
Глава XIII

ПРИМЕНЕНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ БЕЛКОВОЙ ПРИРОДЫ В МЕДИЦИНЕ

В последние годы природные физиологически активные вещества,
и в первую очередь ферменты, начинают играть все большую роль
в практической медицине. Уже нашли широкое применение для тром-
болитической терапии такие ферменты (или их активаторы), как фиб-
рина л из-дн, урокиназа или стрептокиназа; для лечения некоторых видов
злокачественных заболеваний эффективной оказалась аспарагиназа;
пищеварительные ферменты применяются для заместительной терапии
при операциях на органах пищеварения и т. д. [1].

Совсем недавно установлено, что некоторые заболевания связаны
с нарушением различного рода активности лизосомальных ферментов,
причем такие заболевания, как правило, не поддаются традиционным
методам терапии и, в принципе, могут быть излечены только введени-
ем дефицитного фермента в организм извне [2—4].

К сожалению, повседневное клиническое использование ферментов
ограничено целым рядом причин, например экономическими (дорого-
визной и относительно малой доступностью чистых ферментов), и фак-
торами, связанными с природой самих ферментов: их быстрой инакти-
вацией в физиологических условиях и быстрым выведением из организ-
ма, что сильно повышает расход фермента в процессе терапии; анти-
геиностью ферментов как чужеродных организму белков; «©редкой
неспецифической токсичностью ферментных препаратов; доступностью
ферментов для разрушения эндогенными протеазами организма; невоз-
можностью создания высокой локальной концентрации препарата без
повышения его общей концентрации.

Перечисленные затруднения если не полностью, то в значительной
мере могут быть устранены благодаря замене ферментов на иммоби-
лизованные, что позволяет сократить общую дозу применяемого фер-
мента и увеличить время его пребывания в организме, одновременно
ослабляя нежелательные побочные эффекты.

Сформулируем в общем виде возможные пути создания иммоби-
лизованных терапевтических ферментов. Если фермент предназначен
для длительной циркуляции в кровотоке или его присутствие необходи-
мо в различных органах, целесообразно создавать водорастворимые
стабилизированные ферменты, обладающие повышенной стойкостью
против различных денатурирующих воздействий физиологических ме-
ханизмов инактивации и увеличенным временем циркуляции в орга-
низме. К этой же категории относятся и искусственные клетки, напол-
ненные ферментами, в частности микрокапсулы, липосомы, «тени»
эритроцитов.

Если же фермент используется лишь при терапии локальных пора-
жений и его присутствие не требуется в иных органах, то желательно
создавать биосовместимые и биодеградируемые полимерные производ-
ные ферментов, которые могут быть стандартными приемами локали-
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зованы в определенном месте, чтобы в течение требуемого времени
непрерывно выделять в окружающую среду активное начало. Указан-
ные пути предполагают введение иммобилизованных ферментов непо-
средственно в организм. Однако в тех случаях, когда фермент дейст-
вует на субстрат, присутствующий в биологических жидкостях, можно
избежать введения и аккумуляции посторонних веществ в организме,
используя систему экстракорпоральной перфузии [5]. При этом иммо-
билизованный фермент помещается в закрытую систему, через которую
циркулирует биологическая жидкость, возвращающаяся обратно в ор-
ганизм освобожденной от вредного метаболита.

Водорастворимые препараты иммобилизованных белков

Водорастворимые стабилизированные ферментные препараты
можно создать различными методами: без использования носителя и
путем их связывания с водорастворимыми биосовместимыми носите-
лями.

1. Стабилизация ферментов против денатурирующих воздействий
без использования носителя осуществляется за счет:

а) химической модификации [6], б) целенаправленного наложения
внутримолекулярных сшивок [7], в) процесса самостабилизации фер-
мента при введении в его молекулу потенциально обратимых сшивок
различной длины [8], г) межмолекулярного связывания белковых моле-
кул бифункциональными реагентами. Последний случай можно рас-
сматривать и как использование молекулы белка в качестве носителя.
Поперечное связывание молекул ферментов между собой в ряде слу-
чаев (например, для а-галактозидазы — фермента, дефицит которого
приводит к болезни Фабри [9], для уриказы, связанной с альбумином
[10]) обеспечивает заметную стабилизацию. Кроме того, межмолеку-
лярное связывание ферментов защищает их от переваривания в лизо-
сомах (11]. Увеличение стабильности к физиологическим механизмам
инактивации и молекулярной массы белков при межмолекулярном
связывании, в свою очередь, приводит к увеличению времени их цир-
куляции в организме. Так, димер панкреатической рибонуклеазы, про-
являющий активность, которая в сотни раз превышает активность мо-
номера, имеет время полувыведения из кровотока крыс в 12 раз боль-
ше, чем исходный фермент [12].

Ферментный полимер на основе уриказы и альбумина [10] цирку-
лирует в крови в течение нескольких дней. Полимер гемоглобина и его
сополимер с альбумином являются эффективными переносчиками кис-
лорода, в 5—6 раз более длительно циркулирующими в кровяном рус-
ле, чем нативный гемоглобин [13—16].

Однако образование белковых конъюгатов, имеющих большое ко-
личество детерминантных групп, способных к одновременному взаимо-
действию с поверхностью клетки, может приводить к увеличению их
захвата клетками, что было показано на примерах захвата димеров
и полимеров рибонуклеазы культурой клеток гепатомы [17] и «синусо-
идальными» клетками печени в опытах с «ефректомиро'ваиными крыса-
ми [18], а также захвата агрегатов антител гломерулярными капил-
лярами почек [19]. Тем не менее, согласно имеющимся данным [10],
растворимые поперечно связанные ферментные полимеры могут быть
довольно перспективными в ферментной терапии.

2. Второй метод получения водорастворимых стабилизированных
белковых препаратов основан на модификации их растворимыми по-
лимерами. В настоящее время насчитывается достаточное число раст-

285



водимых полимеров, с которыми могут быть связаны соединения,
придающие полимерам фармакологическую активность [20—25]. Наибо-
лее удобны в качестве носителей полисахариды и особенно клиничес-
кие декстраны из-за высокой степени их биосовместимости [22, 26].
Пригодны для иммобилизации терапевтических ферментов и некоторые
нетоксичные и неиммуногенные синтетические полимеры, например
реакционные производные поливинилпирролидона, полиэтиленгликоль,
поливиниловый спирт, N-окиси поливинилпиридина, полимеры с суль-
фоксидными группами, полимерные гидрофильные эфиры и замещен-
ные метакрил- или акриламиды [27]. В настоящее время исследуются
возможности использования в качестве носителей растворимых поли-
пептидных полимеров [28]. Однако известно, что вероятность иммуно-
логической реакции организма в этих случаях несколько увеличива-
ется.

