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STRESZCZENIE

Fulereny sa czasteczkami zlozonymi z parzystej liczby atoméw wegla o sferycznej, kulistej lub elipsoidalnej, zamknietej struktu-
rze przestrzennej. Najbardziej popularnym fulerenem jest czgsteczka C, o kulistej budowie — $cietego dwudziestocianu forem-
nego, przypominajacego pitke nozng. Fulereny znajdujg szerokie zastosowanie przede wszystkim w diagnostyce i medycynie, ale
réwniez w przemysle elektronicznym i energetycznym. Narazenie zawodowe na fuleren moze wystapi¢ gléwnie przy jego pro-
dukgji. Stezenia w $rodowisku pracy fulerenéw, opisane w literaturze, wynosity 0,12-1,2 p/m? dla frakeji nanoczastek (< 100 nm),
co moze §wiadczy¢ o niewielkim narazeniu. Fuleren jednak w duzej czesci aglomeruje do wigkszych czastek. Wchlanianie fulere-
nu droga pokarmowg i oddechowa jest niewielkie oraz nie jest on absorbowany przez skore. Po podaniu dozylnym fuleren moze
kumulowa¢ si¢ w watrobie oraz w mniejszym stopniu w $ledzionie lub nerkach. Nie obserwowano dzialania fulerenu draznigce-
go ani uczulajacego na skére w badaniach na zwierzetach, jedynie stabe dzialanie draznigce na oczy. W badaniach inhalacyjnych
na gryzoniach fuleren wywolywat przejéciowe zmiany zapalne w plucach. Narazenie droga pokarmowa nie wywotywato wiek-
szych negatywnych skutkéw. Fuleren nie wykazywatl dziatania mutagennego ani genotoksycznego w badaniach eksperymental-
nych. Nie ma opublikowanych danych dotyczacych rakotwoérczego dzialania nanoczastek fulerenu u ludzi i zwierzat. Istnieja na-
tomiast doniesienia 0 mozliwym szkodliwym wptywie fulerenu na ptéd u myszy po podaniu dootrzewnowym lub dozylnym. Fu-
leren w czystej postaci charakteryzuje si¢ stabym wchlanianiem i niska toksyczno$cig oraz nie stanowi zagrozenia w srodowi-
sku pracy. Autorzy niniejszej pracy stoja na stanowisku, ze nie ma podstaw do wyznaczenia najwyzszego dopuszczalnego steze-
nia (NDS) fulerenu C , w niezmodyfikowanej formie. Pochodne fuleren6w, z uwagi na odmienne wtasciwosci, wymagaja osobnej
analizy pod wzgledem szacowania ryzyka zawodowego. Med. Pr. 2016;67(3):397-410

Slowa kluczowe: nanoczastki, narazenie zawodowe, najwyzsze dopuszczalne stezenie, nanomateriaty,
wartoéci dopuszczalnych stezen, fuleren

ABSTRACT

Fullerenes are molecules composed of an even number of carbon atoms of a spherical or an ellipsoidal, closed spatial structure.
The most common fullerene is the C , molecule with a spherical structure — a truncated icosahedron, compared to a football.
Fullerenes are widely used in the diagnostics and medicine, but also in the electronics and energy industry. Occupational ex-
posure to fullerene may occur during its production. The occupational concentrations of fullerenes reached 0.12-1.2 p/m? for
nanoparticles fraction (< 100 nm), which may evidence low exposure levels. However, fullerene mostly agglomerates into larger
particles. Absorption of fullerene by oral and respiratory routes is low, and it is not absorbed by skin. After intravenous admin-
istration, fullerene accumulates mainly in the liver but also in the spleen and the kidneys. In animal experiments there was no
irritation or skin sensitization caused by fullerene, and only mild irritation to the eyes. Fullerene induced transient inflammation
in the lungs in inhalation studies in rodents. Oral exposure does not lead to major adverse effects. Fullerene was not mutagenic,
genotoxic or carcinogenic in experimental research. However, fullerene may cause harmful effects on the mice fetus when admin-
istered intraperitoneally or intravenously. Pristine C,, fullerene is characterized by poor absorption and low toxicity, and it does
not pose a risk in the occupational environment. The authors of this study are of the opinion that there is no ground for estimat-
ing the maximum allowable concentration (NDS) of pristine fullerene C - Fullerene derivatives, due to different characteristics,
require separate analysis in terms of occupational risk assessment. Med Pr 2016;67(3):397-410

Key words: nanoparticles, occupational exposure, occupational exposure limit, nanomaterials,
occupational exposure level, fullerene

Autorka do korespondencji / Corresponding author: Anna Maria Swidwitiska-Gajewska,

Instytut Medycyny Pracy im. prof. ]. Nofera, Zaklad Bezpieczenstwa Chemicznego, ul. §w. Teresy 8, 91-348 L6dz,
e-mail: answid@imp.lodz.pl

Nadestano: 12 sierpnia 2015, zatwierdzono: 25 listopada 2015

Finansowanie / Funding: w ramach dotacji na dziatalno$¢ statutows, zadanie nr IMP 24.10/2013 pt. ,Analiza ryzyka zwiazanego z nanotech-
nologiami pod katem wyznaczenia dopuszczalnych pozioméw w srodowisku pracy dla 4 substancji w postaci nanoczgstek”. Kierownik tematu:
mgr Anna Maria Swidwinska-Gajewska.


