Valaszok

dr. Varga Zoltan biralatara

Mindenekeldtt szeretném megkOszonni dr. Varga Zoltannak, hogy elvallalta a PhD
dolgozatom biralatat, amit alaposan és nagy koriiltekintéssel végzett el. Eszrevételeivel,

hasznos tanacsaival és kérdéseivel segiti a késObbi szakmai munkamat.

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

»A dolgozathoz kapcsolddd szakmai észrevételeimet és kérdéseimet a kovetkezékben
foglalom Ossze.

1. Az eredményeket bemutatd rész elsé fejezete a HSA tartalmu kitozan-PSS polimer
szemcsék elBallitasat és jellemzését mutatja be. Ezen részecskék jellemzése kapcsan tobb
utalas is torténik a szemcsék stabilitasara, azonban a jelélt nem fejti ki, hogy ez milyen
jellemzdre vonatkozik, illetve, hogy milyen maddszerrel kapott eredmények alapjan jellemzi a
stabilitast.”

Valasz: Az agglomerdtumok esetében a stabilitds a szemcsék aprézdodasaval szembeni
stabilitast jelenti. Ezt legegyszer(ibben a szemcseméret id6beli valtozasanak mérésével lehet
vizsgalni. Ennek konkrét modjat a kisérleti részben a szemcseméret analizis leirdsaban a 4.2
fejezetben részleteztem. Azonban az agglomeratumok jellemzését leiré fejezetben roviden
utalhattam volna a stabilitdsnak a 4.2. fejezetben leirt kritériumara.

2. »Egyes mintak esetén emlitésre keril, hogy mallasi tormelékek is megfigyelhetGek, ami
kapcsan felmeril a kérdés, hogy a szubmikronos mérettartomanyban talalunk-e részecskéket
ezen mintdk esetén?”

Valasz: A szemcseméret eloszldsok alapjan nincs szubmikronos szemcse, még a mallasi
tormelék szemcseméret eloszlasaban sem. A SEM felvételeink k6z6tt nincs olyan nagyitas,
amely alapjan ez eldénthetd lenne. A meglévd felvételen latszé apré szemcséknek a térfogati
eloszlasban nincs szamottevd hozzajarulasa.

3. »Szintén ehhez a részhez kapcsolodoé kérdésem, hogy miindokolta, hogy egyes dabrakon
térfogat szerinti s(r(iségeloszlasokkal (pl. 5.8 abra) mutatja be a méreteloszlasokat, mas
esetekben (pl. 5.11 és 5.12 &brak) pedig kumulativ méreteloszlasokat haszndal? igy a
méreteloszlasok direkt 6sszehasonlitasa nehézkes. A biralé véleménye szerint szerencsésebb
lett volna egységesen s(rliségeloszlasokat bemutatni, és azok log-normalis eloszlassal valé
leirasat, vagy éppen az attél vald eltérést fliggvényillesztéssel demonstralni.”



Valasz: Az 5.8 abran a jellemz6 mintak szemcseméret eloszlasat és azok eltérését mutattam
be. A tovabbi dbrakon Morishima és munkatarsai nyoman mar a kumuldlt méreteloszlasok
0sszehasonlitasaval prébdltam kdvetkeztetést levonni a mechanizmust illetéen. Morishima és
munkatarsai cikkébdl a 3. dbran latszik, hogy SA mechanizmus esetében a keverési id6
novelésével valik az eloszlas log-normal eloszldassa, mig az ESD mechanizmusnal kezdettdl
fogva egyenes illeszthet6 az adatokra. Az abrak Origin szoftverrel késziltek, és ennek a
szoftvernek van egy olyan funkcidja, amivel az y-tengelyen a kumulativ méreteloszlast egy
specidlis, ugynevezett valdszinliségi skdlan dbrdzolja. A kumulativ Gauss-eloszlds esetén a
méret alatti hanyadot ekvidisztans skalan dbrazolva szigmoid alaku gorbét kapunk. Ez a gorbe
pedig valdszinlségi skalan abrazolva egyenesnek adddik. Az adatoknak ilyen tengelyen valé
abrazolasaval az adatok egyenestdl valé eltérése mutatja a log-normal eloszlastol valo
eltérést.
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Morishima és munkatarsai cikkében szerepld abra

A HSA-kitozan-PSS részecskék szemcseméret analiziseit még egy régebbi Malvern késziilékkel
végeztem. Ez a készilék még kevés pontot mért, ezért korrektebb a pontok &sszekotése

helyett a sirlség adatokat oszlopdiagramon abrazolni. A s(irliség adatok egymason
abrazoldsa azonban atlathatatlanna teszi az dbrat (lasd alabb).
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A dolgozatban szerepl6 5.11. dbra eloszlasai hagyomanyos s(rliségfliggvényekként
abrazolva, oszlopdiagramként, ill. burkolégorbe formajaban



