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Roviditések jegyzéke

cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CARPA complement activation-related pseudoallergy

CMC critical micelle concentration = kritikus micella koncentracio

CRP C-reaktiv protein

DLS dinamikus fényszorodas (dynamic light scattering)

DOPC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

DPPC dipalmitoylphosphatidylcholine

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EPC 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine

FACS fluorescence-activated cell sorting, aramlasi citometria

FasL Fas ligand

FDA U.S. Food and Drug Administration

FSC forward scatter

1Lv. intravénas

MABP mean arterial blood pressure = artérias kozépnyomas

MAC membrankarosité komplex (membrane attack complex)

MASP mannose-binding lectin-associated serine protease

MBL mannose-binding lectin

MHC major histocompatibility complex

PBS phosphate-buffered saline

PEG polietilénglikol

PEG-DSPE 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[amino(polyethylene glycol)-2000]

PNH paroxismalis nocturnalis hemoglobinuria

Rh hidrodimanikus részecskeméret

SSC side scatter

TRPS tunable resistive pulse sensing

TXB2 tromboxéan B2

uv ultraviolet = ultraibolya
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1. Bevezetés

I.1. A klinikai gyakorlatban hasznalt, lipid alapu nanohordozok tipusai, fejlodésiik

A Kklinikai hasznalatban hozzaférheto, kiilonbozo molekulak szallitasara
kifejlesztett, ugynevezett ,,nanohordozok™ (1) szdma, valamint az azokban hasznalt
szerkezeti elemek dinamikusan valtozd sokszinlisége hozzajarult ahhoz, hogy a
nanotechnoldgia egy rohamosan fejlédo teriiletévé valjon az orvostudomanynak. Szamos
kiilonboz6é tipusi nanogyodgyszer létezik, ezek definicid szerint egy mikrométer
atméronél kisebb részecskék, amelyek passziv vagy aktiv modon juttatnak el egy adott
molekulat, legtobbszor gyodgyszert, egy célterliletre az emberi szervezetben. (2) A
nanohordozok hasznalata a mellékhatasok csokkentését, valamint a terdpia
hatékonysaganak novelését iranyozza eld. A leggyakrabban vizsgalt, valamint a terdpias
célbol torténd felhasznalasra javasolt elsé ilyen hordozo részecskék a liposzomak voltak.
Ezek olyan foszfolipid kettds réteget alkotd nanohordozok, amelyek képesek egy aktiv
hatdéanyag adott célteriiletre torténd szallitasara a szervezetben. (3) Egyéb lipid alapu
nanohordozok ko6z¢ tartoznak a lipid-polimer ,,hibrid” nanohordozdk és a lipid komplex

részecskék.

I.1.1. Liposzomak: liposzomalis doxorubicin (Doxil/Caelyx)

A liposzomadk korai formait mar az 1960-as években leirtdk A.D. Bangham és
munkatarsai, akik megfigyelték a spontan formalodo lecitin kristalyok és a bioldgiai
membranok kozotti hasonlosagot, valamint azok képességét részecskék befogadasara és
valtozo koriilmények kozotti kibocsatasara. (4) A liposzémak gydgyszerhordozoként
torténd alkalmazasat eldszor Colley és Ryman vetette fel. Ezt az elképzelést késobb
szamos kozlemény megerdsitette, jelenleg a liposzomak klinikai jelentdsége, elsésorban

a kemoterapias formulaciok kapcsan, megkérddjelezhetetlen. (5)
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1. abra: Liposzomalis doxorubicin (Doxil™) elektronmikroszkdopos képe. (6)

Az 1980-as években megalkotott, szabadalmaztatott, majd 1995-ben az amerikai
gyogyszerhatosdg (Food and Drug Administration, FDA) altal elsdként klinikai
felhasznalasra engedélyezett nanogyogyszer, a Doxil (késObb Eurdépaban a Janssen
gyogyszercég Caelyx-ként hozta forgalomba (7)), a nanomedicina széles korl
felgyorsitotta. A Doxil (1. abra) doxorubicint tartalmaz, ami Streptomyces baktériumok
altal termelt, antraciklinek csoportjaba tartozo kemoterapids gyogyszer, amely gatolja a
tumorsejtek osztodasat a DNS bazisparjai kozé kotddve, valamint a topoisomerase 1I-t
gatolva. A doxorubicin szdmos tumortipus kemoterdpias protokolljaban szerepel.
Hasznaljak példaul leukémia és limféma, mell-, petefészek- ¢és tiidérak kezelésében.

A doxorubicin szabadgyokok képzésével és kovetkezményes oxidativ folyamatok
hatasara képes a sejtfehérjék és sejtmembranok, kiilondsen a mitokondrialis membran
karositasara. Az igy létrejott oxidativ karositdé hatds kiemelt jelentdséggel bir a
doxorubicin toxicitdsanak ¢és mellékhatasainak kialakulasdban. A szivizom magas
mitokondriumtartalma magyarazhatja az igy létrejott gyakori mellékhatast, a
kardiotoxicitast. A tovabbi mellékhatasok kozé tartozik a sulyos csontveld-szupresszio,
hanyinger €s hanyds, valamint a bér- és nyalkahartya karosodas, amely egyebek mellett
stomatitis, alopecia ¢és bélrendszeri kéarosodds formdjdban nyilvanulhat meg. A
csokkentését célozta. Az elsé probalkozasok soran doxorubicint, valamint két un. ,,fluid”
phopholipidet (EPC és EPQG) és koleszterint tartalmazd oligolamellaris liposzomakat
(OLV-DOX) hoztak 1étre, ami a 200-500nm-es mérettartomany és negativ toltés miatt a

retikukolendotelidlis rendszer (RES) makrofagjai gyorsan felveszik, de nem dusultak
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megfeleld mértékben a tumorszovetekben, igy ez tévatnak, a kapcsolddo klinikai kisérlet
pedig kudarcnak bizonyult. Az ujragondolt formulicid megalkotasat megelézden
Barenholz, Gabizon ¢és munkatarsaik meghatdroztdk a nanohordozd részecske
sikerességéhez sziikséges alapvetd kritériumokat. A liposzomak célteriilethez torténd
eljutdsdhoz elengedhetetlen az ehhez lehetdséget biztositd, megtartott stabilitds és
szerkezet mellett elért hosszabb keringési id6, amit sztérikus stabilizacid utjan értek el.
Ehhez a Doxil esetében magas olvadaspontu foszfolipideket, koleszterint és egy
lipopolimert, a 2°PEG-DSPE-t, alkalmaztdk. A megfeleld gyogyszerkoncentracié és
hatékonysag eléréséhez elengedhetetlen volt aktiv toltési technologidk kifejlesztése. Ez a
cél tobb uton is elérhetének bizonyult, a Doxil esetében ammoéniumszulfat
transzmembran gradiensével sikeriilt a liposzoma hatékony és stabil toltése (Héber
Egyetem - Hadassah Orvosi Egyetem, Jeruzsalem), a Myocet, egy masik doxorubicint
tartalmazo6 liposzomas készitmény toltésére pedig a pH gradiens hatdsat hasznaltak (The

Liposome Company, Princeton).

A liposzoémak extravazacidja elengedhetetlen a szoveti felhalmozdodas eléréséhez, amihez

nanoméretill, 100-120 nm-nél kisebb liposzémak sziikségesek.

Tovéabbi fontos kritérium, hogy a liposzémak altal hordozott gyogyszertartalomnak el kell
jutnia a célteriilethez, amely tobb modon lehetséges. A Doxil esetén ez passziv folyamat
form4jaban valésul meg, amelyben a tumorszovet fokozott permeabilitdst mutatod erein
jut at a nanohordozo, igy eldsegitve lokalis felhalmozddast. (8) Ez a passziv folyamat
azonban tobb tényezdtdl is nagymértékben fiigg, amelyek kozé tartozik a tumor
erezettségének mértéke, az endotéliumon talalhaté porusok mérete, ami az adott tumor
fajtajatol fiigg. Ezek a tényezdk befolyasoljdk a liposzomdk farmakokinetikajat és a
biodisztribliciojat. Az aktiv célzas a liposzomak szerkezetében talalhatod olyan ligandok
segitségével lehetséges, amelyek a célteriileten talalhaté receptorokhoz kotddnek, és ezt
kovetden a liposzoma endocitdzisan keresztiil torténik az aktiv hatéanyag bejuttatisa a
célsejtekbe. A ligandok kozé tartoznak az antitestek, peptidek, vitaminok (pl. folsav),

amelyek a tumorokban tulexpresszalt receptorokhoz kotddhetnek. (9)

A nanohordozoban szallitott aktiv hatdanyag aktiv kioldasa tobb mddon érhetd el,

amire szamos példa talalhatd a szakirodalomban. A liposzomdk csokkend pH,
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hémeérséklet valtozas és ultrahang expozicio kovetkeztében megvaltozott toltékapacitasa
miatt a célzott teriileten kioldodhat az aktiv hatéanyag. Tovabbi példak kozé tartozik a
fény hatasara lebomlo lipidek alkalmazésa, ami a fény hatdsara a hatéanyag kioldasat

teszi lehetové. (10)

A Barenholz és munkatérsai altal fejlesztett, szabadalmaztatott, majd ezt kdvetden
a klinikai gyakorlatba széles korben bevezetett liposzomalis doxorubicin uttoronek
bizonyult az egyéb lipid alapti nanogydgyszerek terapids felhasznalasdban. A
gyogyszermellékhatasok rizikojanak, gyakorisdganak és sulyossaganak csokkentése
céljabol létrehozott lipid-alapi nanohordozok az elénydk mellett 0 kihivasokat is
magukkal hoztak. Ezek koziil kiemelend6 az alabbiakban részletesen targyalt, részben a
komplement rendszer aktivalodasdhoz kothetd pszeudoallergias reakcid, a CARPA. A
CARPA hatterében htz6dd patomechanizmusok vizsgéalata és megértése alapvetd
fontossaggal bir a gyodgyszerfejlesztés és a klinikai alkalmazas vonatkozasaban is,
tekintettel a CARPA szamottevd, az IgE altal kozvetitett I-es tipust tulérzékenységi
reakcidhoz képest magasabb gyakorisdgéara, potencidlisan akar életet veszélyeztetd

jellegére. (11)

1.1.2. Micellak és lipid-polimer ,,hibrid” nanohordozok

A micellak hidrofob mag és hidrofil kopeny polimerekbdl 4116 kolloid részecskék,
altalaban az 5-100 nm kozotti mérettartoményban, amelyek megfeleld, tgynevezett
kritikus micella koncentracidoban (,critical micelle concentration”, CMC), spontan
Osszerendezddéssel jonnek létre. A kopeny polimer gatolja a retikuloendotelidlis
rendszerbe torténd gyors felvételt, ezzel biztositja a hosszabb keringési 1dét. A
leggyakrabban erre a célra polietilénglikolt (PEG) hasznalnak. A hidroféb mag
kialakitasara tobbek kozott poliétereket, poliaminosavakat és poliésztereket alkalmaznak.
A hidrofob blokk nagyobb molekulastlya alacsonyabb CMC-t eredményez, valamint a
hidroféb lancok végeinek modositasa hozzajarulhat a micelldk stabilitdsdhoz. Klinikai
vizsgalatokban tobb micellaris formulacidé hatékonysdgat tanulmanyoztdk. Ezek kozé
tartozik példaul az NKI105, amely paclitaxelt tartalmazo, eldérehaladott gyomorrdk

kezelésére alkalmazott kemoterdpids gyogyszer, az SP1049C, amely doxorubicint
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tartalmaz és gasztrointesztinalis adenocarcinoma kezelésnél alkalmaztdk, az NC-6004
nevil, cisplatint tartalmazé micella, amelyet kiilonb6zd szolid tumorok kezelésénél
vizsgaltak, valamint a Genexol-PM és NKO012 nevii formulaciok, amelyek tobbek kozott

mellkrak kezelésében mertiltek fel kemoterapias lehetdségkeént. (12)

A polimer alapi micelldk és lipid lancok kombinacidjaval lipid alapt micellak
vagy azokhoz alapvetéen hasonlé nanohordozok Ilétrehozasa is lehetséges. Erre
alkalmasnak bizonyult a DSPE (1, 2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) és
polietilénglikol kombinacidja, amelyet példaul az asthma bronchiale kezelésére is
alkalmazott inhalaciés kortikoszteroid, a budesonide vizoldékonnyéd alakitasaval

kapcsolatban vizsgaltak. (13-16)

1.1.3. Lipid komplexek: amphotericin B lipid komplex (Abelcet)

A liposzémak ¢és lipid-polimer nanohordozok mellett egyéb foszfolipid-komplex
formulaciok is megjelentek a nanomedicinalis gyogyszerek terapids arzenaljaban. Erre a
gyogyszertipusra példa az amphotericin B lipid-komplex, az Abelcet, amelyet a szabad
gyogyszerforma toxicitdsdnak csokkentése céljabol hoztak 1étre. Ez L-o-
dimyristoylphosphatidylcholine és L-a-dimyristoylphosphatidylglycerol  0,9%-o0s
sooldatban, 1:1 aranyban kevert oldata. (17) Az aktudlisan a National Library of Medicine
(pubmed.com, 2021) adatbazisdban megtalalhatd, Abelcethez valamilyen szempontbol
kapcsolodd, 1995 6ta megjelent tudomanyos publikaciok szdma 24279, ami jol mutatja,
hogy az amphotericin B lipid komplex formulédcidja az elmult években élénken

foglalkoztatta a kutatdkat.

2. abra: Az amphotericin B szerkezete. (18)

Az amphotericin B egy jabb lipid komplex formulacioja az LC-Amb, amely egy
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egereken végzett vizsgalatban az Abelcethez hasonléan csokkentett toxicitast

eredményezett a szabad hatdéanyaghoz képest. (19)

Amellett, hogy az amphotericin B a legtobbet vizsgalt és alkalmazott hatéanyag a
lipid-komplex nanogyodgyszerek csoportjdban, egy¢b hatdoanyagok felhasznalasat is
vizsgaltak. Ezek kozé tartozik az apolipoprotein A-I mimetikus peptid 4F, amely a
Paraoxonase-1-hez kotddve fokozza annak aktivitasat és stabilitasat. Az utdbbi alapvetd
fontossaggal bir a HDL (high density lipoprotein) antioxidans, gyulladascsokkentd és

antiaterogén hatdsanak kialakuldsaban. (20)

1.1.3.1. Abelcet felnott- és gyermekgyogyaszati felhasznalasa a klinikai
gyakorlatban

Egy 23 centrumot és 2677 beteg eseteit magaba foglaldé meta-analizisben az
amphotericin B kiilonb6z0 lipid-alapt (liposzomalis, lipid komplex, kolloid diszperzio,
intralipid) formulacioinak biztonsdgossagat vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy ezek kozott
nem volt szignifikans kiillonbség, ugyankkor a magasabb toxicitasti szabad

gyogyszerformahoz hasonlé hatékonysagot mutattak. (21)

Az Abelcet farmakokinetikdjat vizsgaltak 17 felnétt beteg bevonasaval, akiket
szisztémas gombafert6zés miatt kezeltek, amely sordan az Abelcet magas aranyu,
multiexponencidlis szoveti felhalmozodasat és hossza fél-¢letidejét figyelték meg

crer

kummulélodasat észlelték volna. (22)

Egy klinikai vizsgélatban az amphotericin B liposzémalis (AmBisome) ¢és lipid
a kezelés kimenetelét a tiinetek, komplement koncentracid és egyéb laboratoriumi
paraméterek fliggvényében elemezték. A vizsgalatba 64 jeloltet vontak be. Az AmBisome
kezelésben részesiilt betegek 68,8%-aban mindsitették sikeresnek a kezelést, mig Abelcet
esetében ez 73% volt. A befejezett kezelések esetében szignifikans kiilonbségnek

bizonyult a két gydgyszer kdzott, hogy akut vesekarosodas miatt az AmBisome esetében
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3,1%-ban hagytak abba a kezelést, mig Abelcet esetében erre 27%-ban volt sziikség. Ezek

alapjan felvetették, hogy az AmBisome vesetoxicitdsa kisebb lehet. (23)

Egy retrospektiv tanulmanyban invaziv aspergillosis kezelésére liposzoémalis
miatt kezelt felndtt betegekben. Osszesen 381 betegeket vontak be a vizsgalatba, akiknél
bizonyitott, vagy a vonatkoz6 irdnyelvek alapjan feltételezett invaziv aspergillosis zajlott.
Ezek kozil 158 kapott Abelcetet vagy liposzomalis amphotericin B-t. A vizsgalt
betegekben az elsd, valamint masodik kezelésre adott terapias valasz mindkét gyogyszer
esetében rossz volt (7,7-15,8%-ban reagéltak megfelelden a kezelésre). Az elsd kezelést

kovetden az Abelcet esetén szignifikdnsan tobb esetben észleltek vesetoxicitast. (24)

