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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zastosowanie wyizolowanej katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej w praktyce napotyka na wiele
trudnosci zwiazanych przede wszystkim z utrata ich aktywnosci, a nawet catkowita degradacja.
Oba enzymy, katalaza i dysmutaza ponadtlenkowa wtasciwie nie przenikaja przez blony biolo-
giczne, co ogranicza lub wrecz uniemozliwia ich dziatanie ochronne skierowane przeciwko re-
aktywnym formom tlenu. Jednakze przejscie przez barierg btonowa staje si¢ mozliwe po umiesz-
czeniu enzyméw w strukturach lipidowych. Jedna z technologii stabilizacji aktywnosci enzyméw
polega na zamykaniu ich wewnatrz struktury lipidowej. Zamknigcie enzyméw wewnatrz struk-
tury liposoméw, czy tez pomigdzy ich dwuwarstwe lipidowa, zapobiega m.in. niepozadanym re-
akcjom i jednoczesnie chroni je przed degradacja, ktdérej ulegtyby podczas stosowania w postaci
nieostonigtej. Jednoczesnie powoduje wydtuzenie ich okresu péitrwania, wzrost ich aktywno-
Sci oraz stabilnos$ci. Strukturg, w ktdrej enzym zamknigty jest wewnatrz liposomu nazywamy
enzymosomenm.

enzymy antyoksydacyjne ¢ dysmutaza ponadtienkowa ° katalaza ° liposomy * enzymosomy

Key words:

Summary

The application of catalase and superoxide dismutase in daily practice encounters many diffi-
culties connected first of all with their loss of activity, and even with their degradation. Both en-
zymes, catalase and superoxide dismutase, practically do not penetrate biological membranes,
which limits or even makes impossible their protective activity directed against ROS. However,
the penetration of the membranous barrier becomes possible after the location of the enzymes in
lipidic structures. One of the technologies of stabilization of the activity of enzymes consists in
closing them in a liposome structure. The incorporation of the enzymes into a closed, such as li-
posome, structure or into their lipid bilayer screens and simultaneously protects them against de-
gradation which they would undergo during use in the unshaded form. Concurrently it extends
their half life and also increases their activity and stability. The structure in which an enzyme is
enclosed in a liposome is called an enzymosome.

antioxidant enzymes ° superoxide dismutase ° catalase ° liposomes * enzymosomes
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Wykaz skrotow:

CAT - katalaza (catalase); GSH-Px - peroksydaza glutationowa (glutatione peroxidase);

PEG-DSPE - distearylofosfatydyletanoloamine-poli(etylenoglikol) 2000 (distearoylphosphatidyle-
thanolamine-poly(ethyleneglycol) 2000); RFT - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species);
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dismutase); WRT - wolne rodniki tlenowe (free

oxygen radicals).

WPROWADZENIE

Kontakt zywego organizmu z tlenem czasteczkowym oprécz
korzysci zwiazanych z uzyskiwaniem energii zyciowej wig-
ze si¢ z powstawaniem reaktywnych form tego pierwiastka
(RFT), z ktérych wigkszos¢ stanowia czasteczki o charak-
terze wolnych rodnikéw. Ocenia sig, ze 2—5% tlenu pochto-
nigtego przez organizm ulega konwersji do RFT [7]. Wolne
rodniki tlenowe (WRT) to struktury bardzo reaktywne, dzia-
tajace szybko i nieswoiscie. Szczeg6lna wrazliwos$¢ na ich
dziatanie wykazuja lipidowe btony biologiczne, zaréwno
zewnatrz-, jak i wewnatrzkomoérkowe, stanowigce podsta-
we struktury i funkcji komorki. Wiaze si¢ to z duzg zawar-
toscig w btonach, podatnych na utlenianie nienasyconych
kwasow tluszczowych. Duze st¢zenie RFT sprzyja row-
niez utlenianiu bialek oraz kwaséw nukleinowych pozba-
wiajac je tym samym ich funkcji biologicznej. Ustalono,
ze w przypadku organizméw wyzszych, ekspozycja na re-
aktywne formy tlenu prowadzi do przyspieszenia proceséw
starzenia i rozwoju wielu choréb, m.in. uktadu krazenia,
stawow czy autoagresji, a w przypadku struktur jednoko-
morkowych do ich degradacji [22,26].

