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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CAT Kataldz enzim

CCC Kritikus koagulaltaté koncentracio
CeNPs CeOg2 nanorészecskek

DLS Dinamikus fényszorasmérés

DLVO Derjaguin-Verwey-Landau-Overbeek
EPM Elektroforetikus mobilitas

ELS Elektroforetikus fényszorasmérés

HRP Torma peroxidaz enzim

H>0> Hidrogén-peroxid

ICso 50%-os hatast elérdé koncentracio

IEP Izoelektromos pont

MnNPs MnO: nanorészecskék

PCe PDADMAC-dal funkcionalizalt CeNPs
PCe-Mn PCe és MnNPs altal alkotott nanokompozit
PDADMAC Poli-diallildimetil-ammo&nium-klorid
PMn PDADMAC-dal funkcionalizalt MnNPs
PMn-Ce PMn ¢és CeNPs altal alkotott nanokompozit
ROS Reaktiv oxigén szarmazékok

SL Szultat latex

SPMn SL feliiletén immobilizalt PMn

SOD Szuperoxid dizmutaz enzim

X0 Xantin oxidaz enzim



1. BEVEZETES

E16 organizmusokban mindig megtalalhatok nagy reakciokészségii molekuldk és ionok,
amelyek potencidlisan kéarosak lehetnek. Ezek egy csoportjat alkotjdk a reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS). A ROS rendszerint erés oxidaloszerek, ilyenek példaul a szabadgy6kok
(pl.: szuperoxid gyokanion (‘O2"), hidroxilgyok (‘OH) ...), amelyek parositatlan elektronnal
rendelkeznek. Ha szervezetiinkben felhalmozodnak, az hossz(i tdvon oxidativ stressz [1]
kialakulasahoz vezethet: reaktivitasuk miatt a sejtekben megtalalhatd biomolekulak nagy részét
képesek karositani, ezzel bizonyitottan eldsegitve példaul a rosszindulati daganatok,
agyvérzés, illetve sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasat [2,3]. A ROS keletkezése az
¢letfunkciokkal egyiitt jar6 folyamat, viszont kiilonféle kdrnyezeti hatdsok, mint példaul a
légszennyezés, karos szenvedélyek (alkoholfogyasztds és dohanyzas), élelmiszer-adalékok,
gyogyszerek ¢és elektromagneses sugarzds megnovelik koncentraciojukat, ezért elsédleges

fontossagu a ROS artalmatlanitasa.

Az €16 szervezetben szamos antioxidans hatast molekula (pl.: vitaminok és polifenolok)
illetve enzim megtalalhato, amelyek képesek hatékonyan ROS-at hatastalanitani
redoxireakciokon keresztiil. A szuperoxid gyokanionok bomlasat példaul a szuperoxid
dizmutaz (SOD) enzim katalizalja, a reakcio termékei molekuléris oxigén és peroxidionok (0%
). Ez utdbbi iont, amely még mindig igen reaktiv, tobbek kozott katalaz (CAT) és torma
peroxidaz (HRP) enzimek képesek lebontani; H2O2-bdl viz és oxigén keletkezik a folyamat

soran.

Eléfordulhat azonban, hogy a szervezetben talalhatd enzimek mennyisége nem teszi
lehetdvé a kivanatos ROS-koncentracio csokkentést, ezek tehat tulstilyba kertilnek, és oxidativ
stressz alakul ki. A megeldzés és kezelés kézenfekvé modja lehetne természetes enzimek
szervezetbe juttatasa, ez azonban komoly problémakba {itk6zik. Az enzimek eldallitasa igen
draga, és meglehetésen érzékenyek kornyezetiik valtozasaira. A pH, a hOmérséklet és az
ionerdsség optimalistdl valo eltérése konnyen az enzim aktivitdsanak részleges vagy teljes
elvesztéséhez vezethet. A tudomanyteriileten kutatok fontos feladata tehat olcsobban, nagyobb
mennyiségben eldallithatd és kornyezetiiknek ellenallobb, de az enzimet helyettesiteni képes

anyagok eldallitasa és fejlesztése.

A kutatdsok célpontjai tobbek kdzott a nanozyme-ok, amelyek enzimatikus aktivitassal
rendelkez6 nanorészecskék. Ezeket rendszerint szerkezetileg stabil szervetlen anyagok épitik
fel, igy szélsdséges koriilmények kozott is képesek katalitikus funkcioik megtartasara. Jelentds
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fajlagos feliiletiik miatt nagy mennyiségli szubsztrat megkotésére képesek, igy idealis
alternativat jelentenek az enzimek helyettesitésére. Antioxidans aktivitasi nanozyme-0k
lehetnek példaul fém nanorészecskék, mint a réz (Cu), az arany (Au) vagy a platina (Pt), de
akar fémek vegyiiletei is, mint a vanadium(V)-pentoxid (V20s), a mangan(IV)-dioxid (MnOy)
vagy a cérium(IV)-dioxid (CeOy) [4]. Ezek az anyagok alacsony toxicitassal, ezaltal megfeleld
biokompatibilitassal rendelkeznek, igy nem csak ipari, de biologiai és orvosi teriileten is
felhasznalhatok [4,5]. Nagy a ROS-hoz valo affinitasuk, ezaltal hatékonyan lathatjak el a
természetes enzimek katalitikus feladatait. El6éallitasuk altaldban oleso, fizikai-kémiai

tulajdonsagaik igény szerint a felhasznalasi céloknak megfelelden hangolhatoak.