A daganatos betegek kemoterdpidja vagy csontveld transzplantacidja kapcsan
kialakult immunszupresszid fokozott fertézéshajlamhoz, kiemelten a gombafertézések
fokozott rizik6jahoz vezet. Johansen és munkatarsa 13 klinikai vizsgalatot, 1960 beteg
esetét tekintette 4t ebbdl a betegcsoportbol, amelyekben a gombaellenes kezelést
profilaktikusan vagy 14z jelentkezése esetén alkalmaztak az amphotericin B kiilonb6zd,
lipid-alapt és szabad formulacidival. Azt talaltak, hogy a lipid alapi amphotericin B,
tobbek kozott az Abelcet, nem csokkentette a mortalitast a szabad amphotericin B-hez
képest, azonban hatékonyabb volt az invaziv gombafertézések kezelésében, valamint
csokkentette a vesetoxicitast. Ezzel egytitt kiemelték, hogy az amphotericin B szabad és
lipid-alapt formulécioi kozotti egységes, kovetkezetes dsszehasonlitas, és ezek alapjan
egyértelmii kovetkeztetések levondsa csak tovabbi, nagyobb klinikai vizsgalatok

elvégzésével lehetséges. (25)

Egy gyermekgyogyaszati felhasznalast vizsgald tanulmanyban az amphotericin B
lipid komplex kezelés hatékonysadgat ¢és biztonsdgossagat vizsgaltdk invaziv
gombafertdzés miatt kezelt 548 gyermek ¢€s serdiild esetében (¢életkor tartomany 0-20 év)
4 ¢éven keresztiil, amely a publikalads idOpontjaig a legnagyobb, egy terapids agens
bevonasaval késziilt ilyen jellegli vizsgdlat volt. A vizsgélatba bevont betegek
mindegyike onkoldgiai beteg volt, vagy a kezelést megeldz6 anamnézisében Ossejt-
/szerv-transzplantacid szerepelt. A begyljtott adatok tartalmaztdk a demografiai
informaciokat, alapbetegséget, az Abelcet hasznalatanak indokait, az alkalmazott dozist,

a klinikai hatékonysagot ¢s a vesefunkciora vonatkozo értékeket. A legtdbb beteg vagy
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nem toleralta vagy nem reagélt megfelelden a konvencionalis gombaellenes kezelésre és
a betegek kozel fele neutropénids volt a kezelés megkezdésének idején. Az 548 betegbdl
300 (54,7%) részesiilt korabban transzplantacioban és a 393 (71,7%) kapott egy vagy
tobb egyéb vesetoxikus kezelést. Egy vagy tobb gombafajt 285 beteg esetén sikertilt
izolalni, amely leggyakrabban Candida és Aspergillus volt. A 285 beteg koziil a klinikai
vélaszra vonatkozo adatok 255 esetben voltak értékelhetdek. A teljes (gyogyulés) vagy
részleges (javulas) terapias valaszt a betegek 54,9% érték el és tovabbi 16,9% esetében
stabil allapotot értek el. Az igazolt Aspergillus fertézés miatt kezelt betegek 40,5 és
37,5%-aban értek el ilyen terdpids valaszt a transzplantdlt és nem transzplantalt
betegcsoportokra vonatkozoan, ami a stabil allapot elérését is figyelembe véve 48,6 és
71,9% volt. Klinikailag szignifikans vesekarositd hatast csak kevés esetben sikertilt
igazolni. Nem volt szignifikans kiilonbség a mar mas okbol hemodializisre szoruld
betegek ¢s az Abelcet kezelést kdvetden hemodializisre szoruld betegek szama kozott. A
szérum kreatinin szint Abelcet kezelést megel6z0 értékeihez képest legalabb masfélszeres
emelkedést 24,8%-ban és legalabb két és félszeres emelkedést 8,8%-ban észleltek. Az
eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a hatékonysag és biztonsagossag
tekintetében az eredmények aldtdmasztjadk az amphotericin B lipid komplex hasznalatat
immunkompromitalt gyermekek és serdiilok esetében a magas rizikd csoportba tartozo

transzplantalt betegekkel egyiitt. (26)

Az Abelcet gyogyszerleirasaban is szerepld, a kezelés soran jelentkezd
mellékhatasokat tartalmaz6 adatok 921 beteg kezelése soran észlelt infuzios reakcidkat
tartalmazzak. Ezek alapjan az Abelcet beadasat kovetden hidegrazassal jard akut infazids
reakcidt a vizsgalt nagykora betegpopulacid 18 %-ban észleletek. A reakciok kilitéssel,
nehézlégzéssel, bronchospazmussal, hipo- vagy hipertenzidval, aritmiaval, mellkasi
fajdalommal, thrombocytopenidval, leukopenidval jartak egytitt az esetek 3-7%-aban. A
mellékhatasok gyakrabban jelentkeztek az elsd dozisok beaddsa utan, majd a kovetkezo

dozisok beadésaival enyhiiltek. (27)

1.1.3.2. Abelcet vizsgalata allatmodellekben
Egy tanulmanyban immunszuprimélt egerekben gombaellenes gyogyszerek,
tobbek kozott az Abelcet hatékonysagat és toxicitasat vizsgaltak invaziv pulmonalis

aspergillosis kezelésében. Az egerek immunfunkcidit glucocorticoid adasaval gatoltak,

11
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majd azokat intranazalisan megfertézték Aspergullus fumigatus gombaval. Abelcet adasa
utdn a vizsgalt egerekben hosszabb tulélést dokumentaltak, azonban teljes gyogyulast
nem értek el, és progressziv betegséget észleletek, az Abelcet emelt dozisa viszont

csokkentette a talélést. (28)

Egy masik egér modellben az Abelcet hatékonysagat vizsgaltdk kozponti
idegrendszeri aspergillosis kezelésében, amely sordn megallapitottdk, hogy bar az
Abelcet hatékonynak bizonyult, teljes gyogyulast egy esetben sem sikeriilt elérni az
alkalmazaséaval, valamint caspofungin, egy lipopeptid gombafertdzés ellenes gydgyszer

egylittes addsa érdemben nem befolydsolta a kezelések kimenetelét. (29)

Egy tanulmanyban az Abelcet és amphotericin B immuntoxicitasat hasonlitottak
Ossze egerekben, amelyben a naponta, 28 napig alkalmazott gydgyszer beaddsat kovetden
rogzitettek az észlelt tiineteket, testsulyt és a lép sulyat, valamint analizaltdk a
makrofagok, az NK sejtek, limfocitdk funkciojat. Az eredmények alapjan
megallapitottak, hogy egyik gydgyszer sem befolyasolta a vizsgalt immunfunkcidkat az

analizalt egerekben. (30)

Az Abelcet ¢és Ambisome 4ltal egerekben okozott mellékhatasok
patomechanizmuséaban a komplement rendszer szerepérdl Orfi és munkatarsai szamoltak
be. Az egereket intravénasan kezelték 30-300 mg/kg gydgyszerrel, valamint pozitiv
kontrollként ismert komplement aktivatorokat (kobramérget és zymosant) alkalmaztak,
majd mérték a vérnyomads, pulzus, fehérvérsejtszam, vérlemezkeszdm és plazma
tromboxan és C3 koncentraciok valtozasait. Az Abelcet és AmBisome adéasat kovetden
atmeneti vérnyomas-emelkedést, thrombocytopeniat, valamint a plazma tromboxan ¢és
C3a koncentraciok emelkedését figyelték meg. C3a receptor inhibitor (SB-290157)
alkalmazasa esetén a korabban, Abelcet és AmBisome kezelés hatasara bekovetkezo
atmeneti vérnyomas-emelkedés csokkent, ami alatamasztja az eltérések hatterében
patomechanizmusként felmeriilé, komplement aktivacidhoz kotott pszeudoallergia

(CARPA) meghatarozo szerepét. (31)

Egy patkdnyokon végzett kisérletben az Abelcet stabilitdsat vizsgaltdk a

vérplazmaban in vitro és in vivo. A patkdnyok plazméjaba Abelcetet tettek, majd
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centrifugdlassal a szabad Abelcetet kiilonvalasztottdk, amely 90%-ban megtartott
integritdsu amphotericin B-lipid komplex format igazolt, tehat a beadott nanogydgyszer
integritdsa dontéen megmaradt eredeti forméjaban a plazmaban is. A tovabbi kisérletek
alapjan megallapitottdk, hogy a szabad amphotericin B ardnya id6- és homérséklet
fiiggvényében ndtt, valamint az asszocialt a plazma lipoprotein és a nem lipoprotein
fehérjéivel. Az in vivo kisérletekben az amphotericin B koncentraciot 24 draig mérték egy
adag (1 mg) Abelcet és dozis ekvivalens mennyiségii amphotericin B beadasat kdvetden,
¢és azt talaltak, hogy a szabad gyogyszer esetén a mért amphotericin B koncentracid
négyszeres volt az Abelcetéhez képest. A lipid komplex formulacié gyorsan kikeriilt a
szovetekbe. A patkdnyok egy madsik csoportjdban 0,5 mg/kg/nap adagolasban
amphotercin B-t, 10 mg/kg/nap adagolasban pedig Abelcetet adtak be 15 napon keresztiil,
¢s azt talaltdk, hogy a plazmafehérjékhez kotddott szabad amphotericin B koncentracid
csak 1-2-szer volt magasabb a szabad gydgyszer beadasahoz képest a 20-szor nagyobb
dozis ellenére. Az eredmények alapjan megallapitottak, hogy részben a szdvetek altali
gyors felvétel és az alacsony keringd szabad hatdéanyag tartalom magyardzhatja az

Abelcet csokkent toxicitasat és fokozott hatékonysagat. (32)

Egy sertéseken végzett kisérletsorozatban az Abelcet beadasat kovetden
jelentkezd 1az hatterében pirogének kidramlast figyeltek meg a vérben, valamint ezzel
Osszefliggésben megemelkedett NF-kappaB expressziot észleltek, ami a TNF-alfa és IL-

1 beta gének transzkripcios reguldtora. (33)

1.2. Lipid alapu nanohordozok tulajdonsagainak vizsgalati lehetoségei

A nanomedicindban alkalmazott nanorészecskék karakterizalasa kritikus pontja a
gyogyszer tervezésének, fejlesztésének, az in vivo hatékonysag megitélésének, valamint
a mindségkontroll folyamatanak. A részecskék nanomérete, a lipid természetli
alkotdelemek, a kiilonleges mag-kettdsréteg struktura mind nehezitik azok vizsgalatat,
amelyek kozé tartozik a lipidek meghatarozésa, a gyogyszer befogadas hatékonysag, a
stabilitds és a gyogyszerkibocsatas vizsgalata. 2018-ban az FDA kiadott egy
gyogyszeripari ajanlast a liposzomalis gyogyszertermékek fejlesztésére, amelyben tobb
fontos tulajdonsagot megneveztek, aminek liposzomalis gyogyszereknek meg kell
felelniiik. Ennek megfeleléen meg kell hatirozni a felhasznalt lipideket és azok

mennyiségét; a nanohordozéban 1évé, szabad és teljes hatdanyagtartalmat; a
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részecskék fizikai stabilitasat (fuzid és aggregacio) és kémiai stabilitasat (lipid és

hatéanyag degradécio); valamint az in vitro hatdanyag kibocsatas farmakokinetikdjat.

A lipid-alapti nanohordozok lipid dsszetételének kvalitativ meghatdrozasa tobb
modszerrel lehetséges. Ezek koz¢ tartozik a széles korben alkalmazott NMR (nuclear
magnetic resonance) spektroszkopia, amely a vizsgalt molekula atommagjainak egyedi
elektronszerkezetét vizsgalva tobbek kozott alkalmassé teszi az egyes lipid alkotoelemek

elkiilonitésére.

crer

tomegspektrometria, ami a nanohordoz¢é alkotoelemeinek molekuldris tomegét hatarozza
meg, ezzel segiti azok elkiilonitését. Ez egy szenzitiv, sokoldalii technologia, amit
gyakran folyadékkromatografiaval (LC, liquid chromatography) kombindlnak. A
vibracios spektrometria a lipidkomponenseinek meghatarozasara szintén alkalmas lehet.
A Raman spektroszkopia a részecskék tigynevezett ,,narrow-band” fotonokkal torténd
megyvilagitasat kovetden a szort fényt detektalja és jelolés nélkiil, valamint in situ
alkalmas a lipid membranok vizsgalatara, amely sordan a mért jel korrelal a keresztkotések

atlagos szamaval és az oldalcsoportokkal a lipidek alkilcsportjaiban.

A lipidek folyadékkromatografiaval torténd kvantitativ meghatarozasa széles
korben alkalmazott modszer, ezek koziil is a forditott fazist, nagyteljesitményti folyadék
kromatografia (RP-HPLC) a legtobbet hasznalt technoldgia. Utdbbi soran a lipideket
altalaban organikus oldoszerekkel (pl. kloroform és metanol keverékével) oldjak fel, majd
a telitetlen foszfolipidek mennyiségét UV fényelnyelés alapjan hatdrozzak meg a 200-
220 nm-es hulldmhossz tartomanyban, ahol erdsebb fényelnyelést mutatnak, mint a
telitett foszfolipidek. Singh és munkatarsai vizsgalatai soran a liposzomak 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) ¢és koleszterin tartalmat mérték C8 szilika
folyadékkromatografias oszlop és UVaos alkalmazasaval. A telitett zsirsavak, mint pl. a
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) és phosphoethanolamine (DPPE)
elkiilonitése trimethylsilane-nal modositott szilika oszlop alkalmazéasaval, valamint
kloroformmal, metanollal és vizzel torténd eldzetes oldassal és ELSD-vel (evaporative

light scattering detector) torténd detektalassal bizonyult lehetségesnek.
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cres

A nanorészecskék morfologidjdnak ¢és méretének vizsgalata szdmos
transzmisszios elektronmikroszképids (TEM) modszerrel lehetséges. Ezek koz¢é tartozik
a negativ-festés alkalmazasa, amelynek soran a mintakat szénréteggel bevont rézracsra
helyezik, majd uranyl-acetattal vagy foszfowolfransavval festik, hogy megfeleld
kontrasztot hozzanak 1étre a nagy energidju elektronsugar alatt. Az elektronmikroszkop
alatt a lipid-alapu nanohordozok morfologiaja jol vizsgalhatd, azonban a negativ festéses
moddszer a pontos méret meghatarozasara kevésbé alkalmas a festési modszereket
megeldzd, levegdn torténd szdritds sordn bekovetkezd zsugorodds miatt. Ezzel
ellentétben a  fagyasztasos  modszerrel — végzett, ugynevezett cryo-TEM

elektronmikroszkopia nem igényel eldzetes szaritasi folyamatot.

