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1. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Balogh-Weiser Diandnak témavezet6i munkajaért,
szakmai tanacsaiért, valamint a tudomanyos munkam lektoralasaért.

Kiemelt koszonettel tartozom Toth Gergo Daniel konzulensemnek elhivatott tamogatasaért
és szakszerl iranymutatasaért. Mindig rendelkezésemre allt, barmikor kerestem kérdéseimmel.
Tiirelmes, baratsagos hozzaallasa folyamatos motivaciot adott, ami miatt nemcsak szak-
mai fejlédésem valt lehet6évé, hanem sokat tanulhattam a problémak megkozelitésének
gyakorlati mddszereirdl is. Koszonom a bizalmat, a tanacsokat és a batoritast, amelyek
nagyban hozzajarultak a munkam elkésziiléséhez.

Tovabba koszonetet szeretnék mondani Dr. Ender Ferencnek, akinek itmutatasa nélkiil
nem kertiltem volna ebbe a befogadé kutatocsoportba.

Végiil szeretnék koszonetet mondani a Bioorganikus Kémiai Kutatocsoport minden

tagjanak, akik az elmult 2 évben hozzajarultak a szakmai munkam fejlodéséhez.



2. Bevezetés

Szamos olyan megbetegedés 1étezik, aminek hatterében enzim diszfunkcié vagy az en-
zim hidnya 4ll. Ezek kezelése sordn gyakran alkalmaznak enzim helyettesitéses terapiat [1,
2]. A terdpia sordn az alacsony aktivitasu vagy hidnyzé enzimeket kiviilrél juttatjék be
a szervezetbe, ami valtozatos adminisztraciés ttvonalon térténhet meg (pl.: per os vagy
intravenalis). Az altalunk kutatott diamino-oxiddz (DAO) enzim (EC 1.4.3.22) felel6s a
szervezetben felhalmozodott hisztamin lebontasaért, mely alulmiikodése esetében hiszta-
min az egyén szervezetében intolerancia alakul ki. A hisztamin intoleranciaban szenvedo
betegek nem képesek elegendé DAO termelésére, melynek kovetkeztében a szervezetiikben
felhalmozédo hisztamin allergiaszert krénikus idegrendszeri és gasztroenteralis tiinetek
és gasztrointesztinalis panaszok kialakuldsat idézi elS[3, 4]. A hisztamin intolerancia ke-
zelésére mar jelenleg is kaphatdk piaci forgalomban étrend kiegésziték (DAOfood Plus®
kapszula, Daosin étrendkiegészité tabletta), azonban ezen termékek palettdja igencsak
szukos.

A hisztamin intolerancia kezelését célz6 modern készitmények kozott a szakirodalom
szerint igéretes potenciallal kecsegtetnek a DAO tartalmi a szukréz alapu tablettak, a
karboximetil keményito tablettak, valamint az enzim szérumkénti alkalmazasa is[5-7].

A korabban felsorolt eljarasokhoz mellett a modern nanoformulécids technikak is igéretes
alternativat nydjthatnak korszerit DAO terapias készitmény elallitasara. Ezek egy jelentos
képviseldje az elektrosztatikus szalképzés, melynek segitségével gyorsan és koltséghatékonyan
allithaté elo kiemelkedOen nagy fajlagos felilletii nanoszalas szerkezet. Ez eljaras soran
az létrehozott szovedék képes mind a feliiletén megkdtve, mind pedig a szélak belsejébe
zarva enzimeket rogziteni, mindekozben jelentésen fokozza azok stabilitdsat és aktivitasat,
anélkiil, hogy az enzimet éré formuldciés stressz rontana a biokatalitikus aktivitdson[8].

A kutatémunkank célja egy 1j, nanoformulélt DAO-tartalmi enzimkészitmény kifej-
lesztése. A DAO enzimet elektrosztatikus szalképzéssel eléallitott poli(vinil-alkohol) (PVA)
nanoszalakba csapdazzuk. Munkank soran optimalizaljuk a szalképzés paramétereit, és
tanulmanyozzuk a nanoszalak belsejébe dgyazott enzimek hatasat a szalképzési folya-
matban nyert készitmények szerkezetére. Vizsgdljuk tovabba a szalképzéshez hasznalt
prekurzor elegyek viszkozitasat rotacids viszkoziméter segitségével. A szalképzés soran

képzodott rendezetlen szovedék morfologidjat fénymikroszképpal, illetve pésztéazéd elekt-



ronmikroszképpal elemezziik. A nanoszalak kezelhet6ségét és viselkedését mechanikai be-
hatasokkal szemben szakitogéppel teszteljiik. Igazoljuk az enzim jelenlétét Raman spekt-
roszképia segitségével. A nativ és a rogzitett DAO aktivitasat UV-Vis spektrofotomet-
rids médszerrel vizsgaljuk, 6sszehasonlitva a kereskedelmi forgalomban hozzaférheté DAO-

tartalmu készitményekkel.



3. Irodalmi osszefoglalé

3.1. Hisztamin

A hisztamin a biogén anyagok csoportjaba tartozé nitrogéntartalmi heterociklusos
vegyiilet, mely tobb él6lény szervezetében is megtaldlhaté[9]. Felfedezése 1910-ben Sir
Henry Dale nevéhez fliz6dik[10]. Az emberi szervezetben legfébb el6forduldsi helye a
hizésejtekben talalhato, itt zajlik a termelése és raktarozasa is. Ezeken kiviil szdmos
sejtben megtalalhato a vegyiilet, ilyenek a trombocitak, hipotalamikus magvainak hisz-
taminerg neuronjai, bazofil és neutrofil granulocitak, enterokromatffin jellegl sejtek, és az
enterokromaffinsejek. A hisztamin szamos feladatot 1at el a szervezetben. Szerepet jatszik
az izomosszehuzodasban, az immunvalasz kialakitasaban, a gyulladéasi folyamatokban, a
vérnyomas ingadozas és a gyomorsav termelésének szabdlyzasban, valamint az erek per-
meabilitdsdnak megvaltozasaban. A szervezetben szamos helyen talalhato kiilonbozo funk-
cidju hisztamin receptor, ezért hatdsat neurotranszmitterként is kifejtheti[11, 12].

Kiemelend6 hisztamin receptorok [13-15]:

e H1 receptor: Fokozza a viszketést, a fajdalmat, az értagulatot, az érrendszeri per-
meabilitast, a hipotenzidt; a kipirulast, a fejfajast, a tahikardiat, a horgdsziikiiletet,
a léguti vagus afferens idegek és a kohogési receptorok stimulacidjat; csokkenti az

atrioventricularis csomépont vezetési idejét.

e H2 receptor: Befolyasolja a bél transzportfolyamatainak mechanizmusait. Noveli a
gyomorsav szekréciot, az érrendszeri permeabilitast, hipotenzidt, kipirulast, fejfajast,
tachikardiat, kronotrdp és inotrép aktivitast, horgétagulast, nydlkatermelést (1égutak

esetében).

e H3 receptor: Foként az agyban van jelen. Szerepet jatszik a bioritmus kialakitasaban,
szabalyozza a testhot, valamint segiti bizonyos tapanyagok és a viz felvételét. Meg-

akaddlyozza a tulzott horgészikiiletet.

e H4 receptor: Gyulladasi és immunoldgiai szereppel rendelkezik. Elosegiti a mye-
loblastok és promyelocitédk differencialédésat.
A hisztamin keletkezése hisztidin-dekarboxildz-enzim (HDC) segitségével jon létre,

mely sordn a hisztidin aminosav dekarboxilalodik. A kialakult termék négy kiilonbo6z6
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uton bomlik le kiilonb6z6 melléktermékek jelenlétében. Ez a négy folyamat az acetilezés, a
metilacio, az oxidativ dezamindcié és a hidroxilezés. Ezek kozil a szervezetben leggyakrab-
ban oxidativ dezamindcid jatszodik le, mely soran diamino-oxiddz (DAO) és monoamino-
oxiddz (MAQO) viz és oxigén jelenlétében dezamindlja a hisztamint. Az emlitett bomldsi

folyamatok az 1. abrén lathatéak [16-20].

Hisztidin

Imidazol-

Hisztamin )
acetaldehid
Aldehid Aldehid
dehihrogenaz dehihrogenaz

N-metilimidazol-
acetat Imidazol-acetat

N-metilhisztamin

1. dbra. Hisztamin oxidativ dezaminacioval végbemend bomlasi itvonalai. HDC: hisztidin-

dekarboxildz-enzim, MAO: monoamino-oxiddz, DAO: diamino-oxiddz[20]

3.2. Hisztamin intolerancia

Szervezetiinkben a diamino-oxiddz (DAO) felelés a hisztamin lebontasaért. A hiszta-
min felszabadulhat endogén modon, vagy taplalkozas soran bizonyos ételek fogyasztasakor
kiilsoleges exogén uton kertll be a szervezetbe. Egy egészséges ember képes lebontani azt
a mennyiségii hisztamint, amire a szervezetnek fiziologias kortilmények kozott mar nincs
szitksége. Amennyiben a DAO képzdédésében hiba 1ép fel, annak termelddése részlegesen
vagy végleg ledllhat. Ennek kovetkeztében a DAO enzimatikus miikodése legyengiil, vagy
esetleg teljes egészében elmarad, a hisztamin lebontasa jelentésen lelassul, bizonyos ese-
tekben le is allhat, melynek kovetkeztében a hisztamin felhalmozédik a véraramban. A
klinikai tiinetek legnagyobb hényadéat a folyamatosan magas koncentracion 1évé hiszta-
min okozza. A hisztamin intolerancia kérképe valtozékony. Leggyakrabban allergias tiine-

tekrol szamolnak be a paciensek. Csokkent enzimaktivitdas esetén ezek a tiinetek magas



hisztamintartalmu ételek fogyasztdsakor jelentkeznek, amik gyakran a frissességiiket el-
vesztett élelmiszerekben taldlhatoak vagy olyan gyogyszertari készitmények fogyasztasa
esetén, amik elGsegitik a hisztamin felszabadulasat a szervezetbol. A hisztamin intoleran-
cia a népesség kortilbeliil 1%-4t érinti, els6sorban kozépkoru férfiak és nék korében. A be-
tegséggel jaro tliinetek hasonldak mas allergias reakcidkhoz, illetve egyéb, az 1. tablazatban

felsorolt tiinetekhez, ezért felismerése nehéz és félreérthetd.[11, 13, 16, 21, 22].

1. tablazat. Hisztamin intolerancia soran lehetségesen kialakulé tiinetek csoportositasa

kiilonboz6 fiziologids szempontok alapjan. [11, 13, 16, 21, 22]

Erintett teriiletek Tiinetek
Emésztorendszeri problémak puffadas, hasfajas, hasmenés, gyomorégés, hanyas, reflux, émelygés
Bértiinetek viszketés, vorosodés, kititések
Kardiovaszkularis tiinetek szivritmuszavar, ingadoz6 vérnyomés
Vegetativ tiinetek fokozott izzadas, h6hullamok
Idegrendszerrel kapcsolatos tiinetek fejfajas, migrén, szédiilés, eszméletvesztés

Léguti panaszok tiisszogés, 1égszomj, asztmaszerii tiinetek, orrfolyas, kohogés
Menstruacié gyakori menstrudciés zavarok

Odéma képzodés leggyakrabban szemhéj 6déma

Kroénikus tiinetek faradtsdgérzet, alvési zavarok, depresszid, szorongés

3.2.1. A hisztamin intolerancia kezelése

A hisztamin intolerancia kezelése tobb modon lehetséges, bar végleges gyodgyulast
egyik sem nyujt. A terdpia meghatarozo része a diéta, amit a paciens allapotdnak meg-
felel6en allitanak Ossze. Ezt nevezik az ”Arany-standard” terapias utnak. A diéta soran
a paciensnek keriilnie kell a magas hisztamin tartalmu ételek fogyasztasat, mint példaul
a fermentalt termékek, tenger gyiimolcsei, széja termékek, érlelt sajtok, tej, hiivelyesek,
avokadd, banan vagy a csokolddé[19, 23]. A felsoroltak helyett pedig alacsony hisztamin
tartalmu ételek fogyasztdsa idedlis, mint példaul a kenyér, rizs, tojas, méz, stb [23]. Enyhe
tlinetek kezelése lehetséges tovabba antihisztamin tartalmu készitményekkel, példaul cet-
irizinnel[24][25]. Amennyiben a diéta nem célravezetd, érdemes figyelembe venni a szerve-
zetben termelt diamino-oxidaz enzim miikodését esetlegesen befolyasold gydgyszerkészitményeket,

ha a péaciens ilyen tipusu készitményeket szed, akkor a terdpia médositasa javasolt. Ezek a



készitmények lehetnek fajdalomesillapitok, mint az Aszpirin, a Naproxen, vagy az Ibupro-
fen. Antibiotikumok, mint a tetraciklin. Tovabba antipszichotikumok, antidepresszansok
és egyéb gydgyszerkészitmények, mint a Verapamil vagy a Cimetidin [26, 27]. A hisztamin
intolerancia kezelésében megoldast nytjthat az exogén forrasbol bejutatott diamino-oxidaz

(DAO) tartalmu gydgyszerek vagy étrendkiegésziték alkalmazasa. [28].

