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(57) Спосіб одержання препарату похідних
хімотрипсин-трипсинподібних протеолітичних
ферментів для парентерального введення, який
відрізняється тим, що гідролітичний центр фер-
менту шактивовано ХІМІЧНОЮ модифікацією чи му-
тагенною заміною амінокислотних залишків з групи
"протонного реле" ферменту (пстидину-57, аспа-
рагінової кислоти-102 та серину-195 згідно з
ПОСЛІДОВНІСТЮ (Х-хімотрипсину)

Винахід належить до біотехнологм та медици-
ни і являє собою спосіб одержання препарату по-
хідних протеолітичних ферментів трипсинового
ряду для внутрішньо судинного та парентерально-
го введення як засобу контролю тканинного проте-
олізу під час лікування та профілактики захворю-
вань, пов'язаних з дисбалансом протеолітичних та
активаційних процесів, як то - набряк, запалення,
порушення імунної та гемостатичної систем, онко-
захворювання, тощо

Відомо, ЩО серинові протеїнази відіграють ва-
жливу роль у регуляції великої КІЛЬКОСТІ фізіологіч-
них процесів [1] Зокрема, одна з головних функцій
серинових протеїназ трипсинового ряду (трипсину,
тромбіну, плазміну, тканинного активатору плазмі-
ногену, урокінази та інших) полягає у перетворенні
численних білкових проформ (проферментів,
профакторів, тощо) у активні форми завдяки кон-
формаційним змінам, спричиненим обмеженим
ферментативним гідролізом молекули проформи
по так званим ділянкам активаційного розщеплен-
ня Ділянки активаційного розщеплення більшості
відомих па сьогодні білкових проформ структурно
подібні між собою та відповідають субстратній
специфічності протеїназ трипсинового ряду [2]
Надмірна активність протеолітичних ферментів
обмежується білковими інгібіторами протеїназ та
чутливою до утворених фермент-шпбиторних ком-
плексів імунною системою організму [3] Порушен-
ня балансу між активацією та інгібуванням протеї-
наз трипсинового ряду зумовлює численні
патологи, як то - набряк, запалення, порушення

імунної та гемостатичної систем, онкозахворюван-
ня, тощо [1]

Один з ПІДХОДІВ до нормалізації протеолітично-
активаційного дисбалансу полягає у введенні в
організм охідних трипсину зі штучно зменшеними
гідролітичними властивостями при повністю чи
частково збереженій здатності до зв'язування ді-
лянок активаційного розщеплення ВІДПОВІДНИХ біл-
кових проформ, тобто конкурентного блокування
останніх

До аналогів поданого винаходу належить спо-
сіб отримання групи препаратів системної ензимо-
терапм, призначених для перорального введення
капсульованих комбінацій ферментних препаратів
тваринного та рослинного походження з резорбці-
єю частини ферментів у кровообіг після розчинен-
ня капсульних оболонок у нижній ДІЛЯНЦІ тонкої
кишки [4]

Недоліки способу-аналогу полягають у віднос-
но малому перетворенні ферментів у тератогенні
деградовані форми під час резорбції у кровообіг,
що спричинює до необхідності введення великих
кількостей ферментів [5], наявності гідролітичної
активності, що обумовлює можливість побічних
процесів, високій вартості курсу лікування

В якості прототипу вибрано спосіб одержання
призначеного для внутрішньо судинного введення
препарату трипсин-подібних протеолітичних фер-
ментів, що полягає у попередній протеолітичній
взаємній обмеженій деградації вихідних ферментів
з групи трипсин, хімотрипсин, папаш та бромелаш
за рН 6 7 ± 2 3 при 37°С протягом 30-180 хвилин
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[6] Обмежена протеолітична деградація фермен-
тів запобігає надмірній гідролітичній та активатор-
ній дії препарату, створює можливість нормалізації
аісгиваційного дисбалансу в організмі Мала імуно-
генність обмежено деградованих форм дозволяє
досягти бажаного терапевтичного ефеїсгу за умов
внутрішньо судинного введення значно менших,
ніж у способі-аналозі, кількостей ферментних пре-
паратів

Недоліки способу-прототипу полягають у част-
ковому збереженні активаційної активності дегра-
дованими ферментними формами, істотному зме-
ншенні зв'язуючих властивостей деградованих
похідних та в зумовленій надмірним гідролізом
повній інактивації частини ферментів

Задача винаходу полягає в розробці способу
отримання придатного до внутрішньосудинного
введення препарату трипсин-подібних протеоліти-
чних ферментів, позбавленого зазначених для
отримуваного у спосіб-протопип препарату недолі-
ків, тобто отриманні препарату з повністю збере-
женими зв'язуючими властивостями за повного
пригнічення гідролітичних при якомога більш по-
вній утилізації ферментного препарату

Поставлена задача вирішується завдяки інак-
тивації гідролітичного центру ферменту за збере-
ження зв'язуючих властивостей та структури ХІМІЧ-
НОЮ модифікацією чи мутагенною заміною
амінокислотних залишків з групи "протонного ре-
ле" ферменту (пстидину-57, "аспарагінової кисло-
ти-102 та серину-195 згідно ПОСЛІДОВНОСТІ а-
хімотрипсину [7]) Відомо, ЩО часткова чи повна
мутагенна заміна зазначених амінокислот призво-
дить до практично повного знищення гідролітичних
властивостей ферменту [8, 9] При цьому структу-
ра та зв'язуючи властивості ферменту лишаються
практично незмінними Подібний же ефект досяга-
ється за вибіркової хімічної модифікації амінокис-
лот гідролітичного центру [10-13]

