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Вивчено вплив фулерену (FC60) корівень вільнорадикальких і деструккливпих процесю у спсху-’:::ій 
тканині суглобів при експериментальному ад 'ювантному артриті (АА) у щурів. Продемонстрова
но антиоксидантний ефект FC6l) при АА, який проявляється зниженням приросту концентрації 
малонового діальдегіду в печінці (13,44±0,83 %) і нирках (18,86±1,36 %); і підвищенням активності 
антиоксидантних ферментів, супероксиддисмутази в печінці (15,96^0,38 мкмоль/кг-с) і нирках 
;5,36Н),27 мкмоль/кг-с), а також каталоги в нирках (9,56±0,78 мкмоль/кг-с) і серці (2,26±0,-'! мкмоль/ 
кг-с) у порівнянні з показниками контрольної групи (43,83±5,69 %; 54,55±б, 18%; 11,68±0,52 мкмоль/ 
кг-с; 3,43±0,47 мкмоль/кг-с; 4,77±0,5 мкмоль/кг-с; 0,98±О, 12 мкмоль/кг-с відповідно). Показано про- 
техтивний ефект FC60 при АА, спрямований на пригнічення деструктивних процесів у сполучній 
тканині, що виражалось зниженням рівня загальної колагенолітичної активності в хрящовій (10,05 
з: 0,06 мкмоль-г'/хв'1) і кістковій (11,21±0,04 мкмоль г',-хв'1) тканинах, вмісту вільного оксипроліну 
(1,54±0,04 мкг/мл) і активності лужної фосфатази (1,24±0,14 мкмоль/л-с) у порівнянні з показни
ками контрольної групи (11,91 ± 0,49 мкмоль-г^-хв4; 13,19±0,15 мкмоль-г"1-х#‘; 2,25±0,6/мкг/мл; 
з : 9+0,24 мкмоль/л-с відповідно). Отримані дані визначають перспективу подальших досліджень
ї FC60 при ревматоїдному артриті як можливого терапевтичного агента.

/ключові слова: експе.: ментальний ад 'ювантний артрит; фулерен С60. активність антиоксидант
них ферментів, загальна калагеналітична активність

ВСТУП

Ревматоїдний артрит (РА) ~ одне з найбільш 
поширених системних аутоімунних захво
рювань. Експериментальною його моделлю є 
ад’ювантний артрит (АА), який відноситься 
до категорії прогресуючих хронічних запаль
них деструктивних артропатій, зумовлених 
гіперплазією синовіоцитів у поєднанні з 
посиленою васкуляризацією і інфільтрацією 
клітинами зони запалення, руйнуванням хря
щової і кісткової тканин, проявами систем
них пошкоджень у різних життєво важливих 
органах (печінка, нирки, селезінка, серце

тощо) [1]. При АА у тварин спостерігається 
вивільнення ферментів (еластаз, к-глагеназ 
і протеаз) і активація вільнорадккаиьного 
окиснення (ВРО) під дією реакційно? датних 
метаболітів кисню, що, безумовно, с однією 
з ключових причин розвитку запалення, 
остеокластогенезу і пошкодження суглобів 
[2], Тому особливо актуальним стає пошук 
нових біомедичних засобів, ,які матимуть 
цільовий (таргетний) вектор дії при терапії 
ЗуТОІМуННИХ 32Х30рЮВ2НЬ.

Одним із перспективних шляхів у розроб
ці такої терапії може бути застосування 
наночасток, які створені на основі фулере-
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ну Сё0 (гСб0) [3]. РС60 - це нова алотропна 
форма вуглецю, в якій 60 атомів утворюють 
сферичну молекулу з високою стабільністю, 
біосумісністю, унікальними фізико-хімічни- 
ми і біологічними властивостями, які дають 
Зімогу активно приєднувати різні радикали, 
миттєво проходити крізь мембрану кліти
ни без прояву цитотоксичного ефекту [4]. 
Водна дисперсія РСб0 впливає на неоднакові 
типи клітин, проявляючи протизапальну [5], 
противірусну [6], антипроліферативну [7]. 
антибактеріальну [8], імуномодулюючу [9, 
10], хондрогенну [11], про- і антиоксидант
ну дії [12], що в подальшому може знайти 
застосування для досягнення протективногс 
і імуномодуяюючого ефектів при лікуванні 
низки патологічних станів з переважним 
порушенням імунних механізмів. Разом з 
цим, весь спектр дії РС60 на імунні, запальні і 
антиоксидантні процеси при АА залишається 
повністю не вивченим.

