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STRESZCZENIE

Do gléwnych przyczyn zgondéw w Polsce zalicza si¢ nowotwory zlosliwe. Jednym z celéw wspolczesnych badan biomedycznych
jest zmaksymalizowanie efektow dzialania stosowanych strategii leczniczych. Podejmowane dziatania doskonalace $rodki tera-
peutyczne sg ukierunkowane na ograniczenie dzialan niepozadanych terapii przeciwnowotworowych. Innym kierunkiem badan
jest poszukiwanie substancji ochronnych, ktére zmniejsza toksyczno$¢ lekéw wobec komoérek prawidlowych. Nanotechnologia
umozliwia projektowanie wyspecjalizowanych nanoczastek, dzigki ktorym mozliwe bedzie skuteczniejsze leczenie choréb nowo-
tworowych, a takze ich bezpieczne diagnozowanie. Nanomaterialy na bazie wegla (fulereny i ich pochodne, grafen, nanorurki we-
glowe, nanodiamenty) stanowig obszerng grupe nanoczastek, ktére maja potencjalne zastosowania biomedyczne zaréwno w te-
rapii, jak i diagnostyce. Celem niniejszej pracy jest oméwienie wlasciwosci biologicznych fulerenoli w kontekscie ich wykorzy-
stania w réznych strategiach terapii przeciwnowotworowych. W pracy oméwiono takze mozliwosci jednoczesnego wykorzysta-
nia nanoczastek w terapii i diagnostyce, czyli teranostyce. Obecny stan wiedzy wskazuje, ze fulereny i ich hydrofilowe pochodne,
w szczegolnosci fulerenole, wykazuja niska toksycznosé lub jej brak. Poprzez swoje wlasciwosci antyoksydacyjne, a takze regulu-
jace ekspresje gendw zaangazowanych w proces apoptozy i angiogenezy oraz stymulowanie odpowiedzi immunologicznej, moga
przyczyniac si¢ do hamowania rozrostu guza i ochrony komoérek prawidlowych. Gadolin zamkniety w klatce fulerenu jest mniej
toksyczny jako $§rodek cieniujacy w rezonansie magnetycznym i moze jednoczesnie hamowac¢ rozwoj nowotworu, co jest obiecu-
jacym wynikiem dla teranostyki. Med. Pr. 2016;67(6):817-831
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ABSTRACT

Malignant tumors are one of the main causes of death in Poland. One of the objectives of contemporary biomedical research is
to maximize the effects of therapeutic strategies. The actions undertaken to improve therapeutic agents are aimed at reducing the
side effects of cancer treatments. Another direction of investigations is the search for protective substances that reduce the toxicity
of the drug to normal cells. Carbon-based nanomaterials (fullerenes and their derivatives, graphene, carbon nanotubes, nanodia-
monds) are a broad class of nanoparticles that have potential biomedical applications in both therapy and diagnostics. The aim of
this paper is to review biological properties of fullerenols in the context of their use in various strategies of cancer treatments. The
authors also discuss the possibility of simultaneous use of nanoparticles in therapy and diagnosis, that is, in theranostics. Current
knowledge indicates that fullerenes and their hydrophilic derivatives, especially fullerenols, show low or no toxicity. They may
contribute to the inhibition of tumor growth and protection of normal cells through their antioxidant properties, as well as to the
regulation of expression of genes involved in apoptosis and angiogenesis, and stimulation of the immune response. Gadolinium-
containing endohedral fullerenes are less toxic as a contrast agents in magnetic resonance imaging, and they may also inhibit
tumor growth, which is a promising result for theranostics. Med Pr 2016;67(6):817-831
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WSTEP na ktdre umierajg nie tylko osoby starsze, ale takze co-

raz czesciej ludzie mlodzi. Istnieje wiele czynnikdw,
Choroby nowotworowe sg obecnie jednym z najpowaz-  od ktérych zalezy rozwoj komorek nowotworowych
niejszych probleméw medycyny. Do gléwnych przy- w organizmie. W wiekszosci przypadkow wskazuje sie
czyn zgondw w Polsce zalicza si¢ nowotwory zlosliwe, na: tryb zycia (diete, stres, przebyte choroby, uzywki,
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aktywnos¢ seksualng, miejsce pracy), wiek oraz pre-
dyspozycje genetyczne [1]. Pomimo diugoletnich badan
nowotworow wciaz nie opracowano skutecznej metody
ich leczenia. Doswiadczenia pokazaly, ze réznorodnos¢
szlakow komorkowych, heterogenno$¢ oraz zmiennosé
mikrosrodowiska guza maja powazne konsekwencje
w terapii chorych [2].

Jednym z celéw wspodlczesnych badan biomedycz-
nych jest zmaksymalizowanie efektéw dzialania stoso-
wanych strategii leczniczych. Podejmowane dziatania
doskonalgce srodki terapeutyczne sg ukierunkowane na
ograniczenie dzialan niepozadanych terapii przeciwno-
wotworowych. Innym kierunkiem badan jest poszuki-
wanie substancji ochronnych, ktére zmniejsza toksyczny
wplyw lekéw na komoérki prawidlowe. Niestety znacz-
nym utrudnieniem i ograniczeniem nowych zwiazkéw
terapeutycznych jest ich niska rozpuszczalnos¢ oraz
brak stabilnosci chemicznej i biologicznej [2,3].

Nanotechnologia umozliwia projektowanie wy-
specjalizowanych nanoczastek, dzigki ktéorym mozli-
we bedzie skuteczniejsze leczenie choréb nowotworo-
wych, a takze ich bezpieczne diagnozowanie [3,4]. Pro-
wadzone badania nad wlasciwosciami biologicznymi,
chemicznymi i fizycznymi nanomaterialéw przyczy-
niajg si¢ do rozwoju nanomedycyny. Rozmiar, ksztalt
i struktura nanoczastek umozliwiaja tworzenie wie-
lu nowych pochodnych, ktére sg obiektem zaintereso-
wan badaczy na calym §wiecie. Nanomaterialy na bazie
wegla (fulereny i ich pochodne, grafen, nanorurki we-
glowe, nanodiamenty) stanowig szeroka grupe nano-
obiektow, ktore majg potencjalne zastosowania biome-
dyczne zaréwno w terapii, jak i diagnostyce [5].

Celem niniejszej pracy jest wskazanie i oméwienie
wykorzystania nanoczastek weglowych, pochodnych fu-
lerenéw w badaniach in vitro i in vivo dotyczacych terapii
przeciwnowotworowych i réznych ich strategii. Ponad-
to oméwiono mozliwosci jednoczesnego wykorzystania
nanoczastek w terapii i diagnostyce, czyli teranostyce.

METODY PRZEGLADU

W niniejszej pracy wykorzystano oryginalne prace do-
$wiadczalne i przegladowe dotyczace wlasciwosci fizy-
kochemicznych i biomedycznych fulerenéw oraz ich
hydroksylowych pochodnych - fulerenoli. Ze wzgle-
du na szerokie mozliwoéci wykorzystania fulereno-
li w biomedycynie praca dotyczy wylacznie przegla-
du najnowszych informacji o ich potencjalnych zasto-
sowaniach w terapii i diagnostyce choréb nowotworo-
wych, ktore naleza do chordb cywilizacyjnych wynika-

jacych z postepu technologicznego oraz zanieczyszcze-
nia $srodowiska naturalnego czltowieka. Oprocz specja-
listycznych artykutéw naukowych wykorzystano takze
informacje opublikowane na portalach internetowych
poswieconych tematyce zdrowotnej.