OBRONA ANTYOKSYDACYJNA

Aby przeciwdziata¢ samoutlenianiu organizmy wyksztat-
cily ztozony system obrony antyoksydacyjnej, oparty na
wspoétdziataniu wielu wyspecjalizowanych zespotéw cza-
steczek o zréznicowanej mocy redukcyjnej, tzw. zmiataczy
wolnych rodnikéw. Oprécez lepiej poznanych przeciwutle-
niaczy niskoczasteczkowych, takich jak: kwas askorbinowy
(witamina C), tokoferol (witamina E) lub beta-karoten (wi-
tamina A) uktad antyoksydacyjny wspoéitworza wyspecja-
lizowane katalizatory biatkowe — enzymy antyoksydacyj-
ne i naprawcze. Do najwazniejszych z nich naleza: katalazy
(CAT — catalase, EC 1.11.1.6) i peroksydazy glutationowe
(GPx — glutatione peroxidase, EC 1.11.1.9) rozktadajace nad-
tlenek wodoru oraz dysmutazy ponadtlenkowe (SOD — su-
peroxide dismutase, EC 1.15.1.1) biorace udzial w uniesz-
kodliwieniu anionorodnika ponadtlenkowego. Enzymy te
tworza zintegrowany, bardzo czuly i swoisty system antyok-
sydacyjny okreslany mianem triady antyoksydacyjnej [9].

Zaréwno dysmutazy ponadtlenkowe, jak i katalazy nale-
73 do klasy oksydoreduktaz. Dysmutaza ponadtlenkowa

(oksydoreduktaza O,": O,7) jest oligomerem o masie mo-

lekularnej 32-132 kDa [27]. Istota dziatania tego enzymu

jest katalizowanie reakcji dysmutacji anionorodnika po-

nadtlenkowego do nadtlenku wodoru i wody [24]. Funkcja

dysmutazowa SOD jest zwigzana z redukcja i utlenianiem

jonéw metali stanowiacych grupe prostetyczna enzymu.

Wyrdznia si¢ trzy podstawowe izoformy enzymu:

e 7Zn,Cu-SOD (zawierajaca miedZ i cynk, wystgpujaca
w cytoplazmie i chloroplastach),

e Mn-SOD (zawierajaca mangan, wystgpujaca
w mitochondriach),

* EC-SOD (zawierajaca miedZ i cynk, wydzielana na ze-
wnatrz komorki).

Reakcja przebiega dwuetapowo. Pierwszy etap to redukcja
jonu metalu z jednoczesnym uwolnieniem czasteczki tle-
nu. Drugi etap to utlenienie jonu metalu z udziatem anio-
norodnika ponadtlenkowego i wodoru z jednoczesnym wy-
tworzeniem nadtlenku wodoru [4].

SOD-Me" + 0,” — SOD-Me™' + O,
SOD-Me™" + O,” + 2H* — SOD-Me" + H,0,

Katalaza (oksydoreduktaza H,0,: H,0,) jest enzymem oli-
gomerycznym, wystepujacym najczesciej jako homotetramer
o masie molowej 200-340 kDa i jest jednym z najbardziej ak-
tywnych enzymoéw w organizmie. W zaleznosci od stgzenia
H,0, w srodowisku, enzym moze wykazywac aktywnos¢ ka-
talazowa lub peroksydazowa. Przy wysokich stezeniach H,0,
przewaza aktywnos¢ katalazowa. Po przylaczeniu czasteczki
nadtlenku wodoru do centrum katalitycznego, katalaza two-
rzy kompleks (I) zdolny do podjecia funkcji enzymatycznej.
Przy funkcji katalazowej kompleks ten reaguje z nast¢pna cza-
steczka H O, przeksztalcajac ja w wodg i tlen [19].
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Katalaza + H,0, — kompleks I
Kompleks I + H,0, — katalaza + 2 H,O + O,

Liposomy

W praktyce zastosowanie katalazy i dysmutazy ponad-
tlenkowej napotyka na wiele trudnosci zwigzanych przede
wszystkim z utrata ich aktywnosci, a nawet ich degradacja.

