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В работе изучены мембранотропные и релаксационные свойства новых водораство%
римых производных гадолинийсодержащего эндометаллофуллерена (ПГЭМФ). Лока%
лизацию ПГЭМФ в мембране и вызываемые ими структурные изменения мембран оп%
ределяли по кинетике затухания флуоресценции пирена. Показано, что ПГЭМФ
эффективно взаимодействуют с молекулами пирена в структуре модельных мем%
бран, изменяя их микровязкость. Методом импульсного ядерного магнитного резонан%
са на ядрах 1H выявлено, что в ряду исследуемых ПГЭМФ гидроксилированный эндо%
металлофуллерен Gd@C82(OH)~30 имеет наибольший коэффициент релаксации (R1 =
= 7.390 л•моль–1•с–1), что в 3.6 раза превосходит по эффективности коммерческий
препарат «магневист». Полученные данные свидетельствуют о перспективности исполь%
зования исследуемых ПГЭМФ в качестве малотоксичных контрастирующих веществ
для магнитно%резонансной томографии.
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флуоресценция, фосфатидилхолиновые липосомы, ЯМР%релаксация.

Значительное место среди современных нанома%
териалов занимают структуры на основе фуллеренов
и эндометаллофуллеренов (ЭМФ). В мире активно
развиваются исследования по созданию водораство%
римых производных фуллеренов (ПФ), которые об%
ладают высокой биосовместимостью и проявляют
широкий спектр биологической активности1—3. Ра%
нее в работах4—6 на примере восьми N%(моногидро%
фуллеренил)аминокислот изучены и количественно
охарактеризованы мембранотропные свойства ами%
нокислотных производных фуллерена С60 (АПФ).
Показано, что АПФ являются тушителями возбуж%
денного триплетного состояния эритрозина в водном
растворе и в составе липосом. Определены константы
скорости тушения фосфоресценции эритрозина в вод%
ных растворах и в составе фосфолипидных мембран.
Выявлена стереоспецифичность мембранотроп%
ных свойств энантиомеров АПФ, их способность про%
никать через фосфолипидные мембраны липосом
и клеток эритроцитов. Установлено, что L%энантио%
меры АПФ проникают во внутренний объем липо%
сом, а D%энантиомеры АПФ — нет.

Эндоэдральные металлофуллерены (M@C2n, где
М = Y, Gd, La, Ce) — это класс углеродных наномате%

риалов, перспективных для практического примене%
ния в смежных областях химии, биологии и фармако%
логии7—10. Наиболее очевидна возможность исполь%
зования ЭМФ в качестве спиновых меток в биоло%
гии7,11. Биомедицинские исследования направлены
на использование ЭМФ, содержащих радиоактивные
нуклиды, в качестве радиопрепаратов7,12. Уникаль%
ные физико%химические свойства сфероида фуллере%
на дают возможность функционализировать метал%
лофуллерены различными группами для придания им
необходимых свойств (например, растворимость
в водных средах), а также для обеспечения их направ%
ленной доставки к опухолям13.

Для проведения магнитно%резонансной томогра%
фии (МРТ) используются контрастные вещества
(КВ), обладающие релаксационными (парамагнит%
ными) свойствами. Они влияют на скорость релакса%
ции протонов воды и тем самым повышают контраст%
ность изображения при МРТ. В клинической практи%
ке нашли применение КВ, содержащие хелатные ком%
плексы гадолиния («Магневист», «Омнискан», «Га%
довист» и др. аналоги). Недостатком данных препара%
тов является токсичность, обусловленная возможным
появлением в организме свободного иона гадоли%
ния14. Эндометаллофуллерены, содержащие внутри
углеродного каркаса парамагнитный атом гадолиния,
представляют собой перспективный класс малоток%
сичных контрастирующих веществ для МРТ. 8,15—17