Dokonano przegladu materiatéw zrédtowych w je-
zyku angielskim i polskim, opublikowanych gtéwnie
w latach 2010-2015. Wykorzystano réwniez starsze po-
zycje w celu dokumentacji historii odkry¢ w zakresie
fulerenéw. Pismiennictwo wyszukiwano w nastepuja-
cych bazach danych: PubMed, Web of Science i Scopus.
Wykorzystano réwniez wyszukiwarke internetowa
Google i ustuge Google Scholar. Zastosowano nastepu-
jace stowa kluczowe w jezyku angielskim: fullerenes,
fullerenols, fullerols, hydroxyfullerenes, anthracyc-
lines, reactive oxygen species, oxidative stress, toxici-
ty, cytotoxicity, gadolinium, metallofullerenes, cancer,
nanomedicine, therapy, diagnostics, theranostics oraz
ich odpowiedniki w jezyku polskim.

WYNIKI PRZEGLADU

Fulereny

Fulereny zaliczane s3 do nanoczastek, ktére stano-
wig alotropowa odmiane wegla. Najbardziej zna-
nym fulerenem jest C_, ktéry zostat odkryty w 1985 r.
przez 3 naukowcéw: Kroto, Smalleya i Curla, uhonoro-
wanych w 1996 r. Nagroda Nobla w dziedzinie chemii
za swoje badania. Nazwa ‘fulereny’ pochodzi od nazwi-
ska znanego architekta Richarda Buckminstera Fulle-
ra, ktory zaprojektowal kopute o ksztalcie podobnym
do czgsteczki fulerenu C, . Najmniejszy fuleren C, jest
zbudowany z 20 atomoéw wegla ulozonych w formie
dwunastoscianu foremnego. Wigksze fulereny sa zbu-
dowane z 12 $cian w ksztalcie pigciokatow foremnych,
tak jak C,, oraz zmiennej liczby $cian w ksztalcie sze-
sciokatéw foremnych. Fulereny moga by¢ zbudowa-
ne z réznej liczby atomow wegla — m.in. mozna wyrdz-
ni¢ C_, C , C,,, ktore sg stabilnymi formami z pustym
wnetrzem, oraz C,, ktory jest stabilny jako endohedral-
ny metalofuleren [6-8]. Najczesciej badany, m.in. ze
wzgledu na tatwo$¢ pozyskania i ceng, jest C, [7,9-11].
Struktura geometryczna jego czasteczki zawiera 60 ato-
moéw wegla utozonych w 12 pierscieni pentagonalnych
i 20 pierscieni heksagonalnych. Wszystkie atomy wegla
sa rownocenne chemicznie i na widmie 1°C magnetycz-
nego rezonansu jadrowego (nuclear magnetic resonan-
ce - NMR) dajg jedng linie z przesunigciem chemicz-
nym d = 143 ppm. Szeé¢dziesiat elektronéw p w C_ nie
jest zdelokalizowanych w calej czasteczce. Delokaliza-
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cja jest ograniczona do fragmentéw heksagonalnych,
natomiast wigzania w pierscieniach pentagonalnych
maja charakter wigzan pojedynczych. Wynika stad
roznica w dlugosci wiazan — wigzania w pierscieniach
sze$cioweglowych sg dlugosci 0,1404 nm i maja cha-
rakter wigzan podwdjnych, natomiast wigzania mie-
dzy atomami wegla z pierscieni szescio- i pieciowe-
glowych sa dlugosci 0,1448 nm i majg charakter wig-
zan pojedynczych (ryc. 1). Taka czasteczka odpowiada
ksztaltem pilce futbolowej, dlatego fuleren nazywany
jest takze ,,weglowa piteczka” o §rednicy 0,71 nm [5]. Je-
sli chodzi o wtasciwosci fizykochemiczne, C,, ma cha-
rakter hydrofobowy i rozpuszcza si¢ w rozpuszczalni-
kach niepolarnych, takich jak alkany, halogenoalka-
ny i weglowodory aromatyczne. Niestety fulereny sta-
bo rozpuszczaja si¢ w roztworach polarnych, co stano-
wi powazny problem, biorac pod uwage ich zastosowa-
nie w naukach biomedycznych [8].

Rozwigzaniem tego problemu moga by¢ modyfi-
kacje struktury fulerenéw polegajace na przylaczeniu
hydrofilowych grup funkcyjnych do powierzchni fu-
lerenu, np. grup hydroksylowych, karboksylowych.
Czasteczki fulerenu moga by¢ takze optaszczane gli-
kolem polietylenowym (polyethylene glycol - PEG) [9].

a)

b)

Ryc. 1. Budowa chemiczna a) fulerenu C, i b) fulerenolu C  (OH)
Fig. 1. Chemical structure of a) fullerene C,, and
b) fullerenol C_(OH),,

24

Ze wzgledu na puste wnetrze fulerenéw moga one sta-
nowi¢ klatke dla innych atomoéw lub czasteczek. Obie-
cujace w diagnostyce obrazowej sa endohedralne po-
chodne fulerenu C_, - Gd@C,, lub Gd@C_,(OH)_|[6].

Fulerenole

Pionierem w tworzeniu hydrofilowych pochodnych fu-
lerenéw w Europie byl prof. Andreas Hirsch (Uniwer-
sytet Erlangen-Nuremberg, Niemcy). W 1994 r. Lam-
parth i Hirsch jako pierwsi opisali synteze rozpuszczal-
nej w wodzie pochodnej fulerenu C_ z kwasem malo-
nowym [11]. Natomiast Chiang i wsp. [12] w 1992 r. po
raz pierwszy zsyntezowali polihydroksylowa pochodng
fulerenu, ktora byla wzglednie dobrze rozpuszczalna
w wodzie, z 14-15 grupami hydroksylowymi. Pochod-
na ta byl fulerenol, inaczej fulerol lub polihydroksylo-
wany fuleren (fullerenol - FUL), ktérego hydrofilowos¢
zwigksza si¢ wraz z liczba przytaczonych grup hydrok-
sylowych (OH).

Nalezy podkredli¢, ze w zaleznosci od liczby grup
hydroksylowych oraz ich polozenia zmienia si¢ cyto-
toksycznos¢ fulerenoli. Shimizu i wsp. [13] w bada-
niach na 3 liniach komérek watroby, 2 liniach nowo-
tworowych dRLh-84 i HepG2 oraz pierwotnych he-
patocytach szczura wykazali niewielka cytotoksycz-
nos¢ fulerenu C_ oraz fulerenoli C_(OH), i C, (OH),.
W przypadku C_(OH), , i C (OH),, dochodzito do
pojawienia sie licznych wakuoli woké?t jadra komor-
kowego i zahamowania aktywnosci mitochondriéw.
Weczesniejsze badania Nakagawy i wsp. [14] wskazy-
waly, ze fulerenol C, (OH),, silniej dziatat cytotoksycz-
nie na §wiezo izolowane hepatocyty szczura niz fulere-
nol C (OH),, i fuleren C_.

Kluczowym parametrem umozliwiajacym podawa-
nie i dystrybucje w ukltadach biologicznych pochod-
nych fulerenéw jest ich dobra rozpuszczalnos¢ w $ro-
dowisku wodnym. Jesli hydrofilowe grupy funkcyjne
nie sa zlokalizowane réwnomiernie na powierzchni
klatki fulerenu, a koncentruja si¢ w okreslonych miej-
scach (np. po 2 stronach klatki weglowej), dochodzi do
powstania amfipatycznych pochodnych, tzw. amfifu-
lerenéw. Maja one zaréwno wiasciwosci hydrofobowe,
jak i hydrofilowe. Takie pochodne s3 zdolne do Iacze-
nia si¢ w agregaty w srodowisku wodnym. Wykazano,
ze C(OH),, w roztworach wodnych tworzy agregaty
i od tej zdolnosci zaleza m.in. wlasciwosci biologiczne
fulerenoli [15].

