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1. Bevezetés

A kiilonb6zé aminosavakbol felépiilé Gsszetett makromolekulakat, a fehérjéket
1838-ban Jons Jakob Berzelius a ,,proteios”, azaz ,,elsérangu” gorog névvel illette [1].
Azota elsésorban az analitika és biotechnoldgia fejlddésének kovetkeztében a kiilonbdzo
fehérje tipusi hatéanyagoknak és enzimeknek neviikhez hiien egyre nagyobb a
jelentOsége az egészségtudomanyok, a gyogyszer- és élelmiszeripar kiilonbozo teriiletein.
Ebbe a csoportba tartoz6d vegyliletek kémiai alapszerkezetiik természetébdl adoddan
sokkal Osszetettebbek, méretikkben és felépitésiikben is kiilonboznek a hagyomanyos
gyogyszerhatoanyagok torzsanyagat kitevé molekulaktol. Ezen hatéanyagok szerkezet és
stabilitds vizsgalati modszereinek fejlesztése jelenleg is folyamatosan zajlik. Abbol
fakadoan, hogy komplex bioldgiai eredeti molekulakrol van szo, vizsgalatuk osszetett

feladat, amelyhez kiilonféle egyedi eljarasok kifejlesztése sziikséges [2].

A gyogyszerhatoanyagok forszirozott stabilitdsvizsgéalataibol kapott adatokbol
kovetkeztethetlink a termék lehetséges bomlasi utvonalaira kiilonbozd tarolasi/terhelési
koriilmények kozott. A funkcidvesztés hatterében szamos €s sokféle bomlasi folyamat
allhat, amely tovabb neheziti az anyagok elemzését [3]. Jelenleg nem allnak
rendelkezésre pontos [4] eldirasok az ipar szamara, amelyek meghatarozzak, hogyan kell

ezeket a méréseket elvégezni nagymolekulak, enzimek esetében [5].

A kiilonb6zd  enzimhianyos — korképek — kezelésére — enzimtartalmu
gyogyszerkészitményeket alkalmaznak. A hasnyalmirigy mikodési zavarara lipaz,
amildz és protedz enzimek, laktozintolerancia esetén a P-galaktozidazokat tartalmazo
készitmények szolgalnak az enzimhidny potlasara. A galaktozidaz enzimeket, mint a
galaktozil kotések felbomlasat katalizalo laktazokat [6], széles korben alkalmazzak az
¢lelmiszer- és gydgyszeriparban, mivel egyre gyakoribb a tejtermékekkel szembeni
intolerancia, amelyet a laktdz enzimhidny okoz. Ez az anyagcsere soran fellépd
rendellenesség az életmindség sulyos romlasahoz vezethet [7]. E betegség kezelése
kizardlag kiilonboz6 laktaztartalmu gyogyszerekkel lehetséges. Tovabba, mivel minden
korosztaly érintett, és a betegség eloforduldsa a vilag lakossaganak 60%-at is
meghaladhatja [8, 9], ezért fontos, hogy egy mindenki (gyermekek, idések) szamara

megfeleld és egyszeriien elérhetd beviteli megoldast talaljunk.



A laktaztartalmu termékek [10] gyogyszerészeti és kereskedelmi jelentGsége
ellenére ismereteink a kiilonb6z6 enzimek szerkezete és aktivitasa kozotti kapcsolatrol
még mindig hianyosak, Stabilitasuk vizsgalata és hatasossaguk bizonyitasa tobbnyire
egyszeri aktivitdismérésen alapul. A biztonsagossag kérdése Osszefiigg a gyartas, a tarolas
¢s az alkalmazds soran bekdvetkez0 bomlasi folyamatok révén keletkezo
bomlastermékekkel, illetve szerkezeti valtozasokkal, amelyre a nagy molekulatomegii,
bonyolult harmadlagos, illetve negyedleges szerkezetli enzim tipusu hatdéanyagok

esetében egyeldre nem all rendelkezésre széles korben alkalmazhaté modszertan és adat.

Egy gyogyszerkészitmény formulalasa soran napjainkban a hato- és
segédanyagok fizikai-kémiai tulajdonsagai mellett egyéb szempontokat is figyelembe
kell venniiik a fejlesztéknek. Manapsag az egyik f6 szempont a betegegyiittmiikodés
novelése. A hatdanyagok oralis adagolasa még mindig a leggyakrabban alkalmazott
gyogyszerbeviteli mod [11, 12]. Szamos oralis készitmény nemcsak kiilonb6z6 erdsségii,
hanem tobbféle formaban is beszerezheté kereskedelmi forgalomban. Ennek a
jelenségnek az egyik oka, hogy az alkalmazast végzé egyének szamos tényez6bol
adodéan kiilonboznek egymastol [13]. Tgy, példaul a kezelés alatt allok neme, egészségi
allapota, teststlya és ¢€letkora egyarant hatdssal lehet a terapia sikerességére. Specialis
teriilet a gyermekek és 1ddsek gyodgyszeres kezelése, hiszen esetiikben a felndttekhez
képest jelents élettani és egyéb kiilonbségeket is figyelembe kell venni [14]. Egyre
nagyobb igény mutatkozik az életkornak megfeleld, innovativ oralis gydgyszeradagolo
rendszerek fejlesztésére, amelyek figyelembe veszik az életkorral 0Osszefiiggd
kovetelményeket. Gyermekek, iddsek és nyelési nehézségekkel kiizdok szamara,
dysphagiaban szenveddknek egy nagyobb tabletta vagy kapszula bevétele problémat
jelenthet, ami a betegek terapia kozbeni egyiittmitkddési hajlandosaganak csokkenése
révén akar a terapia meghiusulasat is eredményezheti. Ezaltal felértékelddik a kiillonb6zo
betegcsoportok igényeihez fokozottaban alkalmazkodo, alternativ és innovativ oralis
gyogyszerformak fejlesztése [15, 16]. Megjelentek a piacon a minitablettak, a pontos
adagolast biztositd és a kisméretli részecskék adagoldsara szolgédld eszkdzok (okos
minitabletta adagold; Sympfiny ™), és egyre tobb szdjban diszpergalhato gyogyszerforma
(tabletta, granulatum, film/csik), spray készitmény is elérhetd [17-19]. Az egyik,
kifejezetten a gyermekgyodgyaszatban alkalmazott innovativ gyodgyszerbejuttatasi

megoldas a szivoszalakba toltott hatdanyag-tartalmu részecskék hasznalata [20].



1.1 Fehérjék

A fehérjék olyan polipeptid ldncok, amelyek aminosavak kapcsolddasabol jonnek
létre. Molekulatdmegiik jellemzdéen 5 és 1000 kDa kozott véltozhat. Osszetételiik alapjan
egyszerd, illetve 0sszetett fehérjékre oszthatok. Az elébbiek csak aminosavakbol épiilnek
fel, mig utobbiak mas, nem aminosav molekulakat is tartalmazhatnak (pl.: nukleinsav,

zsirsav, szénhidrat), ezzel is tovabb novelve a molekuldk valtozatossagat.
Funkcidjuk szerint jellemzden a kovetkez6 csoportokba sorolhatok [21]:

o Szerkezetkialakitas: a fehérjék épitik fel a sejt és a kiillonbozd tdmaszto- és
kotoszovetek elemeit (extracellularis matrix) és vazszerkezeteit

e Enzimatikus aktivitas: a fehérjék az €16 szervezet csaknem Osszes folyamataban
részt vesznek a kémiai reakciok biokatalizatoraként

e Transzport: a fehérjék aktivan, illetve passzivan is részt vehetnek kiilonb6zd
molekulak szallitdsaban

e Jelatvitel: hormonok, neurotranszmitterek és receptorok

e Immunitas: antitestek

e Toxinok

Bioszintézisiik sordn az egyik aminosav alfa-karboxil csoportja kapcsolodik egy
masik aminosav alfa-amino csoportjahoz sav-amid kotéssel. Ezt a kotésfajtat peptid
kotésnek nevezik. A polipeptid lanc ,,f6” lancét az ily modon 1étrejovo ismétlodo szakasz
adja, fiiggelékeit pedig az egyes aminosavakra jellemz0 oldallancok képezik. A szintézis
soran az elsé aminosav N-terminalis amino csoportja szabad marad. Az amidkotés
vizkilépéssel jon létre és energiaigényes, igy viz jelenlétében spontdn hidrolizal. A

hidrolizis sebessége nagyon kicsi, de katalizatorok jelenlétében jelentdsen felgyorsulhat.

A fehérjék szerkezetét elsddlegesen az aminosavak kapcsolddasi sorrendje
hatarozza meg. Az aminosavsorrendet ezért primer vagy elsddleges szerkezetnek
nevezzik. Az elsédleges szerkezetet kialakitd peptid kotések koriili atomok (6 atom)
sikban helyezkednek el, és 120°-o0s szdget zarnak be. A C-N struktira merev a 1étrejovo
n-delokalizaciéo miatt, igy a rotdcid nem lehetséges, szemben az alfa-szénatom ¢és a
karbonil szénatom kozott 1évo kotéssel, amely szabadon foroghat. Emiatt a rotacid miatt
johetnek létre stabil és instabil szerkezetek, illetve szabalyosan ismétlodé szekvenciak,

mivel a rotaciot az aminosavak oldallancanak kdlcsonhatasai befolyasolhatjak [21].



A fehérjeszerkezet bonyolultsiga miatt nehéz azok teljes szerkezetét
meghatarozni. Az elsédleges szerkezet meghatarozasanak egyik médszere az Edman
szekvenalas, amelyet Pehr Edman dolgozott ki az N-terminalis aminosav azonositasara.
A reakci6 sordn az N-termindlistol kezdve, mindig egy aminosav megjeldlése, lehasitasa
€s azonositasa torténik. Ezt ma mar automata szekvenatorokkal végzik, amelyek 50
aminosavig képesek meghatarozni a szekvenciat. Ez a mddszer a kiilonboz6 analitikai
technikak, mint a HPLC-MS fejlédésével és rutinszertivé valasaval mara mar hattérbe

szorult.

Amennyiben a fehérje 50-nél tobb aminosavbol all, azokat enzimatikus hasitassal
kisebb peptidekre lehet bontani. A proteazok meghatarozott pontokon hasitjak a fehérjét
kisebb peptidekre. Az igy kapott peptid keverékek vizsgalatara jellemzéen
tomegspektrometria alapt proteomikai modszereket hasznalhatunk. A proteomikai
modszerek kozé tartozik tobbek kozott az ugynevezett. ,,bottom-up” és ,,middle-down”
technika, de a modern miiszerek segitségével vizsgalhatunk teljes fehérjéket is ,.top-
down”, illetve nativ modszerekkel [22]. Ezek a tomegspektrometrias modszerek
elsésorban a fehérjéket felépité aminosavsorrend vizsgalatara (primer szerkezet) és a

poszt-transzlaciés mdodosulasok feltérképezésére hasznéalhatoak.

Az egyes aminosavak kozott tovabbi hidrogén-hid kotések alakulhatnak ki, igy
létrehozva a szekunder vagy madasodlagos szerkezetet. A fehérjékben periodikusan
valtakozo rendezett szerkezetek az ugynevezett alfa-hélix és béta-redd. Az alfa-hélixek a
szigma kotések helikalis elforduldsa miatt jonnek Iétre. A spirdlt parhuzamos
hidrogénkotések stabilizaljak, egy rendkiviil stabil szerkezetet hozva létre, az aminosav-
oldallancok pedig a hélix kiils6 részén helyezkednek el. A belso részen talalhatd atomok
nagyon kozel keriilnek egymashoz, ennek kovetkeztében a nagy térkitdltésii vagy ionos
karakteri aminosavak és a prolin destabilizaljak a hélixet, akar létrejottét is gatolhatjak.
Amennyiben a hidrogénhidak két egymashoz kozel 1évé parhuzamos peptidlanc kozott,
arra merdlegesen jonnek létre, a strukturat béta-redonek nevezik. A lancok lefutdsa lehet
paralel vagy anti-paralel. Ezen szabalyos struktarak kozott be¢kelddve eléfordulhatnak
még szabalytalan un. ,,random coil” (véletlen elrendezddésii) és béta-kanyar szerkezetek
is [21].



A masodlagos szerkezet meghatarozasanak egyik modja a CD-spektroszkopia. A
kiilonb6z6 masodlagos szerkezetek ugy, mint az alfa-hélix vagy béta-redd, kiilonb6zo
CD-spektrummal rendelkeznek egy adott UV-tartomanyban. Ezzel kozelitéleg

megadhatd, hogy a vizsgalt fehérjéket milyen szerkezeti elemek épitik fel.

Amennyiben a szekunder szerkezeti egységeket tartalmazo peptid lancban az
egymastol tdvol esdé aminosavak valamely kotés segitségével kozel keriilve
stabilizalédnak, 1étrejon a harmadlagos, haromdimenzids szerkezet. Ezt a fehérjék nativ
konformécidjanak nevezik. A kotések lehetnek nem kovalens kolcsonhatasok
(hidrogénkdtések, elektrosztatikus kolcsonhatasok, apolaros kotések) és kovalens
jellegtiek (diszulfid hid), amelyek az egymashoz kozel keriil§ ciszteinek oxidacidjanak
segitségével johetnek létre. Hidrogénhidak a peptid kotéseken kiviil, az oldalldncok
kozott is kialakulhatnak. Egyes aminosavak a pH-tol fiiggéen hidrogén donorként, masok
akceptorként szerepelhetnek. Elektrosztatikus kolcsonhatasok a pozitiv és negativ toltést
hordozé aminosavak kozott jonnek létre. Ezen kolcsOnhatdsok miatt a térszerkezet
variabilitasa egy molekulan belill is nagyfok(i lehet. A kornyezet jellemzoinek

megvaltozasakor (pH, hdmérséklet, ionerdsség) a kdlcsonhatasok is megvaltozhatnak, és

a fehérje reverzibilisen vagy irreverzibilisen denaturalodik.

A fehérjék  harmadlagos  szerkezetének  meghatarozasat  rontgen-
krisztallografidval vagy magneses magrezonancia analizissel végzik. A
rontgendiffrakcios mérésekhez a fehérje kristalyositasara van sziikség, aminek
kivitelezése azonban korlatokhoz kotott. A mérés eredménye egy haromdimenzios
elektronstirliség térkép, amely felhasznalhat6 a fehérje modelljének felépitésére. Az
NMR hasznalatanak igen nagy eldnye a rontgen-krisztallografiaval szemben az, hogy a
vizsgélat oldatban kivitelezhetd, és igy nincs szilikség a fehérje kristalyositasara, nativ

szerkezete megdrizheto.

Amennyiben tobb polipeptid ldnc (mint alegység, monomer) Iép egymassal
kolcsonhatéasba, 1étrejohet a kvaterner vagy negyedleges szerkezet, tovabb novelve ezzel
a valtozatossdgot. A polipeptid lancok kapcsolodasaval kialakulhatnak oligo- vagy
polimerek. Abban az esetben, ha a kapcsolddo fehérjék azonosak homomerrdl, ha nem,

heteromerrol beszélhetiink.
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Az aktiv fehérjék kialakulasanak elsé 1épése a transzlacio (fehérjeszintézis). Ezen
folyamat soran alakul ki az elsddleges szerkezet. Ahhoz, hogy a molekula fel tudja venni
végleges formdjat, tovabbi érésre van sziiksége. Ebben a folyamatban vesznek részt a

chaperonok (h6sokk fehérjék), amelyek segitségével kialakul a fehérje nativ formaja [23].

A fehérjén a transzlacié befejeztével szamos kémiai modositas is bekovetkezhet [4], a
leggyakoribbak az O-, N-glikozilacid, acilacid, oxidacio, deamidacid, C-terminalis
csonkolasa, glikacio, szulfatalas, metilacio, foszforilacio. Ezek koziil a modositasok
koziil egyesek kevésbé, masok nagyobb mértékben (pl.: glikozilaci6 altal cukorcsoportok
kapcsolodasa a fehérjelancra) befolyasoljak a fehérje aktivitasat, lokalizacidjat,

interakcioit mas fehérjékkel, és szamos biologiai funkcidval rendelkeznek [24].

1.1.1 Glikanok

A ,glikan” altalanos kifejezést a mono-, oligo- vagy poliszacharid barmilyen
formajara hasznaljak, amely akar szabadon, akar kovalensen kapcsolodik egy masik
molekulahoz. A glikokonjugdtum egy olyan vegylilet, amelyben egy vagy tobb
monoszacharid vagy oligoszacharid egység (glikon) kovalensen kapcsolodik egy nem
szénhidrat részhez (aglikon) [25].

1.1.1.1 Szénhidratok és glikokonjugatumok

A monoszacharidok sokkal tobbféleképpen kapcsolddhatnak egymashoz, mint az
aminosavak vagy nukleotidok. A nukleotidok ¢és a fehérjék linearis polimerek, amelyek
mindegyike csak egy alapvetd tipusi kotést tartalmazhat a monomerek ko6zott. Ezzel
szemben elméletileg minden monoszacharid képes a- vagy B-kotés l1étesitésére barmely
masik monoszachariddal egy lanc barmilyen pontjan, vagy akar egy teljesen mas tipusu
molekulaval. Igy a bioldgiai rendszerekben elméletileg szinte megszamlalhatatlan

szacharidstruktura lehet jelen [25].

A természetben eldforduld biologiai makromolekuldk viszonylag kevés
lehetséges monoszacharid egységet tartalmaznak, korlatozott szamt kombinacidoban. A
leggyakoribb monoszacharid alegységek az allati szervezetekben a pentdzok és hex6zok,
amelyek kiegésziilhetnek maés csoportokkal, mint példaul hexd6zaminokkal,
dezoxihexdzokkal, uronsavakkal és szialsavakkal. Alacsonyabb szintli életformakban
ennél joval tobbféle is megtalalhato, példaul baktériumokban vagy gombakban a dezoxi-

oktulozon-sav, rhamnoz, L-arabin6z és muraminsav is csatlakozhat a kiilonboz6
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cukoregységekhez. Az eukaridta sejtekben vagy az azokon taldlhato glikanokat
elsdsorban az aglikonhoz (fehérje vagy lipid) valo kapcsolodas jellege alapjan hatarozzuk
meg. Glikoproteineknek nevezziik azokat a glikokonjugatumokat, ahol egy fehérje egy
vagy tobb glikant hordoz, és amely kovalensen kapcsolodik egy polipeptid gerinchez,

altalaban N vagy O kdotéseken keresztiil.

Az N-glikan, N-kapcsolt oligoszacharid, N- (Asn) ko6tott oligoszacharid egy olyan
cukorlanc, amely kovalensen kapcsolodik aszparaginon keresztiil egy polipeptidlanchoz.
Az N-glikanok kozos pentaszacharid kozponti régidval rendelkeznek, és altalaban harom
f6 osztalyra oszthatok: oligomanndz- (vagy magas, ,.high” mannéztartalmt), komplex-
és hibrid-tipustiak lehetnek (1. abra). Az O-glikanok (O-kapcsolt oligoszacharid) gyakran
N-acetil-galaktozaminon (GalNAc) keresztiil kapcsolodnak a polipeptidekhez, a szerin

vagy treonin hidroxilcsoportoknal kiilonb6z6 szerkezeti variacidkat hozva létre.

P

core-alapvaz high-mannoz komplex hibrid

1. abra A kiilonboz6 tipustu N-glikanok felépitése. Kék: N-acetil-glikkozamin, zold:

manndz, piros: fukdz, sarga: galaktoz, lila: szialsav

A természetben  eléforduld  glikokonjugdtumoknal a  glikdnok a
molekulatomeghez kiillonb6z6 mértékben jarulhatnak hozza, nagyon kicsi hanyadtol
kezdve a jelentds mértékig [26]. A glikan struktarak nagy variabilitassal rendelkeznek,
ugyanakkor nem kdozvetleniil a genomban kddolddnak, tehat a fehérjékkel ellentétben
nem elsddleges, hanem masodlagos géntermékek. Az emberi genom csupan néhany
szazaléka kodol glikanlancok bioszintéziséért és dsszeszereléséért felelds enzimeket és
transzportereket. A glikanlancok szintézise ezen glikozidazok, glikoziltranszferazok és a

glikan bioszintézis szubkompartmentalizalt ,,0sszeszerel6-sor” mechanizmusai altal
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torténik az endoplazmatikus retikulumban és a Golgi-késziilékben. Mindezekbdl
kovetkezden az 6sszes relevans géntermék kifejezddési szintjének ismeretében sem lehet
megjosolni az adott sejttipus altal szintetizalt glikanok pontos szerkezetét. A kornyezeti
tényezok kismértékli valtozasai is jelentdsen mddosithatjak a sejt altal termelt glikanok
szerkezetét. Ez a dinamizmus ¢és variabilitas teszi a glikanokat a bioldgiai sokféleség,

komplexitas és adaptivitas hatékony eszkozéve.

Glikoproteinek esetében a sokféleséget mikroheterogenitasnak nevezziik.
Mikroheterogenitason azt a jelenséget értjiik, hogy egy adott sejttipus altal szintetizalt
fehérje barmely adott glikan kotddési helyéhez szamos kiilonbozo szerkezetli glikanlanc
kapcsolodhat. Ennek a variabilitdsnak a mértéke sejttipusonként, glikoproteinenként és
glikozilaciés formatol fiiggden valtozhat. Igy egy adott fehérje, amelyet eredetileg
egyetlen gén kodol, szamos ,.glikoforméaban” Iétezhet. Funkciondlis szempontbol a
mikroheterogenitas biologiai jelentdsége tovabbra sem tisztazott. Valdszintsithetd, hogy
egyfajta diverzitasgeneratorként funkcional, amelyet az endogén felismerési funkciok
diverzifikdldsara és/vagy mikrobak és parazitdk kikeriilésére szolgéalnak, mivel ezek

mindegyike nagy specifitassal csak bizonyos glikanszerkezetekhez képes kotddni [27].