Новые перспективы в терапии открывает применение в качестве
носителей природных соединений, способных усиливать терапевтичес-
кое действие связанного с ними фермента или обладающих собствен-
ной полезной биологической активностью. Исследований в этом на-
правлении ведется пока очень мало, но они представляют значитель-
ный интерес. Так, например, уже описана иммобилизация ферментов
на природном белке коллагене [29, 30], на фибрине, лишенном антиген-
ных свойств предварительным прогреванием [31, 32], на сывороточном
альбумине человека [16, 33]. Для иммобилизации протеолитических
ферментов и особенно ферментов, предназначенных для тромболити-
ческой терапии, предложено использовать гепарин [34—35].

Результаты, полученные многими авторами [20, 27], указывают
на то, что молекулярная масса — важный параметр биологической
активности полимеров, не содержащих связей, расщепляемых в орга-
низме. Величина молекулярной массы определяет скорость выведения
полимера из кровотока и возможное отложение его в некоторых орга-
нах [36]. Полимеры специфически поглощаются рядом клеток. В общем
случае они не могут проникать через клеточную мембрану путем
активной или пассивной диффузии, а проходят через нее с помощью
эндоцитоза, причем чем выше молекулярная масса полимера, тем
выше скорость эндоцитоза. На данный процесс может оказывать влия-
ние также химическая природа и заряд полимера [37].

Синтетические полимеры, мол. масса которых превышает 80—
100.тыс., не могут выводиться через почки. Эти полимеры медленно
экскретируются через печень и ее желчную систему в кишечник. Син-
тетические полимеры, так же как и олигомеры с мол. массой выше
1000, не могут проходить через гематоэнцефалический барьер и, следо-
вательно, проникать в цереброспинальную жидкость. В последние годы
чехословацкие ученые разрабатывают синтетические биодеградируе-
мые полимеры на основе соединения коротких полимерных цепей мос-
тиками, чувствительными к ферментативному расщеплению [24].

Связывание белков с растворимыми носителями осуществляется
в основном с помощью традиционных методов иммобилизации, описа-
ние которых дано в работе [38] и в настоящей книге. Ковалентные свя-
зи белка с матрицей, возникающие при синтезе, обладают различной
устойчивостью в физиологических условиях [24]. Так, амидные и эфир-
ные связи не расщепляются при физиологических условиях, в то время
как уретановые, карбонатные и азометиновые связи гидролизуются.

Основные эффекты, достигаемые с помощью модификации физио-
логически активных веществ белковой природы водорастворимыми по-
лимерами:
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во-первых, повышение •конформационной стабильности и устойчи-
вости к действию протеаз за счет многоточечного связывания с носи-
телем и модификации остатков лизина, чувствительных к переварива-
нию трипсиноподобными протеазами, объемными заместителями, соз-
дающими стерические препятствия для гидролиза [39]; во-вторых, уве-
личение времени циркуляции в кровотоке, обусловленное помимо ука-
занных причин уменьшением скорости фильтрации через почки в связи
с увеличением молекулярной массы, предотвращением взаимодействия
с поверхностными рецепторами клеток, участвующих в удалении белков
из циркуляции; в-третьих, регуляция иммунного ответа организма на
введение модифицированных полимерных форм ферментов.

Химическая природа носителя определяет характер влияния поли-
мера на иммуногенные свойства конъюгированного белкового антигена.
Использование полисахаридов [40] и полиэтиленгликоля [41] для моди-
фикации ферментов приводит к уменьшению иммунологических и ал-
лергических реакций организма на введение полученных препаратов.
Это связано с пониженной способностью модифицированных фермен-
тов стимулировать образование антител и реагировать с ними. Причи-
на в том, что модифицированные ферменты по сравнению с натизны-
ми ферментами встречают серьезные стерические затруднения для
специфического взаимодействия антиген—антитело. Поэтому преимму-
низация животных путем введения гетерологического терапевтическо-
го фермента в форме фермент-декстрановых конъюгатов может слу-
жить средством подавления аллергических реакций при повторных
ведениях экзогенных ферментов, связанных с декстранами [42].

Связывание синтетических сополимеров D-глутаминовой кислоты
и D-лизина с белками приводит к образованию конъюгатов, обладаю-
щих способностью подавлять специфический иммунный ответ, угнетать
образование реагиновых антител (иммуноглобулинов Е), ответствен-
ных за местные и системные аллергические реакции [43]. Конъюгаты
такого типа имеют большое значение в клинической практике для те-
рапии различных заболеваний.

С другой стороны, найдено, что некоторые синтетические поли-
электролиты активно усиливают иммуногенез. Среди исследованных
палиэлектролитов — полиакриловая кислота жши^-винилпирвдин, по-
ли-2-метил-5-винилпиридин, сополимеры бромидов 4-винил-Ы-этилпири-
дива с 4-вин!Ил-М-цетилпир1ИД|Ином с 4-вини'л-Ы-ацетилпир|Иди]нием [44].
Необходимым условием реализации иммуностимулирующего действия
полиэлектролитов, соединенных с молекулой антигена, является доста-
точная устойчивость этого соединения в организме.

Особенно важно подчеркнуть, что найденный принцип синтеза вы-
сокоантигенных конъюгатов путем связывания специфических белков
со стимулирующими полимерными носителями можно использовать
для создания синтетических вакцин нового типа, способных вызвать
высокий иммунный ответ ко всем антигенам у любого индивидуума,
даже генетически низкореагирующего или нереагирующего [44].

Протеазы животного, растительного и микробного происхождения
находят широкое применение в клинической практике для заместитель-
ной терапии при хирургических вмешательствах на органах пищеваре-
ния, для лечения больных с тромбозами и различными гнойно-воспали-
тельными процессами в качестве некролитических и противоотечных
средств [1, 44—48]. Однако недостаточная стабильность протеаз по от-
ношению к температурным факторам, денатурирующим агентам, к ав-
толизу, их способность подвергаться действию ингибиторов крови и
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тканей, а также антигенные и аллергенные свойства ограничивают их
практическое применение.

Препараты протеолитических ферментов, связанных с водораст-
воримыми носителями, в большинстве случаев лишены указанных недо-
статков. Конъюгаты протеаз с водорастворимыми носителями значи-
тельно чаще сохраняют одинаковую активность по отношению к бел-
ковым и низкомолекулярным субстратам, чем соответствующие нераст-
воримые производные, что показано на примерах субтилизина [49],
а-химотрипсина [50], террилитина [51]. Связывание трипсина [52—58],
.а-химотрипсина [50, 56, 59—63], стрептокиназы [64] с полисахаридами,
полимерами и сополимерами винилового ряда приводит к получению
производных, более стабильных по отношению к тепловой инактива-
ции, автолизу и характеризующихся ослаблением сродства (от несколь-
ких раз до 104 раз) или неполным ингибированием природными инги-
биторами. Как отмечено в работе [65], наблюдается корреляция между
изменением величин сродства ферментных препаратов к ингибиторам
сыворотки крови и острой токсичностью препаратов. Кроме того, анти-
генные, иммуногенные и аллергенные свойства протеиназ, особенно
микробного происхождения (стрептокиназы [64], террилитина [65]),
модифицированных растворимыми полимерами, гораздо меньше выра-
жены, чем у нативных. В результате модифицированные растворимы-
ми полимерами протеазы сохраняют высокую активность in vivo: кал-
ликреин, ковалентно-связанный с поливигшлпирролидоном, способен
понижать кровяное давление у собак [66]; стрептокиназа, связанная
с углеводсодержащими матрицами, эффективно лизирует искусствен-
ные тромбы [64].