A nanozyme-ok vizes kozegben diszpergalva kolloid rendszert képeznek, ennek
alacsony stabilitasa az egyik legnagyobb hatranyuk. Elektrolitoldatban a kolloidstabilitast tobb
tényez0 egyszerre hatarozza meg. Folyamatosan hatnak, am csak kis tavolsadgban jelentdsek, a
van der Waals erdk, amelyek a részecskék kozotti vonzast biztositjak. Taszitds hidnydban a
részecskék konnyen aggregilodnanak elsdként dimereket, késobb akar csapadékot,
fazisszeparaciot eredményezve. A részecskék méretének novekedésével csokken a fajlagos
feliiletiikk, ami jelentds visszaesést eredményez feliileti kotShelyeik szdmdban, ezaltal
enzimatikus aktivitasukban is. A részecskéken azonban felileti toltések alakulhatnak ki,
amelyek fliggenek azok szerkezetét6l és a rendszer pH-jatol. Az elektrolit jelenléte nagy
mennyiségii oldott iont jelent, amelyek az ellentétes toltésti nanorészecskét korbeveszik, majd
az oldatban 1év§ ellenionjaik egy wjabb, kiilsé burkot vonnak koréjiik. Igy egy elektromos
kettdsréteget kapunk, amely elektrosztatikus taszitassal akadalyozza meg az aggregaciot. A
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) elmélet irja le a kolloid rendszerek viselkedését
e két kolcsonhatas alapjan [6,7]. Az ionerdsség novekedése olyan tényezd, amely gyengiti az
elektromos kettdsréteg taszitasat, ezaltal destabilizalja a rendszert. Ennek megfeleléen az
aggregacio sebessége egyenletesen nd az ionerdsség novelésével a kritikus koagulaltatd

koncentraci6 (CCC) eléréséig.

A kolloid rendszerek stabilizalhatok példaul a részecskék immobilizalasaval egy
megfeleld polimer hordoz6 feliiletén vagy egy polielektrolittal torténd funkcionalizalassal. A
polielektrolitok olyan polimerek, amelyek monomerjei ionizalhaté vagy ionos funkcids
csoportot tartalmaznak; ilyen példaul a poli-diallildimetil-ammonium-klorid (PDADMAC),

amelynek szerkezete az 1. &bran lathato. Jelenlétiik megnodvelheti a feliileti toltést, ezzel



erOsitve meg a DLVO-elmélet szerint 1étrejove taszitd kolcsonhatasokat az elektromos

kettosrétegek atlapolodasa altal.

- -n
1. abra: A PDADMAC szerkezete

2. CELKITUZESEK

A projekt soran fobb céljainkat az alabbiak szerint foglalhatjuk 6ssze:

(i)

(i)

MnOz nanozyme (MnNPs) stabilizalasa. Ehhez célul tiiztiik ki a MNNPS szamara
megfeleld pH értékek beallitasat, majd PDADMAC-dal val6 funkcionalizalasat.
Ezutan az igy el6allitott PDADMAC-MnNPs (PMn) rendszer szulfat latexen
(SL) torténé immobilizacioja, majd az igy kapott kompozit (SPMn) antioxidans

aktivitasanak felmérése kovetkezhetett.

Tobbfunkciés nanokompozitok eloallitdsa. Vizsgalni szerettiik volna két
nanozyme (MnNPs és cérium-oxid nanorészecskék (CeNPs)) egyiittes hatdsat
is. Ezt PDADMAC-dal funkcionalizalt CeNPs (PCe) el6allitasaval, majd PCe és
célunk volt az igy kapott nanokompozit rendszerek (rendre PCe-Mn és PMn-Ce)

antioxidans hatasanak vizsgalata.

3. ESZKOZOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt eszkozok

- ALV-NIBS/HPPS fényszorasmérd

- Anton Paar Litesizer™ 500 fényszorasmérd

- GENESYS™ 10S Thermo Fisher Scientific UV-VIS spektrofotométer

- VWR USC-TH szonikal6 kad

- WTW inoLab® pH 7310 pH mérd



3.2. Felhasznalt anyagok

fosztat-puffer

- Hellmanex® tisztitofolyadék

- hidrogén-peroxid, H20; (30%)

- natrium-hidroxid, NaOH

- natrium-klorid, NaCl (~99,5%)

- nitro-kék-tetrazolium-klorid (NBT), C4oH30Cl2N100¢ (90%)
- PDADMAC (200000-350000 M, 20%)

- sosav, HCI (37%)

- Xantin, CsHaN4O2 (99%)

- Xantin oxidaz (XO), (CsH1sNCl)n

A fenti vegyszereket analitikai mindségben szereztiik be a VWR ¢és Sigma-Aldrich
cégektol, és tovabbi tisztitas nélkiil keriiltek felhasznalasra. A SL, MnNPs, CeNPs kolloid
rendszerek a befogadd laborban korabban keriiltek eldallitasra kereskedelmi forgalomban
elérhetd reagensek felhaszndlasaval. A kisérletek elvégzéséhez Puranity TU 3 UV/UF+

viztisztitd rendszerrel ionmentesitett vizet hasznaltunk.
3.3. Dinamikus fényszorasmérés (DLS)

A DLS a vizsgalt részecskék hidrodinamikai sugarat (Rn) adja meg. A méréseket ALV-
NIBS/HIPPS késziilekkel végeztiik, a 1ézer hulldmhossza 638,2 nm, a mintak hémérséklete a
mérések ideje alatt 25,0 £ 0,2 °C volt, a szort fényt 173°-nal detektaltuk. A részecskéket
polisztirol kiivettakban vizsgaltuk 2 ml térfogatban. A mérést kozvetleniil a kérdéses

nanorészecskék adagoldsa utan kezdtiik, és minden esetben egymads utan 100-szor ismételtiik.

