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1 BEVEZETO 2

1. Bevezetd

Az enzimek rendkiviil hatékony biokatalizatorok, amelyek Osszetett kémiai reakciokat képe-
sek nagy hatékonysaggal és szelektivitassal, kornyezetkiméls, enyhe koriilmények kozott katali-
zalni. A gyogyszeripar kiilonos érdekldést mutat irantuk, mivel az aktiv gyogyszerhatoanyagok
biokatalitikus elGallitasan til maguk az enzimek is alkalmazhatok terapids agensként. Szé-
mos betegség kezelésében jatszanak szerepet, tobbek kozott anyageserezavarok, hasnyalmirigy-
elégtelenség, trombozis, egyes daganatos megbetegedések és bérbetegségek esetén. Biokompa-
tibilitasuk és szubsztrat-specifitasuk révén az enzimek mind a gyogyszergyartasban, mind pedig
a kozvetlen terapias alkalmazésokban nélkiilozhetetlen eszkozokké valtak.

Az enzimek szamos elényos tulajdonsaga ellenére klinikai alkalmazéasukat sok esetben gya-
korlati korlatok nehezitik. Nativ allapotukban az enzimek konnyen denaturalédnak, érzékenyek
a proteolitikus lebontésra, fiziologias kornyezetben instabilla valhatnak, és gyakran kedvezétlen
farmakokinetikai tulajdonsdgokat mutatnak. Ezek a tényezdk a terdapias hatékonysag csokkené-
séhez vezethetnek, gyakori vagy nagy dozisu alkalmazast tehetnek sziikségessé, ami megdragitja
a kezelést, és csokkentheti a betegek egyiittmiikodési hajlandoségat. Mindez indokoltté teszi
olyan formulalési stratégidk fejlesztését, amelyek javitjak az enzimek stabilitdsat, bioldgiai hasz-
nosulasat és kontrollalt felszabadulésat a terapias alkalmazéasok soran.

A modern nanotechnolbgia 1j tavlatokat nyit az enzimterapia kihivasainak megoldasaban.
Nanoformulalas segitségével az enzimek olyan stabil, védett kozegbe integralhatok, amely meg-
6rzi azok szerkezetét, noveli stabilitasukat, és lehet6vé teszi a célzott vagy elnytjtott hatdoanyag-
leadast. A szamos nanotechnologiai megkozelités koziil az elektrosztatikus széalképzés (electros-
pinning) kilonosen igéretes modszerként tiinik ki enzimtartalmi nanoszerkezetii anyagok eld-
allitasara. Az electrospinning lehet6vé teszi nagy fajlagos feliilett, szabalyozhato porozitasa
polimer nanoszalak képzését, amelyek alkalmasak érzékeny biomolekuldk enyhe koriillmények
kozotti immobilizalasara.

Az elektrosztatikus szalképzéssel elGallitott nanoszalak jelentGs potenciallal birnak terapi-
as enzimek hordozoanyagaként. Szerkezeti tulajdonsigaik alkalmassa teszik ket topikalis és
oralis gyogyszerhordozo6 rendszerek kialakitasara, ahol védéméatrixként, hatéanyag-leadas sza-
balyozoként vagy aktivitast fokozo kozegként funkcionalhatnak. A nanoszalak Osszetételének,
morfologidjanak és rétegezettségének testreszabhatosaga tovabb béviti alkalmazasi lehet&sége-
iket az orvosbioldgia teriiletén.

A jelen doktori értekezés célja nanoszalas enzimhordozo rendszerek alkalmazasédnak vizsga-
lata terapias lipazok célzott formulélasara. A dolgozat bemutatja, hogy a polimerek jellemzsi
és a szalképzés soran alkalmazott technologiai paraméterek hogyan befolyasoljak az enzimek
immobilizacidjat, stabilitdsat és katalitikus hatékonysagat. A munka két klinikailag relevans
terlileten mutatja be a nanoszalak segitségével formulalt lipazok terapias alkalmazhatosagat:
dermatologiai korképek topikalis kezelésében, valamint oralis enzimhelyettesits terapiaban. Az
eredmények aldtdmasztjak a nanoszéilas technoldgiaban rejls lehetGségeket, mint sokoldali és
skaldzhato platform a terapias enzimek korszerd formulalasara.



2. Szakirodalmi Attekintés

2.1. Az enzimek gyogyaszati felhasznalasa

Az enzimek kiemelked§ jelentéséggel birnak a modern gydgyéaszatban, mivel képesek bonyo-
lult biokémiai reakciokat nagy hatékonysaggal és szelektivitassal katalizalni kiméletes, fiziologias
koriilmények kozott. Természetes szerepiik az anyagcsere-szabélyozasban és sejtmiikodésben le-
het6vé teszi, hogy sokféle betegség kezelésében kozvetlen terapids hatéanyagként is alkalmazzéik
6ket. Emiatt az enzimek nemcsak a gyogyszeripar gyartéasi folyamataiban nélkiilézhetetlenek,
hanem egyre tobb készitményben kozvetleniil is megtalalhatok hatdéanyagként — ahogy azt az
1. &bra is bemutatja.
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kozott. A kozlemények adatai a PubMed adatbézisbol szarmaznak, mig az enzimek jovahagyasi
datumait a DrugBank Online adatbézis alapjan hataroztuk meg.

Az enzimterapia jelentSs fejlédésen ment keresztiil az elmult években, amit a célzott, biolo-
giailag jol toleralhato gyogymodok iranti egyre fokozodo igény is eldsegitett.! Az enzimalapt
készitmények mara széles korben alkalmazotta valtak a gyogyéaszat kiilonb6zé teriiletein. Az on-
kologiaban példaul proteolitikus enzimeket hasznalnak a daganatok extracellularis matrixanak
és a daganathoz kapcsolodo fehérjéknek a lebontasara,? ami el§segiti a tumor novekedésének
gatlasat és a metasztazisok csokkentését. Ezek a megkozelitések alacsonyabb toxicitast eredmé-
nyezhetnek, kiilondsen akkor, ha célzott aktivalassal vagy kis molekulatomegii inhibitorokkal
kombinéljék Gket.

A kardiovaszkularis gyogyaszatban az enzimek kulcsszerepet toltenek be a fibrinolizis fo-
lyamatdban.? Terapias célokra szerin- és metalloprotedzokat alkalmaznak patologias vérrogok
feloldaséra, kiillonosen akut iszkémias sztrok, mélyvénas trombozis vagy tiidGembolia esetén.

A topikalisan alkalmazhato enzimterapidk széles korben elterjedtek a bérgyogyészat és a
sebkezelés teriiletén.* A természetes eredet( papain és bromelain enzimek példaul elésegitik a
szovetregeneraciot, csokkentik a gyulladéast, valamint tamogatjak az elhalt szévetek eltéavolitasat

1. Jennifer N Hennigan és tsai. Drug discovery today 27, szam 1 (2022): 117-133. oldal.

2. Lennart Gremmler és tsai. Anticancer Research 41, szam 7 (2021): 3213-3232. oldal.

3. Germana Michelle de Medeiros e SILVA és tsai. Acta Amazonica 46, szam 3 (2016): 323-332. oldal.
4. Amene Nikgoftar Fathi és tsai. Journal of Wound Care 29, szam 9 (2020): 488-495. oldal.
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kronikus sebek, fekélyek és égési sériilések esetén. Ezeket az enzimeket gyakran biokompatibilis
gélformulakba vagy nanoszalas kotszerekbe integraljak, ezzel biztositva a célzott és hatékony
helyi kezelést.

Az enzimterapiak koziil kiemelked§ jelent&séggel birnak az enzimhelyettesits terapiak (ERT),
amelyek kiilonosen hatékonyak bizonyos orokletes anyagcsere-betegségek, példaul lizoszomélis
tarolasi rendellenességek kezelésében.® E betegségek hatterében dltalaban egy adott enzim hi-
anya vagy miikodésképtelensége all, ami toxikus anyagok felhalmozodasat eredményezi a szer-
vezetben. Az ERT célja az adott enzim poétlasa, ezaltal a metabolikus egyensiily helyreallitasa
és a tiinetek enyhitése. Az 1990-es évektdl kezdGdGen a terapia szémos betegség — példaul
Gaucher-, Fabry- és Pompe-kor — kezelésében bizonyult sikeresnek, és a rekombinans technolo-
gidk térnyerésének koszonhetSen napjainkig dinamikusan fejlgdik.

