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I. Bevezetés 

A reaktív oxigén származékok (ROS) (pl. szuperoxid anion (O2
–•), hidroxilgyök (OH•), 

hidrogén peroxid (H2O2)) normál fiziológiás körülmények között számos biológiai folyamatban 

nélkülözhetetlenek. Fontos szerepük van a sejthalál szabályozásában, a sejtek 

differenciálódásában és az intracelluláris jelátviteli folyamatokban, azonban túltermelődésük 

komoly következményekkel járhat. Az élő szervezetek optimális működése során a felsorolt 

származékok a mitokondriális elektrontranszportlánc részeként vagy enzimkatalizált 

reakciókban keletkeznek, azonban külső tényezők (pl. UV-sugárzás, dohányzás, 

gyógyszerhatóanyagok bomlástermékei) tovább növelhetik koncentrációjukat, mely oxidatív 

stressz kialakulásához vezethet. Túltermelődésük, ezáltal az oxidatív stressz kialakulása ellen 

az élő szervetek antioxidánsokkal védekeznek. Amennyiben ez a jól szabályozott egyensúly 

felborul, az oxidatív stressz számos komoly megbetegedés előidézője lehet. Az antioxidánsok 

olyan molekulák melyek képesek késleltetni vagy megakadályozni az oxidatív stressz 

kialakulását. Szerkezetüket tekintve lehetnek enzimatikusak, melyek meghatározott 

fehérjeszerkezettel bírnak, vagy molekulárisak, úgy, mint polifenolok, vitaminok vagy 

karotenoidok. Orvos-biológiai jelentőségük mellett számos ipari folyamatban fontos 

adalékanyagok, azonban mind molekuláris mind enzimatikus képviselői érzékenyek bizonyos 

környezeti tényezőkre (pl. pH, hőmérséklet, fény). Ennek eredményeként kinyerésük és 

tisztításuk jelentős költségekkel jár. Ezen problémák kiküszöbölésére vagy a tulajdonságok 

optimalizálására jelenthet megoldást az antioxidánsok különböző nanorészecskéken történő 

rögzítése, vagy enzimutánzó nanorészecskék előállítása. Az utóbbi különösen ígéretes kutatási 

irány, amennyiben lehetséges a nano-mérettartományban történő előállításuk. 

A réteges kettős hidroxidok (LDH-k) jelentős figyelemre tartanak számot, mint 

antioxidáns molekulák hordozói. Az LDH-k olyan brucitból (Mg(OH)2) származtatható 

szerkezettel rendelkeznek, melyek hidroxid rétegeinek pozitív töltését – amely a három értékű 

fémionok beépülésének a következménye – a rétegközi anionok kompenzálják. Az 

ioninterkalált, réteges szerkezeti formáik mellett ismertek delaminált változataik (dLDH), 

melyek kutatása, a 2D anyagok rohamos fejlődésének köszönhetően, szintén népszerű az utóbbi 

évtizedekben. Pozitív tulajdonságainak (pl. hangolható szerkezet, anioncsere kapacitás, 

biokompatibilitás) köszönhetően számos kutatás foglalkozik az LDH-k/dLDH-k 

hordozóanyagként való felhasználásával különféle gyógyszerhatóanyagok, enzimek és 

antioxidánsok rögzítéséhez. A biomolekulák beépíthetők az LDH rétegei közé, vagy 

rögzíthetők a felületükön elektrosztatikus kölcsönhatások vagy kovalens kötések révén. A 
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biomolekulák rögzítése mellett, katalitikus aktivitású fémionok hidroxid rétegekbe való 

beépítésével szintén enzimatikus aktivitású LDH-k állíthatók elő. Az utóbbi esetben előállított 

enzimatikus aktivitású nanorészecskék az ún. nanozimek, melyek képesek az enzimek 

tulajdonságait lemásolni továbbá a természetes képviselőikhez képest nagyobb stabilitást 

biztosítani. 

