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(57) Спосіб одержання високомолекулярних інгібі-
торів серинових протеїназ антиметастатичної,
протизапальної та антифібринолітичної дії, що
відрізняється тим, що кінцевий продукт - високо-
молекулярний інгібітор серинових протеїназ -
утворюють ковалентною кон’югацією низькомоле-
кулярного інгібітору серинових протеїназ до висо-
комолекулярного водорозчинного полімеру.

Винахід належить до біотехнології та медици-
ни і представляє собою спосіб одержання ковале-
нтне кон’югованих до водорозчинних полімерів ни-
зькомолекулярних інгібіторів серинових протеїназ.
Їх може бути використано в клінічній практиці як
засіб контролю тканинного протеолізу під час ліку-
вання та профілактики захворювань, пов’язаних з
дисбалансом тканинного протеолізу, як-от - мета-
стазування злоякісних пухлин, панкреатит, запа-
льні процеси, надмірна активність фібринолітичної
системи крові тощо.

Відомо, що для терапії та профілактики захво-
рювань, пов’язаних з дисбалансом тканинного
протеолізу, використовуються високомолекулярні
білкові інгібітори серинових протеїназ [1]. Нато-
мість, клінічне застосування низькомолекулярних
синтетичних інгібіторів вкрай обмежене токсичною
дією, спричиненою їх здатністю до проникнення
через клітинні мембрани та пригнічення внутріш-
ньоклітинного протеолізу [2].

До аналогів поданого винаходу належить
отримання фракціонуванням тваринної сировини
групи препаратів на основі природних білкових ін-
гібіторів серинових протеїназ: “Trazylol” (Bayer,
ФРН), “Contrykal” (Arzneimittelwerk-Dresden, ФРН),
“Gordox” (Gedeon Richter, Угорщина), “Tzalol”
(Bartch, Швейцарія), “Iniprol” (Choy, Франція),
“Zymofren” (Specia, Франція), “Pantrypin” (С-Пб. за-
вод химико-фармацевтических препаратов, Росія)
[1]. Всі ці препарати одержуються багатостадійним
фракціонуванням білкової сировини тваринного
походження.

Недоліки способів виділення цих препаратів
полягають в складності процесів фракціонування,
малих виходах, високій ціні та обумовленій білко-
вою природою кінцевого продукту високій імуно-
генності. Висока імуногенність кінцевого препарату
спричинює швидку елімінацію аналогів з кровоно-

сного русла, що призводить до необхідності збі-
льшення частоти введень і зниження ефективності
терапії протягом курсу [2]. Розповсюдженість пові-
льних вірусних хвороб за відсутності засобів конт-
ролю спричинило до заборони використання в фа-
рмацевтичній промисловості сировини тваринного
походження, що вимагає застосування рекомбіна-
нтних технологій та різко ускладнює способи-
аналоги отримання високомолекулярних білкових
інгібіторів [3].

Як прототип вибрано спосіб одержання висо-
комолекулярного білкового інгібітору “Pantrypin”
(С-Пб. завод химико-фармацевтических препара-
тов, Росія) [1]. Отримуваний у спосіб-прототип інгі-
бітор має широке використання як протизапальний
засіб [1, 2] та значно менше - як антифібринолітик
та антиметастатичний засіб [2]. Діючою компонен-
тою препарату-прототипу є основний панкреатич-
ний інгібітор Кунітца-Нортропа - білок з молекуля-
рною вагою 6531 Да [1].

Спосіб-прототип полягає в багатостадійному
фракціонуванні білкової сировини тваринного по-
ходження, а саме - легень бика, що послідовно
піддаються гомогенізації, подвійній екстракції бу-
ферними розчинами, центрифугуванню з відокре-
мленням осаду, кислотному осадженню білків су-
пернанту, центрифугуванню з відокремленням су-
пернанту та розчиненню осаду, афінній хроматог-
рафії на трипсин-вміщуючому сорбенті, сольовому
осадженню, центрифугуванню, знесоленню гель-
фільтрацією, доочистці іонообмінною хроматогра-
фією з ліофілізацією кінцевого препарату.

Недоліки способу-прототипу аналогічні до не-
доліків всієї групи способів одержання високомо-
лекулярних білкових інгібіторів серинових протеї-
наз і полягають в складності процесів фракціону-
вання,  малих виходах,  високій ціні та високій іму-
ногенності кінцевого продукту. Окрім того, істотним
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недоліком прототипу є використання білкової си-
ровини тваринного походження за відсутності ме-
тодів контролю щодо наявності носіїв повільних
вірусних хвороб [3].