A nanorészecskék méreteloszlasanak vizsgélata tobb moddszerrel lehetséges. A
dinamikus fényszorodas (DLS, dynamic light scattering) modszer (3. dbra) alkalmasnak
bizonyult a nanogydgyszerek méreteloszlasanak vizsgalatara a 0,5 nm és 1 pm kozotti
mérettartomanyban. A DLS a Brown-mozgast (a folyadékban szuszpendalt részecskék
sziintelentil zajlo, véletlenszeri mozgas (34)) végzd részecskékrdl szorodd fény ido-
viszkozitasa és refraktiv indexe, amelyeket elére meg kell hatdrozni a hidrodimanikus
részecskeméret (Rh) kiszdmitasahoz. A vizsgalattal és annak értékelésével kapcsolatban
tobb fontos tényezdt is figyelembe kell venni. A késziilék a részecskéket tokéletes
gombnek feltételezve szdmitja ki a hidrodinamikus radiuszt. A mintdk nem nyelhetik el
a fényt, nem vilagithatnak és fluoreszkalhatnak a hasznalt fényforras hulldmhosszan, amit
tipikusan magas értékre allitanak be (példaul 633 nm vagy 830 nm). A hasznalt olddszer
higitasdnak nem befolyésolhatja a részecskék méretét és forméjanak stabilitasat. A mérés
mindségellendrzése soran autokorreldcios gorbék megfeleld hasznalata javasolt. Az
intenzitas-alapt Rh mérés a nagyobb részecskéket szignifikdnsan nagyobb mértékben
veszi szamitasba, hiszen azok tobb fényt szoérnak, mint a kisebb részecskék. A kisebb
részecskék jelét maszkolhatja a nagyobbakrol érkezd jel, és szintén fontos megjegyezni,
hogy a részecske szubpopulaciok csak akkor jelennek meg kiilon, ha az atlag méretiit6l

2-3-szoros mértékben kiilonboznek.
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3. abra: a dinamikus fényszordédas (DLS) modszer miikodési elvét szemléltetd abra. A
DLS a Brown-mozgas alapjan hatarozza meg a részecskék méreteloszlasat. A Brown-
mozgas a részecskék random mozgasa egy folyadékban, amely a részecskéket koriilvevo

folyadék molekuldk mozgasa miatt alakul ki. (35)

Az aramlési citometria, amely a sejtek vagy részecskék nagy sebességii
vizsgalatara alkalmas (4. abra), is felmeriilt a liposzomak méretének megallapitasara
alkalmas vizsgalati modszerként. A vizsgalat sordn a vizsgalt részecskéket egy lézer
fényforrassal megvilagitjdk, majd a szér6do fényt a fényszords eldére meghatarozott
iranyai szerint, elére- és oldalszoras (forward-, side scatter) formajaban rogzitik. A
fényszoras jellegébdl és mértékébdl kovetkeztetni lehet a részecskék méretére, azonban
ehhez egy elére meghatarozott, pontosan ismert mérettli részecskékkel torténd kalibracid

sziikséges.
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4. abra: az aramlasi citometria miikddési elvét szemléltetd abra. (36)
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Egy masik méret-meghatdrozasra potencialisan alkalmas moddszer a TRPS
(tunable resistive pulse sensing), amely egy iondram megtorését rogziti, amikor egy
részecske 4athalad egy vékony membranban taldlhatd, meghatarozott méretli poruson.
Ezzel a mddszerrel kapott eredmények tartalmazzdk a részecske méreteloszlast és a
részecske koncentraciot, valamint ezzel egyiitt az egyes részecskék zeta-potencialjat
(feliileti fesziiltségét) is rogziti. A TRPS relativ nagy mérettartomanyban (40 nm-10 pm)
alkalmazhatd, valamint 6sszehasonlitod vizsgalatokban nagyobb pontossagu eredmények

elérésére képes a DLS-nél.

A nanopartikulumok méretének meghatdrozasara, valamint méret és/vagy forma
alapjan torténd frakcionalasara alkalmas a SEC (size exclusion chromatography), amely

kiilonbozé méretli porusokat alkalmaz a részecskék elkiilonitésére. (37)

A nanorészecskék felszini toltését altalaban a foszfolipidek polaris része
hatdrozza meg, ami pozitiv toltésli tercier aminokat vagy negativ toltésti karboxil
csoportokat tartalmazhat. A felszini toltés fontos fizikokémiai tulajdonsag, mert
meghatarozza a részecskék kozotti interakcidkat, az adszorpciot és a kovetkezményes
részecskestabilitast. Ezt a paramétert a leggyakrabban a zéta-potencial értékében
hatadrozzak meg, ami egy részecske toltésprofiljat mutatja, és a részecske elektroforetikus
mobilitas alapjan, PALS (phase analysis light scattering) modszerrel szamithato ki. A
mérési eredményeket befolydsolja tobbek kozott a pH, homérséklet, az olddszer
ionerdssége, viszkozitdsa ¢és refrakcios indexe, igy ezek elézetes meghatarozasa
kiemelten fontos a reprodukalhatosag szempontjabol. A zéta-potencidl linedris
Osszefliggést mutat a liposzomékban taldlhatod ionizalt lipidek molaris szazalékaval. A
PEG-gel torténd modositas eltakarhatja a lipidek toltését és stabilizalhatja a liposzomakat
még akkor is, ha a moddositas csak a lipidek kis szdzalékat (0,2 mol%) érinti. A
liposzomak tényleges feliileti toltése szamos technologiaval mérhetd, ezek kozé tartozik
a fluoreszcens jeldlés, az EPR (elektron paramagnetic resonance) és a SHG (second

harmonic generation) optikai analizis. (38)

A nanopartikulumok integritdsanak, beadast kdvetden torténd, in vivo kovetésére
is van lehet6ség. Ilyen technoldgiai megoldds a fluoreszcencia alapi FRET (Forster
resonance energy transfer) technologia. Ezzel a médszerrel igazoltak, hogy in vivo a PEG

kopennyel rendelkezd, tigynevezett ,,lopakodd” lipid nanokapszuldk nagyobb stabilitast
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mutatnak, azonban a hosszi PEG lanc a részecskék szervezeten beliili eloszlasat is

befolyasolja. (39)

1.3. A komplement rendszer szerepe a lipid alapi nanomedicinalis gyogyszerek

mellékhatasainak Kialakulasaban

1.3.1. A komplement rendszer alkotdelemei, aktivalodasanak mechanizmusai és

hatasai

A komplement rendszer a velesziiletett immunitas részét képezi és nagyszamu
szolubilis fehérjét tartalmaz, amelyek a keringésben és szovetekben talalhatoak, és az
aktivalodasi kaszkad alkotoelemei. Az aktivalodas harom ismert utvonalon torténhet,
amelyek az Un. klasszikus, alternativ és lektin ut formdjaban vezetnek a membrankarositd
komplex (membrane attack complex, MAC) kialakulasdhoz, valamint az egyes
komplement fehérjék kiilonb6zd biologiai folyamatok katalizalasaban vesznek részt. A
komplement rendszer szerepet jatszik tobbek kozott a patogének és antigének
eltavolitasaban, az opszonizalt molekuldk fagocitdzisdban, a humoralis és sejtes
immunvalasz kialakuldsadban és reguldlasaban, az apoptdzis soran keletkezett tormelék

eltavolitasaban, valamint az immunkomplexek transzport mechanizmusaiban.

A klasszikus utvonal aktivalédasa a komplement fehérjék antitesthez kotodését
kovetden, valamint antitestektdl fiiggetlen mechanizmussal is lehetséges. Az IgM-nek a
legerésebb a komplement kotd potencidlja, ezt kovetik az IgG alosztalyai, sorrendben az
IgG3, IgGl1, IgG2, és azoktol is lemaradva az IgG4. Az IgA az alternativ utvonal
aktivalasaban vehet részt, azonban az IgE csak specidlis koriilmények kozott mutat
komplement aktivaldsi potencialt. Az antigén-antitest komplexhez Clq komplement
fehérje (Cls és Clr komplex) kotodik, ami a Clr autokataliziséhez vezet. Utdbbi
kovetkezménye a Cls aktivalodasa, ami a klasszikus utvonal C4 és C2 komplement
fehérjéibol C4a ¢és C2b komplementeket hasitanak, amelyek a C4b2a multiprotein
komplex kialakulasahoz vezetnek. Ez a komplex a klasszikus utvonal a C3 konvertaz
aktivalo enzime. Antitest-fiiggetlen aktivatorok lehetnek példéul a C-reaktiv protein
(CRP), a beta amyloid fibrilek, a szérum amyloid P, valamint szdvetkdrosodds soran
keletkez6 termékek (példaul a mitokondridlis membran fehérjék), amelyek mindegyike

kozvetleniil kapcsolodik a C1g-hoz, ami szintén a klasszikus Ut aktivalodashoz vezet. (40)
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Az alternativ Utvonalat eldszor Pillemer és munkatarsai irtdk le, ekkor még
tévesen egy szérumfehérje, a properdin kozponti szerepét emelték ki. (41) Utdbbirol
kideriilt, hogy stabilizal6 szerepe van, azonban az altaluk leirt antitest-fiiggetlen titvonal
koncepcigjat késobb megerdsitették. Ellentétben a klasszikus és lektin utvonalakra
jellemzd specifikus antitest-antigén kotddésekkel, az alternativ utvonal aktivalodasa
soran megfigyelhet autoaktivacios, Un. ,tick-over” mechanizmus kovetkezményeként,
amely soran a C3 komplement spontan konformécios valtozasai altal kialakulé C3(H20)
képess¢ valik a faktor B kotésére. Utobbi kovetkeztében a faktor D Ba és Bb
komplementeket tud hasitani a faktor B-bdl. A Bb komplement fehérje a komplex része
marad, valamint sajat szerin protedz aktivitasanak hatasara, C3 komplementek hasitasaval
C3b kialakulasahoz, a faktor B jelenlétében C3 konvertdz aktivitdshoz vezet. A
katalitikus folyamatot a mar kordbban emlitett properdin stabilizalja. Az alternativ
utvonal a klasszikus és lektin ut soran keletkez0 C3b-hez kotddo faktor B hatasara,
azokban amplifikdcios hurokként is aktivalodhat. Az alternativ Gitvonal a szervezet sajat
sejtjei és idegen molekuldk elkiilonitésében, a patogének eliminicidjaban fontos szerepet
jatszik. A szdveti kéarosodas, gyulladds soran ,,megvéltozott sajat” antigének is
aktivalhatjdk ezt az utvonalat, amelynek a kovetkezménye a kiilonb6z6 autoimmun

betegségek kialakulédsa. (42)

A legutobb leirt komplement aktivalodasi kaszkad a lektin Gtvonal, amelyben
kozponti szerepet jatszik az MBL (Mannose Binding Lectin). Az MBL a kollektinek
csaladjaba tartozo, Ca®* fliggd, human szérumban talalhato oligomer lektin, ami képes a
patogének felszinén talalhatd szénhidratok (tobbek kozott a manndz és az N-acetil-
glukézamin) felismerésére és megkotésére, igy jelentds szerepet jatszik a kiilonb6zo
patogének eliminalasaban. Az MBL komplexet alkot MASP (MBL-associated serine
proteases) szerin protedazokkal, amelyekbdl az emberben két {6 altipus, a MASP-1 és a
MASP-2 ismert. Az MBL ¢s a MASP kotodését kovetden az utdbbi szerkezeti
valtozasanak kovetkeztében proteolitikus aktivitasra tesz szert, és a képessé valik a C4,

C2 ¢és C3 komplementek aktivalasara. (43)

19



DOI:10.14753/SE.2022.2664

1.3.2. Komplement aktivalodasahoz kotott pszeudoallergias reakcio (CARPA)

A jelenleg FDA engedéllyel rendelkezd, a klinikai gyakorlatban is alkalmazott
nanomedicinalis készitményeket, tobbek kozott a liposzomak és egyéb lipid alapu
nanogyogyszerek egy részét az immunrendszer idegenként ismerheti fel, ami részben a
komplement rendszer aktivalasdn keresztil egy tulérzékenységi szindroma
kialakuldsdhoz, az un. komplement aktivaciéval 0sszefiiggd pszeudoallergidhoz
(CARPA, complement activation-related pseudoallergy) vezethet. A CARPA az akut, I-
es tipusu tulérzékenységi reakcio egy altipusat jeloli, ami legtobbszor enyhe, dtmeneti
mellékhatasként figyelheté meg, azonban egyes betegeknél sulyos, akar haldlos formaban
jelentkezhet. A kialakulasahoz tobb tényezd is hozzajarulhat, ilyen példaul a PEG-et
tartalmazo6 liposzomak felszini toltése, a korabbi vizsgalatok sordn elsdésorban a negativ
toltéstt DPPE liposzoémak mutattak fokozott komplement aktivalasi potencialt, mig egy
vizsgalatban a kozel semleges toltésti liposzoméak csokkent kardiopulmonalis
mellékhatasokhoz vezettek sertésekben. A liposzomak aggregicidja vagy formajuk
valtozasaval kialakuld hosszikas vagy irregularis liposzomak szintén hozzajarulhatnak a
CARPA rizikdjanak fokozodasdhoz azzal, hogy jelentdsen megnévelhetik a vérben a
nanohordozok feliiletét. A Doxil esetében a szabad doxorubicin is hozzdjarulhat a
lioszoma feliileti gorbiileteinek megvaltozasahoz, és ndvelheti a komplement aktivalodas
lehetdségét. A nanogyogyszerek beadasat kovetden kiilonbozd faktorok hatasara
felszabadulé C3a és C5a specifikus receptoraikon keresztiil aktivaljadk a masztocitakat,
bazofil sejteket ¢és egyéb fagocitdkat, amelyek vazoaktiv mediadtorok, tgynevezett
Egyes mediatorok, példaul a PAF (platelet-activating factor), hisztamin, triptaz és
tromboxan A2 azonnal felszabadulnak, mig masok de novo szintetizdlodnak és igy
fokozatosan keriilnek a keringésbe. Ez a 1épcsdzetesen bekovetkezd allergomedin
felszabadulds magyardzhatjia a CARPA-ra jellemz6 tinetek kezdetének egyéni
valtozatossagat. A HI receptorok aktivalodasa vazokonstrikcidhoz, és a kapillaris
endotélium permeabilitasanak fokozodds révén az érbdl szamos anyag kiaramlashoz
vezet, ¢s a kardiovaszkuldris tiinetek, valamint az anafilaxis bdrtiinetek megjelenéséért
felelés. A H2 receptorok ezzel ellentétben a sejtek cAMP szintjének emelésével
vazodilataciét okoz ¢és emeli a pulzusszamot. A tulérzékenységi reakcid

valtozatossagahoz szintén hozzéjarulhatnak a kiilonb6z0 szervekben eltérd szdmban jelen
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1év0 receptorok. A CARPA eltérd patomechanizmusa miatt, a hasonldsadgok ellenére, a
megnyilvanul6 tiinetekben is jelentds kiilonbségeket mutat a klasszikus, IgE medialta I-
es tipust talérzékenyéghez képest. A CARPA tiineteire jellemz6, hogy azok dontden az
elsd kezelésnél jelentkeznek eldzetes expozicid nélkiil, enyhébbek vagy hianyozhatnak a
kezelés ismétlésénél, spontan elmulnak, enyhébbek Ilehetnek vagy ritkabban
jelentkezhetnek az infuizids sebesség csokkentése esetén, szteroid €s antihisztamin adasa
esetén jelentds valtozast nem mutatnak, valamint megfigyelték a tachyphylaxisnak
nevezett, a gyogyszerhatés jelentds csokkenésével jaro jelenséget a CARPA kialakulasa
esetén. A CARPA-ra jellemzd tovabba, hogy az I-es tipusu reakcidhoz képest nagyobb
aranyban jelentkezik, amely elérheti a 2-10 %-os vagy akér ennél magasabb eléforduldst

is, valamint a standard allergia tesztekkel nem lehet megjosolni a kialakulasat. (44)

1.3.3. CARPA vizsgalata, sziirésének lehetoségei

Az emberi szervezetben komplement aktivalodashoz kothetd  sulyos
mellékhatasok vizsgalata szempontjabdl a legszenzitivebb, és bioldgiai szempontbol
leginkabb relevans allatmodellben a klinikai gyakorlatban hasznalt, valamint kutatas
targyat képez6 nanomedicinalis készitmények intravénds beadasat kovetden sertésekben
vizsgaljak a kardiopulmonalis valaszt. A sertések kiilondsen érzékenyek a lipid-alapu
nanohordozok intravénds beadasdra, és jelentés hemodinamikai és hematoldgiai
valtozasokkal reagalnak mar kis mennyiség alkalmazésa esetén is. Egy vizsgéalatban mar
0,1 mg/kg Ambisome intravénds beaddsa is atmeneti, jelentds emelkedést okozott a
pulmonalis artérias nyomasban, amely egylitt jart a szisztémds vérnyomas esésével. A
kiilonb6z6é nanopartikulumok esetén a valtozas mértéke, valamint irdnya is eltérd lehet,
amely a pathomechanizmus kiilonboz6 utvonaldnak aktivalodasara utalhat. A CARPA
vizsgalata lehetséges tovabbi allatmodellekben, igy kutydkban, patkdnyokban &s
majmokban is megfigyeltek a sertés modellben észleltekhez hasonlé reakciokat, azonban
a kiilonbozo allatok szenzitivitdsa és a tlinetek spektruma eltérd lehet. A kutydk
szenzitivitasa a hemodinamikai valtozasok tekintetében kozel all a sertésekhez, de

azokkal ellentétben kutyakban megfigyeltek CARPA reakciot micellaros lipidek, példaul
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Cremphor EL, beadasat kovetden is. A kutydban észlelt tiinetek kozott szerepeltek a
kifejezett  fehérvérsejt eltérések  (leukopenia, amit leukocytosis kovetett),
trombocitopénia, valamint vegetativ tlinetek (nydkszekrécio fokozodésa). A patkanyok
kevésbé érzékenyek a liposzomak beadasat kovetd CARPA tekintetében, igy akar egy-
két nagysagrenddel magasabb relativ dozisra lehet sziikséges hasonld mértékii reakcid
kivaltasdhoz. A vérnyomésesés a patkdnyokban gyakran megfigyelhetd reakcio
liposzoémak beadasat kovetden. A kiilonb6z6é nanopartikulumok komplement aktivalasi
potencialjat analizald vizsgéalatokban lathatd variancia a végpontként hasznalt sC5b-9
szintjének hatterében szerepet jatszhatnak az eltérd vizsgalati koriilmények (azonos
gyogyszertipus kiilonboz6 forrasai, tarolasi ido, a keverés sebessége a higitas soran), ezért
kiemelkedden fontos a komplement aktivacio vizsgalatara szolgalo kisérleti koriilmények
standardizalasa. Chanan-Khan ¢és munkatarsai altal végzett klinika vizsgalatban
egyértelmii Osszefliggést véleményeztek Doxil beadasat kovetéen 10 perccel mért
komplement aktivalodas (sC5b-9 szint emelkedés) és a mellékhatasok megjelenése

kozott. (44)

1.3.4. CARPA prevencioja, a komplement aktivacio gatlasanak lehetéségei

A koradbbiakban részletesen targyalt, komplement aktivaciohoz kotott
pszeudoallergias reakcio (CARPA) megeldzése és gatlasa is élénken foglalkoztatja a

tudomanyos kozosséget.