A Rn a Stokes-Einstein egyenlettel (1) szamithato [8]:

kT
Rh =
6mnD

1)

ahol kg a Boltzmann-allando, T az abszolit hémérséklet Kelvinben kifejezve, n a kozeg

dinamikai viszkozitasa és D a diffuzids egyiitthato.
A kolloid rendszer stabilitasat a stabilitasi arany (W) irja le [8]:
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k
W = gyors (2)
Kapp
ahol kapp a latszolagos aggregacios sebességi allandot, kgyors a diffizid kontrollalt aggregacio
sebességi allandojat jeloli. Diffuzido kontrollalt aggregéacio kelld toménységii sdoldatokban
fordul eld, itt az elektromos kettdsréteg hatdsa gyakorlatilag megsziinik, igy taszitd erdk helyett

a diffuizid sebessége szab gatat a folyamatnak. Ez azt is jelenti, hogy W értéke nem lehet 1-nél
kisebb.

A mérés soran kapott adatbol (Rn) a kdvetkezoképpen kapjuk meg Kapp-t [8]:

1 dRy(®)
@P R, (0)  dt )

k

ahol Rn(0) a monomer részecskék hidrodinamikai sugara, ) a Rn~t fliggvény linearis

h
dt
illesztésének meredeksége. Minél lassabb tehat az aggregacidé (azaz minél kisebb ez a

meredekség), annal nagyobb W értéke.

Az aggregacios felezési id6 (Tu2) alatt a részecskék fele képez dimert [8]:

2
T1/2 = k_NO (4)

ahol k a Smoluchowski-féle aggregacios sebességi allando, No pedig a kezdeti részecskeszam-

koncentracio.

3.4 Elektroforetikus fényszorasmérés (ELS)

Az ELS a vizsgalt részecskék elektroforetikus mobilitdsat (EPM) adja meg. A méréseket
Anton Paar Litesizer™ 500 késziilékkel végeztiik, a lézer hullimhossza 658 nm volt, a
fesziiltséget pedig allando 200 V értéken tartottuk. A mintdkat 8-szor mértiik 25 + 0,2 °C
hémérsékleten, majd a mérések atlagat vettiik figyelembe. A kapott EPM (pe) értékekbdl a
Smoluchowski-modell alapjan szamoltunk zéta potencialt (C) [9]:

£&oC

Ue = (%)

ahol € a kozeg relativ permittivitasa, €0 a vakuum permittivitasa. A bemért térfogat mindig egy

Anton Paar™ omega kiivetta térfogata (350 pl) volt.



crer

készitettiink. Ezek pH-jat 3-ra, illetve 11-re allitottuk be, rendre 1,0 M HCI, illetve 1,0 M NaOH
oldatok segitségével, majd a koztes pH értékeket e két diszperzid kiillonbozo ardnyt részleteinek
Osszekeverésével kaptuk. A pH valtozasat és pontos értekét WTW inoLab® pH 7310 pH
mérdvel kovettilk nyomon.

A zéta potencial sokoncentracio-fliggésének mérésekor a vizsgalt anyag allando

crcr

Az immobilizalas, illetve polielektrolittal vald funkcionalizalas folyamatait is nyomon
kovettiik ELS-sal. A funkcionalizalas soran a MnNPs koncentraciojat allando értéken tartottuk,
¢s chhez képest a PDADMAC tomegaranyat (mg/g mértékegységben) valtoztattuk. Az
immobilizalas sordn a kordbban megkapott PMn ¢és az alland6 koncentracidban jelen 1évé SL

aranyat valtoztattuk.

3.5. UV-Vis spektrofotometria
A méréseket GENESYS™ 10S, Thermo Fisher Scientific UV-VIS spektrofotométer

felhasznalasaval végeztilk. Az abszorbancia (A) értékekbol a fényt elnyelé komponens

crer

A=c¢lc (6)

ahol 1 a fény utjanak hossza (cm-ben) a mintaban, € pedig a molaris extinkcios egylitthato.

3.6. Szuperoxid-dizmutaz teszt

A SOD enzimet utanz6 antioxidans hatast a Fridovich-vizsgalattal [11] mértiik. Itt a
szuperoxid gyokanionokat ('O2") helyben, xantin hagysavva valé oxidalasaval termeljiik, majd
figyeljiik, hogy a vizsgalt, potencialisan SOD aktivitassal rendelkezé anyag képes-e azokat
elbontani. A gyokok jelenlétét NBT segitségével kovetjiik nyomon: a NBT eredetileg sarga
szine kékre valtozik, ha gyodkanionokkal reakcidba 1ép. Kevés kék anyag jelenléte tehat
hatékony SOD hatasti antioxiddns rendszerre utal. A szinvéltozds spektrofotometridval
mérhetd.

