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Streszczenie

Wszystkie organizmy zywe oddychajgce tlenem sg narazone na reaktywne formy tlenu (RFT),
ktére powstaja w warunkach fizjologicznych podczas proceséw oddechowych jak i w
warunkach patologicznych lub pod wplywem czynnikéw zewnetrznych. Reaktywne formy
tlenu sg bardzo niebezpieczne, poniewaz moga reagowaé z wieloma zwigzkami organicznymi
i uszkadza¢ znajdujace sie¢ w komorkach lipidy, biatka oraz DNA. Aby zachowaé réwnowage
w komorkach organizmoéow tlenowych wyksztalcily sie systemy antyoksydacyjne, nalezg do
nich enzymy antyoksydacyjne m.in.: katalaza 1 dysmutaza ponadtlenkowa oraz
niskoczasteczkowe antyoksydanty. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) usuwa rodnik
ponadtlenkowy, przeksztatcajagc go do nadtlenku wodoru. Ten natomiast jest przeksztalcany

do wody i tlenu w reakcji katalizowanej przez katalaze.

Wiele choréb charakteryzuje si¢ zwickszong synteza reaktywnych form tlenu. Dlatego
zastosowanie enzymoéw antyoksydacyjnych jako terapeutykéw wydaje si¢ by¢ dobrg droga
leczenia. Jednak enzymy jako biatka mogg tatwo zosta¢ usunigte z organizmu lub moga
wywolywaé odpowiedZ immunologiczna. Zastosowanie nanoczastek jako nosnikdéw czastek
terapeutycznych jest jednym z rozwigzan. Zastosowanie takich no$nikéw ulatwia dostarczanie
lekéw, poprawia dostepnos¢ terapeutykow, ogranicza proteolize biatek, zmniejsza

toksycznos¢ oraz efekty uboczne.

Wiele rodzajow nanoczgsteczek jest wykorzystywanych jako nosniki lekow. Material z
ktérego sa zbudowane musi spetniaé kilka podstawowych warunkéw jak biokompatybilnose,
nietoksyczno$¢ oraz biodegradowalnos¢. Do takich nosnikéw zaliczamy liposomy,
nanoczgstki polimerowe, nanotubki weglowe, nanoczastki superparamagnetyczne,
nanoczgstki srebra i ztota. Dzigki swoim charakterystycznym wiasciwo$ciom kazdy rodzaj
nanoczgstek znajduje  zastosowanie jako platforma transportujgca dla  czgstek

terapeutycznych.

Nanoczastki srebra i ziota wyrdzniaja sie sposrdéd innych nosnikdéw dzigki swoim
specyficznym wiasciwosciom optycznym, fizykochemicznym oraz biologicznym. Posiadaja
bardzo korzystny stosunek masy do objetosci co pozwala na unieruchomienie duzych ilosci
biatka na powierzchni. Reaguja z wieloma substratami co pozwala na umieszczeniu na ich

powierzchni wielu réznych czasteczek.



Do stworzenia koniugatu no$nik-biatko niezbedna jest odpowiednia ilos¢ biatka, ktérag mozna
uzyskaé w bakteryjnym systemie ekspresji. W takim systemie mozna wyprodukowa¢

stosunkowo duze iloéci biatka w tym rekombinowane biatka ludzkie do celéw

terapeutycznych.

Celem pracy bylo wyprodukowanie rekombinowanych ludzkich enzyméw
antyoksydacyjnych katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej w bakteryjnym systemie ekspresji,
unieruchomienie ich na nanoczastkach srebra i zlota, zbadanie ich aktywnosci in vitro oraz in
vivo. Nanoczastki ztota i srebra zostaly wyprodukowane metodami chemicznymi w kilku
wariantach wielkosci (13, 20, 31, 45, 52 nm dla zlota oraz 13, 27, 33, 45 nm dla srebra).
Biatko na powierzchni zostalo unieruchomione w trzech wariantach pokrycia 66, 100 oraz
133%. Nastgpnie zbadano aktywno$¢ enzymoéw unieruchomionych na nanoczgstkach i
poréwnywano jg z aktywnoscia enzyméw w roztworze wodnym o takim samym stezeniu.
Preparaty byly przechowywane w temperaturze pokojowej przez 10 i 18 dni odpowiednio dla
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej. W tym czasie badano jak zmienia si¢ aktywnos¢

enzymatyczna koloidéw w poréwnaniu do enzyméw w roztworze wodnym.

Wryniki wskazuja, ze katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa zostaly unieruchomione na
nanoczastkach ztota i srebra w roznych wariantach pokrycia nanoczastek. Enzymy zachowaty
aktywno$¢ po unieruchomieniu. Jednak na nanoczgstkach ziota katalaza miala nizsza
aktywno$é w poréwnaniu do enzymu w roztworze wodnym. Unieruchomione enzymy na
nanoczastek zlota jak i srebra zachowaty aktywno$¢ przez 10 i 18 dni niezaleznie od stopnia
pokrycia nanoczgstek. Po 10 dniach przechowywania immobilizowanej katalazy na
nanoczastkach ztota o érednicy 13 i 20 nm aktywnos$¢ enzymu byla wyzsza w poréwnaniu do
enzymu w wodzie. Najwyzsza aktywnos¢ wykazywaty preparaty gdzie pokrycie nanoczgstek
bylo najwyzsze 133%. Stwierdzono takze ze aktywno$¢ SOD na nanoczastkach zlota o
$rednicy 43 nm jest najwyzsza w poréwnaniu do pozostalych preparatow SOD ze ziotem.
Unieruchomienie SOD na nanoczastkach srebra niestety nie zostato potwierdzone, dlatego nie
mozemy jednoznacznie stwierdzi¢ czy uzyskane wyniki wynikajg z odziatywan nanoczastek

na wolny czy immobilizowany enzym.

Uzyskane nanoczasteczki z unieruchomionymi enzymami antyoksydacyjnymi zostaty
wykorzystane w badaniach na zwierzecym modelu poparzenia skory wywolanego
promieniowaniem UV. Wyniki wskazuja na wplyw unieruchomionych enzymoéw

antyoksydacyjnych na obnizenie poziomu markeréw stresu oksydacyjnego oraz poprawg



dzialania systeméw antyoksydacyjnych w komorkach skéry szczuréw. Zastosowanie katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej jednoczesnie znacznie bardziej wplywa na obnizenie
szkodliwych efektow promieniowania UV oraz podwyzszenie aktywnoscl enzymow

antyoksydacyjnych w poréwnaniu do enzymow zastosowanych pojedynczo.

Wyniki opisane W ponizsze] pracy wskazuja iz produkcja aktywnych rekombinowanych
biatek enzymatycznych w bakteryjnym systemie ekspresji jest skuteczng metoda uzyskiwania
duzych ilosci biatka. Wykazano takze iz unieruchamianie enzyméw antyoksydacyjnych na
nanoczastkach zlota i srebra jest mozliwe, jednak wpltywa ono na aktywnos$¢ enzymatyczng
biatek. Jednoczeénie wyniki pokazujg, ze rodzaj i wielko$¢ nanoczastek jak i stopien ich
pokrycia takze majg wplyw na aktywno$¢ preparatow. Zastosowanie immobilizowanych
enzyméw w zwierzgcym modelu poparzenia skory promieniowaniem UV pomaga W
usuwaniu  szkodliwych  produktow reaktywnych form tlenu i stymuluyje  systemy
antyoksydacyjne obecne w komérkach. Praca ta daje podstawy do dalszych badan nad
interakcjami miedzy biatkami a nanoczastkami, a takze do dalszych badan in vitro jak i in

vivo.



