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активні форми кисню; 

людський сироватковий альбумін; 

овальбумін; 

3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифенілтетразолій бромід; 

human epidermoid carcinoma cell line 431 (лінія клітин 

епідермоїдної карциноми людини 431); 

AKT serine/threonine kinase (серин/треонінкіназа AKT); 

activator protein 1 (активаторний білок-1); 

epidermal growth factor receptor (рецептор епідермального 

фактора росту); 

human embryonic kidney 293 cells (ембріональні клітини 

нирки людини 293); 

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

(ядерний фактор κb); 

signal transducers and activators of transcription 

(перетворювачі сигналів та активатори транскрипції). 
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ВСТУП 

 

Куркумін, основний активний компонент куркуми (Curcuma longa), є 

природним поліфенолом із широким спектром фармакологічних 

властивостей, включаючи протизапальну, антиоксидантну, протипухлинну та 

антимікробну дію [1]. Куркумін як регулятор апоптозу впливає на численні 

молекули-мішені, зокрема, блокуючи активність NF-κB, STAT, AP-1 та 

інших білків, що сприяють апоптозу у нормальних клітинах, і, навпаки, веде 

до індукції апоптозу в пухлинних клітинах. Це робить його перспективним 

агентом для терапії різних видів пухлин, таких як рак молочної залози, 

легенів, шлунка та простати, завдяки здатності пригнічувати ріст пухлин, 

метастазування та міграцію злоякісних клітин [2]. Куркумін підвищує 

антиоксидантні властивості клітин і знижує рівень активних форм 

кисню (АФК), що сприяє захисту клітин від окисного стресу та зменшенню 

апоптозу в нормальних або ушкоджених клітинах. Таким чином, його 

потенціал як противоопухлинного засобу потребує подальшого вивчення для 

розробки ефективних терапевтичних стратегій [3]. Однак практичне 

застосування куркуміну обмежується його низькою біодоступністю через 

погану розчинність у полярних розчинниках та швидкий метаболізм. 

Одним із способів вирішення цієї проблеми є створення комплексу 

куркуміну з людським сироватковим альбуміном (ЛСА), який є основним 

транспортним білком крові. ЛСА здатний зв’язувати гідрофобні молекули, 

що підвищує їх розчинність та стабільність. Взаємодія куркуміну з ЛСА 

забезпечує покращену доставку до тканин-мішеней і підвищує період 

напіврозпаду куркуміну, що потенційно можна використати у терапії ракових 

захворювань [4]. 

Метою цієї роботи було оцінити властивості комплексу куркуміну з 

людським сироватковим альбуміном (ЛСА), його імуногенність та  

цитотоксичний вплив на малігнізовані та немалігнізовані клітини.  
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Для досягнення мети були поставлені наступні завдання: 

1. Провести аналіз чистоти та структурний амінокислотний аналіз    

ЛСА для оцінки його здатності зв’язувати куркумін. 

2. Проаналізувати методами спектрофотометрії та флуориметрії стабільність 

утвореного комплексу куркуміну з ЛСА. 

3. Оцінити цитотоксичний вплив куркуміну, ЛСА та їх комплексу на 

малігнізовані та немалігнізовані клітинні лінії in vitro. 

4. Дослідити імуногенність комплексу куркуміну з ЛСА, а також оцінити 

можливу перехресну реактивність антитіл у сироватках мурчаків (Cavia 

porcellus). 
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РОЗДІЛ 1 

ЦИТОТОКСИЧНІ ВЛАСТИВОСТІ МОЛЕКУЛИ КУРКУМІНУ ТА 

ЙОГО КОМПЛЕКСУ З ЛЮДСЬКИМ СИРОВАТКОВИМ 

АЛЬБУМІНОМ 

 

 

1.1. Структура та фізико-хімічні властивості куркуміну 

 

Куркума – це дієтична добавка жовтого кольору, яку отримують з 

кореневища рослини Curcuma longa, із сімейства Zingiberaceae. Індія, Китай, 

Південно-Східна Азія та Латинська Америка – країни поширення цієї 

рослини [5]. Оскільки куркума має яскраво виражені смак та колір, то її 

використовують як спецію карі, як натуральний барвник (косметика, харчові 

продукти, текстиль) чи антимікробний засіб. У медицині Східної Азії цю 

рослину застосовували для лікування різних патологічних захворювань: 

загоєння ран, лікування респіраторних захворювань та дерматологічних 

розладів [6]. 

У куркумі виявлено біологічно активні поліфенольні сполуки, які 

отримали назву куркуміноїди (рис. 1.1).  

 

  

Рис. 1.1. Хімічна структура молекул куркуміноїдів куркуми (куркумін, 

диметоксикуркумін, біс-диметіоксикуркумін) [7] 
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Вони складають 2-15% від екстракту цієї рослини і включають три різні 

молекули: куркумін, диметоксикуркумін, біс-диметоксикуркумін [7].  

Куркумін складає 15% від сухої маси C. longa та є його основним 

вторинним метаболітом. Вперше його виділили Vogel і Pellet [8] у 1815 році 

із кореневища. Загальний вміст куркуміну від усіх куркуміноїдів, отриманих 

з кореневища Curcuma longa Linn, складає 77%. Його молекулярна маса 

368,38 о.а.м. і повна хімічна назва — 1,7-біс(4-гідрокси-3-метоксифеніл)-1,6-

гептадієн-3,5-діон. В основі цієї назви лежать три функціональні групи 

куркуміну: одна α, β-ненасичена β-дикетонова та дві ароматичні O-метокси-

фенольні групи [7]. Дикетони здатні утворювати стабільні еноли та 

депротонуються з утворенням енолатів. 

Оскільки ця ізоформа куркуміну переважає серед куркуміноїдів і має 

широкий спектр біологічної активності, подальші теоретичні та 

експериментальні дослідження будуть зосереджені саме на ній. 

У куркуміні є три реактивні центри: 2 гідроксильні групи, 2 α,β -

ненасичені алкенові фрагменти та β-дикетонова група (рис. 1.2).  

 

  

Рис. 1.2. Активні центри молекули куркуміну [14] 

 

Перша з них – донор атомів водню, підвищує розчинність молекули у 

воді. Друга бере участь у двох процесах: як металохелатуючий агент утворює 

комплекси з кількома відомими іонами металів та як акцептор Міхаеля в 

реакціях нуклеофільного приєднання, які відбуваються між нуклеофілами 
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(такими як -OH, SH- та -SeH) та α,β-ненасиченими кетонними групами 

куркуміну (рис. 1.2) [9].  

Куркумін може знаходитись у двох таутомерних формах: кето- та 

енольній (рис. 1.3). 

 

  

Рис. 1.3. Кето-енольні таутомери куркуміну [14]  

 

Завдяки його ліпофільній природі, він легко розчинний у органічних 

розчинниках (етанол, метанол, диметилсульфоксид, ацетон) і зовсім не 

розчинний при кислому і нейтральному pH, за якого переважає кетоформа. 

Енольний таутомер присутній виключно у лужному середовищі через 

іонізацію гідроксильних груп. Однак під впливом концентрованих лужних 

розчинів молекула куркуміну втрачає стабільність і зазнає швидкої 

деградації [11]. 

За останні десятиліття було доведено терапевтичний потенціал 

куркуміну як протизапального, протидіабетичного, протиракового та 

омолоджуючого засобу за допомогою досліджень in vitro, in vivo та у 

клінічних випробуваннях [1, 3]. Окрім цього, куркумін продемонстрував 

перспективність у лікуванні ран, артриту та хвороби Альцгеймера [12, 13]. 

Проте терапевтичне застосування куркуміну обмежене низькою 

розчинністю у водних середовищах, слабкою біодоступністю та 

несприятливими фармакокінетичними характеристиками. Для подолання цих 

недоліків було розроблено низку спеціалізованих препаратів, що містять 

куркумін у комбінації з полімерними, ліпідними та наночастинковими 

носіями у відповідних співвідношеннях. Ці модифіковані форми активно 

досліджуються в численних наукових роботах (рис. 1.4) [14].  
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Рис. 1.4. Кількість нових публікацій, починаючи з 1995 року, про 

куркумін, його біологічну активність або фармацевтичні препарати на його 

основі, і куркумін у складі дієтичних добавок або нутрицевтичних харчових 

продуктів [14] 

 

Важливо розуміти, як різні методи підготовки зразків та аналізу 

впливають на кількісне визначення, біодоступність, фармакокінетичні 

профілі та клінічну ефективність куркуміноїдів, що, в свою чергу, сприятиме 

кращому їхньому розумінню як потенційних терапевтичних агентів. 

 

 

    1.2. Властивості куркуміну та механізм його дії на пухлинні клітини 

 

Куркумін володіє широким спектром біологічної активності за рахунок 

впливу на величезну кількість молекул-мішеней (рис. 1.5) [2]. Здебільшого, 

такий вплив приводить до індукування апоптозу, що є ключовим механізмом 

протипухлинної, антипроліферативної, імуномодулюючої та 

антибактеріальної дії цієї молекули. 
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Рис. 1.5. Молекулярні мішені, на які впливає куркумін. Символ (↓) 

вказує на пригнічення активності, а символ (↑) ‒ на її підвищення [15] 

 

Куркумін здатний пригнічувати активацію ядерного фактора каппа B 

(NF-KB), який відповідальний за індукцію експресії різних прозапальних 

генів цитокінів та хемокінів, що запобігають апоптозу. Куркумін також 

негативно регулює білки перетворювачі сигналів та активатори 

транскрипції (STAT), які беруть участь в кліренсі імунної системи, 

регулюючи виживання клітин. Аналогічно, транскрипційний фактор 

активаторний білок-1 (AP-1), який, як відомо, пов'язаний з 

антиапоптотичними мітогенними генами, пригнічується куркуміном. 