1.1.2 Fehérje tipusu gyogyszerek

alkalmazésa, 1) kihivasok elé allitva a gydgyszergyartasban, kutatis-fejlesztésben
dolgozd szakembereket. Napjainkban a gydgyaszatban leginkabb alkalmazott
fehérjecsoportok az enzimek és a monoklonalis antitestek. Az enzimek, mint bizonyos
gyogyszerek célpontjai is fontosak egyes reakciok gatlasa révén, emellett az iparban,
kutatasban is fontos szereplik van. Egyes analitikai eljardsok sordn a fehérjéket
enzimatikusan emésztik a pontosabb szerkezetmeghatarozas céljabol, mig az iparban a
gyartasi folyamat egyes lépéseiben hasznalnak enzimeket. Fehérje tipusti gyogyszerek
kozé tartoznak az enzimeken és monoklondlis antitesteken kiviil példaul egyes vakcinak
is, amelyek analitikailag jol definialt fehérjéket is tartalmaznak, valamint a cukorbetegség

kezelésére hasznalt inzulinok [28].

1.1.3 Enzimek
Az enzimek alapszerkezetiiket tekintve fehérjék, funkciojuk jellemzden a

kiilonb6zé bioldgiai rendszerekben lejatszodd reakciok katalizalasa. Az enzimek
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sziikségesek, mert az élettani folyamatokban fontos biokémiai reakciok csak csekély
mértékben mennek végbe dnmaguktol. Ennek az az oka, hogy a kiindulasi anyagoknak
végtermékekké torténd atalakulasuk soran egy atmeneti allapotot kell felvenniiik. Ez az
allapot, szemben a kiindulasi anyaggal és a végtermékkel, egy instabil kémiai szerkezet,
a transzforméciodhoz termodinamikai energiaszint-emelkedés sziikséges. Az energiaszint-
kiilonbséget aktivalasi energianak nevezziik. A magas aktivalasienergia-sziikség miatt a
reakciok igen lasstiak, gyakorlatilag nem zajlanak le, ha nincs jelen katalizator. A

megfeleld enzimek bizonyos reakciok sebességét akar 10°-10*2-szeresére novelhetik [29].

1.1.3.1 Enzimek szerkezete és miikodése

Minden enzim specialis szerkezettel rendelkezik, amellyel altalanosan egy
bizonyos tipusu molekulanak vagy vegyiilet csaladnak egy adott atalakulasat képes
katalizalni. Az adott enzim altal megkothetd molekuldkat szubsztratoknak nevezzik. Az
enzimek csak szubsztratjukkal analdg szerkezetli molekulakat képesek felismerni,
nagyon kis kiilonbségek esetén sem jon l1étre a kapcsolat. Ezt a fajta specifikussagot a
fehérjék szerkezetében rejlé nagy variacios lehetéségek teszik lehetévé. Minden enzimen
megtalalhato legalabb egy specialis régio, a szubsztratkoté hely, amelynek szerkezete
pontosan megfelel a tranziciés allapot komplementerének. Igy az enzimhez valé kotédés
stabilizalja a tranzicids allapotot, igy csokkentve az aktivalasi energiat. Ugyanakkor az
aktiv centrum kialakitdsaban az enzim szerkezetének csak kis része vesz részt. Az aktiv
centrumot alkot6 aminosavak gyakran az elsddleges szerkezet szerint egymastol tavol
talalhatéak meg, €s csak az enzim harmadlagos szerkezetének kialakulasakor keriilnek
egymas kozelébe. gy hozzak 1étre azt a pontos haromdimenzids struktirat, amely az aktiv

centrumot alkotja.

Az enzim szubsztratkotd helyét alkotd oldallancok és a szubsztrat kozotti
kapcsolatot gyenge, reverzibilis koOlcsonhatasok sokasdga biztositja. Az enzimek
szerkezete engedi, hogy rajtuk tobb, kiilonféle kotohely egyszerre, koordindltan
funkcionaljon. Ezért léteznek olyan enzimek, amelyek tobb reakcidt képesek
Osszekapcsolni. Az atalakulas irdnyat ilyenkor az egyiittes reakciok nettd szabadenergia-

csokkenése hatarozza meg [29].
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1.1.3.2 Enzimek osztalyai

A Nemzetk6zi Biokémiai és Molekularis Biologiai Uni6 (IUBMB) osztalyozasi
rendszere szerint minden enzimnek leir6 neve és szdma van, amely lehetdvé teszi az
egyértelmi azonositast. Ez az EC (Enzyme Commission) szam, amely négy karakterbdl
all, ezeket pontokkal valasztjuk el egymastol. Az enzimek szisztematikus elnevezése
soran el@szor az enzim altal modositott szubsztrat nevét veszik alapul, majd a katalizalt
reakcio tipusat —az/—ase végzddéssel. Eléfordulnak olyan enzimek is, amelyeknek
tetsz6leges elterjedtebb neve is van, példaul a gyomorban megtalalhaté pepszin vagy a

hasnyalmirigy altal termelt tripszin és kimotripszin.
A nemzetkozi osztalyozas hat f6 csoportja a kdvetkez6 [30]:

1. Oxidoreduktazok, amelyek a redoxi reakcidkat katalizaljak. Ide tartoznak a
dehidrogenazok, az oxidazok, a peroxidazok és az oxigenazok.

2. Transzferazok, amely enzimek katalizaljak egy adott funkcids csoport, mint az
amin, karboxil, karbonil, metil, acil, glikozil és foszforilcsoport atvitelét egy
donor szubsztratrol egy akceptor vegyiiletre.

3. Hidroldzok, olyan enzimek, amelyek hidrolizissel, azaz viz hozzaadasaval
katalizaljak a C—0O, C—N, C—S és O—P kotések hasitasat.

4. Liazok, amelyek a hidrolizistdl eltérd reakcidval katalizaljak a C—C, C—S ¢és
C—N kotések hasitasat. Koziiliik bizonyos enzimek a funkcios csoport eltavolitasa
kozben, annak helyén kettéskotéseket vagy ciklusokat alakitanak ki. Ide tartoznak
példaul a dekarboxildzok, dehidratdzok ¢€s aldolazok. Forditott irdnya reakcid
esetén (funkciés csoport hozzdadasakor), szintdznak nevezziik Oket,
hangsulyozva ezen enzimek szintetikus funkcigjat.

5. lzomerazok, amelyek optikai, geometriai vagy szterikus-izomereket alakitanak
at egymasba.

6. Ligazok altal katalizalt reakciok feltétele magas energidju foszfat kotések

hasitasa a reakcid energiaigényének fedezése érdekében.
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1.1.3.3 Glikozid-hidrolazok

A glikozid-hidrolazok (EC 3.2.1.x) foként egy vagy tobb glikozidkotést
hidrolizalnak két szénhidrat vagy egy szénhidrat és egy nem szénhidrat molekularész
kozott. Mellékreakcidban az ilyen tipusu enzimek a glikozidos kotések kialakuldsat is
katalizaljak. Jelenleg a glikozidaz csaladnak tobb mint 113 tagja kiilonboztethetd meg
[31].

A szubsztrattal vald kolcsonhatasuktol filiggben csoportosithatoak lancvéget
hasitd exo- és belséleg hasitd endoglikozidazokra [32]. A glikozid-hidrolazok a
reakciomechanizmus alapjan tovabb csoportosithatok: a glikozid-hidrolazok négy
csoportja kiilonboztethetd meg attdl fliggden, hogy ekvatoridlis vagy axialis
glikozidkotések hidrolizalnak-e és, hogy invertaljak vagy megtartjdk az anomerek
maradékkal rendelkeznek az aktiv centrumukban, amelyek nukleofilként és sav/bazis
csoportként mitkddnek. Az izoméria megtartd glikozidazokban a két karboxilat maradék
egymastol tavol helyezkedik el, tavolsaga koriilbeliil 5,5 A, mig az invertald
glikozidazokban a maradékok koriilbeliil 10 A tdvolsagra taldlhatok egymastol. A
megtartd B-glikozidaz enzimatikus reakcidja kettds kiszoritdsi mechanizmussal irhato le.
A nukleofil maradék megtamadja az anomer centrumot, hogy létrejohessen az enzim-
szubsztrat komplex. Ezt kovetden az altalanos sav/bazis maradék protonalja a glikozidos
oxigént és aktivalja a vizmolekulat. A szubsztrat glikozidos kotésének anomer
konfiguracioja megmarad. Az invertald p-glikozidaz reakcidjanak mechanizmusa
egyetlen elmozdulasi folyamat. A glikozidos kotés oxigénjét a nukleofil csoport
protonalja, majd ezt kdvetden egy vizmolekula megtamadja a bazismaradék altal aktivalt

molekulat (2. abra).
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2. abra A megtart6 (A) és invertalo (B) tipusu glikozid-hidrolazok reakcioi [34].
Késziilt: ChemDraw 22.0.0 szoftverrel

Henrissat és Davies vezette be a glikozid-hidrolazok csak az aminosav
szekvenciatol fliggé osztalyozasi rendszerét [34]. Pontos szerkezeti és mechanikai
informéciok els@sorban az aminosavszekvenciabol nyerhetdk. A  katalitikus
mechanizmus az enzim molekulaszerkezetétdl fligg, amely az egyes csaladokon beliil
megegyezik. Ezen osztalyozasi rendszer alapjan rokon csaladok hasonld konformacioi
lehetévé teszik a rokon szekvenciak homolog modellezését, és segitik az egyes enzimek
esetleges helyettesitését. A fehérje pontos leirasahoz azonban nem elegendd csak az
aminosavsorrend ismerete, mert a magasabb rendii €l6lények a transzlacid utan
modosithatjak a lancban taldlhaté aminosavakat. Az ilyen médositasok befolyéasolhatjak
a térszerkezetek kialakulasat és az enzimek kiilonb6z6 fizika-kémiai tulajdonsagait,

illetve élettani funkcioit is.
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1.1.3.3.1 B-galaktozidazok

A B-galaktozidazok a glikozid-hidroldzok enzimcsaladjaba tartoznak. Ezek az
enzimek talnyomorészt a diszacharid laktoz lebontasaért felelések [B-D-Gal-;6—xJ-D-
Glc], de a kiilonboz6 galakto-oligoszacharidok (GOS) kialakulasat is katalizalhatjak.
Ezen kiviil a B-galaktoziddzok szamos kiilonb6z6 aglikont hidrolizalnak, mint példaul
oNPG, amelyet rutinszerien hasznalnak az enzimaktivitas vizsgalatara [35, 36]. -
galaktozidazokat prokariota mikroorganizmusok, valamint eukariota ¢él6lények is

termelik.

A B-galaktoziddz szamos élettani folyamatban kulcsfontossagt, mint példaul a
raktarozott anyagok felszabadulasaban is. A lakt6z hidrolizise révén energiat biztosit a
gyors novekedéshez emldsokben és baktériumokban, a felszabadulo szabad galaktoz
pedig a galaktolipidek és glikoproteinek metabolikus tjrahasznositasa soran jut fontos
szerephez [37]. A gydgyaszatban, élelmiszeriparban legfontosabb, leggyakrabban
hasznalt enzimeket elsésorban a Kluyveromyces lactis, K. fragilis, K. marxianus,
Candida kefyr élesztégombakbol és az Aspergillus niger vagy A. oryzae gombakbol
izolaljak, de az enzimek baktériumokbodl is nyerheték [38, 39]. A B-galaktozidaz
aktivitassal rendelkez6 enzimek a GH 1, 2, 35 és 42 csaladokba sorolhatok [40]. A legtobb
B-galaktozidaz a GH2 csaladba tartozik, amely a konformaci6 megtarto [-
galaktozidazokat foglalja magaban. A GH2 csalad tagjai jellegzetesen sziik
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, csak laktézzal ¢és f-1,3, valamint p-1,6

galaktozidokkal 1épnek reakcioba [31].

1.1.4 Laktaz enzim

A laktaz enzim elnevezés valdjdban gylijténév, a P-galaktozidazok egyik
alosztalyat fedi le. Ugyanakkor laktaz enzim alatt altalaban a [-D-galaktozid-
galaktohidrolaz enzimet értjiik, mely az EC 3.2.1.23 alcsoportba tartozik [34]. Az
emlOsOkben a B-laktdz a tejmirigyekben és a hasnyalmirigyben, valamint az ¢hbél
(jejunum) hamsejtjeiben termelddik. A [(-D-galaktozid-galaktohidrolaz elsodleges
funkcidja az emberi szervezetben, hogy laktozbol katalizalja a galaktozil hidrolizisét.
Ugyanakkor transzgalaktozildcios aktivitasa is ismert, amely soran galakto-
oligoszacharidokat szintetizal [33]. A laktazok csak az emlGsok beleiben és a fejlettebb

mikroorganizmusokban talalhatok meg [41].
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3. abra Az A. oryzaebdl szdrmazo -galaktoziddz enzim 3D-S modellje szubsztratkotés
kozben. Késziilt: a Schrodinger szoftver (2019-2-es kiadas) szamitasai utan Maestroban

(12.0.012-es verzid) az enzim aminosav szekvenciaja alapjan [42]

A B-galaktozidazok, a 417-es szupercsaladba tartoznak a glikozid-hidrolazokon
(GH) beliil. Jelenleg a GH-I, GH-2, GH-35 és GH-42 csaladokba osztjuk 6ket, bar a négy
csalad csak igen tavoli rokonsagba allithatd egymassal, és az izoenzimjeik hidrolitikus és
transzglikozilacios aktivitasai is eltéréek. A baktériumok, élesztok és gombak altal
termelt enzimek a kiilonb6z6 B-galaktozidazok elsédleges aminosav-szekvenciaja alapjan
jelentds eltéréseket mutatnak. Ez a variabilitds az iparban hasznalt B-galaktozid4dzokra is
érvényes: a K. lactis laktaza tobb, mint 30%-ban azonos az E. colibol szarmazo enzimmel,
de kevesebb, mint 15%-ban azonos az A. oryzae laktazzal. A szekvencia és a szerkezet
alapjan az élesztdgombak altal termelt laktazok a GH-2 csaladba, mig a fonalas gombak
altal termelt laktazok a GH-35 csalddba, az emberi laktazok pedig a GH-1 csaladba
tartoznak [34]. A kiilonb6z6 gyogyszerkészitmények, mint példaul tablettak,
ragotablettak, kapszulak, oldatok stb. altalaban az Aspergillus oryzae (sarga koji penész)
fajbol szarmazé specifikus laktaz enzimet, hatéanyag nevén tilaktazt tartalmaznak [39,
42]. A filamentozus gomba altal termelt -galaktozidaz (3. abra) egy viszonylag nagy és

Osszetett glikoprotein, amely 1009 aminosavat tartalmaz, az UNIprot adatbazisbol
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szarmazo6 informéciok szerint 109 kDa becsiilt molekulatomeggel rendelkezik a poszt-

transzlacios modositasok nélkiil [42].

1.1.4.1 A laktaz ipari felhasznalasa
A laktaz enzimet leggyakrabban a kovetkez6 teriileteken alkalmazzak:

a tejiparban a lakt6z tejbdl valo eltavolitasara, igy allitva eld termékeket laktoz-

intolerdns emberek szamara;

e transzglikozilacios  tulajdonsagait  kihasznalva  prebiotikus  galakto-
oligoszacharidok eldallitasara probiotikus élelmiszerekben torténd felhasznalasra;

o segédanyagként a laktozkristdlyosodas megelozésére a  tejsavoszirup

édesitészerek eldallitasaban;

e hatdanyagként a laktozintolerancia kezelésére [39].

A kereskedelmi forgalomban megtalalhatd laktazok kiilonb6zd forrdsokbol
szarmazhatnak, és igy tulajdonsdgaikban is eltérnek egymastol. A leggyakoribb
enzimforrasok: fonalas gomba (A. oryzae), éleszt6 (K. lactis) és baktérium (B. circulans).
Aktivitasukat tobb tényezd is befolydsolja. A gombabdl kinyert enzim magasabb
aktivitdst mutat savas kozegben, és a hdstabilitdsa is jobb, mint az ¢lesztébol
szarmazonak. Az élesztobdl és baktériumokbol kinyert enzim inkdbb semleges pH-n és
alacsonyabb homérsékleten tud megfelel6en katalizalni. Ezek alapjan, a tejiparban a tej
kozel semleges kémhatasa kovetkeztében és a hiitott koriilmények miatt az élesztobol
vagy baktériumokbol szarmaz6 enzimeket hasznaljak. Egyes gomba eredetii laktazok
savas koriilmények kozott a legaktivabbak, a tej pH-jan rosszul teljesitenek. Az A. oryzae
laktaz pH-optimuma 4,5, mig mas gombabol szarmazé laktdzok pH-optimuma ennél is
alacsonyabb lehet [44]. HoOmérséklet szempontjabol az idealis koriilmények a
hidrolizishez a kiilonboz6 laktazok esetében eltéréek. A gomba-laktazoknak mind az
aktivitas, mind az enzimstabilitds szempontjabol magas hdmérsékleti optimuma van, 50-
55 °C-on hidrolizalnak a legnagyobb hatékonysaggal, de 37 °C-on is jol katalizaljak a
reakciot. Ezzel szemben az élesztokbdl szarmazd semleges laktazok gyorsan
denaturalodnak 40-45 °C felett, azonban alacsony hémérsékleten is aktivak, ezért hiitve
is alkalmazhatok [45]. A fonalas gombabol kinyert enzimet igy a savas tejtermékek, pl.
tejfol laktozmentesitésére hasznaljak, pH tlirése pedig lehetdvé teszi a gydgyszerekben

valo felhasznalasat.
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1.1.4.2 A laktaz enzimmel kapcsolatosan kialakul6 betegségek

A laktaz kozponti szereppel bir az emésztésben, az altala katalizalt reakcio
végtermékeként gliikoz és galaktéz keletkezik. Ezekb6l a monoszacharidokbol a
szervezet energiat termel, aminek kiillondsen csecsemdkorban van nagy jelentdsége, ahol
az elsdleges taplalék az anyatej. Eppen ezért az enzim nagy mennyiségben termelédik
ujsziilottekben €s gyermekekben. A velesziiletett laktaz deficiencia egy autoszomalis,
recessziven Oroklodo betegség, a laktazt kodold gén mutacioja okozza, igy ezeket az
ujsziilotteket nem lehet anyatejjel vagy barmilyen laktoztartalm tejjel, tdpszerrel taplalni
[10].

A laktaztermelés gyermekkor utan visszaesik [9]. A laktéz megfeleld
emésztésének képessége foldrajzi eltérést mutat, a foldtekén északrol délre haladva
altalanosan csokken, de a kontinensek, st egyes orszagok lakossaga kozott is
nagymértéki kiilonbség tapasztalhato. Ebbdl kifolydlag a felndtt populacié nagy része
nem rendelkezik megfelel6 laktazaktivitassal, szamukra a tejfogyasztas kellemetlen
gasztrointesztinalis ~ mellékhatdsokkal  jarhat.  Legtobbszor  béta-galaktoziddz-
elégtelenség, vagy mas néven laktazelégtelenség 4all a hattérben, amely

laktozintoleranciat okoz [44, 45].

A legelterjedtebb laktazhiany esetén fennalld betegség a laktdzintolerancia,
amelynek hatterében az a jelenség all, hogy a laktdz, ellentétben a monoszacharidokkal
(azaz a gliikdzzal és a galaktozzal), igen gyengén abszorbealddik a vékonybélben. Azok
az egyeének, akik laktdz-nonperzisztensek, nem tudjadk megemészteni €és hasznositani a
laktozt felndttkorban. A rosszul felszivodo laktdz ozmotikusan vonzza a folyadékot, igy
az emésztorendszerben vizet tart vissza, ami a béltartalom novekedéséhez és
hasmenéshez vezet. Ezen kiviil a lakt6z a vastagbélben 1év6 bélbaktériumok szubsztratja,
amelyek metabolizaljak, illékony zsirsavakat €s gadzokat, példaul szén-dioxidot, hidrogént
és metant termelve, mely gazok haspuffadast, hasi fajdalmat, hanyingert és gorcsoket
okoznak. A tiinetek nem feltétleniil korlatozodnak a bélrendszerre, neurologiai tiinetek,
példaul fejfajas, szédiilés is kialakulhatnak [9]. A gyermekkori kolika egyes esetei is
laktoz altal kivaltott allapotok [48].

A laktazhianynak alapvetéen két tipusa létezik, az els6dleges (velesziiletett) és a

masodlagos (szerzett). Elsédleges laktazelégtelenség esetén a laktozhianyt a laktaz gén
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srer

enzimdefektus a laktazhiany leggyakoribb oka, a vilag népességének egyharmadat érinti.
Masodlagos laktazhiany a vékonybelet érint6 betegségek kovetkeztében alakulhat ki [49].
Ezt okozhatjak virusos betegségek, példaul rotavirus, vagy példaul a bélnyalkahartya
elvesztése is egy gyomor-bélrendszeri mitét utdn vagy colidkidban. Amennyiben a
nyalkahartya feliilete regeneralodik és nincs a hattérben genetikai hajlam, a laktoz

emésztése részben vagy teljesen helyreallhat a gydgyulas utan [47].

A klasszikus laktozintolerancia kifejezést nagy mennyiségii laktoz elfogyasztasa
utan kialakuld tiinetek megjelenésére alkalmaztdk, de ezt nem szabad Osszekeverni a
laktdz emésztési rendellenességgel, ugyanis az intoleranciat nem mindig koveti emésztési
rendellenesség. A tiinetek megjelenését az elfogyasztott laktoz mennyisége €s a bélbe jutod

emésztetlen diszacharidok tranzitideje hatarozza meg [47].

A leggyakoribb vizsgalat a laktozintolerancia megallapitasara a hidrogén
kilégzési teszt, amely soran 20-50 g laktoz elfogyasztdsa utdn mérik a kilélegzett
levegében 1év6 hidrogén és metan mennyiségét az id6 fiiggvényében. A 20 ppm feletti
gorbe alatti teriiletek Osszehasonlitdsdval azonosithatok a heterozigota személyek. A
masodik leggyakoribb teszt a vérvizsgalat, amely soran, ha a vércukorszint nem
emelkedik egy bizonyos érték (1,1-1,4 mmol/l) f6l¢é, laktéz emésztési zavarra
gyanakodhatunk. Itt az enzimszintet kozvetlentil tesztelik, ellentétben a kilégzési teszttel,

mely esetében a felszivodasi zavarbol kovetkeztetnek az enzimelégtelenségre [50].

