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Bevezetés

Az elmult évtizedekben egyre nagyobb fejlédés mutatkozik a biotechnoldgia
egy specialis 4ga, a human egészségiigyi biotechnoldgia terén, melynek ko-
vetkeztében napjainkban a biotechnoldgiai eredetli gydgyszerkészitmények
szerepe rohamosan novekszik. A biotechnolégia jelenlegi és varhatéan to-
vabb erdsodé térnyerése a gyodgyszerkutatasban a készitményfejlesztést is 4j
kihivasok elé allitja, mivel e hatéanyagok rendkiviil érzékenyek a fizikai és
kémiai paraméterekre, ami nagyban megneheziti szildrd formulaldsukat.

A kutatds soran a tejcukor-érzékenység kezelésére alkalmazott
B-galaktozidaz enzim szilard formulaldsanak lehetdségét vizsgaltam. Egyes
becslések szerint vilagszerte a felnétt lakossag mintegy 70%-a nem képes
megfelel6en lebontani a tejcukrot, melynek oka a laktaz enzim csokkent mti-
kodése vagy termelésének teljes hidnya. Az enzim pétlasaval a fellépd pana-
szok megsziintethetdk.

Munkam soran célkittizésem az volt, hogy olyan hatékony és kiméletes
szaritasi technologiat fejlesszek, ami versenyképes alternativat jelenthet a je-
lenleg elterjedt — viszont id6 és energiaigényes — szaritdsi modszerekkel (pl.
fagyasztva szaritas) szemben.

Az dltalam alkalmazott technoldgia az elektrosztatikus nanoszalképzés
volt. Ez az eljaras a textiliparban mar széles kérben elterjedt, azonban a
gyogyszeripari alkalmazdsa még csak kezdeti fazisban van. Elénye, hogy
rendkiviil kiméletes, pillanatszer(i szaritast biztosit, emellett folyamatos, és
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alacsony energiaigényt technologia, amibdl kovetkezéen gazdasigos terme-
lést tesz lehetdvé. Toviabbi pozitivum, hogy a mddszerrel madr akdr napi 10
kg-os termelés is megvaldsithatd, ami lehetdséget ad az ipari méretii terme-

lésre is.
1. Szakirodalmi dttekintés

Biohatéanyagok

A gydgyszerfejlesztés torténetében eddig harom olyan nagy attorést figyel-
hettiink meg, melyek sordn forradalmian j dolgok lattak napvilagot. A vi-
lagon az elsd izoldlt alkaloid a morfin volt 1804-ben, amit végiil a Merck vitt
piacra 1827-ben'. A masodik attorést a kémiai aton szintetizalt gyogyszerek
jelentették, melyek legjelentésebb képviseldje az aszpirin. Napjainkban ezek a
hatéanyagok uraljak a vilag f6bb gyogyszerpiacait. Az 1970-es években meg-
jelend, az emberi betegségek gydgyitasara alkalmazott, rekombinans DNS
vagy biotechnolégiai eredetii biohatéanyagok jelentették a harmadik nagy at-
torést. A rekombindns humdn inzulin bevezetése 6ta az utébbi évtizedekben
a humdn egészségiigyi, vagy mds néven piros biotechnoldgia robbandsszeri
novekedésnek indult>.

Egy jelentés szerint az USA-ban a humdn biotechnolégidabdl szarmazo ar-
bevétel az 1996-os 20 millidrd dolldrrél 2008-ra 70,1 millidrd dollarra emel-
kedett, amivel parhuzamosan a kutatas és fejlesztésre forditott pénzmennyi-
ség is csaknem hdromszorosara nétt'. A novekedést az is jol mutatja, hogy
mig 2003-ban egy biohatéanyag sem szerepelt a 15 legnagyobb drbevételt
produkdlo gydgyszerek listdjan, addig tiz évvel késébb, 2013-ban mdr 6 bio-
technologiai eredetii készitmény is felkeriilt a listara®. Az elmalt években az
ezekhez kapcsolodo drbevétel novekvé tendencidt mutatott, néhany hato-
anyag esetében pedig akar az évi 5 millidrd dolldrt is meghaladta®.

1  BILFINGER, Thomas V. (1994), ,The use of morphine in surgery: an overview” Advances in
Neuroimmunology. [4] 133-144.

2 KNEZEVIC, Ivana (2011), ,,Biosimilars — Global issues, national solutions™ Biologicals. [39]
252-255.

3 KISS Emese (2010), ,Biotechnologiai fejlesztések a monoklonalisantitest-terapiaban: a
RANK-ligand-gatl6 antitest” Orvosi Hetilap. [151] 2137-2144.

4 LAZONICK, William (2011), ,;,US biopharmaceutical finance and the sustainability of the
biotech business model” Research Policy. [40] 1170-1187 (2011).

5  http://www.drugs.com/ (LetSltés datuma: 2013. szeptember 15.)