Серин/треонінова протеїнкіназа Akt та мішень фосфатидилінозитол-3-кінази 

діють як супресори апоптозу, сприяючи активації NF-κB [16].  

Окрім того, куркумін впливає на рівень цикліну D1 (транскрипційний 

ко-регулятор у розвитку раку) через інгібування NF-KB та наслідковому 

протираковому ефекту [17]. 
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Втрата мембранного потенціалу, зниження рівня АТФ, підвищення 

проникності мембрани – ефекти куркуміну, які опосередковано впливають на 

транзієнтні пори зовнішньої мембрани мітохондрій щурів. При цьому 

вивільняється цитохром с, активується каспаза 3, розщеплюється Bid і PARP, 

далі активується каспаза 8 – клітина іде за мітохондріальним шляхом індукції 

апоптозу, спричиненим дією куркуміну (25 мкМ) [18].  

Оксидативний стрес, який виникає через надмірне утворення АФК, 

також є одним із активаторів апоптозу. По-перше, куркумін підвищує 

активність білка Nrf2, який регулює активність генів, відповідальних за 

детоксикацію молекул-електрофілів і АФК. По-друге, він, як ліпофільна 

молекула, здатний долати трансмембранний мітохондріальний бар’єр та 

збільшувати проникність для протонів, що веде до пошкодження балансу у 

ланцюзі перенесення електронів на мембрані мітохондрії. Як наслідок, 

збільшується кількість АФК – один із факторів цитотоксичності 

куркуміну [16]. 

Куркумін відіграє подвійну роль у запобіганні розвитку пухлин: з 

одного боку, він перешкоджає активації канцерогенних сполук на ранніх 

етапах, а з іншого – уповільнює ріст і поширення злоякісних клітин, 

гальмуючи прогресування онкогенних процесів, при чому у різних 

органах (рис. 1.6) [5]. 

Рак молочної залози є найпоширенішою злоякісною пухлиною серед 

жінок і основною причиною смертності від онкологічних захворювань. 

Куркумін демонструє значний потенціал у терапії цього захворювання. Він 

пригнічує проліферацію та інвазію клітин раку молочної залози через 

зниження активності NF-κB та рецептора епідермального фактору 

росту (EGFR) з тирозинкіназною активністю, а також блокує сигнальні 

шляхи PI3K/Akt/mTOR, що сприяє апоптозу та автофагії [19]. 
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Рис. 1.6. Куркумін відіграє важливу роль у лікуванні багатьох видів 

раку [19] 

 

Куркумін виявляє різноспрямовану дію на клітини раку молочної залози 

залежно від їхнього естрогенового статусу. В естроген-позитивних клітинах 

раку молочної залози MCF-7 куркумін знижує експресію генів естрогенового 

рецептора  та трансформуючого фактору росту β (TGF-β), що пригнічує ріст 

пухлини. Водночас у високоінвазивних естроген-негативних клітинах MDA-

MB-231 куркумін зменшує їхню здатність до проліферації, пригнічуючи 

MMP-2 та активуючи її антагоніста тканинного інгібітора металопротеїназ-1 

(TIMP-1) [20]. Таким чином, куркумін демонструє потенціал як 

антипроліферативний і антиінвазивний агент у терапії раку молочної залози.  

Крім того, куркумін впливає на експресію онкогенних і супресорних 

мікроРНК, довжиною 18–22 нуклеотидів, а саме онкогенні miR-19a та  

miR-19b та супресорні miR-15a, miR-16, miR-34a, miR-146b-5p і miR-181b, 

що сприяє гальмуванню пухлинного росту, метастазування та запуску 
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апоптозу [21]. Багатофункціональний механізм дії робить його 

перспективним засобом для комплексної терапії раку молочної залози. 

Основною причиною смертності чоловіків від раку у світі є рак легенів. 

Куркумін має певні цитотоксичні ефекти, в першу чергу, знижуючи 

регуляцію NF-κB у клітинних лініях раку легенів людини A549, і також, 

пригнічуючи фосфорилазну активність JAK2, за допомогою впливу на 

сигнальний шлях JAK2/STAT3 [22].  

При недрібноклітинному раку легенів людини куркумін пригнічував 

проліферацію пухлинних клітин та індукував їхній апоптоз шляхом 

збільшення відносної експресії miR-192-5p та пригнічення сигнального 

шляху PI3K/Akt – кіназ, які стимулюють ангіогенез, проліферацію та 

пригнічують апоптоз [23].  

У клітинах аденокарциноми легень куркумін впливає на 3 антиапоптичні 

молекули: циклооксигеназу-2 (COX-2), EGFR та позаклітинно-сигнал-

регульовану кіназу (ERK). Таким чином, він підвищує апоптоз та знижує 

виживання клітин аденокарциноми легень [24].  

Такі захворювання як лейкемія, лімфома та множинна мієлома – це 

гематологічні пухлинні стани, пов’язані із патологічною трансформацією 

клітин кісткового мозку та крові. За хронічної лімфоїдної лейкемії куркумін 

сприяє апоптозу В-клітин шляхом зниження активності STAT3, AKT, NF-κB 

та інгібітора апоптозу, що належить до родини білків IAP (XIAP), який 

зв’язується із каспазами. Також при лейкімії куркумін пригнічує  

TNF-α-індуковану ядерну транслокацію NF-κB через інгібування 

фосфорилювання та деградації IκBα у клітинах ML-1a [25].  

У клітинах лімфоми Беркітта куркумін інгібує PI3K/AKT/NF-κB-шлях, 

що веде до апоптозу пухлинних В-клітин. Експресія IL-1α/IL-1β, основних 

прозапальних цитокінів, спричиняє наступну експресію метастатичних, 

ангіогенних генів та факторів росту. У мишей із лімфомою, яким in vivo 

вводили куркумін, останній впливав на  зниження рівня прозапального 

цитокіну інтерлейкіну-1 через модуляцію транскрипційного фактору AP-1, 
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гіперактивація якого може сприяти виживанню пухлинних клітин і 

метастазуванню [26]. 

Множинна мієлома характеризується неконтрольованою проліферацією 

плазматичних клітин у кістковому мозку. Нещодавно повідомлялося, що 

куркумін значно пригнічує проліферацію клітин множинної мієломи, 

індукуючи апоптоз, залежний від концентрації та часу. За цим принципом він 

опосередковано пригнічує експресію ферменту епігенетичної регуляції генів 

EZH2 у клітинних лініях RPMI8226 та U266 через підвищення регуляції  

miR-101. І, навпаки, експресія EZH2 індукувала зниження експресії miR-101, 

що свідчить про інгібування за зворотним зв’язком біохімічної петлі шляху 

EZH2-miR-101 [27].  

Що стосується використання куркуміну як фармпрепарату у лікуванні 

раку шлунка, було також доведено його цитотоксичну дію на пухлинні 

клітини. Це відбувається за механізмом інгібування антиапоптичних білків 

родини Bcl-2, підвищення експресії прокаспаз 3,8, 9, p53 і Bax, а також 

деполяризацію мембрани мітохондрій із виділенням цитохрому с, що 

запускає процес апоптозу [28].  

Гліобластома є найпоширенішим типом злоякісного новоутворення у 

головному мозку, і становить 15% від усіх пухлин ЦНС. Такі методи, як 

застосування променевої терапії чи хірургічне втручання можуть призвести 

до шкідливих наслідків після лікування, через інфільтрацію ракових клітин у 

здоровий мозок. Куркумін є одним з альтернативних методів лікування, адже 

доведено його здатність проникати крізь гематоенцефалічний бар’єр, що є 

лімітуючою стадією для багатьох протиракових препаратів. Наприклад, у 

клітинах злоякісної гліобластоми U-251 за дії куркуміну інгібується 

протеїнкіназа 1 (DAPK1) і спричиняється зупинка клітинного циклу на етапі 

G2/M. Куркурмін викликає пригнічення NF-κB і STAT3 та активацію 

каспази-3 [29].  

У 2017 році було проведено дослідження, у якому довели, що 2,9 

мільйонів чоловіків тільки у США мають діагноз раку простати, який є 
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другою основною причиною смерті від раку серед чоловіків [30]. При двох 

типах раку простати людини: андрогеннезалежному (DU145) та андроген 

залежному (LNCaP), куркумін індукував прокапази-3 і -8, а також знижував 

експресію антиапоптичних генів Bcl-xL і Bcl2. Куркумін сприяв зниженню 

конститутивної активності фактора транскрипції NF-κB у клітинних лініях 

DU145, а також інгібував його індуковану активацію в клітинних лініях 

LNCaP, при цьому, стимулюючи TNF-індукований апоптоз. Це вказує на 

його здатність модулювати ключові сигнальні шляхи, залучені у виживанні 

пухлинних клітин [30]. 

Інші цитотоксичні властивості куркуміну полягають: у пригніченні  

NF-κB, COX-2, Wnt/β-катеніну при колоректальному раці; у інгібуванні 

гіпоксично-індукованого ангіогенезу шляхом зниження рівня HIF-1 та 

експресії MMP-9, а також у зменшенні кількості і розмірах пухлин у мишей 

із хімічно індукованим гепатокарциногенезом; у пригніченні NF-κB, STAT3, 

EGFR факторів, що інгібують апоптоз при раку підшлункової залози [29].  

Отже, куркумін демонструє широкий спектр протипухлинної активності, 

що охоплює інгібування канцерогенезу, метастазування та міграції 

злоякісних клітин різного походження. Його вплив реалізується через 

множинні молекулярні механізми, основним із яких є активація 

апоптотичних процесів шляхом модуляції ключових сигнальних шляхів, що 

регулюють виживаність та проліферацію пухлинних клітин.  