3.3. Enzimbhelyettesit6 Terdpia (Enzyme Replacement Therapy)

Az emberi szervezetben el6fordul, hogy az enzimek hibasan, vagy alulmiikodnek. Ezek
kivalté oka leggyakrabban valamiféle genetikai rendellenesség. A hidnyos miikodésu enzi-
mek kovetkeztében fellépo élettani elvaltozasok tlineti kezelésére elterjedten alkalmaznak
Enzim Helyettesitéses Terapiat (ERT)[29]. A terdpia sordn az alacsony aktivitasi vagy
hianyzé enzimeket kiilso forrasbol juttatjak be a szervezetbe. Ez megtorténhet tobbféle
adminisztréciés utvonalon, mint példdul szdjon &t torténd (orélis) gyogyszerformuldkkal
(Migalastat [30]), vagy intravénds injekciéval (pl.:Vimizim, Elaprase, Aldurazyme[29])[31].
A gyogyszerformuldk és tapalékkiegészitok alkalmazasa kevésbé silyos esetekre jellemzé.
Ilyen lehet a hasnydlmirigy alulmiikodés (EPI-exocrine pancreatic insufficiency), hisz-
tamin intolerancia vagy példdul a lakt6z intolerancia kezelése[32]. Silyosabb esetekben
intravénds injekciét alkalmaznak. Ilyen lehet példaul a Gaucher-kor (f5-gliikkoziddz en-
zim miikodésének zavara), a Fabry-kér (béta-galaktoziddz miitkodésének zavara) vagy az
MPS (Mucopolysaccharidosis) (IDUA (a-L-Iduronidase) enzim hidnya)[32]. Az MPS t&bb
fajtajat kiillonboztetjitk meg. Ilyen az MPS I (Hurler, Hurler-Scheie, Scheie szindréoma),
MPS II (Hunter szindréma), MPS IV A (Morquio A szindréma) vagy a MPS VI (Maroteaux-
Lamy szindréma). Ezek a szindromdk hatdssal lehetnek az iziiletekre, a szivre, a latésra,

a novekedésre, az dlloképességre, a légzérendszerre, vagy az immunrendszerre. [32-34]

3.3.1. Diamino-oxidaz, mint potencialis terapias enzim

A diamino-oxidaz a 2. dbran lathaté réz tartalmi enzim (AOC, amine oxidase copper-
containing 1), melynek feladata diamino vegyiiletek, mint példdul a hisztamin, illetve
néhany primer monoamin oxidacidja . Szekunder és tercier aminok esetén aktivitassal
nagyon kis mértékben vagy egyéltalan nem rendelkezik [35, 36]. Az enzim az emberi

szervezetben az AOC1 (AOC, amine oxidase copper-containing 1) génen kédolédik [37].



Legfobb feladata az emberi szervezetben a hisztamin lebontasa, melyet viz és oxigén je-
lenlétében katalizdl [3]. A DAO elsGsorban a bélhdmsejtekben szabadul fel, ahol a plaz-
mamembranhoz kapcsolédé vezikuldkban tarolédik[36-38]. Ez a lokalizdci6 lehet6vé te-
szi a gyors szekréciot a véraramba. Tovabba a vékonybélen kiviil a vesében, valamint
terhesség esetén a placentdban taldlhaté meg[16, 39]. A vesén belill a DAO a plazma-
membran vezikularis struktiraiban tarolédik, kiillonosen a vese epithelsejtekben. Ez a lo-
kalizacié arra utal, hogy a DAO nemcsak a hisztamin metabolizmusban, hanem a vese
miikodéséhez kapcsolddd egyéb fiziologiai folyamatokban, példaul a gyulladasban és az
immunvalaszokban is szerepet jatszhat[40]. Az enzimet t6bb 1ton is izoldltak mér, tobbek
ko6zott 16babbdl, sertésvesébdl és kiilonbozé mikroorganizmusokbdl [35, 36]. Szamunkra a
sertésvesébdl izolalt a legfontosabb, hiszen ezt alkalmazzak legtobbszor kereskedelmi forga-

lomban kaphaté DAO tartalmi enzimkészitményekhez (példaul DAOSIN,DAOFOOD+-).

2. dbra. Human diamino-oxidaz homodimer kristalyszerkezete, molekulatomege 180-186
kDa, mérete 2,5 A (PDB:3HI7) [13, 41]
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DAO tulajdonsagai

A kiilénboz6 forrasbdl izolalt enzimek pH optimumai kozel azonos tartomanyba esnek
kisebb eltérésekkel. A 16babbdl izolalt mintak esetén a pH optimum 6-os pH értéken
talalhat6. Az emberi belekbdl izolalt enzim aktivitasa hisztamin szubsztrat bontasakor
6,4-6,5 pH értékeken a legnagyobb. Putreszcin bontasa esetén az enzim aktivitasa 6,6-7
pH értékeken mérhetd leginkabb([42-44].

Homérséklet tekintetében a kiilonb6zo mdédon izolalt enzimek tulajdonsdgai eltérnek.
Az emberi enzim optimuma 37 °C; a 16babbdl izolalt enzim optimuma 35-45 °C' (~ 40°C).
Eredettdl fiiggetleniil a DAO aktivitdsa 45 °C' felett csokken és 60 °C' koriil elvész[43, 44].

Az emberi belekben talalhaté DAO 180-186 kDa 6ssztomegli. Az érték két alegység
tomegébdl, amik egyenként 90-92 k Da, valamint az enzim réztartalmabol tevodik 6ssze. Az
allati eredetit DAO enzimek hasonlé tomeget mutatnak. Ezzel szemben a névényi eredetii

16babbdl kinyert enzim molekulatémege csupan 121 kDa[43].

3.4. Enzim formulalasi mdédszerek

Az enzimek olyan bioldgiai katalizatorok, amelyek felgyorsitjak a szervezet életfenntartasahoz
elengedhetetlen biokémiai reakciokat, mikozben csokkentik a reakciok aktivalasi ener-
gidjat, majd a reakcié utédn eredeti allapotukat visszanyerve ujra felhaszndlhatok. [45].
Miikodésiikhoz optimalis hémérséklet- és p H- tartomany, valamint megfelel6 enzim-szubsztrat
arany sziikséges. Ilyen koriilmények kozott az enzimek miikodése maximaélis aktivitas ki-
fejtése mellett zajlik. Az optimélistol eltéré koriilmények (magas hémérséklet, megvaltozott
kémhatds, megvéltozott ionkoncentracio) befolyasolhatjak az enzim molekuléris strukturéjat,
ami miatt elveszithetik a szubsztrathoz valé kotodés képességét, mely az aktivitas csokkenéséhez,
vagy elveszitéséhez vezet[46].

Az enzimek formulalasara szamos metodus talalhato. Az enzimek szilard fazisu tartésitasara
legelterjedtebben alkalmazott liofilizalassal por allagi készitményhez juthatunk, mely-
nek vizben torténd feloldasaval enzim oldatokhoz juthatunk. Emellett lehetséges, hogy
az enzimeket valamilyen hordozé (carrier) nanorészecskékhez rogzitsiik. A rogzitéshez
szildrd hordozdkat alkalmaznak, amik megfelels tulajdonsigokkal (magas fajlagos feliilet,
mechanikai stabilitds, porézus szerkezet, kémiai stabilitds stb.) rendelkeznek az enzimek

rogzitéséhez. A rogzitési eljarasokat leggyakrabban a hordozé és az enzim kozott kialakuld
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kolesonhatéas tipusa szerint szokds osztalyozni. Ez alapjan megkiilonboztetiink adszorp-
cion és elektrosztatikus vonzason alapuld eljarasokat, csapdazast, affinitas kolesonhatason
alapulé eljarasokat, kovalens kotésen alapul6 eljarasokat és kerszetkapcesolast[47]. Az aldbb

bemutatott enzimrogzitési eljardsok osszefoglaldja a 2. tablazatban lathato.

3.4.1. Adszorpcidén és elektrosztatikus vonzason alapulé eljarasok

A két eljaras nehezen elkiilonithet6 egyméstol. Mindketté gyenge masodrendii kolesonhatasokor
alapul, mint a Van- der Waals erék vagy az elektrosztatikus vonzas. Ezen eljarasok elénye,
hogy az enzimeket minimalis szerkezeti valtoztatas nélkiil szilard hordozéhoz lehet re-
verzibilisen kotni. Hatranyuk viszont, hogy a mésodrendii kolcsonhatasok a kornyezeti
paraméterek valtozasaira érzékenyek, ezért az ionerosség, a pH és a homérséklet valtozasa
a kotések felbomlasdhoz vezethet, ami az enzimtomeg elvesztését jelenti ezzel pedig az

aktivitds csokken [47, 48].

3.4.2. Kovalens kotésen alapulé eljarasok

Az eljaras soran, annak nevébol adéddan a hordozé és a rogziteni kivant enzim kozott
kovalens kotést hozunk létre. Ezt valamilyen keresztkapcsolé molekula hasznélataval tud-
juk elérni. Ilyen keresztkapcsold molekula lehet példaul a glutaraldehid. Az eljaras elénye,
hogy erds és stabil kotéseket hoz létre, amelyek ellenallnak a lemosdédasnak és a dena-
turacidnak, viszont a kialakulé kovalens kotések valtoztathatnak az enzim szerkezetén,

ezért annak katalitikus aktivitdsa csokkenhet [47, 49, 50].

3.4.3. Affinitas kolcsonhatason alapulé eljarasok

Az eljaras soran a szilard hordozé feliiletén 1é6vé funkeids csoportokat gy modositjak,
hogy az a rogziteni kivant enzim geometriai komplementere legyen. Az eljaras elénye,
hogy a kialakul6 specifikus kélcsonhatdsok hasonlé stabilitdssal birnak, mint az elsérend
kotések. Emiatt enzimveszteséggel sem kell szamolnunk. Az ilyen hordozdk eléallitasa vi-
szont rendkiviil koltséges, mivel minden rogzitend6 enzim esetén kiilonbozo funkcids cso-

portokat kell kialakitani [47, 51].
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3.4.4. Keresztkapcsolas

Keresztkapcsold reagensek (pl. : glutdrladehid) alkalmazasaval az enzimmolekuldk kézott
kovalens kotést alakitunk ki. Ennek kovetkeztében enzimaggregatumok és enzimkristalyok
jonnek létre. Az eljaras elénye, hogy az elsérendii kotések miatt az enzimek stabilitdsa ma-
gas és nem lép fel enzimveszteség, tovabba nincs sziikség hordozé részecske alkalmazasara.
Hatranya pedig, hogy a kotések miatt az enzim katalitikus tulajdonsagai valtozhatnak,

valamint az alkalmazott reagensek altalaban toxikus hatastak [51, 52].

3.4.5. Csapdazas, kapszulazas

Az csapdazas és a kapszulazas kritikus technikdk az enzimek immobilizaldasdban. Fo-
kozzak az enzimek stabilitdsat és megkonnyitik a kiilonboz6é alkalmazasokban vald fel-
hasznalasukat. Bar ezeket a kifejezéseket gyakran felvaltva hasznéljdk, a médszertan és az
alkalmazas tekintetében finom kiilonbségeket is jelolhetnek.

A csapdazas magaban foglalja az enzimek immobilizalasat szilard vagy gél matrixban,
lehetoveé téve szamukra, hogy aktivak maradjanak, mikozben mozgéasuk fizikailag korlatozottak.
A moédszer soran nem alakul ki elsérendii kémiai kotést az enzim és a hordozé méatrix
kozott, viszont a szerkezetet mdasodrendi kotések stabilizalhatjdk [53, 54]. Az eljards
elonye, hogy fokozza az enzimek stabilitasat, igy azok ellenallobba valnak a kornyeze-
ti valtozasokkal, példaul a homérséklet- és pH-ingadozasokkal szemben. Lehetové teszi
az enzimek konnyebb elvalasztasat a reakcidelegyekbol, ami megkonnyiti az ipari alkal-
mazasokban val6 ujra felhasznalasukat[53, 55]. Az eljards legnagyobb hatranya, hogy az
altalunk alkotott hordozé matrix diffizids gatat képez. Ennek kovetkeztében csokkenti az
enzim és a szubsztratum kapcsoldéddsdnak esélyét és gatolja a termék kilépését [47].

