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Винахід належить до фармації та медицини, а саме до способів одержання комплексів 
біологічно активних речовин з рослинної сировини, зокрема рослинних екстрактів, які інгібують 
активність протеасоми. 

Використання власного механізму руйнування білка клітини (система, опосередкована 
убіквітином/протеасомою) для цілеспрямованої деградації білка відкрило нову сферу створення 5 

ліків [1]. Цей новий підхід розширив цільовий простір лікарським препаратам, дозволяючи лікам 
модулювати білковий обмін або розпад надмірно великої кількості білків. Хоча здавалося б, що 
небезпечно змінювати активність цієї вирішальної системи деградації білка, інгібування 
протеасом добре зарекомендувало себе як раціональна стратегія при множинній мієломі [2, 3], 
неходжкінській лімфомі [4] та деяких інших пухлинах [5]. 10 

Види патологій, які можна буде лікувати інгібіторами протеасом, протягом останніх років 
значно розширилися. Особлива увага надається терапії запальних процесів, оскільки 
протеасоми задіяні в активації NF-κB-антиапоптотичного і протизапального регулятора експресії 
цитокінів, вони відіграють роль у розвитку запальних і аутоімунних захворювань. Підвищений 
рівень експресії протеасом пов'язаний з виразністю захворювання і спостерігається при таких 15 

аутоімунних захворюваннях, як системний червоний вовчак та ревматоїдний артрит [6]. 
Ряд досліджень показали, що рослинні біологічно активні речовини можуть модулювати 

функціональність протеасоми [7,8,9,10,11,12,13]. Наразі вивчається ефективність цілого ряду 
сполук рослинного походження як інгібіторів протеасом, тож існує нагальна потреба у 
продовженні наукових пошуків в окресленому напрямку. 20 

Необхідно надати увагу рослинам з багатовіковим досвідом використання в народній 
медицині, до яких належить Actinidia arguta Lindl., плоди якої є джерелом фенольних сполук, 
вітаміну С, каротиноїдів, органічних кислот, цукрів [14]. В Україні багато сортів актинідії гострої 
культивують як цінні їстівні рослини. Плоди актинідії вживають при виснаженні організму і 
ослабленому імунітеті, хронічних і гострих захворюваннях кишки. При вирощуванні плодово-25 

ягідних культур, акцент використання є на плодах, а їх листя, як правило, не мають 
застосування. Науковцями багатьох країн активно проводяться дослідження хімічного складу та 
біологічної активності листків Actinidia arguta Lindl. Відомо, що її листя накопичує поліфенольні 
сполуки, зокрема флавоноїди і гідроксикоричні кислоти, які є цінними біологічно активними 
речовинами з широким спектром біологічної активності [15,16,17]. 30 

Тому є актуальною розробка способу екстракції суми біологічно активних речовин 
фенольної природи з листя Actinidia arguta Lindl., яка культивується на території України з 
метою розширення сировинних джерел для створення вітчизняних ефективних фітопрепаратів 
з протеасомною активністю. 

Відомий спосіб одержання сполук інгібіторів протеасоми за патентом US8227503B2 [19]. 35 

Зазначений спосіб здійснюють шляхом синтезу гетероциклічних сполуки, таких як 
саліноспорамід А. Спосіб включає взаємодію наведеної сполуки з реагентом срібла із 
подальшим утворенням аналогів саліноспораміду А, які включають сульфонатний ефір, 
карбоновий ефір або просту ефірну групу. 

Незважаючи на те, що саліноспорамід А є природною речовиною, яку виробляють облігатні 40 

морські бактерії Salinispora tropica і Salinispora arenicola, які знаходяться в океанських 
відкладеннях, недоліками відомого способу можна вважати використання синтезу як способу 
одержання аналогів з протеасомною активністю, який, як відомо, супроводжується одержанням 
супутніх продуктів, які можуть виявляти побічні ефекти на організм людини. 

Відомий спосіб одержання препаратів бортезомібу, які виявляють інгібуючу активність на 45 

протеасоми, стабілізовані борною кислотою за патентом ЕР 2624818 В1 [20]. Зазначений спосіб 
здійснюють шляхом поєднання бортезомібу, борної кислоти та гліцину у різних співвідношеннях, 
для вивчення стабільності бортезомібу в розчині при використанні допоміжних речовин. 
Бортезоміб - це модифікована дипептидилборна кислота, яка може пригнічувати протеасому в 
організмах. Хоча бортезоміб є сильним і ефективним інгібітором протеасоми, було виявлено 50 

кілька і часто серйозних побічних ефектів при його застосуванні, включаючи втому, нудоту, 
сенсорну нейропатію та побічні ефекти з боку серцево-судинної системи [18]. 

До недоліків способу можна віднести використання синтетичних компонентів із недостатньо 
високим рівнем безпеки. 

