Valaszok

dr. Kiss Eva biralatara

Mindenekeldtt szeretném megkoszonni dr. Kiss Eva Professzor asszonynak, hogy elvallalta a
PhD dolgozatom birdlatat, és hogy azt alaposan ¢és nagy koriiltekintéssel végezte el.

Eszrevételeivel, hasznos tanacsaival és kérdéseivel segiti a késdbbi szakmai munkémat.

A biralatban feltett kérdésekre és a megjegyzésekre a valaszok és a megjegyzések idézete utan
valaszolok.

Megjegyzések, kérdések
1. Az értekezés hatalmas kisérleti anyagot dolgoz fel, szdmos vizsgalati technikat

alkalmazva nyeri a kovetkeztetéseket. Ezek alatdmasztasara jo lett volna pl. a Kisérleti
részben roviden megemliteni a parhuzamos mérések szamat, a mért adatok hibajat.
Erre nem taldltam utalast. Csak néhany abran (5.59-64), illetve tablazatban (5.13-16,
5.22) lathat6 a mért adatoknal szoras feltlintetése, ami vélhetden arra utal, hogy nem
egy méres tortént.

Valasz: Valoban egyes helyeken nem tiintettem fel a pArhuzamos vizsgéalatok szamat.

A vezetdképesség méréseknél 3 €s 4 parhuzamos mérés alapjan szamitottam a megadott adatokat.

A 5.19-5.21 tablazatokban szerepld kapszuldzasi hatékonysag adatokat, a BSA kapszulazés
koriilményeinek kidolgozasa sordn végzett nagyszamu kisérlethez, két-két parhuzamosbol
hatéroztam meg.

Az XRD mérésekbdl a kozelitd Osszetételek csak a kristalyos fazisra vonatkoznak és csak
nagysagrendileg vehetdk figyelembe.

A szemcseméret eloszlasoknal mind a Zetasizerrel, mind a Mastersizerrel végzett mérések
esetében 5 ciklusmérés torténik minden parhuzamosnal. Altaldban 3 parhuzamost mériink, majd
a szoftver atlagolja az eredményeket.

Az emlitett kiegészitéseket a valaszok utani hibajegyzékben feltiintettem.

2. Egy altalanossagban felmeriild kérdés, hogy a szférikus agglomeracidval képzodod
szemcsek milyen mértékben kristalyosak, illetve lehetnek-e amorfak a kivald
komponensek.

Vialasz: A klasszikus, a tiszta hatdéanyag szuszpenzidjaban torténd szférikus agglomeraciod
esetében maga a hatdanyag kristalyos formaja, gyakran tiis kristalyokkal. Ezeknek a kristalyoknak
a folyasi tulajdonsagainak javitasara fejlesztették ki Kawashima és mtsai a szférikus agglomeracio
modszerét.

A PSS-kitozdn-HSA rendszerben késziilt szemcsékre nem torténtek rontgenmérések, de a
polimerek a SEM felvételek alapjan inkabb amorfak a gyors precipitacionak kdszonhetden.

A timsé agglomeratumok esetében pedig a rontgenfelvételek tantisdga szerint a kiilonb6zo
kozegekben kivalt timsdé egy része amorf forméaban van jelen. A viz-etanol-diklormetan
rendszerben az SA mechanizmussal képzddott szemcsék kristalyosak. A feltételezett
mechanizmus szerint a hidfolyadékban oldodik a szemcsék feliilete, és ezek az oldodo részek
kristalyositasi gocként viselkedve kotik Ossze a szemcséket szférikus agglomeratumokka. A
szemcsek kiilonbozo kristalylapok mentén torténd agglomeralodasa is megerdsiti, hogy a



kotéhidaknak részben kristalyos karaktertiecknek kell lennie.

ESD mechanizmus: A timsé agglomeratumok esetében mind a TG, mind a XRD mérések amorf
fazis jelenlétét mutatjak. Mivel az emulzidcseppen beliili kristalyosodas nem kotohidak révén
Osszekapcsolt szemcsékbdl allo agglomeratumot eredményez, a kristdlyosodas sebessége ¢€s az
adott oldoszerrendszerben tapasztalhat6 oldhatosagoktol fiiggden kiilonb6zo, amorf €s kristalyos
komponensek valhatnak ki. Mennyiségiik meghatdrozasahoz a rontgenmérésekhez belsd

crer

3. Az 5.1 fejezetben a HSA tartalmu kitozan-PSS polimer szemcsék eldallitasattargyalja.
Milyen mddon, milyen formaban tarolhat6 a kapott, fehérjetartalmia mikrogdmbocskés
rendszer?