* По материалам «Первой Российской конференции по ме%
дицинской химии» («MedChem Russia%2013») с международ%
ным участием (8—12 сентября 2013 г., Москва).
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Однако доступность чистых ЭМФ с гадолинием огра%
ничена. Существующие методы синтеза и традицион%
ные методы выделения ЭМФ из сажи позволяют по%
лучать экстракты с низким содержанием ЭМФ, что
существенно усложняет процесс хроматографическо%
го разделения ЭМФ и делает его трудоемким8—10.
До сих пор чистые ЭМФ (96—99%) получены только
в миллиграммовых количествах. Проблема синтеза
чистых ЭМФ в препаративных количествах все еще
не решена. Поэтому в настоящей работе, впервые
предложен новый подход к синтезу контрастных ве%
ществ на основе стабильных анионных комплексов
в виде N,N%диметилформамидных экстрактов, обога%
щенных ЭМФ Gd@C82, задача получения которых
в граммовых количествах была успешно решена нами
ранее18—20.

Настоящая работа посвящена изучению мембра%
нотропных и релаксационных свойств водораствори%
мых производных гадолинийсодержащего эндометал%
лофуллерена.

Экспериментальная часть

Эндометаллофуллерен Gd@C82 был получен электроду%
говым методом и выделен из сажи селективной двухстадий%
ной экстракцией с применением растворителей разной по%
лярности и химической природы (о%дихлорбензол и N,N%
диметилформамид)19,21. По данным22 масс%спектрометрии,
оптической спектроскопии и элементного анализа ДМФА%
экстракт Gd@C82 практически не содержит «пустых» фул%
леренов и представляет собой смесь анионов ЭМФ20, основ%
ным компонентом которой является Gd@C82 (~80 мол.%),
кроме того, в экстракте содержатся Gd@C80 и Gd2@C80
в незначительных количествах22.

Гидроксилированное производное ЭМФ Gd@C82(OH)~30
(ПГЭМФ 1) синтезировано методом высокотемпературно%
го хлорирования Gd@С82 с использованием пентахлорида
фосфора в качестве реагента. Реакцию проводили в услови%
ях, аналогичных описанным в работе23. Согласно данным
элементного анализа полученное хлорпроизводное имело
брутто%состав Gd@С82Cl~20. Омыление хлорпроизводного
Gd@С82Cl~20 проводили путем его обработки водным ра%
створом Et4NOH (2%, 100 экв.) при комнатной температуре
в течение 2 ч по методике, описанной для галогенидов
[60]фуллерена24. Фильтрование полученного раствора,
упаривание на роторном испарителе и последующее про%
мывание остатка ацетоном и метанолом для удаления из%
бытка основания и хлорида тетраэтиламмония позволи%
ли получить гидроксильное производное брутто%состава
Gd@С82(OH)~30.

Gd@С82Cl~20. Найдено (%): С, 52.94; Cl, 38.47.  Gd@С82Cl20.
Вычислено (%): С, 53.20; Cl, 38.30. ИК%спектр (KBr, ν/см–1):
516 (сл), 598 (ср), 694 (ср), 742 (ср), 820 (ср), 840 (ср), 902 (ср),
970 (с), 1124 (оч.с), 1148 (оч.с), 1198 (оч.с), 1346 (с), 1378 (с).

Gd@С82(OH)~30 (1). Найдено (%): С, 59.28; H, 1.90; O, 29.34.
Gd@С82(OH)30. Вычислено (%): С, 59.60; H, 1.83; O, 29.05.
ИК%спектр (KBr), ν/см–1: 620 (ср), 784 (сл), 870 (сл), 1002 (ср),
1046 (с), 1122 (с), 1410 (оч.с), 1600 (оч.с), 3406 (оч.с).