A CARPA rizikojanak csokkentése céljabdl alkalmazott empirikus premedikaciod
¢s eldvigyazatossagi 1épések kozott leirtdk antihisztaminok, kortikoszteroidok adasat és
az infuzids sebesség csokkentését. A sulyos reakciok esetén sziikséges a gyogyszer
adasanak leallitdsa, valamint szoba jon tadmogatd kezelés, példaul folyadékpotlast és
bronchodilatatorok adéasa. Bar ezek a gydgyszerek, beavatkozasok részben hatékonyak
lehetnek, teljes védelmet a CARPA megel6zésében és kezelésében sem nyujtanak. A
széles korben vizsgalt liposzomalis doxorubin készitmények (Doxil/Caelyx) esetén a
leghatasosabb modszernek az infiizids sebesség lassitasa bizonyult az eddigi vizsgalatok

alapjan. (44)
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A komplement rendszer patologids mértékli aktivalodasanak gatldsa tobb
koérallapotnal és betegségnél is kiemelt jelentdséggel birhat, ezek kozé tartozik a
szervtranszplantacid, az iszkémids-reperfuzios karosodas, a koszoruér-betegség ¢és
szivinfarktus, a sztrok, a fertézések, daganatos megbetegedések, immunszuppresszio,
paroxysmalis noctunalis haemoglobinuria, a glomeluronephritis, reumas iziileti
gyulladés, az akut 1égzdszervi distressz szindroma, valamint a kardiopulmonalis bypass
¢és dializis esetén felhasznaljdk az extrakorporalis keringtet-rendszerek belsd feliileti
kezelésére. Az els6ként leirt komplement inhibitor a kobraméreg volt, amely a C3
komplement felhasznalasaval gyakorlatilag felfliggeszti a komplement aktivacid
mechanizmusat. Az els6 szintetikusan létrehozott komplement inhibitorok kozé tartozik
a nafamastat mesilate, masik nevén a FUT-175, amely a Clr, Cls, C3 konvertaz, C5
konvertdz, és Factor D gatlasdn keresztil fejti ki a hatisat, habar nem teljesen
komplement-specifikus, és tobb mas plazma proteazt is képes gatolni. A Compstatin a C3
komplement fehérjéhez kotddve gatolja a C3 konvertdz aktivitdsat. A heparin
komplement ellenes tulajdonsaga is ismert, példaul a C1 komplementhez kétddve gatolja
azt, valamint gatolja a MAC 0Osszeallitasat és blokkolja a C3 konvertaz kialakuldsat. A
komplementrendszer szabalyoz6 fehérjéinek génjeit felhaszndlé rekombinans, gatld
hatasti fehérjék 1étrehozédsa is lehetségesnek bizonyult. Az elsé ilyen mesterségesen
létrehozott fehérje a szolubilis CR1 (sCR1) elnevezést kapta, és az elvégzett kisérletekben
képes volt gatolni a C3- és C5 konvertazok kialakulasat. Ebbe a csoportba tartozik még
szolubilis rekombinans MCP ¢és DAF, amelyek in vitro és in vivo is gatoltdk a
komplementrendszer aktivalodasat, amire a rekombinans CAB-2 nevil fehérje in vitro
volt képes. Egy masik lehetséges mddja a komplementrendszer gatlasanak az antitestek
alkalmazasa. Ilyenek példaul az N19-8 és a h5G1.1, amelyek a C5 hasadasat gatoljak.
Rekombindans DNS technoldgia alkalmazisaval komplement-kotd antitestek és
komplement szabalyozo fehérjék gatloszakaszainak kombinalasa is lehetdveé valt, erre a
hibridmolekulara példa az antidansyl antigénkotd karjanak fazidja a CD59 vagy DAF
molekulakkal. A komplement rendszer patologias mértékii aktivalodasanak gatlasa tobb
koérallapot és betegség esetén is kiemelt jelentdséggel birhat, a timogatd vagy definitiv
terapia részévé valt vagy valhat a klinikai vizsgalatok tanulsédgai alapjan. Paroxismalis
nocturnalis hemoglobinuria (PNH) és glomerulonephritis kezelésében klinikai vizsgaltok

formajaban elemezték a C5 komplement-fehérje gatlasanak hatasait eculizumab adéaséaval.
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A thrombolysissel vagy angioplasztikdval kezelt akut szivinfarktus és kardiopulmonalis
bypass miitétek esetén szintén a C5 gatlasat vizsgaltak pexelizumab adasaval, amely
szintén monoklonalis antitest alapu készitmény. PNH esetében vizsgaltdk még a
rekombinans szulubilis CD59 adasanak lehetdségét is, amely a hidnyzé komplement gatlo
molekuldk potlasan keresztiil fejti ki hatasat. A kardiopulmonalis bypass alkalmazasaval
végzett szivmitétek kapcsan vizsgaltak tovabba a heparin komplement rendszer gatlo
hatésat, valamint a rekombinans szolubilis komplement receptor TP10 alkalmazasanak
lehetdségét. A koszoruér bypass miitét vagy trombolizissel kezelt akut szivinfarktus
ellatast kovetden elemezték a patologias mértékii komplement aktivalodas gatlasanak
lehetdségeit, ezért C1 inhibitort adtak a betegeknek. (45) A tovabbi lehetséges
megoldasok kozott keriilt emlitésre a H faktor, amellyel kapcsolatban egy vizsgalatban
igazoltak, hogy hatékonyan képes gatolni a liposzémalis és micella alapu gyogyszerek

altal okozott, mellékhatasokban is megnyilvanulé komplement aktivaciot (46) (5. abra).

Nafamastat DA
Empirikus  mesilate (FUT-175) Infziés sebesség lassitasa

premedikécié:\ L l /

- antihisztaminok
- kortikoszteroidok

Antidansyl

CARPA GATLASA / Pexelizamab
compstatin==P 171K GKJANAK &
Rekombinans CSOKKENTESE ‘_ N19-8

Mmcp ) '\ h5G1.1

szulubilis coso W, \ Heparin
T Szolubilis CR1

H faktor (sCR1)

Eculizumab

5. abra: A komplement aktivaciohoz kotott pszeudoallergia (CARPA) gatlésara,

rizikdjanak csokkentésére alkalmazhatdé molekuldk és stratégidk dsszefoglalasa.

1.3.5 Infuzio sebességének hatasa az infuzios reakciok, CARPA kialakulasara

Az alkalmazott lipid-alapu nanogyogyszerek infuzids sebességének empirikus

lassitdsa korabbi vizsgalatok eredményei alapjan jelentdsen csdkkentheti a CARPA

24



DOI:10.14753/SE.2022.2664

gyakorisagat és stulyossagat. (11, 47, 48) Egy sertéseken végzett tanulmanyban leirtak,
hogy a multilamellaris liposzomak infzios sebességének szignifikans hatdsa volt azok
reaktogenitdsara és az infuzids sebesség lassitasa csokkent kardiopulmonalis distresszhez
vezetett. (49) Ezt a tendenciat egyéb kifejezetten reaktogén gyodgyszerek, a bioldgiai
terapiaként alkalmazott monoklonalis antitestek esetén is leirtdk egy human vizsgélatban,
ahol az infuzids sebesség csokkentette a megfigyelt hiperszenzitivitdsi reakciok
el6fordulasi aranyat. (50) Egy vizsgalatban lasst infuzids protokoll alkalmazéasa mellett
a CARPA el6fordulasi ardnya kevesebb mint 2-10%-ra volt csokkenthetd és az

anafilaxias reakciok aranya is 0,1%-ra csokkent. (11)

Egy sertéseken végzett CARPA vizsgalatban PEGilalt liposzomalis prednisolont
(PLP) kiilonbdzd sebességgel adtak be az allatoknak. Osszehasonlitottak a bolus infizio
hatasat a 2, 3 és 4 1épésben emelt dozisu, és kiilonbozd sebességgel beadott infuzios
protokollokéval. A tulérzékenységi reakcidkat a hemodinamikai paraméterek folyamatos
regisztralasaval, valamint a tromboxan B2 szintek mérésével kovették nyomon. Azt
talaltdk, hogy a PLP bdlusban vagy gyors infuzidban torténd beaddsa atmeneti
valtozasokat okozott a szisztémas és pulmonalis vérnyomasban, valamint pulzusban. A
legnagyobb mértékii eltérés a beadast kovetden észlelt pulmonalis hipertonia volt. Azt is
észlelték, hogy a hemodinamikai valtozasokkal parhuzamosan a plazma tromboxan B2
koncentracioja is emelkedett. A beadas kovetkeztében megfigyelt mellékhatasok
el6fordulasi aranyat jelentdsen csokkentette a PLP lassu infuzidban tortént beadasa, és a
3 oranként 3 1épésben tortént dozisemeléses protokoll alkalmazasa esetén észlelték a

legkevesebb tulérzékenységi reakciot. (51)

1.3.6. Komplement aktivaciotol fiiggetlen, lipid alapu nanohordozokhoz kotheto

egyéb mellékhatasok és toxicitas

Amellett, hogy a nanohordozok fejlesztésében a toxicitds és immunogenitas
csokkentése jelentette a legfontosabb motivaciot, tobbek kozott azok lipid tartalma és
egyeb alkotoelemei is okozhatnak mellékhatdsokat, amelyek a korabban ismertetett

komplement aktivacid mellett szamos egyéb uton is szerepet jatszhatnak a mellékhatasok
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patomechanizmusaiban. A liposzomakban taldlhaté kationos lipideket a makrofagok
fagocitalhatjadk, és a citotoxicitasban szerepet jatszhatnak reaktiv oxigéngyokdok
képzddése altal, valamint fokozhatjdk az interleukin 6 (IL6) és tumor nekrdzis faktor
(TNF) termelddését és igy ezeken keresztiil a gyulladdst okozhatnak a szervezetben. A
koleszterin tartalom citokinek és IgG moduldlasan keresztiil okozhat negativ hatdsokat a
komplement aktivacié mellett. A foszfolipid tartalom hozzéjarulhat a hiperszenzitivitasi
reakciok kialakuldsdhoz, citokinek termelddéséhez, valamint a makrofagok csokkent
mértékli fagocitdzisahoz. Az anionos lipidek thrombogén hatastuak lehetnek, valamint
befolyasolhatjak a Th2 citokin termelddését. A liposzomak felszinén talalhato proteinek
fokozhatjak a sejtek altal torténd felvételt, megvaltoztathatjak a farmakokinetikat és a
célsejtek receptorait blokkolhatjak. Ezek a valtozasok potencidlisan jelentds mértékben
hozzajarulhatnak a kiilonb6zé mellékhatasok kialakuldsahoz. (52) A nanohordozok
kozvetlen kotddése masztocitdkon és makrofagokon talalhato toll-like receptorokhoz
(TLR) és mas veszélytjelzd receptorokhoz (danger-signaling receptor, DSR) is
hozzajarulhat a tlinetek kialakuldsahoz. Ezek a receptorok a patogéneken altalanosan
megtalalhatd molekuldris mintdzatokat (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) ismernek fel, és a nanohordozok feliiletén 1évd elemek ezekre hasonlithatnak,

ami hozzéjarulhat a mellékhatasokhoz vezeté mediatorok felszabaduldsahoz. (44)

L.5. A lipid alapu nanohordozok fejlesztésének lehetoségei

A nanopartikulumok szerkezetének fejlesztésére, funkcidinak kibdvitésére tett
kisérletekrdl szamos publikdcioban olvashatunk. A nanopartikulumok membranjéhoz,
azok modositasaval kiilonféle molekuldk kothetdk annak érdekében, hogy a hordozo
funkcio mellett egyéb szerepet tolthessenek be. Ilyen példaul a sejtmembran alapt
nanohordozok kémiai modositdsa NHS-PEG-Maleimid alkalmazasaval, ami egy
publikalt kisérletben lehetdvé tette egy nagy bioaktiv molekula, az emberi rekombinans
hyalurinidase stabil megkdtésére. Utobbi moddositds nem csokkentette az adott
nanohordozd keringési idejét, azonban alkalmassd teheti példaul a prosztatardk

hyaluronsavas pericellularis matrixaba torténd bejutasra. (53)
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Szamos lipid alapli nanogyogyszer szerkezetében/Osszetételében megtalalhatd a
PEG, amely a gyodgyszer kijutasat késlelteti, ezzel a keringési id6t megnoveli, azonban a
PEG karos hatasa is igazolddott. Chen és munkatasai beszamoltak arrdl, hogy az anti-
PEG antitestek befolyasolhatjak a liposzémalis doxorubicin biztonsagossagat, és akar a
terapids hatékonysagat is olyan betegek esetében, akiknél a kezelés megel6zden is nagy
mennyiségben jelen vannak ezek az antitestek. (54) Az elérhetd tanulmanyok szerint a
lakossag magas aranya (22-44%) rendelkezik anti-PEG antitesttel a vériikben. Az antitest
titer nagy egyéni variacidt mutat, és a vizsgalt esetek kis részében (akar 10 %-ban) magas
koncentraciot mértek. Felmertil, hogy a magas anti-PEG antitest titert mutatd egyének
esetében a PEG-et tartalmazd nanogyogyszerekkel torténd kezelésnek a rizikoja
magasabb lehet. Elfogadott megéllapitas, hogy a liposzomak és egyéb nanogyogyszerek
PEG-nek koszonhetd lényeges farmakolodgiai és klinikai eldnyeit ellenstulyozhatja a
tulérzékenységi reakciok fokozott aranyu megjelenése, és a hatékonysag csdkkenése,
amit az ugynevezett ABC jelenség okozhat. A PEG-gel moddositott asparaginase
(Oncaspar) az akut limfoblasztos leukémia kezelésére fejlesztették ki. Az esetek kozel
felében azonban anti-PEG IgM ¢és IgG antitestek megjelenéséhez vezetett, ami
Osszefliggést mutatott a gyors kiiiriiléssel és a hatékonysag csokkenésével. Egy masik
klinikai vizsgalatban a betegek kozel 13%-aban le kellett allitani az Oncaspar kezelést a
sulyos tulérzékenységi reakciok miatt. A PEGilalt uricase (Pegoticase), amit koszvény
kezelésére alkalmaznak, IgG2 izotipust anti-PEG antitestek megjelenéséhez vezetett a
betegek 89%-aban, ami korrelalt a tulérzékenységi reakciok megjelenésével és a kezelés
sikertelenségével. A polietilénglikol alkalmazisa kapcsan felmeriild hatranyok miatt
felmeriilt, hogy azt megvaltoztatott formaban alkalmazzak, vagy egyéb szerkezeti
elemmel helyettesitsék. Az anti-PEG antitesteken kiviil szdmos mas szerkezeti elem ¢és
tulajdonsag befolyasolja a mellékhatasok kialakulasat egy adott nanogydgyszer beadasat
kovetéen. A nanohordozok feliileti toltése, kiillonds tekintettel a pozitiv toltésre, azok
formaja, polidiszperzitdsa és mérete sok mas faktor mellett hozzajarul a komplement
rendszer aktivalodasdhoz és a kovetkezményes tilérzékenységi reakcidk kialakuldsédhoz.
(11)