Мета нашої роботи - дослідити вплив 
РСб0 на рівень вільнорадикадьних і деструк
тивних процесів у сполучній тканині суглобів 
при А А у щурів.

МЕТОДИКА

Дослідження проведені на 40 самцях щурів 
лінії Вістар масою 250-280 г, які знаходились 
у стандартних умовах віварію, відповідно до 
принципів біоетики, законодавчих норм, ви
мог та дозволу комісії з біоетики Української 
медичної стоматологічної академії.

Тварини були розділені порівну на 5 груп. 
До І контрольної групи ввійшли інтактні 
тварини, до її контрольної - тварини, яким 
вводили стерильний фосфатно-сольовий бу
фер (ФСБ, pH 7,2) по 100 мкл в праву задню 
кінцівку (однократно, субплантарно). Тва
ринам III, IV і V груп моделювали розвиток 
експериментального АА введенням 0,1 мл 
стерильного повного ад’юванту Фрейнда в 
праву задню кінцівку (однократно, субплан
тарно) [13]. Через 14 діб після індукції АА 
тваринам III групи вводили стерильний ФСБ

по 100 мкл у праву задню кінцівку (1 раз на 
добу, впродовж 15 днів, субплантарно), щу
рам IV групи вводили препарат порівняння 
метотрексат (МТХ) («ЬаСЬеша», Чехія) у 
дозі 0,6 мг/кг (1 раз на тиждень, впродовж 15 
днів, вкутрішньом’язово), V - водну диспер
сію FC60 у дозі 50 нг в 100 мкл стерильного 
ФСБ (1 раз на добу, впродовж 15 днів, ін- 
траперитонеально) [14]. Водну дисперсію 
FC60 («Sigma», США) отримували перемі
шуванням у стерильній деіонізованій воді 
в асептичних умовах на магнітній мішалці 
впродовж 2 міс [15]. Евтаназію тварин прово
дили під тіопенталовим наркозом на 30 добу 
гксперпмоиту, кров забирали у стерильні 
шприци з правого передсердя щурів.

Показники перекисного схиснення ліпідів 
(ПОЛ) і антиоксидантного захисту (АОЗ) 
визначали в гомогенатах тканин печінки, 
нирок і серця. Для цього оцінювали приріст 
малонового діальдегіду (МДА) під час 1,5-го- 
динної інкубації в прооксидантному буфері 
[13]. Стан АОЗ вивчали за зміною активності 
антиоксидантних ферментів - супероксид- 
дисмутази (СОД; КФ 1.15.1.1) і каталази 
(КФ 1.11.1.6). Активність СОД оцінювали 
за зміною швидкості пригнічення продукції 
радикала супероксид-аніона з реакції автоо- 
киснення адреналіну, каталази - за кількістю 
пероксиду водню, що розщеплюється під 
дією ферменту [13].

Загальну колагенолітнчну активність 
(КЛА)‘ визначали в гомогенатах хрящової і 
кісткової тканини колінного суглоба щурів. 
За одиницю активності брали ту кількість 
ферменту, яка каталізує утворення 1 мкмоль 
лейцину внаслідок гідролізу колагену впро
довж 5 год у стандартних умовах [ІЗ].

У сироватці крові колориметричним 
методом визначали концентрацію вільного 
охсипролїку та активність лужної фосфатази 
(ЛФ; КФ.3.1.3.1). У разі оксипроліну метод 
його грунтувався на реакції його скискення з 
парадиметнламінобензальдегідом з утворен
ням кінцевого продукту пірол-2-карбонової 
кислоти [13]. А ЛФ - на врахуванні кілько
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сті утвореного внаслідок ферментативного 
розщеплення р-нітрофенілфосфату продукту 
р-нітрофенолу, що дає в лужному середовищі 
жовте забарвлення [13].