Синтез водорастворимых ПГЭМФ 2—4 проводили в два
этапа. На первом этапе применяли впервые разработанный
нами общий метод синтеза аминокислотных и пептидных
производных фуллеренов путем непосредственного присо%
единения аминокислоты или пептида к фуллерену по ами%
ногруппе с образованием монофункционального производ%

ного со свободной карбоксильной группой и активным ато%
мом водорода на фуллереновом каркасе25. Затем получен%
ное монопроизводное подвергали дальнейшей селективной
модификации путем введения соответствующих заместите%
лей по активному атому водорода26.

Приготовление суспензии фосфатидилхолиновых липосом.
Готовили раствор фосфатидилхолина в этаноле, концент%
рация фосфолипида составляла 40 мг•мл–1. Затем 5 мл ра%
створа помещали в круглодонную колбу, растворитель уда%
ляли в вакууме с помощью роторного испарителя. Получа%
ли молочно%белую фосфолипидную пленку на внутренней
поверхности колбы, которую переносили в буфер трис%HCl
(pH 7.2, 0.02 М) путем встряхивания в течение 10—20 мин
при комнатной температуре, конечный объем суспен%
зии фосфатидилхолиновых липосом (ФХЛ) составлял 5 мл.
Молочно%белую суспензию ФХЛ хранили при комнатной
температуре в атмосфере аргона для предотвращения дена%
турации фосфолипидных везикул. Далее суспензию ФХЛ
подвергали ультразвуковой обработке на ультразвуковом го%
могенизаторе «Sonopuls HD3100» в течение 10 мин в атмос%
фере аргона при температуре 4 °С. Перед работой суспен%
зию ФХЛ разбавляли в 100 раз буфером трис%HCl (pH 7.2,
0.02 М) и хранили в атмосфере аргона при 4 °С не более
1 суток27.

Регистрация тушения флуоресценции люминесцентного
зонда пирена при действии ПГЭМФ. Гидрофобный люми%
несцентный зонд пирен использовали для исследования
медленных диффузионных процессов в структуре липосом.
В кювету помещали 2 мл суспензии ФХЛ, содержащей пи%
рен в концентрации 10–5 моль•л–1. К раствору добавляли
аликвоты ПГЭМФ по 10 мкл. Уменьшение интенсивности
флуоресценции пирена при длине волны 475 нм регист%
рировали на спектрофлуориметре «Cary%Eclipse» фирмы
«Varian» (длина волны возбуждения 337 нм).

ЯМР/релаксация водных растворов ПГЭМФ. Водные ра%
створы исследуемых ПГЭМФ помещали в стандартные
ЯМР%ампулы с внешним диаметром 5 мм. Времена (T1)
спин%решеточной релаксации на ядре 1H измеряли с ис%
пользованием стандартной импульсной последовательнос%
ти π—τ—π/2 на ЯМР спектрометре «Bruker AVANCE III 500»
(500 МГц). Время τ устанавливали из условия >5T1. Длина
π/2 импульса составляла 13 мкс. Все измерения проводили
при комнатной температуре 22±2 °С28.

Обсуждение полученных результатов

В работе изучены следующие водорастворимые
ПГЭМФ: гидроксилированный эндометаллофуллере%
нилгадолиния (1), натриевая соль N%(моногидроэн%
дометаллофуллеренилгадолиний)%L%пролина (2), на%
триевая соль N%[(2%гидроксиэтил)эндометаллофул%
леренилгадолиний)%L%пролина (3), натриевая соль
N%[(N%малеимидил)эндометаллофуллеренилгадоли%
ний)%L%пролина (4).

Исследование мембранотропных свойств ПГЭМФ.
Гидрофобный люминесцентный зонд пирен локали%
зуется в области жирнокислотных остатков фосфо%
липидов29 и обладает рядом особенностей, позволяю%
щих получать информацию о структуре и состоянии
гидрофобной области фосфолипидных мембран. Вре%
мя жизни возбужденного синглетного состояния пи%
рена составляет ~100 нс, что позволяет исследовать
медленные диффузионные процессы в структуре мо%
дельных или биологических мембран30.
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Возбужденные молекулы пирена способны обра%
зовывать комплексы с невозбужденными молекула%
ми пирена — так называемые эксимеры. Спектр флу%
оресценции эксимера сдвинут в длинноволновую об%
ласть по сравнению с мономером. Методом протон%
ного магнитного резонанса показано, что пирен при
введении в структуру мембран локализуется в облас%
ти гидрофобных углеводородных цепей фосфолипи%
дов31. Различные случаи статического и динамичес%
кого тушения пирена в эксимерной и мономерной
форме другими молекулами в мембране могут дать
ценную информацию о структуре мембран и мембра%
нотропности изучаемых соединений.

