptozy przez promieniowanie jonizuja-
ce. W $wietle powyzszych wynikéw nalezy jednak zaznaczyé¢,
iz ochronny charakter fulerenolu moze by¢ uwarunkowany
stezeniem, jaki dziata na badany ukfad. Zhao i wsp. [121] sto-
sujac stezenie 0,25 mg/ml zaobserwowali radiouczulajace
dziatanie fulerenolu C, (OH) , n=18-22 przejawiajace sie ob-
nizeniem aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy
oraz zwiekszeniem poziomu peroksydacji lipidéw u pierwot-
niakéw Stylonychia mytilus. Fulerenol w stezeniach ponizej
0,06-0,1 mg/ml wykazywat dziatanie radioochronne przed
promieniowaniem gamma z “Co az do dawki 1500 Gy. Opi-
sane zjawisko ,.efektu stezeniowego” fulerenolu moze mie¢
decydujgce znaczenie przy projektowaniu uktadu do$wiad-
czalnego, w ktérym w zaleznosci od zastosowanej dawki,
moze dominowa¢ efekt radiouczulajacy lub radioochronny.

FULERENOL A CHEMIOTERAPIA

Chemioterapia jest, oprécz radioterapii, podstawowg meto-
da leczenia choréb nowotworowych. Stosowana jest takze
pomocniczo po operacyjnym usunieciu guza i w radiotera-
pii. Jednym z najczesciej stosowanych lekéw w terapii prze-
ciwnowotworowej s antybiotyki antracyklinowe. Dziata-
nie antracyklin na komérki nowotworowe opiera sie na
modyfikacji struktury DNA poprzez kompleksy interkala-
cyjne i wigzania kowalencyjne, ale takze na wprowadzaniu

NADPH

NADP

Ryc. 3. Cykl redoks antybiotykéw z grupy antracyklinowych (na podstawie [78], zmodyfikowano)
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zmian w strukturze zasad azotowych. To ostatnie polega na
oksydacyjnym modyfikowaniu zasad i jest wynikiem dzia-
tania reaktywnych form tlenu powstajacych w reakcjach
redoks z udziatem antracyklin. Cykl redoks antybiotykéw
z grupy antracyklinowych przedstawia ryc. 3 [8,84,100].

Leczenie z uzyciem antracyklin mimo skutecznego dzia-
tania przeciwnowotworowego nie pozostaje obojetne
dla organizmu. Terapia antracyklinami indukuje ogél-
noustrojowy stres oksydacyjny, ktéry zakt6ca efektyw-
no$¢ leczenia, wywotujac wiele skutkédw niepozadanych,
m.in.obcigzenie mie$nia sercowego. Spowodowane jest
to tym, iz tkanka miesniowa serca wykazuje matg aktyw-
no$é enzymdéw antyoksydacyjnych, co z kolei prowadzi
do zwiekszonej wrazliwo$ci mie$nia sercowego na stres
oksydacyjny [81]. Kardioprotekcyjne dziatanie fulere-
nolu C, (OH),, zostato wykazane w warunkach in vivo
na szczurach szczepu Wistar [51,103]. Pomiary odruchu
bradykardii w zapisie EKG wykazaly poprawe pracy serca
zwierzat traktowanych fulerenolem wraz z doksorubi-
cyna. W grupie zwierzat leczonych DOX wzorzec zapisu
EKG byt istotnie dtuzszy niz w grupie kontrolnej oraz w
grupie traktowanej potaczeniem fulerenolu i DOX (w
dawkach 30 mg/kg i 100 mg/kg). Zanotowano réwniez
poprawe w poziomie enzymatycznych markeréw stanu
zapalnego, takich jak LDH, ALAT, ASPAT, CK i alfa-HBDH
w grupach traktowanych DOX i fulerenolem. Co cieka-
we, sam fulerenol nie wptywatl na warto$ci badanych
parametréw. Badanie histopatologiczne serca szczuréw
réwniez potwierdzito pozytywny wptyw fulerenolu po-
danego tgcznie z antracykling [103]. Badacze ttumacza
korzystne wlasciwosci fulerenolu na gruncie rodniko-
wego mechanizmu dziatania DOX. Fulerenol prawdopo-
dobnie wptywat ochronnie na komérki przez zmiatanie
RFT i/lub usuwanie wolnego zelaza w postaci kompleksu
fulerenol-zelazo. Antyoksydacyjne whagciwosci fulere-
nolu w potaczeniu z doksorubicyng potwierdzono réw-
niez w badaniach tkanek jader oraz nerek u szczuréw.
W 2010 r. Srdjenovic i wsp. [99] badajac wplyw fulere-
nolu na powyzsze narzady stwierdzili zmniejszony po-
ziom markeréw stresu oksydacyjnego, takich jak TBARS,
czy utlenianie GSH. Fulerenol chronit enzymy systemu
antyoksydacyjnego: SOD, CAT, GSH-Px, GST oraz GT u
zwierzat leczonych doksorubicyna i fulerenolem. Innym
przyktadem korzystnego wspétdziatania fulerenolu i
doksorubicyny jest zastosowanie obu zwiazkéw wobec
komérek raka sutka. Badania prowadzono na liniach
komérkowych nowotworu piersi MCF-7 i MDA-MB-231,
w ktdrych stwierdzono zmniejszenie tempa proliferacji
komdérek nowotworowych traktowanych fulerenolem.
Zaobserwowano réwniez zmniejszong cytotoksyczno$é
doksorubicyny, a takze innych lekéw przeciwnowo-
tworowych, takich jak cisplatyna, taxol, tiazofuran w
obecnosci fulerenolu. Fulerenol nie wykazywat geno-
toksycznosci wobec badanych linii komérkowych [60].
Korzystny wplyw fulerenolu zostal potwierdzony réw-
niez w badaniach aktywnosci enzyméw antyoksydacyj-
nych erytrocytéw szczura po podaniu pojedynczej dawki
doksorubicyny [83] oraz na hepatocytach szczuréw z
rakiem jelita grubego [51] i z rakiem sutka [52].