6 MAGGON, Krishan (2007), ,Monoclonal antibody ,gold rush™, Current Medicinal
Chemistry. [14] 1978-1987.
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E jelenség hatterében a biotechnoldgia dltalanos fejlodése mellett az allhat,
hogy a konvencionilis gyogyszerek kutatasi és fejlesztési koltségei az elmalt
évtizedekre soha nem latott méreteket dltottek, és ezzel egy idében az tjon-
nan elfogadott és piacra vitt originalis gyogyszerkészitmények szama drasz-
tikus csokkenést mutatott, az egyre szigorodé engedélyeztetési eljardsoknak
koszonhetéen. Emellett az ujonnan fejlesztett konvenciondlis kismolekulas
hatéanyagok nagy része a BCS (Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer) maso-
dik osztalyaba tartozik, azaz rossz vizoldhatosaga, ami gydgyszer-technolo-
giai szempontbol jelentds kihivast jelent, hiszen a nem megfelel6 kioldodas
alacsony biohasznosulassal jar egyiitt. Mindezeket figyelembe véve nem
meglepd, hogy a mind a gydgyszerkutatds, mind a gyogyszer-technologia
teriiletén nagy igény mutatkozik a hagyomanyostol eltéro fejlesztésekre, me-
lyek segitségével tovabb javithato az emberi életmindség, és eziltal j lendii-
letet adhatnak az iparagnak.

Fehérjék

A biohatéanyagok definicidja nem teljesen egységes, de a kifejezés olyan te-
rapias hatdst anyagokra utal, melyeket biotechnoldgiai aton éllitottak eld és
sejtekbdl, vagy a sejtek aktiv részébol szarmaznak. A hatdanyagcsoport terd-
pids szempontbdl legjelentésebb képvisel6i a fehérjék, koztilk az antitestek,
enzimek, véralvadasi faktorok és peptid hormonok.

A fehérjék szamtalan elonyos tulajdonsaggal rendelkeznek a konvenciona-
lis gyogyszerekhez képest. Ezek kozé tartozik a nagy specificitas, mely keve-
sebb mellékhatast és alacsonyabb dozist eredményez, az alacsony toxicitas,
és az alacsony nem-specifikus és mas hatéanyagokkal valé kolcsonhatas, igy
mas gyogyszerek szedése nem befolyasolja hatasukat. Ezen feliil bizonyos be-
tegségek esetén, mint az enzimhianyok, genetikai és degenerativ betegségek
vagy fehérje-diszfunkciok, a peptidekbdl és fehérjékbol késziilt készitmények
valtak napjainkban a leggyakrabban alkalmazott gyogyszerekké”.

A f6 kiilonbség e hatéanyagok és az aigynevezett kismolekulds hatéanyagok
kozott a strukturalis komplexitdsban keresend6. A fehérjék esetén mar a ne-
gyedleges térszerkezet megvaltozasa is befolydssal van a biologiai aktivitasra,
igy a fehérjékre jellemzd a nagyfoka érzékenység a fizikai és kémiai kornye-
zetre (pH, hémérséklet, nyomas, ionkoncentracio) és az alacsony stabilitds
vizes kozegben, ami azért jelent nehézséget, mivel az el6dllitas végén dltala-

7 RENUKUNTLA, Jwala (2013}, , Approaches for enhancing oral bioavailability of peptides
and proteins™ International Journal of Pharmaceutics. [447] 75-93.
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ban vizes oldat vagy szuszpenzi6 tartalmazza a hatéanyagot®, és ez korlatozza
a termék biohasznosulasat, szallithatosagat és stabilitasat.

A fehérjék csoportjan beliil nagy jelent6séggel birnak az enzimek. Miiko-
désiik minden sejtiinkben nélkiilozhetetlen, igy az emberi szervezet szama-
ra is létfontossdguak. Eddig 3000 kilénboz6 human enzimet azonositottak
melyek tobb mint 10 000 reakci6t katalizalnak®. Egészségiigyi alkalmazasuk
igen széleskort, koszonhetden a fent emlitett, fehérjékre jellemzd nagyfoka
specifikussdgnak és az egyedi katalitikus hatdsnak. A terdpids enzimek legsi-
keresebben a citotoxikus anyagok eltavolitdsara, a vérrendszert érint6 élet-
veszélyes betegségek és az igen gyakori enzimhidnyos allapotok kezelésére
alkalmazhatoak.

A dolgozat alapjaul szolgdlé kisérletek sordan a laktéz intolerancia keze-
lésére széles korben alkalmazott B-galaktoziddz enzimmel, mint modell
biohatéanyaggal dolgoztam, melynek tulajdonsdgait a kovetkezo fejezet tar-

gyalja.

p-galaktoziddz enzim
A B-galaktoziddz (roviden laktaz) (1. dbra) egy a vékonybél sejtjei dltal ter-
melt enzim, mely a B-1,4-D-galaktozidos kotések hidrolizisét katalizalja. A
legfontosabb ilyen kotést tartalmazé szubsztrat a laktoz, melyet az enzim glii-
koézzd és galaktozza bont.

A laktaz amellett, hogy nagyszerti modellt szolgéltat a fehérjékkel foglalko-
z6 kutatasok szamadra, egy nagyon széles korben elterjedt betegség, a laktoz
intolerancia kezelésére is alkalmazhato, igy vizsgalata gydgyaszati megfonto-

lasokbol is megalapozott.

8 MAA, Yuh-Fun (2010), “Biopharmaceutical powders particle formation and formulation
considerations” Current Pharmaceutical Biotechnology. [1] 283-302.

9 KAUR, Ramandeep (2012}, ,,Enzymes as drugs: an overview” Journal of Pharmaceutical
Education and Research. [3] 29-4.
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Laktoéz intolerancia

A tejcukor, mas néven laktoz egy diszacharid, amely sok élelmiszerben meg-
taldlhato. Természetes formaban, legnagyobb mennyiségben a tejben és tej-
termékekben (vaj, sajt, joghurt, tejszin) fordul el6. A tejtermékek a kiegyen-
sulyozott, teljes értéka taplalkozas fontos részei: a szervezetet kalciummal és
mas asvanyi anyagokkal, fehérjékkel és vitaminokkal latjak el. Emésztése so-
ran a B-galaktozidaz a laktézt két monoszachariddd, gliikézza és galaktozza
hidrolizalja (2. dbra), amik mar képesek felszivodni a véraramba, és ezdltal
energiat szolgaltatnak.