При введении пирена в структуру липосом регис%
трировали спектр флуоресценции пирена, аналогич%
ный описанному в работе32. Спектр флуоресценции
пирена состоит из нескольких пиков в диапазоне
длин волн 350—400 нм, которые относятся к моно%
мерной форме пирена, и широкого пика в диапазоне
430—500 нм, соответствующего эксимерной форме
пирена.

При титровании пирена исследуемыми ПГЭМФ
наблюдали эффективное тушение флуоресценции пи%
рена и изменение соотношения между пиками моно%
мера (394 нм) и эксимера (475 нм) (рис. 1). Это ука%
зывает на эффективное взаимодействие ПГЭМФ
с возбужденными молекулами пирена как в моно%
мерной, так и в эксимерной форме. Учитывая,
что тушение флуоресценции пирена наблюдается
уже при концентрациях ПГЭМФ в диапазоне 10–6—
10–5 моль•л–1, можно сделать вывод, что тушение
происходит не за счет динамических взаимодействий,
а в результате образования долгоживущих комплек%
сов {ПГЭМФ•пирен}, при этом пирен находится как
в мономерной, так и в эксимерной форме. В этом
случае для анализа экспериментальных данных мож%
но использовать константу равновесия Kр комплекса
{ПГЭМФ•пирен}. Значения Kр, определенные для
исследуемых соединений, приведены в таблице 1.

Как видно из таблицы 1, значения констант Kр
лежат в диапазоне 1•105—3·105 л•моль–1. Такие вели%
чины констант равновесия указывают на эффектив%
ное взаимодействие ПГЭМФ с молекулами пирена.

Вероятно, взаимодействие пирена с ПГЭМФ в зна%
чительной степени осуществляется за счет прямого
комплексообразования ароматической структуры пи%
рена со сфероидом ЭМФ или его аддендами именно
в гидрофобной зоне мембраны.

Наблюдаемые различия в значениях Кр для иссле%
дуемых ПГЭМФ при взаимодействии с пиреном мо%
гут быть объяснены как частичным участием адден%
дов в комплексообразовании, так и различной степе%
нью проникновения фуллеренового ядра в гидрофоб%
ную область мембраны.

Из сказанного выше следует, что взаимодействие
ПГЭМФ с пиреном как в мономерной, так и в экси%
мерной форме должно отражать мембранотропность
ПГЭМФ с точки зрения их способности проникать
в гидрофобную зону мембраны или транспортиро%
ваться через липидный бислой.

Оценка изменения микровязкости мембран фосфа/
тидилхолиновых липосом по степени эксимеризации
пирена. Флуоресцентные зонды уже более сорока лет
используются для изучения изменений микровязкос%
ти клеточных мембран31. Известно, что пирен имеет
достаточно продолжительное время жизни возбуж%
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Рис. 1. Спектр флуоресценции пирена (C = 1•10–5 моль•л–1)
в ФХЛ (1) и тушение флуоресценции пирена в суспензии ли%
посом водорастворимым ПГЭМФ 1 в концентрации 5•10–6

(2), 1•10–5 (3) и 2.5•10–5 моль•л–1 (4). Аналогичные спект%
ры флуоресценции были получены при добавлении ПГЭМФ
2—4 в суспензию липосом со встроенным пиреном.