Nowe spojrzenie na potencjalne mozliwo$ci leczenia raka
z uzyciem fulerenolu opiera sie na jego wykorzystaniu
jako nosnika do transportu doksorubicyny. Chaudhuri i
wsp. [19] uzyskali koniugat fulerenolu z doksorubicyna
(Ful-DOX). Koniugat Ful-DOX uznany zostat za stosunko-
wo stabilny w roztworze PBS, lecz po inkubacji z lizatem
komorek czerniaka zaobserwowano uwalnianie sie dokso-
rubicyny z koniugatu. Koniugat Ful-DOX ttumit prolifera-
cje komérek nowotworowych in vitro poprzez blokowanie
cyklu komérkowego w fazie G2-M, kierujac komérki na
droge apoptozy. Ponadto, w badaniach in vivo na modelu
mysim koniugat Ful-DOX wykazywat skutecznos$é prze-
ciwnowotworowa podobna do tej, jaka wywotywata wolna
doksorubicyna, lecz bez toksycznosci uktadowe;j.

Duza liczba grup hydroksylowych na powierzchni fulere-
nolu umozliwia nie tylko przyltaczenie réznych zwiazkéw,
m.in. czasteczek leku, ale takze tworzenia wielu wigzan
wodorowych z réznymi komponentami systeméw biolo-
gicznych np. z domenami biatkowymi bony plazmatycz-
nej lub hydrofilowymi glowami lipidowymi [41].

Fulerenol moze adsorbowac sie do biatek cytoszkieletu w
erytrocytach [40]. Zdolno$¢é ta moze zostaé wykorzystana
do transportu lekédw z wykorzystaniem erytrocytéw i fu-
lerenolu. Wydtuzanie czasu przebywania substancji (leku)
w krwiobiegu jest mozliwe poprzez przytaczenie jej do
obszaréw powierzchniowych biatek bton erytrocytéw, ta-
kich jak biatko pasma 3 czy glikoferyna. Metoda ta zostata
opisana przez Krantza [64] i zaktada istnienie tzw. ,ko-
twic”, tj. substancji zawierajgcych na swojej powierzchni
grupy funkcyjne wykazujace silne powinowactwo do kté-
rego$ z biatek cytoszkieletu erytrocytéw. Fulerenol majac
na powierzchni polarne grupy -OH moze petni¢ funkcje
,kotwicy” miedzy lekiem a erytrocytem [40].

