Streszczenie

Fulerenole, o ogdlnym wzorze Ceso(OH)n (n=2-44) bedgce rozpuszczalnymi w wodzie,
hydroksylowanymi pochodnymi fulerenéw Cego staty sie w ostatnim czasie obiektem licznych
badan nad mozliwoscig zastosowania ich w naukach biomedycznych. Fulerenole cechujg sie
wysokim powinowactwem elektronowym, wobec czego fatwo przytaczajg rodniki oraz
podstawniki nukleofilowe (Grebowski i wsp., 2013a, Krokosz i wsp., 2014). Dane literaturowe
wskazujg, ze fulerenole nie wykazujg cytotoksycznosci w zakresie stezen stosowanych do
ochrony przed wolnymi rodnikami (Grebowski i wsp., 2013a). Istnieje wiele przekonujacych
dowoddéw na temat antyoksydacyjnych witasciwosci rozpuszczalnych w wodzie pochodnych
fulerendw (Katoi wsp., 2009; Caii wsp., 2010; Injac i wsp., 2013; Grebowski i wsp., 2013a)
jednakze wrcigz dysponujemy zbyt matg wiedzg na temat mechanizmu dziatania tych
czasteczek oraz ewentualnych dziatan niepozgdanych. Stad istnieje konieczno$¢ dalszych
badan nad wptywem fulerenoli na btony biologiczne w celu weryfikacji toksycznosci i
mozliwosci wykorzystania tych nanomateriatéw zanim stanie sie mozliwe ich zastosowanie
terapeutyczne.

Wyniki najnowszych badan wskazujag na rosngce zainteresowanie badaczy wysoko
hydroksylowanymi fulerenolami z liczbg grup hydroksylowych (-OH) powyzej 30 w aspekcie
ich wtasciwosci antyoksydacyjnych. Wynika to rowniez z faktu, iz wzrost hydroksylacji
czgsteczki fulerenu przyczynia sie do zmniejszenia jego cytotoksycznosci i wzrostu
rozpuszczalno$ci w roztworach wodnych. Fizykochemiczne wiasciwosci fulerenoli zalezg
rowniez od liczby grup hydroksylowych oraz ich usytuowania na powierzchni klatki fulerenu
(Guirado-Lépez R, Rincon M, 2006; Grebowski i wsp., 2013a).

Do tej pory nie wyjasniono jednak czy znaczna liczba grup hydroksylowych przytagczona do
weglowej klatki fulerenu (Cso) moze wptywaé na zdolno$¢ do zmiatania reaktywnych form
tlenu (RFT). Odpowiedz na to pytanie umozliwia wyznaczenie statych szybkosci reakgcji
produktow radiolizy wody z fulerenolem.

Metoda radiolizy impulsowej jest podstawowg technikg stosowang do wyznaczania wartosci
statych szybkosci reakcji zaréwno reaktywnych form tlenu jak i azotu (Houée-Levin i
Bobrowski, 2013; Samuni i wsp., 2012). Wartosci statych szybkosci reakcji z gtéwnymi

produktami radiolizy wody otrzymane metodg radiolizy impulsowej sg pomocne przy



przewidywaniu czy dany zwigzek moze okazad sie skutecznym antyoksydantem. PrzejSciowe
produkty radiolizy wody reagujg z biomolekutami powodujac tworzenie wtérnych produktéw
radiolizy wody np. rodnikdéw biatkowych, ktore z kolei reagujgc z materiatem genetycznym
moga prowadzi¢ do jego uszkodzenia (Schuessler i Jung, 1989). Biatka reagujg z produktami
radiolizy ~ wody: e€,, H°, "OH z dos¢ duzymi statymi szybkosci reakcji miedzy
10°-10* dm3mol*s? (Buxton i wsp., 1988). Z punktu widzenia zmian w strukturze bio-
molekut petnigcych szereg roznych funkcji w komodrce najniebezpieczniejszy jest rodnik
hydroksylowy (*OH). Posiada on bardzo wysoki potencjat utleniajgcy w $rodowisku
obojetnym E°(*OH/OH") = 1,8 V (Buxton i Mulazzani, 1999). Ponadto brak w komodrkach
mechanizméw enzymatycznych usuwajgcych rodniki *OH. W zwigzku z tym moze on
modyfikowaé¢ praktycznie wszystkie sktadniki budujgce komorki (DNA, biatka, lipidy
i cukry) (Grebowski i Krokosz, 2010).