A mérés soran 3000 pL térfogati mintakat készitettiink el6. Ezekben a vizsgalt
foszfat-puffer segitségével 7,0 + 0,1-re allitottuk be. Minden mintaba tettiink emellett 200 pL

3,0 mM xantint, 300 pL 1,5 g/L XO-t és 100 pL 3,0 mM NBT-t. Az utols6 reagens (a XO)
8



hozzdaddsa utan a mintat 5 madasodpercig erdteljesen kevertettiik, majd gyorsan a
spektrofotométerbe helyeztiik. Itt 565 nm hullamhosszon 6 percig méasodpercenként rogzitettiik
az abszorbancat. Az antioxidans nélkiili valtozas értékének a pontossag érdekében 3 mérés
atlagat tekintettiik. A katalitikus helyek telitettségét szazalékban kifejez6 inhibiciot (I) a

kovetkez6 modon szamoltuk:

[ (44, — AA) - 100
B AA,

()

ahol AAo az antioxidans nélkiili abszorbancia valtozasok (3 mérés) atlaga, AAs pedig a minta
abszorbancia valtozasa a mérési id6 alatt. Az antioxidans koncentracidjat I = 50% esetén ICso-

nek nevezzik.

3.7. Katalaz teszt

A CAT enzim a H202-ot vizre és oxigénre bontja, az ilyen jellegli antioxidans hatast a
CAT teszttel ellendrizhetjiik. Ennek 1ényege, hogy kiilonb6z6 mennyiségii H2O2-0t juttatunk
abszorbanciajat UV-Vis spektrofotometriaval 240 nm-en nyomon kovetjiik. Méréseink soran a
2400 pL térfogatu mintakban a H202 koncentracidjat 0 és 1 mM kozott valtoztattuk. A pH-t 7,0
+ 0,1 értékre beallitd 50 mM foszfat-puffer koncentraciot 600 uL 200 mM-0s oldat bemérésével
mintatol fiiggd aranyban Osszesen 1560 pL ioncserélt vizet és H2Oo-torzsoldatot. A H20:
bemérése utan a mintat 5 s-ig erdteljesen kevertettiikk, majd gyorsan a spektrofotométerbe
helyeztiik. Az abszorbanciat 10 percen keresztiil masodpercenként rogzitettiik, majd a kapott
grafikon meredekségébdl meghataroztuk a reakciosebességet (s, azaz abszorbancia egység/s
mértékegységgel), amelyet a Lambert-Beer torvény (6) segitségével mM s dimenzidban is
megadtunk. A szamitashoz az 1 = 1 cm-t (a kiivetta vastagsaga) és ¢ = 39,4 Mt cm™ adatokat

crer

a kapott adatpontokat a Michaelis-Menten modell (8) alapjan illesztettiik [10]:

Vmax

Y R+ 51 ®

ahol v a reakciosebesség, Vmax a reakciosebesség legnagyobb elérhetd értéke, Km a Michaelis-
Menten allando, [S] pedig a szubsztrat koncentracidja (Km a 0,5'Vmax értékhez tartozod

koncentraciot adja meg).



4., EREDMENYEK

4.1. A stabilitast befolyasolo tényezok vizsgalata
Elsoként a MnNPs ¢s SL rendszerek toltésének ¢&s stabilitdsanak pH-filiggését

tanulmanyoztuk, az eredményeinket a 2. 4bra mutatja.
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2. abra: (@) MnNPs hidrodinamikai sugara és zéta potencialja a pH fiiggvényében. A
méréseket 50 ppm MnNPs koncentracioval végeztiik. (b) SL részecskék hidrodinamikai
sugara és zéta potencialja a pH fiiggvényében. A méréseket 125 ppm SL
koncentracioval végeztiik.

A MnNPs savas kémhatdsndl kozel 0 mV zéta potenciallal rendelkeznek, a feliileti
hidroxil csoportok protondloddsa miatt, ez az érték a pH novekedésével csokken. Hasonlod
tendenciat mutat a hidrodinamikai sugar is, itt a nagyobb részecskékt6l kisebbek felé tolodik a
rendszer. Ez a megfigyelés a DLVO-elmélettel magyarazhato: az erdsebb negativ feliileti
toltések erdsebb elektromos kettOsréteg altali taszitdst eredményeznek, ezaltal az
elektrosztatikus taszitas hatékonyan akaddlyozza meg az aggregaciot, ez pedig kisebb Rn-0
részecskéket eredményez. A 0-hoz kozeli zéta potencidl esetén azonban a van der Waals
kolcsonhatasok meghatarozoak, mivel az elektromos kettés réteg altali taszitas megsziinik, és
ekkor gyors aggregaciot figyelhetiink meg. A méréseinket a pH 3-11 intervallumban végeztiik,
mindkét vizsgalt anyag esetén pH 9-11 kozott kaptuk a legstabilabb diszperzidkat. Ennek oka,
hogy a részecskék feliiletén deprotonalhatod csoportok helyezkednek el: MnNPs-nél -OH, SL-
nél pedig szulfatcsoportok, amelyek nagyobb része a ligos tartomanyban deprotonalddik. A SL
a mérésben szerepld minden pH érték esetén kelléen alacsony zéta potencidllal rendelkezett a
stabil rendszer eléréséhez. Ez az informacid, a késdbbi immobilizalast tekintve, igéretes
hordozénak mutatja a SL részecskéket. A 2. abra eredményei alapjan a vizsgalt anyagok
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kezeléséhez a tovabbiakban pH 9-es kozeget valasztottunk; minden kisérletiinket, ahol ennek

ellenkezdje nincs feltiintetve, ezen a pH értéken végeztiink.