 

 

1.3. Низька біодоступність куркуміну 

 

Попри те, що куркумін має широкий спектр біологічних вдастивостей, 

його біодоступність є зниженою, що ускладнює його застосування у розробці 

терапевтичних препаратів. Низька біодоступність куркуміну спостерігається 

не тільки на клітинному рівні, а й на організменному. Вона спричинена 

коротким періодом напіввиведення та низькою стабільністю у фізіологічних 
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умовах. Наприклад, при 37°C і нейтральному рН 7.2 період напіврозпаду 

куркуміну становить менше 10 хв [1].  

Існує два шляхи деградації куркуміну: сольволіз і фотодеградація. 

Сольволіз є процесом, за якого молекули розчинника беруть участь у 

реакціях нуклеофільного заміщення або елімінації. У випадку куркуміну 

нуклеофільна атака спрямована на α, β-ненасичений кетонний фрагмент 

через механізм приєднання Міхаеля. В умовах водно-лужного буфера 

відбувається розщеплення гептадієнонового ланцюга куркуміну, що 

призводить до його 90% деградації з утворенням таких сполук, як ванілін, 

ферулова кислота та феруловий альдегід [14]. 

Другий шлях розпаду куркуміну – фотодеградація. Тобто куркумін є 

світлочутливим як у кристалічному стані, так і в розчині. При цьому він 

розпадається на ферулову кислоту, феруловий альдегід, ванілін та ванільну 

кислоту [14]. 

Nelson [1] вказує на те, що окрім терапевтичних властивостей куркумін 

також володіє і токсичністю. Таким чином він може впливати на канал 

HERG, цитохром P450 та глутатіон S-трансферазу. Пригнічення каналу 

HERG пов'язане з кардіотоксичністю; пригнічення цитохрому P450 і 

глутатіон-S-трансферази може призвести до порушення процесу детоксикації 

в клітинах і потенційних токсичних протипоказань до застосування інших 

лікарських засобів. 

Також повідомляється, що куркумін має високу цитотоксичність щодо 

нормальних лімфоцитів людини. Він показав значення IC50 31 мкМ на 

клітинній лінії мишачих макрофагів (J774.1) і 15,2 мкМ на людських 

ембріональних ниркових клітинах (HEK 293T) [31].  

Фармакокінетику куркуміну у мишей порівнювали за допомогою 

перорального або внутрішньочеревного введення [32]. При пероральному 

введенні куркуміну в дозі 0,1 г/кг максимальна концентрація у плазмі 

становила 0,22 мкг/мл і спостерігалася через 1 год після введення, проте вже 

через 6 год рівень куркуміну знижувався до значень нижче 5 нг/мл. Водночас 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Nelson%20KM%22%5BAuthor%5D
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при внутрішньочеревному введенні тієї ж дози пікова концентрація досягала 

2,25 мкг/мл, при цьому швидко зменшувалася протягом години. 

Аналіз тканинного розподілу показав, що найвищі рівні куркуміну 

накопичувалися у кишечнику (>100 мкг/г), тоді як у селезінці та печінці його 

вміст становив 26,1 мкг/г та 26,9 мкг/г, відповідно. У нирках зафіксовано 

концентрацію 7,5 мкг/г, а в мозковій тканині – 0,4 мкг/г [32]. 

Дослідження, проведене на щурах, показало, що при 

внутрішньовенному введенні 10 мг/кг концентрація куркуміну у сироватці 

досягала 0,36 ± 0,05 мкг/мл. Для порівняння, при пероральному введенні 

значно вищої дози (500 мг/кг) цей показник становив 0,06 ± 0,01 мкг/мл [33].  

Таким чином, ефективність системного надходження куркуміну 

значною мірою залежить від шляху введення. Пероральне застосування 

демонструє суттєво нижчу біодоступність порівняно з парентеральними 

методами, що може бути зумовлено швидким метаболічним перетворенням 

та обмеженою абсорбцією у шлунково-кишковому тракті. 

Підвищення біодоступності куркуміну залишається актуальною 

задачею, і в цьому напрямі досліджується низка інноваційних підходів. 

Зокрема, перспективними є хімічні модифікації молекули куркуміну, 

використання наноструктурованих везикулярних систем доставки, 

застосування екзосом, а також включення у міцелярні структури [34 ‒ 37]. 

Крім того, створення стабільних комплексів куркуміну з білками та іншими 

біомолекулами дозволяє значно покращити його розчинність і стабільність 

[38]. Серед усіх цих варіантів особливу увагу привертають білкові 

платформи, орієнтовані на таргетовану доставку до пухлинних клітин. Такий 

підхід ґрунтується на здатності природних поліпептидних лігандів 

взаємодіяти з певними онкоспецифічними рецепторами, що відкриває широкі 

можливості для селективної терапії. 
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1.4. Комплекс куркуміну і людського сироваткового альбуміну 

 

ЛСА є одним з найпоширеніших білків у плазмі крові людини і виконує 

роль у транспорті широкого спектра сполук, зокрема фармакологічно 

активних речовин [39]. Механізм їхнього перенесення полягає в утворенні 

специфічних ліганд-білкових комплексів, ефективність утворення яких 

залежить від констант асоціації, кількості та просторової локалізації сайтів 

зв’язування на поверхні білкової молекули ЛСА. Таким чином, білок захищає 

куркумін від ферментативного розщеплення чи метаболічної трансформації, 

водночас, змінюючи мікрооточення довкола себе. Характер таких змін 

залежить як від хімічної природи ліганду, так і від його кислотно-основного 

стану, що обумовлює специфіку процесів гетероасоціації.  

Доведено, що наночастинки ЛСА, навантажені куркуміном, показали 

підвищену протипухлинну дію in vivo порівняно з контрольним куркуміном, 

без токсичності в моделі ксенотрансплантації пухлини у тварин [14]. На 

лініях раку молочної залози Thadakapally [41] виявили, що наночастинки 

ПЕГ-ЛСА-куркумін чинять виражену протиракову дію, а також мають кращу 

розчинність і стабільну тривалу циркуляцію. Що стосується цитотоксичності 

до клітин, Kim [42] повідомили, що наночастинки паклітакселу/куркуміну  у 

комплексі з ЛСА ефективно проникають в клітини Mia Paca-2 і 

демонструють підвищення IC50 на 71% порівняно з наночастинками тільки 

паклітакселу і ЛСА, що може бути ефективно використано в протираковій 

комбінованій терапії. 

Транспортні властивості ЛСА обумовлені його глобулярною 

тривимірною структурою, яка складається з поліпептидного ланцюга із 

585 амінокислотних залишків. Його три структурно гомологічні домени (I, II 

і III) на 67% набувають форму α-спіралі. Кожен з доменів в свою чергу 

поділяється на два субдомени (A і B) і саме субдомени II A (сайт I) і III A 

(сайт II) – це основні сайти зв’язування ЛСА [39]. Відомо, що гетероциклічні 

аніони із зарядом, розташованим у центрі молекули, переважно 
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розміщуються на сайті I, при цьому ароматичні карбонові кислоти з 

витягнутою конформацією і негативним зарядом, розташованим на одному з 

кінців молекули, приєднуються до сайту II.  

Доведено, що кверцетин, який є флавоноїдом, здатен зв’язуватися із 

ЛСА плазми крові на 99%. Він так само як і куркумін має у своєму складі 

фенольні гідроксильні групи. Першим чином, молекули флавоноїдів 

потрапляють у гідрофобну порожнину в субдомені II A в результаті 

гідрофобної взаємодії. Далі при їхньому депротонуванні між білком та 

лігандом виникають електростатичні взаємодії. Окрім них, зв’язок 

формується водневими взаємодіями – між фенольними гідроксильними 

групами препарату та поліпептидним ланцюгом або полярними залишками 

амінокислот, що призводить до перебудови поліпептидних карбонільних 

водневих зв'язків і, як наслідок, до скорочення компонента вторинної 

структури α-спіралі ЛСА [42]. 

Для дослідження механізмів взаємодії куркуміну з ЛСА Holovko [43] 

було проведено молекулярний докінг за допомогою програмного 

забезпечення Autodock 4.2 (рис. 1.7. А). У процесі моделювання структура 

білкової молекули залишалася жорстко фіксованою, тоді як конформація 

молекули куркуміну вважалася гнучкою через наявність 10 зв’язків із 

обертальними ступенями свободи. Результати докінгу показали, що молекула 

куркуміну у сформованому комплексі оточена залишками різних 

амінокислот. Це свідчить про участь у зв’язуванні як полярних, так і 

неполярних амінокислот та вказує на наявність різних типів зв’язків у 

комплексі (рис.1.7, Б) .  

Експериментальні дослідження флуоресценції у водних розчинах ЛСА з 

додаванням куркуміну засвідчили суттєве гасіння флуоресценції при 

підвищенні концентрації ліганду за різних температур: 293, 303 та 313 K [43].  
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Рис.1.7. a – молекулярний комплекс ЛСА-куркумін із зазначеною в Å 

відстанню до триптофану Trp-214; b – найближче амінокислотне оточення 

куркуміну із зазначеними водневими зв'язками (зелений пунктир) у місці 

зв'язування [43]  

 

Механізм переносу енергії в комплексі відбувається відповідно до 

моделі резонансного переносу енергії за Фьорстером (FRET), в якій 

флуорофор Trp-214 у ЛСА виконує роль донора, молекула куркуміну –

акцептора, а обчислена відстань між ними складає 1,6 нм, що  добре 

узгоджується з результатами, отриманими в ході молекулярного 

моделювання [42]. 

Куркумін демонструє максимум поглинання при 430 нм в метанолі та 

415-420 нм в ацетоні, у лужному середовищі (рН > 10) він повністю 

депротонований і показує максимум поглинання при 467 нм. Його pKa 
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дорівнює 8,54. Куркумін також володіє трьома лабільними протонами при 

нейтральному рН, з яких один є енольним, а два – фенольними [44].  

