
11

4
’

2
0

1
2

Н О В Ы Е  Н А П Р А В Л Е Н И Я  М Е Д И Ц И Н С К О Й  Н А У К И

Фуллерены и оксидативный стресс

М.А. Орлова1, Т.П. Трофимова1, А.П. Орлов2, О.А. Шаталов3, 
А.А. Свистунов3, Ю.К. Наполов3, В.П. Чехонин2

1Химический факультет, кафедра радиохимии ФГБОУ ВПО «Московский государственный 
университет им. М.В. Ломоносова»; 

2медико-биологический факультет, кафедра медицинских нанобиотехнологий 
ГБОУ ВПО «Российский научно-исследовательский медицинский университет  

им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, Москва;  
3фармацевтический факультет, кафедра фармакологии ГБОУ ВПО «Первый Московский государственный медицинский 

университет им. И.М. Сеченова» Минздрава России

Контакты: Марина Алексеевна Орлова orlova.radiochem@mail.ru 

Многие представители обширного семейства водорастворимых аддуктов фуллеренов и наночастиц на их основе привлекают 
серьезное внимание как противовирусные агенты, противоопухолевые агенты и средства адресной доставки лекарств. Сегодня 
получено огромное количество таких производных фуллерена С

60
. Однако для внедрения фуллереновых производных в медицинскую 

практику необходимо понимание причин и механизмов прямых и отдаленных последствий их эффектов in vivo. В первую очередь 
это касается их влияния на регуляцию процессов пролиферации, апоптоза и некроза. Огромное значение имеют способ получения, 
функционализации и морфология фуллереновых наночастиц (их размеры, форма, рельеф поверхности, аффинность к клеточным 
структурам), т. е. параметры, в зависимости от которых биологические эффекты наночастиц могут меняться от цитопро-
текторного до цитотоксического. Одним из основных эффектов фуллеренов на живые системы считается индукция образования 
активных форм кислорода. В данной лекции содержится анализ современных представлений о влиянии фуллеренов и их производ-
ных на образование активных форм кислорода и модуляции процессов пролиферации и апоптоза нормальных и опухолевых клеток. 
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Fullerene derivatives superfamily attracts a serious attention as antiviral and anticancer agents and drug delivery carriers as well. A large 
number of such fullerene С

60
 derivatives obtained to date. However, there is an obvious deficit of information about causes and mechanisms 

of immediately and long-term consequences of their effects in vivo which is a true obstacle on the way leading to their practical medical using. 
First, this concerns their impact on the proliferation, apoptosis and necrosis regulation. Fullerene nanoparticle functionalization type, their 
sizes and surface nanopathology are of great importance for further promoting of either cytoprotective or cytotoxic effects. One of the main 
effects of fullerenes on living systems is the reactive oxygen species (ROS) formation induction. This lecture provides a modern concept analy-
sis regarding fullerenes effects on ROS formation and modulation of proliferation and apoptosis in normal and tumor cells. 
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Одним из  основных факторов воздействия вне-
шней среды, влияющих на  апоптоз, является окси
дативный стресс, выражающийся в образовании ак-
тивных форм кислорода (АФК), среди которых 
наибольшее действие производят синглетный кисло-
род, супероксид-анион-радикал, пероксид водорода 
и гидроксильные радикалы, дополнительно появляю-
щиеся в катализируемых металлами реакциях Фенто-
на и Хабера–Вейса. АФК участвуют в запуске как ре-
цепторного, так и  нерецепторного механизмов 
апоптоза, аутофагии, перекисного окисления липидов 
и опосредованно влияют на многие сигнальные пути 
молекулярно-биологических реакций [1, 2]. Известно, 
что основное воздействие наночастиц вообще и фул-
лереновых в частности заключается как раз в индук-

ции оксидативного стресса, возникающего при их 
попадании в организм [3]. Конкретные последствия 
воздействия наночастиц сильно зависят от их физико-
химических свойств: размера, формы, диспергирован-
ности в растворителе, растворимости в воде, состава 
боковых цепей и т. д. Их действие варьирует в широ-
ком диапазоне – от токсического до протективного. 
Концентрационная зависимость является одним 
из  важнейших показателей, определяющих послед
ствия введения фуллеренов. 