1. dbra: A B-galaktozidaz térszerkezete (forras: Protein Data Bank)
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2. abra: Laktéz hidrolizise p-galaktozidaz enzimmel

A laktéz intolerancia vagy tejcukor érzékenység egy olyan enzimhidnyos
vagy csokkent enzimmikodéses emésztési zavar, melynek sordn a vékony-
bélben nem termel6dik szitkséges mennyiségii enzim, vagy annak miikodése
nem megfeleld. A le nem bontott tejcukor ez esetben eléri a vastagbelet, ahol
bakterialis bomldsnak indul és ekézben olyan anyagok, pl. gazok keletkez-
nek, melyek jellegzetes gasztrointesztinalis panaszokat okoznak (puffadas,
hasi gorcsok, bélkorgds, ozmotikus hasmenés, fejfdjas).

A tejcukor-érzékenység egyénenként eltéré mértékii lehet, sokakndl csak
nagyobb mennyiségii tej okoz problémakat, masokndl mar egy kevés tejszin
elfogyasztasa is tiineteket okoz'®. A betegség kezelésében fontos szerepe van
a diétanak, de a tejtermékek elhagydsa veszélyekkel jar, mivel a szervezet
hosszi tavon nem nélkildzheti a tejben és tejtermékekben talalhaté asvanyi
anyagokat, nyomelemeket és vitaminokat'. A legnagyobb problémdt ilyen
esetben a hidnyos Ca* bevitel okozza, amivel megnd a csontritkulas esélye,
mivel a kalcium nélkiilozhetetlen a csontok ndvekedéséhez és ujraépiilésé-
hez'%. A sziikséges Ca** mennyisége az életkortol fiigg, a legnagyobb koc-
kazatnak a csecsemdk és kisgyermekek, varandos anydk és az idés emberek
vannak kitéve.

A tiinetek kezelése megoldhatd laktozmentes termékek fogyasztasaval vagy
a laktdz enzim poétlasival. Mivel egyes becslések szerint a vilag feln6tt lakos-
saganak 70%-a nem képes megfelel6en lebontani a tejcukrot®, ezért egyre
tobb iranybol és egyre intenzivebb erdfeszitések torténnek annak érdekében,

10 MATTAR, Rejane (2012), ,Lactose intolerance: diagnosis, genetic, and clinical factors”
Clinical and Experimental Gastroenterology. [5] 113-121.

11 SWAGERTY, Daniel L. (2002), ,,Lactose intolerance™ American Family Physician. [65] 1845-
1850.

12 BIRGE, S. ]. (1967), ,Osteoporosis, intestinal lactase deficiency and low dietary calcium
intake” The New England Journal of Medicine. [276] 445-448.

13 PAIGE, David M. (2013), ,Lactose Intolerance” Encyclopedia of Human Nutrition (Third
Edition). 67-73.
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hogy hatékony és olcsé laktazkészitmények keriiljenek piacra. Ezek altaldban
olyan enzimtartalma tablettdk, melyeket étkezés el6tt vagy utdn kell beven-
ni, és segitségiikkel az elfogyasztott ételben 1évo laktoz lebonthatd, mielétt a
vastagbélbe keriilne. Ezzel a laktéz intolerancia kellemetlen tiinetei megsziin-
tethetdek vagy csokkenthetéek, és igy a betegeknek nem kell nélkiiloznitik a
tejet és tejtermékeket sem™.

Enzimek stabilizdldsa

Mint azt mér a fentiekben bemutattam, a fehérjékre jellemzé a nagyfoku
érzékenység a fizikai és kémiai kornyezetre, ami nagyban megneheziti
az ipari felhaszndlasukat, és a gydgyszerként vald alkalmazasukat. Mivel
stabilitasuk vizes kozegben alacsony, ezért a viz kiméletes elvonasa ezekbdl
a rendszerekbdl legtobbszor a stabilitds jelentds javulasdval jar egyiitt. Az
enzimek hossza tava eltarthatdsagat ezért napjainkban leginkabb szaritdssal
biztositjdk, melynek eredményeként szilard készitményeket kapunk. A szilard
forma tovabbi elénye a folyékony formuldkkal szemben, hogy praktikus
felhasznalast biztosit, konnyebb taroldst és szallitast tesz lehetdvé, ami nagy-
ban eldsegiti terapids alkalmazhatésagat. Azonban az enzimek érzékenysége
miatt szaritdsuk soran szamos nehézségbe iitkozhetiink, és a napjainkban
elterjedt szaritasi modszerek a nem megfelelé kiméletesség miatt csak mér-
sékelt hatékonysaguak.

A leggyakrabban alkalmazott szaritdsi technolégidk koziil kiemelhetjiik a
fagyasztva szaritast és a porlasztva szaritdst.

Mivel a fagyasztva szaritas (liofilizalds) jelenleg a leggyakrabban alkalma-
zott szaritdsi technologia, a szakirodalom kiemelten foglalkozik a fagyasztasi
és szdritasi 1épések kozben fellépé stresszhatdsokkal és ezek lehetséges lekiiz-
désével. A fagyasztva szdritds sordn szamos stresszhatas éri a fehérjét, mely
szaritds nem kellden kiméletes dehidratalasi modszer, toviabbi jelentés hatra-
nya, hogy rendkiviil id6- és energiaigényes technoldgia, mely csak szakaszo-
san lizemeltetheto.