A tiinetek mérsékelhet6ek a bevitt laktéz mennyiségének csokkentésével, példaul
bizonyos tejtermékek fogyasztasanak mellézésével. Altalanossagban egy bogre tejben
1év6 laktoz mennyisége (12,5 g/250 ml) a legtobb laktazelégtelenséggel rendelkezd
embernek nem okoz tiineteket. Ha az egyszerre elfogyasztott adagot 18 g folé emeljiik, a
tiinetek hangstlyosabba valnak, 24 g f6lotti adag altalaban jelentds tiineteket okoz. 50 g
laktoz elfogyasztdsa a legtobb érintettnél tiineteket valt ki. A maximum toleralhato
mennyiség eltérd lehet, ha a laktozt egyéb tapanyagokkal egyiitt fogyasztjuk. Az étkezés
soran, kiilondsen zsirral egyiitt elfogyasztott laktdz lassitja a gyomoriiriilést, csdkkenti az

egységnyi 1d6 alatt a vékonybélbe jutd laktéz mennyiségét. Bizonyos ételek, példaul a
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kavé vagy a eréspaprika gyorsitjak a laktoz vékonybélbe jutasat, igy fokozhatjak a
tiineteket [50].

A fermentalt tejtermékek adott térfogatban kevesebb laktozt tartalmaznak, példaul
a joghurtban 1évé tejsavbaktériumok csokkentik a laktoz mennyiségét a sajat
metabolizmusukon keresztiil. Egyéb tényezdk is megvaltoztathatjdk a gyomoriiriilést
vagy a tranzitidot, példaul egyes gyogyszerek, betegségek vagy a terhesség. A
laktozmentes tejtermékek jellemzOen édesebbek, mint a hagyomanyos termékek, mert a
gliikdz és galaktdz egyiitt édesebb, mint a laktoz. Eldallitasuk sordn a csomagolasuk eldtt

[-galaktozidazt adnak hozzajuk, emiatt ezek a termékek sokszor dragabbak is.

A laktozt gyakran hasznaljak gyogyszerkészitmények toltGanyagaként is, ami
akar tiineteket is okozhat a laktoz intolerans személyeknél. Bar egy gyogyszer egyszeri
adagjaban a laktéz mennyisége boven a toleralhatdé maximum alatt van, nagy egyéni
kiilonbségek lehetnek [46]. A gydgyszerekben atlagosan jelen 1évé laktdéz mennyisége
(400 mg) negativ kilégzési tesztet mutat [48].

1.1.4.3 A laktozintolerancia terapiaja

A laktozérzékenység egyetlen terapidja a laktaztartalmu gyogyszerek és étrend-
kiegészitok hasznalata, melyek mikrobialis, legtobbszor az Aspergillus oryzae fonalas
gombabol szarmazo enzimet tartalmaznak. A fogyasztas el6tt a tejhez adott, vagy a tejjel
egylitt bevett enzim segiti az elfogyasztott ételben 1év6 laktdz hidrolizisét, ami jelentésen
csokkenti a hidrogénképzddést, igy a tiineteket is. Az azonos doézisban alkalmazott, de
kiilonboz6 forrasokbodl szarmazo enzimek eltérd hatékonysaggal hidrolizaljak a laktdzt.
Az enzim dozisa is befolyésolja az elhidrolizalt lakt6z mennyiségét, illetve a gyomor pH
¢s az epesavak koncentracioja is hatassal van az exogén eredetli enzim hatékonysagara.
A készitmények dobozain vagy tdjékoztatdiban az FCCU feliratot és egy szamot talalunk,
amely altalaban egy tabletta enzimaktivitasara utal. A Magyarorszagon forgalomban 1év6
termékek altalaban 3000-6000 egységet tartalmaznak tablettanként, ami kortilbeliil 2-2,5
dl tej, illetve 10-12 g laktoz elfogyasztasahoz elegendd [51]. Az EFSA éltal ajanlott
mennyiség ekkora tejcukormennyiséghez 4500 FCCU, kiemelve, hogy jelentds
individualis eltérések mutatkozhatnak egyes személyek kozott [52]. Magyarorszgaon
kereskedelmi forgalomban, gydgyszertarban kaphat6 laktaztartalmua termékeket és azok

tulajdonsagait az 1. tdblazat foglalja 6ssze.
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1. Tablazat Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban, gyogyszertarban kaphatd

laktaztartalmt termékek és azok tulajdonsagai

Termék s Gyobgyszer- .- Termék hatdsagi Enzim
neve Gyartd forma Dozis besorolasa fajtaja
. 2000+900 , ot
Lactase Strathmann ragotabletta NE/tabletta gyogyszerkészitmény A. oryzae
Lactase Brand Up ~7700 Specialis gyogyaszati .
comfort  Pharma csepp NE/10 ml célra szént Slelmiszer e 208
Coli Brand Up cse ~50000 Specialis gyogyaszati  A. oryzae,
comfort Pharma PP NE/10 ml célra szant élelmiszer K. lactis
i Magnapharm ~79000 Specialis gyogyaszati
Co-lactase y \aary csepp NE/10 ml célra szént dlelmiszer - OYZ2€
Innolact . 6000 . i .
laktdz Innopharm filmtabletta NE/tabletta étrend-kiegészitd nincs adat
Jutavit 6500 . T
laktaz Juvapharma  tabletta NE/tabletta étrend-kiegészitd A. oryzae
I 4500 . o .
Mill&joy Teva tabletta étrend-kiegészitd nincs adat

NE/tabletta

Altaldnos szabalyként elmondhatd, hogy kisebb adaggal érdemes kezdeni a
kezelést, és fokozatosan novelni a dozist. Ajanlott még az elsd falat étel eldtt vagy azzal
egylitt bevenni az adagot, és megismételni a bevételt, ha 30-40 percen beliil ismét
tejterméket fogyasztunk. Habar jelentés problémat nem okozhat, de a laktaz lebomlasa
soran keletkezd cukrok emelhetik a vércukorszintet, igy cukorbetegek esetében ovatossag

javasolt [53].

A kereskedelemi forgalomban kaphato tablettak vagy kapszulak jol hasznalhatok

enzimpotld  kezelésként, ennek hatékonysagat szamos tanulmany igazolta.
Osszehasonlit6 vizsgilatok kimutattdk azonban, hogy ezek dragabbak lehetnek, mint az
eldre hidrolizalt laktézmentes tej fogyasztasa. K. lactisbol szarmazo enzimet tartalmazo
készitmények vizsgalata soran 10000 mg/ttkg oralis adagolasnal sem mutatkozott
toxicitas. Osszességében az exogén laktaz étkezés kozbeni elfogyasztisa hatékony, sok

esetben praktikus és biztonsagos [51].
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1.2 Fehérjék stabilitasa

A fehérjék, fehérje tipusu gyogyszerek esetében a bonyolult szerkezetbdl és az azt
felépité aminosavak tulajdonsagaibol eredeztethetd instabilitasi problémakkal Kell
szamolni. Eredetiiket tekintve elkiilonithetdek kémiai és fizikai instabilitasokra. A kémiai
instabilitasok esetén kovalens kotések kialakulasa vagy felhasadasa torténhet, amivel
kémiailag 0j molekula jon 1étre. Fizikai valtozasnal a kémiai dsszetétel nem valtozik, de
a fizikai allapot igen, mikdzben adszorpcid, abszorbcid, denaturacio, aggregacio és
precipitacio torténhet. Gyakorisagat és fontossagat tekintve a két {0, stabilitast
befolyasold folyamat a denaturacio és az aggregacio [58, 59]. A fehérjék stabilitasi
vonatkozésai els6sorban az oldott formdra érvényesek, hiszen a fehérjék ebben az
allapotban tudjék felvenni aktiv szerkezetiiket, és a vizsgalatok nagy része is folyadék

fazisban zajlik.

1.2.1 Kémiai instabilitasok

Kovalens kémiai valtozassal jard reakciok, amelyek potencidlisan befolyasoljak a
fehérjék funkcionalitasat, terapids hatdsukat csokkenthetik. A gyartas soran is gyakran
eléforduld kémiai instabilitds, a fizikai instabilitdishoz hasonloan, a heterogenités
kialakulasaban is fontos tényez6. A leggyakoribbak a poszttranszlacios modosulasok, a
degradacid, a nem teljes szintézis és a diszulfid hidak modosuldsa. Degradéciot

leggyakrabban a hidrolitikus reakciok, oxidacio, diszulfid hidak valtozasa okoz [58, 60].

1.2.1.1 Hidrolizis
A hidrolitikus reakciok altal bekovetkezé valtozasok a legjelentésebb és
leggyakoribb kémiai modosulasai a fehérjéknek, ide tartoznak a deamidacioval és

proteolizissel jaro reakciok, illetve az aszpartat izomerizacio és B-eliminacio is [54].

A deamidéci6 a legjellemzdbb hidrolitikus poszttranszlacios modosulas a fehérjék
esetében, ez felelds elsésorban a toltési heterogenitasért. A leginkabb érintett aminosav
az aszparagin €s a glutamin, amelyekbdl aszpartat és glutamat keletkezik savas pH-n, mig
semleges pH-n intramolekularis ciklizacio torténhet. Az aszparagin deamidalashoz kozel
allo reakcié az aszpartat izomerizacio, amely a neutralis pH-n végbemend ciklizacio
egyik terméke. A reakcido nem csak az aminosav tulajdonsagaitol fiigg, hanem annak
kornyezetétdl is. Amennyiben révidebb oldallancu vagy hidrogén donorral rendelkez6

aminosav koveti az aszparagint, akkor gyorsabb lesz a reakcid, éppen ezért nem
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feltétleniil fog bekovetkezni a modosulas minden aszparagin esetében. A szekvenciaban
megel6zé aminosavak viszont nem befolyasoljak a reakciot. A peptidlanc flexibilitasan
kiviil annak is szerepe van, hogy milyen masodlagos szerkezeten beliil helyezkedik el az
adott aminosav [57]. Amennyiben a hidrolizis nem az oldallancon torténik, akkor
proteolizisrél beszélhetiink. Ennek soran az egész fehérjegerinc hasad ketté. Ilyen lehet
az N-termindlis glutamat hasaddsa piroglutamatot eredményezve. Az antitestekre

jellemzd hidrolitikus reakcid a kapocs régio felszakadésa.

1.2.1.2 Oxidacio

A kémiai reakciok masik leggyakoribb csoportjat az oxidacios reakciok
képviselik. Ez mar tobbféle aminosav oldallanc esetében is végbemehet, a leginkabb
érzékeny molekuldk azok, amelyek aromas vagy kéntartalmi funkcids csoportot
tartalmaznak. Igy a legérintettebbek a metionin, hisztidin, triptofan, cisztein és a tirozin.
A reakcioknak alapvetéen harom utvonala van: fémek 4altal katalizalt oxidacio,
fotooxidacio és szabad oxigéngyokok altal bekovetkezé oxidacio. A legtobb aminosav
oxidacios mechanizmusa jol ismert, mint példaul a metioniné [58], amelynek jelent6sége
azért is kiemelkedd, mert oxidacioja bizonyitottan hozzajarul in vivo a monoklonalis
antitest lokalis stabilitdsanak csokkenéséhez. Ez annak is kdszonhetd, hogy a konstans
régiot, a nehéz lanc egy részét érinti a valtozas az 1gG1-ben, aminek fontos szerepe van

a receptorokhoz valo kotédésben [59].

Az ilyen tipusu reakciokért altalaban a vegyértékvaltd fémek feleldsek, mint pl. a
réz, mangan, krom vagy vas ionok. Ezekkel a vegyliletekkel a gyartds ¢€s raktarozas
szakaszdban barmikor ¢érintkezhetnek vagy szennyezOként benne maradva a
készitményben oxidacié eredetii degradaciot eredményezhetnek [60]. Sok fehérje
funkcidjabol eredden is megkdthet fémionokat, de ezek az ionok altalaban nem okoznak
oxidécios degradaciot.

A szabadgyokok altal kivaltott oxidacid a fehérjék esetében régota ismert,
karositja a fehérje szerkezetét. Ez egy kaszkadszerti reakcio, amelynek jol ismertek a
Iépései. Tobbféle szerkezeti moddositast okozhatnak ugyanazon a fehérjén is.
Szarvasmarha szérum albuminnal végzett kisérletben OH-gyokkel érintkezve a
fehérjemolekulak dimereket, trimereket és tetramercket alkotnak a nagymértékii

keresztkotddésre vald hajlam kialakuldsanak kovetkeztében. Ha a reaktiv oxigén
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szabadgyokok keverékét hasznaljak, akkor prominensebb spontan fragmentacid is
felléphet. Mindkét esetben megvaltozik a fehérje masodlagos és harmadlagos szerkezete

[61].

1.2.1.3 Glikozilacié

A fehérjék glikozilacidja nitrogénen vagy oxigénen keresztil az egyik
leggyakoribb szerkezeti modositas, amely a kiilonb6z6 bioldgiai rendszerekben a
proteom diverzitasanak bdvitése érdekében alakult ki. Evolucios szempontbol a fehérjék
funkcidjanak és tulajdonsagainak béviilésével a glikozilacio széles korben jelen van az
¢let tobb teriiletén az eubaktériumoktdl kezdve a baktériumokon at a valodi eukaridtak
csoportjaig. A glikozilacio olyannyira elterjedt, hogy becslések szerint a magasabbrendii

szervezetekben talalhato dsszes fehérje 50%-a glikozilalt [62].

Ipari szempontbol ez az egyik legfontosabb poszttranszlaciéos modosulés, mivel
sokszor a terapids hatas feltétele. A glikozilaciobol adodd heterogenitas alapja a
cukormolekula mindsége €s kapcsolodasanak helye. Az 6regedéssel kapcsolatban és tobb
esetben is kimutattak, hogy egyes, elsdsorban genetikai betegség kialakulasat bizonyos
fehérjék glikozilaltsaga is befolyasolja, és Osszefiigg azok progresszidjaval [63], illetve
egyes fehérjék glikozilacidjanak kvalitativ vagy kvantitativ megvaltozasa diagnosztikus
értékli lehet bizonyos betegségek, pl. tumorok kimutatasanal. A gyogyszerek esetében
ennek azért van jelentdsége, mert a glikozilaltsagi fok bizonyitottan befolyasolja a
fehérjék kémiai és fizikai stabilitasat, illetve ellenallova tudja tenni Oket bizonyos
kornyezeti, példaul homérsékleti hatasokkal szemben [70, 71]. Az aminosavakhoz
kapcsolodo cukorvegyiiletek sztérikusan gatolhatnak egyes kémiai reakciokat, a glikan
szerkezet pedig a szabad energia befolyasolasaval stabilizdlja a molekulat, igy
megvaltoztatva az energiasziikségletet a kiilonbozo feltekeredési (folding), kitekeredési

(unfolding) mechanizmusok végbemeneteléhez [72, 73].

1.2.1.4 Glikacio

A glikacio a glikozilacioval ellentétben, egy nem enzimatikus, reverzibilis
reakcio, amely olyan redukaléd cukrok jelenlétében mehet végbe, mint példaul a gliikéz,
fruktoz, galaktoz. A glikacio elsé 1épése egy kondenzaci6 a cukor és a peptid
aminocsoportja kozott, amelynek eredménye egy instabil Schiff-bazis. Ezt egy spontan

reakcid kovetheti, amely altal egy stabilabb, kovalens kotddésti ketoamin, mas néven
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Amadori termék jon 1étre. A reakcié aminocsoporttal torténik, a legjelentésebb aminosav
a glikécio szempontjabol a lizin. Ezt oxidativ bomlas kdvetheti, amely Osszetett glikdcios
végtermékek kialakulasdhoz vezet [68]. Ezek kialakuldsa fehérje keresztkotodést és
aggregaciot idézhet eld, amely a sejtek sériilését vagy halalat is okozhatja. Ezek a
folyamatok Osszefliggésbe hozhatdéak az oregedéssel és a kortdl fiiggd betegségekkel
[69]. Tovabba osszefliggésbe hoztak a glikacion atesett peptideket a cukorbetegséggel,
arthritisszel, lupusszal, Alzheimer- és Parkinson korral is [63]. A glikacio jelentésége a
gyartas soran abban rejlik, hogy noveli a terapids proteinek heterogenitasat, csokkentheti
a stabilitasat is, ezaltal befolyasolva a biztonsagossagot és hatasossagot a fehérje alapt

gyogyszerek esetében [69].

1.2.1.5 Diszulfid hid

A fehérjék heterogenitasanak masik legjelentésebb oka a diszulfid hidak
rendszere, valtozasuk fragmentumok és aggregatumok kialakulasat eredményezheti a
gyartas legtobb szakaszaban el6forduld, instabilitast okozo folyamatként. Szabad SH
csoportok egymas kozotti reakcidjaval alakul ki, igy a cisztein aminosav oldallancok
feltérképezése a primer szekvencidban jelentds az instabilitdsi probléma elkeriilése
szempontjabol. Diszulfid hidak lancon beliil és lancok k6zott is kialakulhatnak. A lancok
kozott kialakulo diszulfid hidak kevésbé stabilak, ezért gyakorlati jelentGségiik nagyobb
[70].

1.2.2 Fizikai instabilitas

1.2.2.1 Denaturici6

A denaturacio a fehérje magasabb szintii strukturajanak elvesztését jelenti, ami a
haromdimenzidés konformécidét vagy a magasabb rendii szerkezeteket érinti. Sok
kornyezeti tényezo valthatja ki a fehérjék ilyen médon torténd megvaltozasat. Ide tartozik
a hémérséklet, pH, nyomas [75, 76], szerves oldoszerek és mas kémiai reagensek. A nativ
konformacio elvesztését kovetden, ha megsziintetjiik a denaturaciot kivaltd hatast,
visszatérhet az eredeti, aktivitassal rendelkezé szerkezet, ilyenkor reverzibilis
denaturéciorol van szo. Ha ez nem tud megtorténni, akkor irreverzibilis kicsapddasrol
beszéliink, de ilyen esetben is megfigyelhetd egyes esetekben a nativ szerkezethez vald

visszatérés, amennyiben megfeleld reagenst adunk a fehérjéhez [58, 61].
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Az egyik leggyakoribb kornyezeti tényezd, amely a fehérje szerkezetének
elvesztéséhez vezet, a magas homérséklet. A fehérjék homérsékleti stabilitdsa az
olvadasponttal (Tm) jellemezhetd, amelyet ugy kapunk meg, hogy abrazoljuk a
homérseklet fiiggvényében a kicsapddott, szerkezetét vesztett fehérjék detektalhatod
jelének értékét. Ekkor egy szigmoid gorbét kapunk, amelynek inflexios pontja az
olvadaspontot (Tm) jeloli. Az olvadéaspont a fehérjék esetében a konformacios stabilitassal
is Osszefliggésbe hozhatd. Legtobb esetben melegités hatdsara irreverzibilis valtozas
torténik, mert a szerkezet szétnyilasat gyors aggregatumképzddés vagy kémiai valtozas

koveti, mely mar hiités hatasara sem fogja visszanyerni eredeti alakjat [58, 61].

A fehérjék denaturacidja nemcsak a homérséklet emelésével, hanem annak
csokkentésével is bekovetkezhet [64, 77]. Ennek gyakorlati jelentésége abban rejlik, hogy
a legtobb terapids fehérjét fagyasztva széritjdk vagy fagyasztva taroljak a gyartés
valamelyik szakaszaban. Fagyasztaskor is tobbféle mechanizmus okozhat sériilést vagy
denaturaciot a fehérjében. Ezek a folyamatok lehetnek a koncentracio folyamatos
emelkedése a viz kifagyasa miatt, a pH drasztikus valtozasa a puffer kristalyosodasa
miatt, a jég kivalasa révén 1étrejovo adszorpcids feliilet, a fazisok szétvalasa és a nem
megfagyott rész viszkozitasanak nagymértékti novekedése [60]. Ezen okokbdl fagyasztas

soran is jelentds funkcidvesztés torténhet, igy annak vizsgalata is sziikséges.

A fehérjék szerkezetvaltozasanak masik gyakori oka a kémiai reagensek hatasa.
A legjelentdsebb ilyen reagensek a karbamid és a guanidin-hidroklorid [72]. A karbamid
megakadalyozza a globularis szerkezet kialakulasat azaltal, hogy nem engedi a hidroféb
molekularészek bezarasat, mig a guanidin-hidroklorid a diszulfid hidak bontasan
keresztlil csokkenti az aktivitast. Ezek és mas kémiai denaturacidot okozo reagensek
kotodésiikkel a fehérjék kémiai potencialjat csokkentik. A szerkezet akkor nyilik fol,
amikor a fajlagos felillet novekedésével a molekula kémiai potencialja a nativ
konformacio kémiai potencialjanal kisebb lesz. Egy masik feltételezett mechanizmus az,
hogy az karbamid és a guanidin-hidroklorid megvaltoztatjak a molekula pKa-jat, ezaltal
egyes csoportok toltésének atalakulasaval elegendd elektrosztatikus taszitast hoznak
létre, ami a konformaci6 megsziinéséhez vezet [74]. Ezen két reagens fehérjék

crer

homérséklet emelésén kiviil annak csokkentése is okozhat denaturaciot [64, 77].
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A széls6séges pH-nak szintén denatural6 hatasa van. Extrém magas vagy alacsony
pH hatéasara kialakulo, toltéssel rendelkezd csoportok kozott elektrosztatikus taszitas jon
1étre, ezzel felbontva a szerkezetet. A pH nemcsak ezen a mechanizmuson keresztiil képes
inaktivalni a fehérjét, hanem elGsegiti az aggregaciot, fehérje-fehérje, fehérje-ligand
kozotti, illetve membrannal torténd interakciokat. A fehérjék szempontjabol fontos
vizsgalni a pH stabilitasra és aktivitasra gyakorolt hatasat. Alapvetéen mindkét
tulajdonsag valtozasanak pH fliggése egy harang alaka gorbét ad, korrelacido van a
stabilitds és aktivitds pH optimuma kozott. Fontos megjegyezni, hogy nem sziikséges a
maximalis aktivitashoz a lehetd legnagyobb stabilitds, ennek ellenére jellemzden a

természetes fehérjék stabilitas és aktivitas pH optimuma megegyezik [44].

1.2.2.2 Feliileti adszorpcio

A makromolekulék egy rendkiviil jol dokumentalt tulajdonsaga az adszorpcié. A
bioldgiai terapiara szant fehérje a gyartastdl az alkalmazasaig sok feliilettel talalkozik.
Ezek adszorpciora adnak lehetoséget, amelyet mas fizikai valtozas, elsdsorban
aggregacio is kovethet, de lehetséges akar kémiai valtozas is a felszinnel valo érintkezés
utan. Eppen ezért fontos, hogy az Osszes interakcio feltérképezésre keriilion, illetve
minden Uj hatdanyag esetén sziikséges vizsgalni ezeket az interakciokat. A jelenség
alapvetden olyan fizikai tényezoktol fiigg, mint a feliileti energia, intermolekularis erdk,
hidrofébicitas és ionos vagy elektrosztatikus kolcsonhatas, amelyeket ki lehet kiiszobolni,

ha ismert az interakcio [56].

