VALASZ
Prof. Dr. Zelké Romana, az MTA kémia tudoméanyok doktoranak

»dzemceseméretcsokkento eljarasok a modern gyogyszerfejlesztésben; nazalis és
pulmonédlis hatéanyagbevitel” cimii, az MTA doktora fokozat elnyerésére benyuijtott,
értekezésem biralatara

Héldsan koszonom Zelkdé Romana Professzor Asszony részletes, ¢épitd jellegli biralatat.
Kdszondm a tézispontok elfogadasat, a dolgozattal kapcsolatos pozitiv értékelését, dicsérd
megjegyzéseit. Ordmomre szolgalt, hogy a munka gyakorlati jelentéségét is kihangstlyozta,
nevezetesen a kutatbmunka lehetévé teheti ismert hatoanyagok reformulaldsat, ami
hozzéadott-értéket képviseld ,,nem invaziv” adagolast keszitmények fejlesztéseben nyilvanul
meg.

A kritikai észrevételekre és szakmai kerdésekre az alabbiakban valaszolok:
Reflektalas a kritikai észrevetelekre
- Helyesirasi, nyelvhelyességi hibak elofordulnak ugyan, de a megértést nem befolydsoljak.

Kdszondm Opponensem  kritikai  észrevételeit, amelyek a nyelvhelyességi hibakra
vonatkoznak. Nagyon sajndlom, hogy legnagyobb igyekezetem ellenére is maradtak elirasok.

- A disszertacio tartalmazza a fontosabb fogalmak magyarazatdat, amelybol hianyolom az
alternativ energiaforrasokkal megvalosithato nanokristalyositasi modszerek
(elektroporlasztas, hideg plazma szintézis) magyarazatat.

Egyetértek az észrevétellel, magam is gondolkoztam tovabbi fogalmak magyarazatanak
leirdsan, am a formai korlatok miatt, 1 oldal terjedelmet nem meghaladva, a legfontosabbnak
itélt 10 -15 fogalom megadasa mellett dontéttem. A nevesitett alternativ energiaforrasokkal
megvalosithatd nanokristalyositasi modszerek bemutatasara az irodalmi dsszefoglald 3.1.2
részében kerult sor, ahol a 23-24. oldalakon részletes magyarazattal és grafikai abrakkal (7.
abra A, B, C) szemléltetem ezen technoldgiak megvaldsitasanak maédjat hatdéanyagok
szemcseméretcsokkentése celjabol.

A jelzett fogalmak rovid leirdsa a kovetkezd:

Elektroporlasztas: elektromos aram alkalmazésaval, potencialkiilénbségen alapuld folyadék-
diszpergalas, ami az oldoszer elparolgatdsa utan a hatéanyag nanoprecipitalodasat
eredményezi.

Hideg plazma szintézis: reaktorkamraba torténd porlasztast kovetden a plazma felmelegiti és
elktrosztatikusan feltolti a cseppeket, ami az olddszer fokozott elparolgasat és a cseppek
Coulomb-robbanasat eredményezi. Az olddszer teljes elparolgasa utan a feltdltott
hatéanyagkristalyok a foldelt reaktorfalon dsszegytilnek, ahol elveszitik feliileti toltésiiket.



- A felhasznélt szerves oldoszerek csak felsoroldsra keriiltek, azok mindségérol nem kozol
informaciot (Isd. 4.2. fejezet). Professzor Asszony megjegyzésere az oldoszerek minéségét
illetéen az alabbi kiegészitést teszem:

Szerves olddszerek: etanol — Ph.Eur. 11,1 96 %; metanol-analitikai reagens, HPLC tisztasagu;
aceton - analitikai reagens; etil-acetat HPLC tisztasagu >99,7%, benzil-alkohol >99%, FCC,
FG, triacetin- 99%, FCC, FG (Sigma Aldrich, Magyarorszag/VWR International Kft.,
Magyarorszag)

- A 9. tblazatban nem szerepel, hogy melyik polimer adatait tartalmazza.

