
УДК 678.65:661.78:577.164.1

Л.В. Макеєва, I. I. Гладир, Р.А. Рожнова, Н.А. Галатенко,
Т.Ю. Закашун, В. П. Гриценко

Бiологiчно активнi полiуретансечовини з фiзично
iммобiлiзованим фолат-кон’югованим фероценом

(Представлено академiком НАН України Є.В. Лебедєвим)

Синтезовано новi полiуретансечовини на основi полiоксипропiленглiколю та 2,4-,2,6-то-
луїлендiiзоцiанату з використанням дiамiнiв (1,6-гексаметилендiамiн або 4,4’-дiамiно-
дифенiлметан) як подовжувачiв макроланцюга з фiзично iммобiлiзованим фолат-кон’ю-
гованим фероценом. Проведено IЧ спектроскопiчнi та фiзико-механiчнi дослiдження
отриманих полiмерних матерiалiв. Дослiдження фармакокiнетики пролонгованої фор-
ми фолат-кон’югованого фероцену в складi полiуретансечовин свiдчать про бiологiчну
активнiсть синтезованих полiмерiв.

Сучасний розвиток хiмiї високомолекулярних сполук потребує нових полiмерних матерiа-
лiв iз заданими властивостями для потреб хiрургiї. Значна увага придiляється розробцi
плiвкових покриттiв iз власною бiологiчною активнiстю, полiмерних систем з адресним
терапевтичним впливом та бiологiчно ативних iмплантацiйних матерiалiв [1, 2].

Одним iз шляхiв надання бiологiчної активностi є фiзична iммобiлiзацiя на обраному
полiмерному носiї лiкарських речовин, вiтамiнiв, металоорганiчних сполук тощо. Як резуль-
тат, отриманi матерiали володiють здатнiстю пролонговано вивiльняти бiологiчно активну
речовину безпосередньо в мiсце використання, тим самим проявляючи свою лiкувальну дiю.

Полiуретансечовини (ПУС) є перспективними матерiалами, якi можуть бути використа-
нi при створеннi плiвкових матерiалiв, здатних стимулювати регенеративнi процеси. Вiдо-
мо [3, 4], що на основi ПУС отримано полiмернi плiвковi матерiали з власною бiологiчною
активнiстю. Ранiше [5] нами був синтезований фолат-кон’югований фероцен (ФКФ), який
стимулює рiст фiбробластичних i гiстiоцитарних елементiв в умовах тканинної культури.
Введення ФКФ до складу ПУС дозволить отримати новi плiвковi матерiали, якi здатнi
проявляти бiологiчну активнiсть у мiсцi використання.

Мета нашого дослiдження — синтез бiологiчної активностi нових плiвкових матерiалiв,
отриманих на основi ПУС шляхом фiзичної iммобiлiзацiї ФКФ.

Експериментальна частина. Матерiали. Фолат-кон’югований фероцен синтезували,
згiдно з методом, описаним у роботi [6]. Полiоксипропiленглiколь (ПОПГ) з ММ 1000 су-
шили при залишковому тиску 3 мм рт. ст. при температурi (80± 5) ◦С у течiї сухого аргону
впродовж 8 год безпосередньо перед синтезом. 2,4-,2,6-Толуїлендiiзоцiанат (ТДI) (“Merck”) —
сумiш iзомерiв з масовим спiввiдношенням 80/20%, очищали перегонкою у вакуумi при за-
лишковому тиску 3 мм рт. ст. при температурi кипiння 78–80 ◦С; використовували свiжопе-
регнаним. 1,6-Гексаметилендiамiн (ГМДА) (“Merck”) та 4,4′-дiамiнодифенiлметан (ДАДФ)
(“Fluka”) застосовували без додаткового очищення. N,N-диметилацетамiд (ДМАА) (“Merck”)
переганяли з сумiшшю бензен–вода у вакуумi при температурi кипiння (52± 1) ◦C при тис-
ку 14 мм рт. ст.
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Синтез полiуретансечовин з фiзично iммобiлiзованим фолат-кон’югованим фероценом.
Полiмернi матерiали з фiзично iммобiлiзованним ФКФ отримували у двi стадiї. На першiй —
синтезували дiiзоцiанатний форполiмер (ДФП) на основi ПОПГ i ТДI при мольному спiв-
вiдношеннi 1 : 2 з використанням дiамiнiв як подовжувачiв макроланцюга, а саме, ГМДА та
ДАДФ. Плiвковий матерiал формували з 20%-го розчину полiмеру в ДМАА з подальшим
висушуванням у сушильнiй шафi при (70±5) ◦С впродовж 72 год. На другiй — здiйснювали
фiзичну iммобiлiзацiю ФКФ, синтезованого ранiше [6]. Наважки кон’югата в кiлькостi 0,5%
маси полiмеру розчиняли у ДМАА, додавали до 20%-го розчину полiмеру, виливали на
тефлоновi пiдкладинки та висушували в сушильнiй шафi при (70± 5) ◦С впродовж 72 год.
Таким чином, було отримано полiмернi матерiали у виглядi прозорих плiвок жовтого ко-
льору, розчинних у полярних розчинниках.