http://dx.doi.org/10.13075/mp.5893.00352
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/pl/

398 A.M. Swidwir’lska-Gajewska, S. Czerczak

Nr 3

WSTEP

Fulereny - historia, rodzaje, wystepowanie

Fulereny s3 czasteczkami zlozonymi z parzystej licz-
by atomow wegla o sferycznej, kulistej lub elipsoidal-
nej, zamknietej strukturze przestrzennej. Ich na-
zwa pochodzi od nazwiska amerykanskiego architek-
ta Richarda Buckminstera Fullera, konstruktora ,ko-
pul geodezyjnych” - sklepien ztozonych z wieloscia-
néw, odwzorowujacych powierzchnie kuli [1]. Najbar-
dziej popularnym fulerenem jest czasteczka C,; o kuli-
stej budowie - $cietego dwudziestoscianu foremnego,
przypominajacego pitke nozng. Termin ‘fuleren’ bez
okreslonej liczby atomow wegla w czasteczce odnosi sie
do wyzej opisanej czgsteczki C, . Inne fulereny moga
skladac si¢ z 28-1500 atomoéw wegla i by¢ jednowar-
stwowe (fulereny wlasciwe) lub wielowarstwowe (nano-
cebulki). Specyficznym typem fulerenéw s3 nanorurki
weglowe.

Fulereny moga by¢ modyfikowane i pod tym wzgle-
dem mozna je podzieli¢ na [1]:

egzohedralne — modyfikowane powierzchniowo,

endohedralne - zawierajace wewnatrz inne atomy

lub czgsteczki,

heterofulereny - czasteczki, w ktorych 1 lub wiecej

atomow wegla zastgpiono innym atomem.

Do odkrycia fulerendw przyczynit si¢ Harold Kro-
to w trakcie badan przemian zwigzkéw wegla zacho-
dzacych w okolicach wygastych gwiazd [2]. Wraz z ze-
spotem badaczy z Uniwersytetu Rice, ktérzy opraco-
wali metode syntezy zwiazkéw organicznych z uzy-
ciem naswietlania promieniami lasera tarczy grafito-
wej, w 1985 r. otrzymat i opisat strukture fulerenu C,,
za co 11 lat pdzniej otrzymal nagrode Nobla [2].

Fulereny naturalnie wystepuja w niewielkich ilo-
$ciach w sadzy weglowej, a takze w mineralach takich
jak szungit.

Wiasciwosci fizykochemiczne
i klasyfikacja fulerenu C
Wiasciwosci fizykochemiczne i klasyfikacja fulerenu sg
nastepujace [3]:
wzor sumaryczny - C_,
nazwa — fuleren,
numer w rejestrze CAS — 99685-96-8,
posta¢, wyglad - krysztaly barwy od ciemnoszarej
do czarnej,
masa czasteczkowa — 720,64 g/mol,
temperatura topnienia - > 280°C,
gestos¢ — 1,65 g/cm’® w 20°C,

rozpuszczalno$¢ w wodzie — substancja nierozpusz-

czalna,

rozpuszczalnos$é - rozpuszcza sie w benzenie, tolu-

enie i tetrachlorku wegla,

temperatura zaplonu - > 94°C,

rozmiar i ksztalt czastek — kuliste $ciete dwudzie-

sto$ciany o $rednicy ok. 0,7 nm,

klasyfikacja - brak klasyfikacji urzedowe;j.

Fuleren C, nie znajduje si¢ w wykazach substancji
stwarzajacych zagrozenie, zamieszczonych w zalaczni-
ku VI do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 127/2008 (CLP) [4]. Fuleren zostat jed-
nak zaklasyfikowany przez rejestrujacych (w ramach
rozporzadzenia REACH) ze wzgledu na dzialanie na
zdrowie cztowieka jako substancja dzialajaca draznia-
co na oczy, a takze mogaca powodowa¢ podraznienie
drég oddechowych w nastepstwie jednorazowego na-
razenia [5].

METODY PRZEGLADU

Przegladu pismiennictwa dokonano w bazach interneto-
wych naukowych czasopism recenzowanych, m.in. EB-
SCO Discovery Service™ (EDS), stosujac stowa kluczowe:
fullerene, toxicity i occupational esposure. W przygoto-
waniu niniejszego opracowania wykorzystano prace do-
tyczace zastosowania fulerenéw i ich pochodnych, nara-
zenia zawodowego na fuleren C_; a takze jego dzialania
biologicznego i dopuszczalnych poziomdéw narazenia.

WYNIKI PRZEGLADU

Zastosowanie fulerenéw i ich pochodnych

Fulereny znajduja coraz szersze zastosowanie przede
wszystkim w diagnostyce i medycynie, a takze w prze-
mysle elektronicznym i energetycznym. Wykazuja po-
tencjalne dzialanie przeciwwirusowe, m.in. jako inhi-
bitory asparaginowych proteaz wirusa niedoboru od-
pornosci (human immunodeficiency virus - HIV),
wpasowujac si¢ w centrum aktywne enzymu i oddzia-
tujac z nim sitami van der Waalsa. Ponadto fulereny
wykazuja duzy potencjal antyoksydacyjny. Juz 1 cza-
steczka moze zneutralizowa¢ ponad 20 wolnych rodni-
kow. Wlasciwosci przeciwutleniajace s3 spowodowane
duza liczbg sprzezonych wigzan podwojnych i nisko le-
zacym niezapelnionym orbitalem molekularnym, mo-
gacym przyjacé elektron. Daje to szanse przeciwdzia-
tania stresowi oksydacyjnemu i oksydacyjnym uszko-
dzeniom komorek [6,7]. Fulereny i ich pochodne roz-
puszczalne w wodzie moga by¢ stosowane jako czyn-
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niki ochronne przeciw promieniowaniu w radiotera-
piach. Zapobiegaja one uszkodzeniom DNA wywota-
nym przez promieniowanie jonizacyjne [8].