Liu [45] реєстрували спектри флуоресцентної емісії ЛСА в присутності 

різних концентрацій куркуміну при збудженні 295 нм. Вони довели, що сам 

ЛСА має сильну флуоресцентну емісію при 343 нм, при цьому додавання 

різних концентрацій куркуміну спричиняло помітне зменшення 

інтенсивності флуоресценції ЛСА із супутнім зсувом вліво на 7 нм. Таке 

сильне гасіння флуоресценції залишку триптофану і зсув піку емісії вказують 

на те, що конформація ЛСА може змінюватися і що в комплексі відбулася 

міжмолекулярна передача енергії. Це також вказує на те, що хромофор ЛСА 

перемістився в більш гідрофобне середовище і, відповідно, конформація 

білка змінилася [45]. 

Зміна конформації ЛСА потенційно може привести до зміни його 

антигенності за рахунок відкриття чи закриття антигенних детермінант, 

виникнення нових епітопів чи зміни імуногенності. Це, в свою чергу, впливає 

на імунну безпечність препарату, а також може пояснити алергічні реакції 

або непередбачувану імунну відповідь при терапії куркуміном у комплексі з 

ЛСА. Поки механізми впливу куркуміну на імунобіологічні властивості 

транспортних білків, зокрема ЛСА, залишаються недостатньо дослідженими. 

Особливо актуальним є вивчення того, чи змінює куркумін антигенні 

властивості ЛСА внаслідок конформаційних змін, що можуть призводити до 

активації імунної системи або імунологічних ускладнень при використанні 

таких комплексів у лікуванні. 
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РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

 

2.1. Об’єкти дослідження 

 

У дослідженні були використані еукаріотичні клітинні лінії A431 (ATCC 

№ CRL-1555) ‒ клітини плоскоклітинної карциноми епідермісу людини, 

HEK293 (ATCC № CRL-1573) – трансформовані ембріональні клітини нирки 

людини, 8 мурчаків (C. porcellus). Клітини A431 та HEK293 були отримані з 

колекції клітин Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, мурчаки 

утримувалися у віварії цього ж інституту.  

 

 

2.2. Електрофорез у поліакриламідному гелі 

 

Зразки для електрофорезу готували за співвідношенням PBS (рН 7.4) до 

буфера для проб як 9,8:1 із додаванням цільового білка з кінцевою 

концентрацією 0,2 мг/мл. Чистоту цільового білка оцінювали за допомогою 

методу електрофорезу у поліакриламідному гелі з додецилсульфатом натрію 

(ДСН-ПААГ). Молекули білків розділяли в 10% поліакриламідному гелі в 

Tricine-Tris буферній системі із застосуванням електрофоретичної системи 

Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Анодний буфер – 0,2М Tris 

(pH 8.9), катодний буфер - 0,1М Tris, 0,1М Tricine, 0,1% ДСН. Електрофорез 

проводили за 120 B, 400 A протягом 90 хв. Фарбування гелю здійснювали за 

допомогою Coomassie Brilliant Blue G-250 [46, 47]. Концентрацію 

протеїнових препаратів вимірювали денситометрично з використанням 

програми Fiji ImageJ. 
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2.3. Спектрофотометрія 

 

Спектр поглинання досліджуваного комплексу визначали методом 

спектрофотометрії з використанням приладу Optizen-POP (Optizen, 

Республіка Корея). Вимірювання здійснювали відносно контрольного 

зразка    –  0,9% водного розчину натрію хлориду із 2% етиловим спиртом. 

Робочий розчин куркуміну (5 мг/мл) був розчинений у 96% етанолі. Потрібна 

кількість куркуміну додавалася до отриманої кількості білка ЛСА у розчині 

0,9% натрію хлориду для досягнення молярного співвідношення 1:2 – 

білок:куркумін. Робочий розчин куркуміну, розведений у 0,9% розчині 

натрію хлориду у 50 разів із концентрацією 0,0271 мM, використовувався як 

контроль. Для контролю ЛСА використовували його 0,0147 мM розчин у 

0,9% розчині натрію хлориду та 2% етиловому спирті. Усі зразки, що 

підлягали аналізу, мали молярне співвідношення компонентів, розведене у 

10 разів відносно тих, які описані вище. 

Для побудови калібрувальної кривої використовували метод 

вимірювання оптичної густини розчину серії стандартних розчинів відомої 

концентрації куркуміну: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31 мкг/мл. Фіксована 

довжина хвилі, за якої вимірюють оптичну густину для кожного розведення 

420 нм [48].  

 

 

2.4. Флуоресценція утвореного комплексу куркуміну та людського 

сироваткового альбуміну 

 

Для отримання спектрів флуоресценції ЛСА з куркуміном та самого 

куркуміну використовували ті самі зразки, що й для спектрофотометричного 

вимірювання. Як розчинник було застосовано 0,09% розчин натрію хлориду 

та 0,2% етиловий спирт. 

Спектри збудження та випромінювання флуоресценції реєстрували за 
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різних хвиль збудження: 400, 430 та 460 нм за допомогою стаціонарного 

спектрофлуориметра QuantaMaster 40 Intensity Based Spectrofluorometer 

виробництва PTI (HORIBA Scientific, Канада). Спектри оптичного 

поглинання були отримані на двопроменевому скануючому 

ультрафіолетовому спектрофотометрі Medical Analysis UV-1800APC [49]. 

Наступним кроком було досліджено спектри флуоресцентної емісії та 

збудження для ЛСА з куркуміном у водних розчинах при концентрації ЛСА 

2 × 10-6 М та концентрації куркуміну 0, 0,25 × 10-6, 1 × 10-6 М, 2 × 10-6 М, 

3 × 10-6 М, 4 × 10-6 М, pH 5.5. Спектри емісії та збудження флуоресценції 

реєстрували при трьох різних температурах (293, 303 та 313 К) за довжин 

хвиль збудження λex = 275 нм та емісії λem = 348 нм з використанням 

стаціонарного спектрофлуориметра QuantaMaster 40 Intensity Based 

Spectrofluorometer (PTI, HORIBA Scientific, Канада). 

Аналіз гасіння флуоресценції передбачає насамперед встановлення його 

динамічного або статичного характеру, що може бути здійснено на основі 

застосування рівняння Штерна–Фольмера. 

 

                      (2.1) 

 

де F₀ і F – інтенсивності у максимумі смуги флуоресценції для розчину ЛСА-

куркумін за відсутності та в присутності гасника (куркуміну) при різних 

концентраціях відповідно;  

KSV – константа гасіння Штерна-Фольмера в припущенні динамічного 

механізму гасіння;  

τ₀ – час життя збудженого стану; 

Kq – константа швидкості бімолекулярного гасіння в рамках динамічного 

наближення; 

[Q] – концентрація гасника (куркуміну). 
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Для аналізу параметрів зв’язування в умовах статичного гасіння 

флуоресценції використовували рівняння Хілла, яке описує взаємодію між 

білком і лігандом. Рівняння має вигляд: 

 

                         (2.2) 

 

де F0 і F – інтенсивність флуоресценції білка за відсутності та в присутності 

ліганду, відповідно;  

[Q] – концентрація ліганду (куркуміну); 

Kа – константа асоціації, яка характеризує афінність ліганду до білка;  

n – коефіцієнт Хілла, що відображає кількість ефективних сайтів 

зв’язування або ступінь кооперативності взаємодії. 

 

 

2.5. Культивування культур клітин та визначення цитотоксичності 

куркуміну за допомогою МТТ-тесту 

 

Клітинні лінії A431 та HEK293 підтримували у культурі в середовищі 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), збагаченому 10% фетальною 

сироваткою телят (FBS), стрептоміцином у концентрації 100 мг/л, 

пеніциліном (10 000 ОД/л) та амфотерицином B (250 мкг/л). Клітини 

вирощували у чашках із спеціальним покриттям для культури клітин за 

температури 37°C в умовах вологої атмосфери, насиченої 5% CO₂. 

Оцінка цитотоксичності куркуміну та його комплексів проводилася із 

застосуванням МТТ-тесту, заснованого на визначенні метаболічної 

активності клітин.  

Для оцінки впливу куркуміну, контрольного білка ЛСА та їх комплексів 

на життєздатність клітин, використовували клітинні лінії A431 і HEK293. 

Клітини висівали у 96-лункові планшети в кількості 50 000 клітин/лунку. 
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Зразки вводили у вигляді розведень: білок ЛСА - 27, 18, 12, 8, 5,4 та 2,4 мкМ; 

куркумін, розчинений у 0,9% розчині натрію хлориду з додаванням 2% 

етанолу – 50, 33,3, 22,2, 14,8, 9,9 та 4,4 мкМ. Комплекс ЛСА з куркуміном 

вносили у тому ж молярному співвідношенні. Інкубація клітин зі зразками 

тривала 12 год при стандартних умовах культивування евкаріотичних клітин. 

Після інкубації живильне середовище замінювали на нове, що містило 

МТТ-реагент (Sigma, США) у кінцевій концентрації 0,5 мг/мл, згідно з 

інструкцією виробника. Після 4-годинної інкубації проводили заміну 

середовища на лізуючий буфер, до складу якого входили 10% 

додецилсульфату натрію (ДСН), 0,04 М HCl у диметилсульфоксиді (ДМСО), 

що забезпечувало повне розчинення гранул формазану. Оптичну щільність 

визначали за допомогою мікропланшетного рідера µQuant ELx800 (BioTek, 

США) при довжині хвилі 545 нм [50]. 