A kapszulazas a csapdéazashoz hasonld, ellenben kifejezetten az enzimek membranrendszerbe
zarasara vonatkozik. Ez egy meghatarozott mikrokornyezetet hoz 1étre, amely védi az enzi-
meket, mikozben lehetové teszi a szubsztratok befelé és a termékek kifelé torténd diffuzidjat
[56]. Mindkét médszer kulcsfontossdgi az enzimek teljesitményének optimalizéldséhoz a
biokatalizistol a kornyezeti karmentesitésig, valamint jelentésen hozzéjarulnak az ipari fo-

lyamatok hatékonysagahoz és fenntarthatésdgdahoz [57].
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2. tablazat. A leggyakoribb enzimrogzitési eljarasok elonyeinek és hatranyainak attekintése

Rogzités modja El6ny 6k Hatranyok
*  Megvalositasa egyszeri és
koltséghatékon; * Alacsony reakcidspecifikussa
Adszorbcids/elektrosztatikus & v ) P &
kolesonhatas . a . ,
* Az enzim nem esik at *  Enzimveszteség

kémiai modositason

*  Minimélis enzimveszteség
+  Sziikséges a hordozd kémiai
* Az enzim stabil kotésekkel modositasa
" inreverzibilisen rogzitheto
Kovalens kotés e .
» Irreverzibilis kotések is
*  Er6s elsorendii kotés létrejohetnek, melyek gatoljak az
kialakulasa az enzim és a ismételt felhasznalast

hordozodja kozott

*  Komplikalt, draga megvaldsitas

» . 3 * Az enzimben specifikus csoportok
* Reakcidspecifikussag . o o
jelenlétének sziiksége

kiemelked6
Affinitas
*  Csokkenhet az enzimaktivitas
+  Gyors
*  Sztérikus médosulasok
kovetkezhetnek be az enzimen
*  Problémak diffazié soran
*  Alacsony
katalizatorveszteség *  Komplikalt megvaldsitas
Keresztkapcsolas * Az enzim stabil kotések * Az enzim kémiai médositason esik
révén rogzil at
* Nem sziitkséges hordozd +  Koltséges (kizardlag fehérjék
felhasznalasa)

* Nagyfokt stabilitas
gyloka s s « Jelentés diffiiziés gat

Csapdazas, kapszulazas . o,
* Az enzim nem esik at , o o

S *  Meéretnovelése komplikalt
kémiai médositason
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3.5. Elektrosztatikus szalképzés

A nanotechnoldgia kiemelked§ szerepet jatszik a gyogyszeriparban a gyogyszerhordozdk
el6éllitasa soran [58]. Az elektrosztatikus szalképzés napjainkban egy rohamosan feltérekvo
nanoanyag eloallitasara képes technolégia. Ennek oka, hogy alkalmazasaval specifikus
segédanyagok alkalmazasa nélkiill magas minoségi, nagy fajlagos feliiletli, szubmikronos
atméroji polimer szalak allithaték eld, amik felhasznalhatok hatdéanyagok rogzitésére,
fehérjék vagy més bioanyagok tartdsitdséra, illetve gyogyszerhordozok eléallitdséra [59].
A technoldgia soran magas fesziiltségli elektromos tér alkalmazasaval oldat vagy olvadék
allapotban 1évo polimerekbdl nanoszalak szintetizalhatok. A magas fesziiltséget altalaban
zart térben hozzak létre, ahogy 3. abran is lathato. A polimer oldatot az elektromos tér ma-
gasabb potencidllal rendelkezo6 oldalan elhelyezkedd emitter tii hegyén egyenletes aramlési
sebességgel pumpaljuk keresztiil, ami az emitterbol kiaramolva folyadékcseppet alkot. A
folyadékcsepp — és kovetkezésképpen a benne talalhaté polimer molekuldk — a magas
egyenpotencidlra kapcsolt tiin keresztiilhaladva feltoltodik, majd csicsa egy pontba kon-
centralodik és megnyulik az elektromos tér zérd potencialjaként funkcionald gytijtolemez,

a kollektor felé. A kialakult geometriat a 4. dbran bemutatott Taylor-kiipnak nevezziik.

Egyenaramu,
nagyfesziiltségii .
tapegység m=
| ‘@spin@uL@
\ \‘
\

Tavolsag allité ‘ ‘
egység

\ L-\‘\
J [ »
‘jﬁtji

3. dbra. Horizontalis elrendezésli laboratériumi szalképzé berendezés, (SpincubeBASE,

Spinsplit, Budapest, Magyarorszag)
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Ha az elektromos tér altal kifejtett ”huzé-taszité” eré meghaladja a cseppet Osszetarto
feliileti fesziiltséget a kup csticsabdl folyadékaram indul meg a tér 0 potencialjan elhe-
lyezked6 kollektor lemez felé. Amennyiben az oldott polimer molekuldk koztti kohézids
er6 megfelel6 mértéki, ugy a folyadékaram folytonos, stabil és egyenletes lesz. Alacsony
kohézids eré esetén az anyagaramlas idordl idore megszakad, az emitterhegyrol polimer
cseppek 1épnek ki. Ellenben tilsdgosan magas kohézids erd esetén az erdtér nem képes
meghaladni a részecskék kozti Osszetartd erdt, igy a folyadékaram kilépése gatlodik, a
csepp mérete és tomege novekedni kezd, ami leszakad és egyben hagyja el az emitterhe-
gyet. Az anyagaram (jet) sebessége a cseppbél kilépve fokozatosan novekszik. Kezdetben
stabil aramlasi profillal jellemezhet6, amit a molekulak kozt kialakuld taszité kélecsonhatas
és a feliileti fesziiltség viszonyaval lehet jellemezni. Ebben az esetben ohmikus aramlédsrol
beszéliink. A tér altal feltoltott molekulak a folyadékszal feliiletére vandorolnak. Ezek
kozott taszitd erdk lépnek fel, aminek kovetkeztében a szdl ”ostorozd” mozgast végez.
A vandorlas kovetkeztében az aramlasi profil ohmikusrdl konvektivre valt, az aramlasi
sebesség tovabb nd. A megnoétt aramldsi sebesség és az ostorozé mozgas miatt a szal
fajlagos feliilete jelentosen megné. Ennek kéveteztében az pillanatszeriien elvesziti a ned-
vességtartalmat, igy a kollektorlemezen lecsapddott szalak szilard halmazallapotiak lesz-

nek. [60]

)

4. 4bra. a) Elektrosztatikus szalképzés soran kialakulé, az emitterhegybdl kitors fo-
lyadékdram, més néven Taylor-kup. b) A Taylor-kipban felhalmozdédott fesziiltség és ha-

ladasanak iranya.
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Az eljarasnak tobbféle megvaldsitasa létezik, ezek két nagy csoportra oszthatdk, tialapt
és timentes eljarasok. A tiialapu eljarasok keretében az emitter egy fecskendo6 ti vagy
egyéb szlik atmérdji henger alaki szerkezet, amig a tlimentes eljards soran szabad fo-
lyadékfelszinrdl torténik a szdlak szintetizalasa. Tlalapu eljarasokbdl két kiemelkedo el-
rendezés létezik, ami lehet vertikdlis vagy horizontalis.

Vertikalis elrendezés esetén lehetséges a szdlképzés fentrél-lefelé (tengelyes tipusi), il-
letve lentrol-felfelé (forditott tipusi) torténd mitkodtetése. Elonye a fentrél-lefelé torténd
szalképzésnek, hogy alacsonyabb elektromos erotér alkalmazésa is elegendd, mivel a gra-
vitacié is erositheti az er6tér miikodését. Ellenben hatranya, hogy esetleges aramingadozas,
vagy egyéb meg nem hatarozott probléma folytan egész cseppek is leszakadhatnak az emit-
terhegyrol, amik tonkre tehetik az addig elkésziilt terméket. A tengelyes elrendezés soran

keletkezett szdlak vastagabbak, mig a forditott tipusu elrendezésben vékonyabbak[61].

3.5.1. Szalképzési paraméterek

A széalképzés soran szamos olyan paraméter beallitasarél gondoskodnunk kell, amik
valtoztatasa esetén médosulhat a szalas termék morfolégiaja és mennyisége. Ezeket a pa-
ramétereket 3 nagyobb csoportba sorolhatjuk: oldat-paraméterek, miiveleti paraméterek
és kornyezeti paraméterek. Az oldat-paraméterek kozé sorolhaté az oldat koncentracidja,
a molaris tomege, a viszkozitdsa, a vezetOképessége, valamit az emitterhegyen 1l6 fo-
lyadékesepp felszinén létrejovo feliileti fesziiltség. A miveleti paraméterek kozé sorol-
hato az alkalmazott fesziiltség, az adagolasi sebesség, az emitterhegy és a kollektorle-
mez tavolsaga, az emitterhegy atmérdje, a kollektor anyaga, illetve annak kialakitédsa.
Végezetiil a kornyezeti paraméternek tekintjiik a szélképzés soran mérheté hémérsékletet
és paratartalmat. Fontos megemliteni, hogy az egyes paraméterek szignifikansan fiigg-
nek egymastol, valamint létezhetnek olyan esetek amikor egy paraméter véltoztatasaval
egyszerre tobb valtozot is befolyasolunk. Ilyen példdaul a koncentracié-molekulatomeg-

viszkozitéds esete [62-68].
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Oldat-paraméterek

Molekulatomeg, koncentracio és viszkozitas

A cimben szereplé harom valtozobdl nem vagyunk képesek ugy valtoztatni egyet, hogy
arra ne reagaljon a tobbi is. Emiatt ezek bemutatasa egyiitt célszeri. A polimer mole-
kulatomege annél nagyobb, minél hosszabb lanci polimert alkalmazunk. A magas mo-
lekulatomeg, illetve koncentracié hatassal van az oldat viszkozitdsara, tehat a megfelelo
morfologidju szalas anyagok el6allitasahoz a szalasitandé oldatnak megfelel6 molekularis
tomeggel és elegendd viszkozitassal kell rendelkeznie[69, 70]. A molekulatémeg novelésével
a polimer molekulak egy adott térészben nagyobb kiterjedéstiek lesznek, nagyobb feliilet-
tel lesznek képesek egymassal érintkezi, ami a szalképzés soran elény, ugyanis a kiala-
kult kohézids erck miatt allandé és stabil polimersugar képes kialakulni, ami megel6zi
a cseppes termék kialakuldsat. Magasabb molekulatomegli polimerbdl eldallitott szélas
anyag nagyobb szaldtmérével rendelkezik a kisebb molekulatomegiihoz képest [71]. A kon-
centracié novelésével a szalak szintén vastagodnak, ugyanis a toményebb oldat vastagabb
szélként tud kilépni a Taylor-kupbdl[72, 73]. Ennek oka, hogy a koncentracié névekedésével
adott térrészbe tobb polimer molekula keriil, melyek kozott statisztikailag tobb, eredében
er0sebb kolesonhatasok alakulnak ki, vagyis né a kohézid. Sikeres szalképzéshez sziikség
van egy olyan molekulatomeg és koncentracié meghatarozasara, melyek egytittesen ele-
gendd molekularis kohéziot alakitanak ki. Ez a prekurzor elegy viszkozitdsaban jelenik
meg. Ellenkez6 esetben, ha a paraméterek értéke tul alacsony, akkor az oldatot 0Ossze-
tarto kohézids erck nem elegendoek a folyamatos anyagatadashoz, igy nem szalak, hanem
csak polimercseppek képzddnek. A szélas termék és a polimercseppek kialakuldsa kozti
folyamat az electrospraying. Masik oldalrél, ha a valtozok értéke tul magas a folyadék
nem alakit ki Taylor-kiipot, csepp formaban marad az alkalmazott felsziiltség ellenére[74—
78]. Az értékek tobbkomponensii oldatok esetében is valtozhatnak, példdul a viszkozités

értékek fehérjék hatdséra csokkenhetnek a tiszta polimer oldatkhoz képest[79].

Vezetoképesség

Altalémosségban elmondhatd, hogy a polimer elegyek vezetoképessége megfelel a szalképzés
feltételeinek. Néhany polimer estében a vezetOképesség ionizdl6 sékkal javithat.[59, 80].

Amennyiben a vezetOképesség nd, a termék szalatmérdje csokken, ellentétes esetben a
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szalak atéréje novekszik. Ennek oka, hogy a megnovekedett vezetoképesség noveli a toltéshordozéd
kapacitast, ami a szalképzés sordan stabilabb és megnyultabb folyadéksugarhoz (jet) ve-
zet, ez pedig lehetévé teszi a finomabb szdlak kialakuldsat.[63, 68, 81]. A megniveke-
dett vezetoképesség tovabba simabb és egyenletesebb szalmorfologiat eredményezhet. Ez-
zel szemben az alacsony vezetéképesség szabdlytalansagokat és gyongyok kialakulésat

eredményezheti a polimer sugar elégtelen nyujtasa miatt[82].

Feliileti fesziiltség

Az oldat feliileti fesziiltsége nagy jelentéséggel bir a szalképzés soran. Ahhoz, hogy
gyongymentes szalas szerkezetet érjlink el, sziikkséges a feliileti fesziiltség csokkentése. Ab-
ban az esetben, ha az oldat feliileti fesziiltsége megnd, a cseppbdl kilép6 poilimersuga-
rak instabilla valnak, aminek kovetkeztében a polimer apré cseppekben fog leszakadni az
emitterrol, vagyis ”"spraying” alakul ki. Ennek kovetkeztében pedig gyongyos szerkezet jon

1étre[68].

Miveleti paraméterek

Alkalmazott fesziiltség

Az alkalmazott fesziiltség az egyik legfontosabb paraméter a 3.5.1. fejezet felsorol-
tak koziil. Az elektrédok kozott 1étrehozott potencialkiilonbség nélkiil a folyamat nem is
valésulhatna meg. A fesziiltség novelése javitja a sugar és a Taylor-kip stabilitasat, amik
elosegitik az egyenletes szalképzodést. Ez a fokozott elektrosztatikus eréknek koszonheto,
amelyek segitenek lekiizdeni a feliileti fesziiltséget. Ha azonban a fesziiltség tul magas, az
instabilitdshoz vezethet, és gyongyképzidést vagy szabalytalan struktirakat eredményezhet.[63,

72, 83].

Adagolasi sebesség

Az adagolasi sebesség nagyban befolyasolja a kész termék szalas morfologidjat, illet-
ve az atmérd nagysagat. Az dramlasi sebesség novelése altalaban a szdlak atmérojének
novekedéséhez vezet. Ez azért kovetkezik be, mert a nagyobb aramlasi sebesség vasta-
gabb sugarnyaldbot eredményez, ami csak részleges szaradashoz és nagyobb szalak kiala-

kuldsdhoz vezethet[83, 84]. Ezzel egyiitt a sebesség novelésekor a szerkezetben taldlhatd
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hibak szama is novekszik, kritikus kiiszobérték feletti aramlasi sebességnél gyongyok képzédhetnek
az elégtelen olddszerparolgds miatt. Az aramlasi sebesség tekintetében csak kiiszobértékeken

beliili értékek mellett képes a Taylor-kip stabilan kialakulni[84, 85].