Badacze pracujg nad mozliwo$cig wykorzystania fu-
lerenéw jako czynnikéw chronigcych komorki nerwo-
we przed nadmiarem wolnych rodnikéw w chorobach
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheime-
ra, Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne. Fu-
lereny moga tez zapobiega¢ apoptozie komorek. Trwa-
ja badania nad ich potencjalnym zastosowaniem w in-
nych schorzeniach, m.in. miazdzycy czy osteoporozie.
Fulereny mogg takze chroni¢ komorki przed szkodli-
wym dziataniem promieniowania UVA. Stanowia row-
niez obiekt badan w fotochemioterapii, w szczegélno-
$ci w leczeniu raka skory, dzigki mozliwosci rozcinania
tancucha oligonukleotydowego po wzbudzeniu fotono-
wym, ktore prowadzi do przeksztalcenia molekularne-
go tlenu we wzbudzony stan singletowy 'O,. Zdaniem
niektorych badaczy fulereny moga znalez¢ zastosowa-
nie w diagnostyce jako $rodki kontrastowe. Istnieje
takze mozliwo$¢ wykorzystania tych czastek, interesu-
jacych pod wzgledem budowy i funkgji, jako potencjal-
nych przekaznikéw lekéw czy nosnikéw gendw [6,7].

Fulereny moga pelni¢ rola katalityczng poprzez
przyjmowanie i przekazywanie atoméw wodoru w re-
akcjach uwodorniania i hydrodealkilacji. Dzieki tym
wlasciwosciom potencjalnie umozliwiaja przemia-
ne metanu w wyzsze weglowodory i hamuja reak-
cje koksowania. Zwigzki obecne w sadzy fulerenowej
moga takze zwiekszy¢ wydajnos¢ paliw. Reakcje fulere-
nu z udzialem tlenu singletowego moglyby znalez¢ za-
stosowanie w procesach uzdatniania wody i ochronie
przed zagrozeniami biologicznymi [9].

Fulereny charakteryzuja si¢ wyjatkowo niska ener-
gia transferu elektronéw. Wplywa to na atrakcyjnos¢
tych czastek jako akceptorow elektronéw w elektroni-
ce organicznej. Moga by¢ one wykorzystywane w war-
stwach donorowo-akceptorowych w ogniwach fotowol-
taicznych [3].

Fulereny znajduja coraz szersze zastosowanie w wie-
lu gateziach przemystu, jednak autorzy niniejszego ar-
tykulu nie dotarli do danych dotyczacych produkcji
i stosowania fulerendw w Polsce. Informacje na temat
narazenia zawodowego zostaly opracowane na podsta-
wie literatury swiatowe;j.

Narazenie zawodowe na fuleren

Narazenie zawodowe na fuleren moze wystapi¢ przede
wszystkim przy jego produkcji. W zakladzie, w ktérym
wytwarzano fuleren, przeprowadzono pomiary nara-

zenia inhalacyjnego przy uzyciu systemu analizy wy-
miarowej czastek SMPS (scanning mobility particle si-
zer) i optycznego licznika czastek okreslajacego rozklad
wielkosci czastek o srednicy 10-5000 nm [10]. Czastki
byty obrazowane skaningowym mikroskopem elektro-
nowym. Poréwnywano wyniki pomiaréw wykonywa-
nych w czasie pracy (w trakcie procesu mieszania, we-
wnatrz pomieszczen) i podczas przerw (wewngtrz po-
mieszczen, tlo bliskie) oraz w powietrzu zewnetrznym,
w nieduzej odlegltosci od zZrodta emisji (tlo dalekie).

Na stanowiskach pracy w czasie przerw zmierzo-
no czastki o $rednicy wynoszacej srednio 25 nm, kté-
re najprawdopodobniej byly emitowane z zewnatrz.
W trakcie proceséw przenoszenia fulerenu z pojem-
nikéw do miejsc wazenia i mieszania nie zaobserwo-
wano wyraznego wzrostu czastek o srednicy mniejszej
niz 50 nm, a jedynie wzrost stezenia wiekszych czastek.
Badania przy uzyciu skanigowego mikroskopu elektro-
nowego potwierdzity, ze w czasie proceséw zwigzanych
z transportem fulerenu zwigksza si¢ liczba czastek tej
substancji w powietrzu srodowiska pracy, jednak czast-
ki te tworzg aglomeraty [10].

Johnson i wsp. szacowali zawodowe narazenie na
fuleren na stanowiskach laboratoryjnych podczas ta-
kich czynnosci jak wazenie, przenoszenie probek i so-
nikacja [11]. Na pierwszym stanowisku (A) odwaza-
no 4-200 mg fulerenu i przenoszono go do zlewki
z wodg, a nastepnie mieszano roztwdr na mieszadle
magnetycznym bez wentylacji miejscowej. Na drugim
stanowisku (B) wykonywano sonikacj¢ probek w nie-
wentylowanym zamknietym urzadzeniu. Pracownicy
byli zaopatrzeni w elementy ochrony osobistej, takie
jak fartuch bawelniany, rekawice lateksowe i ochrona
drog oddechowych z filtrem N95.