641



Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; tom 65: 640-644

System chronigcy komaorki przed RFT

: 5 ;
Pierwszalinia obrony

Przeciwutleniacze nieenzymatyczne

Drugalinia obrony

Enzymy przeciwutleniajace

Ryc. 1.Trzy linie obrony uktadu antyoksydacyjnego

Ponadto duze hydrofilne czasteczki biatek, do ktérych nale-
73 zaréwno katalaza, jak 1 dysmutaza ponadtlenkowa wta-
Sciwie nie przenikaja przez blony biologiczne, co ogranicza
lub wrecz uniemozliwia ich dziatanie ochronne skierowa-
ne przeciwko RFT, ktére powstaja w wyniku przemian we-
wnatrz- i zewnatrzkomérkowych. Przekroczenie bariery
blonowej staje si¢ jednak mozliwe po umieszczeniu enzy-
méw w strukturach (matrycach) lipidowych. Jedng z tech-
nik stabilizacji aktywnosci enzyméw jest zamykanie ich
w strukturze liposoméw [18]. Z pracy Beckmana i Minora
[2] wynika, ze liposomy zawierajace SOD i CAT inkubo-
wane z komérkami Srédbtonka naczyn krwionosnych moga
pokona¢ bariere btonowa komérek. W opisanym doswiad-
czeniu dwugodzinna inkubacja doprowadzita do 44-krot-
nego wzrostu aktywnosci enzymatycznej SOD w komorce.

Liposomy sa czastkami uzyskiwanymi podczas hydrata-
cji fosfolipidow o budowie sferycznej. Mozliwosci ich
powstawania wynikaja z wyjatkowo korzystnego ksztat-
tu czasteczek i wysokiej wartosci indeksu powinowac-
twa do Srodowiska hydrofobowego i hydrofilnego (HLB
— hydrophilic-lipophilic balance), oraz minimalizacji cal-
kowitej energii brzegowej nastgpujacej w czasie zagina-
nia plaskiej dwuwarstwy i tworzenia zamknigtych struk-
tur dzigki czemu wigkszo$¢ fosfolipidow tworzy agregaty
dwuwarstwowe.

Liposomy dzielimy na trzy gtéwne klasy:

1. Wielowarstwowe pecherzyki lipidowe (MLV) wielko-
$ci 200 nm — kilka mikrondéw.

2. Male jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (SUV) wiel-
kosci 25-100 nm.

3. Duze jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (LUV) wiel-
kosci 100400 nm.

Rozwdj badan nad liposomami umozliwit praktyczne wy-
korzystanie zdolnosci zamykania solutéw (np. enzyméw)
w strukturach utworzonych z naturalnych sktadnikéw
bton biologicznych, a wigc obojetnych immunologicznie.
Technologia liposomowa umozliwia wprowadzenie solutéw
do srodowisk hydrofobowych, a nawet do wngtrza komdrek
w sposOb ukierunkowany i kontrolowany. Wprowadzenie
enzyméw umieszczonych w strukturach zamknigtych typu
liposom lub wbudowanych w ich dwuwarstwe lipidowa za-
pobiega m.in. niepozadanym reakcjom i jednoczesnie chro-
ni je przed degradacja, ktérej ulegltyby podczas stosowa-
nia w postaci nieostonigtej. Daje to szerokie mozliwosci
zastosowania ich jako:

* nos$niki substancji bioaktywnych/lekéw,

* no$niki enzyméw m.in. antyoksydacyjnych (dysmuta-
za ponadtlenkowa, katalaza),

e niewirusowe nosniki kwaséw nukleinowych w terapiach
genowych,

* modele blon biologicznych.