Оптимальним варіантом рівняння, яке описує експериментальні точки, 

виявилось трипараметричне рівняння сигмоїдальної дозозалежної кривої: 

 

,                                     (2.3) 

 

де x – концентрація куркуміну або його комплексу, що викликає 

інгібування проліферації клітин;  

y – відсоток життєздатних клітин при відповідній концентрації 

інгібітора (x); 

min – рівень життєздатності клітин за відсутності інгібуючого впливу;  

max – життєздатність клітин при дії максимальної концентрації 

інгібітора; 

IC₅₀ – концентрація інгібуючої сполуки, за якої життєздатність клітин 

зменшується на 50% відносно контролю. 
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Всі експерименти виконувалися в трикратному повторі. Розрахунок 

значень IC₅₀ здійснювали за допомогою онлайн-калькулятора Quest Graph™ 

IC50 Calculator." AAT Bioquest, Inc., 7 Jun. 2023, www.aatbio.com/tools/ic50-

calculator. 

 

 

2.6. Отримання комплексу куркуміну із ЛСА для імунізації мурчаків 

 

Робочий розчин куркуміну (5 мг/мл) був підготовлений у 96% етанолі. 

Потрібна кількість куркуміну додавалася до отриманої кількості білка ЛСА у 

розчині 0,9% натрію хлориду для досягнення приблизного молярного 

співвідношення 1:2 – білок:куркумін. Робочий розчин куркуміну, розведений 

у 0,9% розчині натрію хлориду у 50 разів із концентрацією 0,271 мкM, 

використовувався як контроль. Для контролю ЛСА використовували його 

0,147 мкM розчин у 0,9% розчині натрію хлориду та 2% етиловому спирті. 

Третій контроль складався тільки із 0,9% розчину натрію хлориду та 2% 

етилового спирту. 

 

 

2.7. Імунізація мурчаків підготовленими зразками і забір сироваток 

 

Імунізацію проводили відповідно до стандартної схеми, розробленої для 

C. porcellus (мурчаків) віком 2 роки. Для оцінки імуногенної реакції 

негайного типу (гіперчутливість I типу) за класифікацією Gell i Coombs [51], 

дослідні зразки вводили мурчакам у молярному співвідношенні, описаному в 

попередньому методі, у об’ємі 0,5 мл. Введення здійснювали підшкірно у 

верхній ділянці шиї, яка є оптимальною зоною для спостереження за 

локальною запальною реакцією. Тварини були розподілені на окремі 

експериментальні групи, кожна з яких отримувала різні зразки відповідно до 

експериментального плану (табл. 2.1). 

http://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
http://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator
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Схема імунізації передбачала трикратне введення комплексу ЛСА з 

куркуміном у молярному співвідношенні 0,149 мМ:0,271 мМ, а також 

контрольних зразків – білка ЛСА, розчину куркуміну та суміші 0,9% натрію 

хлориду з 2% етанолом. Інтервали між ін'єкціями становили 20, 16 та 52 дні, 

відповідно. 

 

Таблиця 2.1 

Експериментальний план імунізації мурчаків 

 

Вид К-сть тварин Розчин введення (розчинений у 0,9% 

NaCl) 

C. porcellus 2 0,271 мM куркумін + 2% EtOH 

C. porcellus 2 0,147 мM ЛСА + 2% EtOH 

C. porcellus 2 р-н 0,9% NaCl + 2% EtOH 

C. porcellus 2 0,271 мM куркумін + 0,147 мM 

ЛСА + 2% EtOH 

 

Забір крові здійснювали на 101-й день після початку імунізації шляхом 

пункції хвостової вени. Об’єм відібраного зразка становив приблизно 0,5 мл. 

Отриману кров витримували 40 хв при кімнатній температурі для утворення 

згустку, після чого здійснювали центрифугування при 900 × g 30 хв. 

Сироватку (надосадову фракцію) переносили в стерильні пробірки з 

індивідуальним маркуванням, що відповідало номеру конкретної тварини. 

 

 

2.8. Визначення робочого рівня вторинних антитіл кроля 

 

Рівень зв’язування вторинних антитіл оцінювали методом 

імуноферментного аналізу (ІФА) [52]. У лунки 96-лункового плоскодонного 

планшета вносили сироватки мурчака та сироватки кроля у розведенні  
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1:1000 фосфатно-сольовим буфером (PBS: 0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,144% 

Na₂HPO₄, 0,024% KH₂PO₄, pH 7.4 та інкубували протягом ночі при 4 °C для 

адсорбції. 

Після інкубації планшет тричі промивали PBS для видалення 

незв’язаних антитіл. Неспецифічні сайти блокували 1% розчином 

знежиреного молока в PBS протягом 60 хв при 37 °C. 

Далі в лунки вносили антивидовий кон’югат anti-rabbit Ab (Sigma-

Aldrich, США) в PBS-T у послідовних розведеннях від 1:200 до 1: 20000 та 

інкубували при 37°C впродовж 60 хв. Повторювали процедуру відмивки для 

видалення незв’язаних продуктів реакції та вносили в лунки по 0,1 мл 

розчину хромогенного субстрату TMB (3,3ʹ, 5,5ʹ-тетраметилбензидин) та 

інкубували планшет 10-15 хв при кімнатній температурі в темному місці. Для 

зупинки реакції в лунки планшета додавали по 0,05мл розчину 2 М сірчаної 

кислоти. Результати ІФА візуалізували за допомогою мультилункового 

спектрофотометра з вертикальним потоком світла (ASYS Expert 96, Австрія) 

при довжині хвилі 450 нм (референта – 630 нм). 

 

 

2.9. Визначення рівня антитіл в сироватці крові імунізованих мурчаків 

у системі ELISA 

 

Рівень специфічних антитіл до антигенів зразків у сироватках 

імунізованих мурчаків визначали методом ELISA на 14-й день після 

останньої імунізації. 

У першому варіанті експерименту було нанесено антиген – ЛСА з 

куркуміном в усі лунки планшета. У другому варіанті в лунки планшету 

наносили антигени ЛСА, куркумін, комплекс ЛСА з куркуміном, 

овальбумін (ОВА) та комплекс ОВА з куркуміном у трьох паралелях з 

кінцевою концентрацією ЛСА 5 мкг/мл, у фосфатно-сольовому буфері (PBS – 

(0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,144% Na2HPO4, 0,024% KH2PO4, pH 7,4) та 
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залишали на ніч при температурі 4°C. Для видалення антигену, який не 

абсорбувався, планшет відмивали 3 рази PBS. В якості блокуючого агента 

використовували знежирене 1% молоко в PBS та інкубували при 37°C 

впродовж 60 хв. 

У першому варіанті зразки досліджуваної сироватки крові мурчаків, 

імунізованих фізіологічним розчином та комплексом ЛСА з куркуміном, 

розводили в початковому співвідношенні 1:50 до 1:3200 в PBS-T (PBS з 

Tween-20 в кінцевій концентрації 0,04%) та наносили на комплекс ЛСА-

куркумін. У другому варіанті наносили сироватки мурчаків, які були 

імунізовані усіма 4 видами антигену у розведенні від 1:400 до 1:51200. У 

третьому варіанті вносили сироватки мурчаків, які були імунізовані усіма 4 

видами антигену у розведенні від 1:400 у трьох повторах.  

У всіх трьох експериментах інкубацію з первинними АТ проводили 

впродовж 1 години. Після цього планшет відмивали PBS-T для видалення 

неспецифічно зв’язаних АТ. Для виявлення первинних АТ в лунки планшету 

вносили антивидовий кон’югат anti-rabbit Ab (Sigma-Aldrich, США) в PBS-T 

у робочому розведенні 1: 500 та інкубували при 37°C впродовж 60 хв.  

 

 

2.10. Статистичний аналіз 

 

Статистичну обробку отриманих експериментальних даних здійснювали 

за допомогою програмного забезпечення Microsoft Excel. Для визначення 

достовірності відмінностей між показниками контрольних та 

експериментальних груп використовували t-критерій Стьюдента. Величину 

розбіжностей вважали статистично значущою при рівні ймовірності p <0,05. 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

 

3.1. Аналіз очищеного людського сироваткового альбуміну 

 

Одним із способів підвищити біодоступність куркуміну в організмі є 

його введення у кров у формі комплексу з ЛСА [39]. Для того, щоб дослідити 

такий комплекс спочатку було перевірено чистоту самого білка. У 

дослідженні було використано ЛСА із концентрацією 3,01 мкМ/мл. Далі було 

проведено ДСН-ПААГ електрофорез. У результаті було встановлено високий 

ступінь чистоти білка, так як на гелі із різними введеними концентраціями 

наявно тільки по одному бенду у кожній з лунок на місці, яке відповідає 

молекулярній масі ЛСА – 66,5 кДа (рис. 3.1). 

 

  

Рис. 3.1. ДСН-ПААГ електрофореграма ЛСА (66,5 кДа), гель 

забарвлений кумасі блакитним G-250. Концентрації ЛСА: 1 – 0,5 мкг/мл; 2 – 

1 мкг/мл; 3 – 1,5 мкг/мл; 4 – 2 мкг/мл; 5 – 2,5 мкг/мл; 6 – 3 мкг/мл; 7 – 

5 мкг/мл. М – маркер молекулярної маси, кДа 

 

ЛСА – це мономерний, глобулярний білок, що складається з трьох 



33 
 

структурних доменів, кожен з яких складається із двох субдоменів (загалом 

585 амінокислотних залишків): I домен – 1-195 залишки, II – 196-383, III – 

384-585 (рис. 3.2) [51].  

 

 

Рис. 3.2. Аналіз амінокислотної послідовності ЛСА (PDB: 1AO6). 

Кольорами позначені різні домени білка: жовтим – I, блакитним – II, 

рожевим – III. Амінокислоти, які формують білкове оточення довкола 

молекули куркуміну, виділені чорним і підкреслені. Залишок Trp-214 

(флуорофор ЛСА) виділений червоним кольором 

 

Куркумін заходить саме у гідрофобну порожнину в субдомені II A (сайт I). 