Таблица 1. Константы взаимодей%
ствия* (Кр) люминесцентного зон%
да пирена и водорастворимых про%
изводных Gd@C82

ПГЭМФ Кр•10–5/л•моль–1

К394 К475

1 1.46 1.66
2 1.85 1.80
3 1.15 1.48
4 2.26 1.89

К394, К475 — константы равновесия
комплексов {ПГЭМФ·пирен}, со%
держащих пирен в мономерной и эк%
симерной формах соответственно.
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денного синглетного состояния по сравнению с дру%
гими зондами (~100 нс), что позволяет следить за мед%
ленными процессами, происходящими в мембране33.

Как отмечено выше, в спектре флуоресценции
пирена, встроенного в мембрану фосфатидилхолино%
вых липосом, обнаруживаются три пика (в области
370—400 нм), характерные для мономерной формы
пирена, и один пик (в области 460—480 нм), харак%
терный для эксимера пирена — димера, состоящего
из одной возбужденной и одной невозбужденной мо%
лекул зонда. Процесс образования эксимера зависит
от вязкости среды. Чем выше вязкость среды, тем
меньше скорость движения молекул и, соответствен%
но, меньше вероятность столкновения молекул и об%
разования комплекса за время жизни возбужденного
состояния. Таким образом, флуоресценция эксимера
наблюдается в среде с низкой вязкостью, а в вязкой
среде основной вклад в спектр флуоресценции вносят
мономеры пирена.

Определяя интенсивность флуоресценции при со%
ответствующих длинах волн (коэффициент эксиме%
ризации пирена F475/F394), можно оценить микровяз%
кость среды. Согласно результатам исследований
(рис. 2) микровязкость мембран фосфатидилхолино%
вых липосом при действии исследуемых ПЭМФ 2 и 4
снижается: значения коэффициента эксимеризации
пирена возрастают от 0.70±0.01 до 0.90±0.03. При дей%
ствии ПГЭМФ 1 значение коэффициента эксимери%
зации пирена снизилось до 0.61±0.01, а в случае
ПГЭМФ 3 изменения оказались недостоверными.

Таким образом, исследования показали, что про%
изводные Gd@C82 способны встраиваться в мембра%
ну фосфатидилхолиновых липосом, изменяя ее мик%
ровязкость.

Оценка острой токсичности ПГЭМФ in vivo. Оцен%
ку острой токсичности проводили по классической
методике34 на мышах%гибридах BDF1 (масса 18—20 г),
которым однократно внутрибрюшинно вводили вод%
ные растворы ПГЭМФ в дозах от 10 до 1000 мг•кг–1.
Каждую дозу испытывали на шести животных. Срок
последующего наблюдения составил 14 суток, в тече%

ние которых учитывали изменение массы тела жи%
вотных, сроки гибели и количество павших живот%
ных от каждой введенной дозы. В течение 14 суток
эксперимента гибели животных не отмечено, в связи
с чем установить LD50 не представилось возможным.
Это позволяет считать ПГЭМФ нетоксичными веще%
ствами в испытанном диапазоне доз.

Поскольку ПГЭМФ в дозе до 1000 мг•кг–1 не при%
вели к смерти животных, можно сделать вывод, что
LD50 > 1000 мг•кг–1 и согласно ГОСТ 12.1.007%76
можно отнести исследуемые ПГЭМФ к IV классу ток%
сичности (малотоксичные вещества)35.

Релаксационные свойства водных растворов
ПГЭМФ. Общая теория релаксации в разбавленных
растворах парамагнитных веществ была разработана
Блюмбергеном в 1950%х годах36,37. Согласно этой тео%
рии37 скорость спин%решеточной (протонной) релак%
сации под влиянием парамагнитных веществ описы%
вается уравнением (1)

1/Т1 = 1/T0 + R1[C], (1)

где (1/T0) и (1/T1) — скорости протонной релакса%
ции в отсутствие и в присутствии парамагнетика со%
ответственно; R1 — коэффициент релаксации или «ре%
лаксивность»38; [C] — концентрация парамагнетика,
ммоль•л–1.

