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(54) METHOD FOR PRODUCING A BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOSITE BASED ON
NANOCRYSTALLINE CERIUM DIOXIDE AND CURCUMIN
(57) Abstract:

FIELD: pharmaceuticals.
SUBSTANCE: invention relates to pharmaceuticals,

namely to method for producing a biologically active
composite based on nanocrystalline cerium dioxide and
curcumin, which can be used as or part of preparations
for wound therapy, antioxidant, anti-inflammatory and

antitumor drugs.
EFFECT: invention allows to obtain a biologically

active composite based on nanocrystalline cerium
dioxide and curcumin, which has reduced cytotoxicity
and increased bioavailability.

1 cl, 3 ex, 4 dwg

Стр.: 3

R
U

2
6
6
5
3
7
8

C
1

R
U

2
6
6
5
3
7
8

C
1

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/en?ty=29&docid=2665378


Изобретение относится к области фармации, а именно к способам получения
биологически активных композитов, а именно композитов на основе
нанокристаллического диоксида церия и куркумина, которыемогут быть использованы
в качестве или входить в состав препаратов для раневой терапии, антиоксидантных,
противовоспалительных и противоопухолевых препаратов.

Куркумин - биологически активный компонент корневища куркумы {Curcuma Longa
L.), растения семейства имбирных [1], липофильный биофлавоноид (diferuloylmethane),
обладающий широким спектром антиоксидантного действия. При этом куркумин
является не столько классическим антиоксидантом, сколько ингибитором комплекса
IκВ-α-киназы и Akt [2-4], который обеспечивает супрессию NF-κВ, а также медиирует
процессы пролиферации и ангиогенеза. Куркумин может как непосредственно
взаимодействовать с IkB-α-киназой [5], так и выступать в качестве ингибитора
сигнальной трасдукции и активатора транскрипции 3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 - STAT-3), второго фактора ядерной транскрипции, благодаря которому
провоспалительные эффекты медиируются цитокином IL-6 [6]. Также показана
возможность присоединения молекул куркумина к СОХ-2 и 5-LOX с последующим
ингибированиемактивностипоследних [7]. Все этопоказывает эффективность куркумина
в качестве супрессора иммуновоспалительного ответа благодаря его взаимодействию
с молекулами внутриклеточных каскадов сигнальной трансдукции. Куркумин
перспективен также в терапии онкологических заболеваний, поскольку ингибирование
фосфорилирования субъединиц IkBa и р65 снижает активность фактора NF-kB в
опухолевых клетках [8, 9]. При этом торможение активацииNF-κВ в опухолевых клетках
сопровождается супрессией антиапоптотических белков [10]. Раковые клетки, как
правило, развивают устойчивость к апоптозу за счет сверхпродукции антиапоптогенных
белков и снижения уровня апоптогенных белков. Куркумин усиливает апоптоз,
индуцированный фактором некроза опухолей (TNF) [11]. Куркумин также ингибирует
пролиферациюмногих раковых клеток in vitro и оказывает противоопухолевые эффекты
in vivo за счет способности осуществлять контроль активности циклинов и циклин-
зависимых киназ и усиливать экспрессиюингибиторных белковCDKI [12-14]. В опытах
с имплантацией клеток карциномыпечени иммунодефицитныммышамкуркумин снижал
как плотность неокапилляров опухоли, так и уровеньфактораVEGF в плазмеживотных
[15].

Несмотря на терапевтический потенциал, использование куркумина для лечения
различных заболеваний затруднено из-за его быстрого клиренса и достаточно низкой
растворимости в воде [16, 17].

Для увеличения его биодоступности часто используют поверхностно-активные
вещества (ПАВ) в качестве солюбилизаторов.

Например, в патенте [18] в качестве такого поверхностно-активного вещества
использовали мальтодекстрин. Однако, нами было показано, что использование
мальтодекстрина в качестве поверхностно-активного вещества не обеспечивает
проникновение куркумина в клетки, поэтому мальтодекстрин не увеличивает
биодоступность куркумина.