Наведені способи одержання інгібіторів протеасоми можна вважати аналогами за 55 

призначенням, але їх виконують принципово іншим шляхом з використанням синтетичних 
компонентів і, тому вони не мають спільних ознак із способом, що заявляється. 

В основу винаходу поставлена задача розробка способу одержання біологічно активної 
субстанції інгібітора протеасоми шляхом трикратної спиртової екстракції листя актинідії гострої, 
зібраних у стадію масової вегетації після цвітіння, з подальшою фільтрацією та з'єднанням 60 
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фільтратів, що дозволяє одержати субстанцію з вираженою інгібуючою активністю протеасоми, 
нетоксичну, без побічних ефектів, яка може бути використана як активна діюча субстанція 
лікарських засобів аналогічного призначення, виконаних у різних лікарських формах. 

Поставлена задача вирішується тим, що спосіб одержання біологічно активної субстанції 
інгібітора протеасоми включає трикратну екстракцію листя актинідії гострої, зібраних у стадію 5 

масової вегетації після цвітіння, 40 % спиртом при співвідношенні 1:10, при температурі 80-
90 °C, протягом 30 хвилин з подальшою фільтрацією та з'єднанням отриманих фільтратів після 
кожної екстракції. 

Як рослинну сировину вибрано листя актинідії, зібрані у стадію масової вегетації після 
цвітіння. Саме ця стадія вегетації даної рослинної сировини характеризується максимальним 10 

накопиченням різноманітних біологічно активних речовин (БАР) групи фенольних сполук, 
зокрема таких, які інгібують активність протеасоми, одержаних за заявленим способом. 

Спосіб здійснюється наступним чином. 
Висушене подрібнене листя актинідії гострої, зібраного у стадію масової вегетації після 

цвітіння, завантажують у екстрактор і додають 40 % спирт, при співвідношенні його до сировини 15 

1:10. Сировину екстрагують протягом 30 хв на водяній бані при температурі 80-90 °C. Кратність 
зливів дорівнює 3. Одержаний екстракт піддають фільтрації. Екстракцію здійснюють трикратно, 
отримані фільтрати після кожної екстракції з'єднують. В результаті здійснення заявленого 
способу одержують субстанцію у вигляді рідини коричневого кольору, з характерним запахом. 

Ключовими факторами, за якими встановлювалися оптимальні показники для екстрагування 20 

були: вибір екстрагента, час екстракції, кратність екстракції. 
Під час вибору екстрагента враховували хімічний склад сировини актинідії, який в 

основному є представлений поліфенольними сполуками - флавоноїдами і гідроксикоричними 
кислотами, а також полісахаридами. Тому як екстрагенти було використано полярні розчинники 
- воду очищену, етанол і водно-спиртові суміші з різним вмістом етанолу (40 %, 50 %, 70 %, 25 

90 %). 
Для отримання витяжок при проведенні даного етапу дослідження розробки способу 

екстракції листя актинідії використовували сировину з ступенем подрібнення 3 мм. Точну 
наважку сировини поміщали в круглодонну колбу місткістю 100 мл, додавали екстрагент у 
співвідношенні 1:10. Зразки нагрівали на водяній бані зі зворотнім холодильником протягом 30 30 

хв. Після завершення екстракції витяжки охолоджували, фільтрували, доводили вибраним 
екстрагентом до початкового об'єму використаного екстрагенту у мірній колбі. В отриманих 
витяжках визначали вміст екстрактивних речовин і суму гідроксикоричних кислот. 

В таблиці 1 наведено дані щодо вибору екстрагенту для одержання екстракту з листя 
актинідії гострої. Дослідження базується на визначені кількісного вмісту екстрактивних речовин 35 

та суми гідроксикоричних кислот при екстракції з листя актинідії різними розчинниками. 
Отримані дані свідчать, що оптимальним екстрагентом для листя актинідії є 40 % спирт. 

 
Таблиця 1 

 

Екстрагент 
Вміст суми похідних 

гідроксикоричних кислот, % 
Вміст екстрактивних 

речовин, % 

Вода очищена 0,59±0,04 22,22±0,96 

40 % спирт 1,18±0,05 17,63±0,75 

50 % спирт 1,15±0,03 16,65±0,79 

70 % спирт 0,50±0,03 6,30±0,29 

90 % спирт 0,81±0,04 10,84±0,54 

96 % спирт 0,89±0,03 6,04±0,25 

 
Вміст екстрактивних речовин у витяжках, де як екстрагент було використано воду очищену, 40 

значно вищий від вмісту їх у витяжках з водно-спиртовими екстрагентами. Це пояснюється 
високим виходом речовин білково-полісахаридного комплексу з сировини. При додаванні до 
екстрагенту спирту збільшується вихід речовин вторинного синтезу - гідроксикоричних кислот. 
Тому для наступних етапів розробки способу екстракції листя актинідії гострої як екстрагент 
було обрано 40 % спирт. 45 

Для встановлення оптимального часу екстракції дослідження проводили вибір часу 
екстракції, що наведено у табл. 2. Екстрагування проводили протягом 30, 60 та 90 хв. 
Збільшення часу для екстракції вдвічі чи втричі не дозволили збільшити пропорційно вихід БАР 
з сировини, що наведено у табл. 2. Тому оптимальним часом для екстракції було вибрано 30 хв. 