Статистичну обробку результатів прово
дили за допомогою програми БіаПвПса 6.0 
(ЗіаіБой, США) з обчисленням середнього 
(М) і стандартної помилки середнього (т). 
Вірогідність визначали за допомогою кри
терію І Стьюдента та ІІ-тесту Манна-Уітні. 
Відмінності між групами вважали статистич
но достовірними при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Значення приросту концентрації МДА, ак
тивності СОД та каталази в гомогенатах 
тканин печінки, нирок і серця щурів пред
ставлені у табл. 1. Виявлено відсутність 
вірогідної різниці між усіма досліджувани

ми показниками тварин II контрольної та І 
інтактної груп. Зареєстровано підвищення 
приросту концентрації МДА в гомогенатах 
печінки, нирок і серця (в 1,9; 3,2 і 1,25 раза 
відповідно; Р<0,05) у тварин III групи у 
порівнянні зі значеннями І інтактної групи. 
Відмічено зниження активності СОД та 
каталази у тварин III групи у порівнянні з 
І інтактною групою. При цьому виражене 
зниження активності каталази відмічене в 
тканинах печінки, нирок і серця (в 1,4; 2,5 і 
2,25 раза відповідно; Р<0,05).

При зведенні РС60 тваринам (V група) 
вірогідно знижувався приріст концентрації 
МДА тільки в печінці і нирках у порівнянні 
з показниками тварин з АА (III група). Вве
дення БС60 щурам (V група) призвело до під
вищення активності СОД в тканинах печінки 
і нирок та каталази в тканинах нирок і серця 
у порівнянні з показниками щурів з АА (III

Таблиця 1. Вяли» фулерену Си (ГС6()) иа показники перекисного окиснення ліпідів і антиоксидантного зи.а-«й у 
в органах щурів при розвитку ад’ювантного артриту

Показник

Тварини контрольних груп Групи тварини з ад’ювантним артритом

Інтактні
Введення фос
фатно-сольово

го буферу

Введення фос- 
фатно-сольозо- 

го буферу

Введения мето
трексату

Введекнч
гс60

Приріст концентрації малонового діальдегіду, %

Печінка 22,49±1,95 22,57±1,51 43,83±5,69* 4,4440,93** 13,44+0,83*4

Нирки 16,58±1,67 18,22+2,12 54,55±6,18* 16,17+1,76** 18,86±1,36;:”

Серце 13,98±0,96 14,67±0,81 17,53±1,0* 13,78±1,25** 15,6341,08

Активність супероксиддисмутази, мкмоль/кг-с

Печінка 15,94±0,76 17,27±0,51 11,68±0,52* 15,32±0,43** 15,9640,38**

Нирки 8,42±0,18 7,36±0,76 3,43±0,47* 5,78±0,44** 5,36±0,27**

Серце 2,23±0,3 2,08±0,11 і,27±0,04* 1,27±0,09 1,56±0,02

Активність каталази, мкмоль/кг-с

Печінка 17,86±0,31 15,17±1,4 12,74±0,6* 17,74±1,8* 15,1341,08

Нирки 12,16±1,41 12,86±0,44 4,77±0,5* 8,87±1,2** 9,5640,78**

Серце 2,2±0,09 1,83±0,16 0,98±0,12* 2,74±0,58** 2,2640,41**
Примітка: тут і в табл. 2: *Р<0,05 у порівнянні з показниками інтактних тварин; **Р<0,05 у порівнянні з 
показниками тварин, які отримували фосфатно-сольовий буфер під час розвитку ад’ювантного артриту
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группа; Р<0,05). Введення препарату порів
няння MTX тваринам (IV група) викликало 
вірогідне зниження приросту концентрації 
МДА в гомогенатах усіх досліджуваних ор
ганів, та навпаки, - підвищення активності 
СОД в тканинах печінки і нирок та каталази 
в гомогенатах усіх досліджуваних органів на 
відміну від показників щурів з АА (ПІ група).

Дослідження загальної КЛА гомогенатів 
хрящової і кісткової тканин не виявило віро
гідних відмін у тварин II контрольної групи 
у порівнянні з І інтактною групою (табл. 2). 
Виявлено підвищення загальної КЛА в до
сліджуваних тканинах у тварин III групи у 
порівнянні з показниками твапин І інтактної 
групи (Р<0,05). Введення FC60 (V група) і 
MTX (IV група) щурам сприяло зменшенню 
загальної КЛА в хрящовій і кістковій ткани
нах у порівнянні з показниками тварин з АА 
(III група).