1.2.2.3 Aggregacio

Fizikai instabilitasok masodik nagy tipusa az aggregacio, amelynek &t altalanos
inzulin esetében a hexamerek képzddése; konformacids valtozason atesett monomerek
aggregacioja, ahol a konformacio valtozasa a korlatozo 1€pés; kémiai modosulason atesett
monomerek aggregacidja; magkepzddés vezérelt aggregacid; és a feliillet indukalta
aggregacio [58, 61]. Az aggregacio, mint jelenség tehetd felelossé a biologiai
gyogyszerek esetén megjelend immunogenitasért is. Ez a legtobb forgalomban levd
gyogyszer esetében klinikailag nem relevans, de néhany esetben sulyos és halalos

kimeneteliit is lehet [75]. Az aggregacid6 mértéke nagymértékben fiigg a
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mg/ml) oldatban vagy szuszpenzidban keriil forgalomba, ezek a kozegek pedig novelik
az aggregacio veszélyét [76]. Aggregatumok képzddése a gyogyszer gyartasanak szinte
barmelyik szakaszaban bekovetkezhet. A denaturaciot kivaltd kortilmények koziil is tobb
szintén képes aggregaciot kivaltani, és sok esetben a denaturaciot kovetd valtozasrol van
sz0. Oldatban talalhat6 (in vitro) aggregatumok keletkezéséhez altalaban valamely kiilso
hatés sziikséges, amely lehet hdmérsékletvaltozas, mechanikai stresszhatds vagy kémiai

behatas is.

A fehérjeoldatok magas homérsékleten valo tarolasa degradaciot, esetlegesen
reverzibilis vagy irreverzibilis aggregaciot eredményezhet. A nativ fehérjekonformacio
termodinamikai stabilitasa, amelyet a kitekeredés (unfolding) entropikus szabad energiaja
jellemez (AGuni), jellemzden parabolikus profilt mutat a hdmérséklet fliggvényében. A
héterhelés soran altaldban megfigyelhetd, hogy az aggregéicio joval az egyensulyi
olvadési homérséklet alatt kezdddik. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az aggregatumok
nem a teljesen kibontott fehérjékbodl képzddnek, inkabb a részben kitekeredett reaktiv
fehérjemolekuldk kezdik el képezni az aggregdtumokat. A hdmérséklet szintén erdsen
befolyasolja a reakciokinetikat, mivel a sebességi allandok exponencidlisan ndnek a
homérséklettel. A homérséklet novelése noveli a reaktdnsok termikus kinetikus
energidjat, aminek eredményeképpen né a reakcidalanyok titkdzésének gyakorisaga,
valamint az {itkozések valoszinlisége a reakcioelemekkel. Difflzidvezérelt reakciok
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igy a reakcid sebessége is novekszik [81-83].

A fehérjeszerkezetek  részben  vagy  teljesen  felbomolhatnak  ¢és
adszorbedlodhatnak egyméshoz vagy akar szennyez6hoz is. Ha a hdmérseklet-emelkedés
meghaladja a fehérje olvadaspontjat (az a homérséklet, ahol a fehérje denaturalodik),
akkor a letekeredett lancok hidrofob része kapcsolddhat egymadssal, igy majdnem az
Osszes fehérje Osszekotddhet az oldatban, szdmos nagymeéretii, akar szemmel is lathatéd
aggregatumot hozva létre. A gyartasi folyamatok koziil az oldas, keverés, razas, toltés és
tarolas sordn szintén bekovetkezhet az aggregatumképzddés a  kiilonbdzd
koriilményeknek valo kitettség miatt. A fehérjék keletkezésiik soran természetes (in vivo)
modon is aggregalodhatnak. A fehérjeszintézis befejezddésével a még fel nem tekeredett
fehérje lancok energiabefektetés igénye nélkiil egymassal kolcsonhatasba 1épve amorf

aggregatumokba, toxikus oligomerekbe vagy nagyobb szabdlyos struktirakba
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rendezddhetnek. Ezt a természetes folyamatot akadalyozzak meg a chaperonok tigy, hogy
a szabad fehérjelancokat a megfeleld nativ formaba rendezik, mivel a feltekeredett
szerkezet kialakulasahoz sziikséges energiaigényt csokkentik [80]. Aggregacio soran a
monomer vagy részlegesen széthajtott protein nagyobb egységekbe rendezddik, és ezaltal
veszit hatdsossagdbol, vagy a készitmény esztétikdja romlik, ami alapvetden az
adherencia romlasat eredményezheti. Az aggregatumok nagyon sokfélék lehetnek,
eltéréek méretben és tulajdonsagban is, féleg, ha mas-mas hatas kovetkeztében
keletkeztek. Ez jelentésen megneheziti a terapiara szant termék mindségének és

biztonsagossaganak a garantalasat a kutatas €s gyartas soran.

A precipitaci6 alapvetéen az aggregacidé makroszkopikus szinten valo
megnyilvadnuldsa. Ennek sordn sok esetben szabad szemmel is lathatoak a valtozasok,
példaul opalosodas formajaban. Ez az altalaban irreverzibilis valtozas nem csak a beteg
compliance szempontjabol jelent problémat, hanem jelentés immunogenitassal is jarhat,
amely komoly mellékhatdsokhoz vezethet. A szdlmentesség mar a hagyomanyos
aszeptikus gyogyszerek esetében is hatosagi eldirds, igy makroszkdpikus részecskék

eredendden nem fordulhatnak el6 a késztermékben.

1.2.2.3.1 Az aggregatumok immunogenitasa

A fehérjeaggregatumok tulajdonsagainak vizsgélata és az aggregécios készségiik
ismerete kiemelten fontos a bioldgiai termékek fejlesztésében. A vizsgélatok egyik f6
oka, hogy a gyogyszerkészitményben taldlhatdé aggregatumok csdkkenthetik a formula
terdpids hatdsossagat, €s nem kivant hatdsokat valthatnak ki. Az aggregalodott
fehérjemolekulak a szervezetbe jutva karos immunvalaszt indukalhatnak. Az
aggregatumban talalhatoé fehérjék epitopjai kolcsonhatasba léphetnek a B-limfocitak
receptoraival keresztkotéseket 1étrehozva [75]. A folyamat soran a B-sejtek antitesteket
kezdenek termelni a beadott fehérjék ellen, lecsokkentve ezzel a készitmény terdpids
hatasat. A képz6dott antitestek autoimmun reakciokat is kivalthatnak, mivel kétédhetnek

a gazdatest sajat fehérjéihez is.

1.2.2.3.2 Az aggregatumok jellemzése
Az aggregatumok jellemzésére, csoportok szerinti besorolasukra nincs egységes
rendszer kidolgozva. Az aggregdtumok mérete nanométerestdl tobb szaz mikrométerig

terjedhet, alegységeik szama pedig a dimertdl a tobb ezres nagysagrendig. Jellemezhetdek
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a monomerek leirasaval, mint példaul egy immunglobulin monomere a konnyt és nehéz
lancparral, de az ilyen leiras nem tiikrozi az 0sszes tulajdonsagukat. Az osztalyozasuk
soran 5 kategoériat lehetséges figyelembe venni: méret, reverzibilitas, konformacio,
kémiai modosulasok és morfologia [81].

e Méret

A méret a legaltalanosabban hasznalt jellemz6 az aggregatumok csoportositasa
soran. A 100 mikrométernél nagyobb molekuldkat ,visible”-nek (lathato) a 1-100
mikrométerig terjedd tartomanyba esé részecskéket ,,sub-visible”-nek, mig a 100—1000
nanométeres partikulumokat sub-mikrométeresnek vagy oldhatonak (soluble) nevezik. A
100 nanométernél kisebb részecskéket oligomereknek hivjak, az oligomerek nagysaga
nagyban fligg az Oket felépité monomer molekuldk méretétdl. Az altalanos megfigyelés
szerint id6vel egy molekulakomplex egyre nagyobba és kotései egyre stabilabba valnak.
A kotések allandosaga az idon kiviil nagymértékben fiigg a hdmérséklettdl, az olddszertdl
¢és a segédanyagok jelenlététol is [82].

e Reverzibilitas

Az oldatban talalhato fehérjékkel szamos modon kovetkezhet be valtozas. A
modosulés lehet reverzibilis és irreverzibilis 1s, ez dontden az anyagot ért hatastol fiigg.
A reverzibilis kotések kialakuldsaért jellemzoen nem-kovalens kdlcsonhatasok felelnek.
A reverzibilis kotések termodinamikai egyensulyban vannak, az asszociatumok
folyamatosan valtozhatnak. Ez az allapot legjobban ugy irhat6 le, hogy az aggregatum a
nativ monomerjével van termodinamikus egyensulyban. Az ilyen tipust részecskéknek a
felbomléasahoz elégséges lehet az oldat higitasa is. Az aggregacio egyszeriibb vizsgalata
érdekében a mintat gyakran valamely fiziko-kémiai hatasnak kell kitenni (rézatas,
keverés, pH, homérsékletvaltoztatds). Amennyiben a beavatkozads hatdsara reverzibilis
aggregatumok jonnek létre, azok a dinamikus egyensuly miatt csak bizonyos ideig
léteznek. Mivel az asszociacid-disszociacidé 1dofliggd, ezért ilyenkor azt célszeri
megadni, hogy az aggregatumok meddig léteztek. Ha az aggregatumok irreverzibilisen
monomerek még visszanyerhetéek a koriilmények megvaltoztatdsaval (ho, puffer vagy
egyszeriien az aggregaciot l1étrehozd hatas ellentétével). Az ilyen tipusu részecskéket

disszociabilis aggregdtumoknak hivjak (pl.: hére disszociabilis). A reverzibilis
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asszociacio az egyensulyi allando segitségével irhato le, amely a koriilményektdl fiiggden
valtozik.

Az aggregatumok életideje tizedmasodpercektél egészen napokig tarthat. A
disszociacids-asszocidcios reakciok folyamatosan zajlanak, tehat a mérési modszerek
csak a hosszabb élettartamu részecskék azonositasara korlatozodnak. Problémat okozhat
az is, hogy mérés vagy eldkészités kozben 10j aggregatumok keletkezhetnek, esetleg
régiek sziinhetnek meg, ezért tobb parhuzamos mérési mddszert célszeri hasznalni,
példaul a dinamikus fényszorédasmérést és aramlasi mikroszkopos technikakat, amelyek
eredményeit Ossze kell hasonlitani. Az irreverzibilis aggregatumok a magasabb
molekulatomegii részecskék kozé tartoznak, amelyek a koriilmények megvaltoztatasaval
sem tudnak disszocialni. A fehérjemintdk 4ltaldban minden aggregatumtipust
tartalmazzak.

e Konformaécio
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hatarozza meg. A monomerek lehetnek a teljesen feltekeredett nativ formajuktol kezdve
a teljesen letekeredett formaig barmilyen (koztes) valtozatban. A masodlagos és
harmadlagos szerkezetek, a felszini hidrofobicitas és stabilitas kihatnak az aggregalt
feltekeredett, rendezetlen vagy teljesen kitekeredett csoportokba sorolhatok. A nativ
jelzdt az aktiv, nem aggregalt fehérje formara hasznaljak, ahogy a természetes szintézis
végén elkésziil és izolalasra keriil a bioldgiai rendszerbdl. A részlegesen kitekeredett
aggregatumok valtoztathatjak formajukat. A feltekeredett forma jellemzdje, hogy bar a
fehérje rendelkezik harmadlagos szerkezettel, de nem az aktiv nativ formaban van jelen,
hanem egy attol eltérd struktarat vesz fel, igy képtelen ellatni a funkcigjat. A teljesen
kitekeredett fehérje denaturdlt, gyakorlatilag az elsddleges szerkezetének megfeleld
allapotban van [81].
e Kémiai modositasok

Az 6nall6 fehérjemolekulak az aggregatum képzddésével modosulhatnak, példaul
keresztkotések alakulhatnak ki az aminosavak kozott. A kovalens keresztkotések fontos
szerepet toltenek be az irreverzibilis aggregatumok kialakulasaban. A diszulfid hidak

létrejohetnek intra- vagy intermolekularisan is, egyéni, kovalens, nem redukalhato
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kotések, mint a tioéter vagy ditirozin kotés, illetve a metionin vagy cisztein oxidacio és
deamidacio révén [81].

e Az aggregatum morfoldgidja

Az aggregatumok fizikai jellemz6i segithetik megkiilonboztetésiiket egymastol és
mas, az oldatban eredetileg is megtalalhato vagy kiviilrdl bekertilt részecskéktol. A kiilsé
részecskék ismeretlen eredetli anyagok, amelyek a tisztitas, tarolas vagy elokészités soran
kertilhetnek a mintaba. A belsd partikulumok a gyartasi folyamat sordn keriilhetnek az
oldatba, szarmazhatnak a csomagolasbol, lehetnek segédanyagok (iiveg, acél, szilikon
stb.) [83], vagy az eredeti termék Osszetevoi. Ezek a részecskék egyszeri sziiréssel nem
kiilonithetdek el a vizsgalandé anyagtdol. Sok aggregatum csak fehérjét tartalmaz, de
létezhetnek heterogén aggregatumok is, amelyek tartalmaznak nem fehérje alapt

anyagokat a fehérje tipusu hatéanyag mellett [84].

1.3 Pediatriai készitmények

A gybgyszerek adagolasanak leggyakoribb modja az ordlis adagolasi mod.
Gyodgyszeres terapia szempontjabol kiilon csoportot képviselnek a gyermekek és iddsek,
naluk ettdl eltéré adagolasi formara is sziikség lehet, igy mindig van igény egy olyan
gyogyszerforma kifejlesztésére, amely az adott korcsoportnak megfeleld, ra jellemz6
kiilonleges szempontokat is figyelembe veszi a készitmény gyartdja/fejlesztdje a
formulalas soran, a betegegylittmiikodés igy novelheté [14, 89]. Az utobbi években a
gyartok egyre nagyobb hangsulyt fektetnek erre a teriiletre [92, 93]. Minitablettak,
pelletek és kiilonboz6 orodiszperz rendszerek jelentek meg a kereskedelmi forgalomban.

Ilyen innovativ gyogyszerforma a gyogyszeres szivoszal is [94, 95].

A legtobb hagyomdnyos gydgyszerforma nem alkalmas bizonyos életkoru
gyermekek kezelésére. A gyermekek gyodgyszerelése farmakologiai szempontbol is igen
nehéz és kihivasokkal teli. Figyelembe kell venni a felndttektdl eltérd farmakokinetikai
¢és farmakodinamids sajatossdgokat, mint a kisebb testfeliilet, fejletlen metabolizmus stb.
A gyermekgyogyaszatban legtobb esetben kisebb dozisokat hasznalunk, azonban ennek
beallitasa és adagolasa nem konnyt [90, 91]. A megfelel6 biztonsagossag és hatasossag
biztositasdhoz sokszor nem rendelkeziink elegendé adattal, a szokvanyos
gyogyszerformak felezése, oldasa komoly nehézségek elé allitja a kezelésre szorulokat és

a klinikai gyogyszerészeket. A kiilonboz6 szilard gyogyszerformak lenyelésének
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nehézsége vagy elutasitasa fokozottan jelentkezik kisgyermekek esetében. A felndttekhez
képest nagyobb igény van a kiilonboz6 izesitések alkalmazasara, mert a gyermekek
hajlamosak elutasitani a gyogyszer bevételét vagy kikopni azt, ha az kesert izii, vagy
kellemetlen szagu. Belathatd, hogy a terapia sikeressége mulhat a megfeleld
gyogyszerforma alkalmazdsdn. A pediatriai készitmények formuldlasa nem konnyl
feladat, a helyzetet tovabb neheziti, hogy a célcsoport egy gyorsan fejlédo, ezért nagyon
heterogén populacio, az életkortol és a testi fejlettségi allapottol fliggben eltérd
kovetelményeknek kell megfelelni. A névekvd igény miatt a pediatriai készitmények
formuléldsa sok uj otletet €s innovaciot igényld teriilet. Amint azt lattuk, elsésorban
konnyen lenyelhet6 és izletes készitmények formulalasara van sziikség. 2 éves kor alatt
mindenképpen a folyékony gyogyszerforma a preferdlt, 2-6 éves kor kozott egyes
gyermekek mar képesek lehetnek a kisebb tablettakat lenyelni, de itt is érdemes a
folyékony vagy orodiszperz adagolasi format elényben részesiteni [16]. Ebben a
populacidban a dozirozas jellemzden testfelszin vagy testtomeg alapjan torténik, ezért
fontos, hogy tobbféle hataserdsség alljon rendelkezésiinkre. Erre a célra a folyékony
gyogyszerforma kitling valasztas lehet, azonban tobb tényezd is limitdlja az alkalmazésat
[92]: a felhasznalasa az adagolasi pontossag, stabilitas és a hordozhatdsag szempontjabol

problémas lehet [16, 89].

A nyelési nehézség nem kizardlag pediatriai probléma. Idds betegek, vagy nyelési
nehézséggel kiizdd felndttek szamara nehézséget okozhat a nagyobb tablettak lenyelése,
ezzel pedig csokkenhet a terapids egyiittmitkodés, ezért az idds populacidban is fontos
lenne a korral jaré sajatossagokat figyelembe vevé gyogyszerforma kifejlesztése [93]. A
gyermekekhez hasonléan iddskorban is megvaltozott farmakokinetikai és
farmakodindmias paraméterekkel taldlkozunk. Az i1d6 mulésaval csokken a maj- és
vesefunkcio, csokkennek a motoros és kognitiv funkcidk, gyakoriak az anyagcsere és
taplalkozas zavarai is. Emellett a tarsbetegségeknek, €s az erre szedett gyogyszereknek

is van szerepe az idések gyogyszeres ellatasaban [94].

1.3.1 Gyoégyszeres szivoszalak
A szivoszal, mint gydgyszerforma nem ismeretlen a gyermekgydgyaszatban. Egy
rendkiviil betegbarat moédja a gyogyszer szervezetbe juttatasanak, és kikiiszobolhetd vele

a nyelési nehézség. A szivoszalak népszeriiségét igazolja, hogy habar 2021. janius 3. 6ta
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tilos az Europai Unidban, és igy Magyarorszagon is, az egyszer hasznalatos milanyag
szivoszalak gyartasa és forgalmazasa, a szivoszal alkalmazasanak népszeriisége okéan a
gyartok egyéb nem milanyag anyagokbol, példaul papirbdl, fémbdl vagy iivegbdl gyartjak
tovabb ezeket a termékeket. Emellett a gyogyszeres, illetve ¢élelmiszeripari felhasznalasa
toltott milanyag szivoszalak eldallitasara ez a szabalyozas nem vonatkozik, mivel ezek
esetében ez a termék csomagolasanak része [96, 97]. Az els6 szivoszalas
gyogyszerkészitmény a ClaroSip® volt (Griinenthal, Németorszag), amely 2006 és 2009
kozott volt forgalomban. Ez egy antibiotikumot tartalmazoé szivoszal volt, amely bevont
¢s izesitett granulatumok formdjaban tartalmazta a klaritromicin hatéanyagot. A beteg
igény szerint hasznalhatta a szivoszalat neki tetsz0 hideg vagy meleg rostmentes és
maximum 3,5% zsirtartalmu italban [97]. Bar a ClaroSip® ma mar nem elérhetd, ez nem
jelenti a gydgyszeres szivoszalak eltiinését. Fejlesztés alatt all az Xstraw® nevii termék
(DS Technology, Allmersbach, Németorszag), amely a hatdéanyagot pelletekben
tartalmazza [98]. A  polipropilén szivoszal egy légmentes aluminium
buborékcsomagolasba van csomagolva, igy az nem igényel kiilonleges tarolasi
koriilményeket. A bdrszovet épitdanyagait, hialuronsavat és a kollagént tartalmazé
szivoszal is forgalomban van, igy a szépségapolasban is hasznalhaté ez az adagolasi
forma [99]. A Vitasip® egy szabadalmaztatott multivitamin-tartamua szivészal, amely
pelleteket és pezsgotablettat tartalmaz [100]. A termék kifejezetten gyermekek részére
lett kifejlesztve, Eurdpa szamos orszagaban kaphato, tobbféle dsszetételben, kiilonbozd
izesitéssel kaphato. A szivoszalat vizbe helyezve, az izesitett italt kortyolgatva konnyedén

fedezhet6 a gyermekek napi vitaminsziikséglete szamukra is élvezetes modon.

A szivoszalas  készitményeknek szdmos elonye van a  folyékony
gyogyszerforméakkal szemben. Szamos vegyiilet sokkal stabilabb, a kdrnyezeti
hatasokkal szemben ellenallobb szilard formaban. A folyékony gydgyszerformak
felbontas utan hamar lejarnak, mikrobiologiailag konnyen szennyezddhetnek. Mindezen
okokbol kifolyolag tobb gyogyszerhulladék is termelddik altaluk, igy gazdasagi
szempontbol is eldnytelenebbek lehetnek, mint egyéb formuldk. A szivoszalakat
egyesével csomagolva, azok higiénikusan és egyszerlien szallithatok, az adagolasuk is
egyszerii €s pontos, haszndlatuk konnytd. Nem igényelnek tartdsitoszert, se egyéb
segédanyagot, tovabb noOvelve ezzel gazdasagi elonyiiket és technologiai

egyszertségiiket, illetve csokkentve a szervezetre és kornyezetre hat6 terhelést.
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2.

Célkituzések

Kutatdmunkam soran célul tiztem ki a kovetkezodket:

1. Egy enzimtipust hatéanyag, az Aspergillus oryzae fonalas gombabol szdrmazo,

szilard formaban 1évé P-galaktozidaz enzim stabilitast meghatarozo szerkezeti

valtozasainak feltarasat hoterheléses  kortilmények  kozott. Az enzimet

modellanyagként vizsgaltam, mint egy lehetséges fehérje alapt gyogyszerkészitmény

nagymolekulas hatéanyagat.

a.

A terhelés alatt bekdvetkezd aktivitas és szerkezeti valtozasok azonositasat és
nyomonkdvetését, illetve az ezek kozti kapcsolat megismerését.