NEUROPROTEKCYINE WEASCIWOSCI FULERENOLU

Tkanka mézgowa charakteryzuje sie nasilonym utlenia-
niem biologicznym, czemu towarzyszy powstawanie pro-
duktédw utleniania oraz wzglednie mata wydajno$¢ me-
chanizméw antyoksydacyjnych i naprawczych [5,95,117].
Komdrki nerwowe z duzg zawarto$cia lipidéw, przewaga
metabolizmu tlenowego (zuzywajacego 20% tlenu pobrane-
go przez organizm) oraz niewielka aktywno$cia enzyméw
eliminujacych RFT, stanowia gtéwny cel dla prooksyda-
cyjnych reakcji wolnorodnikowych [9]. Stres oksydacyj-
ny moze posredniczyé w ekscytotoksycznym uszkodze-
niu neurondw, bedgcym konsekwencja m.in. nadmiernej
stymulacji receptoréw glutaminergicznych [33], ale tak-
ze moze prowadzi¢ do apoptotycznej $mierci neurondéw
[42]. Poza naturalnym udzialem w procesie neurogenezy,
apoptoza moze sie przyczynia réwniez do patologicznej
utraty neuronéw w stanach chorobowych, takich jak nie-
dokrwienie mézgu, choroba Huntingtona czy choroba Al-
zheimera [17,31].

Niektdre komdrki nerwowe, a zwtaszcza astrocyty i oligo-
dendrocyty, takich struktur mézgowia jak jadra podstawy
czy formacja hipokampa, wykazuja zdolno$¢ do akumula-

865



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; tom 67: 859-871

cji jonéw zelaza w postaci zwigzkéw wysokoczasteczko-
wych, stad ich podatno$é na stres oksydacyjny [32]. Tok-
syczno$¢ jondw zelaza jest spowodowana ich zdolnoscia
do reinicjowania procesu peroksydacji lipidéw. Proces
ten polega na ponownym rozktadzie nadtlenkéw lipidéw,
czyli nierodnikowych produktéw peroksydacji, ktéry pro-
wadzi do powstania produktéw wolnorodnikowych [6,45].
Podwyzszone stezenie jonéw zelaza zaobserwowano w
istocie czarnej u pacjentéw dotknietych chorobg Parkin-
sona [36], podczas gdy u chorych cierpiacych na chorobe
Alzheimera ponadto odnotowano podwyzszone zawar-
toéci jonédw miedzi i cynku w chorobowo zmienionych
obszarach mézgu [1,110].

Ze wzgledu na dotychczasowy brak efektywnych metod
leczenia choréb o podtozu neurodegeneracyjnym wciagz
poszukuje sie alternatywnych zwigzkéw chemicznych
majacych przeciwdziataé negatywnym skutkom stresu
oksydacyjnego w mézgu. Do zwiagzkdw tych zaliczy¢ na-
lezy fulerenole, ktére sa obecnie obiektem badat jako
czynniki antyoksydacyjne i zabezpieczajace przed formo-
waniem sie blaszek amyloidowych w chorobie Alzheimera
[48,58,73,91,92], czy w przebiegu innych chordb o podtozu
neurodegeneracyjnym, ktérych przyczyny moga tkwié
w zachwianiu réwnowagi oksydacyjnej komérki. Huang
i wsp. [48] wykazali, ze fulerenol widocznie redukowat
wplyw B-amyloidu na zwiekszenie dokomérkowego pradu
wapniowego, zapobiegajac tym samym zaburzeniu funk-
cjonowania szlaku sygnatowego w komérce.

Fulereny maja zdolno$¢ do gromadzenia sie w mitochon-
driach [24,38], a ich pochodne rozpuszczalne w wodzie,
takie jak fulerenol i pochodne kwasu malonowego (kar-
boksypochodne) zmiataja RFT bardziej wydajnie od kon-
wencjonalnych antyoksydantéw. Dlatego tez hydrofilowe
pochodne fulerenédw sa obiecujagcymi kandydatami na
czynniki protekcyjne i antyoksydacyjne. Potwierdzaja to
badania z 2000 r., w ktérych wykazano ze fulerenole wpty-
waja neuroprotekcyjnie na neurony w hodowlach in vitro
poprzez blokowanie receptoréw glutaminergicznych oraz
obnizenie stezenia wewnatrzkomdrkowego wapnia [55].
Podobne wyniki uzyskat Dugan i wsp. [34], ktérzy w bada-
niach elektrofizjologicznych dowiedli, ze dwie pochodne
fulerenu: C, (OH),,iC, (OH),, , 0, , wykazywaty doskona-
te whasciwosci przeciwutleniajace potwierdzone metoda
elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Pochodne
te obnizaly wywotang ekscytotoksycznie $mieré neuro-
néw pochodzgcych z kory nowej myszy nawet o 80% oraz
dziataty antyapoptotycznie.