Czastki w powietrzu $rodowiska pracy mierzono za
pomoca 2 aparatow — recznego licznika czastek (hand-
held particle counter) o symbolu HHPC-6 do mierzenia
czastek wielkosci 300 nm - 10 pm i kondensacyjnego
licznika czastek (condensation particle counter — CPC)
mierzacego czastki o wielkosci 10-1000 nm [11]. Po-
miary przeprowadzono przed wykonywaniem czyn-
nosci w miejscu badania (tto bliskie) i w 2 miejscach
oddalonych od badania (tlo dalekie) oraz usredniono
wartosci tla. Miejsce pomiaru wybrano w taki sposoéb,
zeby uzyskac jak najwyzsze stezenia, umieszczajac apa-
rat pomiarowy mozliwie najblizej zZrédta czastek. Na-
noczastki identyfikowano za pomoca transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (transmission electron mi-
croscopy - TEM). Obrazowanie TEM przeprowadzono
w celu zweryfikowania uwalnianych czastek. Probki
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pobierano podczas proceséw w miejscach blisko zré-
dla uwalniania czastek, poza strefa oddychania pra-
cownikow. Probki tla zawieraly amorficzne czastki po-
chodzace z innych Zrédel, niezwigzanych z badanymi
procesami. Na obrazie mikroskopowym uwidocznio-
no aglomeraty czastek fulerenu, wieksze w przypadku
procesu A, mniejsze w procesie B [11].

Wszystkie wyniki pomniejszono o u$redniong war-
tos¢ tla. Wyniki pomiaréw przeprowadzonych z uzy-
ciem HHCP dla czastek wielkosci 300 nm, 500 nm
i 1000 nm wyniosty odpowiednio:

na stanowisku laboratoryjnym A - 53 111 czastek/l,

3884 czastek/1 1 162 czastek/l,

na stanowisku laboratoryjnym B - 23 856 czastek/l,

6501 czastek/1i 891 czastek/l.

Z kolei wyniki pomiaréw wykonanych z uzy-
ciem CPC dla czgstek z zakresu 10-1000 nm wynios-
ty 1476 czastek/cm® na stanowisku A i 2176 czas-
tek/cm® na stanowisku B. Wyniki pomiaréw, po
uwzglednieniu wartosci uzyskanych dla tla, wyraznie
wskazuja na zwigkszone stezenie czastek w powietrzu
srodowiska pracy podczas wykonywania badanych
czynno$ci. Wielkos¢ stezenn uwolnionych czastek jest
odwrotnie proporcjonalna do ich $rednicy. Najwyzsze
wartosci stezen odnotowano dla czastek 300 nm.

Johnson i wsp. zaobserwowali pewne rdznice
w uwalnianiu czastek w obu badanych procesach [11].
Na skutek sonikacji do powietrza uwolnilo si¢ o po-
fowe mniej czastek w rozmiarze 300 nm niz w wyni-
ku wazenia/przesypywania, podczas gdy w przypad-
ku wigkszych aglomeratéw wigcej obserwowano ich po
procesie sonikacji. Stezenia czgstek fulerenu mierzo-
nych CPC (w zakresie 10-1000 nm) osiagaly wyzsze
warto$ci rowniez w przypadku sonikacji w poréwna-
niu z procesem wazenia/przesypywania [11].

Ogura i wsp. przeprowadzili badania pylistosci nano-
materialéw. Pomiary przeprowadzano podczas wstrza-
sania probowka zawierajacg ok. 1 cm’® fulerenu. Przy
przeplywie powietrza 5 dm*/min emisja czastek fule-
renu na minute wynosita 73 pg/g. Dla poszczegdlnych
frakeji czastek wartosci emisji ksztaltowaty sie nastepu-
jaco: 1,4x10~° mg/g/min (10-100 nm); 2,9x10~* mg/g/
/min (100-1000 nm); 6,3x10* mg/g/min (1-10 pm)
i9,1x10~° mg/g/min (> 10 pm) [12].

Na podstawie powyzej cytowanego badania pyli-
stosci [12] Shinohara i wsp. [13] oszacowali potencjalne
narazenie na fuleren podczas pracy (wstrzasanie 1,5 g
przez 1 min co 10 min). Srednia wazona w czasie 8-go-
dzinnego dnia pracy wyniosta 9,4x10°® ug/m?® dla na-
noczastek (10-100 nm). Analogiczne wartosci osza-

cowane dla wiekszych czastek to 0,02 pg/m® (dla cza-
stek 100-1000 nm) i 4,2 pg/m? (dla czastek 1-10 um).
Narazenie na nanoczgstki podczas stosowania fulere-
nu jest uwazane za niskie [13].