У зв’язуванні куркуміну беруть участь різні амінокислотні залишки: Asp-106, 

His-146, Lys-190, Lys-432, Val-433, Lys-436, Gln-459, Ala-194, Arg-197 та Tyr-

148 – полярні і неполярні, що свідчить про наявність не тільки гідрофобних 

взаємодій, а ще й іонних [43].   

Аналіз молекулярної маси ЛСА (рис. 3.1), проведений на основі 

порівняння з амінокислотними послідовностями (рис. 3.2), підтвердив їх 

відповідність очікуваним значенням. Це свідчить про високу ступінь чистоти 

ЛСА, що дозволило використати його у дослідженнях як потенційний носій 

куркуміну.  
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3.2. Спектрофотометричний та флуоресцентний аналіз куркуміну та 

його комплексу з людським сироватковим альбуміном 

 

У багатьох дослідженнях було уже показано, що куркумін має два 

стереоізомери. За рахунок цього він по різному абсорбує світло залежно від 

розчинника. Khandelwal [53] зазначає у своєму дослідженні, що флуорофорна 

природа куркуміну обумовлюється наявністю в його структурі кон’югованої 

системи подвійних зв’язків та карбонільних груп, що здатні до електронного 

збудження. Одним з основних типів переходів, який відповідає за поглинання 

світла у видимій області спектра, є π-π* перехід. Цей перехід включає 

збудження електронів із π-зв’язуючих орбіталей до антизв’язуючих  

π*-орбіталей у системі спряжених зв’язків. Оскільки такий перехід є 

низькоенергетичним, він відбувається при довжині хвилі близько 420 нм, 

особливо в органічних розчинниках, таких як етанол або метанол.  

Окрім π-π*, у спектрі поглинання куркуміну також фіксується n-π* 

перехід. Цей тип збудження пов’язаний із перенесенням неспареного 

електрона з атома кисню (зокрема, у карбонільній групі) на антизв’язуючу 

π*-орбіталь. Такий перехід є енергетично більш затратним, ніж π-π*, і, 

відповідно, відбувається при меншій довжині хвилі – в ультрафіолетовій 

області. У розчині метанолу цей максимум поглинання спостерігається 

приблизно при 262 нм, що свідчить про активність n-π* переходу в таких 

умовах [53]. 

Для спектрофотометричної оцінки куркуміну та його комплексу з ЛСА 

було використано куркумін із концентрацією 0,0271 мМ, ЛСА – 0,0149 мМ та 

їхній комплекс у такому ж молярному співвідношенні. Усі зразки містили 

0,2% етанолу. Отримані максимуми поглинання куркуміну наближені до тих, 

які наведені вище у дослідженні Khandelwal [53]: перший максимум – 265 нм, 

другий – 402 нм, і ще одне майже непомітне плече на 369 нм (рис. 3.3).  

Хоча присутність етанолу у воді знижує енергію необхідну для 

розчинення куркуміну, молекули води, які добре змішуються з етанолом, 
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легко утворюють з ним міцні Н-зв'язки, а, отже, це збільшує енергію, 

необхідну для π-π* переходу, що призводить до синього зсуву, тому другий 

максимум поглинання спостерігається при 402 нм. Біля нього також присутнє 

невелике плече з довжиною хвилі 369 нм, яке далі за утворення комплексу 

повністю зникає. Звідси можна припустити, що куркумін заходить у 

гідрофобний сайт зв’язування білка і, таким чином, знижує своє значення 

оптичної густини при цій хвилі поглинання.  

 

 

Рис. 3.3. Спектри поглинання ЛСА, куркуміну та його комплексу з ЛСА. 

Цифрами із стрілками позначені максимуми поглинання зразків. Усі розчини, 

що містять куркумін, готували в присутності 0,2% етанолу 

 

Власна флуоресценція ЛСА походить майже виключно від залишку 

триптофану (Trp-214) у гідрофобній порожнині сайту I із отриманим 

максимумом для ЛСА – 278 нм.  

Зі спектра поглинання зразків можна стверджувати, що у розчині дійсно 

формується комплекс куркуміну із ЛСА, адже отриманий спектр виявляє 

макисмуми поглинання при 276 нм, що наближено спектру поглинання 

самим білком (рис. 3.3). Це відбувається за рахунок передачі енергії від ЛСА 
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(переважно залишку Trp-214) до акцептора – куркуміну, за механізмом 

FRET [42]. 

Також з’являється другий пік при 417 нм,  який не характерний для ЛСА 

і розташований наближено до куркумінового другого піку із зсувом до 

інфрачервоної області. Отже, ЛСА підсилює як і розчинність куркуміну, так і 

його здатність абсорбувати світло більш, ніж у два рази.  

Також було створено калібрувальну криву для куркуміну за 420 нм, при 

цьому значення R2 = 0,999 показує дуже високу точність апроксимації 

(рис. 3.4). 

 

 

Рис. 3.4. Калібрувальна крива для куркуміну за 420 нм 

 

Mondal [55] за допомогою методу флуоресценції у своєму дослідженні 

показав, що куркумін на своєму максимумі поглинання при температурі 

303 К у середовищі етанолу за збудження у діапазоні 400-430 нм дав єдиний 

пік 526 нм. Для порівняння було також проведено оцінку флуоресценції 

куркуміну та його комплексу з ЛСА у 0,2% розчині етанолу при різних 

хвилях збудження: 400, 430 і 460 нм (рис. 3.5). 
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Для куркуміну найдовша хвиля емісії спостерігалася за збудження 

430 нм і склала 519 нм. За збудження 400 нм – 538 нм, а за 460 нм – 530 нм. 

За утворення комплексу з ЛСА у молярному співвідношенні 2:1 при зміні 

хвиль збудження з 400 нм до 460 нм спостерігали зсув у бік інфрачервоного 

спектру, збільшення інтенсивності флуоресценції та емісію, залежну від 

збудження [55]. 

 

 

Рис. 3.5. Спектри емісії флуоресценції зразків за збудження хвилями 

різної довжини: 1 – куркуміну за λex = 400 нм; 2 – куркуміну і ЛСА за λex = 

400 нм; 3 – куркуміну за λex = 460 нм; 4 – куркуміну і ЛСА за λex = 460 нм; 5 – 

куркуміну за λex = 430 нм; 6 – куркуміну і ЛСА за λex = 430 нм. Усі зразки 

готували в присутності 0,2% етанолу 

 

Така кореляція може бути пояснена стереохімією куркуміну та впливом 

його приєднання на конформацію ЛСА. Графік показує, що найбільша 

інтенсивність флуоресценції комплексу відбувається за збудження 460 нм, 

при чому хвиля емісії складає 581 нм.  
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Наступним кроком було досліджено спектри флуоресцентної емісії та 

збудження для розчинів комплексу ЛСА із куркуміном у фізіологічному 

розчині при сталій концентрації ЛСА за відсутності та присутності куркуміну 

зі зростанням його концентрації (рис. 3.6). Із спектрів флуоресцентної емісії 

видно, що для всіх трьох температур збільшення вмісту молекул куркуміну в 

розчині призводить до гасіння флуоресценції. Водночас зі зростанням 

температури інтенсивність смуг у максимумах  зменшується, зберігаючи їх 

положення поблизу 348 нм. 

 

 

Рис. 3.6. Емісійні спектри флуоресценції (А, В, Ґ) та спектри збудження 

флуоресценції (Б, Г, Д) ЛСА з куркуміном у водних розчинах при 

концентрації ЛСА 2 × 10-6 М та концентрації куркуміну 0 (1), 0,25 × 10-6 (2), 1 

× 10-6 М (3), 2 × 10-6 М (4), 3 × 10-6 М (5), 4 × 10-6 М (6) М (T = 293 (А, 

Б), 303 (В, Г), 313 К (Ґ, Д), pH 5.5, λекст. = 275 нм, λем. = 348 нм)  
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 Аналогічно спостерігається зменшення інтенсивності флуоресценції 

смуг збудження з максимумами поблизу 275 нм та 223 нм, що є 

характерними для ЛСА (рис. 3.6).  

 Аналіз гасіння флуоресценції передбачає встановлення його 

динамічної або статичної природи на основі застосування рівняння Штерна-

Фольмера.  

 Holovko [44] у своєму дослідженні довів статичний механізм гасіння із 

зростанням температури та із зниженням стабільності комплексу білок-

ліганд у водному розчині. При цьому константа біомолекулярного гасіння Kq 

перевищила дифузійну межу (2 × 10¹⁰ M⁻¹·с⁻¹), що ще раз підтвердило 

статичну природу гасіння.  

 У нашому дослідженні було побудовано графіки залежностей Штерна-

Фольмера для розчинів комплексу ЛСА з куркуміном (рис. 3.7).  

 

 

Рис. 3.7. Залежності Штерна-Фольмера для розчинів комплексу ЛСА з 

куркуміном у фізіологічному розчині при температурах 293, 303, 313 К. Лінії 

отримані шляхом апроксимації результатів лінійними залежностями Штерна-

Фольмера  
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Також було розраховано константи Штерна-Фольмера Ksv та константи 

біомолекулярного гасіння Kq при різних температурах (табл. 3.1).  

 

Таблиця 3.1 

Константи гасіння та Штерна-Фольмера для системи ЛСА і куркуміну 

при різних температурах 

 

 

У результаті, так як і у вищенаведеному дослідженні, константа Штерна-

Фольмера Ksv зменшувалась із зростанням температури, що свідчить про 

статичний механізм гасіння. При цьому значення константи 

біомолекулярного гасіння Kq також перевищила дифузійну межу з найвищим 

показником 1,95 × 1013 при 293 К (табл. 3.1), що підтверджує статичний 

механізм гасіння.  