Fulereny i ich pochodne ze wzgledu na silne wta-
$ciwosci antyoksydacyjne moga by¢ wykorzystywa-
ne w leczeniu réznych stanéw chorobowych, w tym
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zaburzen neurologicznych, naczyniowych oraz zmian
nowotworowych, wykazujac wlasciwosci przeciwno-
wotworowe i neuroprotekcyjne [8,16]. Ich aktywnos¢
przeciwutleniajgca moze by¢ kilkaset razy wieksza niz
innych przeciwutleniaczy [17]. W warunkach zwigk-
szonego stresu oksydacyjnego w komoérkach dochodzi
do nagromadzenia si¢ reaktywnych form tlenu (RFT).
Takie procesy moga ostatecznie skutkowaé nieodwra-
calnymi zmianami i §miercig komdrkowsa [16].

Wlasciwosci antyoksydacyjne fulerenoli

a chemioterapia

Stres oksydacyjny jest wynikiem nieprawidlowego me-
tabolizmu reaktywnych form tlenu w organizmie i jest
uwazany za jeden z gléwnych powoddw rozwoju nowo-
tworéw. Reaktywne formy tlenu mogg reagowac z rdz-
nymi czasteczkami biologicznymi i powodowa¢ po-
wstanie mikrosrodowiska guza [18]. Jednym ze spo-
sobow walki z chorobami nowotworowymi jest che-
mioterapia, ktdrg zalicza si¢ do terapii systemowych.
Wsrdd najczesciej stosowanych lekéw przeciwnowo-
tworowych znajduja sie antybiotyki antracyklinowe,
ktére od ponad 40 lat sg stosowane w leczeniu réznych
nowotworow [19].

Ich cytotoksyczno$¢ zwiazana jest ze zdolnoscig do
wywolywania uszkodzen kwasu deoksyrybonukle-
inowego (deoxyribonucleic acid - DNA), inhibicji to-
poizomerazy II, wytwarzania reaktywnych form tlenu
i uszkadzania blon komoérkowych. Warto$¢ terapeu-
tyczng antracyklin zmniejszajg jednak dziatania nie-
pozadane w postaci pancytopenii, kardiotoksyczno-
$ci i zaburzenia czynnosci nerek. Kolejng przeszkoda
w stosowaniu terapeutycznym lekow przeciwnowotwo-
rowych jest wystepowanie opornosci wielolekowej. Po-
dejmowane sg liczne proby zmniejszenia toksycznosci
antracyklin wobec komoérek prawidlowych. Obejmu-
ja one optymalizacje dawki, stosowanie terapii skoja-
rzonej z przeciwutleniaczami i/lub zwigzkami zapobie-
gajacymi apoptozie, stosowanie systemow dostarczania
lekéw oraz synteze i zastosowanie mniej toksycznych
analogow [20,21].

Antybiotyki antracyklinowe cechujg si¢ silnym
dziataniem kardiotoksycznym, ktére skutkuje wysta-
pieniem kardiomiopatii poantracyklinowej, arytmii
serca, nadcis$nienia tetniczego oraz ostrych i przewle-
ktych schorzen ukladu krazenia. W mies$niu sercowym
aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych jest niska, co
sprawia, ze kardiomiocyty sg bardziej narazone na stres
oksydacyjny inicjowany antracyklinami. W poréw-
naniu z watrobg w sercu jest 150 razy mniej katalazy

(catalase - CAT) i4 razy mniej dysmutazy ponadtlenko-
wej (superoxide dismutase — SOD). Dodatkowo w kar-
diomiocytach 40% organelli stanowig mitochondria,
w ktérych wydostanie sie elektronéw z tancucha od-
dechowego wiaze si¢ ze wzrostem RFT. Mitochondria
w wewnetrznej blonie posiadaja dehydrogenaze dinu-
kleotydu nikotynoamidoadeninowego (reduced nicoti-
namide adenine dinucleotide - NADH), ktora uczest-
niczy w redukcji antracyklin, jednoczesnie zwiekszajac
stres oksydacyjny. Po nieodwracalnych modyfikacjach
mitochondriéw kardiomiocyty kierowane sg na droge
apoptozy lub nekrozy. Z tego powodu jedna z przyczyn
niewydolnosci mie$nia sercowego moze by¢ zbyt duze
stezenie wolnych rodnikéw [22].

W celu oceny zdolnosci do obnizania kardiotoksycz-
nosci doksorubicyny (doxorubicin - DOX) (10 mg/kg)
przez fulerenol C, (OH),, (50 mg/kg i 100 mg/kg) ze-
spot Torres i wsp. [22] przeprowadzil funkcjonal-
ne, biochemiczne i strukturalne badania migsnia ser-
cowego na szczurach rasy Wistar. Monitorowano pa-
rametry hematologiczne i aktywno$¢ enzymoéw an-
tyoksydacyjnych (katalazy, dysmutazy ponadtlenko-
wej, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationo-
wej). Podanie doksorubicyny prowadzilo do uszkodze-
nia mie$nia sercowego, zaburzen pracy serca oraz pod-
wyzszenia aktywnodci enzymoéw antyoksydacyjnych.
Po 14 dniach od podania DOX hematokryt, liczba
czerwonych krwinek i zawartos¢ hemoglobiny zmala-
ta, natomiast liczba biatych krwinek znaczaco wzrosta.
W przypadku grup traktowanych fulerenolem w oby-
dwu stezeniach na 30 min przed podaniem DOX pa-
rametry te pozostaly na poziomie jak u zwierzat nie-
leczonych antybiotykiem antracyklinowym. Badania
histopatologiczne potwierdzily ochronng funkcje fu-
lerenolu wobec komorek migsnia sercowego i uzyska-
nie wiekszej ochrony dla wyzszego stezenia fulerenolu
(100 mg/kg).

Oproécz dysfunkcji mig$nia sercowego badane byty
takze zmiany zachodzace w innych narzadach, takich
jak: watroba, nerki, ptuca i jadra, po zastosowaniu tera-
pii antracyklinowej. W pracy Vapa i wsp. [23] oceniono
wplyw DOX (10 mg/kg) na jadra, nerki i ptuca szczu-
réw rasy Wistar po wczesniejszym podaniu fulereno-
lu C (OH),, (50 mg/kg i 100 mg/kg). Po 2 i 14 dniach
od podania DOX zauwazono znaczny wzrost stezenia
kwasu tiobarbiturowego (thiobarbituric acid reacti-
ve substances - TBARS) we wszystkich badanych na-
rzadach, $wiadczacy o zwigkszonej peroksydaciji lipi-
dow w ich komoérkach. Podanie fulerenolu na 30 min
przed DOX hamowatlo zwigkszong peroksydacje lipi-
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dow w jadrach i nerkach po 14 dniach. Fulerenol o ste-
zeniu 100 mg/kg chronil w znacznym stopniu jadra
i nerki, natomiast w przypadku ptuc ochrona byla nie-
wielka — okoto 20%.

Koji¢iwsp. [24] oceniali wwarunkach in vitro wzrost
komorek raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231 pod
wpltywem fulerenolu C_(OH),, o réznych stezeniach
(0,9-3,9 pg/ml) i/lub lekéw przeciwnowotworowych,
takich jak: DOX, cisplatyna (cisplatin — PT), taksol (ta-
xol - TAX) i tiazofuryna (tiazofurin - TI). Fulerenol
hamowatl wzrost obu linii komoérkowych w niewielkim
stopniu, do maksymalnie 20%. Jednoczesnie nie stwier-
dzono genotoksycznosci fulerenolu wobec obydwu linii
komorkowych w zastosowanych stezeniach. Po jedno-
czesnym podaniu fulerenolu i DOX obserwowano ob-
nizenie cytotoksycznosci antracykliny w stosunku do
obydwu linii komdrkowych. Dla linii MCF-7 obnize-
nie cytotoksycznosci DOX bylo praktycznie niezalezne
od czasu postinkubacji (24 godz., 48 godz., 96 godz.)
i stezenia fulerenolu. Natomiast w przypadku linii
MDA-MB-231 obnizenie cytotoksycznosci bylo od-
wrotnie proporcjonalne do st¢zenia fulerenolu oraz
malalto wraz z czasem postinkubacji. Podobny efekt ob-
serwowano dla PT dla 24 godz. i 48 godz. postinkuba-
cji. Dla TAX i TT efekt obnizenia cytotoksycznosci le-
kow przez fulerenol byt stabszy. Ochronne dzialanie fu-
lerenolu bylo lepiej wyrazone w przypadku DOX i PT,
ktérych cytotoksyczno$¢ jest zwigzana w duzym stop-
niu z synteza RFT.