A nanotechnolégia fejlédése jelentGsen kibGvitette az enzimterapiak alkalmazasi lehetGségeit.
A nanohordozok képesek megévni az enzimeket a degradéaciotol, szabélyozni azok felszabadulé-
sat, valamint novelni a sejtek altali felvételiiket. Enzimhordozoként kiilonféle szerves és szervet-
len nanorészecskéket alkalmaztak sikerrel, mint példaul szilicium-dioxidot, poli(vinil-alkoholt),
politejsavat, kitozant, vagy kiilonféle szénalapt nanostrukturakat. Ezek az anyagok 1j terapias
lehetGségeket kinalhatnak, példaul az emésztGenzimek szajon at torténé alkalmazasara, illetve
a fehérjék célzott szallitasara meghatarozott szervekhez vagy sejtcsoportokhoz.

2.2. Az enzimterapiak kihivasai

Bar az enzimek klinikai jelentGsége vitathatatlan, terapids alkalmazasukat szamos kihivas
korlatozza. A célzott hatéanyag-leadas nehézségei, az instabilitas fiziologias kornyezetben, az
akadalyt képeznek az enzimterapidk hatékonysigénak, biztonsdgossaganak és széles kort elter-
jedésének.

Az enzimterapiak egyik legnagyobb kihivasa a hatoanyag célzott eljuttatasa az érintett szo-
vetekhez vagy sejtekhez. Az enzimek nagyméretii és komplex szerkezetdi makromolekulék,
amelyek nehezen képesek athatolni a biologiai giatakon, igy gyakran nem halmozodnak fel meg-
felel6 mértékben a kivant célteriileten. Ez nemcsak a kezelés hatékonysagat csokkenti, hanem a
mellékhatasok kockézatat is néveli. Ennek athidalasara az utobbi években olyan nanorészecske-
alapt hordozorendszerek keriiltek kifejlesztésre, amelyek képesek az enzimeket kornyezeti in-
gerekre — példaul pH-valtozasra vagy betegséggel Osszefiiggd fehérjék jelenlétére — reagalva,
célzottan felszabaditani. Ezzel egyidejiileg a fehérjemérnoki technologiak segitségével tovabb
javithat6 az enzimek célsejtekhez valo kotSdése és hatasossiaga.b

A terapias enzimek klinikai alkalmazasénak egyik legjelentésebb akadalya az instabilita-
suk. A nativ enzimek szerkezete rendkiviil érzékeny a kornyezeti hatasokra, igy példaul a
testh6mérséklet-ingadozasokra, a pH-valtozasokra, valamint a protedzok altali lebomlasra. E
sériilékenység kiilonosen jelentds a gasztrointesztinalis traktus kornyezetében. A stabilitas fo-
kozésara alkalmazhato technologidk kozé tartozik az immobilizalas kiilonféle védskozegekben
(példaul nanoszerkezet hordozokban), illetve a fehérjeszerkezet modositasa célzott mutaciok
révén. E stratégidk célja az enzim funkcionalis konformécidjanak megérzése és a terapias hatas,
valamint az eltarthatésdg meghosszabbitéasa.”

A terapias enzimek immunogenitésa szintén komoly kihivést jelent.® Mivel e bioldgiai hato-
anyagok tobbsége nem human eredeti, vagy rekombinéns technologiaval elGallitott, a szervezet
immunrendszere gyakran idegenként ismeri fel Sket, ezzel semlegesits antitestek termelését ki-

5. Maryam Yari és tsai. Current Pharmaceutical Biotechnology 18, szam 7 (2017): 531-540. oldal.

6. Miguel de la Fuente és tsai. International Journal of Molecular Sciences 22, szam 17 (2021): 9181. oldal.
7. Shubhrima Ghosh és tsai. Therapeutic Enzymes: Function and Clinical Implications, 2019, 131-150. oldal.
8. Leslie P Cousens és tsai. Biobetters: Protein Engineering to Approach the Curative, 2015, 63-77. oldal.
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valtva. Ez jelent&sen csokkentheti a kezelés hatasosségét, és silyosabb esetben immunologiai
mellékhatasokhoz vezethet. Az immunvalasz mérséklésére kiillonbo6z6 formulélasi stratégiak al-
kalmazhatok, példaul a felilleti PEGilalas (polietilén-glikol lancok kapcsolasa), illetve nanoszer-
kezetekbe torténd csapdazas, amelyek képesek csokkenteni az immunrendszer altali felismerést
és novelni a hatoéanyag keringési idejét.

A terapias enzimek jellemzGen révid in vivo felezési ideje gyakori adminisztraciot tehet sziik-
ségessé a kivant koncentracié fenntartasahoz.® Az enzimaktivitas idébeli meghosszabbitasara al-
kalmazott stratégiak kozé tartozik az elnyijtott hatdéanyag-leadési nanohordozok alkalmazasa,
a PEGilalas, valamint a proteolizissel szemben ellenélld fehérjemodositasok bevezetése. Ezek a
megoldasok csokkenthetik az adagolas gyakorisagat, ezaltal javitva a beteg-egytittmiikodést.

Végiil, az enzimterapidk széles kord alkalmazasanak egyik legf6bb akadalyat tovabbra is a
magas elGallitasi koltségek jelentik. Az aktiv enzimek elGéllitasa, tisztitasa és formulalasa bo-
nyolult, koltségigényes folyamat. Ugyanakkor a biotechnologiai gyartastechnologiak fejlédése —
példaul fejlett bioreaktor-rendszerek, optimalizalt gazdasejtek és hatékonyabb fehérjeexpresszi-
6s rendszerek — lehet@séget kinal a gyartasi koltségek csokkentésére és a termelés méretnovelésé-
re. A fehérjemérnokség szintén hozzajarulhat a koltséghatékonysaghoz a hozamok novelésével
és a downstream tisztités egyszertisitésével.

2.3. Nanotechnolégia az enzimterapidkban

A nanotechnolégia integralasa az enzimterapidkba 1j lehetGségeket nyitott az enzimek sta-
bilitasanak, aktivitdsdnak és célzott felszabadulasanak javitdsara.'® A nanoméretd hordozok
sokoldalti platformként szolgalnak: képesek megvédeni az enzimeket a lebomléastol, lehet&vé
teszik a kontrollalt hatéanyag-leadést, és novelik a terdpias hatékonysigot. Szamos nanostruk-
turat — koztiik polimer és szervetlen nanorészecskéket, valamint hibrid rendszereket — alkal-
maztak sikerrel enzimimmobilizacio céljabol, melyek mindegyike kiilonb6z6 elényocket kinal az
adott terapias kontextustol fiiggéen. Ezek a megkozelitések nemcsak az enzimek funkciona-
lis élettartamét novelik meg, hanem csokkentik azok immunogenitasat, és javitjak az in vivo
biohasznosulasukat.

A nanotechnologian alapuld enzimterapias stratégiak koézéppontjaban az enzimimmobiliza-
ci6 all,'! amelynek soran a fehérjéket nanostrukturalt hordozokhoz rogzitik vagy azokba zarjak.
Az immobilizacios technikdk az enzim és a hordozéd kozotti kolesonhatas tipusa szerint oszté-
lyozhatok. A leggyakrabban alkalmazott médszerek kozé tartozik a csapdazas, az adszorpcio,
a kovalens kotés, a keresztkotéses rogzités, valamint az affinitasalapi megkozelitések. Ezek
mindegyike sajatos elénydket és korlatokat kinal az enzimaktivitas megdrzése, a stabilitas, a
gyartasi megvalosithatoség és a klinikai alkalmazhatésag szempontjabol.