A szerkezeti valtozasok kovetkeztében 1étrejove, a stabilitdsvizsgalatok
szempontjabol relevans fizikai-kémiai jelenségek vizsgalatat komplex,
ortogonalis analitikai modszerek egyiittes alkalmazasaval.

A standard és a terhelt enzim elsddleges és masodlagos szerkezetének
vizsgalatat és a bekovetkezd valtozasok leirasat.

A fehérje glikozilacids mintdzatdnak megismerését és a terhelés hatdsara

bekdvetkezd valtozasok nyomonkovetését.

2. PB-galaktozidaz enzimtartalmii pelletek formuladlasat kdovetden egy szivoszalas

készitmény fejlesztését. Az enzimbdl késziilt pelletek szivoszalba toltését, egy

ujszerii, innovativ gydgyszerforma készitését és jellemzését.

a.

b.

Egy 1) modszer fejlesztését a gyogyszeres szivoszal kioldodasvizsgalatara. Két
kiilonb6zé modszerrel eldallitott pelletekkel toltott szivoszal kioldddasanak
Osszehasonlitasat.

A kioldodasra haté tényezék megfigyelését ¢és modellfiigggd kinetikai
elemzését.

Kiilonb6z6 faktorok, mint a szivasbol eredd aramlédsi sebesség, illetve a
kioldofolyadék-hémérséklet befolyasold hatasanak vizsgalatat és statisztikai

elemzését.
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3. Anyagok és modszerek
3.1 Anyagok

3.1.1 Hatoanyag
A vizsgalatok soran felhasznalt Aspergillus oryzae-bél szarmazé B-galaktozidaz
enzim port (Opti-laktaz A-50 por, tilaktaz) az Optiferm GmbH-t61 (Oy-Mittleberg,

Németorszag) szereztem be.

A szivoszalakba toltott laktaztartalmu, két kiilonbozd gyartési eljarassal késziilt
(matrix, rétegelt) pelletek a hatdéanyag [-galaktozidaz mellett, - az azonnal oldodo
tulajdonsdga miatt referenciaként - indigékarmin szinezdanyagot, valamint
segédanyagként szacharozt (cukorlisztet) tartalmaztak. A pelletek részletes gyartasi
eljarasait és a pontos Osszetételeit a M. Kiraly, K. Santha, et al. publikacié tartalmazza
[89].

3.1.2 Felhasznalt vegyszerek

Az aktivitisméréshez hasznalt O-nitrofenil-p-D-galaktopiranozidot (ONPG) és a
MU-Gal (4-Methylumbelliferil-B-D-galaktopiranozid) reagenst a VWR International
(Radnor, PA, USA) cégtdl vasaroltam. A gélektroforézishez a széles tartomanyu SDS-
PAGE molekulatomeg-standardokat és a 10%-0s tris-glicin géleket, a Thermo Fischer
Scientific (Waltham, MA, US) szolgaltatta. A triptikus emésztéshez Trypsin Gold, Mass
Spectrometry Grade (Promega Corporation, Madison, WI, US) és Rapigest (Waters,
Milford, MA, US) kertilt felhasznalasra.

A molekularis biologiai mindségii  dikalium-hidrogén-foszfatot (K2HPOs),
natrium-dodecil-szulfatot (SDS), ammodnium-bikarbonatot (NHsHCO3), jod-acetamidot
(IAA), B-merkaptoetanolt (B-ME), acetonitrilt (ACN), metanolt, Tris-HCL oldatot,
bromfenol-kéket, Coomassie Brilliant Blue R-250 festéket, glicerint, ecetsavat,
hangyasavat, citromsavat, ditiotreitolt (DTT), natrium-karbonatot (Na,COs3), natrium-
trimetil-szilil-propanszulfonat (DSS) és natrium-formiat standardokat a Sigma Aldrichtol
(St. Louis, MO, USA) szereztem be. A mérések soran oldoszerként minden esetben ultra
tisztitott, typel MilliQ® vizet hasznaltam (18,2 MQ-cm 25 °C-on; Simplicity® UV Water
Purification System, EMD Millipore Corporation, Billerica, Kanada).
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3.2 Modszerek

3.2.1 Stresszstabilitasi vizsgalatok

A homérséklet-indukalt stresszvizsgalat soran a nativ fehérjemintdkat (egyenként
1000 mg) szilard por formajaban kiilonb6z6 hémérsékleten inkubaltam kiilonb6z6
idotartamokon  keresztiil, lezart {vegfiolakban. A hdterhelés Memmert HCP
stabilitasvizsgalati kamraban (Memmert GmbH + Co0.KG, Schwabach, Németorszag)
tortént. Két kontrollmintdt szobahdmérsékleten ¢€s hiitve taroltam. A kisérleti

koriilményeket a 2. tablazat foglalja dssze.

2. tablazat A termikus stabilitasi stresszvizsgalatok kisérleti elrendezése

Koriilmények Tarolasi id6
40 °C 1 nap 3 nap 5nap 1 hét 2 hét
60 °C 1 nap 3 nap 5 nap 1 hét 2 hét
80 °C 1 nap 3 nap 5 nap 1 hét 2 hét
Kontroll 1 (25 °C szobah6m.) 1 nap 2 hét
Kontroll 2 (5-8 °C hiitott) 1 nap 2 hét
Fagyasztott (-20 °C) 1 nap 2 hét

3.2.2 Elektroforézis

Az SDS-PAGE vizsgalatot 10%-0s Tris-Glicin géllel és egy fiiggéleges Novex
oldatot 100 ul SDS mintapufferhez (62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS, 25% glicerin, 0,01%
bromfenol-kék, 5% p-merkaptoetanol vagy 100 mM DTT, pH=6,8) adtam, majd az
elegyet 5 percig denaturaltam 80 °C-on. Minden mintabol 15 pl keriilt felvitelre a gélben,
az elektroforézis 35 mA aramerdsség és 150 V fesziiltség mellett tortént 90 percen
keresztiil, amig a bromfenol-kék front el nem érte a gél also szélét. A fehérjesavok 50%-
0s metanolban és 10%-0s ecetsav keverékében feloldott Coomassie Brilliant Blue R-250
festdoldat segitségével valtak lathatova, majd egy €jszakan at 5%-os metanol és 10%-0S
ecetsav oldat keverékében keriiltek el6hivasra. Molekulatomeg-standardként a Thermo
Fischer Scientifict6l vasarolt széles spektrumu SDS-PAGE molekulatomeg-standardokat

hasznaltam (miozin 200 kDa, B-galaktozidaz 120 kDa, szarvasmarha szérum albumin 91
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kDa, glutamat-dehidrogenaz 62 kDa, ovalbumin 47 kDa, szénsav-anhidraz 37 KkDa,
mioglobin 28 kDa, lizozim 19 kDa, aprotinin 9 kDa).

A zimografidhoz (az aktivitds és a fehérje szerkezete kozotti korrelacio) a gélt
MU-Gal (4-metilumbelliferil-B-D-galaktopiranozid) fluorometriasan elemeztem az
elvalasztott savok P-galaktozidaz aktivitasanak vizsgalata céljabol. A gélt 15 percig
aztattam 100 mM natrium-acetat pufferben (pH=5,0) oldalirany( razassal (100
fordulat/perc), ezutan a minta MU-Gal oldattal 37 °C-on 15 percig inkubalodott. A gélt
UV-fényben, A=365 nm-en elemeztem, hogy a 4-metilumbelliferon felszabadulasa révén
fluoreszcenciaval kimutathatova valjon az esetleges enzimaktivitas. Ezt a 1épést azonnal

el kell végezni, mivel a fluoreszcens termék a gélben diffundal, és eltakarhatja a savokat.

Megjegyzendd, hogy mig az SDS-PAGE esetén a gélben ¢és a futtatopufferben
SDS-t és redukaloszert hasznaltam, ezzel ellentétben a zimografidhoz a nem-denatural6
elektroforézist igy végeztem, hogy a gél futo- €s toltépufferébol kihagytam az SDS-t, és

a mintat csak mérsékelt hémérsékleten (30 °C) kezeltem elé.
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3.2.3 Enzimaktivitas

A vizsgalt enzimminta katalitikus aktivitasat ONPG mesterséges szubsztrat
felhasznalasaval vizsgaltam (4. abra). A reagenst pH=4 5 foszfat-citrat (McIlvaine)
MilliQ vizzel készitettem, és a két oldatot 3:1 aranyban elegyitettem. A mintakat 37 °C-
on vizfiirddben inkubaltam 30 percig. A reakcioelegyhez kozvetlenil 1 ml 0,1 g/ml
Na,COs oldatot pipettaztam, hogy a pH megvaltozasaval az enzimatikus hidrolizist
leallitsam, és a felszabadulo o-nitrofenolat-ionok miatt a lehet6 legnagyobb abszorbanciat
érjem el [102]. Az oldatot hagytam szobahémérsékletre lehtilni, majd az o-nitrofenol
abszorbanciajat UV-VIS spektroszkopiaval hataroztam meg egy Ati Unicam UV2
UV/VIS spektrofotométer (UNICAM, Budapest, Magyarorszag) segitségével 420 nm-en.
Héarom parhuzamos mérést végeztem, o6t kiillonboz6 mintaval. A mintdk oldodast kovetd
azonnali mérései mellett, az aktivitast a legnagyobb valtozast mutaté mintan idoben is

kovettem 72 oran keresztiil, 24 6ras méréskozzel.

SH,O ‘/“ X
B-D- Ga! o B \\/J

H NOQ;

Olln
Ol

oNPG (-D-Galaktoz o-Nitrofenol

4. abra Az oNPG bomlasa, a -galaktozidaz enzim katalizalt reakci6 altal [103].
Késziilt: ChemDraw 22.0.0 szoftverrel

3.2.4 Részecskeméret meghatarozas

A kiilonb6zé mintdkban 1évd fehérjék 4atlagos atmérdjét dinamikus
fényszorodasméréssel (DLS) hataroztam meg Zetasizer NanoZSTM (Malvern
Panalytical Ltd., Malvern, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével. A minta abszorbanciajat
minden egyes részecskeméret-vizsgalat elétt egysugaras UV-VIS spektrofotométerrel
(Agilent 8453; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) vizsgaltam Amax=633 nm-

en, hogy meghatarozhato legyen a minta szorasanak megfelelé mértéke az abszorbancia
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figgvényében. A mintak He-Ne 1ézerrel lettek megvilagitva (632,8 nm hullamhossz, 4,0
mW), egy Avalanche fotodioda segitségével (APD), melynek detektalasi szoge 173° volt
(visszaszorasos lizemmod). A fehérjemintakat ultratiszta MilliQ vizben oldottam 1 mg/ml
koncentracioban, igy csokkentve a mérésekre gyakorolt linearitdst ront6 hatasokat,
méréseket 15, egyenként 10 masodperces futassal végeztem, a mérés megkezdése elott 5
perc kiegyenlitddési id6t beallitva. A méretmeghatarozasokat harom parhuzamos mintan
végeztem, ¢€s az oldatok az eldkészités utan, az allas utan végzett kisérletek kivételével
azonnal felhasznalasra keriiltek. A kisérletek allando, 25 °C-os szobahdémérsékleten
torténtek. Minden oldatot elézetes sziirés nélkiil elemeztem, hogy 10000 nm-ig (felsé
kimutatési hatdr) értékelhessiik az aggregatumok jelenlétét. Az oldott molekuldk atmérdje
Osszefiigg az oldoszer tulajdonsagaival, ezért a torésmutatot és a viszKozitast iS
vizsgaltuk. A torésmutatot egy Abbemat 3100-as refraktométerrel (Anton Paar, Graz,
Ausztria) a viszkozitast Brookfiled Ametek DVE viszkoziméterrel (Middleboro, MA,
USA) mértem. A mintdk oldodast kovetd azonnali mérései mellett a részecskeméretet €s

annak eloszlasat a legnagyobb valtozast mutatdé mintan 72 6raig idében is kdvettem.

3.2.5 Magneses magrezonancia spektroszképia

Az adatokat két kiilonb6z6é mintabol (standard és 80 °C-on terhelt) két kiillonb6z6
NMR-médszerrel nyertiik: 1D H és 2D diffuziérendezett spektroszkopias (DOSY)
NMR-rel. A mintak a kovetkezOk voltak: laktaz standard 100 mg/ml MQ vizben oldva,
10% D-0, 1% DSS (standard) hozzaadasaval, pH=7,45; 80 °C-on 14 napig hokezelt
laktaz 100 mg/ml MQ vizben oldva, 10% D20, 1% DSS (standard) hozzaadasaval,
pH=6,96. A mérések el6tt a mintdkat 6tszor szlirtik 10 kDa-0s membrannal ellatott
Eppendorf csében. A sziirés utan a mintakat MQ vizzel 500 pl-re higitottuk, majd azonnal
mértiik. Az NMR-méréseket Bruker Avance III 700 MHz-es spektrométeren végeztiik,
amely egy 5 mm-es Prodigy TCI H&F-C/N-D, z-gradiens szondafejjel volt felszerelve,
és az 'H méodszer esetén 700,05 MHz-en miik6dott. Minden spektrumot Bruker TOPSPIN
szoftverrel dolgoztunk fel. A *H NMR és a DOSY kisérleteket 14 °C-on végeztiik
irodalmi adatok alapjan , amely a diffizios allandokat a fehérjék méretével hasonlitja
Ossze [104]. A diffuzidos mérésekhez a stebpgplsl9 impulzusszekvenciat hasznaltuk
vizszuppresszioval. A diffuzids késleltetések €és az impulzusok hosszat =5 ms, A=300

ms értékre optimalizaltuk. A diffuzios gradiens erdsségét 32 egyenld 1épésben linearisan
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noveltiik, a maximalis érték 5%-a és 95%-a kozott. Az alkalmazott maximalis gradiens
erdssége 45,4 G/cm volt. A letapogatasok szdmat minden egyes minta esetében gy
allitottuk be, hogy megbizhaté jel/zaj aranyt kapjunk (16 az *H és 40 vagy 160 a DOSY-
kisérletek esetében). Minden mérést haromszor megismételtiink. A difftzios allandok
vizsgélatahoz a jeleket az alifas protonok tartomanyaban tobb régidbol valasztottuk ki, és
a bomlast 2D Fourier-transzformacioval dolgoztuk fel. A mintdk oldodast kovetd,

azonnali mérései mellett, 72 6raig id6ben is folyamatosan kovettiik.

3.2.6 Cirkularis dikroizmus

A cirkularis dikroizmus (CD) méréseket egy JASCO J-815 CD-spektrométeren
(JASCO Inc., Easton MD, USA) végeztiik, amely termosztalhato cellatartoval volt
felszerelve. A hdmérsékletet egy Peltier tipust Jasco CDF-426L termosztat egységgel
szabalyoztuk és figyeltiik meg. A kinetikai vizsgalatokhoz a szubsztratot és a kiilonb6z6
stresszelt enzimkeverékeket egyiitt, online, a reakcié kozvetlen megfigyelésével mértiik,
hogy meghatdrozzuk az aktivitds idébeli csokkenését. A feltételezett homérséklet-
indukalt bomlas kovetkeztében a mdsodlagos szerkezet konformdcios valtozadsaban
bekovetkezd esetleges valtozasokat 190-250 nm-es tartomanyban kovettiik nyomon 50
pg/ml (0,60 pmol) fehérjekoncentracio mellett 1 mm-es uthosszusagl kvarckiivettat
hasznalva (HELLMA GMBH & CO. KG, Miillheim, Németorszag). A pasztazasi
sebességet, a savszélességet és az adattavolsagot 50 nm/perc, 1 nm és 0,5 nm értékre
allitottuk be, mig a felvett spektrumoknal a felhalmozdodéasok szdméat 3-ra allitottuk be
(600 HT fesziiltségtartomanyon beliil), és atlagoltuk a teljes spektrumot.
Az aktivitasméréseket CD-spektroszkopiaval végzett kinetikai mérés kovette, ahol a
ligandum oNPG hidrolizisét szelektiven online mértiik, és a kinetikai gorbe kozvetleniil
felvehetd volt. A kinetikai méréseket a kovetkezdképpen végeztiik: oONPG (0,050 g/10ml)
3 ml Mcllvaine-citrat-Na;HPO4 pufferben oldottuk, ehhez 1 ul enzim toérzsoldatot (10
mg/ml) adtunk (pH = 4,6), a hdmérséklet 37 °C + 0,05 volt. A detektalas hullamhosszat
356 nm-re allitottuk be (ONPG CD maximum).

3.2.7 Peptid- és N-glikozilacios vizsgalat
A szekvencia és a glikanok azonositasahoz bottom-up proteomikai analizist
végeztiink. Ot kiilonbozd, parhuzamosan terhelt mintat készitettem a valtozasok

allandésaganak vizsgalatdhoz. Az Osszes reagenst a fehérje koncentracidhoz mérve az
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emésztéshez sziikséges, aranyos térfogatban hasznaltam fel. 100 pg fehérjemintat MilliQ
vizben oldottam. A kénhidak redukci6jahoz 200 mM DTT-t és Rapigestet tartalmazo, 8,0
pH-j0 ammonium-bikarbonat puffert hasznaltam. A mintakat 30 percig 60 °C-on
inkubaltam, majd szobahdmérsékletre hiitéttem. A ciszteinmaradvanyok alkilezését 100
MM ammonium-bikarbonatban oldott 200 mM IAA hozzaadéasaval, sotét helyen,
szobahdmérsékleten 30 percig végeztem. A mintakat 37 °C-on 90 percig hagytam
reagalni 1:50 tdmegaranyt tripszinnel a teljes fehérjetartalommal aranyosan. Végiil a
triptikus emésztést 10 pul tomény hangyasavval allitottam le. A reakcio végeztével a
mintakat 10 percig 13447 G-erdvel centrifugaltam, és a fazisokat szétvalasztottam. A
tomegspektrometrids méréseket kozvetleniil az el6készités utan végeztik a
kovetkezOképpen: 6 pl mintat nanoLC-MS/MS analizisnek vetettiink ala egy Dionex
Ultimate 3000 RSLC nanoLC (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) kromatograffal kapcsolt
Bruker Maxis Il Q-TOF tomegspektrométerrel (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag),
amely CaptiveSpray nanoBooster ionforrassal rendelkezett. Az A eluens 0,1%
hangyasavat tartalmazo viz, mig a B eluens 0,1% hangyasavat tartalmazo6 acetonitril volt.
A peptideket egy Acquity M-Class BEH130 C18 analitikai oszlopon (1,7 pm, 75 pm x
250 mm Waters, Milford, MA) valasztottuk szét gradiens eltcioval (4-50% B eluens 120
perc alatt), egy Acclaim PepMap100 C18, 5 um, 100 pm x 20 mm (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) csapdaoszlopon torténd retenciot kovetden. A spektrumokat
2,5 masodperces fix ciklusiddvel és a kdvetkez6 pasztazasi sebességekkel gylijtottiik: az
MS-spektrumokat 3 Hz-en, mig a tandem (CID) spektrumokat a tobbszordsen toltott
prekurzorok esetében 16 Hz-en, a kis mennyiségben el6forduld prekurzorok esetében
pedig 4 Hz-en. A bels6 kalibraciot a Compass Data Analysis 4.3 szoftverrel (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag) végeztiikk natrium-formiét standard haszndlataval. Az
adatokat Byonic szoftverrel (Protein Metrics, Cupertino, CA, USA) dolgoztam fel. A
peptidek azonositdsa az UNIprot adatbazisban talalhato Aspergillus oryzae
(W5ZSH9 ASPOZ) peptidekkel vald Osszehasonlitdssal tortént. A glikanstruktiraban

bekovetkezo valatozasokat a GlycoPattern szoftverrel értékeltem ki [105].

3.2.8 Rontgendiffrakcio
A diffrakciés mintdkat PANalytical X’Pert3 por diffraktométeren (Malvern
Panalytical B.V., Almelo, Hollandia) mértem Cu Ko sugarzéssal, 45 kV-0s

gyorsitofesziiltséggel és 40 mA andddrammal 2-40° 20 tartomanyban, 0,0084°-0S
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lépésmérettel és 1épésenként 100 s idével reflexiés iizemmodban, a mintatartét 1 s
sebességgel forgatva. A beesd sugar optikdja a kovetkezd volt: programozhatd
divergencia rés 15 mm alland6 besugarzott hosszal, szorasgatlo rés fix 2°-on. A diffraktalt
sugar optikaja az X’Celerator Scientific ultragyors vonaldetektorabol allt 0,02 soller
résszel és programozhatd szordsgatld réssel, 15 mm allando megfigyelt hosszal. Az
adatokat a PANalytical Data Collector szoftver 5.5.0.505-6s verziojaval (Malvern
Panalytical B.V., Almelo, Hollandia) gytijtottem. A vizsgalatokat el6szor a kiilonb6zo,
porra apritott kész pelletek és a pelletkészitéshez a kiindulasi anyagokbol 6sszekevert
premix (szachar6z, indigokarmin, laktaz por) dsszehasonlitasaval kezdtem, majd minden

alapanyagot kiilon is megvizsgaltam.

3.2.9 Gydgyszeres szivoszal eléallitasa

A gybgyszeres szivoszalakba két kiilonbozd gyartasi modszerrel késziilt
pelletformaju részecske keriilt. A matrix pelleteket extrazids-szferonizacios eljarassal
késziiltek, ezekben a részecskékben a hatdéanyag és a segédanyagok homogén rendszert
képeznek. A formula szaraz anyagként 99,25 m/m% cukorlisztet (99,00 m/m%
szachar6z; 1,00 m/m% kukoricakeményit6), 0,6667 m/m% laktaz port és 0,0834 m/m%
szilard indigokarmint tartalmazott. A heterogén szerkezetii pelletek inert cukormagra valo
rétegzéssel istben késziiltek. A rétegzéshez alkalmazott folyadék szdrazanyag 6sszetétele
aranyaiban megegyezett a matrix pelletekben talalhato anyagokkal. A felvitel
végpontjanak a homogén laktdztartalmi részecskék enzimtartalmanak megfeleld
mennyiséget vettem alapul [89].