Modyfikacja mikrosrodowiska guza
przez fulerenole
Mikrosrodowisko guza stanowi krytyczne miejsce ini-
cjacji i progresji nowotworu. Kolejnym kierunkiem w te-
rapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem nanome-
dycyny jest projektowanie ukierunkowanej strategii le-
czenia, ktorej dziatanie bedzie polegalo nie tylko na ha-
mowaniu wzrostu komorek nowotworowych, ale takze
na normalizowaniu mikro$rodowiska wokoét guza.
Jednymi z obiecujacych nanoczasteczek, pozwa-
lajacymi ograniczy¢ wzrost guza, s3 metalofulereno-
le z wlaczonym do ich wnetrza atomem gadolinu [18].
Do najczgéciej badanych nanoczgsteczek nalezy
Gd@C,,(OH),,. W skfad tej czasteczki wchodzi atom
gadolinu, ktéry jest zamkniety wewnatrz weglowej
klatki fulerenolu. Gadolin jest metalem nalezacym do
grupy lantanowcow i wykorzystywanym do obrazowa-
nia metoda jadrowego rezonansu magnetycznego (ma-
gnetic resonance imaging - MRI). Gadolin w postaci
wolnej (Gd*) jest silnie toksyczny, dlatego stosuje sie

go w postaci réznych chelatow. W organizmie chela-
ty dysocjuja i uwalniaja wolne jony gadolinu. Sprzyja
temu obecnos¢ jonow zelaza. Sugeruje sig, Ze podawa-
nie chelatéw gadolinu prowadzi do ciezkiej, postepuja-
cej choroby zwigzanej z uszkodzeniem nerek - nerko-
pochodnego widknienia uktadowego (nephrogenic sys-
temic fibrosis - NSF). Wolny gadolin odklada si¢ w wa-
trobie, mozgu, kosciach i weztach chlonnych, prowa-
dzac do aktywacji komoérek dendrytycznych (CD68+),
ktdre, uwalniajac czynnik wzrostu TGF-B1, stymulu-
ja procesy wioknienia. Wedlug innej teorii makrofagi
fagocytuja Gd** i uwalniaja cytokiny prozapalne, ktd-
re rowniez stymuluja procesy widknienia. Poczatkowo
sadzono, ze nadmiernemu wiéknieniu ulega wytacznie
skora. Stwierdzono jednak, ze oprécz skory widknieniu
moga ulec takze inne narzady, w tym mie$nie szkiele-
towe, pluca, watroba i serce. Tylko skoéra gtowy pozo-
staje bez zmian [25,26].

Zamknigcie jonu gadolinu w klatce fulerenu C,, lub
jego hydroksylowej pochodnej C,,(OH) bylo obie-
cujacym krokiem w kierunku obnizenia toksyczno-
$ci tego pierwiastka, z zachowaniem zdolnosci cieniu-
jacych w MRI. Poczatkowo Gd@C,,(OH),, byt bada-
ny jako srodek cieniujacy. Zauwazono jednak, ze ten
endohedralny fuleren jest w stanie hamowa¢ powsta-
wanie przerzutow i wzrost réznych typéw nowotwo-
réow [27]. Ta pochodna, w przeciwienstwie do lekow
przeciwnowotworowych  dzialajacych  cytotoksycz-
nie, nie niszczy komoérek nowotworowych, lecz hamuje
wzrost guza i powstawanie przerzutéw. Badania histo-
patologiczne wykazaty, ze Gd@C,,(OH),, nie powodo-
wal zmian w watrobie, §ledzionie, nerkach, sercu, moé-
zgu i plucach myszy. Skutecznos¢ leczenia guza piersi
myszy ta pochodng fulerenu byla znacznie wyzsza niz
powszechnie stosowanych lekéw, np. paklitakselu. Wy-
kazano, ze wysoka skuteczno$¢ przeciwnowotworowa
Gd@C,,(OH),, nie wynikata z klasycznych efektow cy-
totoksycznych, lecz regulacji mikro$rodowiska guza.
Zaobserwowano takze, ze migracja komoérek srodbton-
ka naczyn wlosowatych w warunkach in vitro byta thu-
miona o ponad 80%, a gesto$¢ naczyn wlosowatych
w guzach zmniejszyta si¢ o ponad 40% [18].

Hamowanie procesu angiogenezy staje si¢ waznym
elementem strategii w walce z chorobami nowotwo-
rowymi. Proces tworzenia naczyn krwionosnych wo-
kot guza zapewnia komoérkom tlen i skladniki odzyw-
cze niezbedne do jego wzrostu oraz powstawania prze-
rzutéow. Po dootrzewnowym podaniu myszom z no-
wotworem sutka (myszy z defektem immunologicz-
nym BALB/c) fulerenolu C_(OH),, zaobserwowano
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obnizenie o 20-40% czynnikéw stymulujacych an-
giogeneze, takich jak: czynnik martwicy nowotwo-
ru (tumor necrosis factor alfa - TNF-a), plytkopo-
chodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth fac-
tor — PDGF) i czynnik wzrostu $rédbtonka naczynio-
wego (vascular endothelial growth factor - VEGEF).
Poziom ekspresji VEGF wplywa na szybkos¢ wzrostu
guza i jego unaczynienie oraz proces przerzutowania.
Czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego produko-
wany przez komorki guza pobudza wszystkie krytycz-
ne dla angiogenezy czynniki, takie jak proliferacja, mi-
gracja i adhezja. Fulerenol podany w dawce 2 mg/kg

zmniejszal o polowe ekspresje informacyjnego kwa-
su rybonukleinowego (messenger ribonucleic acid —
mRNA), PDGF i TNF-a, nie wplywal natomiast na
ekspresje mRNA VEGEF. Sugeruje to, ze obnizenie po-
ziomu VEGEF jest wynikiem przeciwutleniajacego dzia-
tania fulerenolu. Ponadto zaobserwowano pecznie-
nie mitochondriéw, uszkodzenia grzebieni mitochon-
drialnych oraz kondensacje chromatyny na brzegu ja-
der komoérkowych w komoérkach guza. Sugeruje to, ze
polihydroksylowany fuleren moze indukowa¢ apopto-
ze komodrek nowotworowych i zmniejsza¢ gestos¢ na-
czyn krwionosnych wokot guza [7,28].