 50 
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Таблиця 2 
 

Час екстракції, хв 
Вміст суми похідних 

гідроксикоричних кислот, % 
Вміст екстрактивних речовин, % 

30 хв 1,18±0,05 17,63±0,75 

60 хв 1,27±0,04 18,55±0,72 

90 хв 1,40±0,04 20,59±0,99 

 
Для встановлення кратності екстракції виготовляли витяжки при вибраних оптимальних 

умовах - екстрагент 40 % спирт у співвідношенні 1:10, час екстракції 30 хв. Після першої 
екстракції сировину відтискали і проводили зі шротом повторну, а потім третю вичерпну 
екстракцію БАР. Тривалість кожної екстракції - 30 хв. В таблиці 3 наведено результати вибору 5 

кратності екстракції. Повнота екстракції суми гідроксикоричних кислот добре досягається при 
дво- і трикратній екстракції сировини. 

 
Таблиця 3 

 

Кратність екстракції 
Вміст суми похідних 

гідроксикоричних кислот, % 
Вміст екстрактивних речовин, % 

І екстракція 1,16±0,07:1 17,89±0,89 

II екстракція 0,57±0,04 5,58±0,29 

III екстракція 0,32±0,03 2,01±0,11 

 
Для завершального етапу розробки способу екстракції було отримано об'єднані сумарні 10 

екстракти після двократної та після трикратної екстракції листя актинідії, які отримували згідно 
обраних оптимальних параметрів екстракції та визначено у них вихід БАР (таблиця 4). Отримані 
результати довели, що проведення трикратної екстракції сировини дозволяє максимально 
ефективно вилучити з листя актинідії гідроксикоричні кислоти, які є одними з головних носіїв 
біологічної активності. 15 

 
Таблиця 4 

 

Об'єднання кратності 
Вміст суми похідних 

гідроксикоричних кислот, % 
Вміст екстрактивних речовин, % 

І+ІІ 0,83±0,04 23,37±1,15 

І+ІІ+ІП 0,62±0,03 26,67±1,00 

 
Отже, результати проведених досліджень щодо розробки способу екстракції суми БАР з 

листя актинідії показали, що оптимальним екстрагентом є 40 % спирт у співвідношенні його з 
сировиною 1:10, час екстракції 30 хв. Трикратна екстракція забезпечує повноту виходу БАР в 20 

отриманий екстракт. 
Інгібуючу активність протеасоми у одержаній біологічно активній субстанції підтверджували 

методом in vitro. Очищену протеасому інкубують протягом 30 хв при температурі 36 °C з 
біологічно активною субстанцією з листя актинідії. Порівняння ефективності проводять з 
інкубованою очищеною протеасомою з селективного інгібітора протеасоми кластолактацистин-25 

β-лактоном. До досліджуваних зразків додають розчин специфічного флуорогенного субстрату 
сукциніл-лейцин-лейцин-валін-тирозин-7-амідо-4-метилкумарину (N-Suc-LLVT-AMC). Після 
закінчення інкубування вимірюють продукти флуоресценції при довжині хвилі 
збудження/випромінювання 360/440 нм на спектрофлуориметрі. Для побудови стандартної 
кривої використовують вільний 7-аміно-4-метилкумарин. Відсоток зміни хімотрипсиноподібної 30 

протеасомної активності під впливом екстракту з листя актинідії і специфічного інгібітора 
протеасоми кластолактацистину β-лактону наведено в таблиці 5. 

 
Таблиця 5 

 

Субстанція 
Хімотрипсинподібна 

активність 

Екстракт з листя 
актинідії 

-72±4,05 % 

Кластолактацистину -83±4,15 % 
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β-лактон 

 
Таким чином, в результаті наших експериментів виявлено здатність екстракту з листя 

актинідії впливати на активність очищеної протеасоми, знижуючи її до 28,2 %. Тобто, біологічно 
активна субстанція з листя актинідії є інгібітором протеасоми. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
  

Спосіб одержання біологічно активної субстанції інгібітора протеасоми, за яким здійснюють 
трикратну екстракцію листя актинідії гострої, зібраного у стадію масової вегетації після цвітіння, 
40 % спиртом при співвідношенні його і сировини 1:10, при температурі 80-90 °C, протягом 30 5 

хвилин, екстракти далі фільтрують та з'єднують після кожної екстракції. 
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