Csapdazas soran az enzimeket fizikai moédon zarjak be egy porozus vagy gél-szerd matrixba,
anélkiil, hogy kémiai kotés alakulna ki a hordozoé és az enzim koézott. Ez a modszer hatékonyan
védi az enzimeket a kiilsé stresszhatasokkal szemben, mikézben lehetévé teszi szamukra, hogy
megdrizzék nativ térszerkezetiiket. Ugyanakkor a matrix diffazios korlatai csokkenthetik a
szubsztrat hozzaférését és a termékek tavozasat, valamint hosszabb tavon eléfordulhat az enzim
kioldodasa is.

Adszorpcié soran az enzimek gyenge fizikai erékre tamaszkodva kotédnek meg a hordozéd
felszinén. Ez a modszer egyszertien kivitelezhets, és nem befolyasolja jelentGsen az enzimek
térszerkezetét. Ugyanakkor az igy rogzitett enzimek stabilitédsa érzékenyen reagal a kornye-
zeti paraméterekre, példaul a pH-valtozasra, hémérsékletre és az ionerdsségre, ami a kotddés

9. Rahela Zaman és tsai. Journal of controlled release 301 (2019): 176-189. oldal.
10. Ambra Del Grosso és tsai. Advanced Drug Delivery Reviews 188 (2022): 114464. oldal.
11. Yasmin R Maghraby és tsai. ACS omega 8, szam 6 (2023): 5184-5196. oldal.
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megsziinéséhez és az enzimaktivitas elvesztéséhez vezethet.

A keresztkotéses technikak soran az enzimmolekulakat kovalens kotések révén kozvetleniil
egymashoz rogzitik — példaul glutaraldehid segitségével — kristalyok vagy aggregdtumok forma-
jaban. Ezek a rendszerek rendkiviil stabil szerkezetet biztositanak, és minimélis enzimkioldo-
dast mutatnak, azonban a kémiai modositasok gyakran csokkentik az enzim aktivitasat, illetve
akadalyozhatjak a szubsztrat hozzaférését az aktiv centrumhoz.

Az affinitasalapt immobilizacié specifikus biokémiai kolcsonhatasokat hasznal ki az enzim és
a hordozo kozott, amely elGsegiti az enzimaktivitas meg6rzését és minimalizalja az aktivitas-
vesztést. E modszer nagyfoku szelektivitast tesz lehetéveé, ugyanakkor megkdveteli a hordozo-
feliilet preciz mérnoki kialakitédsat vagy az enzim modositasat, ami fokozza az eljaras koltségét
és technikai Osszetettségét.

A kovalens kotésen alapuldé immobilizacié sorédn erés kémiai kotések alakulnak ki az enzim
funkcios csoportjai és a hordozo felszine kozott. Ez a modszer rendkiviil stabil rendszerek
létrehozasat teszi lehetévé, amelyek hosszi tavon, széles alkalmazési koriilmények kézott is mii-
kodsképesek. Ugyanakkor a kovalens rogzités konformécios valtozasokat idézhet el az enzim
szerkezetében, ami az aktivitas csokkenéséhez vezethet, hasonléan a keresztkotéses technikak-
hoz.

2.4. Az electrospinning szerepe az enzimek nanoformulalasaban

Az electrospinning (lasd: 2 &bra) napjainkban egyre jelentésebb nanotechnologiai gyarta-
si eljaras. Segitségével nagy fajlagos feliileti, szabalyozhato szerkezeti nanoszalas szévedékek
hozhatok létre, amelyek nagy potenciéllal rendelkeznek terapias enzimek hordozaséra és sza-
balyozott leadaséara. FElectrospinning soran egy polimer oldatbol vagy olvadékbol nagyfesziilt-
ségi elektromos tér alkalmazésaval vékony szalakat huznak ki, amely megszilardulva egységes
nanoszalas réteget képez.'? Az igy elGallitott nanoszalak szamos orvosbiologiai teriileten alkal-
mazhatoak, ilyenek példaul a hatéanyagleadas, sebkezelés és szovetmérnokség.

Az enzimtartalmi nanoszéilas rendszerek!?

egyszerre biztositanak védelmi és hatéanyag- R i
hordozé funkciét. Az enzimek nanoszalakba dramids  _dramlds

P s s s1¢ o1: Prekurzor oldat
valo csapdéazasa fokozza strukturalis stabili- X ; ] kotlekcor
tasukat, és védelmet nytjt szamukra a dena- 'ig 1l ‘ { -

PR , 2 . 2 . !
turacioval és lebomlassal szemben, mind téaro- | \
las, mind alkalmazas kézben. A szalak Ossze- | Taylorkip |+
tételének és porozitasanak szabalyozasaval az FeEReraE Pira o A |
enzimfelszabadulas kinetikdja pontosan beal- : ‘;
lithato, amely lehet6vé teszi a célzott vagy el- %

L. . . . .. Nagyfesziiltség e
nyujtott hatdéanyag-leadést, ezaltal csokkent- tapegység

.. L, e, e ., ® Nanoszalas

ve az adminisztracié gyakorisagat. Az en- . kv i )

zimek nem csupan a szalak belsejében, ha-
nem azok felszinén is rogzitheték — példaul 2. abra. Laboratoriumi elektrosztatikus szal-
adszorpcids vagy kovalens kotéssel —, ezzel to- képzd berendezés sematikus abraja.
vabb bévitve a formulédlasi lehet&ségeket.

Az elektrosztatikus szalképzéssel elGallitott nanoszéalak kiemelked6 enzimrogzit6 kapacitassal
rendelkeznek, és kisebb eséllyel valtanak ki immunvalaszt méas nanoformulédkhoz képest.!* Az
eljaras rendkiviil sokoldalu, és szamos természetes és szintetikus polimerrel — példaul poli(vinil-

12. Geoffrey R Mitchell (Royal Society of Chemistry, 2015).
13. Anjum Hamid Rather és tsai. Biotechnology and Bioengineering 119, szam 1 (2022): 9-33. oldal.
14. Elena Cojocaru és tsai. Polymers 14, szam 13 (2022): 2647. oldal.
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alkohollal) (PVA), politejsavval (PLA), zselatinnal és kitozdnnal — kompatibilis. Ez lehetévé
teszi a nanoszalak tulajdonsagainak (pl. hidrofilitds, mechanikai szilardsag, degradacios se-
besség) testreszabéasat az adott terapias alkalmazas igényei szerint. Emellett a gyartasi koriil-
mények enyhesége hozzajarul az érzékeny enzimek szerkezeti épségének megérzéséhez, mivel a
szalképzéshez nincs sziikség magas hémérsékletre vagy szerves oldoszerekre.

A nanoszalas formulaciok szamos preklinikai vizsgélatban igéretesnek bizonyultak lipazok
oralis adminisztralasa, kronikus sebek kezelése, valamint lokalizalt hatéanyaglead6 rendszerek
kialakitédsa terén. Bar enzimtartalmu nanoszélas terapias készitmény még nem keriilt kereske-
delmi forgalomba, t6bb, nanoszalas matrixra épiils eszkéz — mint példaul a Spincare® sebkstozs
és a Rivelin® nyalkahértya tapasz — mar klinikai alkalmazéasban igazolta a technolégia gyakorla-
ti hasznosithatosagat. A folyamatos fejlesztések révén a nanoszalas technolégia kulcsszereplévé
valhat Gjgeneracios enzimterapias gyogyszerformak kifejlesztésében.