Stata szybkosci reakcji dla fulerenolu o osiemnastu grupach hydroksylowych-
Ce0(OH)1s z rodnikiem hydroksylowym (*OH) wyznaczona przez Guldiego i Asmusa (1999)
przy uzyciu radiolizy impulsowej wynosi 2,4¢10° dm3mollst. Autorzy proponuja, ze
zmiatanie rodnika *OH przez fulerenol Ceo(OH)1s zachodzi przez przytgczenie rodnika *OH do
wigzania podwdjnego rdzenia weglowego fulerenolu. Nie jest jednak okreslona stata
szybkosci reakcji dla wysoko hydroksylowanego fulerenu oraz nie jest wyjasnione czy
znaczna liczba grup HO- w czgsteczce Ceo(OH)x, x>30 moze wptywaé na wartos¢ statych

szybkosci reakcji z produktami radiolizy wody o wiasciwosciach utleniajgcych (*OH) i
redukujgcych (e;q). Liczba wigzan podwdjnych w czgsteczce fulerenolu zmniejsza sie wraz z
przytgczaniem kolejnych grup hydroksylowych, mozna wiec oczekiwa¢, ze reaktywnosé z
rodnikowymi produktami radiolizy wody bedzie zalezata od stopnia hydroksylacji fulerenolu

(Grebowski i wsp., 2014).

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto wyznaczenie statych szybkosci reakcji

fulerenolu - Ceo(OH)36 z elektronem uwodnionym (ee;q ), rodnikiem hydroksylowym (*OH) i

oszacowanie energii aktywacji tej reakcji oraz zbadanie oddziatywan pomiedzy Ceo(OH)s6 a
btong komédrkowa erytrocytow.

Pierwszym etapem prac eksperymentalnych prowadzonych w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej byta charakterystyka fizykochemiczna fulerenolu (Ceo(OH)s6).

Otrzymany w Zaktadzie Radiobiologii wysoko hydroksylowany fulerenol analizowano z
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wykorzystaniem metod spektroskopowych, takich jak: spektroskopia UV-Vis, fluorescencja,
spektroskopia IR, 'H-NMR, 3C-NMR, spektroskopia masowa (MALDI-TOF) oraz analiza
elementarna. Przeprowadzona analiza potwierdzita obecnos¢ 36 ugrupowan hydroksylowych
(-OH) przytgczonych do ,weglowej klatki” Ceo (Grebowski i wsp., 2013b)

Wartosci statych szybkosci reakcji Ceo(OH)ss z rodnikiem “OH i €, wyznaczono z

wykorzystaniem metody radiolizy impulsowej. Napromieniowania wykonano przy uzyciu
liniowego akceleratora elektrondw ELU-6e o energii wigzki elektronéw 6-8 MeV we
wspotpracy z Miedzyresortowym Instytutem Techniki Radiacyjnej (MITR) Politechniki
Ltédzkiej.

Odziatywanie fulerenolu Cso(OH)36 z btong plazmatyczng erytrocytdw okreslano przy
uzyciu metod elektroforetycznych, mikroskopowych i spektroskopowych. Na podstawie
wykonanych pomiaréw analizowano: ksztatt komodrek, poziom hemolizy, wyciek K*,
agregacje/fragmentacje biatek btonowych, aktywnos¢ ATPaz jonozaleznych zlokalizowanych
w btonie erytrocytarnej, ptynnos$¢ btony plazmatycznej za pomocyg znacznikéw
fluorescencyjnych lokujgcych sie w réznych regionach btony erytrocytu.

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w
trzech spodjnych tematycznie artykutach oryginalnych oraz uzupetnione jedng praca

przeglagdowa. Uzyskano nastepujgce wyniki:

1. Stata szybkosci reakcji wysoko hydroksylowanego fulerenolu Ceo(OH)3s z rodnikiem
*OH wynosi 2,0410° dm3 mol* s i jest podobna do wartos$ci uzyskanej przez Guldiego

i Asmusa (1999) dla fulerenolu Ceo(OH)1s (Grebowski i wsp., 2014).