Отримані результати показали (див табл. 
2), шо .концентрація вільного оксипроліну 
та активність ЛФ у сироватці крові тварин II 
контрольної групи вірогідно не відрізняється 
від показників І інтактної групи. Відмічено 
підвищення показників даних ферментів у

тварин III групи у порівнянні з показниками 
І інтактної групи (Р<0,05). Введення FC60 
тваринам (V група) призвело до односпря- 
мованого вірогідного зниження концентрації 
вільного оксипроліну та активності ЛФ на 
відміну від тварин з АА. (Ш група), Тоді як 
при введенні препарату порівняння МТХ тва
ринам (IV група) відмічено лише пригнічення 
концентрації вільного оксипроліну (Р<0,05).

Раніше нами встановлено, що при роз
витку АА у щурів спостерігалися характерні 
клінічні ознаки хронічного запалення з яви
щами відповідних структурно-метаболічних 
порушень. Введення FC60 тваринам на фоні 
розвитку АА сприяло змепщгппю набряку 
і діаметра запаленої кінцівки, стабілізації 
температури і маси тіла, що оцінено нами як 
протизапальна дія [101.

Отримані дані свідчили про. стимуляцію 
ПОЛ і пригнічення активності антиоксидант
них ферментів при АА, що відмічалось за під
вищенням приросту' концентрації МДА і зни
женням активності СОД і каталази в тканинах 
печінки, нирок і серця. Ці дані у.; 'оджуються 
з дослідженнями інших авторів, вказують 
на порушення рівноваги в систем ■ ПОЛ - АОЗ

Таблиця 2. Вилив фулерену С6в (РС<9) на показники деструкції сполучної тканини при розвитку с-д’юваятного 
артриту у щурів

Показник

Тварини контрольних груп Групи тварини з ад’ювантним артритом

Інтактні
Введення фос

фатно-сольового 
буферу

Введення фос- І „
, і (ЬосдбпНл Ї«Є-
фатно-сольово-і

- , і тотрехсатуГО буферу {

Введення
рС60

Загальна колаге-
нолітична активність, 
мкмоль-ґ+хв"1

хрящова тканина 10,23 ±0,15 10,47 ±0,16 11,91 ±0,49* 10,53 ±0,21** 10,05 ± 0,06**

кісткова тканина 9,92±0,32 9,376±0,32 13,19±0,15* 11,1±0,15** 11,21±0,04**

Концентрація вільного 
оксипроліну в сироват
ці крові, мкг/мл

1,63±0,08 1,62±0,09 2,25±0,07* 1,63+0,06** 1,54±0,04**

Активність лужної 
фосфатази в сироватці 
ХрОБі, і*іКІ«ОЛх>/л С

0,94±0,06 0,83±0,13 2,19±0,24* 1,56±0,15 1,24±0,14**
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при АА зі зсувом в бік активації ВРО [2], 
Причиною активації ПОЛ в органах і ткани
нах при А А може бути утворення фагоцитами 
АФК і недостатня ефективність основних 
антиоксидантів [16]. Нині є відомості про 
те, що при АА з одного боку утворення АФК 
відіграє бактерицидну роль, а з іншого — по
шкоджує тканини суглобів [16, 17]. Ключові 
ферменти антиоксидантного комплексу - СОД 
і каталаза. Субстратом СОД є суперокснд-ані- 
он, який під дією ферменту перетворюється 
в менше сильний окисник - перекис водню; 
субстратом каталази є пероксид водню, який 
в свою чергу відновлюється ферментом до 
веди. Відповідно, з?, участю цих ферментів 
АОЗ відбувається пряме знешкодження АФК, 
що запобігає пошкодженню тканин організму.