Egy masik gyakran alkalmazott mddszer a porlasztva szdritds, melyet leg-
inkdbb az élelmiszeriparban haszndlnak. A fagyasztva szaritashoz képest
rugalmasabb technoldgia, viszont hétranyként megemlithetd, hogy jelentds
hdstressz érheti az anyagot, valamint a folyamat soran nagy mennyiségi fa-

14 HEYMAN, Melvin B. (2006), ,Lactose intolerance in infants, children, and adolescents”
Pediatrics. [118] 1279-1286.
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tott levegd tavozik a rendszerbdl anélkiil, hogy a szdritashoz hozzdjirulna,
igy az energiahatékonysdg ebben az esetben is roppant alacsony.

Elektrosztatikus nanoszalképzés

Az eddig leirtak alapjan elmondhatd, hogy a szilard formuldlas altal novel-
het6 az enzimek stabilitdsa, azonban a hatékonysagot nagyban befolydsolja
az alkalmazott modszer és annak koriilményei, ezért a folyamat megterve-
zése nagy koriiltekintést igényel. Lathatd, hogy a jelenleg elterjedt killonbo-
z6 szaritasi technoldgidk felhaszndldsi lehet6ségei korldtozottak, mivel nem
kell6en kiméletesek vagy gazdasagosak és ezért igény van alternativ szaritasi
technologiak megjelenésére.

Az dltalam alkalmazott szdritisi technologia az elektrosztatikus
nanoszalképzés volt, mely a kiméletes és pillanatszerti dehidratacio és a rend-
kiviil gazdasagos termelési lehetség miatt versenyképes alternativa lehet az
eddigiekben bemutatott technoldgidk mellett.

A technologiat tobb ipardgban is alkalmazzak és tovabbi lehetséges al-
kalmazhatdsdgat szamos teriileten intenziven kutatjak. Napjainkban a tex-
til és mianyagipar haszndlja leginkdbb sziir6k", biokatalizitor hordozok's,
nanokompozitok', szenzorok, védébevonatok és féligitereszté6 membranok!®
gyartasara, illetve gyogydszati alkalmazasai is ismertek (sebgyogyitas'®, gyor-
sitott hatéanyag-leadas®, nyujtott hatéanyag-leadds™).

Az elektrosztatikus nanoszalképzés elektromos er6tér segitségével képez
nanoszalakat, melyek atméréje sziik méreteloszlast mutat, dltalaban 5-500
nm kozé esik®. A berendezés (3. dbra) egy kondenzditorhoz hasonlithatd,

15 QIN, Xiao-Hong (2006), ,Filtration properties of electrospinning nanofibers” Journal of
Applied Polymer Science. [102] 1285-1290.

16 JIA, Hongfei (2002), ,Enzyme-carrying polymeric nanofibers prepared via electrospinning
for use as unique biocatalysts” Biotechnology Progress. [18] 1027-1032.

17 HUANG, Zheng-Ming, (2003), ,,A review on polymer nanofibers by electrospinning and
their applications in nanocomposites” Composites Science and Technology. [63] 2223-2253.

18 SAWICKA, Katarzyna M. (2006), ,Electrospun composite nanofibers for functional
applications” Journal of Nanoparticle Research. [8] 769-781.

19 KATTI, Dhirendra S. (2004), ,.Bioresorbable nanofiber-based systems for wound healing
and drug delivery: Optimization of fabrication parameters” Journal of Biomedical Materials
Research. [70] 286-296.

20 NAGY Zsombor K. (2010), ,.Electrospun water soluble polymer mat for ultrafast release of
Donepezil HCI” Express Polymer Letters. [4] 763-772

21 CHUNDER, Anindarupa (2007), ,Fabrication of ultrathin polyelectrolyte fibers and their
controlled release properties” Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. [58] 172-179.

22 DEITZEL, Joseph M. (2001), ,Controlled deposition of electrospun poly(ethylene oxide)
fibers” Polymer. [42] 8163-8170.
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Polimer oldat

Adagold pumpa

Kollektor

Nagyfesziiltségi
= tdpegység

3. dbra: Elektrosztatikus szalhazo berendezés

aminek fegyverzetei kozé nagyfesziiltséget (~10-35 kV) kapcsolnak. Ez az
erétér kolcsonhatasba tud 1épni elektromosan vezeté folyadékokkal, példaul
kiilonbozé polimerek szerves oldoszeres vagy vizes oldataval. Ezt dltalaban
az anddon helyezik el, a végtermék gytijtésére haszndlt ellenelektrédot pe-
dig foldelik, igy kozottik elektrosztatikus erétér alakul ki. Ennek hatasdra a
polimer oldatcsepp kup alakot vesz fel, melyet elsé leirdja tiszteletére Taylor-
kapnak neveznek® (4. dbra).

Mikor a Coulomb-eré meghaladja a folyadékcsepp felileti fesziiltségének
visszatarto erejét a kap hegyébdl egy vagy tobb, vékony folyadéksugar lép ki
a foldpont felé. A kilépd sugdr a két kollektor kozotti térrészben felgyorsul,
megnytlik, és ez dltal elvékonyodik, feliilete megné és igy az olddszer elpd-
rolgdsdval a polimer szal megszilardul.

