168 Magyar Kémiai Folydirat

DOI: 10.24100/MKF.2025.02-04.168

Nanoszal-hordozos biokatalizatorok alkalmazasi lehetoségei

TOTH Gerg6 Daniel,* KOPLANY]I Gabor,> STUMMER Tamas,* SEPSIK Normann,” PARDY Tamas,
ENDER Ferenc™ és BALOGH-WEISER Didna®**

“‘Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia és Technologia Tanszék,
Miiegyetem rkp.3. 1111, Budapest, Magyarorszag
*Budapesti Miiszaki és Gazdasdagtudomanyi Egyetem, Elektronikus Eszkozok Tanszék,
Miiegyetem rkp.3. 1111, Budapest, Magyarorszag
¢ Tallinn University of Technology, Thomas Johann Seebeck Department of Electronics, School of Information Technologies,
12616 Tallinn, Estonia
4Spinsplit Kft., Sz6ll6skert utca 0182/135, 2220, Vecsés, Magyarorszag
*Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Fizikai Kémia és Anyagtudomdanyi Tanszék,
Miiegyetem rkp.3. 1111, Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Az elmult években tapasztalt elérelépések a nanotechnold-
gia teriiletén Uj perspektivakat nyitottak a nanométeres tar-
tomanyba es6 anyagok eléallitasaban és alkalmazasaban.
Ezen fejlesztések egyik kulcstechnologidja az elektrosztati-
kus szalképzés (electrospinning), amely gyors és hatékony
megoldast kinal kiilonféle, jellemzden linearis polimerekbdl
allo nanoszalas rendszerek eléallitasara. Kutatocsoportunk
tevékenysége fokuszaban az elektrosztatikus szalképzés
paramétereinek optimalizalasa és az igy létrehozott nano-
szalas strukturak fizikai, kémiai és funkcionalis jellemzése
all. Emellett kutatomunkank kiterjed ezen nanoszalas rend-
szerek alkalmazasi lehetdségeinek vizsgalatara, elsdsorban
az immobilizalt enzimekkel végzett szintetikus biokatali-
zisre, valamint a nanoformulalt terapias enzimeken alapulo
gyogyszerészeti alkalmazasokra fokuszalva.

2. Nanoszalak: mint innovativ szerkezeti elemek

A nanotechnologia dinamikus fejlédése uj tavlatokat nyi-
tott a nanoanyagok szamtalan formajanak eléallitasaban és
alkalmazéasaban. Ezek sokféle morfologiat vehetnek fel, le-
gyen sz6 egyszerli gdmbdokrol, szalakrol, szalagokrdl vagy
rudakrol. A nanoszalak olyan egyediilallo szerkezetli anya-
gok, amelyek keresztmetszeti atméréje nanométer-skalan
(altalaban 1-1000 nm) helyezkedik el — hozzavetdleg az em-
beri hajszal atmérdjének szazadrésze (1. abra) —, mikozben
hosszuk tobb nagysagrenddel meghaladja szélességiiket**.
Ezen ultravékony szalak eléallitasanak egyik legelterjedtebb
modszere az elektrosztatikus szalképzés (electrospinning),
amely soran a folyadék fazist polimer prekurzor elegy csepp-
je elektromos tér hatasara finom folyadék sugarra formalo-
dik, majd a szilard halmazallapott szalak képzddése kdzben
a szolvens pillanatszertien elparolog®. E strukturak kiemel-
kedd fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint
példaul az extrém nagy fajlagos feliiletiik (akar 100 m? g™"),
magas porozitasuk és mechanikai rugalmassaguk, amik le-
het6vé teszik alkalmazasukat szamos teriileten®.

1. Abra. Elektronmikroszképos felvétel egy emberi hajszalrol
(@ =70 um), amely keresztben fekszik egy elektrosztatikus
szalképzéssel elballitott nanoszalas (@ = 200 nm szévedéken)'.

3. Nanoszalak alkalmazasi teriiletei

A polimer alapi nanoszalak alkalmazéasa rendkiviil szél-
eskori a modern tudomanyos és ipari gyakorlatban. Az
elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott polimer nano-
szalak kiemelkedd szerepet jatszanak az orvosbiologiai
alkalmazasokban, kdszonhetéen annak, hogy szerkeze-
tilkben hasonlitanak a természetes szovetek extracellularis
matrixahoz®’. E tulajdonsdguknak koszonhetéen kivaloan
alkalmazhatok sebkezelésben’, szovetmérnokségben®, va-
lamint gyogyszerhatéanyag-hordozd rendszerekként®. Az
intelligens, kiillonb6z6 stimulusokra (pl.: fény, hdmérséklet,
pH, magneses tér) reagald nanoszalak célzott és szabalyo-
zott hatoanyag-leadast tesznek lehetévé®. A biomedicinalis
alkalmazasokon tul a polimer nanoszalak szamos mas te-
riileten is jelent6s potenciallal birnak. Az ¢élelmiszeripari
csomagolastechnikdban hasznalva javithatjak a termékek
eltarthatésagat, valamint hosszutavon megorizhetik azok
mindségét'’.
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A nanoszalas hordozokra rogzitett katalizatorok kiemelke-
dden hatékonyak az ipari katalizisben teriiletén is, ugyanis
nagy specifikus feliiletiik, kival6 mechanikai stabilitasuk
¢és az egyszerl ujra felhasznalhatdsaguk lehetdvé teszik a
folyamatok koltséghatékony optimalizalasat. Ezek a rend-
szerek felhasznalhatok tobbek kozt savkatalizishez!! vagy
hidrogénezési reakciokban'?.