A 9. tdblazatban bemutatott eredmények bolygdmalomban, a golyok altal kifejtett nagy erejii
itk6zésbol adodo, az 6rlendd anyagnak atadott un. kumulativ Orlési energiat mutatjak. Ebbol
adddoan a kumulativ 6rlési energia a vizsgélt polimerek (PVP, PEG) anyagi minGségétol
nem, de azok tomegétél (hatdéanyag, segédanyag aranyatdl) fligg (Burgio—Rojac model,
Burgio et al. 1991). Vizsgaltuk, hogy a polimer mennyisége, a malom fordulatszama/az
utkdzési frekvencia hogyan befolyasolja a kumulativ 6rlési energiat. Ez az altalunk megadott
kumulativ energia esetén, a teljes Orlés alatt az egy gramm tomegii 6rleményre vonatkoztatott
értek. Ezt kovette az 6rlési paraméterek optimalizalasa. Figyelembe vettiik a kovetkezoket: az
Orlégolyok és Orldedény anyagi mindsége (slriiség), atmérdje, Orldtégely belsd atmérdje, az
6rl6edény fordulatszama, forgastengelyek kozotti tadvolsag és a bemért mintamennyiseg
(Kozma G. et al 2016).

-Burgio N et al. Alloying of the Fe-Zr system - Correlation between Input Energy and End-Products, Nuovo.
Cimento. Dell. 1991. 13, 459-476.

-Kozma G. et al. Experimental validation of the Burgio—Rojac model of planetary ball milling by the length
control of multiwall carbon nanotubes, Carbon 2016. 105, 615-621

- A T8 tezispontban az alternativ energiaforrasok a hagyomanyos kristalyosito eljarasok
utéan kerultek felsorolasra.

A T8 tézispontban a félreérthetd sorrendiséget az alabbiak szerint korrigalom: alternativ
energiaforrasok (nanoprecipitacio, elektrosztatikus tér, nagyfesziiltségi hideg plazma
szintézis, illetve elektromagneses sugarzas altal indukalt olddszer evaporacio) Uj
lehet6ségként  alkalmazhatoak ~ hatéanyagok  szemcseméretcsokkentése — céljabol,
6sszehasonlitva a hagyomanyos kristalyosito eljarasokkal.

Reflektalas a szakmai kérdésekre

1. Milyen elénye van a horizontdlis diffuzios késziilék alkalmazdasinak a vertikdlissal
szemben? A gravitacié vertikalis diffGziot segité hatdsanak kikiiszobélése releviansnak
tekinthetd-e a nazélis és pulmonalis alkalmazas szempontjabol?

A horizontalis és a vertikalis difflzios készilékek, a celldk elrendezésén tal, tobb
szempontbol is kiildnbdznek egymastdl (lasd abra és tablazat).
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Difftizios cellak 6sszehasonlitasa

A Side-bi-Side™ horizontalis cella feltétlen elénye az, hogy alkalmas kis térfogatban
els6sorban por és spray alapt készitmenyek diffuzios vizsgalatara: jol reprodukalhatod
eredményeket ad, Kkis szOrassal, egyszeri a minta elékészitése és a mintavetel; konnyen
Osszeszerelhetd, tisztitasa egyszeri. A moddszer elsGsorban orrporok, inhalacios porok és
spray-k vizsgalatdhoz javasolhato. Elényt jelent a donor fazis kevertetése a hatGanyag
eloszlatasa szempontjabol (hatdanyag szuszpendalt formaban). Gél forma esetében a Side-bi-
Side™ késziilékkel nem biztosithatd pl. a gél egyenletes eloszlasa a donor fazisban, igy ilyen
esetben a Franz-cellaval végzett vizsgalat javasolhatd (Shiow-Fern JJ. et al 2010).

A kérdés méasodik felére valaszolva, Uugy gondolom, hogy a gravitacio vertikalis diffazot
segitd hatasanak kikiiszobolése relevansnak tekintheté a nazélis és a pulmonalis alkalmazas
szempontjabol. A horizontalis geometriai elrendezés, illetve az altalunk beallitott vizsgalati
korulmények is ezt igazoltak (Bartos Cs. et al. 2021, Henriques P et al. 2023).