crer

ionerdsséget NaCl hozzdadasaval biztositva a diffuzio kontrollalt aggregaciot vizsgaltuk. Az

eredményeinket a 3. dbra mutatja.

44 |7
H 125 ppm (@) (b)
9001 A 50 ppm gt 6
|
= @® 25ppm -
@ 10 ppm & 34
£ nm Ve, 5
= 7 =
2 800 .|' 1 B
2 " ) "~ % s §
§ 700- u A 2 24 -
< A A A Al S o
5 . Ae|  E [
% A A 4 -
8 » < 1 %
T ‘\ (¢}
-1
&
0 T T L] T  § T —O
0 500 1 000 1 500 2000 20 40 60 80 100 120
1d6 (s) SL koncentracioé (ppm)

3. abra: (a) SL részecskék hidrodinamikai sugara az idé fiiggvényében, 10-125 ppm SL
koncentraciotartomanyban, 1 M ionerosség mellett. (b) A latszolagos sebességi allandok
és aggregacios felezési id6k az SL koncentracidjanak fiiggvényében.

A 3/a abran latszik, hogy magasabb SL koncentracioknal gyorsabb aggregéaciot
(meredekebb gorbét) figyelhetiink meg. A (3) és (4) egyenletek segitségével kiszamitottuk az
adott koncentraciokhoz tartozo latszolagos aggregacios allandokat (Kapp) €s az aggregacios
felezési id6ket (Ti2), amelyek ugyanezt a tendenciat mutattdk (3/b abra). Magasabb
koncentracidhoz nagyobb Kapp és rovidebb Tip tartozik, ez szintén gyorsabb aggregaciora utal
a részecske koncentracio novekedésével. Az eredményeink alapjan a tovabbi kisérletekben 125
ppm SL koncentracidt hasznaltunk. Ennek oka, hogy a diffuzié kontrollalt aggregacio még
ennél az értéknél is linearis novekedést mutat, amely kisebb ionerdsség melletti stabilitasra utal.
A magasabb koncentracional jelentkezd erdteljesebb fényszorassal pontosabb DLS méréseket

tudunk elvégezni.
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A stabilitast az ionerdsség fliggvényében is tanulmanyoztuk. A mintdkhoz egyre
novekvo mennyiségii NaCl-ot adtunk, és meghataroztuk a zéta potencialjukat, illetve stabilitasi

aranyukat, amelyeket a 4. abran tiintettiink fel.
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4. abra: (a) MnNPs stabilitasi aranyai és zéta potencialjai a sokoncentracio
fiiggvényében. A mérések soran a MnNPs koncentracioja 100 ppm volt. (b) SL stabilitasi
aranyai és zéta potencialjai a sékoncentracio fiiggvényében. A mérések soran 125 ppm
SL koncentraciot alkalmaztunk.

A stabilitasi aranyt a (2) és (3) egyenletek alapjan szamitottuk ki. A MnNPs altal alkotott
diszperzid6 nem tudta so jelenlétében meglrizni a stabilitasat, igy 1-hez kozeli értékeket
kaptunk. A SL azonban a vart trendet mutatta: a sokoncentracié névekedésével folyamatosan
csokkent a stabilitasi allanddja a 250 mM-nal talalhato CCC-ig, ahonnan pedig mar diffuzié
kontrollalt aggregaciora jellemzé W = 1 értéket kaptuk. A folyamat a DLVO-elmélettel
magyarazhatd: az ionerdsség novelése lecsokkentette az elektromos kettOsréteg hatasat a
toltések arnyékolasa altal, igy gyengébbé valtak az aggregaciot akadalyozd taszitd

kolcsonhatasok. Ezt igazolja a folyamatosan ndvekvo negativ zéta potencidl érték is.

4.2. A MnNPs funkcionalizalasa

A stabilitds jellemzése és a koriilmények optimalizalasa utan a célunk a MnNPs
immobilizalasa volt a SL feliiletén. A 2. abran azonban latszik, hogy mindkét rendszer zéta
potencialja negativ, igy nem johet koztiik 1étre elektrosztatikus vonzés. A probléma megoldasa
érdekében a MnNPs feliiletét pozitiv toltésli polielektrolittal bevontuk igy egy pozitiv feliileti
toltést kivanva elérni. Az altalunk valasztott polielektrolit a PDADMAC volt, amelynek
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szerkezete az 1. abran lathatd. A stabil, pozitiv toltésti diszperzio eléréséhez sziikséges

PDADMAC mennyiségét az 5. dbra alapjan hataroztuk meg.
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amelyet mg PDADMAC/g MnNPs egységben adtunk meg. A kisérlet soran a MnNPs
koncentracioja 100 ppm, a NaCl koncentracioja 1 mM, a pH értéke pedig pH =9 volt.