4, ,Az 5.2 fejezet a timsé agglomeratumok elGallitasat és jellemzését irja le. Az
eredmények alapjan a kilénb6z6 mechanizmussal képz6dé kristdlyos és amorf
agglomeratumok eltéré hétarold kapacitassal birnak. A jelolt a 103. oldalon azt irja, hogy a
felhasznalds szempontjabdl a hétartalom a fontosabb tulajdonsag, azonban a kétféle
részecske mérete kozott markans az eltérés. A kérdésem, hogy milyen szerepe van a méretnek
és a morfoldgianak a felhaszndlas szempontjabdl ezen szemcsés rendszerek esetén?”

Valasz: Munkdmban KAI(SO4);*12H,0 sohidrat fazisvalté hétarold anyagbdl szemcsét
allitottam el6, amely a kapszuldzasa utdn a kapszula magjat adhatja. A kapszuldzas
szempontjabadl a szférikus szemcsét konnyebb lehet egybefiliggs filmréteggel bevonni, vagyis
kapszuldzni. A kapszulazast tekintve kilénb6z8 mddszereket alkalmazhatunk, ezek kozil az
el6bb emlitett bevonds nagyobb szemcseméret esetén lenne megvaldsithatd pl.
gordil6réteges granulaléban. Ehhez a kiinduldsi szemcseméret kb. 0,2-2 mm kozo6tt valtozhat.

Masrészt olddszercserével torténd koacervdlassal is lehet6ség van a szemcsék bevondsara.
Ehhez a mddszerhez is a szférikus mag a szerencsésebb. A kollégdim kidolgoztak egy modszert,
amelyet a kovetkezd cikkben publikdltak: Téth, J., Németh, B., Gyenis, J. “Formation of
Microcapsulated Aluminium Potassium Sulfate Dodecahydrate by Phase Separation Method”,
Periodica  Polytechnica  Chemical Engineering, 59(3), pp. 201-205, 2015.
https://doi.org/10.3311/PPch.7589. A koacervacié elStt 1-2 mm-es szférikus magokat
alakitottak ki KAI(SO4)2*12H,0 szemcsékbdl a fent emlitett gérdiléréteges granulaléban.
Esetemben a szférikus szemcséket lehetne ezzel az olddszercserés koacervalassal bevonni.

Altaldnosabban nézve, pl. vakolatban alkalmazandé PCM esetén a kisebb szemcseméret(i
mikrokapszuldk jobban megfelelnek a célnak, mivel a tul nagy szemcse elronthatja a vakolat
texturdjat. Egy hétarold puffertartalyban inkabb a makrokapszulak szamitanak gazdasagosabb
megoldasnak, ahol fontos a jo térkitoltés és a makrokapszulazas olcsébb megoldas a
mikrokapszuldzasnal. H6atadd kbdzegben szamit talan a legkevésbé a szemcseméret és a
morfologia. Ebben az esetben a szemcsék kopasallésaga a legfontosabb szempont.

5. Az 5.4 fejezet az IFN-béta tartalmu PLGA és PEG_PLGA nanorészecskék elGallitasat
mutatja be. A részecskék elGallitdsdhoz kapcsolédd kérdésem a diklormetan (DCM)

haszndlatara irdnyul: A DCM besorolas szerint ,valdszinGsithet6en rakkelt6” hatdsu (IARC
Group 2B). Felmeriilhet-e, hogy a DCM akar nyomnyi mennyiségben a kész mintaban

megtalalhatd, és ha igen, ez mekkora problémat jelenthet az in vivo felhasznalds soran?”

Valasz: Nincs biztonsagos szintje a rakkelt§ anyagoknak vald kitettségnek, ezért minden
érintkezést a lehet6 legalacsonyabb szintre kell csokkenteni. Ha a mintakezelést nézzik és
csak a DCM vizben valé oldhatdsagdval szamolunk, ill. a szemcséknek a tébbszori mosdsaval,
akkor néhany ppm-nyi maradhat a szuszpenzidkban. In vivo felhasznalas el6tt természetesen
mérni kellene a mennyiségét pl. gdzkromatografiaval.



Kalanji és munkatdrsai (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 Kinetic
Modelling. Journal of Biomedical Nanotechnology, 2010, 6 (2), pp.106-116. 10.1166/jbn.2010.1102 hal-

03552182) szintén gazkromatografidval hataroztak meg PLGA mikroszemcséjiik diklor-metan
tartalmat, ami 150 ppm koncentracionak adddott.