Kivalo sziirési tulajdonsagaik révén aeroszol sziirésre',
vizkezelésre és fémion adszorpcioral*® is alkalmasak, to-
vabba pordézus membran formajaban kiilonb6zd szepara-
ciés folyamatokban hasznosithatok. Az elektromagneses
interferencia arnyékolasban is elénydsen alkalmazhatok a
fémrészecskékkel modositott nanoszalak'®, mig specialis
Osszetételli nanoszalas rendszerek érzékel6kben!” és ener-
giatarolo eszkozokben, példaul szuperkondenzatorokban'
is megtalalhatok.

4. Elektrosztatikus szalképzés

Az elektrosztatikus szalképzés napjainkban az egyik legdi-
namikusabban fejlédo eljarasként tartando szamon, amely
alkalmas nagy fajlagos feliileti, szubmikronos, illetve
nanoskalajo polimer szalak elballitasara'®. A technolégia
jelentdsége abban rejlik, hogy alkalmazasa lehetévé teszi
kiilonféle bioaktiv anyagok (példaul gyogyszerhatéanya-
gok, fehérjék vagy mas biomolekuldk) immobilizalasat és
stabilizalasat'®, mindezt kiilon segéd- vagy hordozdanya-
gok hasznalata nélkiil. Az eljaras soran magas fesziiltségii
elektromos tér hatdsara oldott vagy olvadt halmazallapot
polimerekbdl nanoszalak képzédnek, amelyek a folyamat
végén szilard halmazallapotban, strukturalt, random ren-
dezédve vagy orientalt modon gytilnek Ossze egy foldelt
gytjtofeliileten (kollektor)®.
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2. Abra. Laboratoriumi elektrosztatikus szalképz6 berendezés
sematikus abraja.

A 2. abran lathat6 az elektrosztatikus szalképzés folyama-
tanak sematikus abraja. A folyamat jellemzden zart térben
torténik, ahol a polimer oldatot egy pozitiv elektromos
potencialra kapcsolt Gn. emitter-ti végére juttatjak szaba-
lyozott adagolési sebességgel. Az emitter hegyén kialakulo

folyadékcsepp az elektromos tér hatasara toltést vesz fel,
¢és alakja a feliileti fesziiltség és az elektrosztatikus taszi-
té erék kolcsonhatasa révén kupszeri format olt, amelyet
Taylor-kupnak neveziink?'. Amennyiben az elektromos tér
altal kifejtett elektrosztatikus huzoeré meghaladja a csep-
pet egyben tarto feliileti fesziiltséget, a Taylor-kup csticsa-
bol egy folyadéksugar (polymer-jet) indul ki, amely a tér
nulla potencidlti végpontja, azaz a kollektor irdnydba ha-
lad. A jet kialakulasanak és stabilitasanak egyik alapvetd
feltétele a polimerlancok kozotti megfeleld kohézids erd
fennallasa. Alacsony kohézids erd esetén az anyagaram-
las instabilla valik, és a folyamat soran diszkrét polimer-
cseppek Iépnek ki az emitterbdl, mig talzott kohézid esetén
az elektromos tér nem képes legydzni a belsé kotderdket,
aminek kovetkeztében a csepp megndvekszik, majd hirte-
len, nagyobb tomegben valik le.” A jet mozgasa a kilépési
ponttol tavolodva fokozatosan gyorsul. A kezdeti szakasz-
ban a rendszer viselkedése ohmikus aramlasként irhaté le,
ahol a stabil folyadékszal jellemzdit a feliileti fesziiltség és a
polimerlancok kozotti elektrosztatikus taszitd kolcsonhata-
sok egyenstulya hatarozza meg. A folyadékszalban talalhatd
toltéssel rendelkezd polimer molekulak idovel a szal feliile-
tére migralnak, ahol a hasonlé toltések kozotti taszito erd
hatéasara a jet ,,ostorszerli” mozgast végez?. Ennek kovet-
keztében az aramlas dinamikaja megvaltozik, és konvektiv
aramlasi szakaszba 1ép at, amelyet tovabb novekvd sebes-
ség és komplex palyavaltozasok jellemeznek. Az ostorszerii
mozgas ¢és a megndvekedett aramlasi sebesség hatdsara a
szal jelentésen megnyulik, fajlagos feliilete nagymérték-
ben megnd, ami elsegiti az olddszer gyors elparolgasat.
A folyadékszal szilard nanoszalla valo atalakulasa tehat az
anyag gyors nedvesség- vagy oldoszervesztésének eredmé-
nyeként megy végbe, amelynek végallapotaként a nanosza-
lak szilard halmazallapotban, véletlenszerii vagy rendezett
strukturaban csapodnak ki a kollektor feliiletén®*2*,

Az elektrosztatikus szalképzési technoldgia tobbféle el-
rendezésben valosithatd meg, amelyek alapvetden ttialapu
és tlimentes rendszerekre oszthatok?. A tiialapu konfigu-
raciokban az emitter rendszerint sziik atmérdjii ti vagy
kapillaris, mig a timentes eljarasok a szalképzést szabad
folyadékfelszinrdl valositjak meg?. A tiialapu rendszerek
tovabba orientaciojuk szerint vertikalis vagy horizontalis
elrendezéstiek lehetnek. A vertikalis elrendezés lehetdséget
kinal fentrél-lefelé iranyuld (tengelyes) vagy lentrél-felfelé
miitkodo (forditott) szalképzésre?®.