-Shiow-Fern, J.J. et al. Validation of a Static Franz Diffusion Cell System for In Vitro Permeation Studies,
AAPS Pharm. Sci. Tech. 2010. 11, 1432-1441

-Bartos Cs. Ambrus R et al. Comparison of Modern In Vitro Permeability Methods with the Aim of
Investigation Nasal Dosage Forms, Pharmaceutics 2021. 13, 846

-Henriques P. et al. Amorphous nasal powder advanced performance: in vitro/ex vivo studies and correlation
with in vivo pharmacokinetics, J. Pharm. Inv. 2023. 53 723-742



2. A szaraz ko-drlés milyen hémérsékleten és pdratartalmon tortént? Viltozott-e a minta
homérséklete az orlés soran? A kisebb molekulatomegii PVP esetén elképzelheté-e¢ az
iivegszerii-gumirugalmas dtalakulds az 6rlés soran, amely rontja az 6rlés hatékonysagat?

Kdszdndm Professzor Asszony kérdését. A bolygdémiives malmokban, szaraz Orlés esetén, a
nagy sebességgel mozgd golydk finom porra 6rlik a kiilonb6z6 anyagokat, amely folyamat a
rendszer hémérsékletének emelkedéséhez vezethet. Esetiinkben az Orlés el6tti 20-25 °C-0s
hémérséklet 40-45 °C-ra emelkedett az Orlést kovetden, illetve 38 % RH-rol 44 % RH-ra
ndvekedett a paratartalom 2 h és 400 rpm alkalmazésaval. A méréseket Traceable Pen tipusu
eszkozzel (VWR International, Magyarorszag) mertik.

Az altalunk hasznalt kis molekulatomegii PVP-k (K25: 34 kDa, C30: 58 kDa) vizoldékonyak,
amorf sajatsaglak, Tg éertékik 100 °C felett van. A PVP-k higroszkoposak, azért emelkedik
az RH, felmelegszik a minta (20-25-r61 40-45 °C fokra). Az 6rlési homérséklet és a Tg erték
alapjan a PVP polimer esetében olvadas, Uivegesedés és termikus bomlas nem volt igazolhato.
Ezek a sajatsagok nem rontjak, inkabb segitik a szemcseméretcsokkentest és
megakadalyozzak az aggregaciot, tehat stabilizaloként is miikddnek, ebbdl adoddan az Orlés
hatékonysagat kedvezden befolyasoljak. Arra vonatkozd szakirodalmi adatot, hogy ,.kisebb
molekulatomegli PVP esetén elképzelhetd-e az iivegszerii-gumirugalmas atalakulas az Orlés
soran, amely rontja az Orlés hatékonysagat” nem talaltam.

Kapcsolédoan megjegyzem, hogy szakirodalmi adatok jol mutatjgk a PVP
molekulatdmegének es tivegesedési hdmérsékletének 6sszefluiggését (abra), ami a polimer
kivalasztasanal fontos szempont lehet.
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PVP molekulatomegének befolyasa az iivegesedési hémérsékletre (Asgreen C. et al. 2020)

A ko-6rl6 anyagok esetében el6kisérleteket végeztlink. 2 6ran keresztiil Oriiltik (R) 400 rpm-
en, majd a termékeket mikrometriai €s szerkezeti (méret, morfoldgia, FT-IR, XRPD, DSC)
értékelésnek vetettlk ala.