W danych zebranych przez Shinohara i wsp. [13]
najwyzsze stezenia w $rodowisku pracy fulere-
néw siegaly 0,12-1,2 ug/m’ dla frakcji nanoczastek
(<100 nm), 1,2 pg/m’ dla czastek o frakcji 100-2000 nm
oraz 60 ug/m’ dla frakcji czastek o $rednicy wigkszej
niz 2000 nm. Autorzy cytowanej publikacji oszacowali
narazenie zawodowe na fuleren w procesach jego pro-
dukcji jako niewielkie. Wzrost stezenia fulerenu obser-
wowano przy oproznianiu substancji z reaktora, pod-
czas pakowania substancji i czyszczenia reaktora. Fu-
leren jednak w duzej czgsci aglomeruje do wigkszych
czastek, a frakcja nanoczastek stanowi niewielka czes¢
uwolnionego fulerenu [13].

Toksykokinetyka fulerenu i jego pochodnych
Wochlanianie i rozmieszczenie fulerenu w duzym stop-
niu zalezy od drogi narazenia. U zwierzat ekspono-
wanych inhalacyjnie, fuleren byl wykrywany gtéwnie
w roznych odcinkach ukfadu oddechowego [14]. Z od-
cinka tchawiczo-oskrzelowego nanoczastki usuwa-
ne byly wraz ze §luzem poprzez ruchy rze¢sek nablon-
ka migawkowego. Czastki, ktore dotarty do pluc, ule-
gty fagocytozie przez makrofagi pecherzykowe. Fule-
ren po podaniu dozotagdkowym w niewielkim stopniu
wchlanial sie z przewodu pokarmowego, wigkszos¢ po-
danej dawki byta wydalana z kalem. Nie zaobserwowa-
no wchtaniania przez skore [14].

Naota i wsp. podawali myszom dotchawiczo za-
wiesine zawierajaca czastki fulerenu (0,7 nm) w daw-
ce 25 mg/kg m.c. lub 40 mg/kg m.c. i obserwowali zwie-
rzeta w czasie do 7 dni od ustania narazenia [14]. Ba-
dacze opisali translokacje fulerenu z ptuc do krwiobie-
gu. Dzieki zastosowaniu mikroskopii $wietlnej uda-
to si¢ zaobserwowac agregaty czastek fulerenu w $wie-
tle naczyn wlosowatych i weztach chlonnych ptuc bez-
posrednio po podaniu czastek. Ponadto badanie z uzy-
ciem mikroskopu elektronowego ujawnilo zwigkszo-
ng liczbe pecherzykéw pinocytotycznych i kaweoli
w pneumocytach typu I. Wyniki badan sugeruja, ze
czastki fulerenu moga pokonywac bariere powietrze—
—krew w wyniku dyfuzji i pinocytozy [15].

Gao i wsp. narazali szczury inhalacyjnie, dotcha-
wiczo i dozylnie, oceniajac rozmieszczenie fulerenow
w tkankach [16]. Zwierzeta inhalowano przez 6 godz.
czastkami fulerenu o $rednicy 20 nm, w steze-
niu 1 mg/m’. W ciagu 7 dni po ekspozycji nie zaobser-
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wowano obecnosci fulerenu w watrobie ani $ledzionie,
a jego sladowe ilosci stwierdzono jedynie w nerkach. Po-
nadto odnotowano staby klirens plucny - okres péttrwa-
nia fulerenu wynidést 22 dni. Podobne rezultaty uzy-
skano takze po podaniu dotchawiczym fulerenu w ilo-
$ci 1 mg/kg m.c. lub 5 mg/kg m.c. (obserwacja do 7 dni).
Zkolei po podaniu dozylnym (10 mg/kg m.c.) duza czgs¢
dawki fulerenu wykryto w watrobie oraz, w mniejszej
ilosci, w $ledzionie i ptucach. We krwi po 2 godz. od po-
dania odnotowano jedynie sladowe ilosci fulerenu [16].

Fujita i wsp. opisali eksperyment inhalacyjny na
szczurach, w ktérym zwierzeta narazano przez 4 ty-
godnie, 6 godz./dzien, 5 dni/tydzien na czastki fule-
renu (96 nm) o stezeniu 0,12 mg/m® (4,1x10* czas-
tek/cm?) [17]. Po 3 dniach od ustania narazenia czast-
ki fulerenu wykryto w komoérkach nabtonka wyscieta-
jacego pecherzyki ptucne. Po uplywie kolejnych 3 dni
do miesigca obserwowano proces fagocytozy czastek
przez makrofagi pecherzykowe [17]. Shinohara i wsp.
przeprowadzili eksperyment na szczurach w celu osza-
cowania wskaznika klirensu ptucnego i depozycji cza-
stek C,, w plucach, watrobie i moézgu [18]. Zwierzeta
w warunkach podobnych jak w wyzej opisanym eks-
perymencie [17] inhalowano aerozolem zawierajacym
czastki fulerenu (96 nm). Szczury narazano takze do-
tchawiczo na roztwor czgstek fulerenu (~30 nm) w ste-
zeniu 0,33-3,3 mg/kg m.c. Zwierzgta badano 1 godz.
i 6 miesiecy od ustania narazenia. Ilo$¢ czastek fulerenu
zdeponowanych w ptucach zmniejszata sie wraz z upty-
wem czasu i byla zalezna od podanej dawki. Zawartos¢
fulerenu w moézgu i watrobie byta ponizej oznaczalno-
$ci metody, tzn. 8,9 ng/g tkanki. Okres péttrwania C |
po podaniu dotchawiczym wynidst 15-28 dni [18].