4.1. A szalképzés fébb paraméterei

Az elektrosztatikus szalképzés soran szamos paraméter be-
allitasa sziikséges annak érdekében, hogy a kapott szalas
termék morfologiaja és mennyisége megfeleljen a kivant
jellemzoéknek, melyek koziil a legfontosabbakat a 3. abra
foglalja 0ssze. Ezen paraméterek hatdsa komplex és egy-
massal szorosan 0sszefiiggd rendszert alkot, amely harom
6 kategoriaba sorolhato: oldatparaméterek, miiveleti para-
méterek és kornyezeti paraméterek?.
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Az oldatparaméterek kozé tartozik a polimer elegy kon-
centracioja, molekulatdmege, viszkozitasa, vezetdképes-
sége, valamint a feliileti fesziiltség, amely az emitter-he-
gyen kialakulé folyadékcsepp felszinén érvényesiil. Ezek
koziil kiemelked$ szerepet jatszik a molekulatomeg?®, a
koncentracio® és a viszkozitas®¥, melyek egymassal szo-
ros koélesonhatasban allnak, igy hatasukat kizarolag egyfitt
vizsgalva értelmezhetjik. A polimer molekulatomege a
lanchossziisaggal aranyosan novekszik, ami fokozza a po-
limerlancok kozotti kdlesonhatasokat és eldsegiti a stabil,
folytonos polimersugar kialakulasat. A nagyobb molekula-
tomegli polimer oldatokban megndvekszik a makromoleku-
lak térkitoltése, ezaltal né a kohézid, ami elengedhetetlen
a stabil szalképzddéshez. A magasabb molekulatomeg és
koncentracié fokozott viszkozitassal jar, amely alapvetd fel-
tétele a szalképzddésnek. Ugyanakkor, ha ezen paraméte-
rek értéke tal alacsony, a keletkezé kohézids erdk nem ele-
genddek a folytonos anyagatadashoz, és az oldat nem képez
szalat, hanem cseppes termékként (electrospraying) jelenik
meg. Tul magas értékek esetén viszont a folyadék nem képes
Taylor-kupot alkotni, és a szalképzés meghiusul®-333, A ve-
zetoképesség a szalképzés egyik meghatarozo paramétere,
amely novelhetd ionizalo adalékok, példaul sok hozzaada-
saval. A magasabb vezetéképesség nagyobb toltéshordozd
kapacitast eredményez, ezaltal stabilabb és megnyultabb
folyadéksugarat biztosit, amely vékonyabb, egyenletesebb
szalakat eredményez. Ezzel szemben az alacsony vezeto-
képesség instabil jer-et, szabalytalan morfologiat és gyon-
gyképzOodést eredményezhet.>3¢ A feliileti fesziiltség az
oldatbdl kilépd polimersugar stabilitasara van jelentos ha-
tassal. A magas feliileti fesziiltség megneheziti a Taylor-ktip
kialakulasat, és eldsegiti a cseppképzddést, amely szintén
gyongyos szerkezet kialakulasahoz vezet. Ennek megel6zé-
sére a feliileti fesziiltség csokkentése sziikséges, kiillondsen
a gyongymentes szalak el6allitasa érdekében®”.

Az alkalmazott elektromos fesziiltség alapvetd feltétele az
elektrosztatikus szalképzésnek, mivel ez biztositja a poli-
mersugar elinditdsdhoz sziikséges elektrosztatikus erdket.
A fesziiltség novelése eldsegiti a stabil Taylor-kup és po-
limersugar kialakulasat, azonban tal magas érték insta-
bilitast, szabalytalan morfologiat vagy gyongyképzddést
okozhat*. Az adagolasi sebesség a szal vastagsagara és
morfolégiajara gyakorol hatdst. A til magas dramlasi se-
besség csokkenti az oldészer elparolgasdhoz sziikséges
1d6t, igy vastagabb és hibas szalak képzddhetnek. A Taylor-
kup csak bizonyos aramlasi sebesség-intervallumon beliil
képes stabilan kialakulni*®. Az emitter-hegy és a kollektor
kozotti tavolsag (Emitter-kollektor tavolsag, EKT) megha-
tarozza a polimersugar utvonalat és ezzel egytitt az olddszer
elparolgasahoz rendelkezésre allo idot. A tavolsag novelése
javithatja a szalak morfologiai egyenletességét, azonban tul
nagy érték inhomogén szerkezethez vezethet. A laboratori-
umi koriilmények kozott alkalmazott optimalis tavolsag jel-
lemzden 10-20 cm kozé esik’**. Az emitter-hegy atmérdje
befolyasolja az dramlds sebességét és a nyomasesés mér-
tékét. Kis atmérd esetén vékonyabb szalak képzddnek, és
a nagy viszkozitasu oldatok is konnyebben feldolgozhatok.