Liposomy wykorzystywane, jako nosnik substancji czyn-
nych, musza si¢ charakteryzowac¢ okreslonymi parametrami,
do ktorych zalicza si¢ wielkos¢ pecherzykow lipidowych.
Jako no$nika enzyméw antyoksydacyjnych aplikowanych do-
zylnie lub podskérnie proponuje si¢ wykorzystanie matych
liposoméw o srednicy okoto 110 nm (LUV) skoniugowanych
z glikolem polietylenowym. Taka wielkos¢ liposomu sprzy-
jajego korzystniejszej biodystrybucji, co oznacza mniejszy
stopien akumulacji w watrobie i §ledzionie, a takze wydtu-
za czas cyrkulacji preparatu w uktadzie krazenia w poréw-
naniu do liposoméw o Srednicy 200 nm [4,5]. Drugim pa-
rametrem réwnie istotnym jest rodzaj lipidéw, ktére buduja
dwuwarstwe lipidowa. Liposomy charakteryzuje tadunek
ujemny lub dodatni w zaleznosci od ich elementéw budul-
cowych. Liposomy o tadunku ujemnym znalazty zastoso-
wanie w substancjach czynnych o dzialaniu zewnatrzko-
moérkowym [13]. Liposomy charakteryzujace si¢ dodatnim
tadunkiem sa wykorzystywane w przypadku konieczno-
$ci dostarczania molekul do wnetrza komorki [12,17].
Dodatkowo liposomy moga si¢ charakteryzowaé zawarto-
Scig cholesterolu, ktéry ,,usztywnia” dwuwarstwe lipidowa.

Enzymosomy

Enzymy antyoksydacyjne naleza do makromolekut, dlate-
go tez nie sg zdolne do swobodnego przejscia przez blo-
ny komoérkowe. Jedna z mozliwosci utatwienia transportu
wewnatrzkomoérkowego jest zamknigcie ich w liposomy.
Badania Briscoe’a i wsp. [3] wykazaly, ze skonstruowanie
odpowiednich liposoméw i zamknigcie w nich dysmutazy
ponadtlenkowej spowodowato 6-krotny wzrost wydajnosci
transportu tego enzymu do wnetrza komoérek. Inkubowanie
liposoméw zawierajacych zamknigta w nich dysmuta-
z¢ ponadtlenkowa z kultura komérek nabtonka ptuc pto-
dow szczurzych potwierdzito wzrost aktywnosci (5-krot-
ny) tego enzymu z 7,8 do 40,1 U SOD/mg biatka komérek.

Waznym argumentem przemawiajacym za wykorzystaniem
liposoméw jako no$nikéw enzymow antyoksydacyjnych sa
doniesienia potwierdzajace, ze okres péttrwania zaréwno
katalazy jak i dysmutazy ponadtlenkowej zamknigtej w pe-
cherzyku lipidowym ulega zdecydowanemu wydtuzeniu.
Badania Turrensa [23] i Corvo [6] wykazaly, ze podanie
do krwiobiegu szczuréw katalazy zamknigtej w liposomie
wydtuza jej okres péitrwania z 20 minut do 2,4 godziny
(7-krotnie), natomiast w przypadku dysmutazy z 8§ minut do
4,2 godziny (ponad 30-krotnie). Doniesienie to potwierdzi-
ly inne badania, z ktérych wynika, ze immobilizacja SOD
w strukturze liposomu sprzyja zachowaniu aktywnosci en-
zymu. Wptyw dysmutazy ponadtlenkowej, o ktérej wia-
domo, ze katalizuje reakcje dysproporcjonowania O, do
H,0,, na stres oksydacyjny badano w obecnosci sztucznych
bton lipidowych liposoméw w celu uzyskania podstawo-
wych informacji o systemie zmiatania RFT. SOD traci ak-
tywnos¢ w obecnosci H,0, i jak wykazano ma dwie petle,
ktoérych jedna zawiera o-helis¢ umozliwiajaca interakcje
substratu (O,") z centrum aktywnym zawierajacym Cu(Il).
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Ryc. 2. Enzymosom. Schemat ulokowania sie enzymu w strukturze
liposomu: wewnatrz badz w dwuwarstwie lipidowej

Szczegdtowe badania struktury kompleksu enzymu z nad-
tlenkiem wodoru wykazaty obnizenie aktywnosci enzymu
i ujawnily zwiazek konformacji petli zawierajacej o-heli-
s¢ z aktywnoscia enzymu. Dysmutaza ponadtlenkowa za-
mknigta w liposomy zbudowane z 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-
-glicerolo-3-fosfocholiny (POPC), wykazywata opornos¢
na inaktywacjg przez H,0,, mimo ze zawarto$¢ struktury
a-helisy ulegata obnizeniu. Wykazano réwniez, ze w cza-
sie stresu oksydacyjnego utleniona SOD wchodzi w inte-
rakcj¢ z powierzchnia liposomu [15].