Ciekawym jest réwniez to, iz karboksylowa pochodna C,
skutecznie chronita neurony dopaminergiczne przed ne-
gatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego, wywotanego
neurotoksynami [75]. Upo$ledzenie neuroprzekaznictwa
dopaminergicznego ma zasadnicze znaczenie w patoge-
nezie choroby Parkinsona [28]. Za jedna z przyczyn $mier-
ci neurondw istoty czarnej w przebiegu tej choroby uwa-
za sie utlenianie dopaminy (DA). Moze to sie zdarzy¢ w
wyniku reakcji enzymatycznego utleniania DA z udziatem
monoaminooksydazy typu B (MAO,), jak i samoutleniania

DA, ktére prowadzi do powstawania nadtlenku wodoru
(H,0,). Nadtlenek wodoru w obecnosci jonéw Fe? gene-
ruje silnie toksyczny rodnik "OH za po$rednictwem reakgji
Fentona. Zanik komdrek dopaminergicznych w przebie-
gu choroby Parkinsona dotyczy wytacznie komérek za-
wierajgcych neuromelanine, ktéra ma zdolno$¢ wigzania
jondw zelaza [7,23,27]. Fulerenol okazat sie efektywnym
neuroprotektorem w komérkowym modelu choroby Par-
kinsona. Cai i wsp. [16] indukowali stres oksydacyjny w
ludzkich komdrkach neuroblastomy z udziatem MTPT.
MTPT w astrocytach jest utleniany do MPP* przez glejo-
wa oksydaze monoaminowa. Nastepnie MPP* dostaje sie
do neuronéw dopaminergicznych za pomocg swoistych
transporteréw hamujac oddychanie mitochondrialne,
co obniza poziom ATP oraz powoduje wytwarzanie rod-
nikéw ponadtlenkowych. Oba te procesy prowadza do
$mierci komdrki nerwowej. Autorzy wykazali, iz fulere-
nol C 60(OH)2 , skutecznie zmiatat wolne rodniki sugerujac,
iz moze on stanowi¢ potencjalny czynnik zapobiegajacy
dysfunkcjom mitochondrialnym wywotanym przez dzia-
tanie MPP".

Rozwazania na temat funkcjonowania poszczegélnych
struktur o$rodkowego uktadu nerwowego w znacznej
mierze opieraja sie na analizie wzorca ich aktywno$ci
elektroencefalograficznej (EEG). Wptyw fulerenolu na ak-
tywnos¢ komérkowa osrodkowego uktadu nerwowego
badany byt na skrawkach formacji hipokampa szczura
poddanych dziataniu nadtlenku wodoru oraz nadtlenku
kumenu [106]. W badaniach tych wykazano, iz polihy-
droksylowany fuleren zapobiegat redukcji amplitudy wy-
tadowar komdérkowych spowodowanych przez nadtlenek
kumenu i nadtlenek wodoru.

Oprécz wladciwoéci antyoksydacyjnych fulerenoli, wy-
kazano takze tagodzacy wptyw tych zwigzkéw na hamo-
wanie aktywnosci acetylocholinoesterazy in vitro przez
zwiazki o charakterze toksycznym [35] oraz ich ochronny
wplyw na receptory typu NMDA, AMPA, GABA, i KA w wa-
runkach podwyzszonego stresu oksydacyjnego [33,34,55].
Najnowsze badania Zha i wsp. [118] sugeruja, ze fulere-
nol moze chronié neurony formacji hipokampa przed
uszkodzeniami, ale takze indukowaé $mieré komdrkowa
w okreslonych dawkach, co $wiadczy o istnieniu efektu
stezeniowego.

Mimo przekonujacych dowodéw na temat neuroprotek-
cyjnych wtasciwo$ci rozpuszczalnych w wodzie pochod-
nych fulerenéw wciaz dysponujemy zbyt matg wiedza na
temat mechanizmu dziatania tych czasteczek oraz ewen-
tualnych dziatan niepozadanych. Stad istnieje koniecz-
no$¢ dalszych badari nad fulerenolami zanim stanie sie
mozliwe ich terapeutyczne zastosowanie jako czynnikéw
neuroochronnych.