Благодаря своей уникальной сферической струк-
туре С

60
 имеет возможность принимать до 6 электро-

нов [4]. Эти электроны быстро двигаются вокруг 
структуры (фуллереновой сетки) за счет дипольных 
моментов. Когда C

60
 находится под воздействием 
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света, электрон поднимается на более высокий энер-
гетический уровень, продуцируя возбужденный 
синглетный C

60
, который реагирует с молекулой кис-

лорода (О
2
) с образованием синглетного кислорода 

(1О
2
) – кислорода со свободным электроном на вне-

шней орбите. Фуллерены являются чрезвычайно эф-
фективными генераторами синглетного кислорода 
с  квантовым выходом SО

2
, близким к  единице. Они 

сильно поглощают свет в ультрафиолетовой и умерен-
но в  видимой области спектра [5], что позволяет 
использовать их в фотодинамической терапии. 

Увеличение количества функциональных групп, 
добавленных к  фуллерену, приводит к  снижению 
квантового выхода синглетного кислорода и  АФК-
опосредованной цитотоксичности [6]. Токсичность 
заметно снижена или даже полностью отсутствует 
и у гидрофильных фуллеренов [7]. Производные фул-
лерена способны контролировать как экзогенные, так 
и эндогенные АФК [8].

Токсичность С
60 

оценивалась в  разных экспери-
ментах на клеточных культурах и экспериментальных 
животных [9–13]. Практически во всех экспериментах 
цитотоксического эффекта не было, либо он был ми-
нимальным, однако во многих экспериментах от
мечалось снижение пролиферативного потенциала 
клеток. 

Чтобы модулировать токсичность наночастиц 
n-C

60
 и улучшить возможности их медицинского при-

менения, фуллерены различными способами пытают-
ся сделать либо реально, либо псевдорастворимыми 
в воде. Этот процесс помимо прочих свойств влияет 
на способность к агрегации и сильно зависит от типа 
боковых цепей, при этом образуются морфологически 
различные структуры: стержни, пузырьки, шарики, 
мембраны и линейные структуры [14, 15]. Морфоло-
гия агрегатов производных С

60
 в  основном связана 

с гидрофобными взаимодействиями и водородными 

связями. Различия в сродстве к электрону и физиче
ские свойства (степень агрегации) сильно влияют 
на биологическую и биомедицинскую активность кон-
формационных производных фуллеренов [16]. Такие 
изменения могут способствовать увеличению сродства 
к радикалам. 

Для приготовления растворимых образцов С
60 

ис-
пользуют различные методы придания фуллерену 
функции растворимости: гидро- и  амфифильности, 
которые в разной степени влияют на их последующую 
гено- и цитотоксичность (рис. 1) [5].

1. Химическая модификация фуллеренового кар-
каса путем присоединения различных гидрофильных 
функциональных групп (дериватизация или функцио
нализация фуллерена) [17]. 

2. Включение фуллерена в водорастворимые суп-
рамолекулярные структуры с помощью поливинил-
пирролидона-PVP [18], каликсаренов или цикло-
декстринов (CD) [19–21], когда ядро фуллерена 
полностью покрыто модификатором и не имеет кон-
такта с водой. 

3. Метод обмена растворителей (MОР) [22, 23] ис-
пользует летучие, смешивающиеся с водой раствори-
тели, которые растворяют фуллерен, а после добавле-
ния воды испаряются, оставляя суспензию n-С

60 
[24]. 

4. Длительное (более 2 недель) перемешивание 
чистого С

60
 с водой. Однако при этом могут образовы-

ваться крупные агрегаты, а концентрация фуллерена 
снижается [25].