A tal nagy atmér6 azonban a prekurzor elegy kiszaradasat
okozhatja az emitter-hegy peremén, amely duguldshoz és a
folyamat megszakadasahoz vezethet**?. A kollektor anyaga
¢s kialakitasa szintén befolyasolja a szalképzés eredményét.
A leggyakrabban hasznalt aluminiumfodlia kivalo vezetoké-
pessége miatt idealis valasztas, de alkalmazhatok egyéb ve-
zet6képes anyagok is, mint példaul textiliak, drothalo vagy
papir’’*#. A forgd dobos kollektor kisebb szalatmérét és ho-
mogénebb szerkezetet eredményezhet, tovabba lehetdséget
tor mérete hatassal van a szalak eloszlasara €s az elektrosz-
tatikus tér alakulasara, azonban jelentésége masodlagos a
tobbi paraméterhez képest, mivel hatasa féként magasabb
rend, komplex tényez6k fiiggvénye**.

A hémérséklet az elektrosztatikus szalképzés szamos fi-
zikai és kémiai folyamatat befolyasolja, tobbek kozott a
viszkoelasztikus tulajdonsagait és az oldoszer parolgasat.
A hémérséklet novekedése jellemzden csokkenti a szalak
atmérdjét, ugyanakkor a tulzott hémérséklet kedvezébtlen
morfologiai valtozasokat is eredményezhet”. A relativ pa-
ratartalom szintén meghatarozo szerepet jatszik a szalas
termék szerkezetében. Magas paratartalom esetén az oldat
nedvességtartalma lassabban csokken, ami gyongyos, 0sz-
szeolvado6 szalrészeket és pordzus, gyapjuszerli szerkeze-
tet eredményez. Alacsony paratartalom esetén finomabb
¢és simabb szalak jonnek létre, bar ezek eldallitasa lassabb
lehet?"46,
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3. Abra. Az elektrosztatikus szalképzést befolyasolo legfontosabb
paraméterek. A folyamat sikeres kivitelezését, valamint a kialakulo
termék jellemzdit az oldat tulajdonsagai, a miiveleti paraméterek,
valamint a kornyezeti tényezok egyiittesen hatarozzak meg. (E-

K: Emitter-Kollektor; Gyf.: Gytjtéfeliilet, Fel. fesziiltség: Feliileti
fesziiltség)

Osszességében elmondhatd, hogy a sikeres elektrosztatikus
szalképzés érdekében minden paraméter optimalis tarto-
manyban torténé beallitdsa sziikséges, figyelembe véve
azok kolcsonhatasait €s hatarértékeit. A paraméterek integ-
ralt, rendszerszintli szemléletl kezelése alapvetd feltétele a
reprodukalhato és megfeleld mindségii nanoszalas anyagok
elallitasanak.
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5. Biokatalizator mint terdpias eszkoz

Az enzimek, mint biokatalizatorok, kulcsszerepet jatszanak
az ¢él6 szervezetek biokémiai folyamataiban®’. Ahogy ezt a
4. abra is mutatja, egyre ndvekvo figyelem dvezi az enzimek
terapids alkalmazasat, mivel kivételes specificitasuk, szelek-
tivitasuk és biologiai aktivitasuk révén lehetéséget kinalnak
célzott, mellékhatasoktol mentes kezelések kifejlesztésére.
Az enzimalapt terapiak kiilondsen fontosak genetikai ere-
detli betegségek, anyagcsere-rendellenességek, daganatos
elvaltozasok és immunoldgiai korképek kezelésében*.

171

Kiemelkedo6 példéja a terapias enzimek alkalmazasanak az
enzimhelyettesitd terdpia (ERT), mely soran a szervezetbdl
hianyz6 vagy hibasan miikodoé enzimek potlasaval korrigal-
jak az anyagcsere-folyamatokat®”. Az ERT kiilonosen sike-
resnek bizonyult lizoszomalis tarolasi betegségek — példaul
Gaucher-, Fabry- é¢s Pompe-kor — kezelésében. Az ilyen te-
rapiak hosszabb tavon nemcsak a tiinetek enyhitésére, de
a betegségek progresszidjanak lassitasara is alkalmasak®’.

30

20

10

Ujonnan engedélyezett enzimek
szama terapias felhasznalasra

o o1 g
o o S

Enzimalapu gydgyszerfejlesztéssel
kapcsolatos publikaciok szama

a1
o

0 0
1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025

Ev

4. Abra. Az enzim alapu gyogyszerfejlesztéssel kapcsolatos publikaciok szama, valamint Gjonnan engedélyezett enzimhatoéanyagok éves szdma
1950 és 2025 kozott. A publikaciok szamanak meghatarozasahoz a PubMed adatbazisban a ,,Title/Abstract” mezére sziikitve, az ,,enzyme therapy, drug
and treatment” kulcsszavakra keresve tortént a lekérdezés. Az engedélyezett enzimek szamat a DrugBank Online adatbazisban szerepld, enzimeket
tartalmazé gyogyszerek els6ként jovahagyott valtozatanak engedélyezési datuma alapjan hataroztuk meg®'.

Az enzimterapia alkalmazasa azonban komoly kihivasok-
kal is szembesiil. A f6 nehézségek kozé tartozik az enzi-
mek rovid biologiai felezési ideje, érzékenységiik a hore és
pH-valtozasokra, immunvalaszt kivaltoé potencialjuk, vala-
mint az alacsony célzott hatékonysag*-*. Raadasul a szisz-
témasan (pl. intravénédsan) alkalmazott enzimek gyakori
adagolast és egészségiigyi hattérinfrastrukturat igényelnek,
ami jelentds terhet 16 a betegekre®.