На відміну від способу-прототипу, що полягає
в отриманні та внутрішньо судинному введенні
підданих попередній обмеженій взаємній протеолі-
тичній деградації вихідних ферментів з групи трип-
син, хімотрипсин, папаш та бромелаш, отримувані
у запропонований спосіб ферментні препарати
повністю позбавлені гідролітичної та активаторної
дії за збереження зв'язуючих властивостей та
структури вихідних ферментів

Отримувані у запропонований спосіб препара-
ти за умов внутрішньо судинного введення не ви-
являють помітної імунної реакції та не викликають
активації білків крові, чим усуваються побічні нега-
тивні ефекти та зумовлюється можливість засто-
сування препарату в якості внутрішньо судинного
лікарського засобу Мала імуногенність отримува-
них у запропонований спосіб препаратів дозволяє
проводити їх клінічне застосування в широкому
діапазоні умов щодо концентрацій, доз, часу вве-
дення, тощо В порівнянні зі способом-аналогом
запропонований ПІДХІД ДОЗВОЛЯЄ ДОСЯГТИ необхід-
ного терапевтичного ефекту завдяки значно мен-
шим кількостям ферментного препарату, чим за-
побігаються можливі побічні ефекти та істотно
зменшується вартість лікарського курсу

Тим самим розроблено спосіб одержання при-
датних до парентерального введення мало імуно-

генних та малотоксичних препаратів похідних про-
теолітичних ферментів хімотрипсин-трипсинового
ряду, що можуть бути використані для підвищення
ефективності терапії обумовлених дисбалансом
тканинного та судинного протеолізу патологічних
процесів

Спосіб одержання препарату та дослідження
його дії визначається ВІДПОВІДНО ДО наведених
прикладів

Приклад 1 Отримання анпдротрипсину
Інактивацію гідролітичного центру серинових

протеїназ хімотрипсин-трипсинового ряду за збе-
реження структури та зв'язуючих властивостей
отримуваного похідного розглянуто на прикладі
анпдротрипсину - підданого ХІМІЧНІЙ модифікації р-
трипсину з перетворенням серину-195 каталітич-
ної тріади на депдроаланш [10] Обробку фермен-
та феніл-метил-сульфоніл-фторидом до 2 - 3 ВІД-
СОТКІВ активності порівняно до вихідної проводять
згідно [11] Епімнацію феніл-сульфонільної групи у
лужному середовищі та афінно-хроматографічне
виділення похідного білка на пара-амшо-
бензамідин-сефарозі проводять згідно до [12]
Отримуваний білок діалізують проти 0 001 н соля-
ної кислоти та піддавають ліофільній сушці Кінце-
вий препарат являє собою білий гігроскопічний
порошок зі вмістом білку не нижче 94 ВІДСОТКІВ
Гомогенність отриманого препарату визначають за
допомогою ДСН-гель-електрофорезу у поліакри-
ламідному гелі [14]

Приклад 2 Протипухлинна та антиметастати-
чна дія

ОНКОЛОГІЧНІ захворювання відносяться до най-
поширеніших патолопй, пов'язаних з надмірною
активаційною дією серинових протеїназ [1] Проти-
пухлинну та антиметастатичну дію препарату роз-
глянуто на прикладі пригнічення метастазування
та росту карцином Л'юіс [15] Мишам лінії С57В1/6
з перещепленою карциномою Л'юіс вводять пре-
парат у дозі 250мг/кг внутрішньовенне з інтерва-
лом 48 годин 8 разів, починаючи з сьомої доби
після перещеплення Досягнуто гальмування росту
первинної пухлини на 42 6% порівняно до контро-
лю, пригнічення метастазування на 64 4% за КІЛЬ-
КІСТЮ та 73 5% за сумарним об'ємом метастатич-
ного ураження Побічних імуногенних ефектів не
спостерігали

Приклад 3 Дослідження токсичності отрима-
ного препарату Оцінку гострої токсичності отри-
маного у захищуваний спосіб препарату трипсин-
подібних серинових протеїназ проводять згідно до
ГОСТ 12 1 007-76 [16] Розрахунок значень токси-
чності проводять з використанням методу Лігфіль-
да-Уїлкінсона [17] В дослідах на мишах ЛДЛ ста-
новила 388мг/кг, на кролях - 76мг/кг в порівнянні
до 277мг/кг та 47мг/кг для отриманого у спосіб-
прототип деградованого ферментативного ком-
плексу [6] За умов разового введення дози, що
дорівнює 20 відсоткам від ЛД45, будь-яких побічних
негативних ефектів не спостерігали

Наведені результати свідчать про малу токси-
чність отримуваного у запропонований спосіб пре-
парату та його придатність до внутрішньо судин-
ного введення Одержаний у запропонований
спосіб препарат має низьку імуногенність, що до-
зволяє досягти пролонгованої дії препарату, дає
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змогу обмежити КІЛЬКІСТЬ введень та зумовлює
збереження ефективності дії препарату протягом
всього курсу

Таким чином, запропонований винахід дає
змогу одержати ефективний терапевтичний засіб
для лікування та профілактики захворювань, по-
в'язаних з дисбалансом в регуляції активності про-
теолітичних ферментів Захищуваний спосіб дає
змогу різко знизити імуногенність та токсичність
кінцевого препарату

Отримуваний у запропонований спосіб препа-
рат дозволяє отримувати бажаного терапевтично-
го ефекту за допомогою істотно менших кількостей
препарату, що веде до зниження вартості курсу

Застосування позбавлених гідролітичної дії
похідних серинових поотеїназ серинового ряду з
повністю збереженими зв'язуючими властивостя-
ми та структурою вихідних ферментів знижує ймо-
вірність порічних ефектів, збільшує час перебу-
вання препарату в кровоносному руслі та дає
змогу різко зменшити разову та курсову дози пре-
парату
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