Коэффициент релаксации R — это величина, обрат%
ная времени спин%решеточной релаксации: R1=1/T1.
В нашей работе в присутствии катиона GdIII скорость
спин%решеточной релаксации согласно уравнению (1)
будет следующей:

1/Т1 = 1/T0 + R1[Gd], (2)

где [Gd] — концентрация парамагнитного катиона.
Парамагнитная релаксация протонов воды проис%

ходит из%за диполь%дипольных взаимодействий меж%
ду ядерными спинами и флуктуирующим локальным
магнитным полем ПГЭМФ, которое создается бла%
годаря наличию спина у неспаренных электронов
GdIII.37

Релаксационные свойства ПГЭМФ определяются
способностью атомов гадолиния взаимодействовать
со сфероидом фуллерена и тем самым снижать време%
на релаксации контактирующих с соединением про%
тонов водной среды и получать более четкие изобра%
жения в МРТ.

Релаксационную способность ПГЭМФ оцени%
вали по их влиянию на время спин%решеточной
релаксации протонов воды методом ЯМР на частоте
500 МГц при напряженности магнитного поля
11.7 Тл. Была получена зависимость скорости спин%
решеточной релаксации водных растворов ПГЭМФ 4
и клинического препарата «Магневист» от концент%
рации исследуемых соединений (рис. 3). Аналогич%
ные зависимости получены при определении скорос%
ти спин%решеточной релаксации водных растворов
ПГЭМФ 1—3. Были рассчитаны коэффициенты ре%
лаксации (R1) для водных растворов ПГЭМФ гадоли%
ния и «магневиста» (табл. 2). Значение коэффициен%
та релаксации определяется как тангенс угла наклона

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.05 0.10 0.15 [Q]•10–4/моль•л–1

F475/F394 (отн. ед.)

Рис. 2. Зависимость значений коэффициента эксимериза%
ции пирена (F475/F394) от концентрации [Q] исследуемых
водорастворимых производных эндометаллофуллеренов 1—4.
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прямой, описывающей изменение скорости протон%
ной релаксации ПГЭМФ и «магневиста» от их кон%
центрации (см. рис. 3).

Как показали исследования, ПЭМФ 1—4 име%
ют высокие коэффициенты релаксации и могут быть
использованы в качестве эффективных контраст%
ных веществ для МРТ. При этом в ряду изучае%
мых соединений водорастворимое производное 1
имеет наибольший коэффициент релаксации (R =
= 7.390 мл•моль–1•с–1), что в 3.6 раза превосходит по
эффективности традиционно используемый в томог%
рафии коммерчески доступный аминный комплекс
Gd «Магневист».

Таким образом, в настоящей работе исследованы
мембранотропные и релаксационные свойства новых
водорастворимых ПГЭМФ. Установлена способность
ПГЭМФ проникать в гидрофобную область мембра%
ны или транспортироваться через липидный бислой,
изменяя при этом микровязкость мембраны. Токси%
кологические исследования in vivo показали, что
ПГЭМФ малотоксичные соединения.

Производные гадолинийсодержащего эндометал%
лофуллерена продемонстрировали хорошую эффек%
тивность в качестве КВ для МРТ и компьютерной
томографии. Гадолинийсодержащий эндометалло%
фуллерен Gd@C82(OH)~30 имеет наибольший коэф%

фициент релаксации (R = 7.390 мл•моль–1с–1) и пре%
восходит по эффективности влияния на скорость про%
тонной релаксации традиционно используемый в то%
мографии коммерчески доступный аминный комп%
лекс Gd «Магневист» в 3.6 раза.

Полученные результаты свидетельствуют о перс%
пективности создания на основе водорастворимых
производных эндометаллофуллеренов нового класса
высокоэффективных и слаботоксичных контрастных
веществ, используемых в МРТ, для диагностики опу%
холевых процессов.
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