Tabela 1. Efekty biologiczne metalofulerenolu Gd@C,,(OH),,
Table 1. Biological effects of metallofullerenol Gd@C,,(OH),,

Uktad badawczy Efekt dziatania Gd@C,,(OH),, Pi$miennictwo
System Effect of Gd@C,(OH),, References
Komorki raka ptuc cztowieka { wytwarzania RFT i ochrona przed uszkodzeniem oksydacyjnym mitochondriéw / 30
linia A549 / Human lung / reduced H,0,-induced ROS formation and mitochondrial damage
adenocarcinoma A549 cells line
Komorki $rédblonka mézgowych
naczyn wlosowatych szczura / Rat
brain capillary endothelial cells
Nagie myszy z nowotworem skuteczny zmiatacz wolnych rodnikéw / scavenges ROS directly 30
(BALB/c) / Tumor-bearing nude hamowanie peroksydacji lipidéw / inhibition of lipid peroxidation
mice (BALB/c) { $miertelnoéci myszy przy stezeniu 2,5 umol/kg / 4 mortality of mice at 2.5 umol/kg
Myszy C57BL/6 / Mice C57BL/6 zahamowanie rozrostu guza / inhibition of the tumor growth 29
immunomodulacyjne dziatanie na komorki T i makrofagi / an immunomodulatory effect
on T cells and macrophages
1 produkji cytokin Th1 / an increase in the production of Th1 cytokines
{ produkji cytokin Th2 / a decrease in the production of Th2 cytokines
brak toksycznosci systemowej przy stezeniu 0,5 umol/kg / no systemic toxicity at 0.5 umol/kg
Nagie myszy z guzem raka prostaty T wewnatrzkomoérkowego gromadzenia sie cisplatyny i tworzenie adduktéw cisplatyna-DNA / 31
opornym na cisplatyne / Nude / enhanced intracellular accumulation of cisplatin and formation of cisplatin-DNA adducts
mice with prostate cancer tumor { przezycia komérek CP-r i zahamowanie rozrostu guza / a decrease in the number
resistant to cisplatin (CP-r) of surviving CP-r cells and inhibited growth of the CP-r tumor
Nagie myszy z guzem raka sutka zahamowanie angiogenezy, zmniejszenie gestosci naczyn wokoét guza / inhibition 7,32
(z komorek linii MCF-7) lub raka of angiogenesis, decreased tumor microvessel density
trzustki (linia JF305) / Human { ponad 10 czynnikéw angiogennych na poziomie mRNA / down regulation of more
breast cancer (MCF-7 cell line) or than 10 angiogenic factors in the mRNA level
pancreatic cancer (JE305 cell line) { angiogenezy poprzez zahamowanie ekspresji i aktywnosci MMP-2 i MMP-9 / suppressed
bearing nude mice angiogenesis via potently reducing MMP-2 and MMP-9 expression and activity
brak efektow ubocznych przy stezeniu 2,5 pmol/kg (masa ciata, parametry biochemiczne) /
/ not pronounced side effects in nanoparticle-treated mice at 2.5 pmol/kg (body weight,
blood biochemical parameters)
efekty dzialania poréwnywalne z paklitakselem / effects comparable to the anticancer drug
paclitaxel
Nicien / Nematode Caenorhabditis dobra tolerancja metalofulerenolu / good tolerance of metallofullerenol 33

elegans

brak wplywu na dtugos¢ zycia, odpornos¢ na stres, rozwoj i zachowanie zaréwno dorostych, jak
i mlodych osobnikdw / no apparent toxic effects on longevity, stress resistance, growth
and behaviors in both adult and young worms

RFT - reaktywne formy tlenu / ROS - reactive oxygen species, DNA - kwas deoksyrybonukleinowy / deoxyribonucleic acid, nRNA - informacyjny kwas rybonukleinowy / mes-

senger ribonucleic acid.
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Waznym sposobem walki z chorobami nowotwo-
rowymi moze by¢ stymulacja uktadu odpornosciowe-
go. Metalofulerenol Gd@C,,(OH),, moze stymulowac
odpowiedZz immunologiczng poprzez aktywacje lim-
focytéw T i makrofagéw, ktore uwalniajg szereg cyto-
kin: interleukiny-2 (IL-2), IL-4, IL-5, interferon gam-
ma (INF-y) i TNF-a, a nastepnie aktywuja sciezki sy-
gnalowe prowadzace do apoptozy komodrek nowotwo-
rowych [4,29].

W tabeli 1. przedstawiono szczegblowe efekty
dzialania metalofulerenolu Gd@C,,(OH),, na rozwdj
guzéw nowotworowych u myszy laboratoryjnych przy
braku toksycznosci dla myszy oraz modelowego orga-
nizmu - niepasozytniczego nicienia glebowego Caenor-
habditis elegans.

Toksycznos¢ fulerenoli

Wigkszo$¢ opublikowanych badan dowodzi, ze fulere-
nole s3 nanoczastkami niewykazujacymi cytotoksycz-
nos$ci nawet w wysokich stezeniach. Pojawiajg sie jed-
nak doniesienia, ze fulerenole moga mie¢ wlasciwo-
$ci cytotoksyczne [34-37]. Czynnikami, ktére moga
warunkowa¢ cytotoksycznos¢, sa: zlozona struktu-
ra nanoczastek i ich zdolno$¢ do zmiatania lub ge-
nerowania RFT np. pod wplywem S$wiatla, rdéznice
w wielkosci, ksztalcie, metodzie produkgcji i obecno-
$ci zanieczyszczen. Ocene cytotoksycznosci fulerenolu
C,,(OH)_ (x = 22; 24) po 48 godz. inkubacji prowadzo-
no na 3 liniach komérkowych CHO, CHL i L929. Wy-
kazano, ze fulerenol ma wysoka toksycznos¢ dla li-
nii CHL i CHO, ale nie ma wptywu na lini¢ L929. Moze
to oznaczad, ze cytotoksycznos¢ jest swoista dla danego
typu komorek. Fulerenol C_(OH)_ (x = 22; 24) bloko-
wal réwniez faz¢ G1 cyklu komoérkowego [35].

Doswiadczenia przeprowadzone przez zesp6t Yama-
wakiego i wsp. [36] wskazujg, ze fulerenol C (OH),,
w stezeniach do 100 pg/ml uwalnia dehydrogenaze
mleczanowy (lactate dehydrogenase — LDH) z komé-
rek $rodblonka zyly pepowinowej czlowieka (human
umbilical vein endothelial cells - HUVEC) inkubowa-
nych z fulerenolem przez 24 godz. W cytozolu komoérek
tworzyly si¢ wakuole i spadata koncentracja komodrek
wraz ze wzrostem stezenia fulerenolu. Ustalono tak-
ze, ze tulerenol nie indukowal procesu apoptozy, nato-
miast powodowal akumulacje poliubikwitynowanych
biatek w komoérkach oraz nasilal autofagie.

Fulerenol C_(OH),, w stezeniu 50 uM powodowat
powstanie pecherzykéw na powierzchni hepatocytow
szczura, zmniejszenie stezenia adenozynotrdéjfosforanu
(adenosine triphosphate — ATP), zredukowanego glu-

tationu (reduced glutathione - GSH), obnizenie mito-
chondrialnego potencjatu blonowego, a takze fragmen-
tacje DNA [38]. Miejscami docelowymi hydroksylowa-
nego fulerenu byly jadra komoérkowe i mitochondria.
Toksyczny wplyw fulerenolu C, (OH),, w stezeniach
od 25 mg/] na izolowane mitochondria wykazali ostat-
nio Yang i wsp. [39].

Jung i wsp. [40] oraz Cong i wsp. [17] w najnowszych
badaniach stwierdzili, ze fulerenol nie jest toksycz-
ny wobec Caenorhabditis elegans. Organizm ten nale-
zy do niepasozytniczych nicieni wystepujacych w gle-
bach klimatu umiarkowanego i jest zaliczany do orga-
nizméw modelowych ze wzgledu na znajomos¢ jego
genomu i konektomu. Cytowane badania dowodza, ze
stezenia fulerenolu w zakresie 50-130 mg/] nie wpty-
waja na obnizenie zywotnosci C. elegans. Jednak wcze-
$niejsze badania Cha i wsp. [41] wskazuja, ze fulerenol
prowadzi do skrdcenia dtugosci zycia, obnizenia zdol-
noéci reprodukcyjnych oraz zmniejszenia wielkosci
ciala w wyniku inicjowania $mierci apoptotycznej ko-
morek nicienia przy stezeniach powyzej 10 mg/1.