Mindez a masodperc toredéke alatt jatszodik le (~0,1 s), igy elmondhato,
hogy a szaritas pillanatszer(. Ez csak egyike a modszer szamtalan elényének,
melyek koziil kiemelhetd, hogy egyszerti, folyamatos technologia, szobah6-
meérsékleten és 1égkori nyomason alkalmazhatd és emellett a gyartas energia-
igénye rendkiviil alacsony.

23 TAYLOR, Geoffrey L. (1969), ,.Electrically Driven Jets” Proceedings of the Royal Sociefy.
[313] 453-475.
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4. dbra: Taylor-kuap (forras: http://www.yflow.com/?q=node/3)

Mivel az elektrosztatikus szdlképzés igen kiméletes és pillanatszert szdri-
tast tesz lehetové, ezért érdemes vizsgdlni biotechnologiai alkalmazdsanak
lehetdségeit.

A maultban erre mar voltak kisérletek plazmid DNS, fehérjék, virusok és
teljes sejtek bedgyazasit is sikeresen vizsgaltik mdr. A technoldgia a tapasz-
talatok szerint jol hasznalhaté enzimek immobilizdlasara, de ennek vizsgdla-
taval még csak korldtozott szama kutatds foglalkozott.

2. FELHASZNALT ANYAGOK, KISERLETI MODSZEREK

Felhasznilt anyagok

A kisérletekhez az Optiferm cég altal porlasztva szdritdssal eléallitott opti-
lactase P nevi laktdz tartalma port (Aspergillus oryzae) haszndltam. Az
elektrosztatikus szdlképzés sordn felhasznalt polimerek polivinil-pirrolidon
(PVP K30,), polivinil-alkohol (PVA) és polietilén-glikol (PEG) voltak. A po-
limer oldatokhoz a készités kozben Tween'80-at adtam a feliileti feszultség
csOkkentése és a szdlképzodés elGsegitése végett. Az enzimaktivitas mérésére
haszndlt egyik anyag a szintetikus orto-nitrofenol-p-galaktopiranozid (révi-
den ONPG) volt, melyet a Carbosynth cégtél rendeltem. Az aktivitdsmérés
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masik médja egy folyadékkromatografidas modszer volt, melynél a felhasznalt
cukrok (laktdz, gliikkoz, galaktdz) a Sigma-Aldrich cégtdl szarmaztak.

Elektrosztatikus szdlhiizds

A laktdz enzim szilard formulaldsat egy hagyomanyos laboratériumi elekt-
rosztatikus szdlhuzo berendezés (electrospinner) segitségével valdsitottam
meg. Az altalam hasznalt késziilék harom f6 részbdl dll: egy adagolé pum-
paval osszekotott porlaszté fejbol, egy nagyfesziiltségii tapegységbol, és egy
szalgyijtobdl (kollektor).

El6szor a kivalasztott polimert és a szabad enzimet is feloldottam desz-
tillalt vizben, majd a ketté osszekeverése utan Tween-t adtam a homogén
oldathoz. Ezt kovetden az oldattal elvégeztem az elektrosztatikus szdlképzést.
A folyamat végén a kollektorrdl zarhaté mintatartéba gytjtottem az anyagot
a késobbi vizsgalatok elvégzéséhez. Az igy elkészitett mintdkat hiitve (7°C)
taroltam. A tarolasi hdmérséklet vizsgalatara egy PVP K90-nel készult mintat
szobahémeérsékleten (20-25°C) hagytam allni.

Vizsgilati modszerek

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassam, hogy az enzim bedgyazasa hatas-
sal volt-e a keletkez6 polimerszdlak morfoldgidjira, pasztazé elektronmikro-
szkopos (SEM) vizsgdlatokat végeztem.

A mintdk biologiai aktivitasat két killonbozé modon vizsgéltam, egy spekt-
rofotometrias (ONPG) és egy folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel.
Minden esetben aszabad enzim (akiinduldsilaktaztartalmuapor) ésa formulalt
enzim aktivitasit parhuzamosan mértem, hogy az eredmények 6sszehason-
lithatéak legyenek. A mérés soran felhaszndlt szubsztratok az ONPG és a
laktdz voltak, és az aktivitast a szubsztratfogyas/termékképzodés sebességé-
nek segitségével szamoltam ki. Az ONPG-s mérés esetén spektrofotometrids
detektdlast alkalmaztam, mig a laktézos mérésnél folyadékkromatografiaval
mértem a keletkezd cukrok koncentricidjat. A spektrofotometrids mérés
elénye, hogy egyszertien és gyorsan kivitelezhetd, viszont a HPLC-s mddszer
sokkal kisebb mérési ingadozast mutat. Az aktivitdst unitban adtam meg;: 1
unit az az enzimmennyiség, ami 1 pumol szubsztritot alakit dt 1 perc alatt

55°C-on, 4,5-es pH-n.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
Munkdm sordan azt vizsgiltam, hogy a gyogyszerformuldlas teriiletén vi-
szonylag ujnak szamité elektrosztatikus szdlképzés alternativat nytjthat-e a
jelenleg elterjedt biohatéanyag-szaritasi technolégidkkal szemben.
Kiilonbozd vizoldhaté polimerek felhaszndldasaval készitett, szilard en-
zimformak esetén vizsgdlni kivintam, hogy az dltalam alkalmazott eljards
milyen hatdssal van egy terdpids célra igen gyakran alkalmazott enzimre, a
b-galaktozidazra, hogy ezzel a mddszerrel lehetséges-e stabil szilard formula
létrehozdsa, és megoldhato-e igy egy egyszeriibben és olcsébban gyarthaté
rendszer kialakitdsa a laktoz intolerancia hatékony kezelésére. Tanulmanyoz-
tam tovabba a tdrolasi homérséklet hatasat a készitett termékekre, és a min-
tak biologiai aktivitdsanak véltozasat, stabilitasdt a tarolasi id6 fiiggvényében,
illetve a technoldgia reprodukalhatdsagat is vizsgdltam.