Az enzimutánzó heterogén rendszerek felhasználása során a szerkezeti stabilitás mellett 

a diszperziók kolloidstabilitása is nagy fontossággal bír. Mind az ipari mind az orvosbiológiai 

felhasználások során kiemelt fontosságú a nanorészecske diszperziók nagy stabilitása, ugyanis 

a részecskék nem kívánt aggregációja az ipari folyamatok során az aktivitás csökkenéséhez és 

az eltarthatóság rövidüléséhez vezethet, míg orvos-biológiai körülmények között szintén 

komoly következményekkel járhat (pl. vérrögök kialakulása). A részecskék polielektrolitokkal 

történő funkcionalizálása javíthajta a kolloidstabilitást, továbbá hozzájárulhat a nanorészecskék 

sejtekbe való könnyebb bejutáshoz. 

Összefoglalva, a heterogenizált antioxidáns rendszerek potenciálisan alkalmazhatók 

lehetnek mind orvos-biológiai, mind ipari folyamatokban, ahol a ROS, illetve a ROS által 

előidézett folyamatok elleni védelem fontos feladat. A természetes antioxidánsok negatív 

tulajdonságainak kiküszöbölésével ezek a formulált rendszerek ígéretes jelöltek a jövőbeni 

alkalmazásokban. 
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II. Célkitűzés 

Doktori munkám elsődleges célja antioxidáns hatású nanokompozitok előállítása volt, 

LDH nanorészecskék és nanolapok felületének és szerkezetének módosításával. A célunk 

elérése érdekében több alpontot megfogalmaztunk: 

Első lépésben célul tűztük ki delaminált LDH-k (dLDH-k) előállítását és a diszperzió 

kolloidstabilitásának vizsgálatát egyértékű ionok jelenlétében. 

Második lépésben a korábban vizsgált dLDH-k felületének módosításával célunk volt 

polielektrolitok és antioxidáns enzimek (SOD, HRP, CAT) szekvenciális adszorpcióval történő 

rögzítése. Az enzimek felületen való rögzítésével, antioxidáns kaszkád létrehozása volt célunk, 

mely hatásosan tudja csökkenteni a ROS koncentrációt. Emellett, a polielektrolit rétegek 

adszorpciójával a részecskék kolloidstabilitásának hangolását továbbá az így előállított 

kompozitok sejtbe való bejutásának javítását tűztük ki célul. 

Harmadik lépésben, LDH/antioxidáns kompozitok előállítását terveztük, különféle 

előállítási módszereket alkalmazva. A fázistiszta kompozitokkal célunk volt vizsgálni a 

szerkezet-antioxidáns aktivitás közötti kapcsolatot, melynek ismeretében maximalizálható 

lehet a kompozitok aktivitása. 

Végül, egy LDH-alapú nanozim előállítását terveztük el, melyhez egy olyan 

szintézismódszer kidolgozása volt szükséges, melyben a Mg3Al LDH-ban lévő kétértékű ionok 

egy részét vegyértékváltó fémionokra, mint pl. Cu(II) ionokra cseréljük. 

 

1. ábra: A célkitűzések sematikus összefoglalása 
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III. Kísérleti rész 

Az LDH, dLDH és réztartalmú LDH (CMA) mintákat az együttes lecsapás módszerével 

állítottuk elő. Az LDH/dLDH diszperziók hidrodinamikai sugarát dinamikus 

fényszórásmérésekkel (DLS), míg felületi töltésüket elektroforetikus fényszórásmérésekkel 

(ELS) vizsgáltuk. 

Az LDH-k sikeres szintézisét porröntgen diffraktometriával (XRD) vizsgáltuk, amely 

módszer alkalmas volt az antioxidánsok rétegek közé épülésének igazolására is. A részecskék 

méretének és morfológiájának vizsgálatára szilárd fázisban atomerőmikroszkópiás (AFM), 

pásztázó elektronmikroszkópiás (SEM) és transzmissziós elektronmikroszkópiás (TEM) 

méréseket végeztünk. A dLDH-k fajlagos felületét N2 szorpciós izotermák felvételével 

határoztuk meg a BET módszer segítségével. A CMA minták a korábban felsorolt eszközökön 

túl röntgen fotoelektronspektroszkópiával (XPS) és fluoreszcencia élettartam (FLIM) 

mérésekkel is vizsgáltuk. 