Roéznice w toksycznosci fulerenoli wynikajg praw-
dopodobnie z odmiennych wlasciwosci fizykoche-
micznych nanoczastek. Brakiem toksycznosci cha-
rakteryzowal si¢ fulerenol o $redniej wielkosci cza-
steczki okofo 150 nm, natomiast efekty toksyczne ob-
serwowano dla fulerenolu o $rednicach nanoczastek
ok.5nmi40 nm.

W tabelach 2-4. przedstawiono szczegétowe efek-
ty dziatania fulerenoli o réznym stopniu hydroksylacji
w réznych uktadach biologicznych.

Podsumowujac, efekty cytotoksyczne fulerenoli
w badaniach in vitro zaleza od liczby grup ~OH i stop-
nia agregacji nanoczastek oraz linii komoérkowej. Za-
kres stezen, dla ktérych nie obserwuje si¢ efektow cyto-
toksycznych, jest bardzo szeroki, od 8 mg/l [47] do na-
wet 1000 mg/1 [35]. Przedstawione wyniki wskazuja tak-
ze, ze wieksza wrazliwoscia na fulerenol charakteryzuja
sie komoérki nowotworowe, co jest obiecujace w aspekcie
zastosowan w terapii przeciwnowotworowe;j.

W warunkach in vivo takze wystepuja réznice w tok-
sycznosci fulerenolu. Stezenia ponizej 0,1 mg/kg wyda-
ja si¢ bezpieczne na podstawie przytoczonych danych
literaturowych. Ponadto w warunkach stresu oksyda-
cyjnego fulerenol wykazuje wlasciwos$ci ochronne.

Teranostyka w nanomedycynie

W ciagu ostatnich lat podjeto dzialania majace na
celu monitorowanie efektywnosci leczenia choréb no-
wotworowych, reakeji chorego na przyjmowane leki,
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Tabela 2. Efekty biologiczne dziatania fulerenoli na komoérki prawidtowe
Table 2. Biological effects of fullerenols in normal cells

Fulerenol Komorki prawidtowe Efekt dzialania fulerenoli Pi$miennictwo
Fullerenol Normal cell line Effect of fullerenols References
C,,(OH),, fibroblasty ptuc czlowieka brak genotoksycznosci (test mikrojadrowy, kometowy i y-H2AX) / no genotoxicity 42
(linia IMR-90) / human (micronucleus test, comet assay and y-H2AX foci formation)
lung .ﬁbroblasts (IMR-90 cytotoksycznodci i genotoksyczno$ci wywotanej przez insektycyd acetamipryd / reduced
cell line) cytotoxicity and genotoxicity of acetamiprid
C,(OH),, .. komoérki nabtonka cytotoksycznosé (T uwalniania LDH i MTS) / cytotoxicity (increase in LDH release 37
soczewki oka czlowieka and MTS assay)
(linia HLE B-3) / fototoksyczno$é / phototoxicity
/ human lens epithelial : . . Lo . . .
cells (HLE B-3 cell line) aktywacja kaspazy 3 - indukcja apoptozy / caspase-3 activation — induction of apoptosis
C,,(OH),, keratynocyty czltowieka brak wplywu na zywotnosé¢ (do 50 uM) / no toxicity (up to 50 uM) 43
(linia. HaCaT) / human { aktywnosci mitochondriéw w obecnosci $wiatta (fototoksycznos¢) / loss of
keratinocytes (HaCaT mitochondrial activity in the presence of light (phototoxicity)
cell line)
C,,(OH),, komorki §rodblonka cytotoksycznoé¢ w zakresie wysokich stezen (do 100 mg/l) / cytotoxic injury at high 36, 44
zyly pepowinowe;j doses (up to 100 mg/1):
czlowieka / human tworzenie si¢ wakuoli w cytozolu / cytosolic vacuole formation
umbilical vein .
. uwalnianie LDH / LDH release
endothelial
cells (HUVEC) hamowanie proliferacji / inhibited cell growth
akumulacja poliubikwitynowanych bialek w komoérkach / accumulation of
polyubiquitinated proteins
autofagia / facilitated autophagy
T ekspresji ICAM-1 (CD54) i czynnika tkankowego (CD142) / increased cell surface
expression of [CAM-1 (CD54) and tissue factor (CD142)
ekspozycja fosfatydyloseryny (PS) na zewnetrznej powierzchni blony / increased exposure
of phosphatidylserine (PS) on the outer surface of the plasma membrane
blokowanie cyklu komérkowego w fazie G1 i indukowanie apoptozy / G1 arrest and
induced apoptosis
7 stezenia jonow wapnia (Ca?*) w komoérkach / elevation of intracellular calcium Ca?*
C,,(OH),, komorki jajnika chomika  { stresu oksydacyjnego indukowanego mitomycyng C / reduced mitomycin C-induced 45
chinskiego (CHO-K1) /  oxidative stress
/ Chinese hamster ovary  pjeznaczne zaburzenia metabolizmu komérkowego / moderately disturbed cellular
cells (CHO-K1) metabolism
C,,(OH),, wyspy erytroblastyczne hamowanie proliferacji komorek erytroidalnych / inhibition of proliferation 46
szpiku kostnego opdznianie dojrzewania erytroblastéw / delays in erythroblast maturation
/ P ) Y y yt
Zuré t
SECLATOW [ T3 ostabienie asocjacji komorek progenitorowych szeregu erytrocytéw z centralnymi
erythroblastic islets ) o . . SN
makrofagami / suppressed association of CFU-E (colony forming unit - erythroid) with
of the bone marrow .
residual macrophages
C,,(OH),, $wiezo izolowane indukcja reaktywnych form tlenu / induction of reactive oxygen species 38
hipatholcyw fch;r a/ powstawanie pecherzykéw na powierzchni komérek / formation of cell surface blebs
/ i 1 t
here:toZyltseOs aedr 1 poziomu komérkowego ATP i zredukowanego glutationu / loss of cellular levels of ATP
P and reduced glutathione
indukgja fragmentacji DNA / induction of DNA fragmentation
uszkodzenie blon mitochondriéw (spadek potencjatu blonowego) / loss of mitochondrial
membrane potential
C,,(OH),, pierwotne noworodkowe  fulerenole o réznym stopniu hydroksylacji nie sa cytotoksyczne i nie wywotuja 47
C,(OH),, keratynocyty czlowieka /  stanu zapalnego do stezenia 8,55 mg/l / different hydroxylation of fullerenes caused
/ primary neonatal no cytotoxicity or inflammation up to 8.55 mg/l
Ceo(OH)az

human epidermal
keratinocytes (HEK)
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Tabela 2. Efekty biologiczne dziatania fulerenoli na komoérki prawidtowe - cd.
Table 2. Biological effects of fullerenols in normal cells - cont.

Fulerenol Komérki prawidtowe Efekt dzialania fulerenoli Pi$miennictwo
Fullerenol Normal cell line Effect of fullerenols References
C,(OH),, erytrocyty czlowieka / wigzanie fulerenolu z bialkami cytoszkieletu (biatkami pasma 3 i ATP-azami) / fullerenol 48
/ human erythrocytes attachment to cytoskeletal proteins (the band 3 protein and membrane ATPases)

ochrona przed degradacja biatka pasma 3 / prevented degradation of the band 3 protein

nieznacznie zmieniona morfologia (transformacja echinocytarna) dla duzych stezen
(powyzej 100 mg/l) / slightly changed morphology of the cells (echinocytic transformation)
at high concentrations (above 100 mg/l)

nieodwracalna inhibicja ATP-az jonozaleznych / irreversible ion-dependent ATPases
inhibition

LDH - dehydrogenaza mleczanowa / lactate dehydrogenase, MTS - badanie aktywnosci metabolicznej / metabolic activity assay, ICAM-1 - czgsteczki adhezji mi¢dzykomor-
kowej 1/ intercellular adhesion molecule 1, ATP - adenozynotrdjfosforan / adenosine triphosphate, DNA - kwas deoksyrybonukleinowy / deoxyribonucleic acid.