p-galaktoziddz bedgyazdsa vizoldhato polimer nanoszdlakba

A kutatécsoportban korabban tiszta polimer oldatokkal végzett kisérletek
eredményeibdl kiindulva meghataroztam az enzimtartalmu polimer oldatok
esetében megfeleld szilképzést (egyenletes szalkilépés, megfelelé szaradas,
szalas termék, stb.) biztosité polimerkoncentraciokat (1. tablazat).

Polimer Kiindulasi oldat koncentraciéja (m/m%)
PVA 10%

PVP K90 17,5%

PVP K30 45%

PEG 4%

1. tablazat: Elektrosztatikus szalképzéshez felhasznalt oldatok poli-
mer koncentracioi.
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A szalképzést kovetden az elkésziilt mintakrdl pasztazo elektronmikro-
szkopos (SEM) felvételeket készitettem (5. dbra) a képz6d6 nanoszalak mor-
fologidjanak vizsgalata céljabol. A felvételekr6l jol latszik, hogy a folyamat
soran sikeriilt egységes, szdlas termékeket el6dllitani, ahol a szdlak dtmér6je a
mikronos-szubmikronos tomanyba esik.
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(d)

5. dbra: Kiilonbozé polimerekbe dgyazott B-galaktozidaz enzim paszta-
z6 elektronmikroszképos (SEM) felvételei killonboz6 nagyitasok mellett.
(a) PVA 1000x-es és 5000x-es nagyitas; (b) PVP K90 1000x-es és 5000x-es
nagyitds; (c) PVP K30 1000x-es és 5000x-es nagyitas; (d) PEG 1000x-es és
5000x-es nagyitds
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A szilképzés hatdsa a biolégiai aktivitdsra

Az elektrosztatikus szdlképzést kovetSen a legfontosabb kérdés, hogy a kii-
16nb6z6 polimerekbdl elGillitott enzimtartalmd nanoszdlak milyen aktivitds-
sal birnak, tehat hogy a szalképzés milyen hatassal volt a laktaz enzimre. A
szabad (kiindulasi) és formulalt enzim aktivitasat két kiillonboézé modszerrel
mértem annak érdekében, hogy megallapitsam, sikeriilt-e biologiai aktivi-
tassal bir¢ szilard format létrehozni. Az alabbiakban a kapott eredményeket
targyalom.

A szdlképzés utan kozvetleniil mért aktivitasok alapjan (6. dbra) megalla-
pithato, hogy a szaritds sikeres volt, mindegyik polimer esetén sikeriilt olyan
szilard format létrehozni, mely megérizte katalitikus aktivitasat. A mddszer
kiméletességét jol szemlélteti, hogy 3 polimer esetén (PVA, PVP K30 és K90)
a bedgyazott enzim aktivitdsa kozel volt a szabad enziméhez. Egyediil a PEG
esetén figyeltem meg nagyobb kiilonbséget (~20-30%), viszont még ez a
cs6kkenés sem haladja meg az irodalmi bevezetdben részletezett technologi-
ak esetén tapasztalt atlagos aktivitasvesztést.

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) ajdnlasa szerint
egy laktéztartalma étkezéshez 4500 FCC (Food Chemicals Codex) unit
laktdztartalmu gyogyszerkészitmény haszndlata javasolt*®. 1 FCC unit az az
enzimmennyiség, ami 1 pmol ONPG-t alakit dt 1 perc alatt 37°C-on, 4,5-es
pH-n. A késébbi mérési eredményekbdl kideriil, hogy az optimalis hémér-
sékleten mért aktivitas 40%-ra csokken 37°C-on mérve. Ezzel egy kozelitd
becslés adhato arra vonatkozoéan, hogy mekkora mennyiségii szalhuzott min-
ta tartalmazza a sziikséges enzimmennyiséget. Koriilbelal 30 mg formulalt
termék sziikséges a hatdsos dozishoz, ami elegendéen kis mennyiség egy ha-
tasos gyogyszerforma elédllitasahoz.

Igy megallapithato, hogy az elektrosztatikus szalképzés alkalmas a laktaz
enzim szilard formuldlasdra, hiszen kiméletes szaritdst biztosit és mar 30 mg
termék tartalmazza a hatdsos dézisnak megfelel6 enzimmennyiséget, mely
eredmények biztatéak a technolégia felhaszndlasanak szempontjabol.

Miutdn megbizonyosodtam az elektrosztatikus szdlképzés kiméletességé-
r6l, egy kivalasztott PVP K90-el késziilt mintdval tovabbi kinetikai méréseket
végeztem.