A Doxilban a doxorubicin-szulfat formaban taldlhaté hatdanyag hosszu és
rostszeri kristalyokka formalodik, ami a 6. dbra A részén szerepld elektronmikroszkopos

képen is lathatd. Ez a nano-kristaly formacio a liposzomaban nem alakult ki, amennyiben
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a szulfat ionokat glukoronat ionokra cserélték (6. abra B. része), ez utdbbi vegyiiletet
DOXG-nek nevezték el. A Doxilban taldlhatdé, doxorubicin aggregacidja kapcsan
kialakult nanokristalyok hozzéérnek a vezikulak membranjahoz és eldsegitik a gombtol
eltéré formaju liposzomak kialakuldsat. Ezt a formavaltoztatd hatast nem figyelték meg
a DOXG esetén, amiben nem talalhatoak meg a Doxilhoz hasonld intraliposzomalis
nanokristalyok. Ez a Doxil esetében megfigyelhetd disztorzio hozzajarulhat a Doxil altal

okozott komplement aktivaciohoz és kovetkezményes mellékhatasok kialakulasdhoz. (8)

A) Do

B) DOXG

6. abra: Doxil® (doxorubicin szulfat pegilalt nano-liposzomak) és DOXG (doxorubicin
glucoronate pegilalt nano-liposzomak) Osszehasonlitd elektronmikroszkopos képe. A

doxorubicin koncentracioja mindkét formulacié esetében 2mg/ml. (8)

Egy masik probléma, ami hozzajarulhat a liposzémak terapias hatékonysagahoz,
az alacsony gyogyszer koncentracio esetén megfigyelhetd fokozott aggregéacios hajlam,
ami valtozo (altalaban kis) szamu oligomerek kialakuldsdhoz vezethet. A liposzémak
felszini toltése szintén hozzajarulhat aggregatumok kialakuldsdhoz, ami a megnovekedett
felszin miatt fokozhatja a komplement aktivaciot és infuzids reakciok kialakulasanak

esélyét. (8)
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I.6. Exoszomak, mint természetes nanohordozok modellezése a

gyogyszerfejlesztésben

A nanomedicinaban altalanosan megfigyelhetd torekvés a természet modellezése.
Amikor 50 évvel ezel6tt Bangham és Horn eldszor vizualizalta elektronmikroszkoppal a
kettés foszfolipid membranokat, azt gondoltdk, hogy reprodukaltak a sejtek kettds
kettésrétegli membranjat, amit a liposzomak természetes modelljének tartottak. Nem
sejthették, hogy két évtizeddel késdbb, az exoszoma formajaban felfedezik a
természetben eléforduld szofisztikaltabb modellt, ami a gydgyszerfejlesztésben is alapul
szolgalhat a mesterséges nanohordozok kialakitasaban. Az exoszoémakat el6szor az 1980-
as években Johnstone és munkatérsai irtak le, és az endoszémalis kompartmentekben
keletkezd vezikuldkként keriiltek meghatdrozasra (multivezikuldris endoszomak),
amelyek kijuthatnak az extracelluldris térbe, hogy nano-tutajokként hordozzanak
biologiai informéaciot a sejtek kozott. Az exoszoémak kiilonb6zd sejtekbdl eredhetnek a

szervezetben az dssejtektdl a differencialt sejtekig.

A pontos méret, amely altalaban a 30 és 100 nm kozotti tartomanyba esik, az
eredettdl fligg, amihez hasonloan a struktirajuk és a sejtek kozotti kommunikacioban
betoltott szereplik is attol fiigg, hogy a szervezetben milyen sejtbdl erednek. Az exoszoma
egy masik, azonos elemet jelold megnevezése a mikrovezikula, azonban ezek
meghatdrozasa kevésbé pontos, tekintettel arra, hogy intra- és extracellularis vezikulakat
is jelolhetnek, amig az exoszémak csak extracellularis nanohordozoként keriiltek

meghatarozasra.

Az exoszoéma, kialakulasanak mechanizmusabol fakadoan, dontéen citoszolbol
szdrmazo6 molekuldkat tartalmaz, mint pl. mikro- és messenger RNS, fehérjék, peptidek
¢s duplaszali DNS. Az exoszomak lipid kettdsrétegéhez csatlakozd fehérjék a
plazmamembranbdl szarmaznak, ¢és megtartjdk eredeti orientaciojukat. Ezek
immunmodulald és sejtfelismerd molekuldk széles spektrumdt mutatd, altalanosan
eléforduld vagy sejt-specifikus fehérjék lehetnek. Eldbbi csoport tagjai citoszkeletalis
(példaul aktin és tubulin), membantranszport és fizids (példaul annexinek és Rab)
fehérjék, integrinek és hdsokk fehérjék (példaul immunaktivator Hsp70, Hsc70 és Hsp90)
is lehetnek. A sejttipus specifikus fehérjék kozé tartoznak MHC I-es és Il-es osztalyt
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fehérjék, amelyek antigéneket prezentalnak, tetraspaninok (CD63, CD81, CD82, CD?9 ¢és
CD86), amelyek a sejt-sejt kontaktusokban ¢és a célsejthez torténd szelektiv
csatlakozasban jatszanak szerepet. A célsejtek elérésén kiviil az exoszomak feliiletén
talalhato fehérjéknek fontos szerepe van az immunvalasz befolyasolasaban az aktivacion
¢és szupresszion keresztiil is. Ezen kiviil fontos megjegyezni, hogy az exoszomdk a
plazmamembran fragmentumait az eredeti formdban Orzik meg, igy az adott sejt
glikokalixat is tartalmazzak, ami fontos szerepet jatszik az exoszomakkal szemben

megfigyelhetd velesziiletett immuntoleranciaban.

Az exoszémdak rendszeresen kontaktusba keriilnek az immunrendszer egyes
elemeivel ¢és kiilonb6z6 mechanizmusokat alkalmaznak az immuntolerancia
kialakitasara. Az exoszomak szerepére a korai magzati fejlédésben a Fas ligandot (FasL)
tartalmazé vezikuldk nyujtanak bizonyitékot. Ez a molekula tobb immunmodulécios
mechanizmusban jatszik szerepet, amelyre példa az embrionalis szovetekre kialakulo
immuntolerancia a T sejtekben, az autoimmunitds progresszidja, a T sejtek klondlis
delécigja, a B-sejt regulacid €és az egyes szovetekben idegen antigénekre kialakulod
immuntolerancia, az immunprivilégium (ilyen szerv az agy, petefészek, here, méh,
placenta és a szem). A FasL két mechanizmussal alakitja ki az immuntoleranciat, egyrészt
az adott antigén-specifikus limfocitdk apoptozisdval, masrészt az igy kialakuld
apoptotikus elemek antigén-prezentald sejtek (példaul dendritikus sejtek) altal torténd
felvételén keresztiill a regulatorikus sejtek aktivacidjaval. Ehhez hasonld, az
immuntolerancia kialakitasat eredményezd mechanizmus tumorok esetében is leirdsra
keriilt kordbban. Egy masik immun-modulacidés mechanizmus az un. toleroszomak
kiaramlasa a sejtekbdl, amelyek antigéneket prezentalnak a Il-es osztalyG MHC-nek.
Tovéabbi lehetdség a microRNS-ek eljuttatisa mas sejtek citoszoljaba az exoszomak

segitségével.

Annak ellenére, hogy az immunmodul4cioban fontos szerepet jatszanak, magukat
az exoszomakat mégsem ismeri fel idegenként az immunrendszer, ebbdl kifolyolag nem
okoznak az egyéb, mesterséges nanohordozok altal eldidézett komplement aktivaciot és
kovetkezményes CARPA reakciot, ami sok nanogyogyszer immunogenitasanak oka. Ez,
az exoszOomakkal szemben megfigyelhetd immuntolerancia az eredeti sejtek feliileti

antigénjeinek ,,megoroklése” miatt alakulhat ki, amely megvédi az vezikuldkat az
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idegenként torténd felismeréstdl. Ezekre a fontos, exoszomakban taldlhatd, korabbi

vizsgalatokban leirt feliileti antigénekre mutat példakat az 1. tdblazat.

1. tablazat: immuntolerancidban szerepet jatszo, exoszomakon talalhaté molekulak.

Csoport Molekula (Kor)élettani funkcio hivatkozés
Komplement | CD46 Membran kofaktor fehérje, C3 | (55)
modulatorok regulatora
CD55 a lebomlas felgyorsitdsanak | (56, 57)
gatldsa a C3  regulacidjan
keresztiil
CD59 MAC (membrane attack | (55, 56)
complex) kialakulasanak gatlasa
a C9 reguléciojan keresztiil
CK2 a lizis megakadalyozasa a C9 | (58)
foszforilalasan keresztiil
Specifikus Human Leukocita | immuntolerancia kialakitasa | (59)
toleranciat antigén (HLA)-G 1. | tumorokkal szemben
kivalto osztalya
molekulak MHC L. és II. osztalya | immuntolerancia kialakitasa | (60)
+ antigének tumorokkal szemben
FasL Aktivalt T sejtek apoptozisanak | (58)
indukcigja

Az immuntolerancidt okozo6, exoszoémak altal mutatott ,lopakod6” stratégiak

felvetik annak lehetdségét, hogy hasonld szerkezeti elemek alkalmazdséaval, hasonld

tulajdonsaggal biro, a jelenlegi implementacioknal kisebb immunogenitast mutato,

mesterséges nanohordozok hozhatdk létre. Az immuntolerancian kiviil jelentds eldnyt

biztosithat adott sejtek vagy szovetek célzasdban az azokbdl kivald exoszomak

antigénspektruméanak utanzasa. Ezek adott, példaul kemoterdpidban alkalmazott

hatéanyagot specifikus célzassal juttathatjak el a célzott sejtekhez.
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Az exoszOmalis struktira nagy kapacitasi modellezését mar korabbi
vizsgalatokban szemléltették. Egy publikacioban példaul hasnyalmirigy tumorbdl kivont
exoszomakat kombinaltak Staphylococcus enterotoxinnal, amelyet az exoszomak
felszinén 1évo specifikus antigén biomarkerek segitségével eljutattak a tumorszovethez,
ahol a kidramld enterotoxin a tumorsejtek apoptodzisat okozta. (61) Egy masik
kozleményben bemutattak egy mikro-emulzi6 és micella formacidos modszert, amellyel
exoszoémat modellez6, DEC205 monoklondlis antitestet tartalmazo, dendritikus sejteket
céljz6 kationos liposzomat hoztak létre. (62) Az exoszomakat modellezd, nanohordozok
létrehozasara irdnyuld probalkozasok jol mutatjak, hogy a nanomedicindn beliil kiemelt
jelentdséggel bir a természetben el6forduld hasonld vezikuldk tanulmanyozéisa a

potencialis fejlesztések érdekében. (63)
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II. Célkitiuzések

Munkam célkitizése a lipid alapti nanomedicinalis készitmények immunogenitasaban

potencidlisan szerepet jatszo szerkezeti anomalidk kimutatidsa, valamint a CARPA

hatterének klinikai gyakorlatban betoltott jelentéségének és allatmodellben észlelhetd

megnyilvanulasdnak vizsgélata az alabbi vizsgalatok elvégzésével:

1.

Annak tisztdzdsa, hogy dramlasi citometria, dinamikus fényszoras (DLS)
valamint elektronmikroszkopos moddszerekkel észlelheték-e liposzomalis
doxorubicin (Caelyx) gyari készitményében szerkezeti anomadlidk, amelyek

potencialisan hozzdjarulhatnak mellékhatasok kialakulasahoz.

Az amphotericin B lipid-komplex alapt formulacidjanak, az Abelcet
gyermekgyogyaszati onko-hematologiai osztalyon torténd alkalmazasa soran
eléforduld mellékhatasok €s a kezelés idétartamanak dokumentélésa és értékelése
a kezelési 1d0 fiiggvényében, valamint a komplement aktivacio mérése a kezelés

soran levett vérmintakban.

Az Abelcettel okozott mellékhatasok és az infuzids sebesség kapcsolatanak,

valamint a komplement aktivacio szerepének vizsgalata altatott patkanyban.
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II1. Eszkozok és modszerek

1. Liposzomalis doxorubicin gyari készitményének (Caelyx) vizsgalata dinamikus

fényszoras, aramlasi citometria és elektronmikroszkopos modszerekkel. (64)

A vizsgalatunkban felhasznalt, budapesti gydgyszertarban vasarolt Caelyx (gyartoja
a Ben Venue Laboratories, Inc.) dsszetevdi a doxorubicin HCI (2 mg/mL, 4,22 mM),
hidrogenizalt szo6jalecithin (HSPC, 9,58 mg/mL); koleszterin (3.19 mg/mL); 2K-PEG-
DSPE (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene
glycol)) ammoénium s6 (3,19 mg/mL); ammoénium szulfat (0,2 mg/mL); hisztidin (10 mM,
pH 6.5); és szukroz (10%), a teljes foszfolipid tartalma 12.8 mg/mL, =13.3 mM. A

készitményeket 4 C-on taroltuk felhasznalasig.

1.1. Caelyx vizsgalata dinamikus fényszorodas (DLS) modszerrel

A Caelyxben talalhatdo részecskék méretének, méreteloszlasanak vizsgéalata
Zetasizer Nano-S eszkdzzel (Malvern Panalytical Ltd, Egyesiilt Kiralysag) tortént, amely
4 mW-o0s, 633nm-en mitkddé, He-Ne lézert hasznal a fényszords alapjan torténd
méreteloszlas meghatarozasahoz (7. dbra). A vizsgalatokat szobahdémérsékleten, 175,7
kcps szamlalasi rataval, 70 masodpercig folytattuk, melyet 15 alkalommal futtattunk.
Ezeket a mérési ciklusokat 3 alkalommal megismételtiik, az eredményeket méreteloszlasi

gorbék formajaban, Dispersion Techonolgy Software (version 5.10, Malvern

Instruments) segitségével prezentaltuk.

7. abra: A DLS vizsgalataink soran alkalmazott Malvern Zetasizer Nano.
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1.2. Caelyx vizsgalata, szortirozasa aramlasi citometriaval (FACS)

A FACS mérésekhez az eredeti gyari, 4 C-on tarolt, percekkel a mérés elott
felbontott Caelyx ampulldkat 0,2 um poérusu (Millipore) filteren atsziirt, steril foszfattal
pufferolt sooldattal (PBS) higitottuk 250-, 500-, 1000- és 2000-szeres higitasban kiilon
eldobhato kiivettakban. Ezt kdvetden az oldatokat tovabbi 10-szeres higitds utan, 1 percig
vortexeltiik kozvetleniil a FACS méréseket megeldézden, amelyeket a Becton Dickinson
FACScan késziiléken (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok)
végeztiink el (8. abra). A kalibracidt a méretanalizishez a Fluoresbrite® Carboxylated
polystyrene Size Range kit (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) felhasznalasaval
végeztiik el, amely ismert méreti (100, 200, 500, 750 and 1019 nm) latex gyongyoket
tartalmazott. A részecskék analizise egy percig vagy 20000 részecskeszam eléréséig
tortént. A részecskeszamok és a részecskék fényszorasa (FSC: forward scatter, SSC: side

scatter) szobahdmérsékleten kertilt rogzitésre.

FACScan

8. abra: az aramlasi citometria vizsgalatink soran alkalmazott Becton Dickinson

FACScan.

A Caelyxben talalhatd nagyobb méretli részecskék szlirése un. ,sorting”
funkcioval ellatott, Becton Dickinson FACSAria (Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, CA, Egyesiilt Allamok) aramlési citométeren tortént a fényszorasi 4bran megjelend,
500 nm feletti részecskék kapuzasaval. Ezt kovetden a frakcionalt mintat méretanalizis
céljabol ismét DLS metodikaval vizsgaltuk, valamint azokrol elektronmikroszkdpos

felvételeket készitettiink.

1.3. Caelyx vizsgalata elektronmikroszkoppal

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatok elvégzéséhez a liposzomakat uranil-
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acetattal, negativ festés forméjadban kezeltiik standard technologiat haszndlva. A
mintakrol 200kV-on, FEI Tecnai G2 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, Egyesiilt
Allamok) elektronmikroszképpal készitettiink felvételeket. (64)

2. Gyermekgyogyaszati onko-hematologiai betegek Abelcet kezelése soran észlelt

mellékhatasok vizsgalata

Ez a tanulmany a Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsag altal adott engedély
(Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag 15576/2018/EKU) kiadasat kdvetden, Prof. Dr.
Szabd Andréas klinikaigazgato feliigyeletével zajlott a Semmelweis Egyetem II. sz.
Gyermekgyogyaszati Klinik4ajan. A vizsgalatban 22 gyermekonkoldgiai beteg Abelcet
kezelése soran rogzitettiik a betegek nemét, életkorat, az alkalmazott premedikaciot,
valamint az észlelt mellékhatdsokat. 6 beteg esetében az Abelcet kezelés megkezdése
elott kozvetleniil (0. percben), valamint az infizi6é addséanak 10. és 60. percében vérvétel
tortént klinikai hasznalatban alkalmazott EDTA konténerekbe, a mintakat centrifugalast
kovetden -80°Cfokon taroltuk, melyet kdvetden a vérmintakban (P1-P6) a komplement
aktivacio mértékének meghatdrozasa céljabol sC5b-9 koncentraciot mértiink a

tovabbiakban ismertetett eszkdzokkel.