Ранее считалось, что более сильные растворители 
способствуют более высокой токсичности. Биологи-
ческие эффекты С

60
, суспендированного в  растворе, 

определяли на  культурах E. coli. По этим данным, 
наиболее безопасным растворителем при необходи-
мости биосовместимости оказался N,N-диметил
формамид, причем растворимость не связана напря-
мую с цитотоксичностью, зато озонирование n-C

60 

Рис. 1. Основные способы солюбилизации аддуктов фуллерена С
60

20–400 nm

γ-cyclodextrin
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явно и значительно увеличивало инактивацию E. coli 
[26, 27]. 

При изучении противоопухолевого действия n-C
60 

(МОР в диметилсульфоксиде) в высокой концентра-
ции (1 μг/мл n-C

60
) на клетках глиомы человека (линия 

U251) и клетках глиомы крыс (линия С6) наблюдали 
индукцию оксидативного стресса, приводящего к не-
крозу с повреждением мембраны, опосредованному 
внеклеточной сигнал-регулируемой киназой (ERK), 
и смерти клеток [28]. Аналогичная картина наблюда-
лась в клетках саркомы у мышей. При низкой концен-
трации (0,25 μг/мл n-C

60
) имела место аутофагия 

и остановка пролиферации в G
2
/M-фазе. Концентра-

ционно-зависимым образом С
60

 влияет и на диффе-
ренцировку мышиных эмбриональных стволовых 
клеток [29]. 

В определенных условиях нано-C
60

 способны вы-
зывать лизис эритроцитов человека дозо- и  время-
зависимым образом, который мог быть остановлен 
применением N-ацетил-L-цистеина (NAC), что ука-
зывает на роль АФК в этом процессе [30]. 

Введение С
60

 может изменять токсическое дейст-
вие других микропримесей. В клетках, культивируе-
мых с добавлением С

60 
и  As(III), содержание As(III) 

было выше (эффект «троянского коня»), так как бла-
годаря фуллерену не происходило повышения клеточ-
ной токсичности [31]. 

Азотсодержащие соединения фуллерена могут об-
ладать сильно различающимися свойствами в зависи-
мости от строения вплоть до значительной токсичнос-
ти. Присоединение к  фуллеренам С

60
 пиридинов 

и  пиримидинов усиливает их избирательную ней-
ротропную активность и в 3–5 раз повышает общую 
токсичность.

Активно исследуют производные фуллерена, мо-
дифицированные различными аминокислотами, 
а также карбоксифуллерены. Например, цистин-С

60 
– 

производное фуллерена [32] – показал высокую эф-
фективность антиоксидантного действия против су-
пероксид-анион- и  гидроксильных радикалов, 
предотвращая H

2
O

2
-индуцированный апоптоз клеток 

феохромоцитомы крыс (линия PC12) при концентра-
ции 5 μг/мл. Из-за гидрофобных взаимодействий мно-
гие производные (например, аминокислота-С

60
) само-

стоятельно собираются в сферические агрегаты, при 
этом морфология агрегатов существенно влияет как 
на цитотоксический, так и на цитопротективный эф-
фект этих соединений против Н

2
О

2
-индуцированного 

апоптоза [33].
При рассмотрении разных вариантов модифика-

ции С
60

 остатками гексакарбоновой кислоты (С
3
 или 

D
3
 конформации) наблюдаются [34] важные различия 

между липофильными и гидрофильными частицами 
(С

3
/D

3
–C

60
). В качестве модельной системы исполь-

зовали антиоксидантное действие фуллеренов против 
перекисного окисления липидов и разрушения целост
ности мембран клеток, вызываемых радикалами, 

полученными в реакциях ксантин/ксантин-оксидаза 
и Фентона. У липофильных производных С

60 
обнару-

жен защитный эффект даже больший, чем у природ-
ного антиоксиданта – витамина Е. Антиапоптотиче
ские функции таких производных фуллерена могут 
быть независимыми от их АФК-акцепторной роли. 
Так, трис-карбокси-С

60 
является мощным ингибито-

ром апоптоза в человеческих кожных эпителиальных 
клетках (НЕК), блокируя клеточный цикл в  G

0
/G

1
-

фазе и вызывая клеточное старение. При этом наблю-
дается снижение уровня экспрессии убиквитин лига-
зы HERC5, участвующей во врожденном иммунном 
ответе на  вирусные и  бактериальные инфекции. В 
клетках, обработанных гекса-карбокси-С

60
 и γ-CD-С

60 

в этих же условиях, никаких изменений в пролифера-
ции не наблюдалось.