Fuleren stabo wchlania sie z przewodu pokarmowe-
go. W badaniu, w ktérym szczurom droga pokarmo-
wa podano znakowang trimetylenometanowa pochod-
ng fulerenu, rozpuszczalng w wodzie, zaobserwowano
po 3 i 6 godz. w watrobie i innych narzadach jedynie
sladowe ilosci badanej substancji [19]. Po 48 godz. wraz
z katem zostalo wydalone 97% podanej dawki pochod-
nej fulerenu. Niewielkie ilosci wykryto réwniez w mo-
czu narazanych szczuréw.

W innym badaniu szczurom rasy Wistar podano
przez zglebnik jednorazowo roztwor fulerenu w oliwie
z oliwek w dawce 4 mg/kg m.c. [20]. Nastepnie pobiera-
no krew w réznych odstgpach czasowych - po uptywie
od 15 min do 48 godz. Mocz zbierano po 24 i 48 godz.
Maksymalne stezenie fulerenu we krwi (0,52+0,16 pg/ml)
odnotowano po 8 godz., a pdlokres wydalania wy-
niost 12,6+0,9 godz. [20].

W dalszej czesci wyzej opisanego eksperymen-
tu jego autorzy (Baati i wsp. [20]) podawali szczu-
rom przez zglebnik roztwdr fulerenu w oliwie z oli-
wek w dawce 4 mg/kg m.c./dzien przez 7 dni. Narza-
dy do badan (watroba, $ledziona i mdzg) pobierano
w 1. i 8. dniu trwania eksperymentu. W pierwszym
dniu zawarto$¢ fulerenu w watrobie wyniosta 0,14%
podanej dawki, a w $ledzionie — 0,18%. W ésmym dniu
warto$ci te wzrosly w watrobie i §ledzionie, odpowied-
nio, do 0,39% i 0,51%. Zawartos¢ fulerenu w mdzgu
w obu badanych dniach wynosita ponizej 0,01% poda-
nej dawki [20].

Nie ma opublikowanych dowodéw na wchlanianie
sie fulerenu przez skore. Xia i wsp. [21] przeprowadzili
badania na §winiach, ktérym aplikowano na skore roz-
twory fulerenu w réznych rozpuszczalnikach - tolu-
enie, cykloheksanie, chloroformie i oleju mineralnym.
Aplikacja trwala 24 godz. i powtarzano ja przez 4 dni.
Fuleren rozpuszczony w toluenie, cykloheksanie i chlo-
roformie wnikal gleboko w warstwe rogowa naskérka
(najglebiej w przypadku chloroformu). Po nakiadaniu
roztworu w oleju mineralnym fuleren nie byt wykry-
wany w skorze. Badania prowadzono takze in vitro, na
izolowanej skorze $winskiej. Czastki fulerenu nie prze-
dostaly sie przez bariere skory — nie wykryto ich w roz-
tworze receptorowym po 24 godz. [21].

Brak wchlaniania przez skdre potwierdzajg takze
badania z uzyciem pochodnej fulerenu rozpuszczonej
w skwalanie (lipofulerenu) [22]. W eksperymencie wy-
korzystano material pochodzacy z biopsji skory ludz-
kiej, z czesci brzusznej 2 badanych ochotnikéw. Pre-
parat przedostal si¢ jedynie przez warstwe rogowa na-
skorka, nie pokonujac blony podstawnej. Lipofulerenu
nie wykryto w warstwie skory wlasciwej [22].

Fuleren w organizmie moze kumulowac si¢ w wa-
trobie. Znakowany izotopowo fuleren C_ podany do-
zylnie szczurom zostal wyeliminowany z ukfadu
krwiono$nego w przeciggu 1 min [23]. Wiekszos$¢ po-
danej dawki (90-95%) wykryto w watrobie. Po upty-
wie 5 dni obserwacji fuleren nadal byt wykrywany
w tym narzadzie. Wyniki wskazuja, ze fuleren nie ule-
ga metabolizmowi na szlaku oksydacyjnym, jak policy-
kliczne weglowodory aromatyczne, ale moze dtugo ku-
mulowac sie w watrobie [23].

Podobne wyniki uzyskano, stosujac znakowana po-
chodng fulerenu, rozpuszczalng w wodzie. Po 1 godz.
od podania dozylnego szczurom we krwi pozostalo
jedynie 1,6% dawki, podczas gdy w watrobie wykry-
to 73%. Po 30 godz. znakowang pochodng fulerenu
wykryto réwniez w nerkach i ptucach (3,2%), $ledzio-
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nie (2%), a takze $ladowe ilo$ci substancji w sercu i mo-
zgu (0,1%) [19].