Что касается других гидролитических ферментов, то связывание
глюкозидаз — а-амилазы [39, 67] и лизоцима [59] с декстраном, лизо-
сомальной гидролазы (p-D-N-ацетилгексозаминидазы) — фермента,
важного для лечения болезни Тая—Сахса — с поливинилпирролидо-
ном [68] — приводит к стабилизации по отношению к экзогенным про-
теиназам, а также к увеличению времени выведения модифицирован-
ных ферментов из кровотока экспериментальных животных.

Стабилизированные ковалентным связыванием с растворимым
m-аминобензилоксиметилдекстраном нуклеодеполимеразы обладают бо-
лее высокой активностью при использовании их в качестве лекарствен-
ных препаратов [69, 70].

Модификация водорастворимыми полимерами — перспективный
метод для стабилизации терапевтических ферментов с субъединичной
структурой. Полисахаридные производные гемоглобина, полученные
с целью создания клинического кровезаменителя —.-переносчика кисло-
рода путем ковалентного связывания с бром- [71, 72], амино- [16, 71]
и диальдегид-производными декстрана [16], характеризуются увеличе-
нием периода полувыведения гемоглобина из кровяного русла в 3—23
раза. У гемоглобина, модифицированного диальдегиддекстраном, со-
храняется тетрамерная форма и меньшая чувствительность к тепловой
денатурации, чем у нативного белка [16]. Опыты, проведенные на обес-
кровленных животных (при гематокрите < 2 % ) , показывают, что
трансфузия комплекса декетран— гемоглобин позволяет добиться вы-
живания, а затем и полного выздоровления животных без дополни-
тельного обогащения воздуха кислородом [73, 74].

При исследовании влияния ковалентного связывания полисахари-
дов и полиэтиленгликоля на свойства ферментов с различным типом
четвертичной структуры изучены димер-карбоксипептидаза G [75], тет-
рамеры-аргиназа микробного [75] и животного [76] происхождения, ка-
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талаза [67, 77, 78], глутаминаза-Ь-аспарагиназа, фенилаланин аммиак-
лиаза, а также уриказа животного и микробиологического происхож-
дения [76].

Модификация указанных ферментов полимерами делает их более
устойчивыми к термоинактивации, протеолитическому перевариванию
и увеличивает время циркуляции в кровотоке даже при многократных
инъекциях. Заслуживает особого внимания снижение антигенное™ [78],
исчезновение иммуногенности и увеличение способности проникать через
мембраны у большинства ферментов, модифицированных полиэтилен-
гликолем [76], что особенно важно в терапии.

Использование препаратов, модифицированных декстраном карбок-
сипептидазы G и аргиназы [75], для внутрибрюшинного введения мы-
шам с привитой мастоцитомой P815Y позволяет достичь более высокой
концентрации ферментов в плазме и в 6 раз более медленной скорости
их адсорбции из брюшной полости.' При лечении мышей с привитой
лимфосаркомой 6СЗНЕД и другими видами опухоли глутаминазой-L-
аспарагиназой, модифицированной полиэтиленгликолем, время жизни
выживших животных составляет 20—24 дня, это указывает на удвоен-
ную эффективность модифицированного фермента по сравнению с на-
тивным [76].

При (использовании полипептидов в терапевтических целях с неиз-
бежностью встает вопрос о пролонгировании их действия. Одним из
физиологически активных полипептидов, нашедших широкое приме-
нение в медицинской практике, является поливалентный ингибитор
протеаз из поджелудочной железы крупного рогатого скота (мол. мас-
са 6 513). Панкреатический ингибитор эффективно ингибирует кал-
ликреин, трипсин, химотрипсин, плазмин, активаторы плазмина, факто-
ры свертывания крови, тканевые и лейкоцитарные протеин азы [79].
В связки с этим панкреатический ингибитор применяется при лечении
различных заболеваний: аллергических реакций, шоков различной эти-
ологии, сепсиса, острого панкреатита, механических и термических
травм, артрозоартритов, первичных гиперфибринолитических кровоте-
чений и коагулопатии потребления [46, 79—82]. В последние годы по-
явились сообщения об использовании панкреатического ингибитора при
лечении сердечно-сосудистых заболеваний [83—85]. Панкреатический
ингибитор, применяемый при инфаркте миокарда, обладает эффектив-
ным антиишемическим действием, уменьшает некротическую зону и
улучшает коллатеральное кровообращение [84].

Терапевтические дозы панкреатического ингибитора протеаз очень
велики в связи с его быстрым выведением из кровотока. Время полу-
жизни ингибитора зависит от вида животного, от дозы и составляет
10—70 мин [86]. Для пролонгирования действия панкреатического
ингибитора протеаз получен ряд его препаратов, модифицированных ра-
створимыми полисахаридами [87—89]. Панкреатический ингибитор от-
носится к классу белков, в функционировании которых аминогруппам
отводится важная роль. Поэтому попытки связывать панкреатический
ингибитор с полисахаридами, используя в качестве активирующих но-
ситель агентов бромциан или периодах, приводят к получению препа-
ратов, не обладающих активностью или содержащих малое количест-
во белка (0,5%) с пониженной ингибирующей активностью [90]. Разра-
ботаны приемы, позволяющие получать высокомолекулярные препара-
ты панкреатического ингибитора с полным сохранением ингибирующей
активности, кинетических и равновесных параметров реакции ассоциа-
ции с протеазами [91, 92]. Изучение поведения препаратов панкреати-
ческого ингибитора, связанного с растворимой отрицательно заряжен*
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ной полисахаридной матрицей, показывает, что время циркуляции?
в кровотоке крыс увеличивается в 10 раз по сравнению с нативным
ингибитором. Кроме того, существенно уменьшается накопление моди-
фицированного ингибитора в почках [93]. Применение растворимого вы-
сокомолекулярного панкреатического ингибитора для лечения острого"
панкреатита у собак увеличивает в 1,5 раза выживаемость и в 2 раза
продолжительность жизни погибающих животных [93].

Исследование подобных препаратов направлено не только на соз-
дание новых типов лекарственных средств. Эти препараты можно ис-
пользовать также для выяснения механизмов некоторых биохимичес-
ких процессов, протекающих в живом организме. В этом случае обыч-
но сравнивают эффекты, наблюдаемые для нативных физиологически-
активных соединений и для их модифицированных полимерами произ-
водных.