Tabela 3. Efekty biologiczne dzialania fulerenoli na komoérki nowotworowe
Table 3. Biological effects of fullerenols in cancer cells

Fulerenol Komorki nowotworowe Efekt dziatania fulerenoli Pi$miennictwo
Fullerenol Cancer cell line Effect of fullerenols References
C,(OH),, komorki linii MCF-7 raka J stezenia TNF-a, PDGF i VEGF / tumor TNF-a, PDGF and VEGF levels 28
piersi cztowieka / human breast decreased significantly

adenocarcinoma MCF-7 cell line uszkodzenie mitochondriéw i kondensacja chromatyny na brzegu jader

komorek MCEF-7 / mitochondria damaged and chromatin concentrated
at the margins of the nuclei MCF-7

C,(OH),,  komérki raka piersi EMT-6 in vivo / nieznaczne spowolnienie rozrostu guza i znaczace ograniczenie migracji 28
/ murine mammary carcinoma komoérek nowotworowych / slight inhibition of the tumor growth and significant
cells EMT-6 in vivo suppression of the migration of cancer cells

{ stezenia czynnikéw angiogennych: TNF-a, PDGF i VEGF / inhibition of
angiogenic factors: TNF-a, PDGF and VEGF

1 gestosci naczyn wokot guza / reduction of tumor vascularization

C,(OH),,  komérki biataczkowe K562 / komorki biataczkowe stajg sie bardziej wrazliwe na radioterapie pod wplywem 49
/ leukemic K562 cells fulerenolu / sensitization of leukemic cells to ionizing radiation upon fullerenol
treatment

nadekspresja Bcl-2, Bcl-xL i genow GSTA4, MnSOD, NOS, CAT i HO-1/
/ overexpression of anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-xL, and cytoprotective
genes: GSTA4, MnSOD, NOS, CAT and HO-1

C,(OH),, komorki raka ptuc A549 / lung T poziomu fosforylacji p38 MAPK, ERK1/2 i JNK / increased level 16
carcinoma A549 cells of p38 MAPK, ERK1/2 and JNK phosphorylation

{ poziomu apoptozy inicjowanej nadtlenkiem wodoru / attenuation hydrogen
Y Inicj ) ydrog
peroxide-induced apoptotic cell death

1 zdolnosci antyoksydacyjnej regulowanej Nrf2/HO-1 / augmentation
of Nrf2/HO-1-regulated cellular antioxidant capacity

C,(OH),,  komérki raka  sztywnosci cytoszkieletu / decrease in elasticity 50, 51
watrobowokomérkowego
SMCC-7721/
/ hepatocellular carcinoma
SMCC-7721cells

zmiany morfologiczne / cellular morphological changes

{ zdolnosci adhezyjnych komérek / probability of adhesion decreases
significantly

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu / tumor necrosis factor alfa, PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu / platelet-derived growth factor, VEGF - czynnik wzrostu §réd-
blonka naczyniowego / vascular endothelial growth factor.
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Tabela 4. Efekty biologiczne dziatania fulerenoli w warunkach in vivo
Table 4. Biological effects of fullerenols in in vivo systems

Fulerenol
Fullerenol

Organizm
Organism

Efekt dziatania fulerenoli
Effect of fullerenols

Pi$miennictwo
References

C,(OH)

3-24

CGO(OH)24

C,,(OH)

18722(

CéO(OH)24

C,,(OH)

19-24

C,(OH)

n>36

szczury Sprague-Dawley:
krew, watroba, nerki /

/ Sprague-Dawley rats:
blood, liver, kidney

samce szczuréw Wistar /
/ male Wistar rats

OK,) danio pregowany / zebrafish

Danio rerio
mozg / brain

zlota rybka / fathead
minnow Pimephales
promelas

nicien / nematode
Caenorhabditis elegans

nicien / nematode
Caenorhabditis elegans

tagodzenie hepatotoksycznosci i nefrotoksycznoéci wywolanej stresem oksydacyjnym
po podaniu CCl, okreslone na podstawie aktywnosci ALT i AST oraz stezenia

azotu mocznikowego i kreatyniny w surowicy / protection of liver and kidney

from CCl,-induced oxidative stress on the basis of aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) activities, creatinine and blood urea nitrogen
contents

7 stosunku GSH/GSSG w watrobie / increase in the ratio of reduced glutathione

to oxidized glutathione

{ stopnia martwicy i sttuszczania watroby (dotyczy zmian makroskopowych

i histopatologicznych) / alleviated necrosis and steatosis of liver (macroscopic

and histopathological changes)

tagodzenie zmian histopatologicznych w nerkach / mitigation of histopathological
changes in the kidneys

histopatologiczny wyglad kiebuszkow i kanalikéw nerkowych w normie po
zastosowaniu samego fulerenolu / normal appearances of the glomeruli and renal
tubules after fullerenol alone treatment

{ aktywnosci izoform cytochromu P450 CYP1A1 i CYP1A2 (dawka 0,1 mg/kg) /

/ a decrease in activity of cytochrome P450 CYP1A1 and CYP1A2 isoform

at a dose of 0.1 mg/kg

T aktywnosci izoform cytochromu P450 CYP1A1 i CYP1A2 (dawka 10 mg/kg) /

/ an increase in activity of cytochrome P450 CYP1A1 and CYP1A2 isoform

at a dose of 10 mg/kg

1 aktywnosci GST (dawka 1 i 10 mg/kg) / an increase in glutathione transferase
activity (at 1 and 10 mg/kg)

 zawartosci koniugatéw dienowych wielonienasyconych kwaséw tuszczowych

w osoczu (dawka 0,1 i 1 mg/kg) / a decrease in the content of diene conjugates

of polyunsaturated fatty acids (at 0.1 and 1 mg/kg)

 aktywnosci GSR w erytrocytach (dawka 0,1 i 1 mg/kg) / a decrease in glutathione
reductase activity in erythrocytes (at 0.1 and 1 mg/kg)

{ gredniego stezenia hemoglobiny w erytrocytach / a decrease in mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) in erythrocytes

1 ekspresji genéw AChE, GCLC i GCLR / increase in AChE, GCLC and GCLR gene
expression

zmiany histopatologiczne w tkance srédmiazszowej nerek / histopathological changes
observed as loss of cellularity in the interstitium of the kidney

utrata wewnatrzkomorkowego glikogenu w watrobie / loss of intracytoplasmic
glycogen in the liver

{ dtugosci zycia, reprodukcji i wielkosci ciata / shortened lifespan, reproduction rate
and body size

zaburzenia ukladu trawienia / disorder of the digestion system
1 $mierci apoptotycznej / induction of apoptotic cell death

brak toksycznosci / no toxic effect

tlumienie endogennego poziomu RFT / attenuation of endogenous levels of reactive
oxygen species

zapewnianie ochrony w warunkach stresu oksydacyjnego poprzez regulacje genow
zaleznych od DAF-16 / protection from stress conditions in a DAF-16-dependent
manner

w warunkach stresu oksydacyjnego zwigkszona ekspresja SOD-3 i HSP-16.2 /

/ up-regulation of SOD-3 and HSP-16.2 protein expression under stress conditions

52

10

53

54

41

17

ALT - aminotransferaza alaninowa / alanine aminotransferase, AST - aminotransferaza asparaginianowa / aspartate aminotransferase, GSH - zredukowany glutation / re-
duced glutathione, GSSG - dwusiarczek glutationu / glutathione disulfide, GST - S-transferaza glutationowa / glutathione S-transferase, GSR - reduktaza glutationowa / glu-
tathione reductase.