Alacsony PDADMAC-koncentraci6 nem elegend6 a  toltés  eldjelének
megvaltoztatasara, itt a MnNPs-re jellemz6 negativ toltést mérjiik. Az izoelekromos pont (IEP)
utdn mar tobbségbe keriil a részecskék feliiletére kotddd PDADMAC toltése; a feliilet
telitésével egyiitt a gérbe 1smét ellaposodik. A nagy, pozitiv zéta potencial értekek a DLVO-
elmélet alapjan stabil diszperziokat, €és az elektrosztatikus vonzéas elvei alapjan hatékony
immobilizalast tesznek lehetévé. Emiatt a tovabbiakban felhasznalt PMn rendszert jellemzd

PDADMAC-koncentraciét 200 mg/g-nak valasztottuk.

4.3. A PMn immobilizalasa

A kapott pozitiv feliileti t6ltésli PMn részecskéket konnyen tudtuk a negativ feliileti
toltésti SL részecskéken immobilizalni. Ezzel SL-PDADMAC-MnNPs (SPMn) kompozitot
kaptunk. A PMn-koncentracié ndvelése mellett figyelemmel kisértilk a zéta potencial

valtozasat, ennek eredményét a 6. abra szemlélteti.
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6. abra: Az SPMn rendszer zéta potencialjai a PMn mennyiségének fiiggvényében,
amelyet mg PMn/g SL egységben adtunk meg. A mérések soran a SL koncentracioja
125 ppm volt.

A mérési eredmények alapjan a folyamat parhuzamba allithat6 a funkcionalizalassal.
Alacsony PMn-koncentracional a zéta potencial eldjelét a SL részecskék negativ feliileti toltése
hatarozza meg, a PMn-koncentraci6 ndvelésével azonban annak pozitiv tdltése keril eldtérbe.
Az IEP 50 mg PMn/g SL koncentracional talalhato, nagyjabol 100 mg/g felett a zéta potencial
jol kozeliti a maximalis értéket. A célunk stabil antioxidans hatast rendszer eldallitasa, igy a
tovabbi kisérletekhez a 100 mg/g koncentraciot valasztottuk. Ennél a dozisnél
valdszintlisithetjiik, hogy a képz6dé SPMn részecskék nagy feliileti boritottsagtiak, stabilis

diszperziokat alkotnak és ezaltal hatasos ROS lebontd anyagok lesznek.
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4.4. A MnOgz-alapu rendszerek antioxidans hatasanak vizsgalata
A szuperoxid gyokanionok elbontasanak hatékonysagat felméré SOD tesztet elvégeztiik

MnNPs-re és SPMn-re is. Az inhibici6 (I) értékeket a (7) egyenlet alapjan hataroztuk meg, az

eredményeket a 7. abra szemlélteti.
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7. abra: Az inhibicié valtozasa a nanozyme koncentraciojanak fiiggvényében MnNPs és
SPMn nanozyme-ok esetén.

Mindkét vizsgalt rendszer rendelkezik SOD enzimet utdnzd aktivitissal, a
koncentraciojuk novelése a hatékonysagukban is a vart névekedést idézi elé. A 7. dbran
ismertetett mérési adatok alapjan a funkcionalizalas és immobilizalas csokkentette ugyan a
MnNPs katalitikus aktivitdsat, de nem sziintette meg, s6t azt mondhatjuk, hogy az SPMn
részecskék jelentds szuperoxid gydkanion dizmutalo hatdssal birnak. A csokkenés kvantitativva
tehetd az ICso értékek Osszehasonlitdsaval, amely MnNPs esetén 1Cso = 0,593 ppm, SPMn
esetén pedig ICso = 1,665 ppm. Ezek alapjan mindkét rendszer rendelkezik SOD aktivitassal,
de a MnNPs kisebb mennyisége is elég az 50%-os katalitikus hatas eléréséhez. A
kolloidstabilitast noveld hatast is figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy az SPMn hatékony

antioxidansként alkalmazhat6 heterogén rendszerekben.
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Az antioxidans hatas tovabbi igazolasahoz elvégeztiik szintén MnNPs-re ¢s SPMn-re a
CAT tesztet is, amely a peroxidionok bontasat vizsgalja. A Lambert-Beer torvény (6)

segitségével kiszamolt reakciosebességeket a Michaelis-Menten modell (8) alapjan illesztettiik,

és a 8. abran tuntettuk fel.
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8. abra: A reakciosebesség valtozasa a H2O2 koncentracidjanak fiiggvényében MnNPs
és SPMn nanozyme-ok esetén. A folytonos vonalak a Michelis-Menten modell (8)
alapjan torténé matematikai illesztést jelolik.

A reakcidsebesség értékei és a matematikai modell pontossdga egyértelmiivé teszik,
hogy mindkét vizsgalt rendszer rendelkezik CAT-aktivitassal. A 8. dbra grafikonjai azt is
megmutatjak, hogy a MnNPs funkcionalizalasa és immobilizalasa gyakorlatilag nem
csokkentett a hatékonysagan. A Michaelis-Menten modell (8) két paramétere a MnNPs esetén
Viax = 2.5049 £ 0.083 uM s™ és Km = 0.17094 + 0.0191 mM, SPMn esetén pedig Vimax = 2.348
+£0.136 uM st és K = 0.14696 + 0.0308 mM. Ez tovéabbi bizonyitékot ad a 8. abran lathatdan
hasonld mértékli CAT aktivitdsra. Ezen informdaciok alapjan kimondhatjuk, hogy az

immobilizalas nem valtoztatta meg Ilényegesen a nanozyme részecskék HoOo—

elbontoképességét.