В настоящее время известно большое количество работ, посвящен-
ных ковалентному связыванию инсулина с полимерными носителями-
[94—96], в ряде случаев отмечается пролонгирование действия моди-
фицированных препаратов гормона [97—100]. Сравнительное изучение
в экспериментах на животных эффекта инсулина, модифицированного-
растворимыми полимерами различной природы и различной молеку-
лярной массы, и нативного инсулина на уровень глюкозы в крови1

обнаруживает, что величина эффекта и время его наступления не за-
висят от молекулярной массы полимерного модификатора [97, 101—-
103]. Приведенные результаты подтверждают высказанное ранее пред-
положение [104] о локализации рецепторов инсулина на наружной
стороне клеточной, мембраны.

Микрокапсулированные ферменты

Микрокапсулы клеточных размеров, содержащие высокие кон-
центрации фермента и белкового наполнителя и имеющие ультратон-
кую мембрану, являются искусственной имитацией клеток [105]. Мик-
рокапсулированные ферменты обладают целым рядом достоинств для
терапевтических целей: а) защитный барьер в виде полупроницаемой
оболочки вокруг раствора фермента исключает контакт его с жид-
костью организма; б) отношение фермента к полимеру составляет
1000 000:1, так как большие концентрации фермента могут быть
включены в микрокапсулы; в) отношение площади поверхности к объ-
ему микрокапсул экстремально высокое (2500 см2/1 мл микрокапсул
диаметром 20 мкМ), в результате чего проникновение субстратов че-
рез мембрану происходит очень быстро: г) фермент в капсулах стаби-
лизирован по сравнению с нативным; д) в микрокапсулы могут быть
заключены экстракты, интактные клетки, суспензии, ферменты с ионо-
обменными смолами ИЛИ активированным углем, несколько фермен-
тов одновременно.

К недостаткам микрокапсул относится образование тромбов и
накопление полимера в организме при неоднократном их введении.
Поэтому ведутся работы по созданию нетромбогенных, биосовместимых
и биодеградируемых оболочек микрокапсул.

Микрокапсулированные ферменты могут контактировать с цирку-
лирующей системой [105—107], вводиться в организм в виде тонкой
суспензии внутримышечно, подкожно или внутрибрюшинно [105, 107—
ПО] или применяться перорально [105, 111 —115] и локально [116].

Примером микрокапсулированного фермента как детоксиканта и
искусственного органа является уреаза [105]. Первые результаты па
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использованию микрокапсулированной уреазы опубликованы в работе
[38]. В последующих работах предлагается капсулировать стабилизи-
рованную уреазу [113—115], а также уреазу вместе с адсорбентом ам-
миака для более эффективного удаления последнего [105, 111, 112]; пе-
роральное введение таких микрокапсул значительно понижает уровень
мочевины в крови животных.

Недостаток каталазы в организме животных и человека вызывает
акаталаземию. У акаталаземических мышей каталазная активность
в крови составляет 2% и в теле 20% от нормы. Внутрибрюшинная
инъекция акаталаземическим мышам микрокапсулированного фермен-
та эффективно заменяет недостающий фермент [109].

Микрокапсулированная каталаза применяется также для локаль-
ного лечения ран. При акаталаземии у животных и человека в ротовой
полости образуются раны, вызванные перекисью водорода, выделяе-
мой бактериями. Микрокапсулированная каталаза, введенная в рото-
вую полость человеку и мышам, действовала эффективно на НгО2 и
не вызывала побочных отрицательных эффектов, имеющих место при
использовании нативного фермента [116].

На примере микрокапсулированной L-аспарагиназы показана
возможность эффективного подавления роста субстратзависящих опу-
холей [105, 108, ПО, 111, 117—120]. Использование комбинированной
системы, включающей микрокапсулированную аспарагиназу и искус-
ственную капиллярную систему, содержащую гепарин, позволяет про-
водить более длительную гемоперфузию [106].

Недавно разработаны биодеградируемые оболочки микрокапсул,
например, из полимолочной кислоты, распадающейся в организме до
Н2О и СО2 [121, 122]. Биодеградируемоеть оболочки микро-капсул от-
крывает еще один путь терапевтического использования микрокапсул
для массовой вакцинации и иммунизации населения путем одноразо-
вых инъекций микрокапсулированных вакцин и антигенов [121—123].

Микрокапсулированные мультиферментные системы могут найти
применение в терапии при расстройствах обмена веществ. Так, напри-
мер, показана возможность рециклизации кофакторов [124, 125] и об-
разования аминокислоты из мочевины и аммиака [126] с помощью мик-
рокапсулированных систем. Кофактор, предварительно иммобилизо-
ванный на нерастворимом носителе, при микрокапсулировании муль-
тиферментной системы остается внутри капсул, рециклизуется там и
•используется повторно [125].

Включение белковых лекарств в липосомы

В последние годы широко исследуется новый способ иммобилиза-
ции ферментов — включение в липосомы [127]. Липосомы — это би-
слойные сферические образования, получаемые при определенных,
чаще всего механических, воздействиях на дисперсии фосфолипидов
в воде. Для получения липосом используются как нейтральные фосфо-
липиды, например лецитин, фосфатидилхолин дипальмитоил, фосфати-
дилхолин димиристоил и т. п., так и заряженные фосфолипиды, на-
пример фосфатидил этаноламин, фосфатидиновая кислота и т. п.; при
этом для придания мембранам получаемых липосом достаточной жест-
кости в липидную смесь вводят дополнительно некоторое количество
холестерина [128].

Очевидно, что включение ферментов в липосомы в первую очередь
предохраняет ферменты от воздействия инактивирующей внешней
среды — изменения рН, действия высокомолекулярных токсинов и
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ингибиторов, атаки микроорганизмами или какими-либо расщепляю-
щими ферментами. Менее вероятно повышение термостабильности,,
хотя иногда исследователи отмечают и этот факт, как, например, в слу-
чае включенной в липосомы аспарагиназы [129].

К настоящему времени описано включение в получ'енные тем или
иным способом липосомы различного состава таких ферментов, как
глюкозоокоидаза [130], глюкозо-6-фосфат дегидрогенава, р-галактозида-
за и гексокиназа [131, 132], р-глюкуронидаза [133], глюкоцеребрози-
даза [134], декстраназа [135], а-манозидаза [136], амилоглюкози-
даза [137, 138], гексоаминидаза А [139], лизоцим [140], пероксидаза
[141], p-D-фруктофуранозидаза [142], нейраминидаза [143], цитохромок-
сидаза [144], Na+, К+-АТФаза [145] и некоторые другие. Обычно уда-
ется включить в липосомы от 1 до 15% находящегося в водном раст-
воре фермента, причем фермент, как правило, полностью сохраняет
свою активность. Липосомы полностью биосовместимы, не вызывают
иммунологических, аллергических или пирогенных реакций, а после их
разрушения составляющие их фосфолипиды могут быть утилизованы
в качестве компонентов клеточных мембран. Более того, липосомы
дают уникальную возможность введения терапевтического фермента'
внутрь клеток, с которыми липосомы взаимодействуют путем слияния
с клеточной .мембраной мли путем эндоцитоза с .последующим попада-
нием в лизосомы [127].

