Особенности взаимодействия лизоцима с мукоадгезивными полимерами
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Поверхность слизистой оболочки препятствует закреплению ферментов и способствует их быстрому выведению, а также способствует инактивации за счет действия протеаз, экстремальных значений рН и других факторов. Для увеличения биодоступности, времени пребывания и защиты от неблагоприятных условий белки инкапсулируют в мукоадгезивные системы доставки лекарств, содержащие в своем составе мукоадгезивные полимеры [1-3]. Изучение взаимодействия бактериолитических ферментов с мукоадгезивными полимерами является важной задачей для разработки антибактериальных препаратов.
Получены и охарактеризованы частицы из муцина желудка свиньи и хитозана с молекулярной массой 150, 400 кДа с инкапсулированным лизоцимом. Исследованы размер и дзета-потенциал частиц, стабильность и эффективность включения лизоцима, высвобождение фермента в физиологических условиях.
Для получения частиц смешивали последовательно рассчитанные количества водных растворов лизоцима, муцина и хитозана. Концентрация фермента в полученных суспензиях была 1 мг/мл, концентрацию остальных компонентов варьировали. После добавления муцина к раствору лизоцима смесь перемешивали в течение 1 ч при 650 об/мин при комнатной температуре, а после добавления хитозана перемешивали в течение 30 мин при тех же условиях. Полученные суспензии хранили при 4°С.
Для характеристики размеров и дзета-потенциала частиц использовали метод динамического светорассеяния и электрофоретического светорассеяния. Установлено, что происходит увеличение размеров частиц с увеличением концентрации муцина; размер частиц не зависит от концентрации хитозана при данной концентрации муцина; увеличение содержания хитозана не изменяет дзета-потенциал частиц.
Для исследования стабильности лизоцима в частицах измеряли активности лизоцима из частиц в начальный момент времени и после инкубирования при 37°С в течение 24 ч или после хранения при 4°С в течение 3 месяцев. Обнаружено, что после инкубирования в присутствии хитозана активность лизоцима сохраняется, а в отсутствии хитозана наблюдается ее снижение; после хранения лизоцим сохраняет начальную активность.
Эффективность включения белка составила для образцов с концентрацией муцина 0.1, 0.5 и 1.0 мг/мл 0, 50 и 100% соответственно. Для исследования кинетики высвобождения лизоцима растворы с частицами смешивали с 0,05 М фосфатным буфером (pH 6.0) до конечной концентрации белка 0,15 мг/мл, затем инкубировали при 37°С и перемешивании (100 об/мин). Через 1, 2, 8 и 24 ч образцы центрифугировали (5 мин, 6000 об/мин, 4°С) и в супернатантах анализировали концентрацию белка. 
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