E problémak athidalasara korszeri megoldasi lehetGséget
nyujtanak a nanoformulaciés technologiak. Ezek 1ényege,
hogy az enzimeket kiillonb6zd nanoszerkezetli hordozok-
kal (példaul nanorészecskékkel, nanokapszulakkal, vagy
nanoszalakkal) immobilizaljak. Ezaltal novelhetd az enzi-
mek stabilitasa, meghosszabbithatd a biologiai aktivitasuk
idGtartama, valamint mérsékelheté immunogenitasuk®.
Példaul a-glikozidazt magneses nanorészecskékhez rog-
zitve sikeresen hasznaltak Pompe-kor kezelésére, mig
L-aszparaginazt PEG-ilalt (PEG: polietilénglikol) nanoli-
poszomakba agyazva hatékonyan alkalmaztak leukémia
esetén™>%°,

A nanoformulécié egyik kiilondsen igéretes megkozelité-

se az elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott nanoszalas

matrixok alkalmazasa. A folyamat sordn képz6dd, nano-
szalakbol felépiil6 szovedék nagy fajlagos feliiletli, pordzus
matrixot alkot, amely kitlin6en alkalmazhato terapias enzi-
mek hordozodjaként. Amennyiben a szalképzéshez hasznalt
polimer prekurzor oldathoz enzimeket adagolunk, azok a
szalképzés soran beépiilnek a megszilarduld polimer nano-
szalakba, igy egy szilard halmazallapott, nanoszalas en-
zimformula jon létre’™.

Az ilyen nanoszalas formulacioé szamos elonyt nyujthat az
enzimterapiak terén. Egyrészt a polimer matrix fizikailag
védi az enzimet a denaturald hatdsoktol, melynek kdszon-
hetéen jelentésen nd az enzim stabilitasa (példaul javul a
tarolhatosag vagy a gyomorsavval szembeni ellenallas)®.
Masrészt a nanoszalas szerkezet és az immobilizacio ko-
vetkeztében az enzimaktivitas is fokozodhat: kutatdcso-
portunk kisérletei soran szamos esetben tapasztaltuk, hogy
a nanoszalakba agyazott enzimek aktivitasa tobbszordsen
meghaladta a szabad (nativ) enzimekét. A nanométeres
szalas hordozéformanak koszonhetden lehetdség nyilik az
enzimek Ujszerti adagolasara, beleértve az oralis (szajon at
torténd) alkalmazast, a helyi (topikalis) dermalis kezelése-
ket, s6t akar kombinalt terapids rendszerek kialakitasat is,
példéaul az enzim egy masik gyogyszerhatéanyaggal egyiitt
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torténd alkalmazasat®'. Szintén kiemelendd, hogy az elekt-
rosztatikus szalképzés rugalmasan adaptalhato kiilonb6zo
polimerek hasznalataval: csoportunk munkéja soran vi-
zoldhato polimerekbdl, tigymint poli(vinil-alkohol) (PVA)
¢s poli(vinil-pirrolidon) (PVP), valamint vizben nem oldo-
do, biokompatibilis polimerekbdl (példaul politejsav, PLA)
egyarant sikeresen allitottunk el enzimtartalmi nanosza-
lakat®®¢!, Sziikség esetén tovabbi stabilizalo, vagy enzimak-
tivitast fokozo segédanyagok is beépithetdk a formulacioba.

Kutatdécsoportunk munkéjanak egyik f6 célja olyan nano-
szalas enzimformulaciok kifejlesztése volt, amelyek al-
kalmazhatok Iehetnek oralis emésztéenzim-helyettesitd
terapiaban. Ebbdl a célbol elsdként az ilyen terdpidkban
leggyakrabban alkalmazott lipdz, a sertés hasnyalmirigy
lipaz (PpL) nanoformulélasat valositottuk meg elektroszta-
tikus szalképzéssel. A formuldlas soran kiilonb6z6 nano-
szalas matrixokat alakitottunk ki: vizoldhato poli(vinil-al-
kohol) (PVA), poli(vinil-pirrolidon) (PVP) és vizoldhatatlan
politejsav (PLA) polimereket felhaszndlva. Eredményeink
alapjan a nanoszalas formuldcié minden esetben jelentdsen
ndvelte a PpL aktivitasat a szabad enzimhez képest, me-
lyek koziil a legmagasabb aktivitasértéket a PLA-matrixba
rogzitett készitmények esetében mértiik. Ezek az értékek

300

elérték, sét esetenként meg is haladtak a kereskedelmi for-
galomban kaphat6 referencia PpL készitmények aktivitasat,
ami alatdmasztja, hogy a nanoszalas formulacio igéretes
megkozelités lehet az oralis lipazterapia hatékonysaganak
novelésére. A projekt kovetkezo fazisaban olyan vizoldhatd
nanoszalas rendszerek fejlesztésére torekedtiink, amelyek a
PLA-alapu formuldkhoz hasonléan magas enzimaktivitast
biztositanak. Korabbi eredményeinkre épitve két jelentds
terapias potenciallal rendelkez6 lipazt — Aspergillus oryzae
és Burkholderia cepacia lipazok — immobilizaltunk PVA
nanoszalakba. A specifikus aktivitas tovabbi novelése érde-
kében pedig kiilonboz6 ciklodextrin alapu stabilizalo ada-
I¢kokat ko-formulaltunk a lipazokkal. Az igy létrehozott
formulacidk minden tesztelt koriilmény kozott 1ényegesen
meghaladtak a referencia-készitmények aktivitasat (lasd 5.
abra). Eredményeink azt is igazoltak, hogy a ciklodextrinek
nemcsak fokozzadk az enzimaktivitast, hanem eldsegitik
az lipazok egyenletes eloszlasat a nanoszalas matrixban.
Mindez alatamasztja, hogy a ciklodextrinek alkalmazasa
jelentdsen javithatja a nanoszalas enzimformulaciok terapi-
4s hatékonysagat®!s2,