FULERENOL W METODACH DIAGNOSTYKI OBRAZOWE)

Potencjalne mozliwo$ci wykorzystania fulenoli nie ogra-
niczaja sie do zmniejszania niekorzystnych skutkéw dzia-
tania RFT. Dzieki kapsutkowej budowie fulerenéw, do-
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strzega sie ich mozliwe zastosowanie jako no$nikéw lekéw
oraz radiofarmaceutykéw. Ze wzgledu na ich dobrg trwa-
tosé kinetyczna oraz odporno$¢ na procesy metaboliczne
moga stanowic alternatywe dla zwigzkéw chelatujacych.
Gléwna wadg obecnych lekéw zawierajacych chelatowane
radioizotopy jest ich wyraZna kinetyczna niestabilnos§é
w warunkach in vivo, co moze prowadzi¢ do uwolnienia
matych ilosci toksycznych radiomateriatéw [11,88,111].

Do badan z zastosowaniem techniki rezonansu magne-
tycznego (MR) stosuje sie substancje, ktére po dozylnym
podaniu gromadza sie w tkankach objetych procesem
chorobowym i wzmacniajg lub obnizajg pochodzacy z tych
miejsc sygnal rezonansowy. Na podstawie wlasciwosci
magnetycznych stosowanych $rodkédw kontrastujacych
dzieli sie je na pozytywne i negatywne. Podstawowym
sktadnikiem powszechnie stosowanych $rodkéw kontra-
stujgcych pozytywnych jest gadolin [3,37,120]. Gadolin w
czystej postaci jest jednak silng trucizng, dlatego zapro-
ponowano zamkniecie Gd we wnetrzu klatki weglowe;
fulerenu C, lub C, w celu ekranowania toksycznosci tego
pierwiastka. Uzyskane endohedralne pochodne fulerenu
miaty posta¢ GA@C,, oraz Gd@C,,[71,82]. Gadolin nalezy
do grupy lantanowcéw, ich najwieksza wydajno$¢ enkap-
sulacji uzyskano stosujac fuleren C,,. Pochodng meta-
lofulerenu Gd@C,, poddano hydroksylacji, aby uzyskac
rozpuszczalny w wodzie metalofulerenol o wzorze Gd@
C,,(OH),, [82]. Otrzymana pochodna Gd@C,,(OH),, oka-
zata sie atrakcyjnym czynnikiem kontrastujacym w MR
nie tylko ze wzgledu na ograniczenie toksycznosci gadoli-
nu, ale réwniez zwiekszenie mocy sygnatu. Gd@CSZ(OH) 0
wykazywat wielokrotnie wyzszy sygnat niz stosowany
powszechnie w medycynie chelat Gd-DTPA o komercyj-
nej nazwie Magnevist® [82]. Fatouros i wsp. [37] uzyskali
podobne rezultaty prowadzac badania na rozpuszczalnym
w wodzie metalofulerenie Gd,N@C, [DiPEG5000(0H) ]
sfunkcjonalizowanym poli(glikolem etylenowym), a na-
stepnie hydroksylowanym. Wykazali oni, ze uzyskana po-
chodna ma znaczne mozliwosci jako srodek kontrastujacy
w technice MR zwiekszajac okoto 40 razy intensywno$é
sygnatu w poréwnaniu do konwencjonalnej chelatowa-
nej postaci gadolinu wykorzystywanej w technice MR.

Paramagnetyczne metalofulerenole nie s jedynym obiek-
tem badan nad wykorzystaniem fulerenoli w diagnosty-
ce klinicznej. Pierwiastki promieniotwdrcze zamkniete
w $rodku fulerenolu, takie jak ciezkie radioizotopy hol-
mu **Ho [46] ulegajg rozpadowi promieniotwdrczemu,
w ktérym nastepuje emisja czastek - stosowanych w
terapii i emisja kwantéw promieniowania y wykorzysty-
wanych w diagnostyce. Do enkapsulacji izotopu holmu
uzyto fulerenu C,, podobnie jak w przypadku jonéw ga-
dolinu. Gadolin i holm naleza do lantanowcéw. Dla tej
grupy pierwiastkéw wykazano, iz jon lantanowca M*,
ktdry jest znacznie mniejszy niz wnetrze fulerenu C,, jest
ulokowany centrycznie [43,56]. Badania biodostepnosci
radioaktywnego metalofulerenolu ***Ho @C, (OH) po-
twierdzity mozliwo$¢ wykorzystania tych czqsteczek jako
radioznacznikéw w badaniach in vivo. Ponadto jego czas
utrzymywania sie we krwi wynosit ponad jedna godzine.

