Valasz Juhaszné Dr. Csapé Edit biralatara

Szeretném megkdszonni Juhdszné Dr. Csapd Editnek a dolgozatom birdlatdba fektetett
idejét ¢és energiajat. A munkahelyi vita megjegyzései ¢és szakmai kérdései nagymértékben
hozzajarultak dolgozatom jobba tételéhez. Koszonom a biralataban feltett kérdéseket és

észrevételeket, melyekre az alabbi valaszokat adom:

1. A dolgozat 12. oldalin emliti, hogy a ,sorafenib magas lipofilitisa miatt, mely
rossz bioldgiai hozzaférhetdséget eredményez, nagy dozisok sziikségesek a kezelések
sorian'. Ennek Kkikiiszobolésére a ,nanohordozoba c¢somagolt hatéanyag célzott
bejuttatasit és szabdlyozott felszabadulisiat kiemelt helyen kezelik". A formulicio
kialakitasa révén sikeriilt-e oldhatésag novekedést elérni? Ha igen, ez hinyszoros? Milyen
kapesolatban all egymassal a kezelés soran alkalmazott jelenlegi (nagy) dozis és a Jelolt
altal formuldzott mennyiség (drug loading)?

A dolgozathoz oldhatdsag vizsgalatokat nem végeztem, a szakirodalmi tapasztalatokat
emeltem ki az emlitett részben. Jelenleg a sorafenib terapia soran alkalmazott napi dozis 800
mg, ordlisan bevitt tabletta formajaban. A hivatkozott irodalmak megallapitjak, hogy a
hagyoményos formulaciok nem elénydsek, mivel sziik terapias index, magas toxicitds és magas
betegek kozotti farmakokinetikai valtozatossag jellemzi azokat. A hatéanyag nagy része rogton
eliminalodik, igy magas dozis sziikséges a terdpias szint elérése érdekében, sulyos
mellékhatasokat okozva. A kiilonbdzé beviteli moédok mindegyikét ugy dozirozzék, hogy az
bizonyos ideig bizonyos plazma hatdéanyag-koncentraciot biztositson. Sok esetben a beadasi
modok valtoztatasa szitkségessé teszi az alkalmazott dézisok valtoztatasat. Példaul egy oréalisan
alkalmazott gydgyszernek at kell jutnia a gasztrointesztindlis rendszeren, kitéve a bélb6l torténd
felszivodasnak ¢és a maj elsé szinti metabolizmusanak. Ezzel szemben az intravénds
gyogyszerekrol azt feltételezik, hogy azonnal bejutnak a szisztémas keringésbe, mivel
nincsenek kitéve a felszivodasnak vagy az elsé szintli metabolizmusnak a megfelel6é dézis

meghatarozasahoz.

Az altalam eldallitott formulacid intravénas alkalmazasra késziilt, amely mar rogton a
véraramba kerllhet, ugyanakkor a feltételezett célzassal lokalis terapiak valdsithatok meg;
csOkkentve a szervezetben okozott tovabbi karokat. Ezen hordozérendszerek 1ényege, hogy
méretitk csdkkentésével, Iényegesen kisebb ddzis alkalmazasaval hasonld vagy akar még jobb

terapids hatast képesek elérni.



2. Az értekezés 44. oldalin a Jelolt irja, hogy annak eldontésére, hogy a hatéanyag
a részecskékben kapszulazott formaban talilhaté vagy éppen a polimer részecskék
feliiletén, elektronmikroszkopos felvétel elkészitése sziikséges. Be is mutat egy felvételt a
18. abran, de a fenti kérdésre nem valaszol. Mi dllapithato meg teh:it a felvételr6l? Hogyan
lehetne egy fényszérasméréssel (amit szintén emlit a Jel6lt) igazolni, hogy a hatéanyag
formulizva van-e?

Egyfel6l az elektronmikroszkopos vizsgalatokat EDX felvételével (a hatéanyag F
tartalma miatt) kiegészitve lehetett volna megvizsgalni, hogy a hatéanyag dusul-¢ a feliileten.
Dinamikus fényszdéras mérés soran, amikor szabad hatéanyag van a szuszpenzioban, akkor az
eloszlasgdrbén az 1 pum feletti mérettartomanyban is megjelennének szemcsék, ugyanis a
sorafenib 1 pm-nél nagyobb kristalyok formajaban csapddik ki. Az emlitett minta esetében a
dinamikus fényszordasmérés szilk méreteloszlasu nanorészecskéket jelzett, amely tiikrozi az
elektronmikroszkdpos felvételen lathato homogén részecskeméretet. Ellenben volt példa,
amikor a kapszuldzatlan hatoanyag akkora kristalyokat alkotott, ami mar fénymikroszképpal is
vizsgalhato volt. Tul nagy kristalyok keletkezése esetén azok ilepedése miatt dinamikus
fényszoras modszerével nem kimutathaté részecskék keletkezhetnek, ezért fontos a fényszdras

merés kiegészitése elektronmikroszkopos felvételekkel, ahol ezek a kristalyok lathatva valnak.