2. Wartos¢ statej szybkosci reakcji fulerenolu Ceo(OH)3s z elektronem uwodnionym €
wynosi 2,5¢10° dm3 mol? s i jest okoto 5-krotnie wyzsza od statej szybkosci reakc;ji
dla Ceo(OH)1s (Mohan i wsp., 1998; Grebowski i wsp., 2014)

3. Energia aktywacji dla reakcji fulerenolu Ceo(OH)3s z rodnikiem *OH wyznaczona z

réwnania Arrheniusa wynosi 22,7 kJ mol™ (Grebowski i wsp., 2014)

4. W badaniach dotyczgcych zmian struktury btony plazmatycznej poddanej dziataniu
fulerenolu Cso(OH)3s wykazano, ze badany zwigzek zwieksza ptynno$é btony

plazmatycznej erytrocytéw cztowieka, zarowno w jej obszarze powierzchniowym, jak



i w obszarze hydrofobowym. Usuniecie fulerenolu powodowato wzrost mikrolepkosci
btony w obszarze powierzchniowym do wartosci sprzed dodania fulerenolu.
Natomiast anizotropia w obszarze hydrofobowym nie zmieniata sie po usunieciu
fulerenolu z zawiesiny erytrocytéw. Wynika z tego, ze fulerenol adsorbuje sie do
zewnetrznych obszaréw btony, prawdopodobnie przez stabe wigzania wodorowe.
Czasteczki fulerenolu mimo charakteru hydrofilowego wnikajg w gtebsze rejony btony
erytrocytu. Swiadczag o tym wyniki uzyskane przy uzyciu sondy DPH, ktére méwia

o wzroscie ptynnosci w gtebszych obszarach btony (Grebowski i wsp., 2013c).

Fulerenol wyraznie hamowat aktywnos¢ ATPaz jonozaleznych btony plazmatycznej
erytrocytu. Po odptukaniu fulerenolu obserwowano zwiekszenie o ok. 10%
aktywnos$ci Na*/K*-ATPazy i Ca®*-ATPazy w stosunku do préb, w ktérych fulerenolu
nie odptukiwano. Natomiast usuniecie fulerenolu nie cofato inhibicji Mg%*-ATPazy

(Grebowski i wsp., 2013c).

Cs0(OH)36 nieznacznie hamowat autohemolize i wyptyw potasu z erytrocytéw pod
wptywem przedtuzonej inkubacji w 37°C. Dla stezenia fulerenolu 150 mg/L ilos¢
uwolnionego potasu zmniejszyta sie o 20% w stosunku do erytrocytow

przechowywanych bez fulerenolu (Grebowski i wsp., 2013b).

Elektroforetyczny  rozdziat biatek  btonowych erytrocytéw  wykazat, ze
przechowywanie bton erytrocytarnych przez 48 godz. w temp. 37°C prowadzito do
znaczne] degradacji biatka pasma 3. Fulerenol w stezeniach 50-150 mg/L chronit

biatko pasma 3 przed degradacjg (Grebowski i wsp., 2013b).

Przeprowadzone obserwacje mikroskopowe oraz pomiary cytometryczne dla
erytrocytow inkubowanych z fulerenolem wykazaty niewielkie zmiany w morfologii
komoérek polegajgce na tworzeniu sie echinocytéw. Przechowywanie erytrocytow
prowadzito do transformacji echinocytarnej i zlepiania sie komoérek. Fulerenol
Ceo(OH)36 w nieznacznym stopniu nasilat te zmiany przy stezeniu 150 mg/L

(Grebowski i wsp., 2013b).



Podsumowanie i wnioski

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki potwierdzajg oddziatywanie fulerenolu na biatka
transbtonowe cytoszkieletu, a w szczegdlnosci na biatko pasma 3 oraz ATPazy. Fulerenol
Ce0(OH)36 zmieniat w niewielkim stopniu morfologie komodrek, a wiec organizacje
wewnatrzkomdrkowa erytrocytédw, poprzez asocjacje z biatkami cytoszkieletu. W pracy
wykazano, ze Cso(OH)3s W zakresie wysokich stezen do 150 mg/L nie wykazywat znaczacego
efektu toksycznego wobec erytrocytéow. Co wiecej z przeprowadzonych badan wynika, ze
zmiany w morfologii erytrocytéw wywotane fulerenolem w wysokich stezeniach (do 150
mg/L) nie prowadzg do zwiekszonej hemolizy erytrocytéw ani do wycieku potasu, a nawet w
niewielkim stopniu im zapobiegaja.