2.5. A disszertacid célkitiizései

A doktori értekezés célja elektrosztatikus szalképzéssel elGallitott nanoszalas rendszerek vizs-
galata, mint innovativ hordozoplatform terapias lipazok szaméra. A kozponti hipotézis szerint
a polimer méatrix gondos kivalasztésa, a formulalasi paraméterek optimalizalésa, valamint funk-
cionélis adalékanyagok beépitése révén jelentés mértékben fokozhatd az enzimek stabilitasa és
katalitikus aktivitdsa a nanoszélas kozegben. A kutatas harom 6 célkittizés koré épiil, melyek
kiilonbo6zs terdpids alkalmazasi teriiletekre fokuszéalnak.

o Az els6 célkitiizés a poli(vinil-alkohol) matrixanyagként valo alkalmazaséara dsszpontosit.
A vizsgalat azt elemzi, hogy a polimer molekulatomege, hidrolizaltsagi foka és koncent-
racioja miként befolyasolja a nanoszalképz&dés folyamatéat, valamint a benne csapdazott,
Burkholderia cepacia eredetti modell lipaz katalitikus aktivitasat. A vizsgalat célja az
optiméalis PVA tulajdonsagok meghatarozasa, amelyek elGsegitik magas enzimaktivitasa
nanoszélas lipaz formulak elgallitasat.

e A masodik célkitiizés tobbrétegi nanoszalas arcmaszkok tervezésére és fejlesztésére ira-
nyul, topikalis dermatologiai terapias alkalmazas céljabol. A maszkok két lipazt (Candida
rugosa és Rhizomucor miehei) és a nadifloxacin nevid antibiotikumot tartalmaznak, ame-
lyek révén potenciédlisan alkalmasak lehetnek acne vulgaris kezelésére. A kutatas magaban
foglalja a nanoszalas maszkok szerkezeti jellemzését, az enzimek aktivitasanak vizsgélatét
bérlipid-analdg szubsztratokon, valamint ez vivo bérpenetréacios kisérletek elvégzését.

e A harmadik célkitiizés értelmében szajon &t alkalmazhatoé nanoszélas lipadzkészitmények
fejlesztése valosul meg, porcine pancreatic lipaz formulalasaval. A vizsgalatok soran kiilon-
b6z6 polimer matrixokat (polivinil-alkohol, polivinil-pirrolidon és politejsav) alkalmazunk,
tovabba a katalitikus hatékonysag fokozasat ciklodextrin adalékanyagokkal és nagyobb te-
rapias potenciallal rendelkezd alternativ lipazok formulalasaval vizsgéljuk.

A kutatés atfogd célja annak demonstralasa, hogy az elektrosztatikus szalképzéssel elGallitott
nanoszalak tjszert és sokoldalt hordozoplatformként szolgalhatnak terapids enzimek célzott
topikalis és oralis alkalmazaséra.
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3. Alkalmazott modszerek

3.1. Nanoszalak elSallitasa elektrosztatikus szalképzéssel

A prekurzor oldatokat a vizoldékony polimerek (PVA, PVP) esetén 60 °C-on vizben, a PLA
esetében pedig DKM:DMF (6:1, V:V) oldoszerkeverékben, szobahémérsékleten készitettiik el.
Az elektrosztatikus szalképzést spincube berendezéssel (spinsplit, Budapest) végeztiik, légkon-
dicionalt laboratoriumi koriilmények kozott (23 + 0.5 °C, ~30% relativ paratartalom). Mivel
a késziilék zart kamraja nem rendelkezik belsé klimaszabalyozassal, az electrospinning para-
métereket folyamatosan igazitottuk a valtozo koriilményekhez. A jellemzd beallitdsok: 11-18
kV fesziiltség, 10-30 pL min~! adagolasi sebesség, 12-16 cm emitter-kollektor tavolsag. A
nanoszalakas terméket sik kollektorfeliileten gytijtottiik, szobahémérsékleten szaritottuk, majd
4 °C-on taroltuk.

3.2. Reoloégiai vizsgalat

A prekurzor oldatok viszkozitasdt Anton Paar Physica MCR 301 reométerrel mértiik, ku-
pos méréfej segitségével, 25,0 °C' hémérsékleten, 1-631 s~ nyirasi sebességtartoméanyban. A
vizsgalatokhoz 100 pL mintatérfogatot hasznaltunk, a méréseket harom ismétlésben végeztiik.

3.3. Pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalat
tuk. A mintakat arannyal vontuk be (10 mA, 180 s), majd a felvételeket nagyvikuum iizem-

modban készitettitk. Az atlagos szalatmérsket ImagelJ szoftver (NIH) segitségével hataroztuk
meg (n = 100).

3.4. Raman-mikroszképos térképezés

A komponensek eloszlasat Raman-térképezéssel vizsgaltuk Thermo Fisher DXR tipust Raman-
spektrométerrel, 780 nm-es 1ézert alkalmazva. A kémiai térképeket 100 x 100 um-es teriileten
rogzitettiik, 1 pm-es felbontassal, pontonként 32 spektrum atlagolasaval. Az intenzitésbeli
eltéréseket spektrumnormalizélassal korrigaltuk.

3.5. A lipazaktivitids meghatarozasara szolgalé tesztreakciok

Standard reakcidelegy: Az enzimkészitményeket (5 mg) TRIS-puffer (650 L, 50 mM,
pH 8,0), izopropanol (100 uL) és 1-oktil-acetat (25 pul) szubsztrat elegyében inkubaltuk. A
reakciokat 4 mL-es, csavarzaras fiolakban végeztiilk 37 °C-on, 2 6ran keresztiil. A minték
elemzését gazkromatografiaval hajtottuk végre.

Intesztinoszolvens reakcidelegy: A standard enzimaktivitasi vizsgalattal megegyezs Ossze-
tételben, azonban TRIS-puffer helyett intestinoszolvens pufferrel (650 pL; KH,PO,/NaOH, 50
mM, pH 6,8) végeztiik a reakciokat a bélrendszeri kortilmények szimulalasa érdekében. A
mintak elemzését gazkromatografiaval hajtottuk végre.

FeSSIF reakcidelegy: A FeSSIF reakcioelegy elkészitéséhez 0,4125 g natrium-taurokolatot
oldottunk fel 500 mL blank FeSSIF oldatban (pH 5,0; NaCl, CH3COOH és NaOH ioncserélt viz-
ben oldva, a taplalkozas utani bélkornyezet kémiai viszonyainak szimulalasara beéllitva). Ehhez
hozzaadtuk a szubsztrat oldatot, amelyet p-NPP, (86,6 mg), Triton X-100 (0,50 g) és arabgumi
(0,125 g) 1,477 mL izopropanolban torténd oldasaval nyertiink. Az elegyet 60 percig ultrahang
segitségével homogenizaltuk. A méréshez 150 pL lipazoldatot (koncentracio: 0,1 mgmL™!, ol-
doszer: blank FeSSIF) adtunk 1,0 mL FeSSIF reakcidelegyhez. A mintakat 37 °C-on, 4 mL-es
csavarzaras fioldkban inkubaltuk 1 éran keresztiil. Az enzimaktivitds meghatérozasa UV—-Vis
spektrofotometrias modszerrel tortént.
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3.6. Az enzimaktivitds meghatarozasa

Az enzimaktivitas-vizsgalatok kiértékelése gazkromatografiaval (GC) vagy UV-Vis spektro-
fotometriaval tortént, az alkalmazott mérési modszertdl fliggéen. A kapott kromatogramokbol
vagy abszorbancia-adatokbol a kovetkezd f6bb aktivitasi paramétereket szamitottuk ki: atala-
kulasi fok (¢, %), specifikus biokatalizator aktivitas (Ug, U g~'), specifikus enzimaktivitas (Ug,
U g™'), valamint aktivitasi hozam (Y4, %), az alabbi képletek szerint.

np

c=—"F 100 (1)
ns +np
ng X C ng X c
Up = = -
B tX’ITLB, £ t X mg (2 3)
U immobiliza
Y, = —Zimmobilizélt -y 0 (4)

UE ,nativ

Ahol np és ng a termék, illetve a szubsztrat anyagmennyiségét jelolik (umol), t a reakei6idét
(min), mig mp és mg a biokatalizator, illetve az enzim témegét (g) jelentik.

3.7. Differencialis pasztazo kalorimetrias (DSC) mérés

A kalorimetrias mérések soran 3-5 mg tomegi mintakat vizsgaltunk hermetikusan lezért
aluminium csészékben, PerkinElmer DSC 8500 tipusu differencialis péasztazo kaloriméter se-
gitségével. A mérésekhez 20 mL min~' sebességii nitrogént hasznaltunk purge gazként. A
héprogram harom lépésbdl allt: kezdeti kondiciondlas —20 °C-on, majd hevités 150 °C-ra, le-
hiités ismét —20 °C-ra, végiil egy méasodik hevitési ciklus 150 °C-ig, minden 1épésnél 10 °Cmin 1
sebességet alkalmaztunk.