3. A dolgozat 44. oldalan olvashatéo az alabbi Kkijelentés a SOR felszabadulds
tanulmanyozisa kapesan: ,,Ebben a kezdeti lemosodas mértéke 62% volt, melyet egy
tartos hatéanyag-felszabadulis kovetett (20. dbra). Kérem a védésen adjon magyarazatot
a fentebbi mondatra, hogy mit ért ,lemosédason" (ez a szé tobbszor is eléfordul a
dolgozatban), ha a hatéanyag formulizva van és mit ért ,tartés hatéanyag-
felszabadulason', ha a 20. abra alapjan 1-70 oéras idéintervallumban kozel konstans a
hatéanyagtartalom (a hiba mértékét figyelembe véve).

A kezdeti lemosodas kifejezés valdjaban az ,initial burst” effektust, azaz a kezdeti gyors
hatéanyagfelszabadulas folyamatat takarja. Kezdeti kioldddas soran a részecske feliiletén
adszorbealt hatoanyag szabadul fel vagy ,,mosodik le”. A nagy kezdeti hatéanyagfelszabadulas
nem mindig jelent rossz rendszert, mivel egyes kezelések soran fontos egy kezdeti nagyobb
koncentracid bejuttatasa a megfeleld terdpids szint és a hatoanyag-akkumulcié elérése
érdekében, amely hatast a nytjtott felszabadulés tartana fent, A hiba mértéke valoban nem kicsi,
¢s a koncentracid hullamzo tendencidja sem segit annak lattatasaban, hogy a 2-72 6raban az

atlagos hatéanyagfelszabadulds a kiindulasi koncentracio hozzavetodleg 10 %-a.
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4. Mi volt a mérési elgondolis a 38. oldalon a 3.5.4. Hatéanyagleadas fejezetben
emlitett SOR-tartalom meghatirozasara vonatkozéan? A centrifugalds/mosas utan
feltételezte, hogy a meghatirozott SOR-tartalom a polimer matrixban még kitott
formaban van? Feltételezte, hogy ami nincs a részecskékben az mind felszabadult? Ezt
nem ellenorizte?

A 3.5.4-es fejezetben a sorafenib tartalmat valoban a nanorészecskékben mértem,
meghatdrozva az azokban maradt hatbanyag mennyiségét, majd a kezdeti koncentraciohoz
viszonyitva kiszamoltam a kozegben levd, felszabadult hatdanyagtartalmat. A
mosds/centrifugalas szakasza az emulgealoszer, valamint a vérplazma zavaré komponenseinek
eltavolitasara szolgalt, amely fontos 1épés volt a fotometrids mérés kivitelezése érdekében. A
vérplazma fehérjéi mellett a felszabadult sorafenib UV-vis spektrofotometridval nem
kimutathato az elnyelési savok atfedése miatt, ezért valasztottuk az indirekt meghatdrozast.
Ezekben a tesztekben nem mértem anyagmeérleget, de korabbi vizsgalatok soran igen, és azt
tapasztaltuk, hogy a hatéanyag bomlasa gyakorlatilag elhanyagolhaté volt. igy feltételeztem,

hogy ami nincs a részecskében, az a kioldasi kozegben taldlhato.

5. A rikos sejtek mikrokornyezetének modellezésére a pH = 5,5 biztositasa ugyan
megfeleld, de a kb, 100 mM Cl-ion koncentricié bedllitasa is kellett volna. Ha a sejten
beliili allapotot modellezték, ott a sékoncentricié valéban lényegesen kisebb. Melyik
kiornyezet modellezése tortént meg itt?

A tumor mikrokdrnyezet egy Osszetett tobbsejtii kdrnyezet, amelyben a daganat talalhatd
¢s elsdsorban immunsejtekbdl, sztroma sejtekbol, extracelluldris matrixbol, szekretalt kis
molekulakbol, valamint vér- és nyirokérhéldzatokbdl all, és rendkiviil heterogén és dinamikus.
Bar a fejlodo ¢és folyamatosan valtozo mikrokdrnyezet 8sszetétele kiillonbozé tipust daganatok
kozott véltozhat, a kozos jellemzoik kozé tartozik a tumor extracelluléaris kdrnyezetére jellemz6
enyhén savas jelleg (pH 6,5-pH 6,9), mig a sejteken beliili 4llapot inkabb a semleges felé
tolodik el. Ez forditott a normal sejtek esetében, melyek fiziologias pH-ja (7,2-7,5). Ez a
savassag a rakos sejtek megnovekedett glikolizisébdl adodik, amely a glitkdzt tejsavva alakitja,
hogy kielégitsék energiaigényiiket. {gy a pH-t tartottam egy fontos ¢s viszonylag kozos
paraméternek, melyet alapul vettem a hatdanyagleaddasi tesztekben. A vizsgalat sordn a rékos'
sejtek extracelluldris mikrokdrnyezetét modelleztem, azaz igaza van a Birdlonak, hogy a
megfeleld ionkoncentracio beallitasa is sziikséges lett volna. Ennek hidnyat még egy ténnyel