24 European Food Safety Authority (EFSA) (2009), ,Scientific Opinion on the substantiation
of health claims related to lactase enzyme and breaking down lactose (ID 1697, 1818)
pursuant to Article 13(1) of Regulation (EC) No 1924/2006™ EFSA Journal. [7] 1236.
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Spektrofotometria
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6. abra: A szalképzés utan (a) spektrofotometrias; (b) HPLC-s modszerrel
meért aktivitdsok a szabad enzimhez viszonyitva
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Szubsztrdtkoncentrdcié hatdsa az enzimaktivitdsra
Egy adott enzim dltal katalizalt reakcidt legjobban kinetikai paraméterekkel
(maximum reakcidsebesség és a Michaelis dllando) lehet jellemezni. Ezek az
értékek fuggnek a reakcidkoriilményektdl, de ha ezek dllandoak, akkor jellem-
zOek az enzimre. Ezért kisérleteket végeztem a kinetikai paraméterek meg-
hatdrozasara. Ezt ugy vizsgaltam, hogy novekvo szubsztritkoncentracidknadl
mértem a szabad és a formulalt enzim aktivitasat, majd a kapott eredményeket
a Hanes-Langmuir-Woolf féle linearizdldsi modszerrel linearizaltam, és az
egyenes illesztése utdn becstiltem a paraméterek értékét.

A becsiilt paraméter értékeket az alabbi tdblazatban (2. tabldzat) foglaltam
ossze. 1 unit az az enzimmennyiség, ami 1 pmol szubsztritot (itt: ONPG)
alakit at 1 perc alatt 55°C-on, 4,8-as pH-n.

Szabad enzim PVP K90
Maximum reakcidsebesség (vmax) 0,39 unit 0,36 unit
Michaelis dllandé (Km) 2,7 mM 2,5 mM

2. tablazat: A becsiilt paraméterek
Mivel a szamolt kinetikai paraméterek nagyon kozel esnek egymashoz,
igy nagy biztonsaggal mondhato, hogy a szabad és a bedgyazott enzim kata-
litikus hatasa megegyezik.

Hémeérséklet és pH hatdsa az enzimaktivitdsra

Munkdm sordn vizsgédltam a kiilonb6zé pH-k és hémérsékletek hatdsat az
enzimaktivitdsra ugy, hogy kiilonb6z6 pontokban (pH: 1; 3; 4,8; 6; 12 és ho-
mérséklet: 37°C; 45°C; 50°C; 55°C; 65°C) mértem a szabad és a formulalt
enzimforma aktivitisit. A kovetkezdkben az igy kapott eredményeket tér-
gyalom.

A 7. dbra mutatja a pH valtoztatasaval kapott aktivitasprofilt mind a sza-
bad, mind a formuldlt enzim esetén. Ez alapjan megallapithaté, hogy a pH
optimum mindkét enzimformanal ugyanott talalhatd, illetve a profilok lefu-
tasa is hasonld a két esetben. Savas pH tartomanyban a szabad és szalképzett
enzim kozott nem volt megfigyelhet6 kiilonbség, viszont a pH emelésével a
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8. dbra: A hdmérséklet hatdsa a bedgyazott és a szabad enzim aktivitasara
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formuldlt enzim aktivitasa kis mértékben csdkkent a szabad formahoz ké-
pest.

A 8. abra mutatja a kiilonb6z6 homérsékletek fiiggvényében mért enzimak-
tivitast. Megallapithato, hogy a szdlképzés nem volt hatdssal az enzimmiiko-
dés optimalis hdmérsékletére, viszont a formulalt enzim esetén alacsonyabb
hoémérsékleten (45°C) magasabb aktivitist mértem, mint a szabad formdnal.

A fent kozolt harom vizsgdlatot (szubsztratkoncentracid, pH és homérsék-
let hatdsa) egyeldre csak ONPG-vel végeztem, a késébbiekben sziikség lehet a
kisérletek ismétlésére HPLC segitségével, hogy a szabad és szalképzett enzim
katalitikus hatdsdnak azonossdga a kisebb ingadozast mutaté mérési mod-
szerrel is bizonyitott legyen.

A tdroldsi hdmérséklet hatdsa az enzimaktivitdsra

Munkédm sordn vizsgaltam a tdrolasi hémérséklet hatdsat az enzimaktivitas-
ra. A 9. dbran jol lathato, hogy a szobah6mérsékleten tarolt minta esetén az
id6 elorehaladtaval az enzimaktivitds lasst csokkenése volt megfigyelhetd, de
ez a csokkenés 9 honap szobahdmérsékleten valé tdrolas utan is csak 23%-os
volt. A stabilitas feltehet6en tovabb javithato kiillonbozoé stabilizaléd szerekkel,

120%

100% i - =

§ i

30% =]
60%
40%
20%

0% :
0 3 honap 6 honap 9 honap
——Szabad enzim 7°C PVPK® 7°C —=—PVPK90 szobahs

9. abra: A tarolasi héméréklet hatdsa az enzimaktivitasra (HPLC-s eredmé-
nyek)
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illetve a tarolasi koriilmények véltoztatasaval. Ez az eredmény a gyogyszer-
ként val6 felhasznalds szempontjibdl biztato, mivel a szobahdmérsékleten is
tarolhat6 készitmények nagyban megkénnyitik az alkalmazast, valamint pia-
ci terjesztésiik is szélesebb korben lehetséges, mint a csak hiitve tarolhatoaké.

1 éves stabilitdsi eredmények

A gyogyszeripari felhasznalhatésdag szempontjabdl fontos kérdés a hosszu
tava stabilitas, ezért szabalyos idokozonként (1 hét, 1 honap, 3 hénap) par-
huzamosan mértem a szaritott és a szabad enzim aktivitasat, hogy az eredmé-
nyek 6sszehasonlithatoak legyenek. A szabad enzim aktivitasdt tekintettem
100%-nak és erre vonatkoztattam a formulalt mintakbol kapott eredménye-
ket. Az alabbiakban a HPLC-s mérések eredményeit targyalom.