Emitterhegy és kollektorlemez tavolsaga (TCD, tip-collector-distance)

Az emitterhegy és a kollektorlemez tavolsiga meghatarozza a polimerszal utjanak
hosszat, ezzel egyiitt pedig a befolyasolja annak rezidudlis olddszertartalmat. Novelése
nagyobb szalatmérckhoz vezet. A jelenség annak tulajdonithatd, hogy a polimer sugér
kevésbé nytilik, mivel hosszabb utat tesz meg, miel6tt eléri a kollektort, ami lehet6vé teszi,
hogy tobb anyag halmozddjon fel és vastagabb szédlakat képezzen[86, 87]. Ennek ellenére
a nagyobb TCD javitja a szalak morfologiajanak egyenletességét, viszont tilzott novelése
esetén az a sugar nem megfelel6 nyujtasa és az olddszer elparolgasanak megnovekedett ide-
je miatt inhomogén morfolégiat eredményez [64]. Az optimadlis tavolsidg berendezésenként
eltéro, viszont elmondhatod, hogy laboratériumi keretek kozott altalanossagban 10 em - 20

cm kozé esik[88, 89].

Emitterhegy atmérdje

Az emitterhegy atmérdje meghatarozza, hogy mennyi folyadék, milyen sebességgel tud
egyszerre belépni a szalképz6 térbe. Meghatarozza a nyomsdesés mértékét. A nyomasesés
hatasara pedig a sziikiiletet kovetoen a Bernoulli-torvény alapjan felgyorsul a folyadék
aramlasa. Magasabb viszkozitasu anyagok esetében célszerti kisebb belso tiidtmérével dol-
gozni, a fojtason vald atpréselodés szétzilalja a kialakult polimer molekula asszocidatumokat,
ezzel ideiglenesen csokkentve a viszkozitast, illetve keveredést is el6idéz. Altalénosségban
elmondhatd, hogy nagyobb belsd tliatméro mellett vastagabb, mig kisebb emitterhegy
atméro mellett vékonyabb szaldtméroket kapunk. Fennallé probléma, nagyobb bels6 tiatméro
esetén a prekurzor elegy beszaradasa, ezesetben az emitterhegy résén kialakulé Taylor-
kip nagyobb feliilettel érintkezik a levegével, ami az oldat megszilardulasdhoz vezethet. A

széraz polimer blokad képes eldugitani a rendszert, ezzel ledllitva a szélképzést. [73, 90].
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Kollektor anyaga

A szalképzés soran a kollektor gyujti Ossze a toltéssel rendelkezd szalakat, vagyis ve-
zeto elektrodaként miikodik, emiatt az anyagi minosége befolyasolhatja a kész termék
morfologidjat. Leggyakrabban aluminium félidt alkalmaznak kedvezo vezetéképessége mi-
att, viszont ezen kiviil t6bb megoldés is 1étezik. Ilyen példdul a vezetOképes textilidk[68],
valamint dréthald és papir [91] alkalmazasa. A kordbban feltiintetett médszereket gyakran

alkalmazzak aluminiumfélidaval egytitt.

Kollektor kialakitasa

A szalképzés soran hasznélt kollektor kialakitdsara szamos eltéré megoldas ismeretes,
ezek koziil a legelterjedtebbek a sik lemez vagy a forgé dob. Korabbi kutatasok alapjan
elmondhatd, hogy a gytujtofeliilet kialakitasa, valamint mozgasa, befolyasolhatja a termék
szalatmérojét. A forgd dob alacsonyabb atlagos szalatmérdket és szérast képes elérni, mint
a mozdulatlan lemez, mindemellett egy forgasi sebességet meghaladva képes a nanoszalak

orientaciéjat is befolydsolni[92].

Kollektorlemez mérete

A kollektor lemez vagy dob mérete befolyasolja azt a feliiletet, amin a szalképzés soran
elkésziilt nanoszalak képesek megtapadni. A nagyobb feliilet befolyasolhatja a kialakult
toltések eloszlasat. A gytjtofeliilet mérete altal befolyasolt tényezok més, magasabb rendii
valtozoktol is fliggenek, mint példaul a fesziiltség vagy az oldat koncentracidja. Emiatt a

szélképzés folyamatdban alacsony jelentoséggel bir.[93].

Kornyezeti paraméterek

Homérséklet

Az elektrosztatikus szalképzés folyamataban rengeteg olyan paraméter talalhatd, ami
fiigg a hémérséklettol, igy kijelenthetd, hogy kulcsszerepet jatszik a technolégiaban. Hatassal
van a szalképzés soran kialakuld szilard polimer nanoszédlak kristalyossagi fokara, a poli-
merlanc konformacidjara vagy az oldat viszkoelasztikus tulajdonsagaira, ezaltal a szalképzés

stabilitasara[94]. A hémérséklet novelésével a szalatmérék bizonyos pontig csokkennek, a
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megvaltozott viszkozitdsi viszonyok és a megnovekedett parolgds miatt[95, 96].

Paratartalom

A szalképzés soran az elkésziilt termék morfoldgiajat tekintve a paratartalom is je-
lentos szereppel bir. Szalképzés soran a polimer jet szaradasi karakterisztikdja a kornye-
zeti paratartalom fliggvényében jelentésen véltozhat. Magas paratartalom esetén a po-
limeroldat nem vesziti el nedvességtartalmat, igy az nem szilardul meg. Ennek kovet-
keztében gyongyok, ”egybefolyt” szegmensek jelenhetnek meg a szalas terméken. Emel-
lett a magas paratartalommal eloallitott nano és mikroszalak vastagabbak, szerkezetiik
durvabb és pordzusabb, gyapju szerti terméket vagy nanoszovedéket hoznak létre. Ala-
csony paratartalom esetén a szdlas szerkezetek atmérdje alacsonyabb, szerkezetiik simabb,

viszont azok eléallitasa lassabb[68, 97-99).
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4. Célkitilizés

Kisérleteink soran célunk egy olyan 1j, elektrosztatikus szalképzéssel 1étrehozott, na-
noformulélt DAO-tartalmi enzimkészitmény kifejlesztése, ami a késébbiekben alapjaul
szolgalhat egy piaci forgalomban kaphaté formuldciénak.

Munkénk soran részletesen vizsgalni kivanjuk a szalképzéshez hasznalt prekurzor ele-
gyek viszkozitasat, illetve azon szélképzési paramétereket (molekulatémeg, koncentrécio,
adagolési sebesség, fesziiltség, emitter-kollektor tavolsag, emitter 4tmérd stb.), amikkel a
legkisebb felsziiltségii stabil munkapontban PVA nanoszalak 1étrehozasara vagyunk képesek.

Célunk az eldallitott nanoszalas szerkezetek rugalmassagi tulajdonsagainak vizsgalata,
valamint azok morfolégidjanak jellemzése pésztazd elektronmikroszképpal (SEM).

Raman spektroszkopiaval szeretnénk igazolni, hogy az enzim sikeres csapdéazasat a
nanoszalakban.

Célunk egy irodalmi analogian alapulé médszer tovabbfejlesztése, ami alkalmas a DAO
aktivitasanak szelektiv mérésére. A metodust felhasznalva célunk a DAO tartalmi nano-
szalas készitmények biokatalitikus aktivitasanak meghatarozasa és osszevetése a jelenleg

kereskedelmi forgalomban kaphaté DAO tartalmu termékekkel.
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5. Anyagok és moddszerek

5.1. Felhasznalt anyagok

Sertésvesébdl izoldlt diamino-oxidaz (diamine-ozidase enzyme from porcine kidney),
Mowiol® Poli(vinil-alkohol) 3-88 (24 kDa), Mowiol® Poli(vinil-alkohol) 4-88 (31 kDa),
Mowiol® Poli(vinil-alkohol) 8-88 (67 kDa), Mowiol® Poli(vinil-alkohol) 18-88 (130
kDa), Mowiol® Poli(vinil-alkohol) 40-88 (205 kDa), 4-Amino-N,N-dimetilanilin, 4-
aminoantipirin, putreszcin-dihidroklorid, kalium-dihidrogén-foszfat, natrium-dihidrogén-
foszfat, natrium-hidroxid, izopropanol a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag)
termékei. Tormaperoxidaz (Horseradish perozidase enzyme) az Apollo Scientific terméke.
A mérések soran hasznalt viz minden esetben a Millipore Milli Q) viztisztité rendszer

hasznalatdval késziilt (Bradford, MA, USA).

5.2. Prekurzor elegyek elkészitése

Polimer prekurzor elegyek készitése

A nanoszalak eldallitdsahoz hasznalni kivant kiilonb6z6 molekulatomegu szilard
poli(vinil-alkohol) pelleteket (5.1. fejezetben lefrt Mowiol® készitmények) vizben oldottuk
fel a kivant koncentracidkra. A tiszta polimer nanoszalak elkészitéséhez PVA elegyek 5, 10,
15, 20, 25 m/m% koncentracidban késziiltek el, mig az eznimtartalmui nanoszalakhoz 10,
15, 20, 25, 27 m/m% koncentrécidju poli(vinil-alkohol) elegyeket készitettiink. A pelletek
felolddsat 60 °C' hémérsékleten végeztiik sikrazégépben (Heidolph Instruments Vibramax
100, Schwabach, Németorszag), magneses keverdben, illetve a viszkézusabb elegyek esetén

ultrahangos fiirdé segitségével.

DAO tartalmi polimer prekurzor elegyek készitése

Az enzim rogzitéséhez 5.2. fejezetben eldallitott prekurzor elegyek, annyi DAO olda-
tot (25 mg/mL, foszfat puffer:pH=6,5, 70 mM) adtunk, hogy az igy kapott elegybdl
eléallitott szalas katalizator 10 tomegszazalékban tartalmazza a kivant enzimet. Az
altalunk vélasztott enzimrogzitési technika a csapdazas volt. Ennek érdekében a DAO

oldatokat a polimer elegy kihtilését (Tj37°C) kovetéen az elegybe kevertiik. A kapott
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prekurzor elegyeket sikrazégéppel, masgneses keverével 37 °C' homérsékleten 2 éra alatt

homogenizaltuk.

5.2.1. Prekurzor elegyek viszkozitasanak vizsgalata

A prekurzor elegyek dinamikai viszkozitasanak meghatarozasat Anton Paar Physi-
ca MCR 301 Rheometer (Anton Paar GmbH, Gratz, Austria) segitségével végeztiik.
Minden mérés alkalmaval 100 pm mennyiségii mintat vizsgaltunk. Minden mintabol 3
parhuzamos mérést hajtottunk végre. A késziilék méréterét minden minta esetében 25 °C
hémérsékleten termosztaltuk. A mérések kozott a méréfej (CP 25-1, 25 mm/1 atmérdji

kipos lemez) és a reométer lapja desztillalt vizzel és izopropil-alkohollal lett megtisztitva.

5.3. PVA nanoszalak eloallitasa

A 5.2, fejezetben elkészitett prekurzor elegyekbol horizontalis elrendezésii elekt-
rosztatikus szalképz6 berendezés (SpincubeBASE, Spinsplit, Budapest, Magyarorszag)
segitségével nanoszalakat allitottuk elo. Az optimalis szalképzési paraméterek a kiilonb6z6
molekulatémegii polimerek esetében egyesével hataroztuk meg. Az alkalmazott adagoldsi
sebességet (jellemzoen 1jUi8 uL/perc) és az emitterre kapcsolt fesziiltséget (jellemzéen
15;U;j21 £V) a kiilonboz6 polimer elegyek esetében a fligglelék 9. és 10. téblazata tar-
talmazza. A tablazatokban azok a molekulatémegek és koncentracidk szerepelnek, amik
szalképzése lehetséges volt. A szalképzés soran 35-42% relativ paratartalmon és 20-23 °C
hoémérséklet volt mérhetd. A szalképzés soran az kollektorlemez és az emitter tavolsaga 20
cm volt. A prekurzor elegyeket fecskend6pumpaval (tefloncsévon keresztiil) juttattuk el a

G20 atmérgji emitterig.

5.3.1. Nanoszalak morfolégiai vizsgalata

A morfolégiai vizsgalatokat JSM JEOL-5500LV SEM-EDS (Tokié, Japan) pasztazoé
segitségével hajtottuk végre. A mintdkat a mérés el6tt porlaszté késziilékkel (Polaron
sc760 mini sputter coater, Thermo VG Microtech, Waltham, MA, USA) néhdny atom
vastagsdgban arany réteggel vontuk be Argon-plazma segitségével (10 mA, 180 mp), hogy
azok megfelel6 vezetoképességgel rendelkezzenek. A mérés soran nagyvakuum tizemmaodot

hasznaltunk. A felvételek elkészitésekor 1000x, 2000x, 2500x és 5000x nagyitast alkal-
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maztunk az adott szdlas termék igényeinek megfeleléen. Az elkésziilt felvételeket, az Ima-
geJ 1.53r digitélis kép kiértékeld programot hasznaltuk (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). A program segitségével minden minta esetében 100 mérési pont

alapjan meghatarozunk a nanoszalak atlagos atmérdjét és azok szorasat.

5.3.2. Raman spektroszkdpia

A nanoszalak Raman térképezést Thermo Fisher DXR diszperziv Raman késziilékkel
végzetiikk (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), amely CCD kameraval és
780 mm-es hullaimhosszon miikodé diddalézerrel volt felszerelve. A minta elokészitéséhez
a nanoszalakat osszehajtottuk, majd egy targylemezre erdsitett rozsdamentes acél min-
tatartoba helyeztiikk. A Raman kémiai térképet kiillonbozé nanoszalak esetén 148 x 208
pum méretli feliiletérol nyertitk 4 x 4 pm felbontassal, mikozben 24 mW teljesitményti
lézert alkalmaztunk 50 pm résméret mellett. A kémiai térkép spektrumat 2 mp expozicios
idével és 6 mp felvételi idével vettiik fel, 3300-200 em~! Ramam eltolédds tartoményban,

kozmikus sugérzas és fluoreszencia korrekcidkkal.