Nr 6

Fulerenole w terapii i diagnostyce 827

a takze mierzenia rzeczywistego czasu akumulacji te-
rapeutyku w komorkach [55]. Do tego celu potrzebne
sg trwale, kontrolowane i ukierunkowane systemy do-
starczania $rodkéw diagnostycznych i terapeutycznych.
Z tego powodu opracowano nowy sposob leczenia cho-
réb oparty na jednoczesnym polaczeniu terapii i diagno-
styki — teranostyke (thera(py) + (diag)nostics) [56,57].

Nanoteranostyka jest kolejnym punktem zaawanso-
wanego rozwoju wspolczesnej nanomedycyny. Opiera
sie ona na wykorzystaniu nanoczastek do szybkiej dia-
gnostyki, skutecznej terapii i mozliwoséci zahamowania
choroby na poziomie komdérkowym i molekularnym.

Cechy, jakie powinna posiada¢ idealna nanoczastka
stosowana w nanoteranostyce, to:

szybkie i selektywne gromadzenie si¢ w miejscu do-

celowym,

sprawne dostarczanie odpowiedniej dawki leku bez

wplywu na zdrowe narzady,

informowanie o cechach morfologicznych i bioche-

micznych miejsca choroby,

szybkie usuwanie z organizmu lub fatwa biodegra-

dacja do nietoksycznych produktow,

bezpieczenstwo stosowania u ludzi.

Mimo opracowania tak wielu rodzajow nanoczastek
nadal zadna z nich nie spelnia wszystkich tych kryte-
riéw [58].

Najnowsze badania [59] prowadzono z wykorzysta-
niem 3 nowych koniugatéw rapamycyny (rapa), leku
przeciwnowotworowego, ktéry funkcjonalizowano
trastuzumabem (Tmab): Tmab-QD-rapa-NPs, Tmab-
-rapa-NPs i rapa-NPs. Trastuzumab jest humanizowa-
nym przeciwcialem monoklonalnym aczacym si¢ swo-
iscie z receptorem ludzkiego nablonkowego czynnika
wzrostu 2 (human epidermal growth factor 2 - HER2),
ktérego nadekspresja czgsto wystepuje w komorkach
raka piersi. W skiad badanych koniugatéw wchodzity
ponadto: kropki kwantowe (quantum dots — QD) i na-
noczastki na bazie lipidéw (lipid based nanoparticles —
NPs). Eksperymenty miaty na celu ocene wplywu ba-
danych koniugatéw na komorki raka piersi linii SKBR 3
i MDA-MB-231. Koniugaty Tmab-rapa-NPs i rapa-NPs
byly odpowiednio 11 razy i 4 razy skuteczniejsze niz
natywna rapamycyna w komorkach linii SKBR 3.
W przypadku komoérek MDA-MB-231 dzialanie no-
wych koniugatow bylo 2 razy efektywniejsze. Koniugat
Tmab-rapa-NPs zmniejszal ekspresje p-Akt, p-mTOR,
p-p70S6K1, p-4E-BP1 i p-Stat-3 oraz bialek antyapop-
totycznych Bcl-2 i c-Myc w komérkach SKBR3.

Obrazowanie konfokalne komérek w hodowli tréj-
wymiarowej traktowanych koniugatem Tmab-QD-

-rapa-NPs dawalo intensywniejsza fluorescencje niz
przy uzyciu nieskoniugowanego QD-rapa-NPs.
Skoniugowanie rapamycyny z Tmab-NPs poprawi-
to indeks terapeutyczny rapamycyny i umozliwilo pota-
czenie ze srodkiem obrazujacym QD605. Badania te daja
nadzieje na skuteczne polfaczenie terapii celowanej z ob-
razowaniem zmienionej nowotworowo tkanki. Nowe
nanoteranostyki sg w stanie odgrywac wazna role w le-
czeniu i diagnozowaniu choréb nowotworowych.
Nanokompozyt C_ -IONP-PEG-FA zbudowany z fu-
lerenu C_ | pokrytego nanoczgstkami tlenku Zelaza (iron
oxide nanoparticles — IONP), otoczony czasteczkami
glikolu polietylenowego (PEG2000) i kwasu foliowego
(folic acid — FA) jest obiecujaca nanoczastka do zastoso-
wania jako uczulacz w metodzie radiotermoablaciji i te-
rapii fotodynamicznej, ale réwniez jako srodek kontra-
stowy w obrazowaniu rezonansem magnetycznym [60].
Badania prowadzone in vitro na komoérkach raka piersi
MCF-7 i in vivo na myszach BALB/c z migsa-
kiem S180 wykazaty niska toksyczno$¢ nanokompozy-
tu C,-IONP-PEG-FA. Zywotnos¢ komérek obnizata sie
maksymalnie o 15%. Nanokompozyt z przylaczonym
kwasem foliowym akumulowal si¢ gléwnie w jadrach
komérkowych z wydajnoscig wyzszg niz C, -IONP-PEG.
Ukierunkowanie nanokompozytu za pomocg kwasu fo-
liowego na komérki nowotworowe spowodowalo zwiek-
szenie wydajnosci zaréwno terapii fotodynamicznej, jak
i radiotermoablacji, a takze kontrastu w rezonansie ma-
gnetycznym. Fuleren C_ jest odpowiedzialny za whasci-
wosci fotouczulajace w terapii fotodynamicznej i uczu-
lajace w radiotermoablacji. Obecno$¢ nanoczastek tlen-
ku zelaza nadaje nanokompozytowi wlasciwosci magne-
tyczne niezbedne w obrazowaniu rezonansem jadro-
wym. Nanokompozyt C -IONP-PEG-FA jest bardzo
obiecujacg czasteczka w teranostyce nowotworow.

WNIOSKI

Obecny stan wiedzy wskazuje, ze fulereny i ich hydro-
filowe pochodne, w szczegdlnosci fulerenole, charakte-
ryzuja si¢ niska toksycznoscig wlasng lub praktycznie
jej brakiem. Wtasciwosci fizykochemiczne i biologicz-
ne fulerenoli, czyli hydroksyfulerenéw, zaleza od licz-
by grup hydroksylowych przylaczonych do klatki we-
glowej oraz od ich rozmieszczenia przestrzennego na
jej powierzchni. Przeglad dostepnej literatury wskazu-
je, ze w zastosowaniach biomedycznych znaczenie maja
tulerenole wysokohydroksylowane, bardzo dobrze roz-
puszczalne w roztworach wodnych i nietoksyczne dla
wiekszosci linii komdrkowych. Istnieja jednak donie-
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sienia wskazujace na mozliwa cytotoksycznos¢ fulere-
noli wobec wybranych linii komérkowych.

Fulereny i fulerenole poprzez swoje wlasciwosci an-
tyoksydacyjne, a takze regulujace ekspresje gendw za-
angazowanych w proces apoptozy, angiogenezy oraz
stymulowanie odpowiedzi immunologicznej, moga
przyczynia¢ si¢ do hamowania rozrostu guza i ochro-
ny komorek prawidlowych. Wykazano takze, ze jon ga-
dolinu zamkniety w klatce fulerenu jest mniej toksycz-
ny jako $rodek cieniujacy w rezonansie magnetycznym
niz stosowane obecnie kompleksy gadolinu i moze jed-
noczesnie hamowac rozwdj nowotworu, co jest obiecu-
jacym wynikiem dla teranostyki.

Zastosowania teranostyczne nanoczastek s obecnie
intensywnie badane i mozliwe, ze zlozone nanoczast-
ki znajda zastosowanie w terapii celowanej polaczonej
z obrazowaniem postepdw leczenia.
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