В патентах [19, 20] авторы для получения солюбилизата куркумина использовали
Полисорбат 80, Полисорбат 20 или их смесь, также известно применение
оксиэтилированного касторового масла Kalliphor ELP или Cremophor RH 40 [21, 22], где
дополнительными стабилизаторами являлись лимонная кислота или триглицериды
каприл-капроновой кислоты. В качестве стабилизаторов часто используют
водорастворимые полимеры, например, полиэтиленгликоль [23], желатин [24], а также
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углеводы, например, циклодекстрин [25].
Недостаткомтаких солюбилизатов является их сравнимая токсичность поотношению

кнормальнымималигнизированнымклеткам.Многие авторыотмечаютнебезопасность
использования куркумина, в том числе стабилизированного, в медицинских целях,
поскольку при определенных условиях он может проявлять цитотоксичность по
отношению к нормальным клеткам [26, 27]. Авторы обзора [28] приводят возможные
механизмы негативного воздействия куркумина. В первую очередь, оно связано с тем,
что куркумин в некоторых концентрациях может стимулировать увеличение уровня
активных форм кислорода, повреждающих клетки.

Нанокристаллический диоксид церия (НДЦ) - неорганический антиоксидант [29, 30],
который способен выполнять функцию некоторых оксидоредуктаз: каталазы [30]
супероксиддисмутазы [31] и оксидазы [32], а также фосфатазы [33] - при этом НДЦ
ингибирует деятельность киназ, регулируя активность ядерного фактора NF-κB [34].

Такимобразом, нанокристаллическийдиоксид церияможетнивелировать токсичность
куркумина по отношению к нормальным клеткам, благодаря инактивации активных
форм кислорода, и при этом сохранить его терапевтическое действие относительно
раковых клеток. Существуют работы, в которых исследовано синергетическое действие
куркумина и нанокристаллического диоксида церия.

Наиболее близкое техническое решение предложенного изобретения изложено в
статье [35] (прототип). Растворяли 8 мг (или 16 мг) в 0.5 мл ацетона и добавляли раствор
к щелочному коллоидному раствору нанокристаллического диоксида церия с
концентрацией 5 или 10 мМ, стабилизированного декстраном.Полученный смешанный
коллоидный раствор перемешивали в течение одной ночи и затем центрифугировали
в течение 5 мин при 1000 об/мин для удаления несорбировавшегося куркумина.
Отобранную надосадочную жидкость хранили в темноте до использования.

Обоснованное сомнение вызывает сохранность куркумина в полученном растворе
- в щелочной среде куркумин быстро деградирует. Это подтверждается видом
представленных авторамиУФ-видимых спектров полученных смешанных коллоидных
растворов.На спектрах практически отсутствует полоса поглощения куркумина. Таким
образом, к основному недостатку прототипаможно отнести нестабильность куркумина
в процессе получения и хранения смешанных коллоидных растворов.

Еще одним недостатком является ограниченный диапазон концентраций куркумина
в получаемых композициях, поскольку весь несорбировавшийся на поверхности
нанокристаллического диоксида церия куркумин удаляют центрифугированием.

Изобретение направлено на изыскание способа получения биологически активного
композита на основе нанокристаллического диоксида церия и куркумина, обладающего
пониженной цитотоксичностью и повышенной биодоступностью, что позволит
безопасно использовать его в широком диапазоне концентраций в различных
медицинских целях, в частности, в составе препаратов для раневой терапии,
антиоксидантых, противовоспалительных и противоопухолевых препаратах.

Технический результат достигается тем, что предложен способ получения
биологически активного композита на основе нанокристаллического диоксида церия
и куркумина, характеризующегося относительно низкой цитотоксичностью и
относительновысокойбиодоступностью, заключающийся в том, что экстракт куркумина
в спирте смешивают в темноте со спиртовым коллоидным раствором
нанокристаллического диоксида церия, стабилизированного поливинилпирролидоном,
в мольном соотношении куркумин ÷ диоксид церия = от 100÷1 до 1÷100, затем
полученный смешанный коллоидный раствор сушат в темноте при 60÷75°C до сухого
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остатка.
Целесообразно, что в качестве спирта используют этанол, изопропанол, н-пропанол.
Получаемый композит может быть сформован в виде подходящей для перорального

или парентерального введения лекарственной формы. Сухой композит легко
растворяется в протонных и апротонных полярных средах и при необходимости из
него путем растворения снова может быть получен смешанный коллоидный раствор.

Диапазон соотношений куркумин ÷ диоксид церия выбран из тех соображений, что
при соотношении, большем, чем 100÷1 нивелируется антиоксидантное действие
нанокристаллического диоксида церия, а использование соотношения меньшего, чем
1÷100 нецелесообразно, поскольку нивелируется терапевтическое действие куркумина.