tudom magyarazni: sajnos az altalam olvasott szakirodalom egyikében sem talalkoztam ezzel,
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tobbségeben csak pH fliggést vizsgaltak, pedig jobban atgondolva, fontos paraméter lett volna,
hogy a tumor mikrokdrnyezetét relevansabban imitaljam. Feltételeztem, hogy mivel az in vitro
kisérletek ~ 6nmagukban nem  hordoznak  elégséges informaciot a  tényleges
hatéanyagfelszabadulasrol, hanem egymashoz viszonyitva mutatjak, hogy az egyik rendszer
feltehetbleg in vivo is gyorsabban vagy lassabban fogja a hatdéanyagot felszabaditani, mint a

masik, ezért gondolom, hogy nem tartottak fontosnak a Cl™-ion koncentracid beallitasat.

6. A hatéanyagleadasi vizsgalatokhoz kapcsolédva megjegyezném, hogy a dolgozat
egészében bemutatott méréstipus inkabb a formulaciok stabilitasvizsgalatanak felelne
meg. Természetesen ilyen médon is vizsgalhatd, hogy adott kisérleti kriilmények mellett
(pl. pH=5,5 vagy 7,4) a formulaciébol a hatéanyag felszabadulasa idében hogyan térténik.
Ha a 4. kérdésre adott vilasz az, hogy a sejten kiviili mikrokiérnyezet modellezése volt a
cél, akkor kérdésként meriil fel, hogy a felszabadult hatéanyag képes-e a sejtbe bejutni?
Erdsen hidnyoltam membran penetriciés méréseket (pl. Hanson-cella), ahol a tiszta
hatéanyag és a formuldzott membran penetracios folyamata is tanulméanyozhato, ezéltal
osszehasonlithato.

Membran penetracios teszteket nem végeztink. Egy sejtfelvételi vizsgilat késziilt
aramlasi citométerrel a tiszta sorafenib tartalmu hatéanyag-rendszerrél. A 24 6ras inkubdlas
utin az €16 sejtek 24%-a vette fel a vak részecskéket és 6% a hatoanyagot tartalmazod
részecskéket. Feltehetoleg a sejtek nagyrésze mar elhalt a 24 6rés teszt soran és a mérés csak
az €10 sejteket vette alapul. Bar a vak nanorészecskék felvétele is 1ényegesen alacsonyabb volt,
mint amit a citotoxicitdsi eredmények sugallnak, feltehetdleg a vizsgalat sordn felszabadulo
hatéanyag is jelentds szerepet jatszik a rakos sejtek eltivolitdsaban, Mivel a tobbi, altalam
eloallitott rendszerrd]l nem sikerilt sejtfelvételi vizsgalatokat végezni, igy viszonyitési alap
hianyaban nem akartam kitérni erre a dolgozatomban.

A tumoros kdrnyezet nagyon heterogén és tumorspecifikus lehet. A szilard daganatok
sajatos mikrokdrnyezetet mutatnak, beleértve a savas pH-t, a redukalo kérnyezetet, bizonyos
enzimek tulzott expresszidjat, a hipoxiat, a reaktiv oxigénfajtakat és a megndvekedett adenozin-
5'-trifoszfat (ATP) szintet. Ezeket a daganatokat gyengén fejlett erek és az érfalon levd réseket
tartalmazo hipervaszkularizacié jellemzi. A hagyomanyos tumor-célzott gyégyszerszéllité.
rendszerek olyan kihivasokkal néznek szembe, mint a gatolt szisztémds keringés, az alacsony
celzasi hatékonysag, a rossz tumorpenetracid és az ellendrizetlen gydgyszerfelszabadulds., A

hatéanyag bejutdsanak lehetOsége passziv modon, kihasznalva a fokozott permeabilitasi és

4



retencios hatasokat (EPR), egyre kisebb a szdvetekre jellemzé rossz kondiciok miatt.
Ugyanakkor az EPR hatasok megkovetelik, hogy a nanohordozdék atmeérdje 100 nm-nél
nagyobb legyen, de a tumor penetracidjahoz a 30 nm koriili méretek kedveznek, ami azt jelenti,
hogy a kivant EPR hatast kihasznaldé nanohordozok nem mutathatnak kedvezo
tumorpenetraciot. A bejutds nagy valoszinlséggel sikeresebb aktiv modon, azaz kiilonbdzo
sejtspecifikus célzdszerek alkalmazasaval, amelyek a rdkos sejtekre jellemzo tilexpresszalt
fehérjékhez kdtddnek (pl. integrin receptorok és az iIRGD tumor penetracios peptid), megnyitva

a sejtbe jutast a nanorészecskék szamara.