I Burkholderia cepacia lipaz
3 Aspergillus oryzae lipaz
. Ker i gyo

készitmények

250

50
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Felhasznalt ciklodextrin additiv

5. Abra. Nanoszalas lipizformulaciok és kereskedelmi pankreatin készitmények specifikus aktivitasanak dsszehasonlitisa p-nitrofenil-palmitat (p-NPP)
szubsztrat hidrolizise soran (U,, U x g/, 37°C, 1 6ra). A mérések a lipazaktivitas kifejezését segit6 standard és a felhasznalas koriilményeit szimulalo
FeSSIF (Fed State Simulated Intesinal Fluid) kozegben torténtek. A nanoszalas rendszerek kiilonboz6 ciklodextrineket (B-CD: f-ciklodextrin, HPB-CD:
2-hidroxipropil-f-ciklodextrin, SSB-CD: szulfobutilalt-f-ciklodextrin) tartalmaztak®.

Egy masik kutatasi projektiink célja egy topikalis alkal-
mazasra szant, kombinalt hatasmechanizmusi nanoszalas
gyogyszerhordozé rendszer kifejlesztése volt, amely alkal-
mas a Propionibacterium acnes altal kivaltott acne vul-
garis kezelésére. A projekt soran haromrétegli nanoszalas
arcmaszkokat allitottunk el6 elektrosztatikus szalképzés-
sel, vizoldhato (PVP) és vizoldhatatlan (PLA) polimerek
felhasznalasaval. Az arcmaszkokba Candida rugosa és
Rhizomucor miehei eredetl lipazok, valamint a nadifloxa-

sy

meg. A készitményben talalhato lipazok feladata a borfagy-

gyu fo zsirsavésztereinek lebontasa volt, elésegitve ezzel a
az antibiotikum kozvetleniil célozta a gyulladasért felel6s
baktériumokat. Az immobilizalt enzimek minden vizsgalt
zsirsavészter hidrolizisében magas biokatalitikus aktivitast
mutattak, kiilondsen a PLA alapu nanoszalakban, amelyek
hidrofob jellege stabilabb enzimkészitményt eredménye-
zett. A haromrétegli maszkokban az egyiittesen formulalt
lipazok kombindacidja kiegyensulyozott aktivitast biztositott
a vizsgalt szubsztratok teljes spektruman. A bordn at torteé-
né hatdéanyag-leadas vizsgalata ex vivo Franz-diffuizios cel-
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laval tortént human epidermisz mintan, amely igazolta a na-
mig a PLA-alapu maszk elnyujtott hatéanyagleadast bizto-
sitott, ahogy az a 6. abran is lathaté. Osszegzésként az el64l-
a mechanikai stabilitasnak, a hangolhat6 hatéanyagleadas-
nak és az enzimaktivitas fenntartasanak, igy alapjaul szol-
galhatnak olyan bérgyogyaszati terapidknak, ahol egyidejii
antimikrobidlis és lipolitikus hatas sziikséges®.

Osszességében az enzimalapu terapidk jovoje szorosan 6sz-
szefonodik a nanotechnologia fejlédésével. A nanoszalas
rendszerek 0j tavlatokat nyitnak a hatékonyabb, célzottabb
¢és felhasznalobaratabb gyogyszerformak fejlesztésében,
kiilonésen az olyan érzékeny hatdanyagok esetén, mint a
terapias enzimek.

100 0 =% b
(a) ---#---PVP + lipaz (b)
_ 80 < 2 ]-o-pa
(=) P o
a\; B Permedlt = ---@---PLA + lipaz
p= ]
s 00 mHSE = °
40 O Membran :lé 4 l _________________ *
) - ’ """" * J_
o /L.
20 2 1 .",Q'\;.-/-~-§:'_:::‘_::::::'.:::‘Q
A
0 R
PVP  PVP+ PLA PLA+ 0 60 120 180 240

lipaz lipaz

t (min)

(HSE), topikalis-transzdermalis Franz-diffuizios cella segitségével. (a) A NF koncentracidja 24 éras inkubacio6 utan az akceptor fazisban, az
epidermiszben és a membranban; (b) az NF atjutott mennyisége egy 4 oras periddus soran®.

6. Biokatalizator mint szintetikus kémia eszkozei

Az enzimek — mint biokatalizatorok — szdmos eldnyt ki-
nalnak a hagyomanyos kémiai katalizatorokhoz képest.
Egyrészt, segitségilikkel gyakran enyhe (vizbazist, szo-
bahémérsekletli) és kornyezetbarat reakciokoriilmények
kozott valosithatd meg a kivant atalakitas, minimalizalva
a veszélyes vegyszerek és melléktermékek hasznalatat®.
Masrészt, az enzimkatalizalt reakciok kiemelkedd szelek-
tivitassal — tobbek kozott enantioszelektivitassal és regio-
szelektivitassal — zajlanak, lehetévé téve kiralis vegyiiletek
(pl. aminosavak, aminok) hatékony el6allitasat®>%. Szamos
ipari teriileten alkalmaznak enzimeket a szintetikus folya-
matokban, a finom-kémiai termékek gyartasatol a gyogy-
szeriparon at a biodizel el6allitasaig®”s.