Показано, что 10 μмоль/л карбоксифуллеренов 
уменьшают апоптоз мононуклеаров крови [35], а про-
токатеховая кислота-С

60
 [36] снижает апоптоз клеток 

феохромоцитомы крыс (линия PC12). Уровень кон-
центрации зависит от химического строения произ-
водного, которое определяет его дальнейшую способ-
ность к агрегированию и связыванию с различными 
сайтами биологических компонентов, и  от характе-
ристик используемой клеточной линии. Конформа-
ционная компонента играет существенную (если не 
определяющую) роль в этих процессах.

Сравнение антиоксидантных свойств различных 
производных С

60
 (PEG (полиэтиленгликоль)-С

60
, 

PVP-С
60

, CD-С
60

, C
60

, содержащего ОН-группы 
и С

60
-изостеариновая кислота) по отношению к кера-

тиноцитам кожи человека выявило мощный антира-
дикальный акцепторный потенциал всех этих соеди-
нений [37].

Из-за декларируемого многими авторами отсут
ствия видимой токсичности и  уникальных физико-
химических свойств особый интерес вызывают 
фуллеролы. Гидроксилированный водорастворимый 
С

60
(С

60
HyFn) благодаря антиоксидантному действию 

ингибирует катаболическую стресс-индуцированную 
продукцию матричных металлопротеиназ ММР-1, 
ММР-3 и ММР-13, а также апоптоз и преждевремен-
ное старение в культурах человеческих хондроцитов. 
Это позволяет предполагать возможность его исполь-
зования в  качестве защитного агента против остео
артрита [38]. При определенных условиях такие высоко-
гидроксилированные фуллерены могут существенно 
снижать накопление жира и генерацию АФК [39].

Акцепторную активность по  отношению к  су-
пероксидрадикалу в  системе ксантин/ксантин-
оксидаза проявлял фуллерол С

60
(ОН)

24
, не оказывая 

генотоксических эффектов и демонстрируя цитопро-
текторные свойства в широком диапазоне концентра-
ций (11–221 μмоль/л). Однако по другим данным, при 
исследовании доксорубицин-индуцированной кардио
токсичности этот же фуллерол размером 7 нм при 
концентрации 1–100 μмоль/мл вызывает морфологи-
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ческие изменения в клетках сосудов эндотелия, инги-
бирует их пролиферацию и активирует аутофагию. Это 
сопровождается накоплением в клетках полиубикви-
тированных белков, что активирует аутофагию [40, 41].

Другой гидроксилированный фуллерол C
60

(OH)
22

 
в  диапазоне наномолярных концентраций вызывал 
ингибирование роста клеток. Эффект зависел от ха-
рактеристик конкретной клеточной линии, дозы 
и времени его действия. В то же время C

60
(OH)

22
, как 

и  С
60

(ОН)
24

, значительно подавлял индуцированную 
доксорубицином цитотоксичность при любых концен-
трациях независимо от времени добавления фуллерола. 
Считается, что эти свойства С

60
(ОН)

22 
опосредованы 

его высокой акцепторной активностью по отношению 
именно к ОН-радикалам [41]. При концентрациях бо-
лее 10 μмоль/л фуллеролы в ряде экспериментов про-
являли выраженную цитотоксичность [42].

Некоторые водорастворимые фуллерены [43] спо-
собны проникать через гематоэнцефалический барьер 
(ГЭБ) и, противодействуя оксидативному стрессу, вли-
ять на пролиферацию клеток мозга [44]. In vitro было 
смоделировано взаимодействие наночастиц водорас-
творимого карбоксифуллерена С

60
(С(СООН)

2
)

2 
с клет-

ками ГЭБ в условиях окислительного стресса, вызван-
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