7. A Jelolt a célkitiizésekben azt fogalmazta meg, hogy a formulaciok kialakitasa
révén iranyitott és szabalyozott hatéanyag leadas valésithaté meg, késleltetve a
hatéanyagok kioldédasat. Latva a dolgozatban bemutatott hatéanyagleadasi profilokat
mennyire gondolja, hogy a kitiizott célok teljesiiltek?

A kitlizott célok részben teljesiiltek, mivel az ) tipusi polimerek mikodd
hatoéanyaghordozé rendszereknek bizonyultak, melyekbe sikeresen mikrokapszulaztam a
hatoanyagokat egy optimalizalt elo4llitasi modszerrel. A mikrokapszuldk hatékony citotoxikus
hatast mutattak bizonyos sejtvonalakkal szemben, ellenben a tapasztalt leadéasi profilok nem
tekinthet6k idealisnak. A gyors kezdeti kioldodas késleltetése végett még egyéb kiegészits
eljarasokat lehetett volna alkalmazni (pl. mas bevond anyagok, keresztkotd agensek, esetleg
celzd molekulak), de mivel minden egyes 0j rendszerre szitkséges lett volna elvégezni minden

egyes vizsgalatot, az 1d6 szlike miatt sajnos ezek mar nem voltak kivitelezhettek.

8. A 26. és 31. dbran az latszik, hogy a kialakitott formulicié éppen savasabb
kiornyezetben ,stabilisabb', hiszen pH= 7,4 esetén a hatéanyag szinte teljes egésze
visszamérheté. Mennyire tartja relevansnak igy a formulaciokat? Ez a tapasztalat arra
enged kovetkeztetni, hogy a hatéanyag formulazva el sem tud jutni a célhelyre, mert
azonnal szétesik (Figyelembe véve a Jel6lt altal javasolt lokalis beadast is).

Talan a legnagyobb kihivas, olyan részecskerendszert elGallitani a vizsgalt
alapanyagokbdl, amelyek valamilyen szinten ellenallnak a vérdram hatdsainak. Jelen
vizsgalatunk fontos informaciot szolgaltatott a rendszeriink alkalmazhatosagarol és arrdl, hogy

hol sziikséges tovabbi fejlesztéseket végezni (1asd még az el6z6 kérdésre adott valaszt).



Eszrevételek:

2. Az el6biralat sordn mar emlitettem, hogy nem célszerii a nanorészecske Kifejezést
a 200-400 nm Atméroji részecskékre hasznalni. A Jelolt ezen javaslatomra reflektalva
megjegyezte, hogy a , mikrokapszulizas szakirodalmaban ez elfogadott és gyakorta
hasznalt kifejezés”, amit természetesen elfogadok. Ennek a vilasznak Kicsit azért
ellentmond a 2. 4dbra, ahol szintén az 1-100 nm-t jeloli meg a nanorészecskék
mérettartomanyinak. Megjegyzem viszont, hogy a dolgozat 1. oldalan emlitett
phanorészecskékre a < 100 nm alatti mérettartomany” nem Kkizarolag kolloidkémiai
definicid, ahogyan a Jeldlt irta, hanem IUPAC és mas szervezetek altal is elfogadott
definicio.

A TUPAC definicio valoban azt mondja, hogy nanorészecske barmely dimenzidjiban 10
107 m tartomanyba tartozo részecske. Azonban 3. megjegyzésben az szerepel, hogy mivel
alkalmanként mas jelenségeket (fényateresztdképesség, turbiditds, ultrasziirés, stabil
diszperzid, stb.) is figyelembe vesznek, a ,,nano” elétag elfogadott az 500 nm-nél kisebb
dimenziokra is. (Vert, Michel, Doi, Yoshiharu, Hellwich, Karl-Heinz, Hess, Michael, Hodge,
Philip, Kubisa, Przemyslaw, Rinaudo, Marguerite and Schué, Frangois. "Terminology for
biorelated polymers and applications (IUPAC Recommendations 2012)" Pure and Applied
Chemistry, vol. 84, no. 2, 2012, pp. 377-410. https://doi.org/10.1351/PAC-REC-10-12-04)

A konstruktiv €s pozitiv birdlatot, ¢és a bele fektetett id6t és energidt még egyszer

kOszdnom!

Tisztelettel,
Kantor Izolda Budapest, 2024. 04. 05.
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