A fenti tanulmény kiegészitéseként Abelcet in vitro inkubdlasa tortént harom
(ng/ml) hataroztuk meg az id6 fiiggvényében (0., 10., 30., és 60. percben) az alabbi

eszkozokkel.

3. Abelcet infuzio sebesség hatasanak vizsgalata allatmodellben

Minden elvégzett allatkisérlet 6sszhangban volt az NIH (National Institute of
Health, USA) iranyelveivel és a Magyarorszag torvényeivel. A kisérleti protokollt
jovahagyta a Pest Megyei Kormanyhivatal és a budapesti Semmelweis Egyetem Allat
Etikai Bizottsaga (regisztracios szdm: PEI-001/3948-6/2014). A kisérleti allatok a
Toxicoop Kft. (Budapest, Magyarorszag) cégtdl vasarolt him ,,Wistar” patkdnyok voltak,

amelyeket pentobarbitallal (90 mg/kg, intraperitonealisan alkalmazva, Sigma Aldrich,
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Budapest, Magyarorszag) elaltattunk, sziikség esetén kis dozisban (10 mg/kg) ismételtiik.
Az allatokat 10 mg/kg Abelcet dozissal kezeltiik 1, 5, valamint 20 perces intravénas
infizi6 formdjaban. Két allat amphotericin B infuzioban Semmelweis Kozponti
Gyodgyszertar) is részesiilt 0,1 mg/kg intravénds dozisban 20 perc alatt, utobbi dozist
megel6zd kisérletek alapjan hatidroztuk meg, amelyekben a szabad amphotericin B
10 mg/kg és 1mg/kg dozisban is haldlos kimenetelii hipotenzids sokkot okozott néhany
perccel a beadést kovetden. Az artérids kozépnyomast (MABP, mean arterial blood
pressure) mérése a bal femoralis artéridban, BPR-02 nyomasmérd és HG-01D erdsitd
(Experimetria Kft., Budapest, Magyarorszag) hasznalataval mértiik. Az adatok rogzitése
PowerLab (ADInstruments Ltd., Oxford, Egyesiilt Kirdlysadg) rendszerrel, LabChart
(ADInstruments Ltd., Oxford, Egyesiilt Kirdlysag) analizal6 programmal tortént.

4. A komplement aktivacio és vérkép eltérések vizsgalata

crer

Corp, Katy, TX 77494, USA), valamint a tromboxan B2 (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA) mérése. A human vérplazmaban az SC5b-9 szintekmeghatarozasa C5b-9
ELISA szett segitségével tortént, mely a TecoMedical (Sissach, Switzerland) cégtol
keriilt beszerezésre. Vérkép vizsgalatok sordn az Abacus Vet5 hematology analyzer

(Diatron MI Co., Budapest, Hungary) késziilé¢ket alkalmaztuk..

5. Statisztikai analizis

A bemutatott adatok az atlagokat + standard hibakat mutatjak. A statisztikai analizist T
proba vagy kétszempontos ANOVA modszerrel végeztiik a megismételt mérések
esetében, melyet Sidak féle tobbszords dsszehasonlitas kovetett. Az id6 fliggvényében
rogzitett valtozdsokat minden csoportban egyszempontos ANOVA modszerrel
analizaltuk a megismételt mérések esetében, amiken Dunett féle tobbszords
Osszehasonlitas tesztet végeztink (GraphPad Prism 6. verzid Windows operacios

rendszerre; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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IV. Eredmények

1. Caelyx vizsgalata aramlasi citometriaval

1.1. Becton Dickinson aramlasi citométer kalibralasa latex gyongyokkel

A vizsgalatunkban hasznalt aramlési citométer latex gyongyokkel végzett kalibralasa
soran az 500, 750 és 1019 nm atmérdji részecskék emelkedd FSC vs. SSC értékeknek
megfeleléen dbrazolodtak a szérasdiagramon (9. dbra). Ez megfelel a korabban Durand
¢s munkatarsai altal leirt (65), a FACS analitikdban ismert nem lineéris aranyossagnak,
azonban a kisérletben felhasznalt oldatban jelen 1évé 100 és 200 nm atmérdji gyongydk
a szorasdiagramon nem voltak lathatdoak, ami az &ramldsi citométer detektalasi
mérethatdraval magyardzhato, és arra utal, hogy a hasznalt FACScan csakis az 500nm-es

méretll és annal nagyobb részecskék detektalasara volt képes.
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9. abra: Ismert méretli (A: 500, B: 750, C: 1050 nm) kalibracios latex gyongydk
szorasdiagramja az SSC és FSC fiiggvényében. (64)

1.2. Caelyxben lathato makrorészecskék észlelése aramlasi citométerrel

A 10. dbra a Caelyx FSC vs. SSC szoérasdiagramjat abrazolja, amelyen lathat6 részecskék
a kalibracio alapjan az 500 nm-nél nagyobb tartomanyba estek. A méréseket tobb (>5)
Caelyx készitmény felhasznalasaval elvégeztiik, a mintdk szorasdiagramjai a vizualizalt

csovakban hasonlosagot mutattak.
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SSC

FSC

10. abra: SSC vs. FSC szérasdiagram kontrollként hasznalt PBS (A) és Caelyx (B) FACS

mérése esetén. (64)

1.3. A Caelyxben talalhato szupravezikularis strukturak szeparacioja és morfologiai

analizise

A Caelyxben barmilyen okbol talalhatd szupravezikularis makro-részecskék
kimutatasara a liposzomdknal nagyobb részecskék szeparaldsa érdekében szortirozod
funkcidval ellatott FACS késziiléket alkalmaztunk, majd a teljes mintat és az elkiilonitett
frakciot  elektronmikroszkopos  dbrazolds  és  méretanalizis segitségével
Osszehasonlitottuk. Az 12. dbra A részén lathato, hogy a szortirozas nélkiil vizsgalt
Caelyxben mért részecskék sziik mérettartomanyban dbrazolodtak 80 nm-es atlaggal, ami
megfelel a liposzomalis doxorubicin gyari készitményében vart értékeknek
(Caelyx/Doxil). Az 12. dbra B részén a szortirozott, nagyobb részecskéket tartalmazo
mintak lathatéak, amelyek a szortirozéas nélkiili teljes mintaban is lathatd csucson kiviil
egy széles mérettartomanytl (400-1010nm) 600 nanométernél csiucsosodd gorbe volt
lathato, amely megfeleltetheté a FACS-on kapuzott és szortirozott részecskék méretének,

ezzel alatamasztva a Caelyxben talalhato, stabil szupravezikularis strukturak 1étezését.

A fentiekben szemléltetett konklizionak megfelelden, a szortirozds nélkiili

Caelyx mintarol készitett elektronmikroszképos felvételeken (11. dbra A-C) dontden
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kiilonalld liposzomak lathatoak elvétve kavébabszerii, ovalis vagy patkdszerti alaku
Caelyx vezikulumokkal. A 11. abra D ¢és F része a szortirozott Caelyx frakciot abrazolja,
amelyeken nagyobb szdmban 300-1000 nm-es, kiilonb6z6 amorf anyagokbol
(legnagyobb valosziniiséggel szolid lipid részecskékbdl) allo, és egyéb morfoldgiai

elemeket mutatd szupravezikularis struktarak lathatéak. Ezek kozott az 11. abra F részén

egy 600 nm-es részecske lathatd, amely két tucat tokéletesen szferikus Caelyx-méretli
vezikulakbol all.

11. abra: Caelyx liposzomdk elektronmikroszkopos felvételei az 500 nm feletti
részecskék szortirozésa eldtt (A-C) és azt kovetden (D-F). Az alkalmazott negativ festés

a szovegben talalhato leirdsnak megfelelden tortént. (64)
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12. abra: Caelyx DLS vizsgélata szortirozas el6tt (A) és utan (B). (64)

2. Klinikai vizsgalat és allatkisérletek

2.1. Mellékhatasok vizsgalata

A klinikai vizsgalatunkba 14 fia- és 8 lanygyermek keriilt bevonésra a 9 honap és
17 év kozotti életkortartoményban (2. tablazat). A betegek 5 mg/kg Abelcet kezelésben
részesiiltek gombaszepszisre utald kiilonbozd tiinetek, laboratoriumi eltérések és
radioldgiai eltérések kapcsan, amelyek kozé tartozott tobbek kozott az emelkedett CRP
altalaban normadlis procalcitonin (PCT) érték mellett, a mucositis, a laz, koros
mellkasrontgen. Figyelembe véve az invaziv gombafertdzések esetén ajanlott Abelcet
infuziés sebességet (2,5 mg/kg/ora), egy beteg kivételével a vizsgéalatba bevont
gyermekek mindegyike 2-3-szor lassabb infuizids sebességgel kapta az Abelcet kezelést,
mint a gyogyszerleirasban jelenleg ajanlott 2 6ra. Azonban ezzel az dvintézkedéssel
egyiitt is 7 gyermeknél figyeltiink meg infuzids reakcidt a vizsgéalatba bevont 22 beteg
koziil (2. tablazatban lathaté félkovér, dolt betlikkel kiemelt rész) ami nagyobb
gyakorisagot (32%) mutat a felnéttek bevonasaval késziilt kordbbi tanulmanyok
eredményeihez (3-18%) képest. Az Abelcet beadasat megel6zden az altalanos klinikai
gyakorlatnak megfelelden, a kezeldorvos vagy iigyeletes orvos egyéni megitélése szerint
alkalmazott nem-szteroid gyulladasgatlo, szteroid vagy antihisztamin adasa (13. dbran
lathatd az egyes gydgyszercsoportok alkalmazéasi aranya a premedikécié soran), az
infuzié beadasa sordn észlelt infuzios reakcidkat érdemben nem befolyasolta. A vizsgalat
sordn bevont betegek életkora, amelyek tartomanya 9 honap és 17 év kdzott volt, szintén

nem mutatott szignifikdns Osszefliggést az Abelcethez kothetden kialakult tiinetek
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eléfordulasaval vagy sulyossagéaval kapcsolatban. A megfigyelt infuzios reakcio az esetek
dontd tobbségében az elsd kezelésnél jelentkezett, a tovabbi adagok beadasa kdzben csak
egy betegnél volt észlelhetd. A kiilonbozo tiinetek formajaban jelentkezé mellékhatasok
kozé tartozott a betegek kozel felénél észlelt, hirtelen jelentkezd 14z, valamint a betegek
felénél jelentkez0 hidegrazas. A betegek kisebb szazalékdban urticéria, hipotenzio,
0déma vagy nyugtalansag jelentkezett, ami szintén infuzios reakcioként értékelhetd. (14.

abra)

Premedikacio

m Szteroid = NSAID = Antihisztamin

13. abra: Abelcet beadasa eldtt, az infizids reakciok megeldzését célzd gyodgyszer

alkalmazasanak szdzalékos aranya.
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Infuzios reakcio soran észlelt tiinetek

= AL (alacsony laz) = ML (magas laz) = H (hidegrazas)
m U (urticaria) = HT (hipotenzio) = O (Odema)
= NY (nyugtalansag)

14. abra: Abelcet intravénas beadasat kovetden észlelt mellékhatasok el6fordulasanak

szdzalékos aranya.

Tovabba a vizsgalatunk sordn 10-bdl 6 esetnél észleltiink infizids reakcidkat
abban a csoportban, ahol 2-4 6ra volt az infuzids idd, de csak 14-bdl 1 esetnél volt hasonlo
reakcié 5-6 Oras infuzios id0 esetén. Az infizids reakcidk vizsgdlatunkban észlelt
nagyobb gyakorisdganak oka nem tisztazott, de felveti az infekcié miatt kialakult
immunaktivacidhoz kdthetd érzékenyités lehetdségét. Ez a hipotézis, valamint a patogén
¢s ¢letkor szerepe a megfigyelt jelenségben tovabbi tanulményok elvégzését teszi

sziikségessé.
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2. tablazat: Tulérzékenységi reakciok az invaziv gombafertézések miatt i.v. Abelcettel

kezelt gyermekekben.

A szaggatott vonal feletti adatok a retrospektiv analizist mutatjak, az alatta lévo részben
lathatoak a prospektiv vizsgalat eredményei, melyben levett vérmintak analizisét is

elvegerztiik.

*A vizsgalt idoszakban tobb kezelési ciklusban részesiilt betegek. **Roviditések: NSAID,
non-steroidal anti-inflammatory drug/ non-szteroid gyulladasgatlo gyogyszer, AH,
antihisztamin; ML, magas laz (38-39°C),; AL, alacsony laz (38-39°C); H, hidegrdzas,; HT,
hipotenzio;, O, odéma; U, wrticaria; NY, nyugtalansag; V, hanyds
**HSR=hypersensitivity reaction/ hiperszenzitivitasi reakcio Grade 1= helyi reakcio,

Grade II= enyhétol kozepes szisztémas reakcio, Grade IlI= sulyos szisztémas reakcio,

anafilaxis

Beteg* Nem/¢életkor Infuzios id6 Premedikiciot* S—— HSR

(év) (ora) fol***

1 F/12 2 - AL, H, U 2

2 M/1 4 szteroid AL 2

3 M/6 4 NSAID

4/1* F/8 4 -

4/2* F/8 4 - H 2

ML, H, YV,

5 M/1 4 szteroid, NSAID NY

6 F/9 honapos 4 -

7 M/16 4 NSAID AL, H 2

8 F/7 4 szteroid, NSAID AL

9 M/17 5 szteroid, NSAID ](‘)”’ ot

10 M/15 5 -

11 F/15 5 NSAID

12/1%* M/17 6 -

12/2%* M17 6 -
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13 M/5 6 szteroid, AH
14 F/6 6 -
15 M/11 6 szteroid
16 F/9 6 NSAID
'1; """ M/13 """ . szteroid, NSAID,
AH
18 M/16 5 szteroid, NSAID
19 M/6 5 -
20 F/16 6 -
21 M/3 6 szteroid, NSAID
22 F/8 6 szteroid

2.2. A komplement rendszer szerepe az Abelcet altal okozott infuzios reakcios

Kkialakulasaban

Az Abelcet altal okozott infuzids reakcidkat bemutatd tablazatban felsorolt
tiinetek jellemzéek a CARPA reakcioéra is, azonban mads, komplement aktivaldédastol
fiiggetlen mechanizmusok is szerepet jatszhatnak, amelyek koz¢ tartozik a masztocitak,
makrofagok, fehérvérsejtek és mar gyulladdsban résztvevd sejtek allergén mediator
termelésének indukalasa. Tekintettel a tisztazatlan patomechanizmusra, tanulmanyoztuk
a komplement aktivacio szerepét az Abelcettel okozott reakciokban in vitro és 6 beteg

esetében in vivo.

Az in vitro vizsgélatok célja annak bemutatasa volt, hogy a klinikai gyakorlatban
alkalmazott Abelcet képes aktivalni a komplement rendszert, ahogyan az emberek (66)
¢s egerek (31) esetében is bemutattdk kordbban in vivo. Ennek megfelelden 3 egészséges
human szérumban inkubdltunk Abelcetet, és megmértik az sC5b-9 koncentracid
emelkedését, mint a komplement aktivalodas végpontjat. A 0, 10, 30 és 60 perc utan a
mért mintakban kovetkezetes ¢és szignifikdns SsC5b-9 emelkedést észleltiink mind a 3
szérumban, ami bizonyitékkal szolgal arra, hogy az Abelcet képes aktivalni a

komplement rendszert emberben is.
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In vitro komplement aktivacid
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15. abra: Abelcet in vitro inkubdlasa harom egészséges huméan donor széruméban (S1,
S2, S3), majd a komplement aktivacié mértékének mérése a terminalis komplex (sC5b-

crer

percben).