3.8. Molekularis dokkolasi szimulaci6

Kiilénbo6z6 lanchosszusagu és hidrolizaltsagi foka (88% és 98%) PVA-oligomereket épitettiink
fel Avogadro2 segitségével, majd dokkolasukat a Burkholderia cepacia lipazhoz (BcL) Auto-
Dock Vina programmal, a DockingPie feliileten keresztiil végeztiik. Kétféle receptorstruktirat
alkalmaztunk: az apo format (2LIP) és egy inhibitorral komplexalt allapotot (1YS1). A ligan-
dumokat egy olyan dokkoléracsba helyeztiik, amelynek kézéppontja a kovetkezs koordinatakon
volt: (X =15,9;Y = 1,1; Z = 20,0), lehet6vé téve mind a felszinhez, mind az aktiv centrumhoz
kot6ds orientéciokat. Minden ligandumhoz tiz k6t6dési poziciot generaltunk (ezhaustiveness
= 8). A dokkolési eredményeket sztirtiik: csak azokat a poziciokat elemeztiik tovabb, ame-
lyeknél a ligandumok iranyultsaga megfelelt a Pheb2, Leu293 és Phell9 altal definialt sikhoz
viszonyitott hosszi lanct polimerekre jellemzd konformacionak. A vizuélis ellenérzést PyMOL
szoftverrel végeztiik.

3.9. Ex vivo bérpermeabilitasi vizsgalat

A béron torténd hatéanyag-penetracio vizsgalatat Franz-diffazios cella alkalmazasaval végez-
tiik, emberi hével levalasztott epidermisz (HSE) mintdkon. A nanoszélas szévedékeket otrétegt
lapokk4 hajtogattuk, majd donor fazisként alkalmaztuk (feliilet: 1,77 ¢m?), mig az akceptor
fazist foszfatpuffer (PBS, pH = 7,4; 7,0 mL) képezte. A vizsgalatot 32 °C-on, 24 6réan keresztiil
végeztiik. Meghatarozott id6kozonként 0,8 m L mintat vettiink az akceptor fazisbol, amelyeket
HPLC segitségével elemeztiink. A vizsgalatot az Egészségiligyi Tudoményos Tandcs Tudomé-
nyos és Kutatasetikai Bizottsiga (ETT-TUKEB, engedélyszam: BMEU/2339-3/2022/EKU)
engedélyezte.
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4. Eredmények

4.1. A PVA fizikai-kémiai tulajdonsagainak befolyasa az enzimaktivi-
tasra

A doktori munka ezen szakaszaban kereskedelmi forgalomban kaphato, kiillonb6z6 molekula-
tomegt és eltérd hidrolizaltsagi foku poli(vinil-alkohol) alapu vizes oldatokbdl torténd elektro-
sztatikus szalképzés lehetGségeit és limitacioit vizsgaltuk. A kutatés célja az volt, hogy feltarjuk
azokat a paramétereket, amelyek mellett megvaldsithato stabil, enzimtartalmu nanoszalak el6-
allitasa. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a polimer tulajdonsagai hogyan befolyésoljak a

Parhuzamos reologiai és szalképzési kisérletek elvégzésével meghataroztuk azt az optima-
lis viszkozitéasi tartomanyt (0,1-10 Pa s), amelyen beliil stabil és folyamatos nanoszal képzés
biztosithatd. Az ezen tartomanyon kiviili oldatok vagy nem rendelkeztek kell§ kohézioval a
szalképzéshez, vagy tiul nagy viszkozitdsuk akadalyozta az egyenletes adagolast a szalképzd
berendezésben.

A szalképzési kisérletek soran tobb lényeges tendencia is megfigyelhetd volt. A PVA moleku-
nétt, mignem egy adott ponton az szalképzés technikailag kivitelezhetetlenné valt a tulsagosan
magas viszkozitas és az erGs polimer—polimer kolesonhatasok miatt. Ezek a kolcsonhatésok
aramlasi instabilitashoz és az oldatok feldolgozasanak nehézségeihez vezettek, még magas fe-
sziiltségek mellett is.

A Burkholderia cepacia lipaz (BcL) bevezetése a prekurzorba tovabbi komplexitéast ered-
ményezett. Az enzimtartalmi oldatok viszkozitédsa alacsonyabb volt, mint az enzimmentes
megfelel6ké, ami valosziniileg az enzim és a polimer lancok kozotti specifikus kélesonhatasok-
ra vezethetd vissza. FEzek a kolecsonhatasok modositottak az oldat kohézidjat, ami rendsze-
rint kisebb atmérdji nanoszalakhoz vezetett, tovabba sziikebb optimalis paraméter tartoméanyt
eredményezett az enzimtartalmu oldatok szalképzése soran. Az eredmények arra utalnak, hogy
az enzim-PVA kolcsonhatasok meghatarozo szerepet jatszanak az oldat tulajdonsagainak és a
szalak jellemzdGinek alakulédsaban.

A kiilonb6z6 PVA-paraméterek katalitikus aktivitasra gyakorolt befolyasénak értékeléséhez
atészterezési reakciot hajtottunk végre racém 2-oktanol és vinil-acetat kézott, Bel-t tartalmazo
nanoszalas mintak jelenlétében. A reakciokat n-hexén és MTBE 2:1 (V:V') ardnyu oldoszerke-
verékében végeztiik, és a reakciok menetét gazkromatografias analizissel vizsgaltuk 2, 4 és 24
ora elteltével.

A kinetikus rezolvaléasi kisérletek igazoltak, hogy a PVA hidrolizéltsagi foka, molekulato-
mege és koncentracidja egyarant jelentés hatéssal vannak a nanoszélakban immobilizalt enzim
biokatalitikus teljesitményére. A Bcl-t tartalmazé PVA nanoszalak rendszerek szignifikinsan
nagyobb enzimaktivitast mutattak a nativ enzimhez képest, ahogyan azt az 3./A abra is szemlél-
teti. A teljesen hidrolizalt PVA-matrixok minden esetben feliilmiltak a részben hidrolizaltakat,
akar tizszeres aktivitasnovekedést is elérve a nativ Bcl-hez viszonyitva.

A katalitikus teljesitményjavulas szerkezeti hatterének feltarasara differencialis pasztazo ka-
lorimetrias (DSC) méréseket végeztiink, hogy megvizsgaljuk a nanoszalas mintak termikus tu-
lajdonsagait. Az 3./B abra alapjan megfigyelhets, hogy az enzimtartalmu nanoszalak tivege-
sedési hémeérséklete (7,) alacsonyabb volt az enzimmentes mintakhoz képest, amit a fehérjék
lagyito hatasa magyaraz. A T, és a fajlagos enzimaktivitas (Ug) kozott egyértelmi Osszefiiggés
rajzolodott ki: a magasabb T,-vel rendelkezé formulaciok nagyobb katalitikus teljesitményt
mutattak. Kiilonosen figyelemre mélto, hogy azok a mintak, amelyek T, értéke meghaladta a
30 °C-ot — tehat a reakcid6 hémérsékletén liveges allapotban voltak —, érték el a legnagyobb ak-
tivitast. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a merevebb matrixstruktira
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P

elGsegiti az enzim aktiv konforméaciojanak megbrzését. A termikus stabilitasban bekdvetkezd
valtozasok tovabba utalhatnak a matrixpolimer és az enzim kozotti stabilizalé koélesonhatasok

jelenlétére.
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3. dbra. A) A BcL enzim specifikus enzimaktivitasa (Ug) PVA nanoszalakba agyazva, a
nativ enzimhez viszonyitva. B) Osszefiiggés az iivegesedési homérséklet (T,) és a specifikus
enzimaktivitas (Ug) kozott. A T, értékeket DSC-vel mértiik, mig a Up értékeket 24 oras
atészterezési reakciok alapjan, gazkromatografiaval hataroztuk meg.