Az eddigi eredmények dsszességében bizonyitottak, hogy sikeresen allitottunk eld egy

MnNPs alapu, CAT és SOD aktivitassal rendelkezd, stabil kolloid rendszert.
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4.5. Két nanozyme-ot tartalmazoé kompozit 1étrehozasa

A kutatasi projekt kovetkezd 1épése olyan nanokompozit 1étrehozésa volt, amely CeO2
nanorészecskéket (CeNPs) ¢s MnNPs-et is tartalmaz. Célunk a ROS lebontds soran
szinergisztikus hatds létrehozasa volt, amely altal széles spektrumu antioxidans anyagot
hozhatunk létre. A kozvetlen heteroaggregacio ismét az azonos eldjelii toltések problémajaba
iitkozik: a CeNPs-nek is negativ a zéta potencialja az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott.
A megoldast itt is az egyik rendszer PDADMAC-kal val6é funkcionalizalasa jelentette, amely
pozitiv zéta potenciallal rendelkezd nanozyme-ot eredményezett. Ehhez eldzetes mérésként
CeNPs-re is elvégeztik a mar ismert eljardst a megfelel6 PDADMAC-koncentracio

megtalalasara, és eredményeinket a 9. dbran tiintettiik fel.
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amelyet mg PDADMAC/g CeNPs egységben adtunk meg. A Kisérlet soran a CeNPs
koncentracioja 100 ppm, a NaCl koncentracioja 1 mM, a pH értéke pedig pH =9 volt.

A tapasztaltak kvalitativan megegyeznek a MnNPs-nél latottakkal: alacsony
polielektrolit-koncentracido esetén a CeNPs negativ zéta potencialt hataroznak meg, majd
nagyobb PDADMAC-koncentracio hatasara a zéta potencial eldjele megvaltozik, stabil pozitiv
toltésti diszperziot kapunk a polielektrolit-adszorpcio hatasara. A zéta potencial és stabilitas
kozti Osszefiiggést itt is a DLVO-elmélet irja le: a feliileti toltés elektromos kettdsréteget hoz
létre, amely elektrosztatikus taszitassal akadalyozza az aggregaciot. A nagyobb toltés erdsebb
taszitast, ezaltal lassabb aggregacidt jelent, illetve teljesen meggatolja a részecskék
Osszetapadasat {itkozésiik soran. Az eredmények alapjan a tovabbiakban 80 mg PDADMAC/g
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CeNPs koncentraciot hasznaltuk fel a CeNPs-PDADMAC (PCe) rendszerek eléallitasahoz és

vizsgélatahoz.

A zéta potenciadl eldjelének sziikséges megvaltoztatdsa tehat sikeres volt,
rendelkezésiinkre alltak negativ toltésit MnNPs és CeNPs, illetve pozitiv tltésii PMn és PCe
rendszerek. Ezekbdl elektrosztatikus vonzason alapul6 heteroaggregacioval kétféle kompozitot
tudunk eldallitani: CeNPs és PMn segitségével a PMn-Ce, illetve MnNPs és PCe segitségével
pedig a PCe-Mn rendszereket kaphatjuk. Mindkét esetben vizsgaltuk a zéta potencialt a két
komponens aranyanak fiiggvényében (10. abra). A PDADMAC-dal funkcionalizalt komponens
mennyiségét valtoztattuk a negativ toltésti nanozyme alland6 koncentracidja mellett, tehat a

z¢ta potencial megvaltozasa a kompozit kialakulasanak kovetkezménye.

- 30_
20 @ Ce-PMn ® Mn-PCe ®
20- (b)
= B
% M
'@ :@©
g g
2 g O
o o
o Q.
I s -10+
@ ‘O
N N
-20 -
-30 -
I 1 1 1 I 1 1 I I 1 1
10" 10° 10" 10° 10° 10° 10° 10" 10* 10° 10
PMn koncentracioé (mg/g) PCe koncentracio (mg/g)

s rer

ere s

meg. A kisérletek soran a pH =9 érték allandé volt.

A mérések ismét a vart eredményt mutattik, azaz a funkcionalizalt nanozyme alacsony
koncentracidban nem volt képes a rendszer negativ toltését kompenzalni, a koncentracid
novekedésével azonban a toltés folyamatosan nétt. Mindkét kompozit esetén elértiik azt a
koncentraciot, amikor a heteroaggregacioé teljesen lejatszodik, azaz tovabbi funkcionalizalt
részecskéknek mar nincs lehetdségiik megkotddni. Ekkor, nagy pozitiv toltés esetén a DLVO-
elmélet szerint stabil rendszert kaptunk, amely mind MnNPs-t és CeNPs-t tartalmaz. Stabil,

pozitiv toltésti kompozitok kezelése és vizsgalata érdekében a 10. dbran szerepld adatok alapjan
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a PMn-Ce és PCe-Mn rendszereknél is 1000 mg/g koncentracidval, azaz 1:1 tomegarannyal
dolgoztunk tovabb. Fontos megjegyezni azonban, hogy mig ez az ardny a PCe-Mn rendszernél
telitettséget jelent az EPM-ban, addig a masik esetben az EPM novekedett nagyobb dézisoknal,

azaz nem alakult ki egységes kompozit szerkezet ennél az anyagnal.