5.3.3. Rugalmassagi modulus meghatarozasa

Az anyagok rugalmassaganak meghatarozasahoz, az elkészitett szalas termékekbol 3 x
x 1 em teriiletli téglatesteket vagtunk ki, majd ezekrol fénymikroszkop segitségével 40x
nagyitasban képet készitettiink (Fiiggelék: 25. dbra). A nanoszélas szovet keresztmet-
szeti inhomogenitasanak korrekcidka miatt minden vizsgalt polimer esetében 3 képet
készitettiink, majd ezek utan digitalisan meghataroztuk a szalas anyagok vastagsagat,
amihez a ImageJ 1.53r digitalis kép kiértékel6 programot hasznaltuk. A kiértékelés soran
képenként 10 mérési pontot alkalmaztunk. A nanoszalas anyaghbdl feléptlé téglatesteket
4 x 4 cm méretii papirkeretbe rogzitettiik. Az elokészitett mintakon Instron 5543 egytenge-
lyes szakitégép (Norwood, MA, USA) segitségével szakitévizsgalatot végeztiink el a minta
végleges tonkremeneteléig. A meghatarozott értékek alapjan a rugalmassagi (Young) mo-

dulusz a szakitogorbe kezdeti felfuto szakaszan az alabbi osszefiiggés alapjan szamolhato:

o F x LO
EF=_=_-_"_"- 1
e ALxA (1)
Melyben o, a terhelés [Pal; €, a fajlagos megnytlds [—|; F', a prébatestre haté éré
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[N]; A, a prébatest feliilete [m?]; Lo, a probatest kezdeti hossza [m]; AL, a megnyult és

a kezdeti hossz kiilonbsége, vagyis a kezdeti hossz megvéltozasa szobahémérsékleten [m)].

5.4. DAO enzimatikus aktivitasanak meghatarozasa

5.4.1. Irodalmi mdédszer alkalmazhatésaganak igazolasa

Az aktivitds méréshez a 5. dbran bemutatott reakciét alkalmaztuk. Ehhez putresz-
cin dihidrokloridot (szubsztrat), peroxidéz-enzimet, N, N-dimetilanilin és 4-aminoantipirin
oldatat készitettiik el. A reagensekbdl oldatot készitettiink, amiknek Osszetétele a 3.

tablazatban talalhato.

DAO NH
0, + HO + HzN/\/\/NHZ — > TR + NH3 + HyO,

Putreszcin 4-aminobutanal

Ly NSRS, S
2Hx02 + N NHz N~ M» N ) NI@zN\G) +4 H,0
©/ © | @ 0

AAP

DMA Termeék

5. abra. A modellreakci6 egyenlete, ahol a putreszcin a diamino-oxidaz (DAQO) szubsztratja,
melynek oxidativ terméke a 4-aminobutanal, N, N-dimetilanilin (DMA), 4-aminoantipirin
(AAP) segéd reakciéval a DAO reakeié altal képz6d6é HoOy a peroxiddz enzim a N-(2,3
dimetil-1-fenil-5-pirazolon)- N, N’ dimetilamin-p-benzokinon diiminonium ion (Termék) fo-

tometrias eljarassal szelektiven detektalhat6 (A = 544nm) terméket adja [43]

Az eljaras validdlasa érdekében elséként kis reakciotérfogaton hajtottuk végre a
reakciot, megmérve az anyag teljes abszorbancia spektrumat. Az mérést fotometrias
eljarassal egy Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, USA) UV-Vis spektro-
fotométerrel végeztiik el. A késziilékhez Greiner Bio-One 96 well UV-Star F-bottom
Full plate microplate-et hasznéaltunk (Greiner Bio-One Hungary Kft., Mosonmagyardvar,
Magyarorszdg). A lemez zsebeibe (well) bemért 290 ul térfogati reakcidelegy a 4.
tablazatban foglaltak alapjan lett oOsszeallitva. A mérést 30 percen keresztil 37°C
hoémérsékleten végeztiik. Az abszorbancia értékek felvétele 30 perc utan tortént 300-800

nm hullamhossztartomanyon. A termékképzddést 544 nm hullamhosszon detektéltuk.
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3. tablazat. Diamino-oxidaz aktivitdsdnak méréséhez hasznalt reagens oldatok bemért
mennyisége. *A mérések soran kiilonb6z6 mennyiségii és tipusi enzimkészitményeket alkal-
maztunk. Egy adott reakcié soran csak az egyik tipus keriilt a reakcidelegybe. A reakcidk
soran reakciénként egy puffer alkalmaztunk, ami foszfat puffer (70 mM ; pH = 6,5) vagy
intesztinoszolvens puffer(50 mM, pH= 6,2,5. tabldzat) lehetett.

Komponens Bemért anyagok mennyisége

4,44 mg Putreszcin dihidroklorid
Putreszcin oldat
1 mL puffer

1 mg Peroxidédz enzim
Peroxidaz oldat
1 mL puffer

0,8 mg 4-aminoantipirin
2 pL N,N-dimetilanilin
10 mL puffer

4-aminoantipirin /

N,N-dimetilanilin oldat

5 mg DAO
v. 10 mg nanoszalas enzimkészitmény

v. 0,3 mg enzimtartalmi DAOSIN/DAOFOOD+

Diamino-oxiéz oldat*

1 mL puffer

4. tablazat. A micoplate lemezbe bemért oldatok mennyisége

Oldat neve Bemért mennyiség (uL)
Putreszcin 10
Peroxidaz 10
4-aminoantipirin/ 50
N,N-dimetilanilin oldat
DAO oldat 50
Puffer (Foszfat puffer, 70 mM, pH=6,5) 200
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A sikeres validaci6 utan végrehajtottuk a reakciét az altalunk létrehozott 3.
tablazatban foglalt nanoszédlas enzim mennyiséggel. Minden mérést 3 ismétlésben
végeztiink el, valamint a korrekcié érdekében minden esetben megmértiik az enzimet nem

tartalmazd oldatok aktivitasat is.

5.4.2. Nanoszalas DAO készitmények aktivitdsanak mérése

Az altalunk hasznalt intesztinoszolvens puffer osszetétele a 5. tablazatban lathaté.

5. tablazat. Intesztinoszolvens pufferhez hasznélt anyagok és azok bemért mennyisége.

Komponens neve Bemért mennyiség
Kélium dihidrogén foszfat 680 myg
Natrium hidroxid 92 mg
loncserélt viz (Milli-Q) 100 mL

A 5.4.1. fejezet alapjan az aktivitds mérést elvégeztiik a 3. tablazatban foglalt szalas
anyag mennyiség otszorosével foszfat puffer (70 mM ; pH = 6,5) és intesztinoszolvens puffer
(50 mM, pH= 6,2,5. tabldzat) kornyezetben, azok Osszehasonlitdsa végett. Minden mérést

3 ismétlésben hajtottunk végre. A reakcié hossza 30 perc volt, 37 °C' hémérsékleten.

5.4.3. Enzimkészitmények Osszehasonlitiasa

Az aktivitas vizsgalat soran 6sszehasonlitottuk az tiszta liofilizalt enzimet, az altalunk
létrehozott nanoszalas enzimkészitményt, valamint a jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphaté formuldlt DAO tartalmi enzimkészitményeket (DAOSIN, DAOFOOD+). A
készitmények Osszehasonlitasa soran a reakciétérfogatot 3 mL térfogatra emeltiik. Ennek
Osszetétele a 6. tablazatban lathato. A méréseket sikrazégépben 37 °C' hémérsékleten 30
percig végeztiik. Mintavételezés a reakcio 30. percénél tortént, ami sordn 100 pL térfogatu
mintét vettiink ki az elegybdl, majd azt Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific,
USA) UV-Vis spektrofotométerrel elemeztiik.
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6. tabldzat. Diamino-oxidéz biokatalitkus aktivitds méréséhez hasznalt reakcidelegy 3 mL

reakciétérfogattal.

Oldat neve Bemért mennyiség (uL)

Putreszcin 104

Peroxidaz 104

4-aminoantipirin
pirin/ 207
N,N-dimetilanilin oldat
DAO oldat 520
Puffer (Intesztinoszolvens puffer, 50 mM, pH=6,2) 2590

A kereskedelmi forgalomban kaphaté mintak esetében a reakcidelegy tartalmazta a 6.
tablazat Osszetevoin kiviil a dorzsmozsarban poritott és homogenizalt tablettakat is. A
DAOSIN értendkiegészitd esetében az egész tabletta tartalma belekeriilt a reakcidba. Ez-
zel ellentétben a DAOFOOD+ lagykapszulaban a 6. abran lathato 4 kilonall tabletta
talalhatd, ami a tabletta felnyitdsa utan szeparaltaté. Ebben az esetben csak a sertésvese
izolatumot tartalmazé tablettakat poritottuk és homogenizaltuk, majd adtuk hozza a re-
akcidelegyhez.

-

Azonnali kioldédasu C-vitamin
\
Gyomornedv-ellenallé DAO-pelletek,

amelyek a bélben fel

-

6. abra. DAOFOOD+ étrendkiegészitd tabletta felépitése.
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5.4.4. Enzimaktivitas szamitasa

A 5.4. fejezetben leirtak alapjan meghatarozott abszorbancia érékek felhasznaldsaval,
a kiilonboz6 enzim koncentraciék a Lambert—Beer-torvény alapjan szamolhato:

A mol

€= == 1) e

Melyben C. az enzim koncentrécidja [mol x dm™3], A a mért abszorbancia [AU], € a

moléris extinkcids koefficiens [L x mol™! x em™!], | az optikai tithossz [em].

A meghatarozott koncentracié alapjan a konverzid, a fajlagos specifikus aktivitas, a

biokatalitikus aktivitas és az aktivitas hozam az aldbbi egyenletek alapjan szamithato:

e= % 100 [ (3)
naap

Melyben ¢ a konverzié [%], C. az enzim koncentraciéja, naap a reakciéban szerepld

limitald tényezo, vagyis az aminoantipirin kezdeti anyagmennyisége.

c [%] X naap [pmol] [Q ] (4)

t [perc] x mex [g] g
Melyben Up a fajlagos specifikus aktivitds, ¢ a konverzié [%], naap a reakciéban sze-

Up =

replé aminoantipirin kezdeti anyagmennyisége [umol], t a reakcididd [perc], me. a fel-

hasznalt enzimkészitmény vagy tabletta tomege [g].

¢ [%] X naap [pmol]

U = t[perc] x me [g]

U
=] (5)
g
Melyben Ug a biokatalitikus aktivitds, ¢ a konverzié (%], naap a reakciéban szerepld
aminoantipirin kezdeti anyagmennyisége [umol], t a reakcidid6 [perc|, m. a felhasznalt
enzim tomege [g].
U
Y, =—2 %100 [%] (6)
UE(nativ)
Melyben Y, az aktivitas hozam, Ug az adott komponens fajlagos specifikus aktivitasa

(U x g7, Up(nativ) & tiszta enzim oldat fajlagos specifikus aktivitdsa [U x g~'].
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6. Eredmények

6.1. Elektrosztatikus szalképzés

Munkénk soran egy nanoszalas morfolégiaju enzim-hordozé létrehozasa céljabdl
elvégeztiik a szalképzés optimalizalasiat, a prekurzor elegy és a szalképzési folyamat
esetében. Kisérleteink kiilonb6z6 molekulatomegiti poli(vinil-alkoholbdl) (24, 31, 67, 130,
205 kDa) elbéllitott eltéré koncentraciéju (5, 10, 15, 20, 25 m/m%) elegyek tesz-
telésével kezdddtek, mely sordn vizsgaltuk az elegyek viszkozitasat, szalképezhetoségét
és az eloallitott nanoszalas szovedék morfologidjat. A kisérletek soran célunk a megfelelo
szerkezettel rendelkezo technikailag konnyen, gyorsan és stabilan eloallithaté PVA hordozo
megtalalasa volt.

Az enzim nanoszalba torténé rogzitése elektrosztatikus szélképzés alkalmazasaval tobb
lépésben érhet6 el. Ezt a folyamatot mutatja be a 7. dbra. Mindenekel6tt egy homogén
eloszlasu egyenletes polimer prekurzor elegy készitése sziikséges (a)), ugyanis ez biztositja,
hogy késébbiekben a szalképzési folyamat stabil legyen, valamint, hogy a hozzakevert en-
zimek (b)) is homogén eloszlast mutassanak a polimer matrixban. Az oldatban a diffizié
és a polimer lancok, valamint a fehérjék kozott kialakuld kolecsonhatdsok eredéje képpen
a fehérjemolekuldk a polimer molekuldk lancai kozé diffundalnak (c)). A szalképzés soran
a polimer lancok az elektromos térben orientalédnak, szoros matrixot alkotnak fehérje
koriil (d)). Ennek hatdsara fehérje fizikailag rogziil a folyamat végére megszilardul na-
noszalak belsejében (e)). A kialakult nanoszalas szerkezet megvédi az enzimet az esetle-
ges sériilésektol, valamint 6vja a megvaltozott kdrnyezeti paraméterekkel szemben (mint

példaul a hémérséklet vagy a megvéltozott kémhatds) [100].