Сушку раствора проводят при температуре 60÷75°C, поскольку при более низких
температурах спиртмедленно улетучивается, а использование более высоких температур
приводит к кипению спирта и разбрызгиванию смешанного коллоидного раствора.
Также использование температур свыше 75°C приводит к деструкции куркумина.

Сущность изобретения заключается в том, что использование спиртового
коллоидного раствора нанокристаллического диоксида церия, стабилизированного
поливинилпирролидоном, предотвращает деградациюкуркумина в процессе получения
композита. Процесс сушки обеспечивает стабильность композита при последующем
храненииипозволяет получать композит сширокимдиапазоном заданныхконцентраций
куркумина и НДЦ.

Синтез нанокристаллического диоксида церия, стабилизированного
поливинилпирролидоном (ПВП), проводили аналогично методике, описанной в [36].
Вместо мальто декстрина использовали поливинилпирролидон.

Влияние синтезированного композита на основе нанокристаллического диоксида
церия и куркумина на жизнеспособность клеток изучали, используя 7 видов клеточных
линий измузея клеточных культурИнститута экспериментальной патологии, онкологии
и радиобиологии им. Р.Е. КавецкогоНАНУкраины, а именно: RIN-m5F (АТСС®CRL-
11605™) эпителиальные бета-клетки инсулиномы крысы; А549 (АТСС® CCL-185™)
эпителиоподобные клетки карциномы легкого; T98G [T98-G] (АТСС® CRL-1690™)
фибробласты мультиформной глиобластомы человека; Vero (АТСС® CCL-81™)
нормальные эпителиальные клетки почки мартышки; MDBK (NBL-1) (АТСС® CCL-
22™) эпителиальные клетки почки быка;НЕр-2 (АТСС®CCL-23™) эпителиоподобные
клетки карциномы гортани; ST (АТСС®CRL-1746™) эпителиоподобные клетки свиных
тестикул.

Дляформированиямонослоя клеток в лунки планшетов (96-луночные платы«Costar»,
США) вносили по 0.1 мл суспензии, содержащей 5×105 клеток/мл, и инкубировали 24
ч при 37°C в термостате ТС-80 М-2, в атмосфере с влажностью 98%, содержащей 5%
СО2. В качестве ростовой среды использовали синтетическую питательную среду 199
(«Биотестлаборатория», Украина), содержащую5-10% эмбриональной сыворотки телят
(«Sigma», США), 25 мМ HEPES, 10 мМ глютамина, пенициллина и стрептомицина (по
100 ед/мл каждого).

В состав поддерживающей среды входили: среда 199, 2% эмбриональной сыворотки
телят, 25 мМ HEPES, 10 мМ глютамина, пенициллин и стрептомицин (по 100 ед/мл
каждого). Для промывки монослоя клеток использовали среду 199 без сыворотки.
Количество выживших клеток оценивали по интенсивности окраски клеток
кристаллическим фиолетовым. Для этого из лунок удаляли надосадочную жидкость,
а к клеткам на 15 мин вносили 0.2% раствор красителя в 2% этаноле. Затем краситель
удаляли, а окрашенный монослой клеток промывали дистиллированной водой и
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высушивали.Оптическуюплотность окрашенныхклеток измерялина спектрофотометре
с вертикальным лучом LabsystemMultiscan (Великобритания) на длине волны 540 нм.
Процент окрашенных клеток в опытных лунках определяли по формуле:

(Поп/Пконтр)*100, где
Поп - показатели оптической плотности опытных лунок,
Пконтр - оптическая плотность в интактных, контрольных лунках.
Статистическую обработку проводили с использованием программного комплекса

BioStat 2009 Professional 5.8.1. Числовые данные представлены в виде медианы первого
и третьего интерквартильного интервала.

Биодоступность синтезированного композита на основе нанокристаллического
диоксида церия и куркумина оценивали по степени проникновения в клетку (по
интенсивности его люминесценции), используя референтную клеточную линию
фибробластовмышей (L929) из музея клеточных культурИнститута экспериментальной
патологии, онкологии и радиобиологии им. Р.Е. Кавецкого НАН Украины.

Изобретение проиллюстрировано следующими фигурами.
Фиг. 1. УФ-видимые спектры поглощения экстракта куркумина в изопропаноле

(красная полоса), изопропанольного коллоидного раствора нанокристаллического
диоксида церия, стабилизированного поливинилпирролидоном (синяя полоса), и
смешанного коллоидного раствора (зеленая полоса).