Végiil, a molekuléris dokkolési szimulaci-
6k tovabbi bizonyitékot szolgaltattak a PVA
stabilizalo hatasara (lasd 4. &bra). A sza-
mitasos modellek azt mutattak, hogy a PVA-
oligomerek hidrogénkotéseken keresztiil képe-
sek kolcsonhatéasba lépni a Bell aktiv centru-
maval és felszini oldallancaival. Ezek a kol-
csonhatasok egyfajta bioimprinting hatéasra
utalnak, amely sorédn a polimer matrix az en-
zim immobilizalasa soran elGsegiti amaz aktiv

A bemutatott eredmények alapjan meg-
allapithato, hogy a PVA molekularis tulaj-
donségainak és a feldolgozési paramétereknek
az optimalizaladsaval fokozott aktivitasi na-
noszalas biokatalizatorok allithatok els. A
BcLL PVA nanoszéalakba torténd immobiliza-
lasa tobb mint tizszeres ndvekedést eredmé-
nyezett a fajlagos enzimaktivitasban a nativ
enzimhez képest, ami alatamasztja az elekt-
roszalképzés hatékonysagat terapias enzimek
nanoformulalaséra. Ezek az eredmények szi-
lard alapot szolgéltatnak az enzimtartalmu
nanoszalas rendszerek tovabbi orvosbiologiai
alkalmazésaihoz.
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4. abra. A kiilonb6zé hidrolizaltséagi foku
(DoH) PVA-ligandumok kotsdési affinitasa BeLl
lipaz szerkezeti varidnsaival szemben. A szami-
tasokat AutoDock Vina szoftverrel, DockingPie
modul hasznalataval végeztiik a PyMol koérnye-
zetben.
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4.2. Polimer nanoszalak a hatékonyabb bérapolasért

A doktori munka ezen szakaszéaban olyan tébbrétegii nanoszélas maszkok elGallitasat céloztuk
meg, amelyek terapias és kozmetikai célokra egyarant alkalmasak lehetnek. Elektrosztatikus
széalképzéssel poli(vinil-pirrolidonbol) (PVP) és politejsavbol (PLA) késziilt nanoszalas hordo-
zokat allitottunk eld, amelyekbe kétféle lipazt — Candida rugosa (CrL) és Rhizomucor miehei
(RmL) eredeti enzimeket — valamint a nadifloxacin nevi antibiotikumot ko-formulaltuk. A cél
ezen nanoszalas rendszerek szerkezeti integritasanak, fizikai-kémiai tulajdonségainak és bioka-
talitikus teljesitményének vizsgélata volt, fokuszélva a potencialis bérgyodgyaszati alkalmazasra.

Pésztazo elektronmikroszkopos (SEM) vizsgéalatok igazoltak, hogy valamennyi elGallitott na-
noszalas minta egyenletes szalstruktirat mutatott, csupan kisebb morfologiai inhomogenitéa-
sokkal. A PVP-alapt nanoszalak kovetkezetesen vékonyabbnak bizonyultak, mint a PLA-bol
késziilt tarsaik. Az enzimek csapdazéasa enyhe dtmérécsokkenést eredményezett, mig a nadiflo-
xacin hozzaadasa a polimer métrix tipusatol fliggden eltérd hatast mutatott a szalvastagsagra.
A Raman-mikroszkopos térképezés megerGsitette a lipazok és a nadifloxacin sikeres és homogén
bedgyazodéasat a nanoszéalas szerkezetbe.

A mechanikai vizsgalatok alapjan a PVP nanoszalak nagyobb rugalmassigot mutattak a
PLA-alapu szalakhoz képest. Az enzimek és az antibiotikum hozzdadéasa mindkét esetben
csOkkentette a szalak merevségét. A peremszog (C'A) mérések szerint a PVP nanoszalak erésen
hidrofilek (C'Ayqter = 5°), és ennek megfeleléen gyorsan oldodtak vizes kézegben, mig a PLA
nanoszalak hidrofob karaktert mutattak (CAyqier > 90°), ezaltal hosszabb hatoanyag-leadésra
nydjtanak lehetGséget. A nadifloxacin jelenléte nem befolyasolta jelentGsen a két matrix hidrofil-
hidrofob karakterét.
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5. abra. A PVP és PLA nanoszalakba torténd csapdazas hatasa a A) Candida rugosa és B)
Rhizomucor miehei lipazok katalitikus teljesitményére zsirsav-metilészterek (PA-ME, OA-ME,
LA-ME) hidrolizise soran. A reakciok standard korillmények kozott, 33 °C-on zajlottak, az
aktivitasokat (Ug) 2 6ra utan gazkromatografiaval hataroztuk meg.

A lipaz aktivitasat palmitinsav-, olajsav- és linolsav-metilészterek hidrolizise sorédn vizsgal-
tuk. Az 5. abra eredményei alapjan a nanoszalas immobilizacié jelent&sen fokozta az enzim-
aktivitdst a nativ enzimekhez képest. A PLA-matrix stabilabb kornyezetet biztositott, és ko-
vetkezetesen jobb katalitikus teljesitményt mutatott, mint a PVP-alapu szalak — még nagyobb
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szalatmérgjiik ellenére is —, ami elsGsorban a PLA vizben nem old6dé természetének kdszon-
hets, mivel ez megérizte az enzimek konformécidjat a reakcidkozegben és megakadalyozta az
aggregaciot.

A tobbrétegii nanoszalas maszkok katalitikus aktivitasat szintén értékeltiik. A kapott ered-
ményekbdl megallapitottuk, hogy a két egyiittesen alkalmazott lipaz jelentGs aktivitast muta-
tott, és atlagosan magas teljesitményt ért el a vizsgalt szubsztratok teljes palettajan. Béar a
nadifloxacin jelenléte bizonyos esetekben csokkentette az enzimaktivitast, ez a hatas a vizold-
hatatlan PLA nanoszélak alkalmazasaval mérsékelhets volt.

A Franz-diffuzios cellaval végzett vizsgalatok megerdsitették a nadifloxacin sikeres transze-
pidermalis bejutasat hdszeparalt human epidermiszen (HSE) keresztiil, ahogyan azt a 6./A
abra szemlélteti. A PVP-alapti nanoszélak gyorsabb hatdanyag-leadést biztositottak oldhato-
saguk révén, mig a PLA nanoszalak lassabb, elnytjtott felszabadulast eredményeztek (6./B).
Az enzimek jelenléte enyhén csokkentette az atdiffundalt nadifloxacin mennyiségét, vélhetGen
a feliileten kialakulé enyhe difftziot gatld biofilmréteg miatt.

100 12
B Permedlt A) Pvp B)
80 || guse 10 PVP + lipaz
/ X . PLA
60 0 Membran = PLA + lipaz T
g Zo I
s 40 & !
QZ GE) 4 T T [
o I l
20 y I : ’
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PVP  PVP  PLA  PLA 0 60 120 180 240

+ lipaz + lipaz
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6. abra. NF transzdermaélis permeaciojanak értékelése emberi hdszeparalt epidermisz (HSE)
modellen Franz diffuzios cellaval. A) Az NF koncentracioja a fogado6 fazisban (permealt), az
epidermiszben és a sziirémembranban 24 ora elteltével. B) A permealt NF kumulativ mennyisé-
ge 4 oras peridsuban, 33 °C-on. A vizsgalatokat haromrétegii nanoszalas maszkokkal végeztiik.