32



7. dbra. DAO csapdézasanak folyamata elektrosztatikus szélképzés alkalmazasaval. a) Po-
limer prekurzor elegy elkészitése,b) Prekurzor elegy és az enzimodat elkeverése, c) Az
enzimmolekuldk és a polimermatrix keveredése, d) Elektrosztatikus szalképzés, e) A fo-

lyamat végén 1étrejévo, enzim tartalmi nanoszalas termék.

6.1.1. Prekurzor elegyek viszkozitasanak vizsgalata

Az elektroszatikus szalképzés szempontjabdl kiemelkedd jelentoséggel bir a prekurzor
elegy viszkozitasa. Szakirodalmi adatok szerint az sikeres és stabil szalképzéshez sziikséges
viszkozitds 102 mPa x s és 10* mPa x s kozé esik [101], {gy varhatéan a tartoméanyba esé
elegyek lesznek szamunkra hasznalhatéak. A vizsgalt prekurzor elegyek viszkozitas értékei
a 8. abran lathatok.

A kapott értékek alapjan a kovetkez6 megallapitdasokat tehetjiik. Az enzimet tartalmazo
poli(vinil-alkohol) elegyek viszkozitdsa atlagosan magasabb a tiszta polimer elegyeknél.
Mindkét prekurzor elegyekrol elmondhatd, hogy tilnyomorészt a mért viszkozitas értékek
monoton novekvd tendenciat kévetnek, a molekulatomeg fiiggvényében. Ez a jelenség az-

zal indokolhatd, hogy a molekulatomeg névelésével né a polimerlanc hossza. A nagyobb
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8. dbra. A) Diamino-oxiddzt nem tartalmazé tiszta PVA és B) DAO tartalmu polimer
elegyek reoldgiai vizsgalat sordn meghatarozott dinamikus viszkozitds értékei [mPa x s|. A
vizsgélatot Anton Paar Physica MCR 301 Rheometer (Anton Paar GmbH, Gratz, Austria)
segitségével végeztik, 25 °C' homérsékleten. Minden mérést harom ismétlésben végeztiik.
Szaggatott vonal jelzi azt a szakirodalomban fellelhet6é [101] optimédlis viszkozitds tar-

tomanyt, amiben az elektrosztatikus szalképzés stabil.

kiterjedésii kozott statisztikusan tobb és eredében nagyobb molekularis 0sszetarté ero fi-
gyelheto meg, ami alapjan az elegyek viszkozitdsa n6. Tovabba elmondhaté, hogy a mért
értékek szorasaban tobb helyen kiugré értékek tapasztalhaték a magas molekulatomegii és
koncentraciéji enzimet tartalmazoé poli(vinil-alkohol) elegyek esetében. Ennek oka lehet,
hogy az oldat Osszedllitdsa soran a polimer oldat és az enzim oldat keverése tokéletlen
volt, inhomogén oldat alakult ki, ehhez hozzédjarult az is, hogy a polimer és az enzim elke-
verése soran nem alkalmazhattunk magas homérsékletet, hiszen ez az enzimatikus aktivitds
csokkenéséhez vezetett volna. Megemlitendd, hogy az enzimtartamu 130 kDa és 205 kDa
molekulatomegli 20% és 25% koncentracidji elegyek esetében az enzimek beolddsa jelentds
komplikaciokkal jar. A megnovekedett dinamikus viszkozitas a diffuzié csokkenéséhez ve-
zet, az oldat gélesedik, ami utan melegités nélkiil az enzim csak részlegesen tud eloszlani
az elegyben. A koriilményes oldatbavitel miatt ezeket a varidciokat elvetettiik a lehetséges

prekurzorok listdjarol.
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6.2. Nanoszalak morfolégiai vizsgalata

Az elektrosztatikus szalképzéssel létrehozott készitmények morfolégidgja a 9. abran

’ ’
lathato.
SEM felvételen lathaté morfolégia \
Optimalis szalképzés 1
Az oId:Ita \&s;:ozltésa Cseppes Vékony Vastag Szalagok és Az olt:aa: :r::;?sz“ésa
Aztermékotolyica " szerkezet risztikus > risztikus === vastagamorf === P> Azoldatnem hhagyja
Kollektor lemezré] szélak szélak szélas szerkezet el azemittert

9. abra. Elektrosztatikus szalképzés soran lehetségesen kialakulé morfoldgiai szerkezetek
az oldat koncentracidjank, a viszkozitdsanak és az alkalmazott PVA molekulatomegének

novelése fiiggvényében.

A szalképzés soran a fiiggelék 9. és a 10. tablazatban foglalt koncentraciokbdl késziilt
vizsgalhaté minta. Ennek oka lehet, hogy kis molekulatémegii poli(vinil-alkoholbdl)
késziilt, alacsony koncentraciéji elegyekben (példaul 8. abra PVA 24, 31 kDa 5, 10, 15
m/m%) a molekuldkat Osszetarté erék nem voltak képesek Taylor-kup kialakitdséara.
Ennek oda, hogy az emittert elhagy6 folyadékaram a hianyzé kohéziv erék miatt nem
volt folyamatos, a polimer kisebb aggregatumok formajaban kozelitette meg a kollektor
lemezt. Ennek kovetkeztében az emittert elhagyd polimer nem szalakra, hanem inkdbb
cseppekre, szdlakkal Osszekotott cseppekre, ugynevezett gyongysorra (bead) hasonlité
szerkezetet alakitott ki. A szalképzésre jellemzd, hogy ilyen esetekben a Taylor-kip stabi-
litasa esetleges, a kialakult kup varatlanul 6sszeomolhat, a szalképzés kozben ”spraying”
alakulhat ki. Ilyen esetek lathatok a fliggelék 21. abrajanak SEM felvételein. Ezek a

szerkezetek inhomogének, valtozatos fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, emiatt

eloallitasuk nem jol szabalyozhato, igy ezeket nem tekintjiik potencialis hordozonak.
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(a) PVA+DAO 24 kDa 20% (b) PVA 31 kDa 15%

10. abra. SEM felvételek alacsony koncentraciéji és alacsoy molekulatémegii poli(vinil-
alkoholbdl) késziilt, enzimet tartalmazé nanoszalakrdl elektrosztatikus szélképzés utén

5000x nagyitasban.

A prekurzor koncentracigjanak és a PVA molekulatomegének novelésekor a képzodott
szovedék szalas format vett fel és a szalképzés alatt egyenletesen jott 1étre. Ilyen kon-
centraciékon képesek vagyunk karakterisztikus szalas termékek létrehozasara akar nagy
mennyiségben is. A szalképzés soran a Taylor-kip a folyamat teljes hossza alatt stabil.
Ilyen szalas képletek lathatok a fliggelék 22. abrajanak SEM felvételein.

Amennyiben tovabb noveljiik a molekulatomeget és a koncentraciot a szovedék megtartja
a szalas szerkezetét, viszont azok morfologidja valtozatos és rendezetlen lesz. Szalagra
(ribbon) hasonlité vagy amorf polimer szerkezetek jelennek meg, amik sokkal vastagab-
bak, mint az alacsonyabb koncentraciéval rendelkezé oldatbdl késziilt nanoszalaké. A
rendezetlen szerkezet és a lecsokkent feliilet miatt a fliggelék 23. abrdjan lathato, és az
azokhoz hasonld szerkezetek, a polimer cseppekhez hasonléan szintén keriilendok és nem

tekintheték potencialis hordozonak.
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(a) PVA 130 kDa 10% (b) PVA 130 kDa 15%

11. dbra. SEM felvételek enzimet tartalmazé poli(vinil-alkohol) nanoszalakrdl elektroszta-

tikus széalképzés utan 5000x nagyitasban.

} 3z
lzowu | »Zlaee tbom

]
(a) PVA+DAO 205 kDa 10% (b) PVA+DAO 205 kDa 15%

12. dbra. SEM felvételek magas molekulatomegii poli(vinil-alkoholbdl) és magas kon-
centraciéju oldatbdl késziilt, enzimet tartalmazo nanoszalakrél elektrosztatikus szalképzés

utan 5000x és 2000x nagyitasban.

Az enzimmentes polimerekhez hasonléan, az enzimtartalmu szalak esetében is meg-
jelennek a 9. dbran bemutatott morfologiai jellemzék. Ezek a szerkezetek a 10., 11.,
12. abrdkon lathatok. Ellentétben az tiszta polimert hasznald szalképzéssel, az enzimes
szalképzésrol elmondhatd, hogy kevésbé stabil, Taylor-kiipja hajlamosabb a spontan

osszeomlasra, igy ebbdl kevesebb értékelheté minta készilt.
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6.2.1. Szdalképezhetlség atfogd értékelése (Spinning-score)

A nanoszalak szalképezhetdségének értékelésére egy 4 szintli szubjektiv skalat hoztunk
létre. A térkép a szalképezhetdség eredményességét és stabilitasat reprezentalja. A mérések

soran minden szalképzést 4 kategoriaba soroltuk, a kategoridkat pedig szinkodoltuk.

[T:A szalképzés sordn az oldat viszkozitdsa tulsdgosan alacsony vagy tilsdgosan ma-

gas volt, ennek kovetkeztében a szalképzés nem volt lehetséges. Taylor-kip nem alakult ki.

B A szdlképzés sordn tapasztalhaté termék képzédése. A rendszer nem stabil,
a Taylor-kip gyakran leszakad, helyenként spraying tapasztalhato. A termék nem

feltétleniil vizsgalhatd péasztazd elektronmikroszképpal.

[ ]: A szélképzés sordn a rendszer stabilitdsa nagyobb, a Taylor-kip alkalmanként
leszakad, a szalképzés tjraindul. Az eljaras karakterisztikus szalas terméket eredményez

kis mennyiségben.

[]: A szdlképzés sordn a rendszer stabil, nem igényel folyamatos beavatkozést,
magara hagyhat6. A Taylor-kip nem szakad le a szalképzés ideje alatt. Az eljarassal nagy

mennyiségl karakterisztikus szalas termék allithaté el6.

A SEM felvételek digitdlis kiértékelése soran kapott szalatméro értékeket a 7. tablazat
tartalmazza Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a kiindulasi kombinédcidk toredéke
alkalmas nanoszéalak formalasara. A sikeres nanoszalak atméréje mindkét esetben hasonlo
tartoméanyba esik. fgy kijelenthetd, hogy az enzim jelenléte nem befolyasolta jelentésen
a szalak atmérojét. A koncentraciok és a molekulatomegek novekedésével a szalatmérck
atlagos nagysaga és annak szorasa is nétt, ami egyre valtozatosabb, valamint rendezetle-

nebb szerkezeti méatrixra utal.
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7. tablazat. Polimer mintak szalképezhetoségi tablazata a szalképezhetdség
eredményességét és stabilitdasat, valamint digitalis kiértékelés utan kapott atlagos
szdlatméréket [nm] reprezentdlja. [[]— Az oldat szdlasitdsa technoldgiai akadélyok
miatt nem lehetséges. | A szdlképzés sordn tapasztalhaté termék képzddése. A
rendszer nem stabil, a Taylor-kip gyakran leszakad, helyenként spraying tapasztalhato.
A termék nem feltétleniil vizsgalhaté pésztdzé elektronmikroszkdppal. [ J— A szdlképzés
soran a rendszer stabilitdsa nagyobb, a Taylor-kiup alkalmanként leszakad, a szalképzés
ujraindul. Az eljards karakterisztikus szalas terméket eredményez kis mennyiségben.
[]— A szdlképzés sordn a rendszer stabil, nem igényel folyamatos beavatkozdst, magara
hagyhat6. A Taylor-kip nem szakad le a szalképzés ideje alatt. Az eljarassal nagy
mennyiségli karakterisztikus szalas termék éllithato el6. Az alahtzott értékek a dinamikus
viszkozitas értékek alapjan potencialis hordozo jeloltek. Vastagon szedve a kivélasztott

polimer lathato.

Atlagos szalatmérs [nm]
PVA Poli(vinil-alkohol) Poli(vinil-alkohol) + DAO
Koncentécié Molekulatémeg [k Dal Molekulatémeg [kDal
[m/m%] 24 31 67 130 205 24 31 67 130 205
5
10 142+65

”
:

6.2.2. Young-modulusz meghatarozasa

A nanoszalas készitmény kezelése vagy formuldlasa soran fontos jellemzoje a ke-
zelhetosége. Erre jo visszajelzést ad a készitmény mechanikai stabilitdsa. Ennek meg-

hatdrozédsa érdekében szakitévizsgalatnak vetettiik ald a készitményeket (13. dbra).
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13. dbra. Instron 5543 egytengelyes szakitégép (Norwood, MA, USA) segitségével elvégzett

szakitovizsgédlat pillanatképe.

A csapdazott komponensek rugalmassagra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa
érdekében Osszehasonlitottuk a tiszta polimert tartalmazé nanoszalak és az enzimet tar-
talmazé nanoszalak rugalmassagi tulajdonsagait. Azért, hogy tdgabb képet kapjunk a
molekulatémeg szerepérol, vizsgaltuk a kiilonbozé PVA alapanyagok molekulatomegének
hatasat a képzett szalak mechanikai stabilitasara. Ennek érdekében az Osszehasonlitottuk
azokat a tiszta polimerbol késziilt nanoszalakat, valamint az enzim tartalmu nanoszalakat,
amiknek szalképzési térkép értéke a leheté legmagasabb, azonos koncentraciéju oldatbdl
késziiltek, illetve eltéré molekulatomeggel rendelkeztek. Valasztasunk a 14. abran lathato
10 m/m% koncentrécidju elegyekbol késziilt 67 kDa, 130 kDa és 205 kDa molekulatémegii
PVA nanoszalakra esett. A 14. abran lathaté eredmények alapjan elmondhaté, hogy az
enzimtartalmui szalas termékek szemmel lathatéan magasabb rugalmassagi modulussal
rendelkeznek, mint a tiszta polimerbol késziilt nanoszalak, ebbdl adéddan az enzimet tar-
talmaz6 nanoszalak ridegebb tulajdonsagokkal rendelkeznek. Kezelésiikk a megvéltozott

fizikai tulajdonsagok ellenére is évintézkedések nélkiil végezheto.
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14. dbra. Instron 5543 egytengelyes szakitogép (Norwood, MA, USA) segitségével elvégzett
szakitévizsgdlat eredményei a kordbban kivélasztott hordozéval (PVA 130 kDa 10%) azo-

nos koncentraciéju, de kiilonb6z6 molekulatémegli nanoszéalak esetén.