Meértiik a két kompozit SOD aktivitasat, a SOD teszt segitségével. Az inhibicidt a (7)

fliggvényében abrazoltuk, ezt a 11. dbra szemlélteti.
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11. abra: Az inhibicio valtozasa az antioxidans koncentracidjanak fiiggvényében PCe-
Mn és PMn-Ce kompozitok esetén.

Mindkét nanokompozit egyértelmiien rendelkezik SOD aktivitdssal. Az ICso
értékeikben Iényeges kiilonbéget tapasztaltunk, a PCe-Mn rendszeré 1Csp = 0,703 ppm, a PMn-
Ce rendszeré pedig ICso = 1,800 ppm. Ez utébbi tehat joval nagyobb mennyiségli nanozyme
esetén éri el ugyanazt az 50%-os hatékonysagot. A 7. és 11. abrak, valamint az ICso értékek
alapjan a PCe-Mn SOD aktivitdsa a MnNPs-ével, mig a PMn-Ce aktivitasa a SPMn-ével
Osszemérhetd. Ez azt jelenti, hogy a heteroaggregacié nem sziintette meg, st csak a PMn-Ce

esetén csokkentette jelentdés mértékben a nanozyme-ok SOD hatasat.

A kompozitok antioxidans aktivitasat a CAT teszttel is vizsgéltuk. A mért abszorbancia
(A) — ido6 (t) figgvényekbdl a meredekségeik és a Lambert-Beer torvény (6) segitségével

crer

12. abran tiintettiink fel.
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rendszer nem funkcionalizalt nanozyme-ra vonatkoztatott koncentraciéja mindkét
kisérletben 50 ppm volt.

Az abran lathatd, hogy a két rendszernél jelent6s mértékben kiilonboz6 CAT-aktivitast
mértiink. Ez szamszertien a PMn-Ce kompozit esetén Vmax = 32.467 £ 1.28 uM s? és Km =
0.29399 £ 0.0306 mM, a PCe-Mn kompozit esetén pedig Vmax = 22.578 + 4.41 pM st és Ky =
1.2335 £ 0.368 mM értékekkel jelenithet6 meg. Ez is igazolja, hogy a PMn-Ce kompozit
rendelkezik hatékonyabb CAT aktivitdssal, hiszen nagyobb maximaélis reakcidsebességet képes
elérni, és a Vmax felének eléréséhez sziikséges koncentracioja lényegesen kisebb a PCe-Mn
rendszerénél. A kisebb SOD aktivitassal bird6 PMn-Ce rendszer CAT aktivitas terén tehat
feliilmulta a PCe-Mn rendszert.
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5. OSSZEGZES

Kutatdsi munkank soran MnQO; alapi antioxiddns hatasi kolloid rendszerek

fejlesztésével foglalkoztunk.

Megvizsgaltuk a SL és MnNPs rendszerek stabilitdsat a pH €s ionerdsség fiiggvényében
a hidrodinamikai sugar, a zéta potencial és a stabilitasi arany mérésével. Ehhez DLS ¢és ELS
modszereket alkalmaztunk. A SL rendszert koncentracidja fliggvényében is jellemeztiik

latszolagos sebességi allandoinak és aggregacios felezési iddinek segitségével.

Az eredményeink alapjan kivalasztott optimalis koriilmények kozott sikeriilt a SL és
MnNPs rendszerekbdl kompozitot képezni. Ehhez els6ként a toltés megvaltoztatasa érdekében
a MnNPs-et PDADMAC polielektrolittal funkcionalizaltuk. A kapott pozitiv toltésit PMn
jutottunk. Ez a MnNPs-nél joval nagyobb stabilitassal rendelkezett, de SOD és CAT aktivitasa
nem sziint meg. Ezt UV-Vis spektrofotometria segitségével, a SOD ¢és CAT tesztek

elvégzésével igazoltuk.

Egy masik antioxiddns hatasti nanozyme-ot, a CeOz-ot is tanulméanyoztuk. A CeNPs
negativ toltése miatt ezt is funkcionalizaltuk PDADMAC-dal, amely a pozitiv toltési PCe
rendszert eredményezte. Ez lehetdséget teremtett két nanokompozit, a PMn-Ce és a PCe-Mn
eléallitasara. Mindkét esetben sikeriilt jelentds kolloidstabilitassal rendelkezd diszperzidkat
létrehoznunk, amelyek a SOD ¢és CAT teszten is bizonyitottdk a kordbban vizsgalt

rendszerekével 0sszemérheto antioxidans hatasukat.

Az elért eredmények fontos informaciokat szolgaltatnak olyan antioxidans kompozitok
kifejlesztésében érdekelt kutatdsokhoz, ahol heterogén mintdkban hasznalhaté széles

spektrumt ROS lebont6 anyagok létrehozasa a cél.
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