W innym badaniu znakowany izotopowo fule-
ren wstrzykiwano dozylnie szczurom i myszom, a na-
stepnie prowadzono obserwacje w czasie od 1 godz.
do 30 dni po aplikacji [24]. Po pierwszej godzinie od
podania w krwi obserwowano 4 razy wyzsza zawar-
tos¢ fulerenu u szczuréw niz u myszy. Radioaktyw-
no$¢ we krwi u zwierzat obu gatunkéw utrzymywata
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jawy podraznienia oczu [25,26]. Ema i wsp. prze-
prowadzili badania dzialania draznigcego fulere-
nu C , na skore i oczy na krdlikach zgodnie z testem
OECD 404 i 405 (Organisation for Economic Co-ope-
ration and Development - Organizacja Wspolipracy
Gospodarczej i Rozwoju) oraz badanie dziatania uczu-
lajacego na skore na $winkach morskich zgodnie z te-
stem OECD 406 [25]. W te$cie skdrnym na dziatanie
draznigce substancje¢ nakladano w ilosci 50 mg, w te-
$cie na dzialanie uczulajace - 40 mg, a w tescie na dzia-
tanie draznigce na oczy — 100 mg. Fuleren nie wykazy-
wal dzialania draznigcego na skoére ani nie odnotowa-
no objawow dzialania uczulajacego na skdre. Zaobser-
wowano natomiast zaczerwienienie spojowek i prze-
krwienie tkanek po 1 godz. od zaaplikowania fulere-
nu do oczu. Zmiany te jednak ustgpowaly w przecia-
gu 24 godz. [25].

Podobne wyniki uzyskali Aoshima i wsp. [26] dla
mieszaniny fulerenow C, i C . Badania dzialania
draznigcego na skore i oczy prowadzono na krolikach,
a badania dzialania uczulajacego i fotouczulajacego na
skore — na $winkach morskich. Nie zaobserwowano ob-
jawow dzialania draznigcego ani uczulajacego na sko-
re u zwierzat, takze po napromienianiu §wiatlem UV.
Brak dzialania uczulajacego na skdre zostal potwier-
dzony réwniez w tescie platkowym przeprowadzonym
na ochotnikach. Jedynie w tescie na dziatanie draznig-
ce na oczy fuleren wykazywat stabe dzialanie, objawia-
jace si¢ zaczerwienieniem spojowek i uszkodzeniami
nabtonka rogéwki, ktére ustepowaly po 48 godz. [26].

Toksyczne dzialanie fulerenu na zwierzeta

W badaniach inhalacyjnych na gryzoniach (glow-
nie szczurach) fuleren wywolywatl przejsciowe zmia-
ny zapalne w plucach [27-31]. Stan zapalny objawiat
sie wzrostem stezenia biatek prozapalnych w poptuczy-
nach oskrzelowo-pecherzykowych (broncho-alveolar
lavage fluid - BALF). Badania histopatologiczne ujaw-
nity takze powstawanie nacieku komorek zapalnych
w plucach, rozrost komdrek czy zwléknienia kolageno-
we $cian pecherzykow, jednak zmiany te ustepowaty po
miesigcu od ustania narazenia [27-31]. Narazenie dro-
ga pokarmowg nie wywolywalo wigkszych negatyw-
nych skutkow [32,33].

Droga inhalacyjna

Samce szczuréw rasy Fisher 344 narazano inhalacyj-
nie (przez nos) na fuleren w 2 frakcjach: nanoczast-
ki (55 nm) i mikroczastki (0,93 um) na aerozol w ste-
zeniu, odpowiednio: 2,22 mg/m’ lub 2,35 mg/m’ [27].

Zwierzeta narazano 3 godz. dziennie przez 10 kolejnych
dni. Nie zaobserwowano zadnych wigkszych zmian
mikroskopowych w narzadach u narazanych szczuréw.
Badania biochemiczne i hematologiczne wykazywaly
niewielkie, cho¢ istotne statystycznie, rdznice miedzy
grupami narazonymi a kontrolnymi (obnizenie liczby
czerwonych krwinek i poziomu hemoglobiny). Zmia-
nie ulegly parametry BALF - u szczuréw narazanych
na nanoczgstki fulerenu znacznie zwiekszylo sie steze-
nie biatek. Makrofagi pochodzace z BALF obu naraza-
nych grup szczuréw zawieraly brazowy pigment ziden-
tyfikowany jako fuleren, przy czym ztogi C_ byty wiek-
sze u szczurdéw narazanych na nanoczastki w poréw-
naniu ze szczurami eksponowanymi na mikroczastki.
Pétokres trwania fulerenu w ptucach wyniést 26 dni
w grupie narazanej na nanoczastki i 29 dni narazanej
na mikroczgstki [27].

Grupa japonskich badaczy [28,29] narazata szczu-
ry rasy Wistar inhalacyjnie na aglomeraty fulere-
nu (96 nm) w stezeniu 0,12 mg/m’ przez 4 tygodnie
(6 godz./dzien, 5 dni/tydzien). Réwnolegle prowadzo-
no eksperymenty na szczurach, ktérym podawano
dotchawiczo dyspersje fulerenu (33 nm) w dawkach:
0,33 mg/kg m.c., 0,66 mg/kg m.c. lub 3,3 mg/kg m.c.
Szczury z obu eksperymentéw obserwowano do 3 mie-
siecy od ustania narazenia.

W pierwszej cytowanej pracy [28] badacze ocenia-
li zwierzeta pod katem odpowiedzi zapalnej — badajac
BALF i ekspresje genéw chemoatraktantéw neutrofili
indukowanych przez cytokiny (cytokine-iduced neu-
trophil chemoattractants - CINCs). W badaniach in-
halacyjnych nie zaobserwowano objawdéw stanu zapal-
nego (zwigkszenie stezenia bialek w BALF ani CINCs).
Po podaniu dotchawiczym natomiast u szczuréw, ktd-
re otrzymaly najwyzszg dawke, wystapito przejsciowe,
ale znaczace zwiekszenie liczby neutrofili w BALF oraz
ekspresji CINC-1, CINC-2ab i CINC-3 w plucach. Wy-
niki wskazuja na stabe potencjalne dziatanie prozapal-
ne fulerenu na ptuca [28].