Tannint (TA) és glutationt (GSH) az együttes lecsapás módszerével (LDH/TA/c és 

LDH/GSH/c) és adszorpcióval (LDH/TA/a és LDH/GSH/a) rögzítettük LDH részecskéken. A 

három antioxidáns enzimet (torma-peroxidáz (HRP), szuperoxid-dizmutáz (SOD) és kataláz 

(CAT)) dLDH-k felületére rögzítettük szekvenciális adszorpció módszerével, mely során az 

enzimeket polielektrolit rétegekkel választottuk el egymástól (alginát (Alg-t) és trimetil-

kitozánt (TMC-t)). Az elkészült hibridet a dLDHaHtSC rövidítéssel jelöltük. 

Az antioxidánsok rögzítésének igazolására számos módszert alkalmaztunk. A TA és GSH 

rögzülését a hordozón infravörös spektroszkópiával (IR), Raman mikroszkópiás és ultraibolya-

látható-közeli infravörös spektroszkópiás (UV-VIS-NIR) mérésekkel igazoltuk, míg 

mennyiségük megállapításához tömegspektrométerrel kapcsolt termogravimetriai (TG-MS) 

méréseket végeztünk. Az enzimek adszorpcióját kisszögű röntgenszórással (SAXS) vizsgáltuk. 

A TA és GSH tartalmú minták gyökfogó képességét a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

teszttel igazoltuk, míg az enzimaktivitást a Fridovich-, kataláz-, és gvajakol teszttel vizsgáltuk. 

A részecskék aktivitását HeLa sejteken is vizsgáltuk. A citotoxicitás vizsgálatára 

apoptózis/nekrózis teszttel (APO/NECRO), míg az intracelluláris ROS koncentráció 

vizsgálatára fluoreszcens méréseket végeztünk. A sejtbe való bejutás és a sejten belüli DNS 

kettős szál törésre gyakorolt hatásukat direkt sztochasztikus optikai rekonstrukciós 

mikroszkópiás (dSTORM) mérésekkel vizsgáltuk. 
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IV. Új tudományos eredmények 

T1. Megállapítottuk a dLDH részecskék sófüggő aggregációjának mechanizmusát vizes 

diszperziókban. A kísérleti körülményektől függően az eredeti réteges szerkezet 

kialakulását a részecskék kártyavár szerű aggregációja követte. [4] 

A dLDH nanolapok visszarétegződését egyértékű sók jelenlétében vizsgáltuk. A 

visszarétegződés folyamatát alacsony ionerősségek mellett és rövid időintervallumon végzett 

DLS és turbiditás mérésekkel igazoltuk. A réteges szerkezet a nanolapok lap-lap orientációban 

történő aggregációjának következtében alakult ki, mely nem befolyásolta az LDH-k átmérőjét, 

csak a részecskék magasságát. Mivel a DLS a részecskék legnagyobb dimenziójának 

detektálására a legérzékenyebb, különösen a nanolapok esetén, így a részecskék magasságában 

bekövetkező változás nem befolyásolta a mért részecskék méretet. Ezzel szemben a turbiditás 

mérések sokkal érzékenyebbek a nem gömb alakú részecskék méretére. Így a növekvő 

magasság jelentős változást okozott a turbiditásban a kezdeti „átlátszó” dLDH diszperzióhoz 

képest. 

A visszarétegződést követő aggregációt a hidrodinamikai sugárban bekövetkező meredek 

növekedés jelezte. Az eredmények jó egyezést mutattak a Derjaguin, Landau, Verwey és 

Overbeek (DLVO) elmélettel. Az elektrolit koncentráció növelésével az elektromos kettős réteg 

közti taszítás csökkent, míg a részecskék között fellépő van der Waals erők dominánssá váltak, 

mely kártyavár szerű aggregátumok kialakulását eredményezte. 

A rendszer kinetikájának leírására bevezettük a kritikus koagulációs idő (CCT) fogalmát. 