Réwniez immobilizacja katalazy w liposomach prowadzi
do wzrostu jej stabilnosci. Enzym zamknigty w strukturze
liposomu, w poréwnaniu z enzymem wolnym, skuteczniej
rozktadat nadtlenek wodoru, co autorzy doniesienia wia-
73 z ochronnym dziataniem btony lipidowej ograniczaja-
cej masowy kontakt enzymu z substratem i obnizeniem
stopnia inhibicji enzymu wywotanej nadmiarem H,O,.
Przechowywanie katalazy w temp. 4°C, zamknigtej w struk-
turze liposomu zapewnia jej wigksza stabilnos¢ w porow-
naniu do postaci wolnej tego enzymu [25].

Bardziej zaawansowang strategia w technologii liposomo-
wej jest wbudowywanie enzyméw w dwuwarstwe lipidowa.
Wymaga to jednak ich wczesniejszej modyfikacji polega-
jacej na nadaniu biatku wiasciwosci hydrofobowych [11].
Dysmutaze ponadtlenkowa poddaje si¢ chemicznej mody-
fikacji poprzez kowalencyjne taczenie taiicuchéw kwaséw
thuszczowych z dostgpnymi grupami €-aminowymi tego en-
zymu. Ta metoda acylowania prowadzi do powstania nowe;j
jednostki (AC-SOD) z innymi wtasciwosciami fizykoche-
micznymi w poréwnaniu do SOD. System, w ktérym enzym
wbudowany jest w dwuwarstwe lipidowa nosi nazwe enzy-
mosomu [11]. Skuteczno$¢ enzymosomu, ktérego gtéwnym
sktadnikiem byta dysmutaza ponadtlenkowa potwierdzono
w badaniach nad reumatoidalnym zapaleniem stawéw, pro-
wadzonych in vivo na szczurach. Badania te wykazaty, ze
zmodyfikowana dysmutaza ponadtlenkowa jest zdolna do in-
korporacji w strukturg lipidowa liposomu, gdzie przewaznie
wystepuje na zewngtrznej powierzchni czastki liposomu, co
oznacza, ze jej aktywnos¢ jest skierowana do Srodowiska ze-
wnetrznego. Zmodyfikowany i wbudowany w strukture li-
posomu enzym charakteryzowat si¢ wigksza efektywnoscia
w zmniejszeniu obrzegku stawéw po podaniu preparatu [10].

Niesman i wsp.[16] przeprowadzili doSwiadczenie z nowo
narodzonymi szczurami, u ktérych zdiagnozowano wczesna

retinopati¢. Sprobowano spowodowaé wzrost aktywno-
Sci siatkbwkowej dysmutazy ponadtlenkowej poprzez
wewnatrzotrzewnowe podawanie egzogennej dysmutazy
ponadtlenkowej zamknigtej w liposomach. Jednej grupie
podawano dwa razy dziennie liposomy zawierajace egzo-
genny SOD, natomiast drugiej grupie podawano liposomy
z sola fizjologiczna. Dodatkowo w kazdej z grup, czgs¢
szczuréw byta trzymana w atmosferze zawierajacej 80%
tlenu, a czg$¢ byta trzymana w atmosferze pokojowej, za-
wierajacej 21% tlenu. Zwierzgta trzymane w atmosferze
zawierajacej 80% tlenu miaty znaczaco obnizony poziom
aktywnosci siatkéwkowej SOD w 6 dniu zycia w poréw-
naniu do zwierzat trzymanych w atmosferze pokojowe;j.
W 6 dniu, po codziennej suplementacji, aktywnos¢ siat-
kéwkowej SOD znaczaco wzrosta, a takze zostata zredu-
kowana zawartos¢ wzbudzonego tlenu. Podawanie egzo-
gennej SOD nie wykazato szkodliwego dziatania w zadnej
z grup. Doswiadczenie to wykazato korzystne dzialanie
podawanej egzogennej dysmutazy ponadtlenkowej za-
mknigtej w liposomach na komorki siatkowki oka i dzig-
ki temu stalo si¢ potencjalng strategia w terapii wcze-
snej retinopatii.