Методи дослiджень. Хiмiчну будову синтезованих речовин дослiджували методом IЧ
спектроскопiї. Спектри поглинання реєстрували на IЧ спектрометрi “Bruker” з перетворен-
ням Фур’є “Tensor-37” в областi 600–4000 см−1. Зразки полiмерних плiвок знiмали методом
ППВВ на вiдбиття. Вiднесення смуг поглинання здiйснено, згiдно з даними роботи [7].

Показники мiцностi на розрив (σ) та вiдносного подовження (ε) синтезованих полiмер-
них плiвок визначали за допомогою розривної машини FU-1000 при швидкостi руху зажиму
70 мм/хв, згiдно з вимогами ГОСТу 25.601 [8].

Для вивчення фармакокiнетики ПУС з фiзично iммобiлiзованим ФКФ було розроблено
модель ураження печiнки (жирова дистрофiя) шляхом алкогольної iнтоксикацiї [4]. Дослiд-
ження проводили на бiлих безпородних щурах-самцях масою 150–200 г. Дослiдних тварин
роздiлили на чотири групи:

першiй — iмплантували плiвки на основi ДФП i ГМДА, якi не мiстять ФКФ (контроль 1);
другiй — iмплантували зразки ПУС на основi ДФП i ГМДА, що мiстять 0,5% ФКФ

(дослiд 1);
третiй — iмплантували плiвки на основi ДФП i ДАДФ, якi не мiстять ФКФ (контроль 2);
четвертiй — iмплантували зразки ПУС на основi ДФП i ДАДФ, що мiстять 0,5% ФКФ

(дослiд 2).
Тварин виводили з експерименту на 7, 14 та 30 добу методом декапiтацiї. Сироватку

кровi отримували шляхом iнкубування кровi в термостатi впродовж 30 хв при температу-
рi 37 ◦С з подальшим центрифугуванням при 3000 об/хв; використовували для визначення
активностi глутаматдегiдрогенази (ГлДГ) спектрофотометричним методом [9].

Активнiсть ферменту визначали за змiною оптичної густини (∆E) НАД-Н2 при 340 нм
за одиницю часу. Як субстрат використовували α-кетоглутарат та солi амонiю.

Результати та їх обговорення. Проведеними фiзико-механiчними дослiдженнями
встановлено таке: високу мiцнiсть на розрив i вiдносне подовженя мають зразки полiмерiв
з фiзично iммобiлiзованим ФКФ, в яких як подовжувач макроланцюга було використано
1,6-ГМДА (табл. 1).