A kiindulasi PVP-K25 részecskéi amellett, hogy meglehetésen nagyok (kb. 30 pum), sima
fellletiiek és kozel szférikus alaktiak, mig az 6rolt mintakban a szemcsék mérete 10 um koriil
van és felliletik egyenetlen. Az FT-IR spektrum, XRPD diffraktogram és DSC gorbék alapjan
a PVP amorf sajatsdga megtartott (lasd a lenti abrakat).
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PVP K25 polimer érlés elétti és utani habitusanak és szerkezetének jellemzése

-Asgreen C et al Influence of the Polymer Glass Transition Temperature and Molecular Weight on Drug
Amorphization Kinetics Using Ball Milling, Pharmaceutics 2020. 12(6):483

3. Mivel magyarazza a meloxikam pH-fiiggd kioldédasi profiljat eltérd koncentracioji PVA
jelenlétében?

A hatdanyag oldhatdsaga és oldodasi sebessége szamos tényezotdl fligg (pH, ionizésios fok,
szolubilizalo szerek, hdmérséklet, szemcseméret és kristalyszerkezet) (Csicsak D 2023).

A vizsgalt pH értékek koziul a meloxikdm oldhatésaga a gyomor pH-nak megfelel 1,2-en
volt a legrosszabb, itt minddssze 1,6 pg/ml. Az oldhatésag a pH emelésével jelentdsen
novekszik. A bél atlagos pH értékének megfeleld 7,4-es kdzegben 0,933 mg/ml, azaz tébb
mint 500-szorosara nétt, amely biztositja az oralis dozis kioldodasat és a bélbdl valo
felszivodasat valoszintsiti.



Oldhat6séagi adatok

meloxikam
pH (Doo=93pum)
meért pH S (mg/ml)
1,2 1,12 0,0016 + 0,0002
7,4 7,32 0,933 + 0,054
desztillalt viz | 5,98 0,040 + 0,004

A meloxikdm pH-fiiggé kioldodasi profiljat eltéré koncentracioju PVA jelenlétében az
értekezés 62. oldalan a 20. &bra szemlélteti. A kombinalt nedves ko-6rlés esetén az
alkalmazott PVA koncentracioja hatdssal van a meloxikdm szemcseméret-eloszlaséra, a
részecskék elektrokinetikai  sajatsagéra, stabilitasara,  kristlyosségra, ezaltal a
hat6anyagfelszabadulasra (Horvath T. 2016). Mesterséges gyomornedvben (pH 1,2) a
kezeletlen, nagy szemcseméretli hatdbanyag 17 %-a, mig mesterséges bélnedvben (pH 7,4) 65
%-ban oldddott ki. A 18. tablazatban bemutatott részecskemeret-eloszlassal magyarazhato,
hogy mig a 0,75% PVA tartalom mikronizalt szemcséket, 16% és 75%-0s hatoanyag-
felszabadulast eredményezett, addig a 0,25 és 0,5 %-0s PVA tartalommal nanorészecskék
allithatoak el6. Ez utobbi esetében a megndvekedett fajlagos feliilet 40% illetve 85-100%-0s
kioldodast eredményezett a kioldokdzegek pH-jatol fiiggden.

-Horvath T, Ambrus R et al, Effect of solubility enhancement on nasal absorption of meloxicam, European
Journal of Pharmaceutical Sciences 9 5(2016) 96-102

-Csicsak D., Ambrus R. et al The Effect of the Particle Size Reduction on the Biorelevant Solubility and
Dissolution of Poorly Soluble Drugs with Different Acid-Base Characte, Pharmaceutics. 15 (2023) 13;15(1):278

4. A racém loratadinbdl torténd nanoszuszpenzio elddllitisa modosithatja-e a hatéanyag
kiralitasat, hatasosabb enantioszelektiv dezloratadint eredményezve?

A loratadin hatdéanyag esetén, hagyomanyos értelemben vett racemizacio eléfordulasa nem
valoszinlisithetd a centralis kiralitdsi szénatom(ok) hidnya miatt. Ugyanakkor a
szakirodalomban megtalalhatd a loratadin N-oxidacidjaval kialakuld helikalisan kiralis
vegylletek enantioszelektiv szintézisevel foglalkozd publikacio. Ebben bizonyitasra keriilt,
hogy a szarmazékok az anyavegyiilethez képest hasonld, ezen belil a (-) enantiomerek
magasabb H1-antihisztamin hatassal rendelkeznek. Tovabba leirtak, hogy a loratadin esetében
dinamikus atalakulas torténik a két felirhatd helikalis enantiomer kodzott, melyek nem
elvalaszthat6ak (Stone EA. et al 2020).