Kamali és munkatdarsai (Hossein Kamali, Mohsen Atamanesh, Ehsan Kaffash, Fatemeh Mohammadpour,
Elham Khodaverdi, Farzin Hadizadeh, Elimination of residual solvent from PLGA microspheres containing
risperidone using supercritical carbon dioxide, Journal of Drug Delivery Science and Technology, Volume 57,

2020, 101702, ISSN 1773-2247, https://doi.org/10.1016/].jddst.2020.101702.) risperidont
mikrokapszulaztak O/V emulziébdl PLGA  mikrorészecskékbe és gazkromatografiaval
meghatdroztak a mikroszemcse diklér-metan tartalmat. Majd szuperkritikus CO»-dal
eltavolitottak a dikldr-metan nagyrészét.

Maradék oldészer mennyisége a mikroszemcsében 4612 + 198 ug/mL, mig a szuperkritikus
CO; olddszerrel valo eltavolitas utan 22 + 4.2 ug/mL. A szuperkritikus CO,-dal valo eltavolitas
egy igéretes moédszer, mert a CO, 0 °C és 80 bar felett folyadék, olddszerként alkalmazhaté.
Nem gyulékony, nem toxikus, olcsd. A mddszer az iparban is megvaldsithaté.

6. »Az elvégzett in vitro kioldddasi vizsgalatokhoz kapcsoldddan a kérdésem: A megfigyelt
fehérje degradaciét a jelolt a PLGA bomldsa soran kialakulé savas mikrokérnyezetnek
tulajdonitja. Ha ez igy van, elképzelhet6-e, hogy nagyobb pufferkapacitdsu oldatot hasznalva
ez a hatas csokkenthet§?

7. Kapcsolddd kérdésem, hogy a PBS oldatban végzett vizsgalatok mennyire kozelitik a
plazmaban tapasztalhato koriilményeket?”

Valasz: Az in vitro vizsgalatok kbzegének elterjedten alkalmazzak a PBS 10 mM foszfat puffert
tartalmazd oldatat. A PBS-t nagy pufferkapacitasu kozegnek tartjak, emellett a PBS alapvet6en
jol modellezi a vérben uralkodd sékoncentracié és pH viszonyokat, ezért alkalmaztuk az in
vitro leaddsi kisérletekhez kodzegnek. Az in vitro kisérletek csak el8zetes informacioval
szolgdlhatnak a szuszpenzionk hatékonysagardl. Ez alapjan mérlegelhetjiik, hogy folytatjuk-e
a tesztelést in vivo kordlmények kozott. In vivo koriilmények kozott a vér még nagyobb
pufferkapacitdssal rendelkezik, mint a PBS, hiszen a vér 6sszetett pufferrendszer, amiben a
szénsav-bikarbonat pufferrendszeren kivil a fehérjepufferek is nagy jelent6séggel birnak. A
vOrosvérsejtekben szénsavanhidraz enzim miikodik, ami a szénsav kialakulasat segiti CO2-bdl.
A kialakult szénsav protonjat rogton a vorosvértest fehérjéi veszik at. A teljes puffermennyiség
44-49 mEquival/l. (Az ekvivalens mennyiség azt jelenti, hogy hany mol bikarbonatnak felel
meg a pufferkapacitas.)( https://sotepedia.hu/aok/targyak/orvosi elettan a-d/sav-bazis i)

Kozelit6 szamitdsok alapjan a vérnek mind a sav-, mind a baziskapacitasa kb. 3,3-szer nagyobb
(SK: 0,01713 mol/dm3, BK: 0,00171 mol/dm?3), mint a 10 mM foszfat puffert tartalmazé PBS
oldaté. (SK: 0,00519 mol/dm3, BK: 0,00052 mol/dm3). A szervezetben tehdt a nagyobb
pufferkapacitas kiegyenlitheti a valtozasokat. Egy 30 mM koncentracioju foszfatpuffert
tartalmazé PBS oldattal kozelithetnénk a vérben uralkodé pufferkapacitast.


https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101702
https://sotepedia.hu/aok/targyak/orvosi_elettan_a-d/sav-bazis_i

A PBS-hez képest a vérplazmaban végzett kisérletek el6nye, hogy a vérplazma Osszetétel
szempontjabdl Iényegében azonos a testben |évé szallitokozeg Gsszetételével, azonban a
testen kivll természetesen nem tud ugy funkcionalni, mint a testben.

8. »A PLGA részecskék in vivo vizsgdlataihoz kapcsoléddan a kérdésem, hogy milyen
lehetGséget lat a tapasztalt vesetoxicitasi tiinetek kikliszobolésére?”