Doswiadczenia prowadzone na hodowlach komérek $réd-
btonka aorty i szczurach, poddanych dziataniu 95-100%
tlenu wykazaty, ze dodanie enzymosomoéw zawierajacych
SOD powodowato 15-krotny wzrost swoistej aktywnosci
komérkowej SOD. Natomiast podawanie szczurom doustro-
jowo mieszaniny enzymosoméw zawierajacych SOD i CAT
spowodowato 4-krotny wzrost aktywnosci enzymoéw pluc-
nych, a takze wydtuzenie ich okresu péttrwania. W istotny
sposob zapobiegaty toksycznemu wplywowi tlenu w wa-
runkach in vivo [8]. Baker [1] wykazal, ze podanie enzy-
mosoméw zawierajacych SOD i CAT poprzez inhalacje,
powoduje wzrost aktywnosci tych enzymow w pecherzy-
kach ptucnych typu II, przy czym wzrost aktywnosci SOD
obserwujemy po 4 godzinach od podania, a powr6t do po-
ziomu kontrolnego po 24 godzinach. Natomiast w przypad-
ku katalazy po uptywie 24 godzin jej aktywno$¢ wciaz po-
zostaje znaczaco podwyzszona.

Enzymosomy zawierajace katalaze (160U) znalazty za-
stosowanie w zapobieganiu powstawaniu, wynikajacych
z toksycznego wptywu tlenu, chronicznych zmian w ptu-
cach miodych szczuréw. Chronia one zaréwno naczynia
jak i miazsz ptuc [21].

Badania Tanswella i wsp. [20] wykazaty, ze podawanie do-
ustrojowo enzymdw antyoksydacyjnych zamknigtych w li-
posomach nowo narodzonym szczurom, zwigksza ich prze-
zywalnos¢ z 40 do 71% w atmosferze 95% O,.

Badania prowadzone nad mozliwoscia wykorzystania en-
zymosoméw zawierajacych SOD w leczeniu reumatoidal-
nego zapalenia stawéw wykazaty, ze sktad i wielkos¢ li-
posoméw maja decydujacy wptyw na okres pottrwania
enzymosoméw w krwiobiegu i ich efektywnos¢. Lepsze
okazatly si¢ mate liposomy (110 nm) w poréwnaniu z du-
zymi (450 nm) [4], zbudowane z PEG-DSPE zmniejszaja
8-krotnie wyciek substancji zamknigtej wewnatrz liposo-
mu [5]. Mate liposomy maja 17-krotnie wigksza zdolnos¢
absorpcji w miejscu stanu zapalnego, a SOD w nich za-
mknigta wykazuje wigksza aktywnos$¢ w poréwnaniu z du-
zymi liposomami [4].

643



Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; tom 65: 640-644

Enzymosomy znalazly zastosowanie réwniez w radiotera-
pii, poniewaz badania Lamproglou wykazaty, ze podawa-
nie SOD zamknigtych w liposomach zmniejsza negatywne
skutki terapii, zwigzane z powstawaniem wyniszczajace-
go ,,stresu oksydacyjnego” [14].

Dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza, zamknigte w struk-
tury liposomowe, daja duze mozliwosci wykorzystania
w terapii chordb, ktérych nastgpstwem jest pojawienie
si¢ wolnych rodnikéw. Podawanie takich enzymosomow

PismiennicTwo

pobudza wtasny system antyoksydacyjny do wytwarza-
nia antyoksydantéw, uzupelnia réwniez ich braki poprzez
dostarczenie ich z zewnatrz. Dzigki wciaz doskonalonym
technikom liposomowym mozemy w sposéb bardzo wy-
dajny dostarcza¢ enzymy do organizmu, poniewaz dwu-
warstwa lipidowa chroni ich aktywnos$¢ i zapewnia wigk-
sza stabilnos¢ w poréwnaniu do wolnej postaci enzymu,
a tym samym juz niewielka ilos¢ enzymu pozwala osia-
gnaé zamierzony efekt.
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