A szivoszalak elkészitéséhez 5 gramm laktaztartalmu, indigékarminnal szinezett
mintat mértem be kereskedelmi forgalomban kaphato félig zart 9,1 mm széles és 190 mm
hosszusagu polipropilén szivoszalakba, és a mintakat egy egyedi gyartasu szivoszalzaro
géppel zartam le (5. abra). Az indigdkarmin, mint kismolekula, ,,azonnal” oldodo
vegylilet referenciaként szolgélt a laktdz oldodasanak vizsgélatakor. Két kiilonbozo
modszerrel eldallitott pelletszemcsét (matrix, rétegelt) hasznaltam a kioldodasvizsgalat
alatt. A statisztikai értékeléshez a kettd koziil, az el6zetes vizsgalat alapjan jobban 0ldodo,

rétegelt pelleteket valasztottam.
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5. abra A két kiilonboz6 modszerrel eléallitott pellettel toltott szivoszal (A matrix, B

rétegelt)

3.2.10 A szivészalak jellemzése — in vitro szimulacids vizsgalat

A szivészal végét egy erre a célra kifejlesztett perisztaltikus szivattythoz (Locost
Kft., Tiszaalpar, Magyarorszag) csatlakoztattam, amelyet egy 30/40 vagy 50 Hz-es
forgasi frekvenciajit CEMER motor (Cosgra S.A., Crespia, Spanyolorszag) hajtott. A
kiilonboz6 frekvencidk altal generalt pontos aramlési sebességet a 7. tablazat mutatja. A
folyadékfrakciok tomegét Sartorius BL310 mérleggel (Sartorius Stedim Biotech,
Aubagne, Franciaorszag) mértem le. A részecskékkel toltott szivoszalakat egy 300 ml
desztillalt vizet tartalmazd f6zOpoharba martottuk. Mivel a ,kortyoldsi” sebesség és a
felhasznalt folyadék hdmérsékletének hatasat is vizsgaltuk, a méréseket harom kiilonb6z6
hémérsekleten (5 °C, 20 °C és 35 °C) végeztiik. Az allandé homérsékletet egy flthetd
magneses kevero biztositotta (IKA RCT basic fiitheté magneses keverd IKA-TRON ETS-
D5 kontakt hdmérdvel; IKA®-Werke GmbH & Co., Staufen im Breisgau, Németorszag).
A mintavétel a szivattyl masik végén tortént. A mérés elrendezését a 6. abra szemlélteti

[106].
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Frekvencia

Cp-galaktozidaz

Homérséklet

6. abra A szivészalon keresztiil torténd folyadékfogyasztast szimulalo késziilék

Az in vitro vizsgalatokat eldzetes tesztek elozték meg, a kereskedelmi
forgalomban elérhetd, élelmiszernek mindsiilo, pelleteket tartalmazo szivoszélas
termékekkel. Ezen vizsgalatok alapjan megallapitottam a szivéoszal teljes tartalmanak
elfogyasztasahoz sziikséges idOtartamot és a bevitelhez sziikséges megfeleld
folyadéktérfogatot.

A kioldodas mérése 3 percig tartott, amely alatt 7 mintat gytjtottem: az elsé 4
mintat az elsé percben 15 masodperces idokdzonként, majd a 90. és 120. masodpercben,
végiil az utols6 mintat a 3. percben vettem le, igy a 15; 30; 45; 60; 90; 120 és 180
masodperces mérési pontok alltak rendelkezésre. 40 Hz pumpafrekvencia esetében ez 25,
50 és 100 ml mintatérfogatot jelentett, melyet egy mérlegen allo méréhenger segitségével

fogtam fel. Minden mérést parhuzamosan végeztem 3 kiilonb6z6 szivoszallal.
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Minden mintabol két kiilonbozd higitast (50x és 500x) készitettem desztillalt
vizzel. Az 6tvenszeresére higitott mintdkat az indigékarmin-tartalom meghatarozéasara
hasznaltam, melyet direkt UV-spektroszkdpiaval mértem egy Ati Unicam UV2 UV/VIS
spektrofotométer (UNICAM-Magyarorszag, Budapest, Magyarorszag) segitségével 610
nm-en. A mintdk B-galaktoziddz enzimtartalmat a masik higitdsbol hatdroztam meg az
enzim hidrolizalo aktivitasa alapjan ONPG teszttel. A modszer pontos leirasat az
aktivitasmérés fejezet (3.2.3) foglalja 6ssze. Az indigokarmin jelenléte ilyen higitasban
az enzimaktivitas mérésének hullamhosszan (420 nm) teljesen elhanyagolhato.

Mindkét anyag mennyiségét elére meghatarozott kalibracios gorbék segitségével
szamoltam. Hat kalibracios szintet készitettem, melyeket a mérési folyamat kezdetén két
parhuzamos méréssel hatdroztam meg. A kalibraciés gorbe linearitas értékei az
indigokarmin esetében R?=1,000, illetve a B-galaktozidaz esetében R?=0,993 voltak. A
kalibraciés gorbe legalacsonyabb és legmagasabb pontjai egybeestek a mennyiségi
meghatarozas also és felsd hataraval (LLOQ valamint ULOQ). A napon beliili
ismétlésével értékeltem (n=5). A torzitatlansagot a névleges koncentracio szazalékaban,
a pontossagot pedig relativ szorasként (RSD) szdmitottam ki. Az elfogadasi hatarérték

mindkét paraméter esetében +5% volt. Az eredményeket a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat A mérésvalidalas eredményei

Indigékarmin p-galaktozidaz
QC1 QC2 QC1 QC2
(1 pg/ml) (10 pg/ml) (0,25 pg/ml) (1 pg/ml)
Atlag (ng/ml) 0,9762 10,0981 0,2571 0,9748
Torzitatlansag % 97,62 100,98 102,81 97,48
Pontossag % 4,46 403 3,59 0,72
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3.2.11 Invitro szimulacios vizsgalatok Kkinetikai értékelése

A kioldodasi profilokat egy modellfiiggd matematikai moddszer, a Weibull
eloszlasfiiggvény hasznalataval értékeltem (1. egyenlet), amely alkalmas a kiilénb6z6
lefutasu hat6anyag-felszabadulasi profilok kinetikai paramétereinek meghatarozasara és
Osszehasonlitasara [107]. Az Gsszehasonlitashoz a kapott értékeket kettds t-probanak

vettetem ald p=0,05 szignifikanciaszint megvalasztasaval.

1 B
M, =M, 1—e_[tf:j
)

Az egyenletben a:
M a felszabadult laktaz/indigdékarmin szazalékos aranya adott idépontban;

M.  a laktaz/indigékarmin maximalisan leadhatd hatéanyagmennyisége

szazalékban;
to a kioldddas késleltetési ideje;
S a gorbe alaki paramétere;
T4 az az idOpont percben, amikor a hatéanyag 63,2%-a kioldodott.

Az elsé esetben a szivoszalbdl kioldodd indigékarmin (mint azonnal oldodd
referens) és P-galaktozidaz gorbéit vetettem Ossze, majd a két kiillonbozé toltetet
tartalmazo szivoszal kioldodasprofiljat is 6sszehasonlitottam egymassal. A masik esetben
a két anyag kioldodasat vizsgaltam kiilonbozé koriilmények (pumpafrekvencia,

kioldéfolyadék homérséklete) kozott a rétegelt pelletekkel toltott szivoszalakbol.
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Egy 3? tipusu kétvaltozos haromszintii faktoridlis elrendezést alkalmaztam az
aramlasi (kortyolasi) sebesség (frekvencia), valamint a kiold6é folyadékhémérséklet
oldddasi kinetikara gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. A két fiiggetlen tényezot, valamint
azok harom szintjét a 4. tablazat tartalmazza. A fliggetlen valtozok (X1 és X2) y valaszra

gyakorolt hatasat a kovetkezd polinomidlis egyenlet (2. egyenlet) segitségével

modelleztem:
y =b, +bx, +b,x, +b, X7 +b,,xZ +b,xX, (2)

ahol

X1 €s X2 fiiggetlen valtozok;

b1, by a f6 hatasokat leiro egyiitthatok;

bi1, b2 a nemlinearis kvadratikus hatasokat leir6 egyiitthatok;

b1 az interakcios hatasokat leird egyiitthato;

X a tényezok;

X1 a szimuldci6 sordn a pumpa (aramlas sebessége) frekvencidja;

X2 a folyadék hdmérséklete.

A fOhatasok egy-egy tényezd valtoztatasdnak atlagos eredményét irjak le. A
kvadratikus polinomidlis tagok a nemlinearitds vizsgalatara szolgalnak. A kolcsonhatési
feltételek hatarozzak meg, hogyan valtozik a valasz (y: z4), ha két fliggetlen tényezot
egyszerre valtoztattam. A statisztikai elemzést a TableCurve 3Dv4.0 (Systat Software

Inc., London, UK) segitségével végeztem.

4. tablazat A kioldodasvizsgalati feltételek értékei és kodjai

Valodi érték xi Valodi érték x2
Kodolt érték )
(Frekvencia; Hz) (Folyadékhémérséklet; °C)
-1 30 5
0 40 20
+1 50 35
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4. Eredmények

4.1 p-galaktozidaz jellemzése és hostabilitasa

A két kontroll és a fagyasztott mintakban a DLS- és aktivitasmérésekkel nem
tortént kimutathatd valtozas a vizsgalati idon beliil. A legjelentdsebb valtozasokat a
leghosszabb ideig (2 hét) stresszelt mintakban figyeltem meg, ezért az ezekbdl a

mintakbol kapott mérési eredményeket mutatom be.

4.1.1 Elektroforézis

Ref. St. 80°C 60°C 40°C

1. 2; 3 4. o

tomeg
(kDa)

X
miozin 200
B-galaktozidaz 120 a
albumin 91 b
glutamat-dehidrogenaz 62 c
ovalbumin 47
d

szénsav-anhidraz 37

7. abra [-galaktoziddz mintak SDS-PAGE eredménye. A gél zsebeinek tartalma balrol
jobbra: 1. referencia, 2. standard, 3. 80 °C-on terhelt enzimminta, 4. 60 °C-on terhelt

minta, 5. 40 °C-on terhelt minta
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A futas sordn a gél els6 zsebében egy standard fehérje ,,1étrat” hasznaltam a
mintakban talalhato kiilonbozé részecskék kozelité tomegének meghatarozasara. Az
elektroforézis eredményét a 7. abra szemlélteti. A 40 °C és 60 °C héterhelésii mintak
esetében nem lathat6 valtozas a molekulatomegben. 80 °C-on egy sav lathaté a magasabb
(kb. 500 kDa) molekulatomeg tartoményban, amibdl arra kovetkeztettem, hogy a fehérje
valosziniileg kovalens, SDS-stabil aggregatumokat alkotott és a 3. sorban x-szel jel6lt
részecske egy tri- vagy tetramer fehérjeaggregatum [108]. Lathato az is, hogy a felvitt
minta egy 0sszefliggd sdvot huzott az enzim {6 savja (a) f616tt (120 kDa és a zseb kozott),
amely a laktaz enzimhez (a) képest nagyobb, valosziniileg a terhelés hatasara keletkezett,
kiilonb6z6 tomegl részecskék keverékének a jelenlétére utal. A standard kiinduldsi minta
¢s a terhelt mintak kb. 90, 60 ¢és 40 kDa molekulatomegti (b, c, d) kisebb komponenseket
is tartalmaznak. A zimografiaval kimutatott P-galaktoziddz aktivitds (nem keriilt

abrazolasra) csak az a-val jelolt sdvokban van jelen.
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4.1.2 Enzimaktivitas

A laktazaktivitas hdstressz hatasara bekdvetkezo valtozasait a 8. abra mutatja. Az
oNPG egy szintelen anyag, amelyet a B-galaktozidaz galakt6zza és o-nitrofenolld (oNP)
hasit, a reakciot sarga szinvaltozas jelzi az enzim aktivitasaval egyenes aranyban [109].
A stressznek kitett enzimmintdk laktézbontasi hatékonysagat a standard minta
aktivitasaval hasonlitottam &ssze. Megfigyelhetd, hogy az enzimaktivitas a héterhelés
hatasara csokken. A csokkenés 80 °C-on volt a legjelentdsebb, amely a terheletlen minta

eredeti aktivitasanak kb. 60%-at jelentette.
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8. abra A hostressz hatasa a [3-galaktozidaz aktivitasara (fekete) (n=3) és a részecskék
atlagos molekulaméretére (piros) (n=3) a standard (25 °C) és a kiilonb6z6
homérsékleten 2 hétig stresszelt enzimmintak oldataiban kozvetleniil az oldas utan

mérve

Az NMR ¢és DLS mérések alapjan a stressznek kitett szilard minta tulajdonsagai
az id6 elére haladésaval oldas utan is valtoznak. Ezért idofiiggd aktivitdsméréseket
végeztem a legintenzivebb valtozast mutatdé 80 °C-on terhelt mintan. A stresszelt minta
relativ aktivitasa oldodas utdn lassan novekedni kezd az eredeti érték felé, viszont az

eredeti allapotot mar nem nyeri vissza (9. abra).
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9. abra Az aktivitas (fekete) (n=3) és az atlagos molekulaméret (piros) (n=3) valtozasa
az 1d¢ fiiggvényében a 80 °C-on, szilard formaban stresszelt laktdz mintdban az oldast

kovetden

4.1.3 Részecskeméret meghatarozas

Az 1j aggregatumok és a mintdk aggregacids tendencidjanak megerdsitésére
dinamikus fényszorddassal hataroztam meg a mintdkban taldlhatd részecskék atlagos
molekulaméretét és a homogenitast jellemz6 polidiszperzitasi index (PDI) valtozasat.
Merev gombviselkedést feltételezve [110] a molekulak tobbségének hidrolitikai atmérdje
9,56+2% nm, PDI-je pedig 0,1121+£0,0254. A 8. 4bran lathato, hogy a szilard formaban
héterhelt mintakban talalhato részecskék atlagos mérete nagyobb oldas utan, mikdzben
aktivitasuk ezzel ellentétesen, hasonld mértékben csokken. Ez a méretnovekedés
alacsony hdmérsékleten is megjelenik, de nem jelentds. Magasabb homérsékleten (80 °C)
viszont egyértelmiien 2-3-szoros novekedés figyelhetd meg a legkisebb atlagos
részecskeatmérében. A nagyobb részecskék jelenlétére utaldo jelek is jelentdsen
felerdsodnek, a minta homogenitdsa megsziinik (PDI=0,5260+0,1657). A 10. éabra
Osszehasonlitja a standard és a hdstresszelt enzim DLS-sel meghatarozott méreteloszlasat.

Jol lathato, hogy a stresszelt minta elsd csucsanak eloszlésa kiszélesedik, és intenzitasa
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csokken. A szélesedést a fehérjelancok kibomlasa, alak- és formavaltozasa okozhatja. A
csokkenés viszont a nagyobb mérettartomdnyban 1évé aggregatumok csucsainak

megjelenésével magyarazhatd, mellyel parhuzamosan a normal populacido veszit a

részecskeszamabol.

Intenzitas (%)

0.1 1 10 100 1000 10000

Atméré (d.nm)

10. abra A standard (kék) és a 80 °C-on héterhelt (piros) fehérjemintaban DLS

méréssel megallapitott részecskepopulaciok mérete €s intenzitasa

Ez az aggregacio lehet az oka a korabban bemutatott aktivitascsokkenésnek is. Az
oldodast kovetdé legnagyobb aktivitascsokkenést mutatdo oldatot id6fliggd DLS-
méréseknek is alavetettem. Azt tapasztaltam, hogy a részecskék mérete 72 ora alatt szinte
az eredeti értékre csokken (9. abra). Ezek az eredmények jol korrelalnak a fentebb
bemutatott aktivitasméréssel (9. abra) és NMR adatokkal (12. abra, 5. tablazat). A mintak

torésmutatoja és viszkozitasa minden esetben 1,031-nek és 0,8991 cP-nak bizonyult.
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4.1.4 Magneses magrezonancia spektroszkopia

Az NMR-mérések informaciot szolgaltattak a fehérje szerkezetérdl és méretérdl
egyarant. A fehérje nagy mérete mellett a mintdk vegyes Osszetétele okozott néhany
gyakorlati nehézséget az NMR-mérések kivitelezése soran. Emiatt a klasszikus Stejksal-
Tanner-egyenlet illesztése nem tlint haszndlhaté megolddsnak, mivel a regresszié mindig
tobbkomponensti illesztést eredményezett. A 2D DOSY spektrumok alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a mintdkban tobb diffuzioés allandoval rendelkez6 részecske is
kimutathat6, amelyek mind méretiikben, mind eloszldsukban kiilonboznek. Ez
dsszhangban van az SDS gélelektroforézissel kapott adatokkal. A DOSY- és az *H-NMR-
mintazat iS valtozik a mintdkban a terhelés hatasara. Ezek a valtozasok a f6
fehérjejelekben vannak jelen, amelyeket feltehetden a glikanszerkezet hdstressz okozta
véltozasai okoznak. A mintakban talalhat6 kis molekulak éles jeleinek intenzitasa az *H-
spektrumokban a héterhelt mintakban folyamatosan novekszik a terhelés idejének
novekedésével, a terheletlen és terhelt mintak *H spektrumai nem egyeznek pontosan,

ami szerkezeti valtozast feltételez a molekulaban (11. dbra).

(rel)

(ppm)

11. abra A standard (kék) és a 80 °C-on (piros) 2 hétig terhelt mintak *H NMR kémiai

eltolodas-relativ intenzitas spektruma
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A DOSY-spektrumok alapjan a standard és terhelt mintékat is tobbféle diffuziods
allandoval jellemezhetd keveréknek taldltuk, ahol a terhelés hatdsara egy jelentOsen
kisebb méretii, difftizios allandoval nem jellemezhet6 frakcid aranya a terhelés idejével
aranyosan novekszik, mig a fehérje jelei kozel allandoak. A mérésekben lathato 58 és 27
kDa mérettartomanyt nem a hdterhelés okozta, ezek a standard és terhelt mintdban is
kezdettdl fogva jelen voltak. A terhelés hatdsara megjelenik két a standard mintdkban
nem talalhat6, viszont diffuzios allanddval jol jellemezhetd nagyobb részecskepopulacid
is (5. tablazat). A valtozésok és a molekulaméretek jelentdsen nagyobbak a 2 hétig terhelt
mintakban. Az NMR-mérésekhez feloldott, héterhelt mintak esetében idovel hatarozott
valtozas volt megfigyelheté a DOSY-mintédzatban (12.A abra). Erdekes modon a nagy
tomegli komponensek ardnya az id6 elérehaladtaval csokken, €s a kisérlet végén a terhelt
mintdk DOSY-mintazata végiil majdnem eléri a kezeletlen mintdkét, ami szintén
aggregaciora és a folyamat reverzibilis jellegére utal. 72 6rés, vizes oldatban valo alléas
utan, a hOkezelt mintak oldataiban szinte csak a kezeletlen mintdhoz hasonlé méretii
komponensek vannak jelen, a terhelt mintdkhoz tartoz6 DOSY profil (piros) visszatér a
standard profiljahoz (kék), ami valdszintsiti az aggregatumok felbomlasat (12.B abra)

[111].
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12. abra 80 °C-on terhelt minta 2D DOSY *H NMR kémiai eltolodéas-diffizios
koefficiens spektruma 2 o6raval (A) és 64 oraval (B) a szilard mintak vizben valo

feloldasa utan. A terhelt mintahoz tartozo DOSY profil: piros, a standard: kék
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A megadott diffizios allandokat és a szamitott tomegeket Dudas és Bodor [104]

munkdja alapjan extrapolaltuk, és az 5. tablazatban foglaltam &ssze.

5. tablazat A kiulonbozo részecskék diffizios allandoinak értékei a standard és a 80 °C-

0s stressznek kitett mintdkban, valamint a meghatarozott tomegek

Standard Terhelt minta (80 °C 14 nap)
6,47-10 m?st (27 kDa) 6,44-10-11 m2s-1 (26 kDa)
4,86-101 m?s (58 kDa) 4,88-101 m?s? (57 kDa)

3,63-101 m?s? (124 kDa) 3,66-101 m?s? (121 kDa)
N/A 2,75-10 m?st (230 kDa)
N/A 2,06-10 m?st (550 kDa)

4.1.5 Cirkularis dikroizmus

Az aktivitasmérések eredményeit a CD kinetikai vizsgalatok is megerdsitették,
kovettiik. A reakcid kdzvetlen nyomon kovetése kettds CD/UV detektalassal valdsithato
meg, a szubsztrat mennyisége szelektiven mérhetd az oldatban, ugyanis a galaktoz kiralis
molekula, az orto-nitrofenol pedig tartalmaz kromofor csoportot. A hidrolizis soran a
glikozidos kotés felbomlasa a CD jel abszolut értékének csokkenését (0-hoz kozeledését),
és az UV jel er6sodését okozza (13. abra). A CD-gorbe szelektiven mutatja ki a
hidrolizal6 szubsztratot, mig az UV-gorbe novekedése a nitrofenol képzddését jelzi. A
13. abran jol lathato, hogy a standard koriilmények kozott tarolt enzimoldatban mérthez
képest a szubsztrat hidrolizis kinetikaja hoterhelés hatdsara megvaltozik, a véltozés a
homérseklet novekedésével aranyos. Ezek az eredmények jol korreldlnak a korabban

bemutatott aktivitasmérésekkel (8. abra).
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13. abra Laktaz és oNPG tartalmu oldatok CD (A) és UV (B) kinetikai gorbéi azonos
koncentracioban, kiilonb6zé hémérsékleten tarolt mintak esetében: standard: kék,

40 °C: z0ld, 60 °C: fekete, 80 °C: piros

A masodlagos szerkezet lehetséges konformacios valtozasait is elemeztiik. A 14.A
abra a mintak CD, a 14.B é4bra az UV-spektrumat, a 14.C 4bra pedig a standard és a
80 °C-on kezelt laktaz G-spektrumat mutatja be. A CD spektrumok (14.A abra) kozotti
kiilonbségeket az eltéré kiindulasi koncentraciok okozhatjak, de ha kiszamitjuk a G
disszimmetriatényez6t (14.C abra), amely a CD és az UV jelek hanyadosa, dimenzio
nélkiili paraméter, akkor a koncentraciokiilonbségek hatasa eltiinik [112]. A
koncentraciotdl figgetlen G érték (CD/UV arany spektrum) nem kiilonbozik a 40 és
60 °C-on tarolt és a standard mintak jeleit 6sszehasonlitva, ami azt jelenti, hogy a fehérje
tovabbra sem vesziti el a szerkezetét. Ugyanakkor a G-spektrum intenzitasanak valtozasa
a standard és a 80 °C-on kezelt minta dsszehasonlitdsakor bizonyos mértékili szerkezeti
kiilonbségekre utal. A 14.C abran csak ez a két minta keriilt abrazolasra. A szerkezeti
valtozast a 195 és 225 nm-nél 1év6 csticsok mutatjak, amely hullamhosszoknal a valtozas
a CD és UV spektrumon is megfigyelhetd és a kiilonbség szembetiing a G-spektrumon is.
Ez az eltérés a cslcsintenzitasaban enyhe valtozast jelez a véletlen elrendezddésti és a
helikalis struktirdk szamaban, de a red6 elemek mennyisége nem valtozik, a masodlagos

szerkezet megtartottnak tekintheto.
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14, abra Standard (kék), 40 °C (z61d), 60 °C (fekete) és 80 °C -on terhelt (piros) laktaz
mintak (A) CD spektrumai, (B) UV spektrumai, (C) a laktaz standard (kék) és a 80 °C-
on tarolt laktaz (piros) G-spektrumai

4.1.6 Peptid- és N-glikozilaciés elemzés

A peptideket tripszines emésztés utan azonositottam az UNIprot adatbazisban
talalhato W5ZSH9 ASPOZ fehérjeszekvencia és a Byonic szoftver segitségével. A teljes
aminosavszekvencia-lefedettség 95,02% volt a standard és 91,4% a 80 °C-on stresszelt
mintak esetében. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a fehérjék szekvencia-
lefedettségében nincs jelentds kiilonbség, igy a meghatarozott aminosav szekvenciak
Osszehasonlithatok. Ennek alapjan megallapithato, hogy nem tortént jelentds valtozas a
hékezelés hatasara a fehérje aminosav szekvenciajaban.