Таблиця 1. Мiцнiснi характеристики синтезованих полiмерiв

Номер зразка Склад композицiї σ, МПа ε, %

1 ДФП + ГMДA 4,69± 0,08 139± 3,5
2 ДФП + ГMДA + 0,5% ФКФ 4,80± 0,11 219± 17
3 ДФП + ДAДФ 2,74± 0,05 44± 8,2
4 ДФП + ДАДФ + 0,5% ФКФ 2,50± 0,04 53± 0,8
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Рис. 1. IЧ-спектри: 1 — ДФП + ГMДA; 2 — ДФП + ГMДA + 0,5% ФКФ; 3 — ДФП + ДAДФ; 4 — ДФП +
+ ДАДФ + 0,5% ФКФ

IЧ-спектри синтезованих полiмерiв iлюструє рис. 1. Наявнiсть смуг коливань νNH при
3293 см−1, νC=O при 1724 см−1 i δNH при 1536 см−1 свiдчить про те, що отриманi полiмернi
матерiали є ПУС. На IЧ-спектрах спостерiгається поява широкої смуги в iнтервалi вiд 3400
до 3700 см−1 з приблизним максимумом при 3547 см−1, що свiдчить про утворення водневих
зв’язкiв NH-групами.

Дослiдження бiологiчної активностi ФКФ методом культури тканин [5] дозволили вста-
новити, що кон’югат, внесений до тканинної культури, стимулює рiст фiбробластичних i гiс-
тiоцитарних елементiв на всiх етапах культивування. З метою вивчення бiологiчної актив-
ностi розроблених матерiалiв були проведенi дослiдження фармакокiнетики пролонгованої
форми ФКФ.

Активнiсть ГлДГ (A) у сироватцi кровi визначається з метою дiагностики захворювань
печiнки. При захворюваннях печiнки може спостерiгатися незначне або сильне пiдвищен-
ня активностi ферменту ГлДГ залежно вiд ступеня залучення паренхiматозних клiтин до
патологiчного процесу.

Активнiсть ферменту A визначається у наномолях субстрату (α-кетаглутарової кисло-
ти), перетвореного за 1 хв 1 см3 сироватки кровi. Розрахунки проводили за формулою:

A =
(E1 − E2) · 1000

5 · 1,95
,

де E1 i E2 — екстинцiї при першому i другому вимiрюваннях; 1000 — коефiцiєнт перерахунку
в нмоль; 5 — коефiцiєнт перерахунку на 1 хв iнкубацiї; 1,95 — коефiцiєнт екстинцiї 1 мкмоль
НАД-Н2, розчиненого в iнкубацiйнiй сумiшi.

Результати проведених дослiджень демонструють табл. 2 i 3, згiдно з якими активнiсть
ГлДГ у сироватцi кровi дослiдних тварин, яким iмплантували полiуретановi композицiї
з ФКФ, значно нижча, нiж у кровi дослiдних тварин, яким iмплантували контрольну плiвку.
Отже, A ГлДГ у сироватцi кровi дослiдних тварин, яким iмплантували ПУС, що наповненi
ФКФ, зменшується, наближається до контролю i на 30 добу iмплантацiї становить 0,51 та
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Таблиця 2. Активнiсть глутаматдегiдрогенази у сироватцi кровi дослiдних тварин, яким iмплантували плiв-
ки з ДФП + ГМДА i ДФП + ГМДА + 0,5% ФКФ, нмоль/(см3 · хв)

Норма∗ 7 дiб 14 дiб 1 мiсяць
Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗ Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗ Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗

0,41 1,23 0,62 1,44 0,62 1,03 0,51
0,51 1,23 0,41 1,12 0,72 1,44 0,41
0,51 0,92 0,72 1,23 0,92 1,95 0,41
0,41 1,33 0,82 1,23 0,82 1,23 0,72

Ā = 0,43± Ā = 1,18± Ā = 0,64± Ā = 1,26± Ā = 0,77± Ā = 1,41± Ā = 0,51±
±0,06 ±0,089 ±0,099 ±0,014 ±0,065 ±0,198 ±0,073

Коефiцiєнт Стьюдента
tтабл = 3,75 t = 4,06 t = 5,25 t = 4,26

Тут i в табл. 3: ∗ — активнiсть ГлДГ у сироватцi кровi здорових щурiв; ∗∗ — активнiсть ГлДГ у сироватцi
кровi дослiдних тварин, яким iмплантували плiвку без ФКФ (контроль); ∗∗∗ — активнiсть ГлДГ у сироватцi
кровi дослiдних тварин, яким iмплантували дослiдну плiвку.