Наступним кроком було оцінено та побудовано графіки залежностей 

Хілла для комплексу ЛСА з куркуміном у фізіологічному розчині при різних 

температурах (рис. 3.8). Із рівняння Хілла та лінійної апроксимації графіків 

були розраховані константи зв’язування Ka та коефіцієнти Хілла n (табл. 3.2).  

Зменшення значення Ka зі зростанням температури відповідає 

екзотермічному характеру процесу зв’язування. Отримані значення констант 

зв’язування (Ka ≈ 10²-10³ М⁻¹) відповідають слабким, але специфічним 

взаємодіям між куркуміном та ЛСА (табл. 3.2). 

T (K) Константа гасіння,  

Kq, M−1 с−1 

Константа Штерна-

Фольмера,  Ksv,  M−1 

293 1,95 × 1013 1,95 × 105 

303 1,65 × 1013 1,65 × 105 

313 1,52 × 1013 1,52 × 105 
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У порівнянні із дослідженням Holovko [44], де коефіцієнт Хілла 

наближений до 1 (n ≈ 1), що відповідає наявністю одного сайту з’єднання у 

ЛСА з куркуміном, у нашому дослідженні n ≈ 0,4 (табл. 3.2). Це свідчить про 

можливу гетерогенність центрів зв’язування, що може бути пов’язано з 

наявністю кількох сайтів зв’язування з різною афінністю до ліганду [56]. 

 

 

Рис. 3.8. Залежності Хілла для розчинів комплексу ЛСА з куркуміном у 

фізіологічному розчині при температурах 293, 303, 313 К. Лінії отримані 

шляхом апроксимації результатів лінійним рівнянням Хілла 

 

Таблиця 3.2 

Константи зв’язування (Ka) та коефіцієнти Хілла (n) для системи ЛСА 

та куркуміну при різних температурах 

 

T (K) lgKa n 

293 2,83 0,452 

303 2,56 0,394 

313 2,44 0,369 
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Отримані результати за допомогою спектрофотометричного та 

флуоресцентного методів показали, що куркумін дійсно утворює комплекс із 

ЛСА. Такий комплекс дійсно має вищу інтенсивність абсорбції порівняно із 

куркуміном, а довжина хвилі піку його емісії прямо залежна від хвилі 

збудження. При утворенні комплексу ЛСА з куркуміном спостерігається 

гасіння флуоресценції зі зростанням концентрації куркуміну при збільшенні 

температури.  Значення констант Штерна-Фольмера свідчать про статичний 

механізм гасіння при утворенні комплексу, а коефіцієнти Хілла 

(n ≈ 0,37; 0,4; 0,45) вказують на гетерогенність сайтів зв’язування ЛСА з 

куркуміном.  

 

 

3.3. Вплив комплексу куркуміну з людським сироватковим альбуміном 

на малігнізовані та немалігнізовані клітини 

 

Вивчення впливу куркуміну in vitro на різні клітинні лінії дозволяє не 

лише оцінити його потенціал як антипухлинного засобу, але й поглибити 

розуміння механізмів регуляції життєздатності клітин, оксидативного стресу 

та активації апоптотичних каскадів. Було проведено аналіз впливу куркуміну 

та його комплексу з ЛСА на клітинну виживаність малігнізованої та 

немалігнізованої клітинних ліній, А431 та HEK293, відповідно.  

Клітинна лінія А431, отримана з епідермальної карциноми, є 

малігнізованою клітинною лінією людини з епітеліальною морфологією, яка 

зазвичай росте кластерами. Вона широко використовується в дослідженнях 

раку, токсичності та імуноонкології, слугуючи позитивним контролем для 

експресії EGFR завдяки високій щільності цих рецепторів [57].  

Ще у 1994 році Korutla [58] у своєму дослідженні показав, що куркумін 

значно пригнічує тирозинкіназну активність EGFR у клітинній лінії A431. 

Короткочасна обробка куркуміном знижувала EGF-індуковане 

автофосфорилювання рецептора до 90% залежно від дози та часу дії. Ці 
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ефекти виникали ще до істотного пригнічення проліферації, вказуючи на 

первинну дію куркуміну на сигнальні шляхи клітинного росту. 

Karthikeyan [59] у своєму дослідженні показав, що наночастинки ЛСА, 

навантажені куркуміном, демонструють підвищену протипухлинну 

активність in vivo порівняно з вільним куркуміном на моделі пухлинного 

ксенотрансплантата на тваринах, не проявляючи при цьому ніякої 

токсичності. 

Khafif [60] показав, що інгібуючий ефект куркуміну на життєздатність 

клітин A431 є дозозалежним. Згідно з даними дослідження, значення IC₅₀ для 

куркуміну знаходилося у межах 15-22 мкМ для різних тестованих клітинних 

ліній. Це вказує на відносно високу чутливість клітин A431 до куркуміну та 

підтверджує його потенціал як протипухлинного агента. 

Клітинна лінія HEK293 походить від клітин ембріональної нирки 

людини, немалігнізована і схильна до трансфекції. Клітини зберігають 

морфологію епітеліальних клітин і є адгезійними в культурі [61].  

Zhang [61] встановлено, що значення IC₅₀ склало 20,1 мкМ для клітинної 

лінії HEK293. 

Ще досі не має жодного дослідження, у якому було б показано 

цитотоксичний вплив комплексу куркуміну з ЛСА на клітинні лінії. Проте 

Li [62] у своєму дослідженні синтезував наносфери з бичачого сироваткового 

альбуміну та оцінював їхню здатність інкорпорувати рослинний екстракт з 

протираковою активністю. Протиракову активність оцінювали на 

нормальних клітинних лініях HEK 293, і при цьому виявили, що наносфери 

куркуміну з бичачим альбуміном не є суттєво токсичними по відношенню до 

нормальної клітинної лінії HEK 293.  

Виходячи із вищеописаних даних, було припущено, що, по-перше, 

куркумін характеризується протипухлинною дією на малігнізовану клітинну 

лінію А431, при цьому не проявляючи цитотоксичності до клітинної лінії 

HEK293; по-друге, так як комплекс з ЛСА підвищує період напіврозпаду 

куркуміну та його біодоступність, то клітинна виживаність для контролю 
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куркуміну має бути вищою за таку для комплексу з ЛСА. Окремо також 

виділили контроль ЛСА. За допомогою МТТ-тесту було отримано значення 

екстинції для двох клітинних ліній при впливі на них попередньо 

підготовленими зразками: куркуміну у концентрації 4,39, 9,88, 14,81, 22,22, 

33,33, 50; ЛСА у концентрації 2,37, 5,35, 8,01, 12,02, 27,05; та комплексу ЛСА 

із куркуміном у такому ж послідовному молярному співвідношенні (рис. 3.9). 

При цьому наявність дуже низького відсотку етанолу у зразках ніяк не 

впливала на ріст клітин. 

 

 

Рис. 3.9. Ступінь виживаності клітин А431 (А, Б, В) та HEK293 (Г, Д, Е) 

щодо: А, Г – куркуміну; Б, Д – комплексу куркуміну із ЛСА; В, Е – ЛСА.  

M ± m; n =3  

 



45 
 

Для кращого розуміння впливу куркуміну та його комплексів на 

клітинні лінії in vitro була розрахована клітинна виживаність (%) (рис. 3.10).  

У вищезазначених концентраціях куркуміну для клітинної лінії А431 

було досягнуто ефекту цитотоксичності для 50% клітин, для HEK293 – ні, 

(рис. 3.10, А, Б). 

 

 

Рис. 3.10. Співвідношення клітинної виживаності щодо концентрації: 

А – куркуміну та комплексу (за куркуміном) для А431; Б – куркуміну та 

комплексу (за куркуміном) для HEK293; В – ЛСА для А431 та HEK293. 

M ± m; n=3 
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При цьому внесення ЛСА до клітинної лінії А431 не показало суттєвих 

змін у клітинній виживаності, а до HEK293 взагалі дало результати клітинної 

виживаності більше 100%, що вказує на проліферативний ефект самого білка 

на немалігнізовані клітини (рис. 3.10, В).  

У контексті даного дослідження напівтоксичну дозу IC₅₀ куркуміну та 

його комплексу з ЛСА визначали за допомогою МТТ- тесту. Для HEK293 

при максимально введеній концентрації куркуміну 50 мкМ клітинна 

виживаність склала – 73,96%, для комплексу – 57,99% (рис. 3.10, Б). За таких 

показників не можна точно розрахувати IC₅₀ для цієї клітинної лінії, адже не 

була досягнута 50% летальність культури клітин. Проте, з отриманих 

результатів можна припустити, що комплекс, все ж таки, має нижче значення 

IC₅₀ в порівнянні із куркуміном, і це значення точно перевищує 50 мкМ.  

Результати МТТ-тесту у дослідженні Hu [63] показали, що куркумін у 

концентрації 2,10 мкМ не впливав на життєздатність клітин після  

24-годинної інкубації, однак, коли концентрація куркуміну досягала 20 мкМ, 

життєздатність клітин знижувалася. Такі ж результати були підтвердженні і у 

цьому дослідженні. 

Проте було розраховано значення IC₅₀ куркуміну та його комплексу з 

ЛСА для клітинної лінії А431 (рис. 3.11).  

Якщо для куркуміну це значення склало 45,43 мкМ, то для комплексу – 

18,02 мкМ. При цьому різниця між цими двома вибірками є статистично 

значущою (р=0,018).  

