Влияние иммобилизации каталазы в гели хитозана на кинетические параметры фермента
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Заживление ран – сложный физиологический процесс, важный для гомеостаза тканей. При открытых ранениях в области повреждения образуются активные формы кислорода (АФК) [1]. Основная функция АФК при воспалительных процессах – защита организма от различных бактериальных и грибковых инфекций, а также участие в качестве медиаторов внутриклеточных сигнальных путей и индукции иммунного ответа организма. Однако, если воспалительная фаза длится долгое время (например, при ожоговых ранах или у пациентов с сахарным диабетом), то концентрация агрессивных форм АФК начинает превышать допустимую норму [2]. В свою очередь высокие концентрации H2O2 (>0,05 мМ), являющаяся промежуточным метаболитом большинства АФК, в области ранений вызывают апоптоз фибробластов. Поэтому эффективная терапия незаживающих ран требует поддержания АФК в постоянных пределах с применением различных антиоксидантов. Наиболее удобным типом материала для терапии ран являются гели.
В данной работе были разработаны подходы по физической и химической иммобилизации каталазы в гели хитозана (Mr = 5 кДа и 190-375 кДа). Для физической иммобилизации каталазы были использованы гели хитозана и гели, сшитые с помощью глутарового альдегида. Ещё два образца были получены посредством химической иммобилизации фермента на гели хитозана с помощью восстановления основания Шиффа при окислении полисахаридов периодатом натрия.
Согласно полученным результатам, процент включения каталазы в гели составляет более 95% и 60-90% для физической и химической иммобилизации соответственно. Кинетические параметры были определены по пероксидазной активности, посредством изменения интенсивности поглощения H2O2 при 240 нм (абсолютная активность образцов определялась по А.Н. Баху и А.И. Опарину, кинетические параметры - по методу Аеби). Иммобилизация во всех случаях приводит к снижению каталитической активности; среди полученных образцов наибольшую активность проявил образец после физической иммобилизации на основе сшитого высокомолекулярного хитозана.
Высвобождение физически иммобилизованной каталазы из гелей были исследованы в течение суток при 33°С в фосфатном буфере (рН 7,4). Показано, что за 24 ч для образца на основе 5 кДа хитозана наблюдается 25% высвобождения каталазы, а для образца на основе 190-375 кДа хитозана – 55%. В случае образца на основе сшитого низкомолекулярного хитозана за то же время высвобождение белка проходит на 27%, а в случае сшитого высокомолекулярного хитозана – 40%.
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