Таблиця 3. Активнiсть глутаматдегiдрогенази у сироватцi кровi дослiдних тварин, яким iмплантували плiв-
ки з ДФП+ДАДФ i ДФП+ДАДФ+0,5% ФКФ, нмоль/(см3 · хв)

Норма∗ 7 дiб 14 дiб 1 мiсяць
Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗ Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗ Контроль∗∗ Дослiд∗∗∗

0,41 1,74 0,92 1,44 0,72 1,65 0,41
0,51 2,05 0,41 1,44 0,51 1,74 0,62
0,51 1,65 0,41 1,03 0,62 2,26 0,41
0,41 1,74 0,41 0,62 1,23 0,41

Ā = 0,43± Ā = 1,80± Ā = 0,54± Ā = 1,30± Ā = 0,62± Ā = 1,85± Ā = 0,46±
±0,06 ±0,088 ±0,099 ±0,137 ±0,043 ±0,139 ±0,053

Коефiцiєнт Стьюдента
tтабл = 5,84 t = 8,03 tтабл = 4,26 t = 4,70 tтабл = 5,84 t = 9,36

0,46 нмоль/(см3 · хв) при нормi активностi даного ферменту в кровi тварин контрольної
групи — 0,43 нмоль/(см3 · хв). Рiзниця статистично достовiрна при р-0,98; Р-0,02; tтабл <
< tексп (3,75 < 4,06; 3,75 < 5,25; 3,75 < 4,26; 3,75 < 4,70), при р-0,99; Р-0,1; tтабл < tексп
(5,84 < 8,03; 5,84 < 9,36) [10]. Тобто пролонгована форма ФКФ в складi ПУС проявляє
бiологiчну активнiсть.

Таким чином, синтезовано новi полiуретансечовини на основi дiiзоцiанатного форполi-
меру та дiамiнiв рiзної будови, якi мiстять 0,5% за масою фолат-кон’югованого фероцену.
Результати фiзико-механiчних дослiджень свiдчать, що високу мiцнiсть на розрив i вiдносне
подовження мають зразки полiмерiв з фiзично iммобiлiзованим ФКФ, у яких як подовжувач
макроланцюга було використано 1,6-ГМДА. Проведенi дослiдження по вивченню фармако-
кiнетики ФКФ, iммобiлiзованого на ПУС, свiдчать про бiологiчну активнiсть синтезованих
полiмерних матерiалiв.

Розробленi плiвкотвiрнi ПУС можуть бути запропонованi як бiологiчно активнi покрит-
тя для лiкування ран та опiкiв.
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Л.В. Макеева, И. И. Гладырь, Р.А. Рожнова, Н.А. Галатенко,
Т. Е. Закашун, В.П. Гриценко

Биологически активные полиуретанмочевины с физически
иммобилизированным фолат-конъюгированным ферроценом

Синтезированы новые полиуретанмочевины на основе полиоксипропиленгликоля и 2,4-,2,6-
толуилендиизоцианата с использыванием диаминов (1,6-гексаметилендиамин или 4,4′-диа-
минодифенилметан) как удлинителей макроцепи с физически иммобилизованным фо-
лат-конъюгированным ферроценом. Проведены ИК спектроскопические и физико-механи-
ческие исследования полученных полимерных материалов. Исследования фармакокинетики
пролонгированной формы фолат-конъюгированного ферроцена в составе полиуретанмочевин
свидетельствуют о биологической активности синтезированных полимеров.

L.V. Makeieva, I. I. Gladyr, R.A. Roznova, N.A. Galatenko, T. U. Zakashun,
V.P. Gryzenko

Bioactive polyurethane ureas with physically immobilized
folate-ferrocene conjugate

New polyurethane ureas based on polyoxypropylene glycol and 2,4-,2,6-toluene diisocyanate, using
diamines (1,6-hexamethylenediamine or 4,4′-diaminodiphenylmethane) as chain extenders and phy-
sically immobilized folate-ferrocene conjugate, are synthesized. IR-spectroscopic, physical, and me-
chanical investigations are carried out. Pharmacokinetic studies of the prolonged form of folate-
ferrocene conjugate, contained in polyurethane ureas, testify to the bioactivity of the obtained
polymeric materials.
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