На основі цих даних було зроблено висновок, що в комплексі з ЛСА 

куркумін дійсно стає більш доступним для клітин, в порівнянні із 

контрольним куркуміном, та проявляє цитотоксичні властивості щодо 

малігнізованої клітинної ліній карциноми А431.  
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Рис. 3.11. IC50 для куркуміну та комплексу куруміну із ЛСА для 

клітинної лінії A431. M±m; n=3. Статистичну значущість визначали за 

допомогою t-тесту: *- p < 0,05  

 

У результаті проведених досліджень встановлено, що куркумін проявляє 

виражену цитотоксичну дію щодо малігнізованої клітинної лінії A431, тоді 

як щодо HEK293 такої дії виявлено не було в досліджуваному 

концентраційному діапазоні. Комплексування куркуміну з людським 

сироватковим альбуміном приводило до підвищення цитотоксичної 

активності куркуміну щодо A431, що проявлялося у зниженні значення IC50 

у порівнянні з вільним куркуміном (18,02 мкМ проти 45,43 мкМ, відповідно). 

Дані результати узгоджуються з літературними даними та підтверджують 

потенціал куркуміну та його комплексу з ЛСА як перспективних агентів 

протипухлинної терапії.  

 

 

3.4. Визначення імуногенності комплексу куркуміну з людським 

сироватковим альбуміном у сироватках мурчаків 

 

Кожен антиген характеризується широким діапазоном імуногенності, 

однак точне дозування антигену для імунізації є критично важливим. Невірно 
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підібрана кількість імунного препарату може спричинити розвиток 

імуносупресивного стану, формування толерантності або недостатню 

активацію клітинної ланки імунної відповіді. Оптимальне дозування 

залежить від фізико-хімічних властивостей самого антигену, обраного 

ад’юванту, а також шляху введення. 

У рамках даного дослідження вивчалася імуногенність комплексу ЛСА з 

куркуміном. Було проведено чотирьохкратну імунізацію комплексу ЛСА з 

куркуміном у молярному співвідношенні 0,149 мМ : 0,271 мМ, а також 

контрольних зразків - білка ЛСА, розчину куркуміну та суміші 0,9% натрію 

хлориду з 2% етанолом для самців мурчаків у об’ємі 0,5 мл.  

На наступний день після останньої імунізації був проведений скринінг 

на реакцію гіперчутливості негайного типу у мурчаків (рис. 3.12).  

 

 

Рис. 3.12. Тест на алергічну реакцію першого типу у C. Porcellus, яким 

попередньо вводили ЛСА (А, Б), комплекс (Д, Е), куркумін (З, И), 

фізіологічний р-н (Й, К) і 1 день опісля останньої імунізації ЛСА (В, Г), 

комплексом (Є, Ж), куркуміном (І, Ї); фізіологічним р-ном (Л, М) 
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У тварин, які були імунізовані комплексом та чистим ЛСА, 

спостерігалося почервоніння шкіри. Гіперчутливість I типу - це реакція 

негайного типу, яка опосередковується IgE-антитілами, що взаємодіють з 

алергеном. Унаслідок цього відбувається розвиток типових симптомів - 

набряку, почервоніння та свербежу впродовж 15–30 хвилин після контакту з 

антигеном [64]. Використання С. porcellus як біомоделі є доцільним, так як ці 

тварини мають високу чутливість до розвитку алергічних реакцій та добре 

репрезентують імунологічні процеси, пов’язані з гіперчутливістю I типу. 

Крім того, у мурчаків добре розвинена система шкірного кровопостачання, 

що дозволяє ефективно оцінити локальну реакцію після введення 

досліджуваних зразків. 

Спочатку за допомогою методу ІФА було протестовано вторинні 

антитіла (кролячі) у послідовних розведеннях від 1:200 до 1:20000 на 

здатність виявляти IgG у первинній сироватці кроля і сироватці мурчака 

контрольної групи, який був імунізований фізіологічним розчином 

(рис. 3.13).  

 

 

Рис. 3.13. Оптична густина залежно від розведення вторинних антитіл 

кроля (log) для сироватки кроля та імунізованого фізіологічним розчином 

мурчака  
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Результати показали, що вторинні антитіла ефективно зв’язуються як і з 

IgG кроля, так і з IgG мурчака, про що свідчить високий сигнал при менших 

розведеннях. Таке явище може бути спричинене перехресною реактивністю 

антитіл через структурну схожість Fc-фрагментів IgG різних видів. Для 

подальших експериментів було обрано розведення вторинних антитіл кроля 

1:500.  

Далі було порівняно наявність IgG антитіл до комплексу ЛСА з 

куркуміном у сироватках 2 мурчаків, імунізованих фізіологічним розчином 

та ще двох, імунізованих комплексом ЛСА з куркуміном (рис. 3.14). 

Сироватки мурчаків, що були імунізовані комплексом, демонструють значно 

вищі значення сигналу порівняно із тими, які були імунізовані фізіологічним 

розчином на всіх послідовних розведеннях (від 1:50 до 1:3200), що свідчить 

про наявність специфічної імунної відповіді.  

 

 

Рис. 3.14. Рівень IgG у сироватках мурчаків імунізованих фізіологічним 

розчином (1,2) та комплексом ЛСА-куркумін (3,4) у різних розведеннях 

 

Далі було проведено аналіз сироваток мурчаків, імунізованих 

комплексом ЛСА-куркумін, чистим ЛСА та чистим куркуміном на двох 
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антигенах: ЛСА і комплексі, методом ELISA у серійних розведеннях 

(рис. 3.15). При цьому найвище значення сигналу на обох антигенах 

спостерігалося у сироватці мурчака, імунізованого комплексом, що свідчить 

про формування антитіл із високим титром. Сироватка тварини, імунізованої 

ЛСА, також демонструвала специфічну відповідь. Сироватка мурчака, 

імунізована куркуміном, дала низький рівень сигналу на всіх розведеннях.  

 

 

Рис. 3.15. Залежність оптичної густини від ступеня розведення 

сироваток мурчаків, імунізованих різними антигенами: А – ЛСА; Б – 

комплексом ЛСА-куркумін 
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У дослідженні Gefen [65] довів, що кон’югація гаптенів із БСА та ОВА 

та введення такого кон’югату мишам змінює спрямованість імунної 

відповіді, зменшуючи реакцію проти чистого білка та посилюючи продукцію 

антитіл до гаптену. Водночас у нашому дослідженні було отримано 

протилежні результати: комплексоутворення з куркуміном посилює 

імуногенність ЛСА, ймовірно за рахунок зміни антигенної структури 

молекули та формування нових епітопів.  

Наступним кроком було перевірено наявність перехресної реактивності  

антитіл сироваток до ОВА. Було використано 4 типи антигенів: ЛСА, ЛСА з 

куркуміном, ОВА та ОВА з куркуміном. На цих антигенах було протестовано 

сироватки тварин, імунізованих чистим ЛСА, комплексом, чистим 

куркуміном та фізіологічним розчином у розведенні 1:400 (рис. 3.16).  

 

 

Рис. 3.16. Рівень специфічних антитіл у сироватках мурчаків, 

імунізованих різними антигенами (ЛСА, ЛСА-куркумін, ОВА, ОВА-

куркумін), визначений методом ІФА. M ± m; n=3 

 

При використанні ОВА та комплексу ОВА-куркумін як антигенів, 

значних відмінностей між групами не виявлено, що свідчить про не 
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підвищення імуногенності куркуміну. Так як усі сироватки на антигенах 

ОВА та ОВА-куркумін дають сигнал на рівні контрольного, це говорить про 

відсутність перехресної реактивності антитіл. 

У дослідженні Aravind [66] було проаналізовано ефективність та 

безпечність комплексу куркуміну з ЛСА у моделі асцитної форми лімфоми 

Дальтона у мишей. Було показано, що введення комплексу у дозах 11,4 мг/кг 

маси тіла не викоикало токсичного ефекту, при цьому спостерігався 

виражений імуномодулюючий ефект: підвищення кількості лейкоцитів, 

тромбоцитів та стимуляція проліферації лімфоцитів. В in vivo експериментах 

показано значне зниження об’єму пухлини та збільшення тривалості життя 

тварин. 

Загалом, отримані результати вказують на те, що комплексоутворення 

ЛСА з куркуміном не знижує імуногенність ЛСА, а може сприяти 

формуванню більш вираженої гуморальної імунної відповіді.  
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ВИСНОВКИ 

 

Результати дослідження свідчать про здатність куркуміну утворювати 

стабільний комплекс із людським сироватковим альбуміном (ЛСА), що 

супроводжується посиленням його протипухлинної активності. При цьому 

виявлене комплексоутворення може сприяти формуванню більш вираженої 

гуморальної імунної відповіді. 

1. Методом ДСН-ПААГ електрофорезу було підтверджено високий 

ступінь чистоти ЛСА, використаного в експерименті. Амінокислотний аналіз 

встановив наявність у структурі білка ключових залишків, зокрема в 

субдомені IIA (сайт I), які забезпечують зв’язування куркуміну у гідрофобній 

порожнині альбуміну.  

2. Продемонстровано, за використання спектрофотометричних 

підходів, що комплекс куркуміну з ЛСА виявляє підвищену оптичну густину 

поглинання порівняно з вільним куркуміном, а також характерне гасіння піку 

за 369 нм. Розраховані константи Штерна-Фольмера свідчать про статичний 

механізм гасіння, а коефіцієнт Хілла вказує на гетерогенність сайтів 

зв’язування при взаємодії куркуміну з ЛСА. 

3. Встановлено, що куркумін проявив цитотоксичну дію на ракову 

клітинну лінію A431, водночас комплекс із ЛСА продемонстрував ще вищу 

ефективність – значення IC50 знизилось у 2,5 рази. На клітини HEK293 

значного токсичного ефекту не виявлено. 

4. Показано, що комплексоутворення куркуміну з ЛСА не знижує 

імуногенність білка і в окремих випадках може її посилювати. Водночас 

використання овальбуміну (ОВА) та комплексу ОВА-куркумін не виявило 

статистично значущих відмінностей між групами, а відсутність перехресної 

реактивності антитіл підтверджує специфічність імунної відповіді. 
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