
EESTI NSV TEADUSTE AKADEEMIA TOIMETISED. 28. KÖIDE
KEEMIA. 1979, NR. 4

ИЗВЕСТИЯ АКАДЕМИИ НАУК ЭСТОНСКОЙ ССР, ТОМ 28
ХИМИЯ. 1979, № 4

УДК 677.472

Тайна ЛИННАС, О. КИРPET

ПРИВИВКА БЕЛКОВ К ПОЛИАМИДНЫМ И ПОЛИЭФИРНЫМ
ВОЛОКНАМ

Tiina LINNAS, О. KIRRET. FERMENTIDE ROOKIMINE POLÜAMIID- JA POLOESTERKIUDUDELE
Täna LINNAS, O. KIRRET. BINDING OF ENZYMES TO POLYAMIDE AND POLYESTER FIBRES

Применение протезов кровеносных сосудов в современной ангиохирур-
гии считается перспективным. Постоянно совершенствуются сосудистые
протезы; для их изготовления предлагаются синтетические волокна.

Основным препятствием широкого применения полимерных мате-
риалов в живом организме является вредное взаимодействие между по-
лимером и кровью, которое может вызвать свертывание крови и тромбоз.

Проблема создания тромборезистентных полимеров в общем виде не
решена. В настоящее время ее решение возможно с использованием гидро-
гелей. Другим путем создания тромборезистентных полимерных мате-
риалов является модификация поверхности синтетических волокон при-
родными антикоагулянтами крови: гепарином, кислым полисахаридом.
Особенно перспективной представляется прививка на поверхность тром-
борезистентных материалов ферментов. Некоторые ферменты, например,
трипсин, способны превращать присутствующий в организме человека
неактивный плазминоген в плазмин фермент, катализирующий гидро-
литическое расщепление фибрина, которое приводит к растворению
тромба. Широко распространен метод связывания белков с полимерами
водорастворимым карбодиимидом. При помощи последнего были при-
виты биологически активные соединения к найлоновой трубке f l ].

Исходя из вышесказанного, целью нашей работы была разработка
методики прививки белков к синтетическим волокнам, применяемым в
качестве материала для протезов кровеносных сосудов, с использова-
нием для этого циклогекоилизонитрила и водорастворимого карбоди-
имида.

Материалы и методика

Применялись волокна из капрона (текстурированного) и лавсана (щелка) и кровенос-
ные сосуды из лавсана (№ ТУ 42-1947-61).

Циклогексилизонитрил синтезирован лабораторно [ 2]. Водорастворимый карбо-
диимид 1-диклогексил-3(2-морфолиноэтилмета-п-толуилсульфонат) препарат фир-
мы Serva (ФРГ). В качестве модельного белка применен 'бычий сывороточный аль-
бумин (СА) марки «А» и трипсин (Т).
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Капрон предварительно гидролизовали в течение 2 ч 4%-ным раствором HCI при
80 °С и лавсан в течение 2 ч 4%-ным раствором NaOH при 80°. Содержание свобод-
ных СООН-групп 0,006 мг-экв./ на 1 г лавсана.

Прививка Т и СА к гидролизованному лавсану и капрону проводилась по двум
методикам:
1. Связывание в среде боратного буфера (20 мл) при комнатной температуре (коли-

чество белка 200 мг на 1 г материала). В раствор добавляли 50 |хл ацетальдегида и
125 [хл изонитрила на 1 г материала. Время реакции 4 ч.
2. К волокнам добавляли раствор CA (100 мг СА на 20 мл воды) при pH 4,5—6,0.
Смесь медленно перемешивали при комнатной температуре и затем добавляли 0,1 М
раствор водорастворимого карбодиимида. Реагенты перемешивали 1 ч при pH 4,5—6,0
при комнатной температуре и оставляли на 24 ч при тех же условиях. Затем смесь тща-
тельно промывали дистиллированной водой.

О количестве связанного белка можно судить по содержанию азота в образце и
по количеству антител, связывающих иммобилизованный антиген (СА и Т) [3].

Для определения количества антител в колонку с лавсаном и капроном (0,9X5 см)
вносили 1 мл сыворотки. После инкубации в течение 2 ч физиологическим раствором
при pH 7,4 вымывали неспецифические белки, а при pH 3,2 специфические. Количе-
ство белка определяли по абсорбции при 280 нм. Количество антител (от СА) установ-
лено по методике, описанной выше.

Обсуждение результатов

Одним из интересных способов прививки белка к полимерной матрице
является изонитрильный метод. Он базируется на конденсации четырех
компонентов, которые содержат первичные аминогруппы, карбоксиль-
ные, изонитрильные, карбонильные (альдегидные) группы. Многие био-
логические соединения содержат аминогруппы, карбонильные и карбо-
ксильные группы или их комбинации, и посредством этих групп энзимы
связываются с различными полимерами. Одним из преимуществ этого
метода является большая гибкость выбора системы иммобилизации раз-
ных соединений. Другое преимущество изонитрнльного метода это
быстрота реакции и возможность проведения реакции не только в орга-
нических растворителях, но и в водных растворах, pH которых ближе к
pH физиологического раствора. Это позволяет избежать денатурирова-
ния биологических структур, чувствительных к изменению pH [ 4].

Схема реакции следующая:

Нами показана возможность связывания белков с полиамидными и
полиэфирными волокнами при помощи циклогекснлизонитрила. Посколь-
ку трудно определить количество привитого к волокнам белка, нами
изучена возможность применения для этой цели очень чувствительной
реакции антиген—антитело [3 ].
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* В следовых количествах.

В таблице приведены сравнительные данные о прививке белка к раз-
личным синтетическим волокнам при помощи диклогексилизонитрила и
водорастворимого карбодиимнда. Количество привитого к поверхности
волокон белка не превышает 1 —3% от веса волокна. Реакция анти-
ген—антитело наиболее чувствительный метод элементарного ана-
лиза; она позволяет определить микроколичества связанного белка. При-
мерно такое же количество белка было связано при помощи циклогексил-
изонитрила на протезах кровеносных сосудов из лавсана. По этой же
реакции было привито микроколичество белка (0,5%) к сосудистым
протезам из фторлон-лавсана.

Таким образом, доказана возможность прививки белков к стенкам
протезов кровеносных сосудов биологически активных молекул при по-
мощи нзонитрильных групп в ощутимых количествах.
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Количество связанного с полиамидными и полиэфирными волокнами белка

Изонитрильный метод Карбодиимидный метод

Волокно Белок
Количе-

ство
антител,
мг/г

Содер-
жание
N, %

Количе-
ство

белка по
азоту,
мг)г

Количе-
ство

антител,
Mejz

Содер-
жание
N, %

Количе-
ство

белка по
азоту,
мг/г

Капрон (текстурированный) СА 21 _ _

Лавсан (шелк) СА 11,8 0,56 34 18 0,43 25
Лавсан (№ ТУ 42-1947-61) Т 13,5 0,50 31 — — —

Фторлон-лавсан
(МРТУ-42-19-57-62) СА 3,3 сл.* сл. — — —
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