Задача винаходу полягає в розробці опроще-
ного способу одержання високомолекулярних інгі-
біторів серинових протеїназ антиметастатичної,
протизапальної та антифібринолітичної дії з від-
мовою від використання білкової сировини тва-
ринного походження.

Поставлена задача досягнута завдяки ковале-
нтній кон’югації низькомолекулярних інгібіторів се-
ринових протеїназ з водорозчинним високомоле-
кулярним полімером. Відповідний підбір інгібітор-
ної та полімерної складових частин дозволяє до-
сягти низької імуногенності отримуваних у такий
спосіб препаратів, тоді як різке збільшення моле-
кулярної маси одержаних у даний спосіб інгібіторів
обмежує їх здатність до проникнення крізь клітинні
мембрани, запобігає можливості пригнічення внут-
рішньоклітинних процесів, чим різко зменшує ток-
сичність. Тим самим розроблено спосіб одержання
малоімуногенних, малотоксичних та недорогих ви-
сокомолекулярних інгібіторів серинових протеїназ
антиметастатичної, протизапальної та антифібри-
нолітичної дії, які можуть бути використані для під-
вищення ефективності терапії ряду патологічних
процесів, обумовлених дисбалансом тканинного
протеолізу.

Спосіб одержання препаратів та їх дія визна-
чаються відповідно до наведених прикладів.

Приклад 1. Одержання високомолекулярного
інгібітору серинових протеїназ.

Одержання полімерної водорозчинної матриці
полягає у синтезі регулярного співполімеру біоло-
гічно сумісного мономеру (І) та мономеру (II), що
містить активовану групу для подальшого
зв’язування a-аміногрупи L-лізину. В даному при-
кладі розглядається синтез регулярного співполі-
меру N-вініл-піролідону (мономер І) і малеїнового
ангідриду (мономер II) [4]. До тригорлого двохліт-
рового реактора з мішалкою, термометром і спі-
раллю водяного охолодження вміщують розчин
200 г малеїнового ангідриду, 240 г N-вініл-
піролідону та 4 г динітрилу 2-2-азо-ди-ізомасляної
кислоти в 1 л діоксану. За постійного перемішу-
вання протягом години на гліцериновій бані підні-
мають температуру до 50°С, до початку самороз-
ігрівання реакційної суміші, після чого, не зупиня-
ючи перемішування, комбінуючи охолодження з
нагрівом, протягом двох годин підтримують темпе-
ратуру 70°С. Реакційну суміш лишають на ніч до
повного охолодження. Застиглу масу невеликими
порціями розтирають в ефірі, промивають на нутч-
фільтрі ефіром і сушать. Вміст ангідридних груп
визначають титрометрично, гідролізуючи наважку
співполімеру аліквотою титрованого лугу з пода-
льшим титруванням 0,1 Н соляною кислотою.

Одержаний у такий спосіб білий порошок є ре-
гулярним співполімером малеїнового ангідриду з
молекулярним співвідношенням компонентів 1:2-
1:3. Визначена методом ультрацентрифугування
[5] середньостатистична молекулярна маса сягає
27-32 кДа. Вихід співполімеру коливається в ме-
жах від 64 до 47 відсотків від теоретичного.

Кон’югація співполімеру з низькомолекуляр-
ним інгібітором серинових протеїназ. До розчину

14,5 г L-лізину гідрохлориду в 300 мл 0,25 М роз-
чину бікарбонату натрію, рН 8,5, за інтенсивного
перемішування з п’ятихвилинним інтервалом до-
дають однограмовими порціями 25 г лінійного
співполімеру, утримуючи рН розчину 8,0-8,5 за до-
помогою 0,5 Н розчину лугу. Після розчинення
останньої порції продовжують перемішування про-
тягом трьох годин, після чого піддають розчин уль-
трафільтраційному концентруванню та відокрем-
ленню надлишку вільного лізину та низькомолеку-
лярних фракцій ультрафільтрацією на мембрані з
пропускною межею нижче за 5 кДа з послідовним
використанням 0,5 М розчину хлориду натрію,
0,3 М розчину оцтової кислоти та води. Одержаний
концентрат високомолекулярної фракції піддавали
ліофільній сушці. Вихід лізин-вміщуючого полімеру
становить 14-18 г. Вміст лізину визначають за да-
ними амінокислотного аналізу гідролізату, одер-
жаного 12-годинним гідролізом наважки в 6 Н со-
ляній кислоті. Показано, що за умов кон’югації
практично всі ангідридні групи зв’язують лізин, до-
ля спонтанно гідролізованих ангідридних груп не
перевищує одного відсотка. Етерифікацію карбок-
сильних груп кон’югованого лізину проводять за
стандартною методикою етерифікації амінокислот
розчином хлористого водню у відповідному абсо-
лютному спирті чи в розчині відповідного спирту в
абсолютному діоксані [6].