Young-modulus értékek statsztikai vizsgalata

A mért eredmények (14. abra) kozti kiilonbségek elemzése érdekében tébbfaktoros va-
rianciaanalizist (ANOVA) hajtottunk végre. A varianciaanalizis el6tt az adatok varian-
cidgjanak homogenitdsat Levene-probaval vizsgalatuk meg, miszerint a kijelentheto, hogy a
csoportjaink kozti variancia nem egyenld (p = 0,021). A variancia kiilkonbségek miatt az
ANOVA soran Welch korrekciot alkalmaztunk. A kapott eredmények szerint elmondhaté,
hogy a kiilénboz6 polimerek viselkedése kozel azonos (p = 0,505), ezzel ellentétben az
enzimet tartalmazo és a enzimmentes polimerbdl késziilt szalas termék Young-modulusza
kozott szignifikans kiilonbség &ll fenn (p = 0,006; n? = 0,441). Az eredmények alapjan ki-
jelentheto, hogy a molekulatomegnek nincs, mig az enzimtartalomnak szignifikdns hatasa
van a Young-modulusz értékekre. A statisztikai elemzést a JASP statisztikai program

segitségével végeztiik [102].
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6.3. Raman spektroszkopia

A biokatalitikus aktivitds vizsgalat elott, méréssel szerettiik volna igazolni az enzim
jelenlétét a nanoszalakban. Erre a célra igéretes a Raman spektroszkopia és térképezés,
ami kordbbi publikdciékban is hasznélt metédus [101, 103, 104]. A folyamat a molekuldk
jellemzo vibracios és rotacios allapotai kozotti kvantalt energiaatmenetek megfigyelésén
alapul. Az aminosavakbdl felépiil6 fehérjék kiilonbozé funkciés csoportokat tartalmaznak
(példdul karbonil- és amid csoportokat), a mérés sordn az amid csoportban taldlhaté C=0
kotések detektalhaték 1500-2000 cm ™! tartomdnyban [105]. A detektalt kotések a Raman
spektrumon cstcsok formédjaban jelennek meg. Ezek a csicsok a DAO mentes szovedék

spektrumaban nem taldlhaték meg.

T
a) | b)
—— PVA nanoszél | —— PVA nanoszal
PVA nanoszalba 4gyazott DAO E PVA nanoszalba dgyazott DAO
Nativ DAO i Nativ DAO

Raman intenzitas

3000 2500 2000 1500 1000 500 0 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
Raman eltolédas [cm™1]

15. abra. Liofilizalt DAO, DAO tartalmu, valamint enzimmentes PVA nanoszalak Raman
spektruma. A mérést Thermo Fisher DXR diszperziv Raman késziilékkel végzetiik (Ther-
mo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). a) Teljes Raman spektrum. b) Az a)

abran lathaté karakterisztikus csics nagyitott képe.

A 15. 4bran ldthatd, hogy ~ 1700 em ™! értékeknél intenzitdskiilonbségek mérhetéek
a nativ DAO és a PVA nanoszalak Raman spektrumai kozott. Ezek megfeleltethetéek az
alfa hélix szerkezeti fehérjékben megtalalhaté az amind I. régié C=0 nytlasi &tmenetnek.
Tovabba lathatd, hogy a nanoszalas DAO tartalmu enzimkészitmény Raman spektruman
a benne talalhaté fehérjetartalom miatt szintén megjelent egy karakterisztikus cstics 1661
em ™1 értéknél, ami a DAO jelenlétére utal. A 16. dbrdn lathaté kémiai térkép ennek az

eltolédasi csicsnak az intenzitas eloszlasat abrazolja a minta vizsgalt feliiletén. A piros
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szin jelzi a DAO erGs jelenlétét, a zold teriilet vegyes Osszetételt mutat, mig a kék szin
a térkép azon teriileteit jeloli, amelyek mas komponensre jellemz6 eltéré spektrumokat
tartalmaz, vagyis jelen esetben az enzimet nem tartalmazoé régidkat. Az intenzitds eloszlasa
alapjan kijelenthetd, hogy a fehérjék a vizsgalt szalas készitményekben homogén eloszlast
mutatnak, csak elszortan figyelheté meg a fehérjék aggregaciéja, ahogy ezt a 16. abran

lathaté vords régiok is mutatjak.
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16. 4bra. Elektrosztatikus szélképzéssel létrehozott poli(vinil-alkohol) (PVA) alapi na-
noszalas szovetek Raman-kémiai térképe, amely a diamino-oxidaz relativ el6fordulasat,
valamint eloszlasat jellemzi. A mérést Thermo Fisher DXR diszperziv Raman késziilékkel
végzetiik (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). A szinskélan talalhato pi-
ros szin jelzi a DAO er0s jelenlétét, a zold teriilet vegyes Osszetételt mutat, mig a kék szin
a térkép azon teriileteit jeloli, amelyek méas komponensre jellemzo eltérd spektrumokat

tartalmaz, vagyis jelen esetben az enzimet nem tartalmazé régiokat.
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6.4. A DAO nanoformulalasara alkalmas PVA prekurzor

kivalasztasanak szempontjai

Kordbbi méréseink sordan 4 szempont szerint vizsgaltuk a kiilonbozo prekurzor ele-
gyeket. Ezek az elegyek viszkozitasa, a keletkezett szovedék morfologidja, szalképzési
skaldja és rugalmas tulajdonsagai. A szalképzési térkép alapjan, ami a szalképzési fo-
lyamat zokkenomentességét és stabilitdsat hivatott szemléltetni 3 olyan prekurzor ele-
gyet kaptunk, amiknek enzimet tartalmazo polimeroldat szalképzésének mindsége a leg-
magasabb kategoriaba esett. Az emlitett esetek a 7. tdblazatban zold jeloléssel szerepel-
nek. Ezek viszkozitdsa a szakirodalmi referencia értékein beliil talalhatok (8. abra), ru-
galmas tulajdonsdgaik (14. dbra) nagyrészt megegyeznek, igy a maradék két kategéria
alapjan szelektéltunk tovdbb. Az aldhuzott elemek a morfolégiai hibédik (12. dbra), va-
lamint megnévekedett szalatmérdik (7. tdblazat) miatt nem felelnek meg az &ltalunk
kittizott kritériumoknak, igy ezek nem alkalmasak az enzimhordozé szerepére. Végezetiil
a vizsgalatok alapjan a 7. tablazatban fekete szinnel kiemelt 130 k£Da molekulatomegii, 10
m/m% koncentraci6ji oldat mellett dontottiink, hiszen ez mind a 4 kitiizott kritériumnak
megfelelt, vagyis viszkozitdsa a szakirodalmi adatok alapjan kijelolt tartoményba esett (8.
abra), morfolégiai hibat nem tartalmaz, karakterisztikus szdlas szerkezettel rendelkezik
(11. ébra), kezelése ridegebb tulajdonsdgai miatt az enzimet nem tartalmazé polimer ol-
datahoz képest konnyebb, valamint a 7. tablazatban alahtzott, mar szelektalt esetek koziil

ez rendelkezett a legnagyobb fajlagos feliilettel.

6.5. DAO tartalmu nanoszalak enzimatikus aktivitasanak

vizsgalata
6.5.1. UV-Vis DAQO aktivitas assay fejlesztése

A enzimatikus aktivitds meghatarozasahoz robusztus UV-VIS spektrofotometrias
modszer megalkotasat tliztiik ki célul, mely kivalthatja a DAO aktivitasdnak mérésére je-
lenleg elterjedten alkalmazott koltséges és nehezen hozzaférheté nagymiiszeres (UHPLC)
modszereket. Az kidolgozott aktivitds mérési metédus Yang és tarsai [43] munkdssdgan
alapul. A diamino-oxiddz természetes szubsztratja a hisztamin, mellyel kozeli szer-

kezeti rokonsdgban &allo, de anndl jelentGsen olcsébban hozzaférheté putreszcin meg-
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felel6 modell szubsztratként alkalmazhaté. Az eljarasrol elmondhatd, hogy gyorsan
végrehajthatod, szelektiv, sziikség esetén kis minta szammal és minta mennyiséggel, nagy
ateresztoképességgel, konnyen kivitelezheto. A reakcio sordn az oldat szine lilara valtozik.

A keletkezett szin UV-Vis spektrofotométerrel mérhet6 (A = 544 nm).

Extinkcios koefficiens prediktalasa

A 6.5.1. fejezetben bemutatott modszer segitségével meghatarozhaté abszorbancia
értékek aktivitast leiré paraméterré torténé atalakitdasdhoz sziikség van a vizsgdlt mo-
lekula extinkciés koefficiensére (g). Mivel ez a vegyiilet jelenleg kereskedelmi forga-
lomban nem hozzaférheto, bérgyarttatasa pedig koltséges, ezért az e értékét in silico
modszer segitségével becsiiltiik meg. A Yang és tarsai altal [43] publikdlt terméket (4-[4-
(Dimetilamino)feniljimino-1,5-dimetil-2-fenilpirazol-1-ium-3-on, 5. dbra) a Molview szoft-
ver [106] segitésével megrajzolva, meghataroztuk annak SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification) szerkezeti kédjat. A Chemprop Python alapi algorit-
mus [107] képes gépi tanuldas (Machine learning) végrehajtasara, ami szerkezeti (SMI-
LES) kédok segitségével képes molekulak kémiai tulajdonsdgainak prediktalasara, igy al-
kalmas az extinkcids koefficiens becslésére is. A tanulé modell 6nmagdban nem tartal-
maz olyan adatbazist, amiben megfelel6 mennyiségii extinkciés koefficiens szerepel. En-
nek kikiiszobolése érdekében Edward J. Beard és tarsai munkajahoz kozolt adatbéazist
vettiik alapul, amiben ~ 1400 molekula € értéke megtaldlhat6 [108][109]. Az adatbézist 50
iteracioban elemeztettiik a tanuld algoritmussal, majd az altalunk meghatarozott SMILES

kodot felhasznalva az alabbi prediktalt értéket kaptuk: 33226,625(L x mol™' x em™!)

Enzimaktivitas vizsgalata

A 6.5.1. fejezetben leirtak alapjan a reakcio lezajlasa soran az oldat szine fokozatosan
lilara valtozik. Ezt az allapotot jol szemlélteti a 17. abra, amin a DAO nem tartalmazé
és a DAO tartalmu reakcidelegyek lathatok a reakcié 30. percében. A keletkezett lila szin
544 nm hulldimhosszon detektalhaté. Az enzimatikus aktivitds mérése sordn felvett (18.
abrén taldlhatd) spektrumokon jol lathatd, hogy az enzimet nem tartalmazd (vak) re-
akcidelegyhez képest, DAO tartalom esetében 544 nm hullamhosszon abszorbancia cstics
jelent meg. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a keletkezett termék a DAO kata-

litikus miikodésének hatasara jott létre, vagyis az enzim jelenléte nélkiill nem ment véghe
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a mérést zavard kémiai atalakulds, igy a modszer alkalmasnak tekinthet6é az enzim katali-

tikus aktivitdsanak mérésére.

17. abra. Yang és tarsai [43] munkdssdgdn alapuld tesztreakcid, bal oldalon enzimet nem
tartalmazo, jobb oldalon enzimet tartalmazo elegy esetén. A keletkezett szin spektrofoto-
metridsan mérheté (A = 544 nm). A reakcidelegy putreszcin-dihidrokloridot, peroxidédz-
enzimet, 4-aminoantipirint, N, N-dimetilanilint, DAO és tormaperoxidaz enzimeket és in-

tesztinoszolvens puffert (pH=6,2; 50 mM) tartalmaz.

= \/ak minta === DAO tartalmu reakcidelegy

300 400 500 600 700 800 300 400 500 544 600 700 800
Hulldmhossz [nm] Hulldmhossz [nm]

18. abra. Enzimmentes és diamino-oxidazt tartalmazoé oldatok 300 nm és 800 nm kozott
mért abszorbancia spektruma. A mérést mikrolemezben Multiskan SkyHigh (Thermo Fis-
her Scientific, USA) UV-Vis spektrofotométerrel végeztiik 37 °C' hdmérsékleten. Az dbran

lathato értékek a reakcié 30. perce utéan kertiltek rogzitésre.
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Enzim tartalmd nanoszal aktivitasanak vizsgalata

A 5.4. fejezetben bemutatott UV-Vis analitikai modszer segitségével megvizsgaltuk
az altalunk létrehozott DAO tartalmu nanoszéalas enzimkészitmény aktivitasat. A PVA
matrix jelenlétének hatasat enzimet nem tartalmazé PVA nanoszallal elvégzett aktivitas
mérésben tanulmanyoztuk. A kapott eredményeket a 19. abra mutatja be. Jol lathato,
hogy az enzim aktivitdsa, a mérés 30. percéig monoton emelkedést mutat. A gérbe nem
ér el maximumot, vagyis sziikkség esetén a reakcié hosszabb id6ablakban is vizsgalhaté a

megbizhatébb detektalds érdekében.
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19. abra. Enzimaktivitds vizsgalata Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, USA)
UV-Vis spektrofotométerrel. A vizsgalatot elvégeztitk DAO tartalmu és DAO nélkiili na-
noszalak esetében is. A tesztreakciéban képzédott terméket 544 nm hullamhosszon de-
tektaltuk. A reakcidelegy putreszcin-dihidrokloridot, tormaperoxiddzt, 4-aminoantipirint,
N, N-dimetilanilint és foszfat puffert (pH=6,5, 70 mM) tartalmaz (T=37 C°). A gorbe
koriil elhelyezkedd régié a mért értékek szérdsat mutatja be, ami minden esetben kisebb,

mint 40%, n=3 mérés esetén.