Osszegzésként elmondhaté, hogy a PLA-alapt, tobbrétegii nanoszalas maszkok mutattak a
legkedvez6bb egyenstlyt a mechanikai stabilitas, hatéanyag-retencié és enzimstabilizalas szem-
pontjabol. Eredményeink alatamasztjak, hogy az elektrosztatikus szalképzéssel elallitott na-
noszalas rendszerek testre szabhat6 hordozoként szolgalhatnak enzim-alapu topikalis terapiak-
hoz, kivaltképp az olyan koérképekre, mint az acne vulgaris, ahol az antimikrobiélis hatas és a
lipidek enzimatikus bontéasa egyarant terapias elényt jelenthet.
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4.3. FElectrospinning alkalmazisa emésztGenzimek nanoformulalasara

mint innovativ lehet&séget az emésztGenzimek nanoformulélasara. Modellenzimként a sertés
hasnyalmirigy eredetii lipazt (PpL) valasztottuk, mivel annak klinikai relevanciaja és széles kort
alkalmazasa jol dokumentalt a hasnyalmirigy enzimhelyettesits terapiak (PERT) teriiletén. A
kutatas célja stabil, ordlisan alkalmazhat6 nanoszalas preformulaciok kifejlesztése és jellemzése
volt, mely soran részletesen vizsgaltuk a polimertipus és a formulalasi paraméterek hatasat a
rogzitett enzim aktivitasara.

Osszesen 25, PVA-, PVP- és PLA-alapu prekurzor szisztematikus electrospinning vizsgalata
alapjan megallapitottuk, hogy a szalképzés folyamatat elsGsorban a polimer molekulatomege és
koncentracidja hatarozza meg, amely paraméterek jol tiikr6z6dnek az prekurzorok viszkozitasa-
ban. A széalképzés szempontjabol optimalis viszkozitasi tartoméany ismételten 0.1 — 10 Pa s kozé
esett, mig a legjobban teljesité oldatok — PVP (360 kDa, 20 wt%), PVA (205 kDa, 10 wt%)
és PLA (86 kDa, 8 wt%) — egy szlikebb, 1.5 — 2.5 Pa s tartomanyban helyezkedtek el. Fzek a
formulaciok egyenletes, j6 mindségii nanoszéilakat eredményeztek, amelyek kivaloan alkalmasak
a PpL immobilizalasara.

A PpL integrécioja a prekurzor oldatok viszkozitasanak és a kapott nanoszalak atmérsjének
csOkkenését eredményezte, amely feltehetGen a fehérje és a polimer kozotti kolesonhatasoknak
tulajdonithat6. A Raman-térképezés minden vizsgalt formulacioban megerdsitette az enzim
sikeres rogziilését és homogén eloszlasat. A péasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek
alapjan az enzim jelenlétében a nanoszalak morfologiaja megfelel§ maradt, bar az atmérd-
eloszlasok kissé kiszélesedtek.

A Karl-Fischer-titralas eredményei alap-

jan minden nanoszalas minta alacsony viztar- 1 000
talommal rendelkezett, melyek kozott a PLA- O Natfv PpL ) ) I
alapt szalak mutattédk a legalacsonyabb érté- :iﬁi EXJ; EZEZZZEL;EZ Zzzigzzzz 1
ket (~ 4%). A pozitronanhilacios élettartam- %001 &= Pyl PLA nanoszilakra adszorbedlva
analizis azt mutatta, hogy az enzim beépitése B3 PpL PLA nanoszalakba csapdazva
mérsékelte a szélak szabad térfogatat, utal- =~ goo
va az enzim sikeres beagyazodéaséara a polimer ;’
métrixba. <

Amint azt a 7. abra szemlélteti, minden = 400
vizsgalt nanoszalas formulacié fokozott katali-
tikus aktivitast mutatott a nativ PpL-hez ké- 200
pest. A PVA esetében az enzimaktivitas 45%-
kal, PVP-ben 215%-kal, PLA-métrixra torté- B -
né adszorpcio mellett 615%-kal, mig PLA-ba Oty PVA PVP PLA

torténd csapdéazéas esetén 1075%-kal noveke-
dett. A javulasokat a polimermétrixok altal 7. &bra. Specifikus enzimaktivitas (Ug) ér-
kialakitott kedvezd mikrokdrnyezetnek tulaj- tékek nativ és nanoszalak (PVA, PVP, PLA)
donithatjuk. A vizben nem oldodé PLA kii- segitségével rogzitett PpL esetén, intestinoszol-
16n6sen elényosnek bizonyult, mivel hatéko- vens kérnyezetben (pH = 6.8, 37 °C), 1-oktil-
nyabban 6rizte meg az enzim stabilitasat biz- acetat hidrolizise soran. Az aktivitasi értékeket
tosito kolesonhatésokat, mint a vizoldékony gazkromatografids modszerrel, 2 6ras inkubacié
matrixok. utan hataroztuk meg.

A nanoszalas formuléaciok enzimaktivitasat
tobb PpL-tartalmi kereskedelmi készitménnyel Gsszehasonlitva is megvizsgaltuk. A PLA na-
noszalakba csapdazott PpL formulécié mind standard, mind pedig intesztinoszolvens koriil-
mények kozott azonos, vagy magasabb aktivitast mutatott, mint a forgalomban lévé PERT
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készitmények. Ez a kedvezs hatas f6ként annak tulajdonithato, hogy a PLA-métrix hatéko-
nyan stabilizalja az enzimet aktiv allapotdban, még kedvezétlen kornyezetben is elGsegitve a
magasabb katalitikus teljesitményt.

A szerves oldoszerekhez tarsuld toxicitas elkeriilése érdekében vizsgélatainkat vizoldhato
PVA matrix alkalmazasara helyeztiik at, mely soran célunk volt az elérhetd terapias hatékony-
sag fokozasa. Ennek érdekében kiilonféle ciklodextrin (CD) adalékokat ko-formuléltunk Burk-
holderia cepacia (Bcl)) és Aspergillus oryzae (Aoll) eredetii lipazokkal, melyek irodalmi adatok
szerint jelentésebb terapias potenciallal rendelkeznek, mint a PpL. Ot kiilénb6zé CD vizsga-
lata alapjan a 2-hidroxi-propil-S-ciklodextrin (HPB-CD) és a f-ciklodextrin (B-CD) jelents-
sen novelte a Bell aktivitasat, mig Aol esetében a HPB-CD és a szulfobutilélt-3-ciklodextrin
(SBB-CD) bizonyult a leghatékonyabbnak. FeSSIF kortilmények kozott ezek a CD-vel templalt
enzimek lényegesen magasabb aktivitast mutattak, mint nativ megfelelGik.

A CD-lipaz parok PVA-alapu nanoszalakba torténd szalképzése szabélyos, homogén szerke-
zetd nanoszéalakat eredményezett, melyekben a lipazok egyenletes eloszlasat Raman-térképezéssel
igazoltuk. Bar a szalképzés soran a ciklodextrinek altal fokozott enzimaktivitas némileg csok-
kent, minden nanoszéalas CD-lipaz formulacio feliillmiulta a kereskedelmi készitményeket a FeS-
SIF kozegben végzett aktivitasi vizsgalatok soran (lasd: 1. tablazat).

1. tablazat. A kiilonboz6 lipaztartalmi készitmények — nanoszélas formulaciok és kereskedelmi
forgalomban kaphato gyogyszerkészitmények — konverziojanak (¢, %) és specifikus aktivitasanak
(Ug, U g~') 6sszehasonlitasa p-nitrofenil-palmitét (p-NPP) hidrolizise sorén, 1 6ras inkubacio
utan, 37 °C-on, standard és FeSSIF reakciokoriilmények kozott.