A CCT-ket a kártyavár szerű aggregátumok képződésének kiindulási időpontjánál határoztuk 

meg. A CCT értéke a kiindulási elektrolit koncentráció által beállított ionerősséggel arányosan 

változott, az elektrolit koncentráció növelésével a CCT-k csökkenő tendenciát mutattak. Az 

alkalmazott részecskekoncentrációk közti különbség miatt, a DLS és turbiditás mérésekkel 

megállapított CCT értékek között jelentős különbség volt megfigyelhető, azonban a 

tendenciában nem volt változás. 

Az elektrolit hozzáadása után a részecskék magassága jelentősen növekedett az időben. A 

CCT elérése után, nagy aggregátumok képződtek, jelezve ezzel az LDH részecskék kártyavár 

szerű aggregációját. Az XRD mérések tovább igazolták a réteges szerkezet kialakulását. Míg a 

dLDH-k esetén amorf anyagra jellemző diffraktogramot kaptunk, a visszarétegződés után 

kristályos anyagra jellemző reflexiók jelentek meg, ezzel igazolva az LDH részecskék 

képződését. 
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A rendszer kolloidstabilitását DLS és turbiditás mérésekkel vizsgáltuk, melyekből 

megállapítva a kritikus koagulációs koncentrációkat (CCC), a koncentrációkülönbség ellenére 

jelentős egyezést kaptunk. Az eredmények mindkét esetben jól leírhatóak a DLVO elmélettel. 

Kezdetben a diszperzió stabil volt, míg a CCC után gyors aggregáció következett be, a 

diszperzió instabillá vált. 

T2. Sikeresen állítottunk elő ROS hatástalanítására alkalmas nanokompozitot 

szekvenciális adszorpcióval a SOD, HRP és CAT enzimek együttes rögzítésével dLDH-k 

felületén. A kompozit, mindamellett, hogy nagy kolloidstabilitással bírt, jelentős 

antioxidáns aktivitással rendelkezett. Átjutva a sejtmembránon képes volt visszaállítani a 

normál ROS/antioxidáns egyensúlyt és nem mutatott citotoxicitást. [3] 

Három antioxidáns enzimet, HRP-t, SOD-t és CAT-t rögzítettünk szekvenciális adszorpció 

módszerével dLDH részecskék felületén, melyek polielektrolit rétegek választottak el 

egymástól. Kezdetben, kis polielektrolit koncentrációnál nem volt változás, azonban a 

polielektrolit koncentráció további növelésével a felület töltése jelentősan változott, míg egy 

adott dózis után a felület ellentétes töltésűvé vált. A magas felületi töltés miatt a diszperzió 

stabil volt, nem következett be aggregáció. Az enzimek rögzítése nem befolyásolta a felületi 

töltést, a diszperzió stabil maradt. A SAXS eredmények igazolták, hogy a polelektrolit és enzim 

adszorpció az elektronsűrűség fluktuáció emelkedését eredményezte, tehát a felület diffúzabbá 

vált. 

A polielektrolit rétegek kolloidstabilitást biztosítottak a rendszernek. A sófüggő 

aggregációs mérések során a diszperzió alacsony elektrolit koncentrációnál stabil maradt, míg 

a CCC után destabilizálódott, gyors aggregáció következett be. Az eredmények jól leírhatóak a 

DLVO elmélettel. 

A kompozit jelentős enzimatikus aktivitással bírt, képes volt mind a H2O2, mind a 

szuperoxid gyökanionok semlegesítésére. A SOD megtartotta aktivitását a dLDH részecskéken 

való rögzítés után, továbbá a gyökök felének semlegesítéséhez szükséges koncentráció (IC50) 

nem változott jelentősen. A CAT magasabb H2O2 bontó képeséget mutatott rögzítés után, mely 

jelentős előrelépés a korábban CAT rögzítésével foglalkozó kutatások eredményeihez képest. 

A HRP szintén magasabb affinitással bírt a szubsztrát iránt rögzítés után, mely a pozitív töltésű 

dLDHaHtSC részecskék gvajakol felé kifejtett nagyobb vonzó erejének volt tulajdonítható. 