A 16. dbra mutatja be az in vivo komplement mérések eredményeit, amelyek soran
az sC5b-9 koncentraciot vizsgaltuk 6 betegbdl vett szérum mintaban, akiktdl a 4-6 orés
infuzidban beadott Abelcet kezelés soran vettiink mintakat a kezelés kezdetekor, majd 10
¢s 60 perccel késobb. Ezekben az esetekben az alkalmazott 4-6 6ras beadasi id6 2-3-szor
volt lassabb, mint a gyogyszerleirasban javasolt 2,5 mg/kg/orés infuizids sebesség. Az 10
percnél levett mintdkban a kezdeti értékekhez képest nem észleltiink kovetkezetes,
szignifikans eltéréseket (16. A abra), azonban a 60 percnél levett mintdkban az sC5b-9
koncentracio kismértéki, de szignifikdns emelkedését észleltiik (16. B abra ). Az utobbi

eredmény megfelel a kismértéki, korlatozott komplement aktivalodasnak.
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In vivo komplement aktivacié
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16. abra: In vivo komplement aktivacio mérése Abelcet intravénas kezelésében részesiild
(ug/ml) meghatarozasaval az id6 fliggvényében (az infuzid beadasanak 0., 10. és 60.

percében tortént mintavétel).

Figyelembe véve egy korabbi klinikai vizsgalatot, amelyben egy liposzomas
nanomedicinalis gyogyszer (Doxil) beaddsdhoz kapcsoltan infuzids reakciot csak
azokban a betegekben észleltek, amelyeknél az sC5b-9 koncentraciok 5-10-szeres
mértékben emelkedtek a kezdeti értékekhez képest (67), az in vivo klinikai
vizsgalatunkban az Abelcet kezelésben részesiilt betegeknél észlelt 10-60%-0s sC5b-9
koncentracio emelkedés kapcsdn nem volt varhaté komplement aktivacidhoz kapcsolodo
mellékhatas kialakuldasa. Ennek megfeleléen ezeknél a betegeknél nem észleltiink
infizios reakcidkat (ez az eredmény az 2. tdblazat szaggatott vonal alatti részén lathato),
valamint kozvetetten alatdmasztjdk az Abelcettel okozott infuzids reakciok CARPA
mechanizmusat. Tovabb4, ezek az adatok azt sugalljak, hogy az infizids sebesség ilyen
mértékli lassitdsa sziikséges lehet a komplement aktivaloddsdnak biztonsagos szinten
tartasahoz, amely nem ¢éri el a pszeudoallergids reakcidé klinikai megjelenéséhez
sziikséges szintet. A gyermekonkologiai betegek Abelcet kezelése sordn vérmintak
levételével, majd az sC5b-9 szintek mérésével végzett prospektiv vizsgalatunk a klinikai
gyakorlat valtoztatasa nélkiil tortént, ebben a szakaszban az alkalmazott lassabb infuzids

sebesség ¢s premedikacio mellett a vizsgalt kisszdmu betegcsoportban mellékhatésokat,
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infizios reakcidt nem észleltlink, emiatt érdemi komplement koncentracio emelkedés sem

volt varhato.

Bér ezek az eredmények megegyeznek a komplement rendszerrel kapcsolatos jelenlegi
tudasunkkal, kiemelik a klinikai vizsgalatok korlatait a komplement rendszer
mellékhatasokban betoltott szerepének vizsgdlatdban. Emiatt megterveztiink egy

utdvizsgalatot, amiben egy patkany modell alkalmazasaval analizaltuk ezt a kérdéskort.

2.3. Az Abelcettel okozott CARPA patkany modellje

Nn_
; / vérnyomas
»
L)
h B8
TXB2 % THR
C3a FVS

17. abra: A fenti képen a vizsgalatainkban alkalmazott patkany kisérletet szemléltetjiik
a mért paraméterek és laborvizsgalatok feltiintetésével (vérnyomads, TXB2: tromboxan
B2, C3a, FVS: fehérvérsejtszam, THR: thrombocitaszam).

Annak érdekében, hogy kozvetlen bizonyitékot keressiink az infuzids sebesség
megatarozd szerepére a komplement aktivacioban, egy patkdny modellt hoztunk Iétre,
amelyben az allatokat 1, 5 és 20 percen keresztiil infundaltuk Abelcettel. Az elsdé két
csoportra gyors (az 1 és 5 perces infuzidés sebességeket Osszevontuk), a 20 perces
kezelésre pedig lassu infuzids sebességként hivatkozunk. Annak érdekében, hogy
bemutassuk a szabad amphotericin B hatdsat a megfigyelt reakcidkra, két allatot 0,1mg

/kg i.v. dozisban 20 percig alatt kezeltiink a hatdanyag szabad formajaval (20. abra).

A szisztémas vérnyomas ((mean arterial blood pressure, MABP), fehérvérsejtszam
(WBC), thrombocytaszdm ¢és plazma tromboxan B2 (TXB2) koncentracidovaltozasait az

infizios reakciok végpontjaiként rogzitettilk, valamint a plazma C3a koncentraciokat
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mértiik, ami a komplement aktivacid biomarkere (17. dbra). Az 1 és 5 perces értékek
Osszevonasat a ,,gyors infizid” csoportban az Osszes végpontban mért kiilonbségek

hidnyéval indokoltuk.

A 18. abran lathat6, hogy 10 mg/kg Abelcet intravénds infizidja a patkdnyokban az
artérias kdzépnyomas csokkenéséhez vezetetett, amely 5 percen beliil elérte a mélypontot
¢s 20 percen belill visszatért a normalértékhez. Ez az atmeneti MABP csokkenés, amely
korabbi tanulmanyok alapjan jellemzé CARPA reakcio patkdnyokban és egerekben is,
szignifikdnsan nagyobb mértékii és tartdsabb volt a gyors infuzid esetében a lassabb

beadassal szemben.

Vérnyomas
Gyorsabb infuzié Lassabb infuzio
-~ Abelcet 1-5 min, n=7 <~ Abelcet 20 min, n=7
100 TR /__’_ W
- 100+ "
.V o y
g ” 1 ’/ E 80 V
E 60 Wi E 60-
40 404
204+ ? g . . 20k T Infu‘slon T . . ’
0 10 20 30 40 20 10 0 10 20 30 40
1dé (min) 1dé (min)

18. abra: Vérnyomas valtozasok gyorsabb (1-5 min) és lassabb (20 min) Abelcet infuzid

kezelés soran patkanyokban.

Ehhez hasonloan a gyors infuzi6é szignifikdnsan nagyobb mértékii (4-szeres) C3a
komplement koncentracié emelkedést (19. abra) eredményezett a lassi infuzidval

Osszehasonlitva.
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Komplement aktivacio
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19. abra: Komplement aktivacid vizsgalata a C3a komplement szintjének merésével

gyorsabb (1-5 min) és lassabb (20 min) Abelcet infizié beadasa soran patkanyokban.

Egy tovabbi szignifikans kiilonbség volt az infuzids sebesség tekintetében az volt, hogy
a gyors infuzional a kezdeti leukopeniat kovetéen 30 perc utan kompenzatorikus
leukocytosis volt megfigyelhetd, mig a lassu infziot utan leukopenia volt észlelhetd (20.
abra C része). A gyors infuziot kdvetden trombocitopénia (20. abra D része), ¢s TXB2

koncentracio emelkedés (20. dbra E része) is megfigyelhetd volt.

A 20. abra A ¢és C része arra is ravilagit, hogy a lipid-mentes szabad amphotericin
B az Abelcethez képest 100-szor kisebb dozisban beadva is atmeneti vérnyomas
csokkenéshez és leukopenidhoz vezetett. Ez a hatas hasonl6 volt a lasstt Abelcet infuzid
esetében megfigyelt valtozashoz, azzal a kiilonbséggel, hogy a vérnyomascsokkenés
maximuma (mélypontja) 10 perccel késobb jelentkezett. Tovabba a plazma C3a
koncentracié és a trombocitaszam nem valtozott a szabad amphotericin B beadasat
kovetden (20. Abra, B és D), ami arra utal, hogy az amphotericin B nem okoz komplement

aktivaciot lipid-mentes, szabad hatoanyag beaddsa esetén.
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20. abra: Infizids sebesség hatasa az Abelcet beadasat kovetden észlelt mellékhatasokra
patkanyokban. *, ** ***. p<(.0.5, 0,01, 0,001 az 1-5 perces és 20 perces infuzios
csoportok kozott. #, ##: P<0,0.5, 0,01 a 20 perces infuzids csoport és az amphotericin B-

vel kezelt csoport kdzott. (68)
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V. Megbeszélés

1. Caelyx vizsgalata dinamikus fényszoras, aramlasi citometria és
elektronmikroszkop modszerek alkalmazasaval.

A liposzoémalis gyogyszerek fizikokémiai stabilitdsa hosszu ideg torténd tarolas
sordn elengedhetetlen feltétele a klinikai hasznalatuknak, azonban ezt a feltételt nem
konnyt teljesiteni a komplex, tobb 6sszetevobdl és részbdl allo nanogydgyszerek, igy a
liposzomak esetében sem. Az aktiv hatdéanyag kémiai stabilitdsa mellett fontos a
nanohordozok mérete, méreteloszlasa, lipid kettosrégének szerkezete, felszini toltése,
valamint a részecskék aggregalddasi ill. fuzios hajlama, amelyek preciz meghatdrozasa a
preklinikai stabilitds vizsgalatok fontos része. Ezeknek a paramétereknek a mérésére
szdmos, széles korben elfogadott €s alkalmazott modszer ismert, azonban kivételnek
tekinthetdek a szupravezikularis makroformaciok, példaul aggregatumok vagy fuzionalt
liposzomak detektalasa, amelyek vizsgalata nehézségekbe {itkdozhet a teljes oldat
tekintetében relativ alacsony el6forduldsi ardnyuk miatt, mert a vizsgalati modszerek
detektalasi korlatai potencialisan nehezithetik a kimutatasukat. Habar az aggregatumok
vizualizdlhatéak lehetnek elektronmikroszkoppal, ez a dontéen szemikvantitativ
vizsgalati moddszer nem elégiti ki a mindségellendrzési feltételeket a gyogy-

szerfelligyeleti hatosagok esetében. (64)

A DLS ismert és széles korben alkalmazott modszer a nanogyogyszerek
vizsgalataban az atlagos méret és méreteloszlas meghatarozasara, azonban a méréseink
eredményei felhivjdk a figyelmet a vizsgalatot korldtozd fontos tényezdkre. A
vizsgalatink sordn tobbek kozott arra a kérdésre kerestiilk a valaszt, hogy a Caelyx
oldatanak DLS modszerrel torténd mérése 6nmagaban alkalmas e az oldatban potencialis
jelen 1évé kis szdmu, liposzomaknal nagyobb részecskék kimutatasara,
mérettartomanydnak meghatarozasara. Az altalunk vizsgélt liposzoémalis doxorubicin
készitmények (Caelyx) oldataiban DLS modszerrel észlelt részecskék kovetkezetesen
szlik mérettartomanyban, 80 és 90 nm kozotti atlaggal abrazolodtak, ami megfelel a gyari

készitményében vart értékeknek ¢és homogenitdsnak (Caelyx/Doxil). Ezzel a
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méréssorozattal megerdsitettiilk, hogy a liposzomalis doxorubicin (Caelyx) gyari
oldataban kizarolag a DLS moédszert alkalmazva nem észlelhetéek a liposzomaknal
jelentdsen nagyobb részecskék, ami két okbol lehetséges. Az egyik ok az lehet, hogy az
oldatban ténylegesen egyaltalan nem talalhatdak a liposzoémaknal nagyobb részecskék,
példaul aggregalt vagy fuziondlt liposzomak, esetleg kontaminacioval oldatba kertilt
makromolekulak. A masik lehetéség a DLS modszer gyakorlatban is fontos, az FDA
nanomedicinalis gyogyszerek fejlesztésével foglalkozo ajanlasaban is szerepld elméleti
korlatja, miszerint ez a metodika nem alkalmas kis szamu részecskepopulaciok
elkiilonitésére dontéen homogén szuszpenzidkban, igy tobbek kozott a szuszpenzidban
potencialisan jelen 1évd kis szamu nagyobb részecske kimutatisara sem alkalmas. A DLS
madszer korlatoz6 tényezdi kozé tartozik tovabba, hogy a hidrodinamikus radiusz, azaz
a részecskék méretének (Rh) kiszamitésa feltételezi, hogy azok tokéletes gdmb alaktiak,
valamint a méretiik és formdjuk is stabil. A vizsgélataink soréan is alkalmazott intenzités
alapti méretmeghatdrozas a nagyobb részecskéket szignifikdnsan nagyobb mértékben
veszi szamitasba, hiszen azok tobb fényt szornak, mint a kisebb részecskék, de még itt is
fontos korlatot jelent, hogy a részecske szubpopulaciok csak akkor jelennek meg kiilon,
ha az atlagos mérettél 2-3-szoros mértékben kiilonboznek. Ezekbdl egyenesen
kovetkezik, hogy az oldatban ardnyosan jelentdsen kisebb szamban jelen 1évd
makrorészecskék a liposzomak mellett potencidlisan nehezen kimutathat6 szubpopulaciot

képviselnek a DLS mddszer esetében.

Két moddszert alkalmaztunk annak érdekében, hogy a Caelyx oldatdban
potencialisan jelen 1év0, aranyosan kisebb szdmu, nagyobb méretli részecskék 1étezését
igazoljuk. Az egyik ilyen modszer az dramlési citometria volt, amely fluoreszcens jeldlés
nélkiil is alkalmas lehet egyes részecskék észlelésére és mennyiségi meghatarozasara. A
méréseink soran hasznalt aramlasi citométer, az ismert méretii latex gyongyokkel végzett
kalibracioval is megerdsitve, nem alkalmas kiilonallo, standard méretii (80-90 nm-es)
liposzédmak észlelésére, azonban az oldatban barmilyen okbol jelen 1évd, nagyobb méretii
(nagyobb, mint 500 nm-es) részecskék mérésére még akkor is alkalmas lehet, ha azok
szama az oldatban alacsony. Ezért tajékozodo jelleggel a laborunkban rendelkezésre allo
aramlési citométerrel a sterilen kezelt, 22-nm-es sziirén atsziirt PBS pufferoldattal
higitott, gyogyszertarbol beszerzett gyari Caelyx oldatokat megvizsgaltuk kiilonbozo

mértékll higitdsokban. A méréseink azt mutattak, hogy az oldatban tobb ezer, méréshatar
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feletti (500 nm-nél nagyobb) részecske volt lathaté a kapott szordsdiagramon, annak
ellenére, hogy a korabbi DLS vizsgélat sordn ez a részecske populacid nem volt
¢észlelhetd, hiszen a dinamikus fényszoras modszerrel kordbban mért Caelyx oldatban
csak a liposzomak ismert méretének megfeleld cstics latszodott, nagyobb molekulakra
utaldé szubpopulacié nem volt lathatd. Annak ellenére, hogy a kopenyfolyadékként
hasznalt pufferoldatot (PBS) tartalmazé kontroll mintdban is lathatoak részecskéknek
megfeleld pontok a szoérdsdiagramon, amelyek akar mitermékek is lehetnek, a Caelyx
mérése soran észlelt szorasdiagram ettdl jelentdsen és kovetkezetesen eltért, annak
szorasdiagramjan szignifikdnsan tobb részecske volt lathato jellegzetes mintdzatot
alkotva. A vizsgaltunk soran is alkalmazott Becton Dickinson tipustt FACScan tehat
alkalmasnak bizonyult az adott oldatban 1év6, 500 nm feletti részecskék észlelésére az
szuszpenzio heterogenitasatol fiiggetleniil. Az abrazolodott részecskék eredetével
kapcsolatban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, azonban az daltalunk elvégzett
elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a nagyobb részecskék
kozott eléfordulnak liposzoma aggregatumok. A liposzémalis doxorubicin gyari
készitményeiben potencialisan jelen 1évd aggregatumok, tehat a liposzémanal jelentésen
nagyobb részecskék 1étezését igazold korabban végzett vizsgalatra tobb példa is talalhato
az irodalomban. Tobbek kozott a Caelyx/Doxil készitmények fejlesztésében kiemelkedd
szerepet jatszo - Barenholz és munkatarsai a Doxil/Caelyx megalkotésa alatt 0sszegytilt
tapasztalatokat bemutatd cikkiikben is beszdmolnak a liposzomak alacsony
koncentracidja esetén megfigyelt fokozott aggregécios hajlamrol, igy a méréseink soran
alkalmazott gyari készitmények tovabbi higitdsa is szerepet jatszhatott az észlelt

liposzoémaknal nagyobb részecskék megjelenésében. (8)

A vizsgalatunk alapjan megallapithato, hogy az aramlasi citometria potencialisan
fontos, gyors ¢és informativ t4jékozodd vizsgélati modszere lehet a lipid-alapt
nanopartikulumok oldataiban taldlhatd szupravezikularis részecskék és egyéb
makromolekulak észlelésére. Tovabba, fontos megjegyezni, hogy az dramlési citometria
nem alkalmas a makroformaciok méretének, struktirajanak pontos meghatarozésara,
hiszen a fényszoras ezek szempontjabol csak tdjékoztato jellegli informacidkat szolgaltat,
ezért csak kiegészitd vizsgalatként alkalmazhaté a pontos méretanalizis, példaul DLS

modszer, alkalmazasa mellett.
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A fenti megallapitast kovetden arra is valaszt kerestik , hogy szortirozé
funkcioval ellatott dramlasi citométerrel a vizsgalat soran észlelt nagyobb részecskék
kapuzésaval és szortirozasaval nyerhetéek-e olyan frakciok, amelyekben a nagyobb
részecskék relativ nagyobb ardnya miatt azok mar kimutathatéak a DLS modszerrel.
Ennek megfeleléen a DLS vizsgalattal kordbban homogénnek észlelt mintdkat az
aramlasi citométerrel észlelt nagyobb részecskéknek megfeleléen kapuztuk, valamint
szortiroztuk és ezt kovetden ismételten megmértik DLS modszerrel. A vizsgélati
eredmények azt mutattdk, hogy a kordbbi méreteloszlasi gorbe megvaltozott, a korabbi
egy, liposzomdk vart atlagos méretének megfeleld méretcsucs mellett megjelent egy
ujabb, szélesebb méretcsucs a nagyobb mérettartomanyban, ami igazolta a nagyobb

méretll részecskék jelenlétét a szuszpenzidban.