Приклад 2. Антиангіогенна дія.
Антиангіогенну дію препарату розглянуто на

прикладі пригнічення неоваскуляризації
хоріоалантоїсної мембрани курячих
ембріонів [7]. У ембріонів 9-10-ї доби роз-
витку за допомогою ангіогенного фактору,
виділеного з тканини пухлини [8], у дозі 10
нг/мл індуковано високу ангіогенну ак-
тивність порівняно з контролем
(фізіологічний розчин). Додаванням препа-
рату у дозі 20 та 40 мкг досягнуто дозоза-
лежне пригнічення ангіогенної активності,
індукованої ангіогенним фактором (на 50% і
90% відповідно).

Приклад 3. Протипухлинна та антиметастатич-
на дія.

Протипухлинну та антиметастатичну дію пре-
парату розглянуто на прикладі пригнічення
метастазування та росту карциноми Льюїс
[9]. Мишам лінії C57Bl/6 з перещепленою
карциномою Льюїс вводили препарат у дозі
125 мг/кг внутрішньовенно з інтервалом 48
годин 10 разів, починаючи з сьомої доби
після перещеплення. Досягнуто гальмуван-
ня росту первинної пухлини на 61,1%
порівняно з контролем, пригнічення мета-
стазування на 94,98% за кількістю та 99,1%
за сумарним об’ємом метастатичного ура-
ження. Побічних імуногенних ефектів не
спостерігали.

Приклад 4. Антифібринолітична дія.
Антифібринолітичну дію препарату оцінювали

за часом лізису фібринового згустку [10].
Введення до системи препарату в концен-
трації 2 mM за вмістом лізину призводило
до збільшення часу лізису в 24 рази
порівняно з контролем (530±34 та
12720±415 секунд відповідно).

Приклад 5. Токсичність отриманого препарату.
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Оцінку гострої токсичності отриманого у захи-
щуваний спосіб високомолекулярного
інгібітору серинових протеїназ проводили
згідно з ГОСТ 12.1.007-76 [11]. Розрахунок
значень токсичності проводили з викори-
станням методу Лігфільда-Уілкінсона [12].
ЛД50 становила 280 мг/кг, ЛД16 - 200 мг/кг,
ЛД99 встановити не вдалося.

Результати прикладів 4-5 свідчать, що даний
спосіб дає змогу значно простіше та з
відмовою від використання сировини тва-
ринного походження отримати високомоле-
кулярні інгібітори серинових протеїназ з ви-
раженою антиметастатичною, анти-
ангіогенною та антифібринолітичною дією.
Одержаний у цей спосіб інгібітор має низьку
імуногенність, чим досягнуто пролонго-
ваність дії препарату, що дало змогу скоро-
тити кількість введень препарату порівняно
з білковими аналогами та зумовило збере-
ження ефективності дії препарату протягом
всього курсу. Окрім того, отриманий у за-
хищуваний спосіб високомолекулярний
інгібітор серинових протеїназ на відміну від
синтетичних низькомолекулярних інгібіторів
нездатний до проникнення через клітинні
мембрани, тому не може пригнічувати
внутрішньоклітинний протеоліз і, як
наслідок, практично не виявляє токсичної
дії. Побічна дія отриманого у даний спосіб
високомолекулярного інгібітору обме-
жується помірним збільшенням кровона-
повнення печінки.

Таким чином, запропонований винахід дає змо-
гу одержати високоефективний терапевтич-
ний засіб для лікування та профілактики за-
хворювань, пов’язаних з дисбалансом в ре-
гуляції активності протеолітичних фер-
ментів. Кон’югація низькомолекулярного
інгібітору до водорозчинного полімеру дає
змогу різко знизити імуногенність та ток-
сичність кінцевого препарату. На відміну від
основаних на фракціонуванні тваринної си-
ровини способів виділення білкових
інгібіторів даний спосіб дозволяє отримува-
ти високомолекулярні небілкові інгібітори
серинових протеїназ з низькою вартістю та
великими виходами. Небілкова природа
кінцевого продукту забезпечує малу
імуногенність, що знижує ймовірність
побічних ефектів, збільшує час перебування
препарату в кровоносному руслі  та дає змо-
гу різко зменшити разові та курсову дози
препарату.
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