Valasz: Fioldban ¢és hiitoben taroltam a mintékat, de a fehérjetartalom idébeni valtozasara nem
végeztem vizsgalatokat.

4. Mi volt a hdmérséklet a feliileti fesziiltség méréseknél? Ha a kisérleti részben
szerepelne, akkor is célszert feltiintetni a 5.13. tablazat cimében.

Vilasz: Szobahdmérsékleten végeztem a méréseket. Hibajegyzékben feltlintettem.

5. Az 5.13-as tablazatban miért hianyoznak a Tween 80 oldatok feliileti fesziiltségének
irodalmi adatai? Ezek is fellelhetoek bdségesen, pl. K. Szymczyk et al. 2018 DOI:
10.1007/s10953-018-0823-z; S.C.Kothekar et al. 2007 DOI:
10.1080/01932690601108045; A. Bak, W. Podgorska 2016 DOI:
10.1016/j.colsurfa.2016.05.091.

Valasz: Professzor Asszonynak igaza van a Tween 80 esetében hidnyoznak az irodalmi adatok,
amivel 0sszehasonlithato lenne a sajat mérési eredmény. A cikk irasdnak idejében nem talaltam
elérhetd cikket, ill. adatot a Tween 80-ra. Sok esetben az adatok csak grafikusan keriilnek kozlésre,
igy szamszerl adatot csak kozelitét lehetne leolvasni az abrakrol. Biralo altal idézett cikkek kozott
is van, ahol csak grafikus adat van. Kothekar és munkatarsai munkajaban szerepel adat (38,13
mN/m) 1% Tween 80-ra 30 °C-on mérve. Ez jelentdsen eltér az altalam mért értéktdl (46,16
mN/m). A folyadék-levegd hatarfeliileti fesziiltség tobbféleképpen meghatarozhat6, a mért adatok
azonban ekkora eltérést valoszinlileg nem mutatnanak. A feliileti fesziiltség homérséklet fliggo,
de a szobahdmérséklet és a 30 °C nem olyan mértékii eltérés, hogy ekkora kiilonbség legyen a
mért értékek kozott. Azt gondolom a Tween 80 tisztasagatdl fiigghet ilyen mértékben a mért
feliileti fesziiltség. Az alabbi irodalmi adatok is erre engednek kovetkeztetni.



100

—o— Tween 80 in aqueous system ]
L. 65—
90 —a— SDS in aqueous system
—0— Tween 80 in soil-aqueous system
~ 5. . . . 60
g 80F —e— SDS in soil-aqueous system
= [ ]
% 70 55 LS
~— — am
1= 1 ]
= o L]
L > 4 CcMC
% 60 inflection point E %0 o -
= —0—0—0 ~ o l " . PSP
8 sop © 45 o .
) [eXe'e) o | ]
Q inflection point 1 o
S 40 o
£ 40 o .
= o=
3L
inflection point 354
inflection point T T T T T T
20 1 1 1 1 1 L 1 1
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 0.01 01 !
log c mM
Lg C (mg/L) 9 Tween 80 ( )
Fig.2 Variation of surface tension with different concentrations of Tween Fig. 7 Surface tension of pure Tween® 80 solutions (circles) and
80 and SDS in aqueous and soil-aqueous system. Error bars represent 0.06 % mixture of Carbopol® 940 with Tween"™ 80 (squares) vs.
standard errors of the means (n=3) Tween® 80 concentration. CMC critical micelle concentration, PSP
polymer saturation point
Tween 80 Hanschemical (Nantong, China), Tween 80 (TJ. Baker) 25 °C 38 mN/m !
Szobahémérséklet 46-48 mN/m 2
75 A
E 70 4
£
= 65 Q
- \
9 O
2 . \
E 60 1
3 T b Concentration used
.g 45 = b in test emulsion
=
’ !
40 A -YQ
35 A .!',—l T T T T
0 1x10-" 1x10®  1x10-5  1x102 1x10°

Concentration (M)
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c= 0,008 M kb. 37 mN/m 20 °C-on?