Мы не будем останавливаться на экспериментах по механизмам
взаимодействия липосом с белками, по способам варьирования физи-
ко-химических свойств липосом, по механизмам попадания липосом
или их содержимого внутрь клеток и т. п., достаточно полный обзор
которых дан в работах [128, 146]; кратко рассмотрим, как использу-
ются липосомы в терапевтических целях.

Прежде всего нужно указать, что детально изучено распределение
липосом по различным органам при их введении животным. Оказа-
лось, что уже в первые 15—30 мин после введения, практически неза-
висимо от способа введения, фосфолипидного состава липосом, от
размеров или заряда, основная часть — от 50 до 80% — липосом ока-
зывается поглощенной клетками ретикулоэндотелиальной системы, в-
первую очередь печенью и селезенкой [133, 137, 142, 147—150]. Инте-
ресные перспективы открывает единственное пока исключение — обна-
руженный недавно факт аккумуляции нейтральных или положительно
заряженных липосом в области экспериментального инфаркта миокар-
да [151]. Это сразу привело ученых к двум выводам: во-первых, транс-
порт лекарств с помощью липосом может оказаться особенно перспек-
тивным для лечения некоторых заболеваний ретикуло-эндотелиальной
системы, и в первую очередь печени; во-вторых, если требуется осуще-
ствить доставку содержимого липосом в другие органы и ткани или
просто реализовать длительную циркуляцию липосом в кровотоке, то
следует создать липосомы, тем или иным способом защищенные от
преждевременного поглощения клетками печени.

Работы по созданию не поглощаемых печенью липосом уже до-
вольно широко ведутся. Здесь можно отметить три основных подхода:
предварительное или одновременное насыщение гипотетических цент-
ров связывания липосом в организме «холостыми» (пустыми) липосо-
мами [137, 152]; покрытие поверхности липосом различными вещест-
вами, предохраняющими липосомы от взаимодействия с клетками [153,
154]; формирование липосом из аналогов фосфолипидов, не подвержен-
ных расщеплению фосфолипидгидролизующих ферментов типа фосфо-
липидацилгидролаз и фосфолипидацилтрансфераз [155, 156].
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Важной характеристикой содержащих терапевтическое средство
липосом служит скорость выхода из них активного начала. Показано,
что в условиях in vitro практически независимо от типа включенного
вещества средняя скорость выхода включенных в липосомы соедине-
ний наружу порядка 1%/ч [146]. Сложнее определить этот параметр
в условиях in vivo. Из экспериментальных данных и общих соображе-
ний следует, что моноламеллярные липосомы более проницаемы,
чем мультиламеллярные [128]. Обычно считается, что время существо-
вания интактных липосом в кровотоке не превышает десятков минут
(незначительные популяции интактных липосом могут обнаруживаться
и в более отдаленное время). Вместе с тем в работе, где эксперимен-
таторы использовали два радиоактивных маркера — мембранный и
внутренний, — заметная радиоактивность, связанная с содержащими
альбумин липосомами, при постоянстве отношений активностей обоих
маркеров была обнаружена в течение 250 мин [137]. Основная масса
терапевтических систем использует для включения в липосомы раз-
личные низкомолекулярные лекарственные соединения или соединения
олигопептидного характера. Среди ферментов, иммобилизованных
включением в липосомы, находятся такие важные для терапии фер-
менты, как аспарагиназа [129]. В экспериментах на мышах показаны
увеличение времени проявления ферментативной активности включен-
ной в липосомы аспарагагаааы, ее эффективность в лечении; экспери-
ментальных опухолей, снижение ее антигенных свойств [158]. Включена
в липосомы и уреаза, которая в результате приобретает повышенную
устойчивость к изменениям рН и температуры; в этом случае на 10 мг
липида удается ввести около 1 мг белка [159].

Предполагают, что введение белковых ингибиторов лизосомальных
протеиназ в липосомы может быть полезным при лечении воспалитель-
ных заболеваний соединительной ткани, в частности ревматоидного
артрита [128]. Впечатляюще выглядят результаты использования вклю-
ченной в липосомы глюкоцереброзидазы для лечения человека, стра-
дающего болезнью Гоше, связанной с нарушением метаболизма глю-
коцереброзидов, которые накапливаются в клетках ретикуло-эпдоте-
лиальной системы в результате дефицита соответствующего лизосо-
мального фермента. Терапия нативным ферментом не дает результа-
тов, так как такой фермент не может проникнуть внутрь клетки и по-
пасть в лизосомы, где требуется его присутствие. В то же время 13-ме-
сячное лечение пациента включенным в липосомы ферментом, способ-
ным проникать внутрь клеток, дало ярко выраженный положительный
эффект, в частности уменьшение размеров печени [134, 160]. Заслужи-
вает также внимания попытка лечения пациента с гликогенозисом II
типа, вызванным накоплением гликогена из-за дефицита лизосомаль-
ной амилоглюкозидазы, соответствующим ферментом, включенным
в липосомы. За неделю лечения, когда было введено 3 мг фермента
в 170 мг фосфолипида, исследователи отметили ряд благоприятных
явлений, в частности уменьшение размеров печени [136].

Включение ферментов в «тени» эритроцитов

Ферменты могут быть введены внутрь частично гемолизованных
эритроцитов с последующим восстановлением целостности мембраны
эритроцита, в результате чего мембрана эритроцита оказывается за-
полнена не цитозолом с его обычными компонентами, а соответствую-
щим ферментом [161]. Таким образом, в эритроциты были введены
р-глюкозидаза, р-галактозидаза [162] и некоторые другие ферменты
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[163]. Включенные в эритроциты ферменты во всех отношениях напо-
минают ферменты, включенные в липосомы: они обладают стабиль-
ностью по отношению к изменениям рН, .иногда проявляют повышенную
термостабильность, не подвергаются действию природных ингибиторов
и протеаз, способны к медленному выходу наружу; однако, поскольку
практически неизменной остается мембрана эритроцита, можно наде-
яться, что время циркуляции наполненных ферментом клеток будет
сравнимо со временем циркуляции «живых» эритроцитов и они будут
медленнее выводиться из циркуляции печенью. Так, было показано,
что заметно увеличивается время, в течение которого сохраняется
в циркулирующей крови активность аспарагиназы [164] и |3-глюкуро-
нидазы [165, 166], если их включить в эритроциты; эксперименты про-
водились на мышах и обезьянах. Имеется в научной литературе и
пример использования включенной в «тени» эритроцитов глюкоцереб-
розидазы для лечения пациента с болезнью Гоше [167].