Фиг. 2. Результаты просвечивающей электронной микроскопии композита. Видно
образование гибридной частицы, состоящей из куркумина и наночастиц диоксида церия,
графическая модель представлена на врезке.

Фиг. 3. Зависимость жизнеспособности клеток MDBK (NBL-1) (АТСС® CCL-22™)
от концентрации композита в ростовой среде (также приведены данные контрольных
измерений).

Фиг. 4. Микрофотографии в светлом поле и соответствующие им люминесцентные
изображения при УФ-освещении нефиксированных клеток L929, обработанных:
куркумином без стабилизатора; куркумином, стабилизированным мальтодекстрином
(МД) в отсутствии и в присутствии нанокристаллического диоксида церия; куркумином,
стабилизированнымПВПвотсутствии и в присутствии нанокристаллического диоксида
церия.

Ниже приведеныпримерыиллюстрирующие, но не ограничивающие предложенный
способ.

Пример. 1.
Экстракт куркумина в изопропаноле смешивали с изопропанольным коллоидным

раствором нанокристаллического диоксида церия, стабилизированного
поливинилпирролидоном, в мольном соотношении куркумин ÷ диоксид церия =1÷4.
Присутствие куркумина в полученном смешанном коллоидном растворе подтверждали
с помощью УФ-видимых спектров, что показано на Фиг. 1. Затем полученный
смешанный коллоидный раствор сушили при 70°C до сухого остатка. Совместное
использование полимера, наночастиц диоксида церия и куркумина позволяет получить
именно композит, что подтверждали с помощью просвечивающей электронной
микроскопии и проиллюстрировано Фиг. 2. Было показано, что приготовленный
композит обладает относительно низкой цитотоксичностью, что проиллюстрировано
Фиг. 3. Также полученный композит имеет относительно высокую биодоступность,
что показано на Фиг. 4.

Пример. 2.
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Попримеру 1, отличающийся тем, что экстракт куркумина в изопропаноле смешивали
с изопропанольным коллоидным раствором нанокристаллического диоксида церия,
стабилизированного поливинилпирролидоном, в мольном соотношении куркумин ÷
диоксид церия =100÷1. Присутствие куркумина в полученном смешанном коллоидном
растворе подтверждали с помощью УФ-видимых спектров. Затем полученный
смешанный коллоидный раствор сушили при 60°C до сухого остатка. Совместное
использование полимера, наночастиц диоксида церия и куркумина позволяет получить
именно композит, что подтверждали с помощью просвечивающей электронной
микроскопии. Установлено, что приготовленный композит обладает относительно
низкой цитотоксичностью и имеет относительно высокую биодоступность.

Пример. 3.
Попримеру 1, отличающийся тем, что экстракт куркумина в изопропаноле смешивали

с изопропанольным коллоидным раствором нанокристаллического диоксида церия,
стабилизированного поливинилпирролидоном, в мольном соотношении куркумин ÷
диоксид церия =1÷100. Присутствие куркумина в полученном смешанном коллоидном
растворе подтверждали с помощью УФ-видимых спектров. Затем полученный
смешанный коллоидный раствор сушили при 75°C до сухого остатка. Совместное
использование полимера, наночастиц диоксида церия и куркумина позволяет получить
именно композит, что подтверждали с помощью просвечивающей электронной
микроскопии. Установлено, что приготовленный композит обладает относительно
низкой цитотоксичностью и имеет относительно высокую биодоступность.

Предложенный способ позволяет получать биологически активный композит на
основе нанокристаллического диоксида церия и куркумина, обладающий пониженной
цитотоксичностью и повышенной биодоступностью, что позволяет безопасно его
использовать для различных биомедицинских приложений.
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(57) Формула изобретения
1. Способ получения биологически активного композита на основе

нанокристаллического диоксида церия и куркумина, заключающийся в том, что экстракт
куркумина в спирте смешивают со спиртовым коллоидным раствором
нанокристаллического диоксида церия, стабилизированного поливинилпирролидоном,
в мольном соотношении куркумин ÷ диоксид церия = от 100 ÷1 до 1 ÷ 100, затем
полученный смешанный коллоидный раствор сушат при 60 ÷ 75°С до сухого остатка.

2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве спирта используют этанол,
изопропанол, н-пропанол.
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