Az N-glikanok kvantitativ tomegspektrometrids elemzése azonban jelentds
kiilonbséget mutat néhdny cukorcsoport esetében a magas hdmérsékleten torténd tarolas
kovetkeztében. A glikdnok tomegspektrometrids meghatarozasahoz 5-5 parhuzamos
triptikus emésztményt hasznaltam fel: 5 standard mintabol és 5 terhelt mintabol, amelyek

mindegyikét 80 °C-on 2 hétig hokezeltem. A vizsgalatokhoz a terhelt és terheletlen
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mintakban is megtalalhat6 glikopeptideket valasztottam. Ebbdl a 8 peptidbol keriiltek
kivalasztasra azok a glikanok, amelyek legalabb 4 parhuzamos emésztés soran
egyértelmilen azonosithatoak voltak. Az adatokat kettds t-probanak és Benjamini-
Hochberg korrekcionak vetettem ala, hogy meghatarozhatd legyen, mely esetekben
kovetkezik be valds szignifikans (p=0,05) valtozas hostressz hatasara. Szinte minden
esetben csokkent a glikanok mennyisége a stresszelt mintakban, ezek a valtozasok
lehetnek felelések a fokozott aggregacios hajlamért a terhelt mintak esetében. Az
eredményeket a 6. tablazatban és a 15-18. abran foglaltam 6ssze. Altalanosan kijelenhetd,
hogy a legtobb glikan rovidiil, cukorkomponenseket veszit a terhelés hatasara (15. abra).
Kiilonosen a nagy oligoszacharid szerkezetek estek at jelentds valtozason. Tobb esetben
lancrovidiilések figyelhetdk meg, mivel a kisebb glikdnok intenzitdsa a nagyobbak
rovasara né a terhelés kovetkeztében (16.A és 17. abra). (Mivel az abrakon csak olyan
glikanképletek szerepelnek, amik mindkét mintdban megtaldlhatdak, eléfordulhatnak

kivételes esetek).

6. tablazat A vizsgalt peptidek szekvencidja, azonositott glikanok szama, a mintak
kozotti, statisztikailag szignifikans kiilonbségek szama, az adott mintaban nagyobb
intenzitasu glikanok szama Gsszehasonlitva a jelintenzitasokat a standard és terhelt

mintaban taldlhaté azonos glikanokéval

Nagyobb
intenzitasa

Glikanok Szignifikans olikinok szAma

Glikopeptid

szama kiilonbségek
Standard Terhelt

VNGTLR 25 21 18 3
SNVTIHEGSDSGIVSTR 26 20 17 3
GWDVPLYFNFGNNTQAAR 13 5 3 2
LPTSAGNLTIPQLEGTLSLNGR 24 17 17 0
LKLPTSAGNLTIPQLEGTLSLNGR 20 12 12 0
IHVVDYNVSGTNIIYSTAEVFTWK 19 19 13 6
NLTTGVYTDTSDLAVTPLMGDSPGSFFVVR 16 16 13 3
GAHLDGADLHLTADFNATTPIEVIAPTGAK 5 3) 5) 0
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15. abra (A) IHVVDYNVSGTNIIYSTAEVFTWK és (B)
LPTSAGNLTIPQLEGTLSLNGR glikopeptideken talalhaté glikanok glikozilacios
mintazata, 6sszehasonlitva a terhelt (piros) és standard (kék) mintak glikanjainak
atlagos gyakorisagat. (N: N-acetilhexoszamin, H: hexoz, S: szialsav, F: fuko6z),

*szignifikéans eltérés
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16. abra (A) VNGTLR és (B) GAHLDGADLHLTADFNATTPIEVIGAPTGAK
glikopeptideken talalhato glikdnok glikozilacids mintazata, 6sszehasonlitva a terhelt
(piros) és standard (kék) mintak glikanjainak atlagos gyakorisagat. (N: N-

acetilhexoszamin, H: hex6z, S: szialsav, F: fuk6z), *szignifikans eltérés
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17. 4bra (A) LKLPTSAGNLTIPQLEGTLSLNGR és (B)
NLTTGVYTDTSDLAVTPLMGDSPGSFFFFVVR glikopeptideken talalhato glikanok
glikozilacios mintazata, 6sszehasonlitva a terhelt (piros) és standard (kék) mintak
glikanjainak atlagos gyakorisagat. (N: N-acetilhexoszamin, H: hexéz, S: szialsav, F:

fukdz), *szignifikans eltérés
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18. abra (A) SNVTIIEGSDSGIVSTR és (B) GWDVPLYFNFGNNTQAAR
glikopeptideken talalhat6 glikdnok glikozilacids mintazata, 6sszehasonlitva a terhelt
(piros) és standard (kék) mintak glikanjainak atlagos gyakorisagat. (N: N-

acetilhexoszamin, H: hex6z, S: szialsav, F: fuk6z), *szignifikans eltérés
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4.2 B-galaktozidaz tartalmu szivészal vizsgalata

4.2.1 Rontgendiffrakcios vizsgalat

A diffrakcios vizsgalatok célja a szivoszaltoltetekhez hasznalt kiindulasi anyagok
kristalyszerkezetének megismerése, illetve a formulalas soran esetlegesen bekovetkez6
valtozasok megfigyelése volt. A vizsgalat eredményeit a 19. abra mutatja be. Jol lathato,
hogy kiindulaskor az anyagok kristdlyos forméban vannak jelen, és a kristalyszerkezet

tekintetében semmilyen valtozas nem tortént az eldallitas soran.

A
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19. abra A készitményben hasznalt anyagok XRD-profiljai: (A) B-galaktozidaz,
szacharoz és indigokarmin (fekete), porkeverék-premix (piros); (B) porkeverék-premix

(piros), poritott rétegelt részecskék (kék) és poritott matrix részecskék (vilagoskék)
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4.2.2 A gyogyszeres szivészalak jellemzése

A szivoszalakat kézzel toltottiik meg, a tolt6tomeg atlagosan 5,0383 g (+0,0697,
n=20) volt. A hatdanyag aktivitdsat ezutan 1-1 ¢ toltetbdl visszamértem a bemérés
névleges értékéhez viszonyitva. A két kiillonbozo toltettipus (matrix és rétegelt toltet)
esetében ez 98,22+1,70% és 98,59+0,86% volt (n=10). Ezek az értékek megfelelnek a 10.
Eurépai  Gyodgyszerkdonyv  egyszeri  adagolasi  készitményekre  vonatkozo
kovetelményeinek [113]. A t6ltet mennyisége ugy keriilt meghatarozasra, hogy egy
gyermeknek megfeleld egyszeri dozis, kb. 2000 NE [-galaktozidaz keriiljon a

szivoszalakba.

Ures, toltetlen szivoszalakkal meghataroztuk a kiilénbozé frekvenciakhoz tartozo
aramlési sebességeket, a mért értek 30 Hz esetén 72,06+0,62 g/perc volt. A szivattyl
frekvencidjanak 40 és 50 Hz-re torténé emelése utdn 99,7+1,39 és 140,76+0,70 g/perc
(n=3) aramlasi sebességeket mértiink. A kiillonbozo toltetek aramlasi ellenallasa hasonld
volt, nem volt megfigyelhetd jelentds valtozas a toltetlen szivoszalakhoz képest: A toltott
szivoszalak esetében az ataramlott folyadék térfogata nem valtozott szamottevéen (<1%),
tomege viszont ndétt. A toltetlen szivoszalhoz képest az ataramlott folyadék
tomegkiilonbségét a gyorsan oldédd anyag adja, a tomegndvekedés jol korrelal a

kioldddasi vizsgélatok soran kapott értékekkel (7. tablazat).

7. tablazat A kiilonboz0 frekvencidk altal generalt &ramlési sebesség a toltetlen, rétegelt

¢s matrix mintak esetében (n=3)

Aramlisi sebesség Frekvencia (Hz)

(g/min) 30 40 50
Toltetlen 72,06+0,62 99,71+1,39 140,76+0,70
Részecske Rétegelt 75,23+1,37 104,41+0,48 144,61+0,55
tipusa Matrix 74,00£1,15 104,03+0,39 144,16+0,70

A kiilonb6z6 mdédon formulalt részecskékkel (matrix, rétegelt) toltott szivoszalak
vselkedését a gyogyszerformabol kioldodott két anyag, az indigdkarmin és a [3-
galaktoziddz kioldodasanak vizsgdlataval kovettiik nyomon a 3.2.10 pontban leirt
modszerrel. A szimulacids vizsgalat soran kapott gorbékre Weibull-eloszlasfiiggvényt

illesztettlink, és az igy kapott paramétereket kettés t-probanak vetettiik ala, melynek
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segitségével dsszehasonlitottuk a kétféle részecske, valamint a két anyag felszabaduldsat

a hordoz6 rendszerbdl. Az eredményeket a 20. abra és a 8. tablazat foglalja ossze.

8. tablazat A kiilonbo6z6 tipusu részecskékbdl (matrix, rétegelt) felszabadul6 vizsgalati
anyagok (indigokarmin, B-galaktozidaz) kioldodasvizsgalata alapjan a Weibull-

eloszlasfiiggvény segitségével becsiilt oldodas-kinetikai paraméterek

Anyag  Téoltettipus to Td B R
(masodperc) (masodperc)

Matrix ~ 0,00£0,00  67,46£1,31  0,89+0,08 0,9993
" Rétegelt  1,07+1,85  48,29+4,06  0,92+0,07 0,9990
Matrix  1,53+1,39  80,01£1,03  0,96+0,08 0,9952
" Rétegelt  5,0943,72  56,8+7,70  0,85+0,14 0,9971
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20. abra (A) Indigokarmin és (B) B-galaktozidaz kioldodasi profilja matrixot (m) és
rétegelt pelletet (A) tartalmazé szivoszalak esetében (T=20 °C, frekvencia=40 Hz,
n=3+SD)

A rétegelt szerkezetli részecskékkel toltott szivoszalat hasznaltuk a folyadek
hémérsekletének €és aramlasi sebességének a kioldodasi profilokra gyakorolt hatasanak
vizsgalatara, ezzel szimuldlva a szivoszal hasznalatat. A kiilonb6zé hdémérsékletii

folyadék hasznélatanak és a kiilonboz6 frekvenciaja ,,kortyolasnak™ az eredményeit a 21.
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abra mutatja. Lathato, hogy mind a B-galaktoziddz, mind az indigékdrmin esetében az

alkalmazott frekvencia és a folyadék hémérséklete jelentés hatassal volt a kioldodasi

profilra.
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21. abra (A, C, E) Indigdkarmin és (B D, F) B-galaktozidaz kioldodasi profiljai
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kiilonb6z6 pumpafrekvencidkon és hdmérsékleteken (=35 °C, A=20 °C, m=5 °C,

n=3+SD) illesztett Weibull-fiiggvénnyel
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A 9. tablazat a Weibull-eloszlasfiiggvény segitségével meghatarozott kinetikai

paramétereket (to, 7q, ) foglalja Gssze.

0. tablazat A kisérleti terv fiiggetlen valtozoinak szimbolizalt szintjei és a Weibull-

closzlasfliggvény alapjan becsiilt oldodas-kinetikai paraméterek (n=3+SD)

Méres X2 t
Anyag tma K04 kod (mésog erc) (méssg erc) b R
értéke értéke P P
1 +1 -1 1,08+1,52  69,57+8,39 1,02+0,01 0,9971
2 +1 0 5,07+3,00 28,21+3,59 1,31+0,08 0,9990
3 +1 +1 5,2840,50  15,00+0,00 1,19+0,14 0,9982
4 0 -1 9,10+1,19  90,35+7,77 0,65+0,00 0,9982
Indig6- 5 0 0 1,07+1,85  48,29+4,06 0,92+0,07 0,9990
karmin
6 0 +1 1,94+336  17,69+2,35 0,80+0,21 0,9961
7 -1 -1 517+0,13  119,82+1,97 0,98+0,01 0,9883
8 -1 0 2,42+4.2 80,48+£5,61 0,91+0,21 0,9961
9 -1 +1 0,00+0,00  68,80+1,59 0,86+0,07 0,9961
1 +1 -1 191+1,88 63,43+1,25 1,06+0,09 0,9972
2 +1 0 0,00+0,00  37,42+1,39 1,324+0,07 0,9961
3 +1 +1 0,00+0,00  23,67+0,51 1,47+0,07 0,9923
4 0 -1 0,00+0,00  95,78+1,46 1,09+0,05 0,9932
p- 5 0 0 5,09+3,72  56,80+7,70 0,85+0,14 0,9971
galaktozidaz
6 0 +1 0,00+0,00  30,42+2,12 1,59+0,19 0,9962
7 -1 -1 0,00+0,00 181,58+7,26 1,20+0,12 0,9962
8 -1 0 6,64+0,73  87,46+4,23 0,88+0,02 0,9991
9 -1 +1 0,00+0,00  64,40+3,84 1,24+0,12 0,9912

X1: & pumpa forgasi frekvencidja (dramlasi sebesség), X2: hdmérséklet
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A fluggetlen valtozok szignifikdans hatdasat a két hatdanyag kioldodasanak
mértékére az indigokarmin és -galaktozidaz esetében a 4. és 5. valasz-egyenletek irjak
le. A tobbszoros regresszidelemzés eredményeit a szignifikancia statisztikai értékelésével

¢s a 95%-os konfidenciaintervallumon beliili valésziniiségekkel a 10. tablazat mutatja be.

Tindigokirmin = 44,630 — 26,055x; — 29,705x, (R = 0,9919) (4)

Tp_galaktoziasz = 50,340 — 34,817x; — 37,052x, + 19,360x,x, (R = 0,9880)  (5)

10. tablazat A modellek statisztikai elemzése

Koefficiens
Anyag Modell Para-
F-érték méter bo b1 b2 b11 b2 b12

Erték 44,630* —26,055* —29,705* 11,540 11,210 —0,890

Indig6- 36,716  Std. 5,470 2,996 2996 5190 5190 3,670
karmin  p>0,007 hiba

p>|tf 0,004 0,003 0,002 0,113 0,120 0,824

Erték 50,340* —34,817* —37,052* 15,323 15,990 19,360*

> 24564 S 9051 4941 4041 8558 8588 6,051
galaktozidaz p>0,012 hiba

p>|t 0,011 0,006 0,006 0,171 0,159 0,049

*szignifikdns eredmény
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5. Megbeszélés

5.1 p-galaktozidaz jellemzése és hostabilitasa

Az UNIprot adatbazis adatai szerint az A. Oryzae fajbol szdrmaz6 B-galaktozidaz
tomege 109 kDa [114]. Az adatbazisban a molekula tomegét az aminosavszekvencia
alapjan szamoltdk. Azonban mivel az enzimet egy fonalas gombabol, egy magasabb
rendi €161énybdl vontak ki, igy feltételezhetd, hogy a fehérje az aminosavlancon kiviil
poszttranszlaciés modositasokat is tartalmaz [115]. Ezt megerdsitették egymast
alatamaszté6 SDS-PAGE és DOSY-NMR (elézetes MALDI-TOF MS) tomegméréseink,
melyek alapjan a vizsgalt molekula tomegét standard allapotban kb. 121-124 kDa (7. abra,
5. tablazat). A standard mintankban ezen kiviil az 6sszes mérés altal meger6sitve Kisebb
molekulatomegli szennyezd anyagok vagy a vizsgalt molekula derivatumai is jelen

vannak.

Az aktivitasmérések (oNPG kémcséreakcio, CD kinetika) eredményeibdl
megallapithatd, hogy a szakirodalomban talalhato vizsgalatokkal Gsszehasonlitva az
enzim sokkal stabilabb por formédban, mint oldatban. Az oldatban végzett hdterhelés
kozbeni aktivitas csokkenéshez képest szilard formaban a terhelt enzim aktivitasa csak
elhanyagolhaté mértékben csokken alacsonyabb hdmérsékleteken, €s 80 °C-on is jelentds
ideig megmarad. Ezzel szemben az irodalmi adatok szerint oldatban végzett hoterheléses
enzimkinetikai mérések, illetve a relativ aktivitdas hofliggésének vizsgalatai alapjan
megallapithatd, hogy a kiilonb6z0 laktdz enzimek alacsonyabb hdmérsékleten (30-40 °C)
orak, magasabb hémérsékleten (50-60 °C) pedig percek alatt elvesztik kezdeti aktivitasuk
jelentds részét [111-113].

Régota ismert, hogy a fehérjeoldatok magas hdmérsékleten valo taroldsa fizikai
valtozast eredményezhet. Bar a hémérséklet altal indukalt denaturacié reverzibilis lehet,
néhany fehérje esetében a magas homérséklet altaldban irreverzibilis denaturacidhoz
vezet az aggregacio miatt. A nativ fehérjekonformacié termodinamikai stabilitasa,
amelyet a kitekeredés (unfolding) szabad energidja jellemez (AGunf), jellemzden
parabolikus profilt mutat a homérséklet fiiggvényében [77]. Ezt a jelenséget eddig
azonban nem vizsgaltak a fehérje szilard formaban tortént héterhelése utan vald oldas
soran. A méréseim eredményei alapjan a fehérje hasonld viselkedése ebben az esetben is

megfigyelhetd.
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A héterhelésnek kitett minta relativ aktivitasa oldodas utan lassan ndvekedésbe
kezd a kiindulasi érték felé, viszont az eredeti allapotot mar nem nyeri vissza (9. abra).
Ezért feltételezhetd, hogy a fehérje valtozasai részben reverzibilisek. Az
aktivitascsokkenéssel tehat szadmolni kell a laktaztartalmt készitmények formulalasanal,
mivel a kozel eredeti aktivitas visszanyerése jelentds ideig tart, bar az oralis adagolasu

laktaztartalma gyogyszerek esetén terapias szempontbol nincs jelentdsége.

A molekuldk méretét tobb modszerrel is meghataroztam. A DLS mérések alapjan
a standard enzimoldatban a részecskék hidrolitikai atlagos atmérdje minden mérésnél 9
és 10 nm (10. abra) kozé esett, és a polidiszperzitas kellden alacsonynak bizonyult
(PDI<0,1) [119], a kiindulasi minta tehat szinte teljesen homogénnek, monodiszperz
rendszernek mutatkozott [120]. Minél homogénebb a minta, annal alacsonyabb a
polidiszperzitasi fok, ami a kiilonb6z6 részecskék molekulaméretének megoszlasat jelzi

[119, 120].

Az adatok alapjan kijelenthetd, hogy a részecskék nagy valdszintiséggel tiszta
monomerként vannak jelen az oldatban standard koriilmények kozott. Valoszinii, hogy a
molekulak egy része elkezd kitekeredni, majd nagyobb hé hatasira megjelennek a
nagyobb atmérdji részecskepopuléaciok, aggregdtumok. Az aggregatumoknak nincsen
szubsztratkoto aktivitasa [123], igy az enzim kezd vesziteni katalitikus kapacitasabol.
Ezen feliil mikrométeres méretii részecskék is megjelennek (10. abra). Ezt a kibomlott
fehérjelancok egymassal vald kolcsonhatasabol eredé aggregacié okozhatja. Az
oldatokban talalhato részecskék allas kozben egy id6 utan elkezdik visszanyerni eredeti
méretliket, ezzel az aggregécid részben reverzibilis mivoltat alatimasztva. Mikozben az
aggregalodott fehérjek elvalnak egymastol, egy résziik visszanyerheti eredeti aktivitasat,
ahogy azt az aktivitasmérésiink soran tapasztaltuk (9. abra).

A méretvaltozas adatainak megerdsitése érdekében mintdinkat DOSY-NMR
vizsgalatoknak is alavetettiik, melynek soran bebizonyosodott, hogy a nagyobb tomegi
instabil részecskék valdszintileg aggregdtumok. Az oldott fehérjeaggregatumok a korabbi
megfigyeléseinkkel Osszhangban instabilnak tiinnek oldott formaban. Jelenlétik a
mintdban az id6 elére haladésaval folyamatosan csokken. Eldszor (néhany ora alatt) a
legnagyobb részecskékhez tartozoé jel (550 kDa), majd egy id6 utan a kdvetkezo frakcio
jele (257 kDa) is megszinik. Ezek az eredmények jol korrelalnak egyéb
megfigyeléseinkkel (DLS, SDS-PAGE, aktivitasmérés). A hasonld reverzibilis
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aggregaciot mar megfigyelték in vivo koriilmények kozott is, mint a hésokkra adott
protektiv valaszt [122, 123], de szilard formaban torténd héterhelés utan nem volt ra
irodalmi adat. Ugyanakkor a terheletlen és terhelt mintdk *H és DOSY spektrumai nem
egyeznek pontosan, ami feltételez valamilyen szerkezeti valtozast a molekuldaban (11-12.
abra). A kismolekulas jelek intenzitasanak novekedése feltehetéen a fehérjébdl a
glikédnlancok lehasadéasa miatt keletkezd kis szénhidratmolekuldkhoz kapcsolddik, ahogy

ezt az MS mérések is megerdsitik.