З отриманих результатів випливає, що 
введення РС60 тваринам з. АА відновлює 
баланс у системі ПОЛ - АОЗ і здійснює 
антиоксидантний ефект. Це відмічалось за 
зниженням приросту концентрації МДА і 
підвищенням активності антиоксидантних 
ферментів, СОД і каталази. В дослідженнях 
низки авторів було показано, що РС60 і його 
водна дисперсія можуть здійснювати вира
жені антиоксидантні властивості в організмі 
переважно за рахунок нейтралізації і/або 
приєднання АФК і вільних радикалів [12]. 
Аналогічний прояв антиоксидантного ефекту 
виявлений при дії водорозчинної форми БСб0 
на тварин з АА [18]. Це, ймовірно, в цілому 
свідчить, про здатність фулеренів проявляти 
властивості потужних антиоксидантів також 
пригніченням активації сигнального шляху 
ядерного фактора КР-кВ на етапі остео- 
кластогенезу [19].

Препарат порівняння МТХ здійснював 
спрямований вплив на усунення активації 
процесів ПОЛ і захист тканин організму від 
пошкоджуючої дії АФК, знижуючи приріст 
концентрації МДА і підвищуючи активність 
СОД і каталази в тканинах печінки і нирок 
при АА, що узгоджується з літературними 
даними [20]. Авторами показано, що МТХ 
проявляє при АА не тільки антиоксидантний,

але і гепатопротекторний ефект.
У дослідженні отримані результати, 

які відображають процеси дезорганізації в 
сполучній і кістковій тканинах при АА, що 
проявлялось високим рівнем загальної КЛА 
в хрящовій і кістковій тканинах, вільного 
оксипроліну і активності ЛФ у крові щурів. 
Сьогодні доведено, що активовані клітини у 
вогнищі запалення секретують цілий комп
лекс ферментів (фосфатази, глікозидази, 
катепсин В, колагенази, еластази, активатор 
плазміногену), які перешкоджають нормаль
ним процесам обміну і посилюють деструк
цію сполучної тканини [21]. Тому виявлене 
нами підвищення рівня загальної КЛА і 
вмісту оксипроліну свідчить про переважання 
процесу розпаду колагену над його синтезом 
в сполучній тканині при розвитку АА [22]. 
Виявлене нами підвищення активності ЛФ 
при АА може відображати порушення міне
ралізації і резорбції кісток [23].

У нашій роботі встановлено, що введення 
ТС60 тваринам з АА попереджує активацію 
деструктивних процесів, знижуючи рівень 
загальної КЛА в хрящовій і кістковій ткани
нах, вмісту вільного оксипроліну і активності 
ЛФ в крові. ТзисЬіуа та співавт. показали сти
мулюючу дію РС60 на хондрогенез у щурів, 
що може бути зумовлено активацією синтезу 
різних протеогліканів [11]. Слід відзначити, що 
вплив БС,0 на сепаративні процеси в сполучній 
тканині при Аа залишається ще не вивченим і 
визначає необхідність подальших досліджень.

Введення препарату порівняння МТХ тва
ринам з АА сприяло подібному блокуючому 
впливу на порушення обміну сполучної тка
нини. За даними опублікованого досліджен
ня, при АА введення МТХ сприяє стабілізації 
обмінних процесів в сполучній тканинах і 
попередженню зниження мінеральної щіль
ності кісток [24].

На основі проведених експериментів 
можна дійти висновку, що в імунопатогенезі 
АА суттєву роль відіграє активація ПОЛ і 
деструкція сполучної тканини, які призводять 
до утворення «замкнутого кола» в осередках
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запалення. РС60 при АА здійснює протектор
ний ефект, спрямований на послаблення ПОЛ, 
пригнічення процесів деструкції сполучної 
тканини суглобів і розвиток запалення. Отри
мані результати підкреслюють перспективу 
подальших досліджень дії РС60 при РА як 
можливого терапевтичного агента.

Це дослідження є фрагментом науко
во-дослідної роботи, що фінансується Мі
ністерством охорони здоров’я України № 
01091/001628 «Розробка методів імуномоду- 
ляціїз використанням наночасточок».