A DAO enzimet nem tartalmazé nanoszal esetében, a katalizis mentes reak-
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cidelegyben nem lathaté abszorbancia novekmény, vagyis a vizsgdalt idétartamban minden
termékképzodés a DAO aktivitasanak koszonhetd. Ennek fényében kijelenthetd, hogy az

enzim a nanoszalba rogzitése megérizte a katalitikus aktivitasat.

6.5.2. Enzimatikus aktivitas mérése

A spekrofotometrids mérések eredményének kiértékelésekor figyelembe kell venni a
mérémiuiszer kalibraciéjat és azt a mérési tartomanyt, ahol a miiszer pontos és megbizhato

eredmény szolgaltat.

o Enzimtartalmu PVA nanoszal foszfat puffer kérnyezetben
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20. dbra. Enzimaktivitas vizsgdlata Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, USA)
UV-Vis spektrofotométerrel. DAO tartalmi nanoszalak esetében foszfat és intesztino-
szolvens pufferekben. A tesztreakcioban képzodott terméket 544 nm hullamhosszon de-
tektaltuk. A reakcidelegy DAO tartalmu nanoszéalakat, putreszcin-dihidrokloridot, torma-
peroxidazt, 4-aminoantipirint, N, N-dimetilanilint és foszfat puffert (pH=6,5; 70 mM) vagy
intesztinoszolvens puffert (pH=6,2; 50 mM) tartalmaz (T=37 C°). A gorbe koriil elhe-
lyezkedd régi6 a mért értékek szérdsat mutatja be, ami minden esetben kisebb, mint 50%,

n=3 mérés esetén.
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Spektrofotométer késziilékek esetén ajénlott a kapott abszorbancia értékeket (AU) 0,1
és 1 kozotti skalan mérni, ugyanis a miiszer ebben a tartomanyban a legmegbizhatébb
[110]. El6z6 méréseink alatt (19. dbra) a legmagasabb kapott abszorbancia érték ~ 0,16
volt. Annak érdekében, hogy méréseink eredményei ne csak a 0,1-1 tartoméany aljan he-
lyezkedjenek el megnovelt enzim és szubsztrat koncentraciét alkalmaztunk. A vékonybél
kémhatasa eltér a foszfat pufferétol. Mivel a DAO itt fejti ki hatasa legnagyobb részét,
igy a vékonybél kortiilmények szimulalasa érdekében indokolt intesztinoszolvens kérnyezet
hasznalata. A 20. abran lathato aktivitas eredményekrél elmondhaté, hogy az intesztino-
szolvens kortilmények kozott mért értékek magasabb aktivitast mutattak, mint a foszfat
puffer alkalmazasa esetén. Ez elényos, mivel az enzimnek késobbiekben a bélnedvben hi-

vatottak kifejteni aktivitasukat.

Enzimkészitmények osszehasonlitasa

Mivel a 20. dbra eredményei a koncentracié novelés ellenére sem érték el a kivant
0,1-1 (AU) terjed6 abszorbancia értékeket, ezért aranyosan kozel tizszeresére noveltik a
reakciétérfogatot. A nagyobb térfogat jobb hatasfokkal kevertetheto a reakcié sordan, ami
altal lecsokken a diffuziés ellendllas, igy megné az enzim és a szubsztrat taldlkozasanak
valdszintisége. Ezéltal fokozddik a biokatalitikus aktivitds [111]. A nagyobb térfogat
tovabba nagyobb termikus stabilitassal bir, ami kiemelkedd jelentOségii az enzimaktivitas
szempontjabol [112].

A 6.5.1. fejezetben bemutatott analitikai mddszer, valamint a 6.5.1. fejezetben leirtak
altal meghatarozott extinkcios segitségével meghataroztuk a PVA nanoszéalakba agyazott
DAO enzimaktivitasat. A mérést a 5.4. fejezet alapjan végeztiik, a katalitikus miikodést

leir6 paramétereket a 5.4.4. fejezet alapjan szamitottuk ki.
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8. tablazat. Elektrosztatikus szalképzési eljardssal PVA nanoszalakba rogzitett diamino-
oxidaz katalitikus aktivitdsanak vizsgalata. A tesztreakcidkat 37 °C' hémérsékleten, allandé
razatas mellett végeztiik. A tablazat a reakciok kezdetétol szamitott 30 perc elteltével vett
mintak spektrofotométeres vizsgalatabol szamitott eredményeket Osszegzi. A mérés soran
a kiilonboz6 technologiaval formuldlt diamino-oxidéz készitményeket hasonlitottunk ossze
a konverzié (%), a biokatalitikus aktivitas (Up , [U x g7']), a fajlagos specifikus aktivitds
(Ug , [U x g7Y) és az aktivitds hozam (Y4, %) fiiggvényében.

Konverzio Ug Ug Y., Relativ szoras
Készitmény
7] Uxg™] [Uxg™] [%] 7]
Nativ enzim 76,4 8,3x107° 2,76x10~* 100 0,2
Nanoszalas enzimkészitmény 52,3 2,84x107° 9,46x1073 342 6,7
DAOSIN 5,2 6,71x1077 1,56x1072 566 6,6
DAOFOOD+ 2,8 2,77x1077 8,58x107* 310 31,7

A 8. téblazatban kiilonb6z6 enzimkészitmények osszehasonlitasabol kapott értékek
lathaték. Munkénk soran vizsgaltuk a nativ DAO, az éltalunk létrehozott nanoszalas
enzimkészitmény, valamint a jelenleg két kereskedelmi forgalomban kaphaté DAO tar-
talmi enzimkészitmény, vagyis a DAOSIN és a DAOFOOD+ termékek aktivitasat.
Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vartnak megfeleléen a konverzié, és az
enzimkészitmény tomegére normélt biokatalitikus aktivitds (Up) a tiszta enzim ol-
dat esetében volt a legmagasabb. Ezt kovette az altalunk létrehozott nanoszalas en-
zimkészitmény, majd a kereskedelmi forgalomban kaphatd készitmények, amik két
nagysagrenddel kisebb értékeket értek el, mint a nanoszalas formuldcié. Ezzel szemben
az enzim tomegére normalt specifikus aktivitds (Ug), valamint az aktivitds hozam (Y5),
a DAOSIN enzimkészitmény esetében volt a legmagasabb. Ezt kovette a nanoszalas en-
zimkészitmény, a DAOFOOD+, majd a tiszta enzimoldat. Fontos megemliteni, hogy a
DAOSIN étrendkiegészito esetében az aktivitds meghatarozdsa soran a teljes tabletta
belekeriilt a reakcidelegybe, ami soran a egyéb formulacidés segédanyagok és stabilizalo
agensek kertiltek az oldatba. Mivel ezek az anyagok szamunkra ismeretlenek voltak ezért
nem tudjuk, hogy hogyan befolyasoljak a katalitikus aktivitast. Tovabba megemlitendo,

hogy a vizsgalt enzimkészitmények kozotti morfoldgiai kiillonbségek is befolyasolhattak
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az aktivitdst. A nativ enzim és a nanoszalas enzimkészitmény olddszeriikben azonnal fel-
oldédnak, ezzel valodi oldatot 1étrehozva. A DAOSIN, illetve a DAOFOOD+ készitmények
viszont csak részlegesen oldddtak be, ami sordn szuszpenzié keletkezett. Tovabba be-
folyasold tényezo lehetett, a kereskedelemben kaphato készitmények esetében mért ala-
csony abszorbancia. Ennek oka, hogy egy tabletta vagy kapszula teljes enzimtartalma
0,3 mg, ami toredék része a nativ enzim vagy a nanoszdalas enzimkészitménynek vizsgalata
soran alkalmazott DAO mennyiségnek. Ezt a mennyiséget megnovelni az dltalunk hasznalt
metodusban nem lehetett, ugyanis az enzimtomeghez képest szilard anyag térfogata joval
nagyobb volt. Az enzimtartalom névelésével a szilard komponensek tomege Gsszevethetévé
valt volna a reakcidtérfogattal, igy gatolva a reakciot. Az altalunk alkalmazott enzim
mennyiség a reakcidelegyben még elfogadhaté mennyiségii szilard komponenst jelentett,
ami nem befolyasolta tilzottan a reakciot. Végiil pedig befolyasold tényezo lehet a for-
mulalt DAO pontos tipusa is, mely a gyogyszertari készitmények esetében nem ismert, a

gyarto altal nem nyilvanossdgra hozott informacio.
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7. ()sszefoglalés

Kutatémunkénk soran célul tiiztiik ki, hogy elektrosztatikus szalképzés segitségével
egy olyan diamino-oxidéz tartalmu, poli(vinil-alkohol) alapanyagi, nanoszalas készitményt
hozzunk létre, ami 1j lehet6séget adhat DAO alapu enzimhelyettesitéses terapia (ERT)
kifejlesztéséhez.

Munkank soran kitértiink a PVA prekurzor elegyek reoldgiai vizsgalatdra, az
elektrosztatikus szalképzéssel 1étrehozott nanoszalak morfolégiai tulajdonsagainak meg-
hatarozasara, valamint vizsgaltuk a nanoszalak viselkedését mechanikai fesziiltség el-
len. A potencidlis PVA nanoszdlakba enzimet csapdaztunk, aminek jelenlétét késébb
mérheté6 modszerrel kimutattuk. Irodalmi analégia alapjan kidolgoznunk egy nagy
ateresztOképességll, szelektiv és robosztus metdédust, ami lehetdséget ad a DAO biokatali-
tikus aktivitasanak mérésére. Fzalapjan pedig osszehasonlitottuk az altalunk létrehozott
készitményt a piaci forgalomban kaphaté DAOSIN és DAOFOOD Plusz készitményekkel.

A célkittizésnek megfelel6en megmértiik egy eltérd koncentraciéju és molekulatomegii
PVA alapanyagokbdl eldallithaté vizes prekurzor elegyek viszkozitasat rotécids reométer
segitségével, majd ezekbdl nanoszalakat szintetizaltunk és SEM felvételek segitségével meg-
vizsgaltuk azok morfoldgiai tulajdonsagait.

Az elkésziilt szdlas termék rugalmassagi tulajdonsdgainak feltérképezésére
szakitovizsgalatot hajtottunk végre, ami alapjan elmondhatjuk, hogy az DAO ride-
gebb tulajdonsdgokat ad a nanoszalaknak. A legjobb eredményeket elért polimerek koziil
meghataroztuk a szerkezeti és gyartasi szempontok alapjan legigéretesebb prekurzort. Ez
a 130 kDa molekulatomeggel és 10 m/m% koncentraciéval rendelkezé poli(vinil-alkohol)
oldat volt. A kivalasztott polimer viszkozitdsa a szakirodalmi referencia tartomanyba
esett, szdlképzési folyamata stabil és kiegyenstlyozott volt, valamint a lehetséges jeloltek
kozott ez rendelkezett a legkisebb szalatmérovel, vagyis a legnagyobb fajlagos feliilettel.

Igazoltuk az enzim jelenlétét a nanoszalakban Raman spektroszkdpia segitségével, ami
soran jol azonosithaté volt az enzimre jellemzo karakterisztikus eltolédés cstcs.

A biokatalitikus aktivitas mérésére soran sikerrel alkalmaztuk a szakirodalomban
fellelheto, altalunk tokéletesitett UV-VIs spektrofotometrias modszert. Mellyel sikere-
sen megmeértiik az enzim és a nanoszalas enzimkészitmény aktivitasat. Lathattuk, hogy

az enzim, a vékonybelet szimulalé intesztinoszolvensben magasabb aktivitdast mutatott,
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mint a foszfat pufferben. Gépi tanuldsra képes algoritmus segitségével sikeresen pre-
diktaltuk a kifejlesztett metodus termékének extinkcids koefficiensét, aminek koszonhetéen
a tovdbbiakban az enzim aktivitds szamolhaté. Végiil Osszevetettiik a kiilonbozé en-
zimkészitmények katalitikus aktivitasat. A kapott eredmények alapjan a nanoszilas en-
zimkészitménnyel a legtobb esetben legaldbb olyan, vagy jobb aktivitds és konverzidval
rendelkezett, mint a piaci készitmények.

Végezetiil elmondhatd, hogy irodalmi analdgia alapjan kidolgozott aktivitas mérési
metodusunk segitségével sikeresen megmértiik egy altalunk létrehozott nanoszalas en-
zimkészitmény enzimatikus aktivitasat. A PVA nanoszalba agyazott DAO legalabb olyan,
esetenként jobb tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphato DAO tartalmu készitmények, ami okot adhat a készitmény tovabbi kutatasara és

optimalizalasara.
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