Proponowany mechanizm wptywu fulerenolu na biatka cytoszkieletu erytrocytéw

cztowieka przedstawia ryc. 1.

pasma 3

agnt

spekirynaa  spektrynap

Ryc. 1. Oddziatywanie fulerenolu z zespotem biatek pasma 3 i lokalizacja fulerenolu w podwdjnej warstwie
lipidowej. Fulerenol Cso(OH)ss, przez interakcje z zespotem biatka pasma 3, nie tylko zapobiega jego degradacji,
ale moze réwniez wptywacé na miejsca wigzania spektryny, biatek pasma 4,1 i 4,2 lub aktyny, co prowadzi do
zmian w cytoszkielecie, wptywajacych na morfologie erytrocytéw. Zrédto: (Grebowski i wsp., 2013)

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej wskazujg, ze zmniejszenie liczby
wigzan m wraz ze wzrostem liczby grup OH przytagczonych do klatki weglowej Ceo nie
spowodowato znaczgcych zmian w wartosciach statej szybkosci reakcji fulerenolu z
rodnikiem °OH. Stata szybkosci dla reakcji fulerenolu Ceo(OH)36 z rodnikiem *OH wynosi

2,0:10° dm3mol? s, i jest pordwnywalna do statej szybkosci z Ceo(OH)1s. Najbardziej



prawdopodobnym mechanizmem reakcji rodnika *OH z fulerenolem jest tworzenie m-
kompleksu, ktéry moze dysocjowaé ponownie do reagentéw lub ulega¢ przegrupowaniu do
o-kompleksu. Natomiast, stata szybkosci reakcji dla fulerenolu Ceo(OH)ss z €,, wynosi
2.5.10° dm* mol* s™ i jest okofo 5-krotnie wigksza niz stata szybkosci reakcji €,, z Ceo(OH)1s.

Wysoko hydroksylowane fulereny z liczbg grup —OH powyzej 30 mogg okazaé sie

skutecznymi antyoksydantami (Grebowski i wsp., 2014).



Determination of the reaction rate constants of highly hydroxylated
fullerene C¢o(OH)36 with water radiolysis products and the mechanism
of its effect on human erythrocytes

Abstract

Fullerenols, with the general formula Ceo(OH)n (n=2-44), as soluble in water
hydroxylated fullerene derivatives, have recently become the object of many studies
concerning the possibilities of their application in the biomedical sciences. Fullerenols have a
high electron affinity and they can easily bind nucleophilic radicals and substituents
(Grebowski et al., 2013a; Krokosz et al., 2014). Literature data indicate that fullerenols have
no cytotoxicic effects in the concentration range used for the protection against free radicals
(Grebowski et al., 2013a). There are many convincing evidence on the antioxidant properties
of water-soluble derivatives of various fullerenes (Kato et al., 2009; Cai et al., 2010; Injac et
al., 2013; Grebowski et al., 2013a), however, we still lack the knowledge about the
mechanisms of action of these molecules and possible side effects. Hence, there is a
necessity of studies concerning the effects of fullerenols on biological membranes to verify
their toxicity and the possibility of using these nanoparticles before their therapeutic use in
biomedicine becomes possible.

The growing number of papers concerning fullerene derivatives show an increasing interest
of researchers in highly-hydroxylated fullerenols (with the number of hydroxyl groups (-OH)
more than 30) in terms of their antioxidative properties. It is also related with the fact that
the increased hydroxylation of the fullerene molecule contributes to the reduction of its
cytotoxicity and increase of solubility in water solutions. Physico-chemical properties of
fullerenol depend on the number of attached hydroxyl groups and their location on the
surface of the fullerene cage (Guirado-Lopez R, Rincén M, 2006; Grebowski et al., 2013a).

So far, however, it is not clear whether a substantial number of hydroxyl groups attached to
the fullerene carbon cage can affect the ability to scavenge reactive oxygen species (ROS).
One of the techniques applied to answer to the above question is the method of pulse
radiolysis enabling the estimation of the reaction rate constant values of water radiolysis

products with fullerenol.