Valasz: Mivel feltételezéseink szerint a kisebb, az 50 nm alatti szemcsék okozhattak
vesetoxicitasi tineteket, ezért a szemcsék prepardldsa soran ugy valtoztatnam az el&allitasi
paramétereket, hogy a szuszpenziéban elhanyagolhatd mennyiségben legyen jelen az 50 nm-
nél kisebb részecske.

9. ,Végezettil ehhez, és az 5.1 fejezetben targyalt kitozan-PSS polimer szemcsés
rendszerhez egyittesen kapcsolddd kérdésem: Mind az interferon-alfa, mind az interferon-
béta mikrokapszuldzasi vizsgdalatai soran a jelolt ELISA tesztet alkalmazott, ami az interferon
kimutatasara alkalmas, de a fehérje aktivitasardl nem ad informaciét. Milyen maddszert
alkalmazna az interferon aktivitasanak vizsgalatara, amennyiben lehet&sége lenne folytatni a
kisérleteket?”

Valasz: Tobb, kilénb6z6 mddszeren alapuld aktivitasmérési analizis ismert.

Az IFN-ek citokinek, amelyek antiviralis, antiproliferativ és immunmoduldlé hatassal
rendelkeznek. Az IFN-ek bioldgiai aktivitasat olyan bioldgiai vizsgalati modszerekkel lehet
meghatarozni, amelyek e jellemz&k barmelyikét mérik.

Kétféleképpen kozelithetjik a kérdést, amikor valasztani szeretnénk, hogy milyen analizis
modszert alkalmazzunk az interferon aktivitdsanak meghatdrozasra. Egyrészt
gondolkodhatunk Ugy, hogy milyen mddszert alkalmaz a tobbi szerz6 ezen a kutatasi
terlileten, és ennek megfelel6en valasztunk, hogy az dltalunk kapott eredmények
Osszehasonlithatok legyenek az irodalomban leirtakkal. Masrészt kereshetilink olyan analizis
modszert, ami annak a hatasnak a meghatdrozdsan alapul, amit a konkrét részecske
rendszertinktdl varunk az adott betegség kezelésére.

A Trigon Biotechnoldgia Zrt.,, ahonnan annak idején a természetes interferont kaptuk,
rendelkezett kenGccsel a herpes virus kezelésére és ismerte annak hatékonysagat. A feladat a
nanoszerkezet( mikroszemcsék elGallitasaval a hatékonysag novelése volt. A herpes simples
virusos citopatias hatast kivaltd virus. igy ebben az esetben az Ugynevezett CPE (Cytopathic
Effect Assay) tesztet valasztanam. Ez a mddszer régi, sok tapasztalattal rendelkeznek a
kiértékelését illetéen és sok adat van, amelyek meghatarozasanal ezt a mddszert alkalmaztak.



Citopatias hatas vizsgalatan alapulé mddszer

Az interferon (IFN) bioldgiai aktivitdsanak meghatdrozasara haszndlt standard bioldgiai
vizsgalat magdban foglalja a sejtek bizonyos virusok citopatids hatasaval (CPE) szembeni
védelmének mérését. A human interferon mérésére a rendszerek szélesebb skalajat
hasznaljak. Sok kutaté az A549-es human tiidérakos sejtvonalat hasznalja, mivel kénnyen
novekszik, és viszonylag nagy érzékenységet mutat a human interferonok minden formajara.
Ezeket a sejteket altaldban encephalomyocarditis virussal (EMCV) tamadjak meg. A human
alfa-interferont a vesicularis stomatitis virussal (VSV) megtdmadott MDBK (Madin-Darby
bovine kidney) szarvasmarha-vese vonal segitségével lehet vizsgalni. E rendszer egyik el6nye,
hogy a szarvasmarha-sejtek viszonylag érzéketlenek a human IFN-béta és gamma enzimre,
ami némi szelektivitast biztosit. A human IFN-béta mérheté a VSV-vel megtamadott Vero z6ld
majomvese-sejtvonalon is. Ennek a vizsgalatnak az az elénye, hogy a human IFN-alfa sokkal
kevéshé aktiv ezekben a sejtekben, mint az IFN-béta.
(https://www.pblassaysci.com/sites/default/files/document/2022-

06/assay_services brochure.pdf)

Az interferon-bétat tartalmazd szuszpenzid esetében, amit a szklerdzis multiplexes betegek
kezelésére szantunk, szintén alkalmazhatnank a fenti modszert, hiszen a piacon ismert
készitmények aktivitasat is ezzel a mddszerrel hataroztak meg, mint pl. Rebif és Avonex.

Veszprém, 2024.02.13.

Fodorné Kardos Andrea
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