Проблемы и перспективы направленного транспорта лекарств
в организме

Одной из существенных сложностей, возникающих при использо-
вании нативных ферментов в терапии, является невозможность направ-
ленного транспорта ферментного препарата в очаг поражения. Поэто-
му для создания достаточно высокой локальной терапевтической кон-
центрации препарата приходится создавать и высокую общую кон-
центрацию фермента в организме, что, как правило, ведет к много-
численным нежелательным последствиям. Иммобилизация биологичес-
ки активных веществ белковой природы открывает перспективные пути
для создания систем, обеспечивающих транспорт лекарственных
средств от места их введения до места их действия. Основные прин-
ципиальные и теоретические подходы к созданию такого рода систем
предложены в работах [168, 170]. Среди путей, с помощью которых
может осуществляться накопление лекарственных средств в органе-
мишени, следует указать, во-первых, усиление специфической ,й неспе-
цифической ресорбции на поверхности клеток с помощью присоедине-
ния к полимеру-носителю ряда групп типа сульфоксидных, формамид-
ных, способствующих переносу лекарств через различные мембраны;
во-вторых, усиление скорости захвата лекарственного средства, свя-
занного с носителем, клетками, обладающими высокой эндоцитотичес-
кой активностью, например раковыми клетками и клетками ретикуло-
эндотелиальной системы; в-третьих, аффинную фиксацию лекарствен-
ных средств на поверхности клеток с помощью присоединения к носи-
телям лигандов, обладающих специфическим сродством к характерис-
тическим компонентам органов, так называемых мишеней, например
лигандов рецепторов [171], антител.

В последнее время значительное место в биологических механиз-
мах «узнавания» отводится углеводам [172]. В этой связи особый ин-
терес представляют асиалогликопротеины в качестве растворимых
носителей, реализующих принцип связывания с рецептором на поверх-
ности клетки для направленного транспорта белков.

Как известно, остатки сиаловых кислот в гликопротеинах играют
защитную роль в процессе выведения гликопротеинов из циркуляции
[173, 174]. Удаление концевых остатков сиаловых кислот обнажает
остатки галактозы и приводит к быстрому захвату асиалогликопротеи-
нов паренхимальными клетками печени, поверхность которых содержит
рецепторы остатков галактозы [175]. Причем необходимо присутствие
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интактных остатков галактозы в виде концевых, невосстанавливаю-
щих Сахаров, их окисления галактозо-оксидазой [176] или удаление
jj-галактозидазой [177] вызывает увеличение времени циркуляции моди-
фицированного гликопротеина и приводит к величинам, близким
ко времени циркуляции нативного гликопротеина.

Используя ковалентное связывание лизоцима и альбумина с асиа-
логликопептидаМ'И фетувна. [178] и глутамлиазы- с аоиалоороэомукои-
дом [179], удалось направить указанные белки в печень. Несмотря на
быструю инактивацию глутаминазы в печени из-за переваривания ее
лизосомальными ферментами, наблюдается селективное уменьшение
уровня глутамина в течение некоторого времени [179]. Эти данные поз-
воляют предполагать, что при идентификации специфических рецепто-
ров на клетках органа-мишени станет возможной орган-специфичес-
кая противоопухолевая терапия.

Для достижения аналогичного эффекта в последнее время исполь-
зуют искусственное введение остатков галактозы в молекулу фермента
путем связывания лактозы с е-аминогруппами остатков лизина, при
этом для захвата 50% белка печенью необходимо ввести 8—10 ос-
татков лактозы «а молекулу белка [180]. Результаты, полученные по
восстановительному лактозоаминированию аспарагиназы [181] и диме-
ра рибонуклеазы [180], показывают, что предложенный метод обеспе-
чивает направленный транспорт терапевтических ферментов в печень
даже в том случае, когда белок имеет достаточно малую молекуляр-
ную массу и быстро выводится через почки.

Кроме упомянутых асиалогликопротеинов для направленного
транспорта лекарственных средств в печень могут быть использованы
агалактогликопротеины [182, 183] и некоторые лизосомальные фермен-
ты [183], которые в значительной степени захватываются клетками
Купфера. Агексозаминогликопротеины обладают специфическим срод-
ством к клеткам почек [182]. Среди потенциальных носителей называ-
ют также трофические гормоны и лектины [184].

При использовании липосом в качестве носителей лекарственных
средств принцип связывания лигандов поверхностных рецепторов
клеток также находит свое применение. Недавние исследования пока-
зали, что гликолипидсодержащие липосомы (гликолипид встроен
в мембрану липосомы) могут специфически связываться с лектинами
[185], антителами [186] и клетками [187]. Ганглиозидсодержащие липо-
сомы могут специфически связываться с клетками печени, содержащи-
ми на наружных мембранах лектиноподобные молекулы [188].

Однако желаемая широта выбора органа-мишени может быть
достигнута, по-видимому, лишь с использованием иммуноглобулинов
в качестве специфических макромолекулярных лигандов, связанных
с носителем. Первые попытки осуществить направленный транспорт
лекарственных средств, связанных с растворимыми носителями, посред-
стом антител были сделаны с цитотоксическими веществами и антите-
лами, специфическими к клеткам различных опухолей [189, 170].

В последнее время предлагается использовать растворимые поли-
мерные носители, несущие протеазы, коллагеназу, фибринолизин, холе-
стеринэстеразу и антитела против атерогенных классов липопротеинов,
для лечения атеросклероза, а также связанные протеазы, гиалурони-
дазу и различные матричные антитела для лечения заболеваний почек
[170].

Перспективным представляется и присоединение специфических
антител к поверхности липосом. Так, показано, что липосомы с адсор-
бированными на их поверхности агрегированными неспецифическими
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иммуноглобулинами классов \gQ или IgM. в несколько раз больше за-
хватываются культурами фагоцитов [139, 190]. Увеличение захвата
покрытых иммуноглобулинами липосом клетками отмечено и в других
работах [191]. Специфичность и эффективность связывания можно еще
больше повысить благодаря использованию специфических иммуногло-
булинов против соответствующих штаммов, что и было отмечено
в ряде исследований по захвату радиоактивно меченных липосом,
когда культуры фибробластов, мышиных лейкемических и некоторых
других клеток в 3—25 раз сильнее связывали липосомы, покрытые
специфическими иммуноглобулинами [192]. К сожалению, как видно
из приведенных данных и как специально отмечено в обзоре Финкель-
штейна [128], полученные эффекты не слишком велики и не позволяют
реально говорить о возможности направленного транспорта.

