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Streszczenie

Wszystkie organizmy zywe oddychajace tlenem sg narazone na reaktywne formy tlenu (RFT),
ktore powstaja w warunkach fizjologicznych podczas proceséw oddechowych jak 1 w
warunkach patologicznych lub pod wptywem czynnikow zewnetrznych. Reaktywne formy
tlenu sg bardzo niebezpieczne, poniewaz mogg reagowac z wieloma zwigzkami organicznymi
1 uszkadza¢ znajdujace si¢ w komodrkach lipidy, biatka oraz DNA. Aby zachowa¢ réwnowage
w komoérkach organizméw tlenowych wyksztalcily si¢ systemy antyoksydacyjne, naleza do
nich enzymy antyoksydacyjne m.in.: Kkatalaza i dysmutaza ponadtlenkowa oraz
niskoczasteczkowe antyoksydanty. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) usuwa rodnik
ponadtlenkowy, przeksztalcajac go do nadtlenku wodoru. Ten natomiast jest przeksztalcany

do wody i tlenu w reakcji katalizowanej przez katalazg.

Wiele chorob charakteryzuje si¢ zwiekszong synteza reaktywnych form tlenu. Dlatego
zastosowanie enzymow antyoksydacyjnych jako terapeutykow wydaje si¢ by¢ dobra droga
leczenia. Jednak enzymy jako biatka moga tatwo zosta¢ usunie¢te z organizmu lub moga
wywotywa¢ odpowiedZz immunologiczna. Zastosowanie nanoczastek jako nos$nikow czastek
terapeutycznych jest jednym z rozwigzan. Zastosowanie takich no$nikoéw utatwia dostarczanie
lekéw, poprawia dostgpnos¢ terapeutykow, ogranicza proteolize biatek, zmniejsza

toksyczno$¢ oraz efekty uboczne.

Wiele rodzajow nanoczgsteczek jest wykorzystywanych jako nosniki lekow. Materiat z
ktorego sa zbudowane musi spetnia¢ kilka podstawowych warunkéw jak biokompatybilnos¢,
nietoksyczno$¢ oraz biodegradowalno$§¢. Do takich no$nikow zaliczamy liposomy,
nanoczastki  polimerowe, nanotubki weglowe, nanoczastki superparamagnetyczne,
nanoczgstki srebra i zlota. Dzigki swoim charakterystycznym wiasciwosciom kazdy rodzaj
nanoczgstek znajduje  zastosowanie jako platforma transportujgca dla  czastek

terapeutycznych.

Nanoczastki srebra 1 zlota wyr6zniaja si¢ sposréd innych nos$nikéw dzigki swoim
specyficznym wlasciwosciom optycznym, fizykochemicznym oraz biologicznym. Posiadaja
bardzo korzystny stosunek masy do objetosci co pozwala na unieruchomienie duzych ilosci
biatka na powierzchni. Reagujg z wieloma substratami co pozwala na umieszczeniu na ich

powierzchni wielu roznych czasteczek.



Do stworzenia koniugatu no$nik-biatko niezbg¢dna jest odpowiednia ilos¢ biatka, ktorg mozna
uzyska¢ w bakteryjnym systemie ekspresji. W takim systemie mozna wyprodukowac
stosunkowo duze ilosci bialkka w tym rekombinowane biatka ludzkie do celow

terapeutycznych.

Celem pracy bylo wyprodukowanie rekombinowanych ludzkich enzymow
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 zlota i srebra zostaly wyprodukowane metodami chemicznymi w kilku
wariantach wielkosci (13, 20, 31, 45, 52 nm dla ztota oraz 13, 27, 33, 45 nm dla srebra).
Bialko na powierzchni zostalo unieruchomione w trzech wariantach pokrycia 66, 100 oraz
133%. Nastepnie zbadano aktywno$¢ enzymoéw unieruchomionych na nanoczastkach i
poréwnywano ja z aktywnoscig enzymow w roztworze wodnym o takim samym stezeniu.
Preparaty byty przechowywane w temperaturze pokojowej przez 10 i 18 dni odpowiednio dla
katalazy 1 dysmutazy ponadtlenkowej. W tym czasie badano jak zmienia si¢ aktywnos$¢

enzymatyczna koloidow w pordwnaniu do enzymow w roztworze wodnym.