A dSTORM mérések alátámasztották, hogy a kompozit képes volt átjutni a 

sejtmembránon, mely a polielektrolit réteg által okozott pozitív töltésnek volt köszönhető. 

Tovább, az APO/NECRO teszt bizonyította, hogy a kompozit nem citotoxikus a HeLa sejtekre 
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nézve. A nanokompozit sikeresen csökkentette a mesterségesen előidézett ROS termelődést és 

így megvédte a sejteket a ROS okozta károsodásoktól. A DNS kettősszál törések jelenlétét 

kimutató mérések tovább igazolták, hogy a dLDHaHtSC kompozit képes volt visszaállítani a 

normál ROS/antioxidáns arányt, megvédve ezzel a sejteket a DNS károsodástól. 

T3. A TA és GSH LDH-n való rögzítését követően bebizonyosodott, hogy egyértelmű 

kapcsolat áll fenn a szerkezet és az aktivitás között. A kompozitok szerkezeti stabilitást 

kölcsönöztek az antioxidáns molekuláknak és elősegítették, hogy az antioxidánsok hosszú 

távon is megtartsák aktivitásukat. [2] 

A TA és a GSH molekulát sikeresen rögzítettük a LDH-k rétegei között és a részecskék 

felületén, mely során az antioxidánsok orientációja a felületen szoros összefüggésben volt az 

alkalmazott szintézis módszerrel. A GSH beépült az LDH rétegei közé az együttes lecsapás 

módszerével végzett szintézis során, míg a felületen rögzült az adszorpciós módszer esetén. 

Ezzel ellentétben a TA mindkét esetben az LDH részecskék felületén rögzült. 

A TA felülethez képest kialakult orientációja szoros összefüggésben volt az alkalmazott 

szintézis módszerrel; továbbá szerkezete nem sérült az együttes lecsapás során alkalmazott 

bázikus körülmények között. Az IR mérések kimutatták, hogy a TA az együttes lecsapás 

módszer alkalmazása esetén a felülettel párhuzamosan, míg adszorpciós módszer esetén arra 

merőlegesen rögzült. 

A TA esetén a felületi orientáció jelentősen befolyásolta az antioxidáns gyökfogó 

képességét. A fenolos –OH csoportok könnyebben hozzáférhetőek voltak merőleges orientáció 

esetén. Ennek eredményeként, az LDH/TA/a magasabb aktivitással bírt, mint a szabad TA, míg 

párhuzamos rögzülés esetén az aktivitás jelentős mértékben csökkent. A GSH tartalmú minták 

esetén a rögzítés nem befolyásolta jelentősen a gyökfogó aktivitást, a kompozitok a szabad 

GSH-hoz hasonló aktivitással bírtak. 

Az aktivitás mellett az antioxidánsok rögzítése szerkezetei stabilitásukat is befolyásolta. A 

szabad GSH jelentősen nagyobb aktivitással bírt 1 hónap elteltével, mint a rögzített molekula. 

A GSH esetén mért magasabb aktivitás a GSH bomlástermékeiből volt származtatható, míg a 

rögzített GSH megőrizte szerkezetét, így eredeti aktivitását is. Továbbá kijelenthető, hogy az 

LDH/TA/a többszöri felhasználás után is megőrizte aktivitását, mely kiterjesztheti ipari 

felhasználhatóságát. 

T4. Sikeresen állítottunk elő SOD és CAT enzimutánzó aktivitással bíró 

nanorészecskéket, az Mg3Al LDH szerkezetében megtalálható Mg(II) ionok Cu(II) 

ionokra való részleges cseréjével. A nanorészecskék jelentős enzimatikus aktivitással 
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rendelkeztek, továbbá intracelluláris ROS és szuperoxid gyökfogó képességet is mutattak. 