Bar az enzimek rendkiviil hatékony katalizatorok, alkal-
mazasukat szamos kihivas neheziti. Az izolalt enzimek
gyakran instabilak a természetes kornyezetiikon kiviil, ér-
zékenyek a hémérséklet-ingadozasra, pH-cltérésekre és a
szerves oldoszerek jelenlétére®™. Ezen tilmenden a szabad
formaban alkalmazott enzimek tjrafelhasznalhatésaga kor-
latozott, mivel nehéz dket visszanyerni a reakcidelegybdl,
ami gazdasagtalanna teheti az eljarast. Mivel a tisztitott en-
zimfehérjék eldallitasa jelentds koltségekkel jar, stabilita-
suk ¢s ujrafelhasznalhatdésaguk biztositasa elengedhetetlen
a fenntarthat6 ipari alkalmazasukhoz.

Szamos kutatas foglalkozott nanoméretii hordozok alkal-
mazasaval az enzimstabilitas javitasa érdekében®. A szili-

cium-dioxid alapt nanorészecskék (szilikagél, mezoporu-
sos szilika stb.) kiilondsen elterjedtek és ipari méretekben is
bevaltak az enzimek immobilizalasara. Ezenkiviil szamos
fém-oxid nanohordozot (pl. titan-dioxid, cink-oxid) is al-
kalmaznak, melyeket gyakran felilletmddositassal tesznek
alkalmassa az enzimmolekuldk megkotésére’. Koztik
a magneses nanorészecskék — példdul vas-oxid (magne-
tit) — azért vonzoak, mert kiilsé6 magneses tér segitségével
egyszeriien visszanyerhet6k a reakcioelegybdl. Az ilyen
nanorészecske-hordozok nagy fajlagos feliilete nemcsak a
magas enzimkotési kapacitast segiti eld, hanem a fehérjék
tak példaul, hogy nano-hordozon torténd rogzités csokken-
ti az enzim kicsapddasat és ndveli a katalizator hé- és pH
stabilitasat™.

Az elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott polimer nano-
szalak rendkiviil nagy fajlagos feliilettel és belso porozitassal
rendelkeznek, amelyek magas enzimkotd kapacitast biztosit
¢és eldsegiti a hatékony szubsztrat-diffiziot. A modszer so-
ran az enzimek kozvetleniil a polimer oldathoz keverhetok,
melyek az ezt kdvetd szalképzés folyaman fizikailag csapda-
z6dnak a keletkez6 nanoszalak belsejében™. Alternativ meg-
kozelitésként az enzimek adszorpcidval, vagy a nanoszalak
feliiletének funkcionalizalasat kovetéen kovalens kotéssel is
rogzithetok a szalakhoz”. Jelentds elény, hogy a szalak belse-
jébe zart enzimek megdrizhetik nativ konformacidjukat, igy
fokozott védelmet élveznek - és hdingadozasokkal szemben,
ami hosszabb ¢élettartamot és nagyobb stabilitast biztosit a
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katalizator szamara’. Mindezek kovetkezményeként egyre
tobb kutatds szdmol be arrdl, hogy a nanoszalas biokataliza-
torok igéretes megoldast jelentenek a finomkémiai eljarasok-
ban, az ¢lelmiszeripari folyamatokban, a tejfeldolgozasban és
a biolizemanyagok eléallitasaban®”’.

Kutatdcsoportunk egyik tanulmanya soran célul tiztiik ki,
hogy egy electrospinning technika segitségével 1étrehozott
biokatalizator eldallitdsa soran feltérképezziik a polimer
tulajdonsagainak ¢és a szalképzési paramétereknek a hata-
sat a kialakulo termék szerkezetére és a csapdazott enzim
aktivitasara. A kisérletek soran a Burkholderia cepacia
eredetll lipaz (BcL) PVA alapt nanoszalakban torténd csap-
dazasat valositottuk meg elektrosztatikus szalképzéssel.
Szisztematikus vizsgalat keretében kiilonb6zé molekulato-
megl ¢s eltérd hidrolizaltsagi foku PVA alapanyagokat ha-
sonlitottunk 0ssze, mikozben optimalizaltuk a szalképzés
legfontosabb technologiai paramétereit.

Az elvégzett aktivitasvizsgélatok alapjan megallapitottuk,
hogy a nanoszalakba csapdazott BcL specifikus aktivitasa
— a megfelel6 gyartasi paraméterek mellett — akar tizszere-
se is lehetett a liofilizalt enzimének. Emellett a csapdazott
biokatalizator kivalo visszaforgathatésagot mutatott: az is-
mételt aktivitistesztek soran sem az enzim aktivitdsaban,
sem a tdomegében nem észleltiink jelentds veszteséget (lasd
7. ébra). Ezzel szemben a liofilizalt enzim a harmadik visz-
szaforgatasi ciklus végére eredeti tomegének kozel 30 sza-
zalékat elveszitette.
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7. Abra. Harom egymast kovetd reakciociklus soran vizsgaltuk a nativ
BcL és a PVA nanoszalas matrixban immobilizalt BcL stabilitasat és
katalitikus aktivitasat. Minden ciklus egy 24 oras atészterezési reakciot
foglalt magaban, majd a katalizatorokat elvalasztottuk, mostuk és
alland6 tomegig szaritottuk. A nativ enzimet centrifugalassal, mig a
nanoszalas katalizatort csipesszel tavolitottuk el a reakcioelegybdl.