Pulse radiolysis method is a major technique used to determine the reaction rate constants
values for either reactive oxygen or nitrogen (Houée-Levin and Bobrowski, 2013; Samuni et
al., 2012). The reaction rate constants for reaction with the main products of water radiolysis
determined with the use of pulse radiolysis is helpful in anticipating potential antioxidative
properties of the compound tested. Primary products of the water radiolysis react with
biomolecules causing the formation of secondary products of water radiolysis such as
protein radicals, which in turn can damage DNA (Schuessler and Jung, 1989). The proteins

react with water radiolysis products, such as e, _, H*and *OH, which are characterized by

aq
relatively large reaction rate constants of between 10°-10' dm3 mol* s (Buxton et al.,
1988). The most dangerous water radiolysis product is hydroxyl radical (*OH) causing
damage in biomolecules playing many significant physiological functions in the cell. Hydroxyl
radical has a very high oxidation potential in a neutral water solutions, E°(*OH/OH’) = 1,8 V
(Buxton and Mulazzano, 1999). In addition, there are no defending mechanisms within a cell
enabling to remove hydroxyl radicals. Therefore, it can modify virtually all cellular
components (DNA, proteins, lipids and carbohydrates) (Grebowski and Krokosz, 2010).

The rate constant for the reaction of fullerenol with 18 hydroxyl groups - Ceo(OH)1s
with the hydroxyl radical (*OH) was determined by Guldi and Asmus (1999) with the use of
pulse radiolysis and it was equal to 2.4.10° dm3molls?. The authors suggested that the
scavenging of the *OH radicals by fullerenol Ceo(OH)1s occured through the attachment of the
*OH radical to the double bonds of fullerene carbon cage. However, the reaction rate
constant for the highly hydroxylated fullerenol has not yet been specified as well as it has
not been explained whether a substantial number of HO- groups present in the Ceo(OH)x,

x>30, molecules may influence the reaction rate constants with water radiolysis products,

with oxidizing ("OH) and reducing (e,,) properties. The number of double bonds in the

molecule of fullerenol decreases with the subsequent attachment of the hydroxyl groups,
therefore it can be expected that the reactivity of fullerenol with radical products of water
radiolysis depends on the degree of hydroxylation (Grebowski et al., 2014).

The aim of this PhD thesis was to determine the reaction rate constants of highly

hydroxylated fullerenol Ceo(OH)36 with hydrated electron (e;q) and the hydroxyl radical (*OH)

as well as to estimate the energy of activation of reaction between Cgo(OH)3s and (*OH), and

to investigate the interaction between Ceo(OH)36 and plasma membrane of erythrocytes.



The first stage of experiments carried out within the framework of this PhD
dissertation was the physicochemical characterization of fullerenol. Highly hydroxylated
fullerenol synthesized in the Department of Radiobiology was analyzed with the use of
spectroscopic methods such as UV-Vis spectroscopy, fluorescence spectroscopy, IR, *H-NMR,
13C-NMR, mass spectroscopy (MALDI-TOF) and elemental analysis. The analysis undertaken
confirmed the presence of 36 hydroxyl groups (-OH) attached to the "carbon cage"
Co0(OH)36.

The rate constants for the reactions between Ceo(OH)3s and *OH and € radicals

were determined using the method of pulse radiolysis. Irradiation was performed with a
linear electron accelerator ELU-6e with the electron beam energy of 6-8 MeV in the
cooperation with the Institute of Applied Radiation Chemistry (MITR), Technical University of
Lodz.

Interaction of fullerenol Ceo(OH)3s with the plasma membrane of erythrocytes was
determined with electrophoretic, spectroscopic and microscopic methods. The following
parameters were analyzed: the shape of cells, the level of hemolysis, leakage of K*,
aggregation/fragmentation of membrane proteins, the ATPase activity in erythrocyte
membrane and the plasma membrane fluidity using fluorescence probes.

Scientific research carried out in this doctoral dissertation was published in three
original, thematically coherent papers and supplemented by the review paper. Results were

as follows:

1. The reaction rate constant of highly hydroxylated fullerenol Ceo(OH)3s with *OH
radical is 2.0.10° dm3 mol? s and is similar to the value obtained by Guldi and

Asmus (1999) for fullerenol Ceo(OH)1s (Grebowski et al., 2014).

2. The reaction rate constant of highly hydroxylated fullerenol Ceo(OH)3s with hydrated

electron (e;q) is 2.5¢10° dm3 mol? s and is about five times higher than the value for

the fullerenol Ceo(OH)1s (Mohan et al., 1998; Grebowski et al., 2014).

3. The energy of activation for the reaction of fullerenol Ceo(OH)3s with *OH radical

determined with the Arrhenius equation is 22.7 kJ mol™ (Grebowski et al., 2014).