Дело заключается в том, что, во-первых, использовавшиеся ранее
способы связывания антител с липосомами не .позволяли прочно свя-
зать достаточное количество белка или вызывали его частичную инак-
тивацию; во-вторых, отсутствие чистых специфических антител не поз-
воляло достичь высокой эффективности специфического связывания.
Описанный недавно метод ковалентного связывания специфических
макромолекулярных лигандов с поверхностью липосом через «ножку»
позволяет связывать значительные количества белка без нарушения
его специфических свойств и без нарушения целостности липосом [193,
194], и поэтому с его помощью можно решить некоторые из перечислен-
ных проблем. Более того, с использованием описанного метода и
фракции чистых антител против миозина из сердечной мышцы собаки
удалось показать, что связанные с липосомами антитела полностью
сохраняют способность взаимодействовать с миозином в растворе (по
данным реакции иммунопрсципитации с меченым миозином), эффек-
тивно связываются с антигеном в виде иммуносорбента (при гель-хро-
матографии на миозин-сефарозе-4В) и способны транспортировать липо-
сомы в зону экспериментального инфаркта миокарда. {195]. Таким об-
разом, уже существует реальная система, которая может использовать-
ся в диагностических и терапевтических целях и которая работает по
принципу направленного транспорта.

Препараты иммобилизованных белков для местного применения

Для лечения локальных, а не системных заболеваний нужно соз-
дать препараты иммобилизованных тем или, иным способом ферментов,
которые могут быть локализованы в определенном месте организма и
способны к постепенному выделению с заданной скоростью (иммобили-
зованного фермента в окружающую среду. Это создает локальное
депо ферментного препарата в организме. В результате местная тера-
певтическая концентрация лекарства будет высока, тогда как общая
концентрация чужеродного белка' — фермента, в организме будет пре-
небрежимо мала.

Хотя работы по созданию препаратов полимерных лекарств, мед-
ленно выделяющих активное начало в окружающую среду, ведутся дос-
таточно давно [196], в большинстве случаев речь шла только о синте-
тических .низкомолекулярных, физиологически активных соединениях.
Работы по созданию именно ферментных препаратов такого типа на-
чались только в последние годы. При этом можно условно разбить
все известные работы на два типа.

1. Согласно одной из разрабатываемых схем [197, 198], биологи-
чески активные белковые макромолекулы (опыты проводились с трип-
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сином, ингибитором трипсина, лизоцимом, щелочной фосфатазой, ка-
талазой и некоторыми другими белками) включают в процессе фор-
мования в таблетки или гранулы, состоящие из различных биосов-
местимых полимеров (были исследованы полиакриламид, поливинил-
пирролидон, поливиниловый спирт, сополимеры этилена и винилаце-
тата и некоторые другие). При таком способе иммобилизации скорость
выхода белка из полимера в зависимости от молекулярной массы
белка и от «плотности» полимерной матрицы может составлять от
0,01 до 1% в день. Следует отметить, что, находясь в полимере, фер-
мент практически полностью защищен от воздействия агрессивной фи-
зиологической среды. Вместе с тем из полимера фермент выходит
в нативной форме, и скорость его последующей инактивации и выве-
дения, как и вызываемые им токсичные, аллергические, пирогенные и
иммунные реакции, та же, что и для нативного фермента, применяемого
традиционным способом. Наиболее впечатляющим успехом этого нап-
равления представляется получение иммобилизованного ингибитора
фактора роста сосудов опухоли [197]. Имплантанты полимерных гра-
нул, содержащих этот фактор, в течение долгого времени блокирова-
ли рост экспериментальной твердой опухоли в роговице глаза кролика.

2. Ферменты иммобилизуют также в структуре волокон и пленок
в процессе их формования [199].

Пленки ;из нерастворимых в воде полимеров, содержащие про-
теолитические ферменты, используются в качестве дренирующих мате-
риалов для лечения различных гнойных ран. Благодаря постепенному
длительному выделению из пленок небольших доз протеолитических
ферментов пленки обладают высокой и длительной дренирующей спо-
собностью, а также некролитической активностью, они служат без
смены в течение длительного времени, что исключает разрушение
образующейся в ране грануляционной ткани, которое имеет место при
частой смене обычных дренирующих материалов, ускоряет очище-
ние ран в 3—4 раза по сравнению с обычными марлевыми или рези-
новыми дренажами [200].

Пленки из растворимых в воде полимеров, содержащие протеоли-
тические ферменты, также используются для лечения гнойных ран
с целью ускорения их очищения. Эксперименты, проведенные на кро-
ликах, показывают, что применение указанных пленок сокращает сроки
очищения гнойных рай в 2 раза (по сравнению со сроками очищения
аналогичных ран, достигаемыми при использовании нативных протеаз),
кроме того, существенно уменьшается расход протеолитического фер-
мента [200, 201].

Применение хирургического шовного материала из волокна, со-
держащего трипсин, позволяет существенно уменьшить микробную об-
семененность «чистых» и инфицированных ран у экспериментальных
животных, вследствие чего ускоряется заживление ран [202].

С другой стороны, возможно создание препаратов ферментов, им-
мобилизованных на. биодеградируемом носителе i[203, 204]. При этом
скорость выхода; фермента в окружающую среду определяется ско-
ростью разрушения носителя в физиологических условиях, но фермент
«включается в работу» ковалентно-связанным с фрагментом носителя,
который не только дополнительно стабилизирует фермент, но и умень-
шает вызываемые последним нежелательные биологические реакции
организма. В названных исследованиях носителями служат преимуще-
ственно гранулы сефадекса, т. е. химически сшитого производного
биосовместимого природного полисахарида декстрана. В результате
перйодатного окисления сефадексы приобретают (по-видимому, путем
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частичной окислительной деструкции сшивок) способность к медленно-
му .растворению в водных средах, причем скорость этого растворения
зяишойт от степени модификации носителя и может составлять от не-
скольких часов до нескольких дней [204].

На полученных таким способом носителях был иммобилизован це-
лый ряд терапевтических ферментов — фибринолизин, стрептокиназа,
урокиназа и др. [204]. Удается связать от 10 до 80 мг фермента на 1 г
носителя и при последующем полном переходе с носителем в раствор
практически весь связанный фермент оказывается биологически ак-
тивным.

Полученные препараты иммобилизованных ферментов следует
считать перспективными для применения их в медицине, особенно
для терапии тромбозов с помощью локального депонирования иммоби-
лизованных тромболитических ферментов. Так, например, впервые
описано применение малой (стократно меньшей по сравнению с обыч-
но применяемой дозой нативного фермента) дозы иммобилизованного
фибринолизина, депонируемого методом катетеризации непосредствен-
но в район расположения тромба, для лизиса экспериментального
тромба в бедренной артерии собаки [205, 206]. Применение всего лишь
1000 ед. иммобилизованного фибринолизина позволило уже через час
полностью лизировать массивный тромб в бедренной артерии экспери-
ментального животного.