Wyniki wskazuja, ze katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa zostaty unieruchomione na
nanoczgstkach ztota 1 srebra w r6znych wariantach pokrycia nanoczastek. Enzymy zachowaty
aktywno$¢ po unieruchomieniu. Jednak na nanoczgstkach ztota katalaza miata nizsza
aktywno$¢ w poréwnaniu do enzymu w roztworze wodnym. Unieruchomione enzymy na
nanoczastek zlota jak i1 srebra zachowatly aktywno$¢ przez 10 1 18 dni niezaleznie od stopnia
pokrycia nanoczastek. Po 10 dniach przechowywania immobilizowanej katalazy na
nanoczastkach ztota o $rednicy 13 1 20 nm aktywnos$¢ enzymu byla wyzsza w poréwnaniu do
enzymu w wodzie. Najwyzsza aktywnos¢ wykazywaty preparaty gdzie pokrycie nanoczastek
bylo najwyzsze 133%. Stwierdzono takze ze aktywno$¢ SOD na nanoczastkach zlota o
srednicy 43 nm jest najwyzsza w poréwnaniu do pozostatych preparatow SOD ze zlotem.
Unieruchomienie SOD na nanoczgstkach srebra niestety nie zostato potwierdzone, dlatego nie
mozemy jednoznacznie stwierdzi¢ czy uzyskane wyniki wynikaja z odziatywan nanoczastek

na wolny czy immobilizowany enzym.

Uzyskane nanoczasteczki z unieruchomionymi enzymami antyoksydacyjnymi zostaty
wykorzystane w badaniach na zwierzgcym modelu poparzenia skéry wywotanego
promieniowaniem UV. Wyniki wskazuja na wplyw unieruchomionych enzymow

antyoksydacyjnych na obnizenie poziomu markerow stresu oksydacyjnego oraz poprawe



dziatania systemow antyoksydacyjnych w komoérkach skory szczuréw. Zastosowanie katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej jednocze$nie znacznie bardziej wplywa na obnizenie
szkodliwych efektow promieniowania UV oraz podwyzszenie aktywnosci enzymow

antyoksydacyjnych w poréwnaniu do enzymdw zastosowanych pojedynczo.

Wyniki opisane w ponizszej pracy wskazuja iz produkcja aktywnych rekombinowanych
biatek enzymatycznych w bakteryjnym systemie ekspresji jest skuteczng metodg uzyskiwania
duzych ilosci biatka. Wykazano takze iz unieruchamianie enzymoéw antyoksydacyjnych na
nanoczastkach zlota i srebra jest mozliwe, jednak wptywa ono na aktywno$¢ enzymatyczna
biatek. Jednocze$nie wyniki pokazuja, ze rodzaj i wielko$¢ nanoczastek jak i1 stopief ich
pokrycia takze maja wpltyw na aktywno$¢ preparatow. Zastosowanie immobilizowanych
enzyméw w zwierzecym modelu poparzenia skory promieniowaniem UV pomaga w
usuwaniu szkodliwych produktow reaktywnych form tlenu i stymuluje systemy
antyoksydacyjne obecne w komorkach. Praca ta daje podstawy do dalszych badan nad
interakcjami miedzy biatkami a nanoczastkami, a takze do dalszych badan in vitro jak i in

Vivo.



Summary

All living organisms breading with oxygen are exposed on reactive oxygen species (ROS)
which are generated under physiological conditions during respiratory processes and in
pathological conditions or under the influence of external factors. Reactive oxygen species are
dangerous because of their ability to react with many organic compounds and lead to
peroxidation of lipids, oxidation of proteins and DNA in cells. To maintain the balance in the
cells of oxygen breading organisms the antioxidant systems have developed. They include
antioxidant enzymes like catalase and superoxide dismutase and low molecular weight
antioxidants. Superoxide dismutase reduce superoxide radical to hydrogen peroxide. Then

catalase catalyzes reduction of hydrogen peroxide to water and oxygen.