[1] 

Mg3Al LDH együttes lecsapás módszerével történő előállításakor lehetővé vált a Mg(II) 

ionok részleges cseréje Cu(II) ionokra, melyet számos mérési módszerrel igazoltunk. Az XRD 

által megállapított megnövekedett rétegtávolságok izomorf szubsztitúcióra utaltak, mely 

szerkezeti változást a Raman mérések során, az M-O-M rezgéshez tartozó sáv eltolódása is 

igazolt. Az XPS mérések szintén alátámasztották a szerkezetbe beépült –Cu(OH)2– egységek 

jelenlétét, továbbá az Al 2p kötési energiájában bekövetkező eltolódás is a Cu(II) ionok 

beépülése következtében megváltozott kémiai környezetre utalt. Az izomorf szubsztitúció a 

fluoreszcencia élettartamot is befolyásolta. A Cu(II) ionok beépülése változást idézett elő a 

felületi hibahelyekben és a felületi töltéssűrűségben, ezzel rövidebb fluoreszcencia élettartamot 

eredményezve. 

A Cu(II) ionok beépítésével kataláz és szuperoxid dizmutáz aktivitással bíró nanozimeket 

állítottunk elő. A szabad enzimhez képest a nanozim aktivitása alcsonyabb, azonban a CMA 

minták jelentős SOD aktivitással bírtak, továbbá kataláz aktivitásuknak köszönhetően képesek 

voltak a H2O2 bontására is. 

A réztartalmú nanorészecskék ROS semlegesítő hatását intracelluláris körülmények között 

is vizsgáltuk. Első lépésben a citotoxicitás vizsgálatok kimutatták, hogy a nanorészecskék nem 

mutatnak toxikus hatást a sejtekre. CMA-val való kezelés után az apoptotikus/nekrotikus sejtek 

mennyisége elhanyagolható volt az élő sejtekhez képest. A CMA-val töténő előkezelést 

követően mind a ROS, mind a szuperoxid gyökanionok koncentrációja csökkent a sejtekben, 

tehát a nanorészecskék képesek voltak gátolni az élőszervezetekre káros molekulák képződését. 
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V. Gyakorlati alkalmazások 

A dLDH részecskék kolloidstabilitásának részletes tanulmányozása fontos információkat 

biztosított a dLDH nanolapok visszarétegződésének folyamatáról. A visszarétegződés 

folyamatáról kapott információk fontos eredmények a különböző környezetkárosító hatások 

csökkentése szempontjából, ugyanis számos szennyező (pl. arzenit, arzenát, nitrát) eltávolítható 

az LDH rétegei közé történő beépítéssel. 

Az LDH-alapú antioxidáns nanokompozitok potenciálisan felválthatják a jelenleg használt 

drága és érzékeny molekuláris antioxidánsokat a különböző ipari és orvos-biológiai területeken. 

A nagy stabilitással bíró LDH/GSH és LDH/TA kompozitok alkalmasak lehetnek például 

kozmetikumokban és csomagolóanyagokban, ahol az öregedésgátló és élettartam növelő 

tulajdonságok kritikus szempontok az antioxidánsokkal szemben. 

A három enzimet tartalmazó dLDHaHtSC hatékony ROS semlegesítőként lehet 

alkalmazható orvos-biológiai folyamatokban, melyet szuperoxid gyökanion és H2O2 

semlegesítő hatásában nyilvánul meg. Hatékony kezelés lehet a napjainkban egyre elterjedtebb 

gyulladásos bélbetegség kezelésére. 

A CMA nanorészecskék stabil diszperziója szintén alkalmazható lehet különféle orvos-

biológiai területeken, melyeknél az antioxidáns hatás gyorsíthatja a gyógyulási folyamatot. 

Ilyen kezelés lehet például az implantátumokon kialakított antioxidáns réteg vagy a sebkezelés 

gyorsítására alkalmazott antioxidáns kezelések. 

Összefoglalva szükség van az új ROS hatástalanító anyagok fejlesztésére mind ipari mind 

orvos-biológiai felhasználás szempontjából. Így a disszertációban bemutatott antioxidánst 

tartalmazó rendszerek jelentős érdeklődésre tarthatnak számot mind ipari mind akadémiai 

körökben. 
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