A ciklusok végén meghataroztuk a specifikus enzimaktivitast

(U, ; U x g') és a katalizator tomegesokkenését (%)®.

A nanoszalas csapddzas soran tapasztalt enzimaktivi-
tas-novekedés okainak felderitése soran a kdvetkezd meg-
allapitasokat tettiilk: A differencial pasztazo kalorimetrids
vizsgalatok egyértelmii kapcsolatot mutattak a nanoszalas
biokatalizatorok tivegesedési hémérséklete (7)) és az en-
zimaktivitds kozott. A magasabb T,-vel rendelkezd poli-
mermatrixok minden esetben nagyobb mértékben jarultak
hozza az enzim katalitikus miikddéséhez. Ez a megfigyelés
a PVA matrix és a csapdazott lipaz kozott kialakuld stabili-
zal6 kolesonhatasok kialakulasara utalhat.

A PVA és a lipaz kozotti specifikus kdlesonhatasokat mo-
lekuladokkolasi szimulaciokkal is vizsgaltuk. Az eredmé-
nyek alatamasztottak, hogy a polimer és az enzim kozotti
kozvetlen kapcsolatok hozzéjarulnak az enzim konformaci-
0s stabilitasahoz, ezaltal novelve annak aktivitasat a nano-
szalas kdrnyezetben.

Egy parhuzamos tanulmanyban kutatocsoportunk olyan
nanoformulécios stratégiat dolgozott ki, amely nemcsak
az enzimek stabilizalasat és aktivitasuk megdrzését segiti
eld, hanem kozvetleniil integralhatd a rekombindns fehér-
jetermelés utoéfeldolgozasi szakaszaba is. Hisztidin-jeldlt
Chromobacterium violaceum aminotranszferazt (CVIA)
sikeriilt kozvetleniil a nyers sejtlizatumbol izolalnunk és
fémionokkal funkcionalizalt szilicium-dioxid nanorészecs-
kékre immobilizalnunk, igy elkeriilhetévé valt a koltséges
fehérjetisztitas, és az eljaras ideje a hagyomanyoshoz képest
kevesebb mint negyedére csokkent. A nyers sejtlizatumbol
kozvetleniil rogzitett enzimek aktivitdsa magasabbnak ado-
dott, mint a tisztitott fehérjébdl immobilizalt valtozatoké,
ami arra utal, hogy a sejtlizatum 0sszetevdi — példaul stabi-
lizalo fehérjék vagy kofaktorok — kedvezé mikro-kdrnyeze-
tet biztosithatnak az enzim szamara.

20
E Tisztitott CVTA
3 Sejtlizatum
15
—F—
Tm
210
3
5
0
PLA fSNP fSNP PLA

nanoszalak nanoszalakban

8. Abra. Az alkalmazott nanohordozo rendszer (FSNP: amino-
funkcionalizalt szilika nanorészecskék, PLA nanoszalak és fSNP-t
tartalmaz6 PLA nanoszalak) hatasa a tisztitott CvTA és a sejtlizatum
biokatalitikus aktivitasara (U,)™.
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A tovabbfejlesztett, ,,masodik generacios” rendszerben az
enzim—nanorészecske komplexet elektrosztatikus szalkép-
zéssel PLA nanoszalakba agyaztuk, amely tovabb ndvelte
a stabilitast. Ahogy azt a 8. dbra is mutatja, az igy kapott
kompozit biokatalizator specifikus aktivitasa jelentdsen
meghaladta a csak nanorészecskén rogzitett, és a pusztan
nanoszalakba csapdazott enzimekét egyarant. A nanoszalas
matrix és a nanohordozok kombindcidja tehat szinergiku-
san javitotta az enzim teljesitményét és ujrafelhasznalhato-
sagat, ami kiilonosen elényds lehet szintetikus biokataliti-
kus alkalmazasokban’.
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zyme formulations developed by our research group, demonstrat-
ing how electrospun polymer matrices can enhance the stability,
reusability, and activity of immobilized enzymes. Case studies
include oral enzyme replacement therapy using lipase-loaded na-

78. Koplanyi, G.; Bell, E.; Molnar, Z.; Katona, G.; Lajos
Neumann, P.; Ender, F.; Balogh, G. T,; Znidar§i¢-Plazl, P,
Poppe, L.; Balogh-Weiser, D. Novel Approach for the
Isolation and Immobilization of a Recombinant
Transaminase: Applying an Advanced Nanocomposite
System. Chembiochem 2023, 24 (7), €202200713.
https://doi.org/10.1002/cbic.202200713

nofibers, and the design of multilayered nanofibrous facial masks
for topical drug delivery. In synthetic applications, we describe
the development of highly active, nanofiber-immobilized lipase
systems and a hybrid platform combining silica nanoparticles and
nanofibers for enhanced aminotransferase catalysis. These results
underline the versatility of electrospun nanofibers as functional
carriers in advanced biocatalytic systems.
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