10. abra: Stabilitasi eredmények 1 éves tarolas utin HPLC-s modszerrel.

A 10. abréan lathato eredményeket dsszehasonlitva a kiindulaskor kapott
adatokkal megdllapithaté, hogy nem tortént jelentds valtozas, mindegyik
polimer esetén a szilard formanal még 1 év elteltével is ugyanolyan aktivi-
tast mértem, mint kozvetleniil a szalképzés utan. A PVA-ba és a két PVP-
ba dgyazott enzimek esetében kapott szinte dsszes aktivitasi érték 90% és
100% kozé esett, emellett a PEG-ba agyazott enzim relativ aktivitasa végig
80-85%-o0snak mutatkozott, tovabbi csokkenés nem volt megfigyelhetd. Ez-
zel az Gsszes alkalmazott polimer esetén sikeralt igazolni a hosszu tavu sta-
bilitast, a legjobb eredmények mégis PVP felhaszndlasaval sziilettek, mivel
kozel 100%-os aktivitas volt megfigyelheté mindkét molekulatomegt poli-
mer esetén. A kiilonbo6zé polimerek alkalmazasdval kapott eltéré eredmé-
nyek alapjan megdllapithato, hogy a polimer megyvilasztasa befolyassal lehet
a szdritott enzim aktivitdsara.

Reprodukidlhatésdg vizsgdlata
Az ipari alkalmazhatosdg szempontjabdl fontos kérdés a technologia rep-
rodukalhatésdganak vizsgalata, mivel a gydgyszerkutatds teriiletén a
gyartasi tételek, illetve a forgalomba kerilé készitmények kozotti nagy
hatéanyagingadozds nem engedheté meg. E kérdés tanulmdnyozasdra a ku-
tatas soran 4 killonboz6 idépontban készitettem PVP K90-bdl késziilt mintd-
kat, hogy vizsgdljam a maddszer reprodukalhatosdgat.

A kulénbozé betlk (A,B,C,D) jelslik a kiilonbozé idépontokban késziilt
PVP K90 mintdkat. A 11. dbran bemutatott eredmények mindegyik esetben
a szalképzés utdn 1 évvel mért aktivitasokat mutatjak. Ezekbdl ldthato, hogy
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10. dbra: Stabilitdsi eredmények 1 éves tarolas utan HPLC-s médszerrel
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az értékek kozel esnek egymashoz, igy kovetkeztetésként levonhato, hogy az
adatok aldtamasztjik az elektrosztatikus szalképzéssel torténd szdritas repro-
dukalhatdsagat. A technologia ezen megbizhatdsdga az elektrosztatikus szal-
képzést roppant vonzéva teszi az ipari alkalmazas szempontjabol.

Spektrofotometria
140% -
120% 100%
i . 91% 95% 9%
—
20% -
0% - ;
Szabad enzim A B C D
(a)
HPLC
120%
e o 95% 8% 96% 96%
80% -
60% -
40% -
20% -
0% - ; ;
Szabad enzim A B C D
(b)

11. abra: A 4 kiilonboz6 szdlhuzott minta (A, B, C, D) stabilitaseredményei 1
év utan (a) spektrofotometriaval; (b) HPLC-vel mérve
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4. Osszefoglalds

Munkdm soran olyan gyogyszertechnologiai eljarasok fejlesztésével foglal-
koztam, amelyekkel lehetséges biohatéanyagok stabil szilard formdjinak
elédllitasa, és emellett hatékony alternativaként jelenhetnek meg az iparban
altaldnosan alkalmazott szdritasi modszerek (pl. fagyasztva szaritas) mellett.

Az dltalam alkalmazott modszer egy igéretes nanotechnolégiai eljdras,
az elektrosztatikus nanoszalképzés volt. A munkdm soran vizsgdlt modell-
biohatéanyag a gyogyszer-, és élelmiszeriparban is fontos B-galaktozidaz en-
zim volt, amit leggyakrabban a laktdz intolerancia kezelésére alkalmaznak.

Sikeresen alkalmaztam az elektrosztatikus szalhuzast a B-galaktozidaz
enzim szilard formulalasira. A technologia kiméletességét mutatja, hogy a
szalképzés utdn tobb esetben is az enzim aktivitdsa kozel 100%-os volt és mar
igen kis mennyiségli minta is tartalmazta a hatdsos doézist. A mintdk az el6-
allitas utdn 1 évvel is megorizték kiindulasi aktivitasukat, amely hossza tava
stabilitas igen biztat6 eredmény a gyogyszeripari alkalmazhatdsag szempont-
jabol.

A kisérletek sordn megidllapitottam, hogy az elektrosztatikus szdlképzés
nincs hatassal az enzim pH és hémérséklet optimumara, illetve nem befo-
lydsolja az enzim katalitikus hatasat. Ezen kiviil kiilonb6z6 idopontokban ké-
szitett mintak segitségével bizonyitottam a technoldgia reprodukalhatdsagat.

Végul megdllapithatd, hogy az elektrosztatikus nanoszalképzés hatékony
és kiméletes szaritast tesz lehetové, alacsony energiafelhaszndlassal, gyors és
folytonos termelést biztositva. Ennek kévetkeztében a technolégia hatékony
és gazdasdgos megolddst nyujt a napjainkban terjedé szilard biohatéanyag
tartalma készitmények elédllitasara.
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