Many diseases are characterized by increased synthesis of reactive oxygen species. Use of the
antioxidant enzymes as therapeutic agents seems to be a good way of treatment. However
enzymes as proteins can be easily removed from organism or can induce immune response.
Use of nanoparticles as the delivery system of therapeutics is one of solutions. Such delivery
systems facilitates delivery of therapeutics, improved their availability, reduce proteolysis of

proteins, reduce toxicity or side effects.

Many types of nanoparticles are used as drug delivery system. The materials used for
nanoparticles have to fulfill several features like biocompatibility, non-toxicity and
biodegradability. Such carriers include liposomes, polymer nanoparticles, carbone nanotubes,
superparamagnetic nanoparticles, gold and silver nanoparticles. Thanks to their characteristic
properties each type of nanoparticles finds application as a transport platform for therapeutic

particles.

Gold and silver nanoparticles distinguish from other carriers because of their specific optical,
physicochemical, and biological properties. Surface to volume ratio of those nanoparticles is
very beneficial what allows on immobilization of large amount of proteins on the surface.
Those nanoparticles can react with many substrates what allows on immobilization of many

different molecules on the surface.

The sufficient amount of protein is necessary to create conjugate nanoparticle-protein, which
can be obtained in bacterial expression system. In such a system proteins, including human

recombinant proteins, can be produced in relatively large amount for therapeutic treatment.



The aim of the work was to produce recombinant human antioxidant enzymes catalase and
superoxide dismutase in bacterial expression system. Immobilization of the enzymes on silver
and gold nanoparticles, checking their activity and investigating in vivo research. Silver and
gold nanoparticles were synthesized with chemical methods in several variants of sizes (13,
20, 31, 45, 52 nm for gold and 13, 27, 33, 45 nm for silver). Proteins were immobilized on the
surface of nanoparticles in tree variants of coverage 66, 100 and 133%. Then activity of
immobilized enzymes was investigated and compered with activity of enzyme in water
solution with the same concentration. The solutions were stored at room temperature for 10
and 18 days respectively for catalase and superoxide dismutase. During this time the activity
was measured several times for comparison activity of colloids and enzymes in water

solutions.

The obtained results show that catalase and superoxide dismutase were immobilized on gold
and silver nanoparticles in variety of coverage on all nanoparticles sizes. The enzymes have
maintained the activity after immobilization. However activity of catalase on gold
nanoparticles has decreased in comparison to the activity of the enzyme in water solution.
Enzymes immobilized on gold and silver nanoparticles preserve activity for 10 and 18 days
irrespectively of nanoparticles coverage. After 10 days of storage in room temperature activity
of catalase immobilized on 13 and 20 nm gold nanoparticles was higher in comparison to the
enzyme in water solution. Highest activity was observed in colloids with highest surface
coverage of nanoparticles (133%). It has been found out that SOD activity on nanoparticles
with 43 nm dimension was highest in comparison to other colloids with SOD immobilized on
gold nanoparticles. Immobilization of SOD on silver nanoparticles has not been confirmed,
therefore we cannot unambiguously determine whether the obtained result arise from the

interaction of the nanoparticles with a free or immobilized enzyme.

The obtained nanoparticles with immobilized antioxidant enzymes were used on animal
model of burned skin with UV radiation. The results show the influence of the immobilized
enzymes on reduction of level of the oxidative stress markers and improvement of functioning
antioxidant systems in rut skin cells. Application of catalase and superoxide dismutase
simultaneously have greater influence on reduction of harmful effects of UV radiation and
elevation of the activity of antioxidant enzymes in comparison to enzymes applied

individually.



The results described in the following work show that production of active recombinant
enzymatic proteins in bacterial expression system is efficient method of obtaining significant
amount of protein. It has been also demonstrated that immobilization of the antioxidant
enzymes on gold and silver nanoparticles is possible, however it affect enzymatic activity. At
the same time the results presents that type and size of nanoparticles and grade of surface
coverage has impact on colloids activity. Application of immobilized enzymes in animal
model of burned skin with UV radiation help in removing harmful products of reactive
oxygen species and stimulates antioxidant system present in cells. This work gives basis for
further studies on interactions between proteins and nanoparticles, as well as for in vitro and

in vivo studies.



