Изучение адсорбции белков на микросферах карбоната кальция
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Сахарный диабет – эндокринное заболевание, заключающееся в абсолютной или относительной недостаточности инсулина, приводящей к стойкому увеличению содержания глюкозы в крови. Наиболее распространенным методом лечения диабета является подкожное введение инсулина. В настоящее время активно изучаются альтернативные методы доставки гормона. Перспективными подходами  к созданию средств пульмонарной доставки являются: 1) включение инсулина в микрочастицы, полученные на основе неорганических матриц фиксированного размера (Volodkin D.V., 2012, P. 1916); 2) со-иммобилизация гормона в микрочастицах с веществами, подавляющими его протеолиз (Печенкин М. А., 2013, с. 70). Цель представляемой работы состояла в исследовании адсорбции на микросферах карбоната кальция рекомбинантного инсулина человека (6,5 кДа, pI = 5,35) и апротинина (6,5 кДа, pI = 10,5), представлющего собой эффективный ингибитор протеолитических ферментов.
Микросферы CaCO3 с диаметром 3-5 мкм были получены смешением 1М растворов CaCl2 и Na2CO3 в предварительно подобранных условиях.  Адсорбцию изучали при  pH 10,5 и концентрации микросфер 1 мг/мл. Концентрацию белка варьировали в пределах от 0,1 до 2,0 мг/мл. После инкубации в течение 30 минут и последующего центрифугирования концентрацию белка в надосадочной жидкости анализировали спектрофотометрическим методом (λ=280 нм) и методом Лоури. 
В результате эксперимента были построены изотермы сорбции и рассчитаны константы сорбции инсулина и апротинина на микросферах CaCO3. Анализ кривых позволил сделать следующее предположение о характере протекания адсорбции: при малых (до ≈ 0,8 мг/мл) концентрациях белка происходит насыщение монослоя на микросферах, а при повышении концентрации белков адсорбция приобретает полимолекулярный характер. Было показано, что эффективность включения белка в микросферы слабо зависела от концентрации в растворе и не превышала 12%.
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