В эксперименте на собаках было также показано, что иммобили-
зованный на модифицированном сефадексе белок может быть депони-
рован даже в таком жизненно важном органе, как миокард (известно,
что тромбоз коронарных артерий нередко бывает причиной инфаркта
миокарда). При этом время пребывания белка или лекарственного
тромболитика в миокарде может быть увеличено с 1 ч в случае на-
тивного фермента до двух и более суток [207], а присутствие носителя
не оказывает вредного воздействия на миокард, по данным гистоло-
гических, гистохимических и электрокардиографических исследований.

Использование реакторов с иммобилизованными ферментами
в экспериментальной медицине

Рассмотренные нами методы использования иммобилизованных
•физиологически активных веществ белковой природы в эксперимен-
тальной медицине предусматривают введение в организм посторонних
веществ. Исследования последних лет, однако, показали, что подобные
методы хотя и позволяют продемонстрировать преимущества использо-
вания иммобилизованных ферментов, тем не менее в ряде случаев
не являются оптимальными для клинического применения. Это показа-
но на примере аспарагиназы [208]. Принципиально иной путь — это
использование иммобилизованных терапевтических ферментов в спе-
циальных реакторах [209].

В разных по конструкции ферментных реакторах иммобилизован-
ные ферменты применяются в различных формах: в виде спирально
свернутых мембран, твердых частиц, трубок, пластин. Ферментативные
реакторы предназначены в основном для двух целей: 1) для перфузии
биологических жидкостей (крови, лимфы и др.) через экстракорпо-
ральный шунт; 2) для имплантации в качестве протеза кровеносного
сосуда.

Ферментные реакторы характеризуются следующими преимущест-
вами перед другими методами использования иммобилизованных фер-
ментов в медицине: во-первых, с их помощью можно избежать непо-
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средственного контакта различных органов с чужеродным белком и
этим уменьшить иммунологическую реакцию организма и токсичность
препарата; во-вторых, на их основе удается регенерировать иммоби-
лизованный белок и многократно его использовать, что приводит к эко-
номии ферментов и удешевлению лечения; в-третьих, реакторы откры-
вают возможность проводить долговременное лечение (непрерывное
или прерывистое) [121, 209].

С другой стороны, возможны некоторые осложнения:
а) иногда наблюдается образование фиброзной пленки на поверх-

ности протеза [210] или реактора [211], для предотвращения которой
нужно постоянно вводить гепарин в кровоток животного {212];

б) иногда происходит гемолиз и изменение количества форменных
элементов крови, особенно в реакторах, обладающих большим сопро-
тивлением току крови. Так, например, гранулы легко разрушают
эритроциты и тромбоциты, в то время как носители, имеющие мем-
бранную структуру, являются более совместимыми [213]. Тем не менее
обычно формула крови быстро нормализуется после прекращения пер-
фузии [214];

в) иногда возможна неспецифическая сорбция белков крови на
носителе [215].

Исследование кинетики ферментативных реакций в трубчатых и
колоночных реакторах указывает, что нужно учитывать влияние диф-
фузии на скорость ферментативной реакции, даже в системах с учас-
тием низкомолекулярных субстратов [210, 215, 216].

Метод экстракорпоральной перфузии базируется иа двух принци-
пах: 1) использование каталитических свойств иммобилизованного
фермента, 2) использование аффинных свойств иммобилизованных бел-
ковых молекул.

Первый принцип реализуется в ферментных реакторах для лечения
субстрат-зависимых форм опухолей. Наибольшее количество работ
посвящено L-аспарагиназе, включенной в волокна из триацетата цел-
люлозы [119] и дакрона [217], ковалентно-присоединенной к внутренней
поверхности найлоновых трубок [215, 216], к коллагеновым пленкам
[214, 218]. Включение таких реакторов в систему кровообращения
обезьян бабуинов, человека [212, 219] и собак [214] уже через 0,5—2 ч
приводит к практически полному удалению аспарагина из кровотока и
резкому снижению иммунной реакции.

Этот же принцип положен в основу применения ферментных реак-
торов для детоксикации организма. Уреаза, включенная в волокна из
триацетата целлюлозы, эффективно снижает уровень мочевины в крови
[119]. Иммобилизованная уриказа может быть использована для удале-
ния мочевой кислоты из организма пациентов с гиперурикемией [220].
При проверке уриказы, иммобилизованной на стеклянных шариках,
з экстракорпоральном шунте, включенном в кровоток собак, оказа-
лось, что происходит быстрое падение уровня мочевой кислоты в крови
и моче и соответствующее увеличение содержания аллантоина в моче
[220]. Трубчатый реактор, содержащий L-фенилаланин-аммиак-лиазу,
превращает фенил ал анин в транс-коричную кислоту, тем самым умень-
шая его высокую концентрацию в организме, наблюдающуюся при
фенилкетонурии [221].

Возможно, что некоторые ферменты окажутся полезными при
лечении печеночной недостаточности в связи с тем, что при этом в ор-
ганизме накапливаются вредные метаболиты, такие как аммиак, меркап-
таны, свободные фенолы и жирные кислоты [213]. Полиферментная си-
стема, состоящая из лактатдегидрогеназы, аланиндегидрогеназы и
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макромолекулярного производного НАД+, включенная в тромборезис-
тентное волокно из триацетата целлюлозы, способна удалять аммиак
из крови и синтезировать L-аланин [222]. Фенол из сыворотки крови
(используя иммобилизованную на CNBr-активировавной сефарозе глю-
куронилтрансферазу) удалось устранить в опытах in vitro и in vivo
(на кроликах) [213].

Медицинское применение принципов аффинной хроматографии
описано пока лишь в единичных работах. Так, альбумин, иммобили-
зованный на CNBr-a.KTHBiHpoiBaiHHoft агарозе, использован для связыва-
ния билирубина из крови или плазмы [223]. Опыты на крысах с экспе-
риментальной желтухой показали, что гемоперфузии через такой гель
в течение 1 ч достаточно для удаления билирубина из плазмы [224].
Аналогичный эффект был обнаружен и при лечении желтухи новорож-
денных обезьян, однако наблюдались некоторые нежелательные биоло-
гические последствия гемоперфузии [225, 226].

В заключение отметим, что все возможные медицинские примене-
ния иммобилизованных ферментов в настоящее время еще полностью
не познаны, хотя уже сейчас могут быть намечены некоторые тенден-
ции в использовании иммобилизованных ферментов при лечении чело-
века. Это прежде всего лечение заболеваний, связанных с врожденной
недостаточностью некоторых ферментов, с патологическим накоплением
вредных метаболитов, при некоторых функциональных расстройствах.
Предстоит еще большая работа по исследованию потенциально актив-
ных ферментов и их экспериментальному и клиническому применению,
с тем чтобы клиницисты могли иметь в руках разнообразные и спе-
цифические средства лечения различных заболеваний.
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