Az MS, CD, NMR mérések alapjan megallapithato, hogy a fehérje els6-, masod-
¢s harmadlagos szerkezetében jelentds valtozas nem tortént a hdterhelés kovetkeztében.
A CD vizsgélatokkal kismértékii szerkezeti valtozas volt detektalhato, emellett az *H-
NMR spektrumon leszakad6 kisebb részecskék, esetleges cukoregységek voltak
felfedezhetdek, melyek mibenléte tovabbi, példaul rontgenkrisztallografids vizsgalatokat
igényel. MS proteomikai vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a fehérje glikozilacios
mintazata jelentds valtozason megy keresztiil (12-15. abrak, 6. tdblazat). A kozelmultban
végzett kutatasok kimutattak a glikdnok jelentdségét az enzimaktivitasban és stabilitasban
[68, 124, 125]. Egyes N-glikanok lehasitasa jelent6sen csokkentheti vagy akar meg is
sziintetheti az enzim aktivitasat [67]. Vizsgalatok szerint a glikozilacidé entropikus
hatasokon keresztiil, a szabad energia befolyasolasaval stabilizalni tudja a fehérje
[71, 72]. Ezen adatok szerint a glikozilacios mintazatban bekovetkezé valtozasok
magyarazatot adhatnak a fehérje esetében tapasztalt megvaltozott tulajdonsagokra, mint
a megvaltozott aggregacios hajlamra és az aktivitds csokkenésére [126, 127]. A
Maksimainen és munkatarsai altal leirtaktol eltéréen vizsgalataink soran nagyobb foku
glikozilaciot tapasztaltunk a molekulan [114]. A korabbi eredményekkel ellentétben
méréseink alapjan ezek a glikanok tobbnyire N-acetilhexozamint, hexdzt, szidlsavat,
fukozt tartalmaznak cukorkomponensként.

Ezen eredmény és a szakirodalom alapjan elmondhatd, hogy a terapias proteinek
koziil nem csak a kiilonb6zé monoklonalis antitestek, hanem az enzimtipusu hatdéanyagok
glikozilacidjanak behatd vizsgalata is sziikséges azok megfeleld stabilitasi és aktivitasbeli
tulajdonsagaik megismerése érdekében. Mindez jelzi, hogy a hasonld tipusu, cukrokban
gazdag fehérjék és enzimek — kiilondsen a laktazhoz hasonldéan gazdasagi és terapias

jelentéséggel birok — glikozilaciés mintdzatanak tovabbi megismerése fontos feladat.
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5.2 B-galaktozidaz tartalmu szivészalak vizsgalata

A rontgendiffrakcios vizsgalatok eredményeként megallapithato, hogy a
gyogyszeres szivoszalak elkészitéséhez hasznalt valamennyi anyag Onmagaban
kristalyracsos szerkezetli szilard formaban (19.A abra) [130]. A diffrakcios vizsgalatok
alatt azt tapasztaltam, hogy formulalas utan a mintakban talalhat6é anyagok 2Théta (260)
értékei megtartottak (19.B abra), jelezve, hogy az anyagok kristalyos formaban maradtak
[131]. A gyartas soran felhasznalt cukor (szachar6z) jelei az elkészitett pelletekben és a
premixben a nagy aranykiilonbség miatt (kevesebb, mint 1 m/m%-0s B-galaktozidaz és
indigobkarmin a formulaban) teljesen elnyomjak a hatoanyagok jeleit. Fontos
megjegyezni, hogy az oldddast nem befolyasoljak az alapanyagokban eléfordulo, vagy a
formulalés soran 1étrejovo esetleges amorf modosulatok. A hatdéanyag kis aranyu jelenléte
pedig szabadsdgot ad arra, ha esetleg dozisnovelésre lenne sziikség, igy sor keriilhet
koncentraltabb pelletek eléallitasara is. A pelletek gyartasanak utolso 1épése egy 2 napos
40 °C-os szaritasi folyamat, mely soran a részecskék elérik a végleges viztartalmu
allapotukat. A formuldlds utdn a toltetek 1-1 grammjanak aktivitasat visszamérve, a
kiindulasi anyag aktivitasahoz viszonyitva mindkét pellettipusnal az aktivas tobb, mint
98%-nak adddott, ami jol korreldl a stabilitisméréseink soran kapott adatokkal. Ezt a
homérsékletet ennyi ideig por formaban az enzim jol tiiri, nem okoz problémat a formula

elkészitése soran.

A dezintegracios vizsgalat soran nem figyelhetd meg jelentds eltérés a két
kiilonb6z6 tipust részecske (matrix, rétegelt) kozott, ezért a varakozasoknak megfeleléen
a laktaz és az indigokarmin oldédasi profilja hasonld volt a heterogén és a homogén
pelletek esetében is (20. abra). Az f1 {2 , fit” tesztek Gsszehasonlitasra ebben az esetben
nem alkalmazhatdéak, mivel az oldodas minden kisérletben teljes mértékii volt 15 perces
iddintervallumon beliil, igy az azonnalinak tekinthetd [132]. Ezért hasznaltam az illesztett
Weibull paraméterek t-probas Osszehasonlitasat (8. tablazat). Szignifikans kiilonbség
kizarolag a tq értékekben volt a két kiillonbozo pellet esetében mindkét anyagra nézve. A
két anyag oldodéasa azonban nem kiilonbozik szamottevden kinetikailag az egyes pelletek
kioldodasakor, tehat a makromolekula az azonnal o0ldodo kismolekulahoz hasonloan
viselkedik a folyamat soran 25 °C-on 40 Hz frekvencian. A rétegelt pelletek tq értéke
kevesebb volt, gyorsabb oldddast feltételezve. A hatdanyagok a rétegelt technikaval

eldallitott pelletekbdl gyorsabban tudnak kiszabadulni, hiszen az ilyen tipusu részecskék
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esetében elég csupan az inert pelletmagot koriilvevd kopenynek oldddnia a teljes
hatéanyag leadasahoz [133], ellentétben a teljesen homogén matrix tipustakkal, melyek

teljes egésziikben eloszlatva tartalmazzak a hordozott anyagokat [134].

A kioldodasgorbék alaki jellemzdje (B) leirja, hogy az oldodas milyen fizikai
torvények szerint zajlott. A 9. tablazatban bemutatott értékek szerint a 4. szamu
kisérletben 40 Hz-es pumpafrekvencianal és 5 °C-on az indigokarmin felszabadulasa
soran a 3 érték kisebb, mint 0,69, igy a felszabadulas a fraktal térben a Fick-féle diffuzid
torvényét koveti. A tobbi kioldodas soran kapott B 0,75 és 1,00 kozotti érték a normal
euklideszi térben torténd diffhziot jelzi, egy masik felszabadulasi mechanizmus
kozremiikodésével. Amennyiben f=1,00 az elsérendi felszabadulas kizarolag a Fick-féle
elsé diffuzios torvénynek megfeleléen torténik, ha p>1,00, akkor egy Osszetett
mechanizmus okozza a szigmoid oldddasi gorbét [135]. Az alapesetben (0,00) szinte
ugyanolyan B értékkel rendelkez6 gorbék (indigokarmin=0,92 és B-galaktozidaz=0,85) a
hémérséklet vagy pumpafrekvencia megvaltoztatasanak hatdsara jelentdésen kezdenek
eltérni egymastol. A B-galaktozidaz kioldodasa alatt az alaki profilra inkdbb az 1-nél
nagyobb értékek jellemzdek, és megallapithatd, hogy a vizsgalt befolydsold tényezdk
jelentdsebben megvaltoztatjak a gérbe alakjat, mint az indigdkarmin esetében. Eszerint a
nagymolekulds hatéanyag kioldodasa érzékenyebb lehet a kiilsé hatasokra, mint egy

egyszerl kismolekula.

A tovabbi kinetikai vizsgalatok eredményei az oldodési sebességet figyelembe
véve azt mutatjak, hogy a tq erdsen fiigg a folyadék hdmérsékletétdl és a szivattyu
hatdsanak modellezésére. Az egyiitthatok pozitiv eldjele novekvd, mig a negativ eldjel
csokkend hatast jelent a megfeleld valaszra [136]. Az igy kapott egyenletek ((4) €s (5)) a
fiiggetlen valtozok 14 idOparaméterre gyakorolt jelentds hatdsat mutatjak. A 10.
tablazatban lathato, hogy az indigokarmin és a laktaz esetében is a két fiiggetlen valtozo
6 hatasanak eldjele negativ. Ez azt jelenti, hogy mind a folyadék homérsékletének, mind
a pumpafrekvencia értékének novelése csokkenti a 14 értékét, igy az anyagok gyorsabb
felszabadulasi profillal jellemezhetdek, hamarabb érik el a teljes hatéanyag-mennyiség
63,2%-anak felszabadulasi pillanatat. Ezen egyiitthatok (b1 és by) értékeinek nagysaga
mindkét anyag esetén hasonld, mutatva a két hatds azonos befolydsolo erejét. A két

fiiggetlen véltozo egyiittes hatasa csak a laktaz oldodasa esetében jelentkezik. A hatasok
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az indigdkarmin esetében egymastol fiiggetlenck, mivel a b1z kdlesonhatasi egylitthatd
nem mutat szignifikans valtozast. A mellékhatdsokat jelzd, nem linearis kvadratikus
egyitthatok (bi1, b22) egyik anyag esetében sem befolyasoljak a kioldodas sebességét a

vizsgalt koriilmények kozott.
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7. Kovetkeztetések

Az A. oryzaebdl szarmazéd laktdz enzimmel foglalkozo kutatdsaim alapjan
Osszefoglalva elmondhat6é, hogy reverzibilis és irreverzibilis valtozasok egyarant
bekovetkeznek, amikor a szilard enzimet héterheléses vizsgalatnak vetjiik ald, azonban
ezekkel a valtozasokkal szemben ebben a formaban az enzim joval ellenallobb, mint
oldatban. Az aktivitas csokkenése kimutathatd, amely a szilard minta feloldasat kovetden,
oldott allapotban részben reverzibilisnek bizonyult. Ez a laktazmolekulak reverzibilis
Vizsgalataink kizartak az enzim elsddleges szekvenciajaban és masodlagos szerkezetében
bekovetkezett jelentds valtozasok lehetdségét, bar a CD ¢és NMR vizsgélatokkal
kismértékli szerkezeti valtozasok detektalhatok voltak. A meghatarozott primer fehérje
szekvencia jo egyezést mutatott az adatbazissal. A vizsgalt enzim erdsen glikozilalt, és a
héstressz a glikozilacios mintazat megvaltozasat okozta. Ezt a szempontot bottom-up LC-
MS analizis segitségével vizsgaltam. Ebbdl kideriilt, hogy a héterhelés egyes peptidekhez
kotott glikanlancok rovidiilését okozta. Ezek a glikozilacids szerkezetben bekovetkezett
valtozasok befolyasoljak az enzim fizikai-kémiai tulajdonsagait, €s nodvelhetik a
laktdzmolekuldk aggregacidos hajlamat. Ez magyarazhatja, hogy a szilard fazisban
hostressznek kitett mintak oldhatosaga, aggregaciora valo hajlama megvaltozik, ami az
aktivitas €s a stabilitas csokkenését okozhatja. Kisérleteink alapjan ezek a valtozadsok nem
teljesen visszafordithatatlanok, hiszen oldott formdban a részecskék 1ddvel
visszatérhetnek az eredeti allapotukhoz kozeli formaba. A szajon at szedhetd gyogyszerek
esetében ez a részleges reverzibilitds nem relevans, mivel oldott forméban nem toltenek
elegendd 1d6t a szervezetben ahhoz, hogy képesek legyenek ujrarendezddni, igy
aktivitasuk csokkent marad a terapias ablak idejében. A  bekdvetkezett
aktivitdscsokkenéssel tehat szamolni kell a készitmény helyes 0Osszetételének

megallapitasa vagy dozirozasa soran.

Osszességében a leirt eredmények és a kidolgozott munkafolyamat segithet a
megfeleld kivalo mindségli gyogyszerek eldallitasahoz sziikséges jobb gyartasi, szallitasi
és tarolasi koriilmények megtervezésében, illetve a jovében hozzajarulhat a kiilonboz6
eredetli laktazalapanyagok stabilitdisanak megértéséhez, alkalmazasi teriileteik
optimalisabb meghatarozasahoz. gy osszehasonlithatjuk mas fajok, példaul a tejiparban

hasznalt Escheria coli, Kluyveromyces lactis vagy akar a human laktaz tulajdonsagait is.
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A kifejlesztett modszertan alkalmas annak megallapitasara, hogy az erdsen glikozilalt
makromolekulak szerkezetében mely szinten kovetkezik be valtozas, segitségével
felderithetéek a stabilitast, aktivitast befolyasold f6 folyamatok. Alkalmas tovabba a
glikozilaciés mintazatban mutatkozé kiilonbségek leirasara, valamint azok
jelentéségének megallapitasara a human és mikotikus eredetli laktazok hatékonysaga és
stabilitasa szempontjabol, valamint modellként szolgalhat a nagy molekulatomegii

glikoproteinek vizsgalatahoz.

Munkam soran eldszor vizsgaltam szildrd formdaji laktaz alapanyag esetében a
héterhelés a stabilitasra gyakorolt hatasat és a molekula szerkezeti valtozasanak
Osszefiiggését. Megallapitottam, hogy a magas hdmérsékleten valo tarolas soran a legfobb
stabilitast befolyasolo folyamat a vizsgalt laktaz esetében az aggregacio, melynek
hatterében a molekula glikozilacios mintazataban bekovetkez6 jelentds valtozas all. A

glikozilaciés mintazatban beallt valtozast legfoképpen a glikanlancok rovidiilése jelenti.

Az enzimbdl sikeresen formulalhato, szivészalba tolthetd, gyorsan old6do pellet.
A pelletbe keriild hatéanyag mennyisége szabadon valtoztathatd, a dozis konnyen
modosithatd. A gyartasi folyamat alatt ért hatasokkal szemben az enzim ellenallo,
aktivitasa nem valtozik. Az igy elkésziilt modern gyogyszerforma bizonyos esetekben
(kor, egyes betegségek) szamos eldnnyel rendelkezik a konvencionélis gydgyszerhordozo
rendszerekkel (tabletta, kapszula) szemben. A szivoszalas formula a konnyebb
alkalmazhatdsagot teszi lehetdvé, a szilard forma pedig a hatdanyag stabilitasat biztositja.
A tOltott szivoszal hasznalata in vitro kisérlettel szimulalhatd, a gyogyszerformabol a
hatdoanyagok kioldédasa megfeleléen mérheté és reprodukdlhatdo. Az enzim
felszabadulésa a pelletbdl az azonnal 0ld6do kismolekuldhoz hasonl6 kioldodasi profillal
jellemezhetd. A kiilonbozo eljarassal gyartott pelletek kozott nem fedezhetd fel relevans
kiilonbség. A szivoszallal torténd gydgyszerbevitel sordn a hasznalt folyadék
hémérsekletének €s az alkalmazds mddjanak, a kortyolasok kozt eltelt idonek is jelentds
hatdsa van a kioldodas sebességére, igy az ilyen tipusu gyogyszerformak fejlesztése
esetében ezek modositd hatdsdval szamolni kell. A vizsgdlati modszerrel igy
modellezhetd a kiilonbség, példaul egy idds vagy egy fiatal beteg ivasi tulajdonséagai
kozott, tovabb novelve az esetleges, a betegegyiittmiikddés terén eléforduld problémak

elkeriilésének lehetdségét. A  kidolgozott modszer segitségével a jovOben
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Osszehasonlithato a kiilonboz6 italok tulajdonsagainak (kémbhatas, oldottanyag-tartalom)

befolyasa a gyogyszeres szivoszalban talalhato hatoanyagok kioldodasara.
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8. Osszefoglalas

Doktori munkam soran az iparban és egészségiigyben is fontos szereppel biro
enzimtipusi hatdéanyag, a laktdz enzim eddig még nem vizsgalt, por formaban valo
héterhelésével egy olyan analitikai eszkdzkombinaciot dolgoztam ki, amely alkalmas a
stresszkoriilmények altal okozott szerkezeti valtozasok feltarasara, kiilonds figyelmet
forditva az enzimaktivitas és funkcid szempontjabol relevans atalakulasokra. Egy bottom-
up proteomikai eljarast kovetd6 nanoUHPLC-MS modszert alkalmaztam az elsddleges
aminosav-szekvenciaban, valamint a PTM-ekben bekovetkez6 pontos valtozasok
megfigyelésére. SDS-PAGE, DLS, CD, NMR modszereket hasznaltam a magasabb
rendezettségii szerkezetek esetleges valtozasainak felderitésére, valamint a fiziko-kémai
valtozasok jellemzésére. A szerkezet-aktivitas Osszefliggés megallapitasa érdekében
parhuzamosan oNPG alapu aktivitasi vizsgalatokat IS végeztem. A vizsgalatok arra
utalnak, hogy az enzim szilard formaban 1ényegesen nagyobb stabilitdst mutat, mint
feloldva. A szilard minta héterhelése kovetkeztében reverzibilis és irreverzibilis
valtozasok egyarant bekovetkeznek, melyekkel szdmolni kell a terapids és ipari
gyakorlatban. A leirt eredmények segithetnek a nagy molekulatomegli fehérjetipusu
gyogyszerek jobb gyartasi, szallitasi €s tarolasi koriilményeinek megtervezésében, €s a
jovoben eldsegithetik a kiillonb6zo laktaztipusok stabilitasanak megértését. A kifejlesztett
modszertan alkalmas tovabba a vizsgalat sordn bekovetkezd szerkezeti valtozasok
azonositasara, beleértve a glikozilacids mintdzatban mutatkozo kiilonbségek leirasara, és

modellként szolgalhat a nagy molekulatomegl glikoproteinek vizsgalatahoz.

Napjainkban eldtérbe keriilt az életkornak és egészségiigyi allapotnak megfeleld
oralis adagolasi formak kifejlesztése. A gyermekek esetében a folyékony adagolasi
formak részesithetok elényben, de az eldre oldott hatdanyagok esetében gyakran
stabilitasi problémak 1éphetnek fel. Doktori munkam soran egy altalam mar jol megismert
enzimet tartalmazo szivoszalat vizsgaltam. A szivoszalakba tolthetd, laktaztartalmu,
gyorsan széteso pelletek két kiilonb6zo technoldgiai mddszer alkalmazasaval késziiltek.
A készitmény hasznalatat sikeresen szimuldltam, €s a statisztikai elemzés soran
megallapitottam, hogy a szivoszalas gyodgyszerbevitel soran a felhasznalt folyadék
hémérséklete és a folyadékbevitel sebessége kozel azonos és szignifikans hatdssal van a
hatéanyagleadds sebességére. Az innovativ gyogyszerforma szdmos tulajdonsagaban

eldny0dsebb lehet a hagyomanyos tablettas vagy oldatos adagolasi médszerekkel szemben.
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9. Summary

In my doctoral dissertation, | developed an analytical tool combination by
applying a hitherto unknown method of thermal stress of the powder form of lactase
enzyme, an enzyme-type active substance, important in the field of industry and
healthcare, to detect structural changes caused by stress conditions, with paying special

attention to the transformations relevant for enzyme activity and function.

| applied a nanoUHPLC-MS method, following a bottom-up proteomic procedure
to monitor exact changes in the primary amino acid sequence as well as in the PTMs.
SDS-PAGE, DLS, CD, NMR methods were used to detect potential changes in higher
ordered structures and to describe physicochemical changes. In order to establish the
structure-activity relationship, | also performed simultaneously oNPG-based activity
analyses. The results suggest that the enzyme shows significantly higher stability in solid
form than in solution. Both reversible and irreversible changes occur as a result of the
thermal stress of the solid sample, which should be taken into account in therapeutic and
industrial practice. All in all, the results described here may help to develop better
manufacturing, transport and storage conditions for protein-type drugs with high
molecular weight, and may contribute in the future to the better understanding of the
stability of different types of lactase. The developed methodology is also suitable for
identifying structural changes during analysis, including differences occurring in the
glycosylation pattern, and can serve as a model for the study of glycoproteins with high

molecular weight.

Nowadays, the development of age and health appropriate oral dosage forms has
come to the fore. For younger children, liquid dosage forms are preferred, but stability
problems can often occur with pre-dissolved active substances. In my doctoral work, |
have examined a straw containing an enzyme that | was already familiar with. Fast-
dissolving pellets containing lactase enzyme that can be loaded into straws were prepared
by applying two different technological methods. | have successfully developed a method
for a dissolution study to simulate the application and during the statistical analysis |
determined that the temperature of the dissolving fluid and the pace of fluid intake during
drug administration using a straw have nearly identical and significant effects on the
release of the drug. This innovative formulation may be more advantageous in many

aspects compared to more traditional forms like tablets or solutions.
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Imrének, valamint az Intézet minden munkatarsanak, hogy mindig remek 1égkort tudtak

teremteni.

Koszonettel tartozom Dr. Drahos Laszlonak és az MTA TTK MS proteomika
kutatdcsoportjanak a tdmegspektrométeres, Dr. Horvath Péternek a CD, tovabba Dr.
Mirzahosseini Arashnak ¢s Dr. Palfy Gyulanak az NMR mérésekben nyujtott
segitségeért. Megkoszonom Dr. Santha Konradnak €s Dr. Kallai-Szab6é Barnabasnak a

sikeres koz0s kutatdomunkat, és Csifari Eszternek a folyamatos nyelvi lektoralast.

Végiil koszonettel tartozom mindazoknak, akik megteremtették szamomra azt a
hatteret, ami lehetdvé tette, hogy tanulményaimat és munkamat odaadéssal végezhessem.
Szeretetettel és megértéssel alltak mindig mellettem. Tamogatasukért nem lehetek elég
halas.

A TKP2021-EGA-24 szam projekt az Innovécios és Technologiai Minisztérium
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol nytjtott tamogatasaval, a TKP2021-
EGA/TKP2021-NVA/TKP2021-NKTA palyazati program finanszirozasaban valosult

meg.
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