4. The studies concerning the changes in the structure of plasma membrane treated

with fullerenol Ceo(OH)3s demonstrated that the tested compound caused an increase



in the fluidity of human erythrocyte plasma membrane, both in its surface area, as
well as hydrophobic area. Washing out fullerenol caused a decrease in the fluidity of
membrane in the surface area compared to the untreated membranes. In contrast,
anisotropy of the membrane hydrophobic area was not changed after the washing
out fullerenol from the erythrocyte suspension. This suggest that fullerenol may
adsorb to the outer areas of the membrane, which probably occurs through the weak
hydrogen bonds. Despite the hydrophilic nature of the fullerenol nanoparticles, they
can easily penetrate the deeper regions of the erythrocyte membrane. This is
evidenced by the results obtained for DPH fluorescent probe, which indicated the

increase of fluidity in the deeper areas of the membrane (Grebowski et al., 2013c).

Fullerenol inhibited the ATPase activity of erythrocyte plasma membrane. The 10%
increase of the activity of Na*/K*-ATPase and Ca%*-ATPase after washing out the
fullerenol was observed. However, washing out the fullerenol did not reversed the

inhibition of Mg?*-ATPase (Grebowski et al., 2013c).

Cs0(OH)36 slightly inhibited the autohemolysis and potassium efflux from erythrocytes
under the influence of prolonged incubation at 37°C. When fullerenol was added at
the concentration of 150 mg/L the amount of released potassium reduced by 20%

compared to the erythrocytes stored without fullerenol (Grebowski et al., 2013b)

Electrophoresis of erythrocyte membrane proteins has shown that the storage of
erythrocyte membranes for 48 h at 37°C resulted in a significant degradation of 3
band protein. Fulerenol at a concentration of 50-150 mg/L protected the 3 band

protein against degradation (Grebowski et al., 2013b).

Microscopic observations and flow cytometry measurements revealed minor changes
in cell morphology of erythrocytes involving the formation of echinocytes. Storage of
erythrocytes led to the transformation into echinocytes and agglutination of cells.
Fulerenol Ceo(OH)36 slightly potentiated these changes at a concentration of 150 mg/L

(Grebowski et al., 2013b).
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Summary and conclusions

Obtained results confirm the influence of fullerenol on transmembrane proteins of
the cytoskeleton of human erythrocytes, particularly the protein 3 band and ATPase. The
results show that changes in the morphology of red blood cells caused by high
concentrations of fullerenol (up to 150mg/L) did not lead to increased red blood cell
hemolysis or the leakage of potassium. It was shown that Ceo(OH)s6 at high concentrations
had no significant toxic effect toward the erythrocytes. Fulerenol Ceo(OH)s6 slightly altered
the cellular morphology of erythrocytes, and thus, the intracellular organization of
erythrocytes, through the association with cytoskeletal proteins. The proposed mechanism

of fullerenol influence on human erythrocyte cytoskeletal proteins is presented in Fig. 1

-~ I
Control K'y ! Fullerenol K'o
|

Fig. 1. Fullerenol interactions with the band 3 protein and the location of fullerenol in the lipid bilayer.
Fullerenol Cso(OH)3s, by associating with band 3 protein, does not only prevent its degradation, but can also
influence the binding sites of spectrin, band 4.1 and 4.2 proteins or actin, leading to changes in the
cytoskeleton affecting erythrocyte morphology. Adapted from: (Grebowski et al., 2013b)

The results obtained in this PhD thesis suggest that the decreased number of m
bonds, along with an increased number of OH groups attached to the carbon cage of
fullerenol, did not result in any significant changes in the rate constant for the reaction with
hydroxyl radicals. The rate constant for the reaction of fullerenol Ceo(OH)36 with *OH radical

was 2.0010° dm3 mol™! s, which was comparable to the rate constant for Ceo(OH)1s. The
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most probable mechanism of the reaction of *OH with fullerenol was via the formation of a
n-complex that could dissociate to reform the reactants in competition with the

rearrangement to the o-complex.

The rate constant determined for the reaction of Ceo(OH)ss with €, was 2.5.10°

dm3molls? and it was approximately 5-fold greater than the rate constant for the reaction
with Cso(OH)1s. Highly hydroxylated fullerenes with the number of attached -OH groups

more than 30 may be effective antioxidants (Grebowski et al., 2014).
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