! Milanovi¢, M., Krstonosi¢, V., Doki¢, L., Hadnadev, M. and Dapcevi¢ Hadnadev, T. (2015), Insight
into the Interaction Between Carbopol® 940 and lonic/Nonionic Surfactant. J Surfact Deterg, 18:
505-516. https://doi.org/10.1007/s11743-015-1677-7

2Xu, R., Zhang, Z., Wang, L. et al. Surfactant-enhanced biodegradation of crude oil by mixed bacterial
consortium in contaminated soil. Environ Sci Pollut Res 25, 14437—14446 (2018).
https://doi.org/10.1007/s11356-018-1604-3

3 Adu-Gyamfi, N.; Sarker, D.K. Interfacial Effects and the Nano-Scale Disruption in Adsorbed-Layer of Acrylate

Polymer-Tween 80 Fabricated Steroid-Bearing Emulsions: A Rheological Study of Supramolecular
Materials. Nanomaterials 2021, 11, 1612. https://doi.org/10.3390/nano11061612
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6. A 5.15 és 5.16 tablazatokban feltiintetett minden polimer filmre a 32mN/m-es
szilard/levegd feliileti fesziiltség értéket alkalmazta?

Valasz: Igen, Loxley-ékhoz hasonléan a Polymer Handbookban az etil-cellulozra szerepld
értékkel szamoltam. A két kevert film adatnal ez jelenthet némi hibat. Ha a PMMA ¢és EC film
szilard/levegd feliileti fesziiltségének szamtani atlagat vessziik, akkor a szétteriilési egyiitthatd
(S3) értékek jelentdsen eltérnek ugyan, de az eldjeliik nem valtozik. Igy a modell alapjan
feltételezett egyensulyi morfologidban nincs valtozas. Ezek a mintak a munka soran nem kaptak
nagy figyelmet, mert lyukacsos szemcsék képzddtek. Szerencsésebb lett volna a tablazatokban
nem felsorolni az eredményeket, hiszen nem is elemeztem azokat.

7. Az interferon-béta mikrokapszulazasa soran eldkisérletként HSA-bol allitott eld
nanoszerkezeti szemcsét szférikus agglomeracioval. Az interferon-béta
kapszulazasdhoz ugyanakkor az 6sszetett emulzids modszert valasztotta. Mi ennek az
oka?

Vialasz: A szférikus agglomeracidoval természetes interferon kapszuldzasat céloztuk meg
nanoszerkezetli kompozit gyogyszerformék forméjdban a hatékonysag ndvelés céljabol. A
szférikus agglomeracidval a tablettaban val6 felhasznalds lehetdségében gondolkodtunk.

Az interferon-béta esetében elsdsorban az injekcios felhasznalas, illetve nyujtott hatas elérésével
a betegek ritkabb injekciozasa volt a cél. Ehhez a feladathoz a fehérjék mikrokapszulazasat
szubmikronos méretben jO hatékonysaggal alkalmazhatdo Osszetett emulzidés olddszer-
elparologtatasos modszert valasztottam.

4 Ali, S. (2017). Surface Properties of Mixed Adsorbed Surfactants Film of Tween 20 and Tween 80 on
Liquid — Air Interfacial.



8. Az 5.4.2. fejezetben targyalja a kisérleti paraméterek hatasat BSA nanorészecskék
kialakulasara. Ez elég Osszetett elemzés. Célszerl lett volna valamiféle dbrazolassal
megjeleniteni ezeket a relaciokat, megkonnyitette volna az attekinthetdséget.

Vilasz: A kisérletek megkezdésekor arra gondoltunk, hogy a korabbi tapasztalatok elegenddek
lesznek a kapszulazas megoldasahoz. Azonban a kis méretben valo kisérletek az eldallitasi
paraméretekkel kapcsolatban egyéb Osszefliggésekre is ramutattak. Célszeri lett volna
kisérlettervezést alkalmazni, igy az Osszefiiggések grafikusan is abrazolhatok lettek volna. Ez
tapasztalat a jovOre nézve. Ha ilyen rendszerben szeretnénk dolgozni, az eldkisérletek utan
érdemes mérlegelni a kisérlettervezés lehetdségét.

9. A PLGA ¢s PEG-PLGA polimerbe kapszulazott BSA felszabaduldsdnak mérésénél
(eltéréen az IFN-béta esetétdl) a mintavétel utdn nem poétolta a kozeget. Véleménye
szerint ez milyen mdodon befolyasolta a kioldodas folyamatat?

Vilasz: A leadasi kinetika mérésnek tobbféle modjat alkalmazzak. Az egyik kozelités szerint a
mintavétel sordn eltavolitott nanorészecskét tartalmazéd kozeget nem poétoljak vissza. Ennek a
kinetika mérésnek az a hatranya, hogy nagy koncentraciok alkalmazasdnal a hatdanyag
feldusulhatna a kozegben, telitddhetne €és egy 1d6 utan nem lenne hajtdereje a tovabbi leadasnak.