Gtéwnym miejscem akumulacji zwiazku byly: watroba,
§ledziona, ko$ci i nerki [14]. Duza stabilno$¢ kinetyczna
i brak ostrej toksycznosci in vivo sprawiaja, ze pochodna
metalofulerenolu '*Ho, @C,,(OH), wydaje si¢ interesuja-
cym zwiazkiem w swietle przysz{ych badan.

Znakowanie fulerenolu izotopem promieniotwérczym
nie musi polega¢ jedynie na enkapsulacji pierwiastka.
Qingnuan i wsp. [93] utworzyli zwiazek kompleksowy po-
miedzy fulerenolem a izotopem technetu *Tc o wzorze
#mTc-C,,(OH) (O ) Technet emituje kwanty promienio-
wania y, ktore mozna rejestrowad i wykorzystaé w dia-
gnostyce SPECT, tj. tomografii emisyjnej pojedynczych
fotonéw. Badania na krélikach wykazaty, ze kompleks
#mTc-C,(OH) (0), w gléwnej mierze gromadzi si¢ w wa-
trobie, nerkach slyedzwmelkosaach [94], podobnie jak w
przypadku zwigzkéw typu **Ho @C,,(OH), [14]. Podobny
kompleks o wzorze 99‘”“TC(CO)3(HZO)3]—C60(OH)2272 , uzyskat
zespdl Djordjevica [29,77], w tych badaniach proces bio-
dystrybucji monitorowany byt u pséw z wykorzystaniem
dynamicznej i statycznej scyntygrafii. Analiza potwierdzi-
ta szybka akumulacje fulerenolu w watrobie.

Luo i wsp. [76] uzyskali karboksylowana i hydroksylowa-
ng pochodna fulerenu - **1-f-Gd,N@C,,, majacg zaréwno
wiadciwo$ci paramagnetyczne pochodzace od gadolinu,
jak i emitujaca pozytony B tworzone z rozpadu jodu 124,
ktére moga by¢ rejestrowane z udzialem pozytronowej
tomografii emisyjnej (PET). Nalezy bowiem zaznaczy¢,
ze w przypadkach gdzie stosowanie pojedynczych metod
diagnostycznych budzi watpliwo$¢ postawienia trafnej
diagnozy, metody laczone dostarczaja pelniejszej infor-
magji [54]. Do najcze$ciej stosowanych metod podwdjnych
zaliczamy SPECT/CT, SPECT/MR i PET/MR, z ktérych ta
ostatnia zastuguje na szczegdlng uwage, ze wzgledu na
mozliwo$¢ stosowania nizszych dawek promieniowania
jonizujacego [25,107].

Na uwage zastuguje to, iz hydrofilowe pochodne fule-
renéw mogg w przysztoéci znalez¢ zastosowanie w 1a-
czonych technikach diagnostycznych, na co wskazuja
badania z uzyciem pochodnej karboksylowanej i hydrok-
sylowanej **!I-f-Gd,N@C,, ktéra byta sprawdzana w wa-
runkach in vivo na szczurach z guzem mézgu i okazata sie
skuteczna w diagnostyce zaréwno z wykorzystaniem MR
jak i microPET [76].

Przeglad powyzszej literatury wskazuje na szeroki za-
kres mozliwoéci zastosowania pochodnych fulerenéw w
diagnostyce obrazowej, co budzi nadzieje na znalezienie
nowego ulepszonego czynnika kontrastujacego.

FULERENOLE A SRODOWISKO NATURALNE

Zainteresowanie hydroksylowang pochodna fulerenu nie
stabnie, a wrecz przeciwnie z kazdym rokiem pojawia-
ja sie nowe doniesienia na temat wptywu fulerenolu na
rézne uktady badawcze. Na ryc. 4 przedstawiono dane na
podstawie bazy SCOPUS dotyczace rocznej iloci wydawa-
nych prac na temat fulerenolu, jak i skumulowang liczbe
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publikacji, gdzie fullerenol i fullerol to stowa referencyj-
ne. Olbrzymi postep w dziedzinie nanotechnologii nie
tylko rozbudza wyobraZznie naukowcéw w $wiecie nauk
biomedycznych, ale stawia takze pytanie o szkodliwos§¢
fulerenoli i innych nanoczastek, zwtaszcza ze pojawia sie
coraz wiecej doniesieti literaturowych na temat toksycz-
nego wplywu nanomateriatéw na $rodowisko [59]. Ro-
snace wykorzystanie materialéw fulerenowych zwieksza
prawdopodobienistwo przypadkowego uwolnienia tych
zwigzkéw do $rodowiska. Produkcja fulerenédw i nanoru-
rek weglowych siega obecnie kilkudziesieciu ton rocznie.