W kolejnej pracy [29] oceniano zmiany u naraza-
nych szczuréw histopatologicznie metoda punktowa
(point counting method - PCM). Podczas prowadzo-
nych badan nie odnotowano zadnego przypadku no-
wotwordw ani ziarniakéw. U szczuréw narazanych in-
halacyjnie zaobserwowano znaczace, ale przejSciowe
zmiany w plucach (naciek komdrek zapalnych, roz-
rost komorek nablonka ptuc, zwldknienia kolageno-
we w $cianach pecherzykéw plucnych) obecne 3 dni
po zakonczeniu narazenia i niezauwazalne po uply-
wie miesigca. Podobnie u szczuréw, ktérym fuleren
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podawano dotchawiczo - u zwierzat, ktére otrzyma-
ty najwyzsza dawke, wystapil wzrost obszaréw zapal-
nych, widoczny jedynie w przeciagu 1 tygodnia po na-
razeniu. Obserwacje te potwierdzily przejsciowy cha-
rakter zmian zapalnych powstajacych w wyniku nara-
zenia na fuleren [29].

W badaniu innych autoréw nanoczastki podawa-
no dotchawiczo szczurom samcom w dawce jednora-
zowej (0,5 mg/kg m.c. lub 2,5 mg/kg m.c.) albo powta-
rzanej (0,5 mg/kg m.c. raz w tygodniu przez 5 tygo-
dni) [30]. Nastepnie badano pluca narazanych szczu-
réw po 3 godz. lub 24 godz. od podania jednorazowe-
go lub 3 godz. od podania wielokrotnego. Zaobserwo-
wano odpowiedz zapalng w ptucach pochodzacych od
zwierzat obserwowanych przez 24 godz. po jednokrot-
nym narazeniu na fuleren w dawce 2,5 mg/kg m.c. i po
narazeniu powtarzanym. Na podstawie badan histopa-
tologicznych stwierdzono niewielkie zmiany w postaci
krwawien pecherzykowych i naciekéw zapalnych ma-
krofagdw oraz neutrofili w pecherzykach ptucnych [30].

Fuleren wywotywal odpowiedz zapalng takze u my-
szy. Park i wsp. [31] narazali myszy rasy ICR dotchawi-
czo na wodng zawiesine fulerenu w dawkach 0,5 mg/
/kg m.c., 1 mg/kg m.c. i 2 mg/kg m.c. Odpowiedz za-
palna u myszy badano w okresie 1-28 dni. Zaobserwo-
wano utrzymujacy si¢ od pierwszego dnia wzrost cy-
tokin prozapalnych w BALF (interleukin: IL-1, IL-6,
IL-10, IL-12, interferonu i czynnika wzrostu nowo-
tworéw (tumor growth factor - TNF-a)). Ponadto na-
stapil wzrost poziomu immunoglobulin IgE zaréwno
w BALF, jak i we krwi obwodowej, ktéry maksymal-
ny poziom osiaggnal w pierwszym dniu od narazenia,
stopniowo si¢ obnizajac w kolejnych dniach. Wystapilo
zwigkszenie liczebnosci limfocytow T. Zaobserwowano
réwniez zmiany histopatologiczne w postaci infiltracji
komorek zapalnych w ptucach [31].

Droga pokarmowa

Fuleren nie dziala toksycznie na zwierzeta naraza-
ne drogg pokarmowg w badaniach podprzewleklych.
Istnieja nawet doniesienia o pozytywnym dziala-
niu fulerenu podawanego ta droga. Szczurom rasy
Crl:CD(SD) podawano przez zglebnik fuleren w daw-
kach 0 mg/kgm.c., 1 mg/kgm.c., 10 mg/kgm.c., 100 mg/
/kg m.c. lub 1000 mg/kg m.c. przez 29 dni, a nastgpnie
zwierzeta obserwowano przez 14 dni [32]. Nie zaobser-
wowano zmian w przyroscie masy ciala ani nie wykry-
to fulerenu w zadnym z badanych narzadéw (watrobie,
nerkach, $ledzionie). Nie odnotowano réwniez zadnych
zmian histopatologicznych w badanych narzadach. Po

okresie rekonwalescencji zaobserwowano jedynie nie-
wielkie zwigkszenie masy watroby i sledziony w grupie
samcow otrzymujacych najwyzsza dawke. U szczuréow
obu plci w tej grupie odnotowano czarne zabarwienie
katu oraz obecnos¢ fulerenu w tresci zotadkowej i jeli-
towej, co $wiadczy o niewielkim wchlanianiu fulerenu
droga pokarmowg [32].

W badaniach 92-dniowych szczurom podawano
dozotadkowo dyspersje nanoczastek fulerenu (31 nm)
w dawkach 0,1-10 mg/kg m.c. [33]. Nie odnotowano
zmian fizjologicznych, biochemicznych, hematologicz-
nych ani immunologicznych wskazujacych na dzia-
tanie toksyczne fulerenu. Badania przy uzyciu fluore-
scencyjnego mikroskopu konfokalnego nie wykazaty
nieprawidfowosci morfologicznych w nablonku jelito-
wym. Zaobserwowano jednak zmiany w rozmieszcze-
niu komoérek Kupfe