Т.В. Мамонтова, Л.Э. Веснина, М.В. Микитюк, 
її,А. Боброва, л.а, Куценко, ЯЛ. Гординская,
И. П. Кайдашев

ФУЛЛЕРЕН С6() ОСЛАБЛЯЕТ СВОБОДНОРА
ДИКАЛЬНЫЕ И ДЕСТРУКТИВНЫЕ 
ПРОЦЕССЫ В СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 
ПРИ АДЪЮВАНТНОМ АРТРИТЕ У КРЫС

Изучено влияние фуллерена С6Й (ГС,,,) на уровень 
свободнорадикальных и деструктивных процессов в 
соединительной ткани суставов при экспериментальном 
адъювантном артрите (АА) у крыс. Продемонстрирован 
антиоксидантный эффект РС60 при АА, проявляющийся 
достоверным снижением прироста концентрации мало- 
нового диальдегида в печени (13,4440,83 %) и почках 
(18,86±1,36 %); повышением активности антиоксидантных 
ферментов, супероксиддисмутази в печени (15,96±0,38 
мкмоль/кг-с) и почках (5,36±0,27 мкмоль/кгс), а также 
каталазы в почках (9,5640,78 мкмоль/«-с) и сердце 
(2,2б±0,41 мкмоль/кг с) в сравнении с показателями кон
трольной группы (43,83±5,69 %; 54,5546,18%; 11,6840,52 
мкмоль/кг-с; 3,4340,47мкмоль/кг-с; 4,7740,5 мкмоль/кг-с; 
0,98±0,12 мкмоль/кгс соответственно). Показан протек- 
тивный эффект РС60 при АА, направленный на угнетение 
деструктивных процессов в соединительной ткани, что 
выражалось снижением уровня общей коллагенолити
ческой активности в'хрящевой (10,05 ± 0,06 мкмоль-г1- 
хв"1) и костной (11,21.40,04 мкмоль-г'-хв'1) тканях, со
держания свободного оксипролина (1,5440,04 мхг/мя) и 
активности щелочкой фосфатазы (1,24±0,14 мкмоль/л-с) 
в сравнении с показателями контрольной группы (11,914 
0,49 мкмоль-г'1-хв'1; 13,1940,1 5 мхмоль-г’-хв'1); 2,25±0,07 
мюг/мп; 2,1940,24 мкмояь/л-с соответственно). Получен
ные результаты определяют перспективу дальнейших 
исследований действия при ревматоидном артрите 
как возможного терапевтического агента.
Ключевые слова: адъювантный артрит; фуллерен С60. 
активность антиоксидантных ферментов: общая колляге- 
колитическая активность.

Т. V, Mamontova, L. E. Vesnina, M. V. Mikitvuk,
N. A. Bobrova, L. A. Kutsenko, I. L, Gordinskaya, 
Ї. P. Kaldashev

FULLERENE C6e INHIBITED FREE RADICAL 
AND DESTRUCTIVE PROCESSES IN 
CONNECTIVE TISSUE DURING ADJUVANT 
ARTHRITIS IN RATS

The effects of fullerene C60 (FC60) on the level of free 
radical and destruction processes were studied in rats with 
experimental adjuvant arthritis (AA). It was shown the 
protective effect of FC60 during AA. The effect was accom
panied by an increase of the antioxidant enzymes activity, 
superoxidedismutase in the liver (i5,96±0,38 umol/ka-s) 
and in the kidneys (5,3640,27 pmoi/kg-s) and catalase in the 
kidneys (9,5640,78 gmol/kg-s) and in the heart (2,2640,41 
gmol/kg-s) in comparison to control greup (42,8345,63 %. 
54,55±6,18%; 11,6840,52 gmovkg-s; 3,43±0,47 gmol/kg-s; 
4,7740,5 gmoi/kgs; 0,98±0,12 umoi/kg-s accordingly). It was 
shown a protective effect of FC60 during AA directed on me 
depression of the destructive processes in connective tissue that 
was expressed through the reduction of the total collagenolitic 
activity level in cartilage (10,05 4 0,06 gmol/g/min) and 
bone (ll,21±0,04 gmol/g/min) tissues, free hydroxypro’ine 
contents (l,54±0,04 gg-'ml) and alkaline phasphatase activity 
(1,2440,14 gmol/l-sec) in comparison to control group (11,91 
± 0,49 gmol/g/min; 13,1940,15 gmoi/g/min; 2,25±0,07 gg/ 
ml; 2,19±0,24 gmol/l-sec accordingly). Taken together, these 
results accentuate the perspective of future investigations of 
action FC60 during rheumatoid arthritis as a feasible therapeutic 
agent.
Key words: experimental adjuvant arthritis; fullerene C6e. 
antioxidant enzymes activity; total collagenolitic acti vity.
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