A masik modszer a kozeg frissitésén alapszik. A kozeg frissitését is kétféleképpen lehet
kivitelezni: vagy csak egy részét veszik ki a mintavételi iddpontokban és ugyanannyi friss
kozeggel potoljak vagy a teljes kozeget lecserélik, €s teljesen friss kozeggel potoljak vissza. Ezen
modszerek koziil mindharmat elterjedten alkalmazzak a leadasi kinetika mérés teriiletén.

A kioldasi kisérleteimben a BSA oldhatésdganal nagysagrendekkel kisebb koncentraciot
alkalmaztam, igy a telitddés €s a felszabadulas gatldsa nem johetett szoba.

10. Az 5.4.3.1. fejezetben bemutatott, majd részletesen elemzett maximum jellegi fehérje
felszabadulas gorbék értelmezésében kevéssé tartom valoszintinek a bomlassal valo
magyarazatot.

Valasz: A tapasztalt gorbelefutasok mas modellel — mint a hatéanyag felszabadulasa €s annak
valamilyen mddon torténd idobeni ,.eltiinése” — nem magyarazhatok. Az interferon-bétara is
mértem idObeni  koncentraciocsokkenést. Erre magyardzatként személy szerint a
legval6sziniibbnek a bomlast tartom.

A fehérjék a proteolizis, az aggregéacio és a nem optimalis taroléasi koriilmények kovetkeztében
veszithetnek aktivitasukbol.

Pavani és munkatarsai munkaja (Pannuru Pavani, Krishan Kumar, Anjeeta Rani, Pannuru
Venkatesu, Ming-Jer Lee, The influence of sodium phosphate buffer on the stability of various
proteins: Insights into protein-buffer interactions, Journal of Molecular Liquids, Volume 331,
2021, 115753, ISSN 0167-7322, https://doi.org/10.1016/j.molliq.2021.115753.) megerdsiti, hogy
a PBS az egyik legjobb pufferrendzer a fehérjék stabilizalasara. A kovetkezoket irjak:
,»lanulményunk megerdsiti, hogy a fehérje stabilizacid hatékonysaga a puffer tipusatdl és
koncentraciojatol fiigg. Az eredmények azt mutatjak, hogy a pufferkoncentracio jelentds hatassal
van a fehérje stabilitdsara. Példaul a TRIS, TAPS ¢és TES pufferek magasabb
pufferkoncentracioknal kiss¢ megzavartak a fehérje (Lys és Hb) masodlagos szerkezetét. A PBS
megndvekedett. Mig ugyanez a pufferoldat destabilizalja a Hb szerkezetét. Ez azt mutatja, hogy
a pufferek fehérjerendszerenként eltérden viselkednek.”



Van Beers ¢s munkatarsai (van Beers, M.M.C., Sauerborn, M., Gilli, F. et al. Aggregated
Recombinant Human Interferon Beta Induces Antibodies but No Memory in Immune-Tolerant
Transgenic Mice. Pharm Res 27, 1812—-1824 (2010). https://doi.org/10.1007/s11095-010-0172-0)
vizsgalatokat végeztek a Biogen Idec Inc cég rekombindns human interferon beta 1-a 0,27 mg/ml

crc

7,2-es volt. A vizsgélataik alapjan ,,ez az interferon-béta oldat monomer fehérje mellett kis
mennyiségli heterodiszperz rthIFNB-1a aggregatumot tartalmaz, amelyek mérete a dimerektdl a
tobb mikrométeres aggregatumokig terjed. Az aggregatumok foként nem kovalens kotések és
diszulfidkotések révén jottek 1étre, és intakt (teljesen €p) epitdopokat tartalmaztak. Emellett néhany
kovalens, nem redukalhato aggregatum is jelen volt, amelyeket a Western blottinghoz hasznalt
poliklonalis antitest nem ismert fel”. Esetiinkben is elképzelhetdé aggregalodads, de ennek
sebessége gyorsabb kellene hogy legyen, mint amit a kimért sebességi alland6é mutat.

Kalaji és munkatarsai mérései alapjan az FGF-2 novekedési hormonnak PBS-ben 5 °C-on és
szobahOmérsékleten a lenti abra szerint valtozik a szerzok szerint az aktivitasa, bar a leirasuk
szerint ELISA teszttel mérték a tartalmat. (Nader Kalaji, Alexander Deloge, Nida Sheibat-
Othman, Olivier Boyron, Imad About, et al.. Controlled Release Carriers of Growth Factors FGF-
2 and TGF 1: Synthesis, Characterization and KineticModelling. Journal of Biomedical
Nanotechnology, 2010, 6 (2), pp.106-116. 10.1166/jbn.2010.1102. hal-03552182)
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Fig. 3. Decrease in the activity of both growth factors in PBS, very fast decrease is shown at room temperature for both growth factors. At 5° slower
decrease was remarked but is still fast comparing with culture medium.