Lipaz Ciklodextrin Standard Reakcidelegy FeSSIF Reakci6elegy
c(%) UsUg™) (%) Us (Ug™)

Nanoszalas formulaciok

*

74,9+ 4,8 137+ 9 38, 70,5 191+ 3

BeL B-CD! 98,6+ 4,7 1884+ 9  39,6+0,5 196+ 3
HPB-CD?2 30,74+ 0,5 56+ 1  43,6+3,5 216+ 18
_ 99,14+ 0,8  182+10  22,7+0,3 1124 1
AoL HPB-CD? 77,3+11,1 142420 24,6441 122420
SBB-CD? 96,34+ 7,0  177+13 21,0404 1044 2

Forgalmazott gyégyszerkészitmények

Kreon® 25000 6,7+ 1,3 12+ 2 10,940,1 54+ 1
Pangrol® 25000 3,44+ 0,3 6+ 1  10,8+0,5 54+ 3

* Nativ lipaz

I B-CD: B-Ciklodextrin

2 HPB-CD: 2-Hidroxi-propil-S-ciklodextrin
3 SBB-CD: Szulfobutilalt-S-ciklodextrin

Eredményeink igazoltak, hogy az electrospinning hatékony megkozelitést kinal az emésztGen-
zimek nanoformulalasara. A ciklodextrin adalékok jelenléte szignifikinsan fokozta az enzimak-
tivitast, melynek eredményeként a PVA-alapt nanoszalas preformuléciok kimagaslo katalitikus
teljesitményt és kedvezd technologiai jellemzket mutattak. Az eredmények aldtamasztjak a
nanoszalas rendszerek igéretes alkalmazhatosagat az orédlis enzimterapidk 4j generacidjaban.
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5. A doktori értekezés tézispontjai

Az értekezés legfontosabb kivetkeztetéseit az alabbi tézisek formajaban 6sszegzem, minden
allitds mellett feltiintetve a vonatkozd tudomanyos kozleményeket:

1. Atfogo modon vizsgaltuk, hogy a poli(vinil-alkohol) molekulatémege, hidrolizaltsagi foka
és koncentracidja hogyan befolyasolja az elektrosztatikus szalképzést vizes prekurzor olda-
tokban. Doktori munkdm soran bemutattam, hogy ezek a paraméterek jelent&s hatéssal
vannak a nanoszalak morfologidjara és a rogzitett Burkholderia cepacia modell enzim
biokatalitikus aktivitasara. Meghataroztam a poli(vinil-alkohol) nanoszalak elgallitasa-
hoz sziikséges paramétertartomanyokat, és az electrospinning optimalizalasaval tobb mint
tizszeres specifikus enzimaktivitas-novekedést értem el a nativ lipazhoz képest. [1]

2. Kisérleteink alapjan megallapitottam, hogy az elektrosztatikus szalképzéssel elGallitott
poli(vinil-alkohol) nanoszalak tivegesedési hdmérséklete és az immobilizalt Burkholderia
cepacia lipaz specifikus aktivitasa kozott kozvetlen Osszefiiggés van. Kimutattam, hogy
a magasabb livegesedési h6mérséklet az enzim specifikus aktivitasanak novekedésével jar
egyttt. [1]

3. Uj tipust vizoldhato poli(vinil-pirrolidon)-alapti és vizben oldhatatlan politejsav-alapt
nanostrukturalt arcmaszkokat fejlesztettiink ki elektrosztatikus szalképzéssel. A tobb ré-
tegbdl allo formulaciok két kiilonb6z6 immobilizalt lipazt (Candida rugosa és Rhizomucor
miehet) és nadifloxacint kombinaltak, ajszert megkozelitést kinalva a topikalis hatoanyag-
leadésra. Kimutattam, hogy a lipazok szinergikus modon képesek egyiitt hidrolizalni
a humén bdérlipidekben megtalalhaté f6bb zsirsavak metil-észtereit, és enzimaktivitasuk
tobb mint két nagysagrenddel meghaladja nativ formajukét. [2]

4. Topikélis transzdermalis permeabilitasi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a kifejlesztett tobb-
rétegii nanoszalas maszkok — mind az 6nmagéban nadifloxacint, mind a nadifloxacint és
Candida rugosa, valamint Rhizomucor miehei lipazokat is tartalmazo véltozatok — haté-
konyan segitik el6 a nadifloxacin bejutésat az emberi epidermiszbe, ezzel bemutatva az
electrospinning technikaval késziilt formulaciok jelent&ségét a toplikalis hatéanyagleadés
fejlesztésében. |2]

5. Szisztematikusan vizsgaltuk a sertés hasnyalmirigy-lipaz immobilizacidjat elektrosztati-
kus szalképzéssel elGallitott poli(vinil-alkohol), poli(vinil-pirrolidon) és politejsav nanosz-
alakban, csapdazéasos és adszorpciés modszerekkel. A politejsav nanoszalakba torténd
csapdézas tobb mint tizszeres aktivitasnovekedést eredményezett intesztinoszolvens koriil-
mények kozott a nativ lipdzhoz képest, meghaladva a kereskedelmi forgalomban kaphaté
terapias formulaciok hatékonysagat. Ezzel igazoltam, hogy az igy elGallitott nanoszél-
alapt preformuléciok igéretes alapot nytjthatnak az oralisan alkalmazhaté hasnyélmirigy
enzimpo6tlo terapiak (PERT) fejlesztéséhez. [3]

6. Kimutattuk, hogy a pol(ivinil-alkohol) nanoszéalakba csapdazott Burkholderia cepacia és
Aspergillus oryzae lipazok enzimaktivitasa novelhetd specifikus ciklodextrin-adalékok (/-
ciklodextrin, 2-hidroxi-propil-5-ciklodextrin és szulfobutilalt-S-ciklodextrin) egyiittes al-
kalmazasaval, optimalis lipaz-ciklodextrin tomegarany mellett. Ez az eljaras nemcsak az
enzimaktivitas fokozasat segiti el§, hanem egyenletesebb eloszlast is biztosit a nanosza-
lakban, igy 1j stratégiat kinal a nanoszal-alapi terapias enzimformulaciok fejlesztéséhez.

4]
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6. Alkalmazasi lehet6ségek és jovSbeli hasznositas

A dolgozatban kidolgozott nanoszerkezetii enzimformulaciok szamos igéretes alkalmazasi le-
hetGséget kinadlnak az orvostudomény és a gyogyszerészet teriiletén. A nanoszalas hordozokba
immobilizalt lipazok kiemelkedd potencialt demonstraltak topikalis és oralis enzimterapias al-
kalmazasokban.

A Candida rugosa és Rhizomucor miehei lipazokat, valamint nadifloxacint tartalmazo, tobb-
rétegi nanoszalas maszk prototipusa kivalo biokatalitikus aktivitast és hatékony bérpenetraciot
mutatott. Eredményeink alapjan ez a tipusa formulacié alkalmas lehet jovébeni dermatologiai
készitmények fejlesztésére, kiilonos tekintette az olyan arcmaszkok esetében, amelyek célja az
acne vulgaris kombinalt kezelése. A lipazok hatékonyan kombinalhatok egyéb terapids Ossze-
tevikkel és hamlaszto, valamint faggytuszabalyozo tulajdonsagaik elGsegithetik a hatoéanyagok
felszivodésat.

Az oralis alkalmazéasra szant, elektrosztatikus szalképzéssel elallitott PERT terapias pre-
formulaciok enzimaktivitdsa elérte vagy meghaladta a kereskedelmi forgalomban 1évég, ilyen
célu készitmények hatékonysagat. Emellett a Burkholderia cepacia és Aspergillus oryzae erede-
td lipazokat tartalmazo nanoszélas formulaciok nagysagrendileg magasabb terdpias potencialt
mutattak, mint a sertés hasnyalmirigy lipazt alkalmazo kereskedelmi megoldasok. A ciklodext-
rinek funkcionalis adalékként torténd alkalmazasa tovabb fokozta az enzimaktivitast, kiilondsen
a gasztrointeszxinalis traktust szimulalé kornyezetben, ezaltal hozzajarulva a készitmények ha-
tasossagahoz.

Az electrospinning technologia méretnovelhetGsége, testreszabhatosiga és a terapias hato-
anyagokkal valo széleskord kompatibilitdsa lehet6vé teszi fejlett, potenciédlisan betegre szabott
enzimterapiak tervezését. Az ipari megvalositas lehetGségét tovabb erdsiti, hogy az electrospin-
ning egy magas fokon automatizalhato, GMP-kompatibilis gyartastechnologia.

Osszességében a dolgozatban ismertetett formulacios stratégiak 0j iranyokat jelolhetnek ki
az enzimterapia teriiletén, és hozzajarulhatnak hatékonyabb, stabilabb és célzottabb gyodgyszer-
készitmények jovGbeni fejlesztéséhez.
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