-Stone EA. et al. Asymmetric Catalysis upon Helically Chiral Loratadine Analogues Unveils Enantiomer-
Dependent Antihistamine Activity J. Am. Chem. Soc. 2020. 142, 1269012698



5. Mivel magyarézhatd, hogy a hatéanyagok nanonizalasa termodinamikai oldhatésaguk
Jjelentds novekedése mellett a permeabilitasuk novekedéséhez is vezetett? Melyik alkalmazott
segédanyagnadl volt elérhetd a legjobb hatéanyag-permeabilitds?

Az Ostwald—Freundlich illetve Noyes-Whitney egyenletek tamasztjak ald a szubmikronos
szemcsék esetében (megndvekedett fajlagos feliilete altal) a telitési oldhatosag és oldddasi
sebesség novekedésének lehetdségét. A Prandtl-egyenlet szerint a csokkent részecskeméret a
diffizios tdvolsdg csokkenésehez és ennek kovetkeztében megndvekedett oldodasi
sebességhez vezet, amint azt a Noyes—Whitney egyenlet is leirja.

A nanorészecskék nyalkahartyan keresztuli permeabilitdsa a Stokes—Einstein egyenlettel
elorejelezheto.

P= kT/ énmrh

ahol ,,P” a permeabilités, az ,,r” a nanorészecske sugara, ,,h” a nyalkaréteg vastagsaga, ,;n” a
nyalkaréteg viszkozitasa, ,,k” a Boltzmann-allandé és ,,T” az abszolut hdmérséklet (Einstein A
1905).

A bélfalhoz valo tapadas mertéke szintén elésegiti a jobb biologiai hozzaférhetoséget azaltal,
hogy a nanoreszecskék nyalkahartya-adhézidja meghosszabbitja a tartozkodasi id6t
(ndvekedett koncentracio gradiens) és az érintkezési id6t a gasztro-intesztinalis traktusban. A
megndvekedett oldodasi sebesseg és a telitési oldhatosag rovid id6 alatt nagyobb hatéanyag
koncentraciot  eredményezhet a  tiidoben/orrnydlkahartyan, ami nagyobb helyi
gyobgyszerszintet eredmenyez az abszorpcids helyen. A nyalkahartya felliletén valé hosszabb
tartozkodasi id6 nemcsak csOkkenti a hatéanyag csillok altali mozgasabdl szarmazo
veszteségét, hanem hozzajarul a nagyobb mértékii felszivodashoz is (Ponchel G 1997).

Az alkalmazott segedanyagok kozil kiemelném a PVP és PVA polimereket, a funkcidjuk
elsdsorban a szemcseméret stabilizaldsa, aggregéacidgatlds, szolubilizalas, ezaltal az oldodasi
sebesség es permeabilitas fokozasa. Emellett a nazalis formulaciok osszetétel-tervezésénél az
a-ciklodextrin illetve a hialuronsav jarult még hozza a diffuzié javitasahoz.

-Einstein, A. On the movement of small particles suspended in stationary liquids required by the molecular-
kinetic theory of heat Ann. Phys. 1905, 17, 549- 5601 Annalen der Physik 1905.

-Ponchel et al. 1997 Mucoadhesion of colloidal particulate systems in the gastro-intestinal tract Eur J Pharm
Biopharm Volume 44, 25-31.



Ismételten megkdszondm Prof. Dr. Zelk6 Roménédnak, hogy attekintette és elbirélta
értekezésemet. Koszonom elismerd szavait, megtisztelt azzal, hogy két évtizedes szakmai
eredményeimet kimagaslé munkaként értékelte, valamint napjaink gydgyszerfejlesztése
szempontjabol igen hasznosnak talélta és javasolta szamomra a sikeres védést kovetéen az

MTA doktori fokozat odaitélését.

Tisztelettel kérem ezuton az opponensi véleményre adott valaszaim elfogadésat.

A Brdo
Szeged, 2024. februar 29.
Dr. Ambrus Rita