Mar szobahdémérsékleten is igen gyors a csokkenés, és én még ennél is nagyobb homérsékleten,
37 °C-on mértem a kioldodast. Tépoldatban stabilabb volt az FGF-2. Ebben a k6zegben hataroztak
meg a leadasi kinetikat. A mérési eredményeiket a bomlast és a diffuzidt figyelembe véve
illesztették.


https://doi.org/10.1007/s11095-010-0172-0
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of experiment 4a, bigger microspheres, goes from 6 to 0.3 ng’/h). Ada
constant.

A fenti abran — egy illesztés eredményeként kapott D diffuzios koefficiens mellett — a szerzok
altal maradék gorbének (,,Residual”) nevezett gorbe irja le legjobban a mért kioldasi
eredményeiket. Kioldasi gorbének (,,Released”) nevezik azt a gorbét, amit akkor kapnanak, ha
nem csokkenne a FGF2 mennyisége a kioldasi vizsgalat alatt. A mért értékeket legjobban leird
maradék gorbét a kioldodas és bomlas egyiittes figyelembevételével kaptak.

A fenti gorbe lefutdsa hasonlosagot mutat az altalam mért interferon kioldodasi gorbével. Bar nem
tudom egyértelmiien, hogy miért csokken a kioldodasi kisérlet alatt az interferon mennyisége, de
a mért kioldodasi gorbének az illesztési eredményét mas modon nem tudom értelmezni.



Aléabbiakban csatolom a Hibajegyzéket.
Hibajegyzék
43. oldal 3 bekezdésben a kdvetkezé mondat utan az aldbbi kiegészitést teszem.

,»a linedris (b) €s a négyzetes tag (c) egyiitthat6jabol szamitja a kdvetkezd Gsszefiiggés alapjan:
PdI = 2¢/b* [97].”
A szemcsemeéret eloszlasoknal mind a Zetasizerrel, mind a Mastersizerrel végzett mérések

esetében 5 ciklusmérés tortént minden parhuzamosnal. 3 parhuzamost mértem, majd a software
atlagolta az eredményeket.

45. oldal, 4.9 fejezetben a kdvetkez6 mondat utan az aldbbi kiegészitést teszem.

,»A mérés duplafali, termosztalhaté méréedényben tortént 25 °C-on és 500 fordulat/perc keverés
mellett. Az agglomeratumokbol 10-15 mg mintait 100 g vizben feloldva mértem az
agglomeratumok beoldddasa kdzben és azt kdvetden az oldat vezetoképességét.”

A vezetoképesség méréseknél 3 parhuzamos mérés alapjan szamitottam a megadott adatokat.

99. oldal 3 bekezdésben a kovetkez6 mondat utan az alabbi kiegészitést teszem.

»A meghatarozas annal megbizhatobb, minél inkabb teljesiil, hogy a mért nagyintenzitasu
csucsok, de lehetdleg a referencia kartydn szerepld Osszes jelent0s intenzitassal birod

racstavolsagok (A), a mérési hibakon beliili egyezést mutatnak a kisérleti értékekkel [121].”

Az XRD mérésekbol a kozelito oOsszetételek csak a kristalyos fazisra vonatkoznak, és csak
nagysagrendileg vehetok figyelembe.

106. oldal 5.13. téblazat cime igy valtozik: HD és a feliiletaktiv anyagok folyadék-levego
hatarfeliileti fesziiltsége szobahomérséekleten mérve

130. oldal els6 bekezdésben a kovetkezd mondat utan az aldbbi kiegészitést teszem.
,»Az 5.19. tablazatban szerepld mintdk szemcseméret eloszlasai az 5.56. abran lathatok. Az atlagos
szemcseméret 145-207 nm-ig valtozott, a kapszulazési hatékonysag minden esetben magas lett,

nagyobb, mint 87 %.”

A kapszulazasi hatékonysag adatokat, a BSA kapszulazas koériilményeinek kidolgozdsa soran
végzett nagyszamu kisérlethez, két-két parhuzamosbol hataroztam meg.

Veszprém, 2024.02.13.

Fodorné Kardos Andrea