Prowadzono badania na temat bioakumulacji fulerenu C,
znakowanego izotopowo weglem *C. Umieszczony w gle-
bie radioaktywny C_; zostat wykryty w ciele dzdzownicy,
co jest bezposrednim dowodem na mozliwos¢ akumulacji
nanomateriatéw fulerenowych w zywych tkankach [74].
Badania nad fulerenem C_, majg $cisty zwigzek z hydrok-
sylowang pochodng C_, - fulerenolem, zwlaszcza ze zda-
niem naukowcédw chemiczna transformacja C,, do C, (OH)
. zachodzi poprzez utlenienie zwigzane z dziataniem czyn-
nikéw zaréwno abiotycznych jak i biotycznych. Pierwsza
prace podejmujacg problem biodegradacji fulerenolu z wy-
korzystaniem dwéch gatunkdéw grzybéw: Trametes versico-
lor i Phlebia tremellosa przedstawili Schreiner i wsp. w 2009
[97]. Wykazali oni, iz fulerenol moze ulega¢ akumulacji
w lipidach grzybdéw, co wiecej moze by¢ przeksztatcany z
udziatem grzybéw do dwutlenku wegla. Wyniki tych ba-
dani dostarczajg cennych informacji o ,,losach” fulerenoli
w $rodowisku. Nalezy tu przytoczy¢, takze wyniki badat
Andersona i Barrona [2], ktérzy wykazali, iz czasteczki fu-
lerenolu naleza do wyjatkowo mato mobilnych oraz tworza
kompleksy z solami Zzelaza i miedzi, co skutkuje precypi-
tacjg produktéw o réznej wielkoéci, a to w znaczny spo-
séb moze utrudnia¢ usuwanie fulerenoli ze §rodowiska
naturalnego. Kolejnym problemem moze by¢ rozktad tak
skompleksowanych jonéw metali. Skompleksowane przez
fulerenol sole miedzi i zelaza, w wyniku dziatania czynni-
kéw biotycznych i/lub abiotycznych w §rodowisku, moga
zosta¢ uwolnione z kompleksu i w konsekwencji inicjowaé
reakcje Fentona. Lecoanet i wsp. [72] przeprowadzili bada-
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Ryc. 4. Liczba publikadji dotyczacych hydroksylowanej pochodnej fulerenu
ukazujacych sie w roku (diagram niebieski) oraz skumulowana liczba
publikacji (diagram czerwony)

nia nad mobilno$cia réznych nanozwigzkéw w materiatach
porowatych. Badania miaty na celu dostarczenie informacji
na temat mozliwosci przenikania wybranych nanomate-
riatéw do wéd gruntowych. Uzyskane wyniki §wiadcza, iz
fulerenol wykazywal najwyzsza mobilno$¢é w materiatach
porowatych, a zatem istnieje mozliwo$¢ przenikania fule-
renolu do wéd gruntowych poprzez warstwe gleby.

Nie mozna pomingé¢ prac informujacych o oddziatywaniu
fulerenolu na organizmy wodne. W pracy z 2012 r. Socoow-
ski-Britto i wsp. [98] opisuja niekorzystny wptyw fulerenolu
na skrzela ryb z rodziny karpiowatych (Cyprinus carpio) eks-
ponowanych na dzialanie promieniowania UV. Fulerenol u
ryb wywolywat zwigkszenie ogélnego stresu oksydacyjnego.

Problem zwigzany z bioakumulacja i biodegradacja nano-
zwigzkdw, takich jak fulereny i ich pochodne jest istotny
z punktu widzenia toksykologii $rodowiska, jednak wciaz
dysponujemy zbyt mata wiedza na temat péznych skut-
kéw dziatania tych zwigzkéw na ekosystemy naturalne.
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