Ezek alapjan megallapithatd, hogy a DLS médszer dnmagéaban nem alkalmas egy
dontéen homogén, nagyszamu, hasonlé méretii és formdaji részecskéket tartalmazo
oldatban szignifikansan kisebb szamu és eltéré méretii részecskék kimutatasara, azonban
szortirozo6 funkcioval ellatott aramlasi citometriaval kombindlva ez lehetségessé valhat a
heterogén szuszpenzidk vizsgalata is, ami a 21. abran is lathato. A két moédszer
kombinalasaval nagyobb eséllyel észlelhetdek olyan szerkezeti makroforméciok vagy
akar szennyezOdések a kiilonbozd liposzomalis és egyéb lipid alapti nanomedicinalis
készitményekben, amelyek nagyobb felsziniikkel potencidlisan hozzajarulhatnak azok

immunogenitasdhoz, valamint a CARPA kialakuldsahoz.

DLS mérés szortirozas elott és utan:
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Nagyobb részecskék szortirozasa aramlasi citométerrel
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21. abra: A képen a DLS mérések eredménye lathatd az 500 nm méret feletti részecskék
aramlési citometrids szortirozasa el6tt (A) és utan (B). Az dbra A részén lathato higitott
Caelyx oldatban csak egy részecskepopulacio lathatd, amely megfelel a liposzomak vart
mérettartomanyanak, azonban a nagyobb részecskék frakcionalasat kovetden megjelenik

egy nagyobb méretli részecskepopulécio a liposzémak korabbi csucsa mellett (B).

A preklinikai vizsgalatok sordn a fentieck miatt eldnyds lehet az &ramlasi
citometridval torténd szortirozast kovetd DLS vizsgalatok elvégzése is. Ez egy gyors,
nativ mintdkon elvégezhetdé munkafolyamat lehet akar a gyodgyszerfejlesztés korai
szakaszdban, ami segitheti a kiillonb6z0 formulaciok fejlesztését. A szortirozas
fontossagara hivtak fel a figyelmet a Caelyx mintakrol készitett elektronmikroszkdpos
felvételek is, amelyeken a szortirozds el6tt dontden kiilonalld liposzomdk voltak
lathatoak, azt kovetden nagyobb szdmban detektaltunk szupravezikularis strukturakat.
Ettdl fliggetleniil az elektronmikroszkdpia szemikvantitativ, relative jelentdsen lassabb
vizsgalati mddszer szemben az dramlasi citometria gyors, emiatt tobbszor, nagyobb

mintaszammal elvégezhetd vizsgalataval.

2. Klinikai vizsgalat és allatmodell az Abelcet altal okozott infuzids reakciok
vizsgalatara

A fent részletezett, alapkutatdst érinteté vizsgalatok elvégzése utdn, a
gyermekgyogyszati szakképzésem megkezdése lehetdséget biztositott a liposzomaktol
eltérd, de szintén lipid alapt, lipid-komplex nanomedicindlis készitmények klinikai

vizsgalatara, ezzel az alapkutatas és a klinikum 6sszekapcsolasara. A lipid-komplex alapu
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nanohordozok is jelentds mértékben aktivalhatjdk a komplementrendszert, ezzel
mellékhatasokat, potencidlisan CARPA reakciot okozva. Az ebbe a csoportba tartozo, a
Semmelweis Egyetem, II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinikajan is alkalmazott Abelcet a
sulyos, invaziv gombafert6zések kezelésére hasznalt gyogyszer, amely amphotericin B-t
tartalmaz és az azonos hatéanyagot tartalmazo liposzomalis formuléciokhoz (AmBisome
¢s Amphotec) hasonléan a szabad gyogyszerhez képest jelentdésen csokkent toxicitasa
miatt keriilt bevezetésre a klinikai gyakorlatba. Az elényok mellett, a szabad
hatéanyaghoz hasonloan, az Abelcet alkalmazéasa soran is gyakoriak az infizios reakciok,
amelyek koziil az Abelcet infuzié kezdetét kovetden 1-2 6ran beliil 14z és a hidegrazas a
feln6tt betegek akdar 18%-aban jelentkezhet a gyodgyszerleirdsnak megfelelden
alkalmazott 2 6rés €s 5 mg/kg dozisban beadott infizids kezelés esetén. Az esetek akar
3-7 %-aban jelentkezhet kilités, nehézlégzés, hogdgores, hipo-/hipertenzid, aritmia,
mellkasi fajdalom, trombocitopénia, vagy leukopenia, amelyek az els§ néhany dozis
beadasa soran gyakoriak ¢és altalaban csokkennek a kdvetkezé adagok beadasa kozben.
(27) Az éltalunk vizsgalt, a II. sz. Gyermekklinikan kezelt gyermekonkoldgiai betegek
eseteinek retrospektiv és prospektiv analizaldsa a mellékhatdsok ismertetésén keresztiil
arra vilagitott rd, hogy infiizids reakciok az Abelcet infuizié beadasat kovetéen gyermekek
esetén is észlelhetdk. A klinikai vizsgalatba bevont 22 gyermek koziil 6 betegnél
figyeltiink meg mérsékelt foktl és egy esetben stlyos foku tulérzékenységi reakciot.
Osszességében a kezelések soran a gyermekek harmadaban jelentkezett inflizids reakcio,
ami a felndttekben megfigyelt és publikélt aranyt meghaladta. Az Abelcet beadasat
megel6zden az altalanos klinikai gyakorlatnak megfelelden, a kezeldorvos vagy tigyeletes
orvos egyéni megitélése szerint alkalmazott nem-szteroid gyulladasgatld, szteroid vagy
antihisztamin adasa, az infiizié beadasa soran észlelt infiizios reakciokat érdemben nem
befolyasolta, igy a kezeléssel gatolt patomechanizmusok és a mellékhatdsok kozott
érdemi Osszefiiggés nem volt megallapithatd. A vizsgalat soran bevont betegek életkora,
amelyek tartomanya 9 honap és 17 év kozott volt, szintén nem mutatott szignifikans
Osszefliggést az Abelcethez kothetéen kialakult tlinetek eléfordulasaval vagy
sulyossagaval kapcsolatban. A vizsgalatba bevont 9 honapos gyermek esetén ugyantgy
észleltiink infuzids reakciot, mint a 17 éves gyermek esetében, ami statisztikai
kovetkeztetésre nem ad lehetdséget, de felhivhatja a figyelmet arra, hogy gyakorlatilag

minden életkorban potencialisan eléfordulhat hasonlé jelenség. A megfigyelt infuzios
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reakcid az esetek dontd tobbségében az elsd kezelésnél jelentkezett, a tovabbi adagok
beaddsa kozben csak egy betegnél volt észlelhetd. A kiilonb6zd tiinetek formajaban
jelentkez6 mellékhatasok koz¢ tartozott a betegek kozel felénél észlelt, hirtelen jelentkezd
laz, valamint a betegek felénél jelentkezé hidegrazas. A betegek kisebb szazalékaban
urticaria, hipotenzid, 6déma vagy nyugtalansdg jelentkezett, ami szintén infizios

reakcioként értékelhetd.

Az infuzids sebesség potencidlisan jelentds szerepére hivhatja fel a figyelmet a
klinikai vizsgalat soran észlelt megfigyelések. A vizsgélat soran 10-bdl 6 betegnél
észleltiink infuzios reakciokat abban a csoportban, amelyikben 2-4 6ra volt az infuzids
1d6, de csak 14-bdl 1 betegnél volt hasonlo reakcid 5-6 6rds infuzids id6 esetén. Ez, a
tiinetek jellege és spontan elmuldsa, a premedikacio latszolagos hatastalansaga, valamint
az Abelcet kordbban publikalt in vitro és in vivo vizsgélatokban leirt komplement aktivalod
hatasa, felvetették a tiinetek hatterében a CARPA mechanizmus all. Az elvégzett in vitro
kisérleteink, amelyeket egészséges human szérumon végeztiink, a korabbi irodalmi
adatoknak megfeleléen megerdsitették, hogy az Abelcet, képes lehet a komplement
rendszert aktivalni, amit az Abelcettel torténd inkubéciot kovetden a terminalis komplex
szérumszintjének megemelkedett értékei igazolnak. A vizsgdlatunk prospektiv
szakaszaban az Abelcet beadasat megeldzden, valamint a kezelés soran vérvétel is tortént
az észlelt tiinetek rogzitése mellett. Ebben a szakaszban azonban inflzios reakcidt nem
észleltiink és a vizsgalati eredményeink alapjan a szérumban csak minimalis mértéki
komplement aktivacid6 (sC5b-9 koncentraci6 emelkedés) volt lathatd, amely
feltételezhetéen nem érte el a CARPA tiinetek kialakuldsahoz elegendé mértéket, igy
infuzioés reakciot sem észleltliink. Az irodalmi adatok és a tdjékozodo, human szérumon
in vitro végzett méréseink, valamint a prospektiv klinikai vizsgalatban mellékhatasok
kialakulasa nélkiil is észlelt sC5b-9 koncentracido emelkedés felvetették az infuzios
reakciok hatterében a CARPA esetleges szerepét. Tekintettel arra, hogy a retrospektiv
vizsgalatokban szerepld, jelentds infzids reakcidkat mutatd esetekben a komplement
szintek vizsgalatdra utélag mar nem volt lehetdség, ez csak indirekt modon utalhat a
mellékhatasok hatterében allo6 CARPA mechanizmusra. Az viszont egyértelmiien latszik
a fent részletezett klinikai vizsgalatunkbol, hogy a CARPA esetén a szakirodalomban
prevencids célbol is javasolt lassabb infizids sebesség negativan korreldl a kialakult

mellékhatasok aranyaval. Az Abelcet leirdsaban ajanlott 2 6ras beadési id6hoz képest a 4
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ora, vagy annal rovidebb infuzios id6 esetén a gyermekonkologiai betegek 60 %-ban
jelentkezett infizids reakcid. Tekintettel ezekre az adatokra, etikai okokbol nem
meriilhetett fel gyors infuzids sebességgel tervezett vizsgalatra a gyermekonkoldgiai
betegek korében, igy sziikségessé valt egy allatmodell kidolgozasa az Abelcethez kothetd,
kiilonbozd infuzids idOk alkalmazasa soran jelentkezd infuzids reakcidk vizsgalatara,
valamint a komplement rendszernek a patomechanizmusban betdltott szerepének

tisztazasa céljabol.

2.1. Allatkisérletes vizsgalat

A patkanyokon  elvégzett  vizsgalatokban  szignifikdnsan  nagyobb
kovetkezményes vérnyomascsokkenés volt megfigyelhetd gyors (1 perc), mint lassu
(20 perc) infuzios sebesség utan. Ezt a jelenség megfelel az Abelcet beadasaval egereken
végzett korabbi vizsgalatoknak, valamint a fent részletezett, Abelcettel kezelt
gyermekonkologiai betegek bevonasaval végzett human vizsgalatban is el6fordult az
Abelcet beadasat kovetden. (31) Ez a hipotenziv hatis kiemelten fontos lehet egy
szeptikus beteg esetében, hiszen a kezelés indikacioi kozé tartozd gombaszepszis (26)
esetében a szeptikus sokk részjelenségeként eléforduld, a prognozist és mortalitast is
negativan befolyasolo alacsony vérnyomas mértékének fokozasa potencialisan jelentésen
ronthatja az Abelcet infuzidval kezelt betegek allapotat. (69) A vizsgalatunkban
patkanyok esetében ez az atmeneti vérnyomdscsokkenés 5 percen beliil elérte a
mélypontot, amely jelzi a jelenség gyors megjelenését, rapid lefolyasat. Azonban az
eredmények arra is felhivtak a figyelmet, hogy ez az infuzids reakci6 csak atmeneti volt
a vizsgalt allatokban, hiszen a kezelés utdn 20 percen belill a vérnyomdasuk
normalizalddott. A folyamat megértése szempontjabol fontos eredményként értékelhetd
a patkanykisérleteink soran, gyorsabb infuzios sebesség esetén észlelt szignifikdnsan
nagyobb mértékli komplement (C3a) koncentracid emelkedés, ami ravilagithat a
komplement rendszer mellékhatdsokban betoltott szerepére, amely potencidlisan stlyos
pszeudoallergias CARPA reakcio formajaban is megnyilvanulhat. A hipotenzid mellett
kiemelkedd jelentdségili lehet a patkdnyok esetében az Abelcet gyorsabb beadasat
kovetden megfigyelt thrombocytopaenia. A gyermekonkologiai betegek egy részében az

alapbetegség, tobbek kozott akut leukémia esetében, megfigyelhetd, valamint a
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csontveldt deprimalé  kezelés  kovetkezményeként potencidlisan  jelentkezd
thrombocytopaeniat az infizids reakcid tovabb sulyosbithatja, ami atmenetileg akar
nagyobb vérzékenységhez, vérzéshez is vezethet. (70, 71) A gyorsabb Abelcet infizid
esetén észlelt tromboxan B2koncenracié emelkedés is megfigyelhetd volt. Az Abelcet
kiilonb6zd sebességli beadasat kovetden a fehérvérsejtszamban észlelt valtozasok
tekintetében a gyorsabb beadds kovetkezményes leukocytosist, a lassabb infzid
leukopeniat okozott, amelynek jelentdsége kérdéses, azonban az Abelcet infuziot

kovetden végzett vérkép vizsgalatok értelmezését potencidlisan befolyasolhatja.

Az éltalunk elvégzett patkanykisérletekben az Abelcet amphotericin B
hatéanyagtartalmanak megfeleld mennyiségii szabad gyogyszer lassti beadasa is letalis
eredménnyel jart a vizsgalt allatokban, ami megerdsiti a korabbi ismereteinket, miszerint
az amphotericin B foszfolipidekkel készitett formulacidja jelentdsen csokkenti a
gyogyszertoxicitast a szabad formaban beadott hatdanyaghoz képest. Emiatt az Abelcet
hatéanyagtartalmahoz képest 100-szor kevesebb szabad amphotericin B beadasaval
analizaltuk az Abelcet esetében is vizsgalt paramétereket és mellékhatasokat. A lipid-
mentes szabad amphotericin B beaddsa a patkanykisérleteinkben mar kis dézisban is
kovetkezményes vérnyomascsokkenéshez vezetett, azonban ez nem jart egyiitt
komplement aktivacioval, ami arra hivhatja fel a figyelmet, hogy a lipid komplex
formulacioval ellentétben a komplement aktivacié a szabad gyogyszer esetében kisebb

szerepet jatszik, vagy nincs jelentdsége a mellékhatasok kialakuldsaban.

A tény, hogy a lipid-mentes amphotericin B alacsony dézisban is hemodinamikai
¢s a fehérvérsejtszam valtozasokat okozhat, hasonldo a klinikai megfigyelésekhez,
miszerint a Fungizone (szabad amphotericin B-t tartalmazo infuzids készitmény) is
okozhat lazzal és hidegrazassal jar6 infuzids reakciokat. Utdobbi megfigyelés képezi az
alapjat annak a javaslatnak is, hogy érdemes egy teszt dozist beadni a teljes terapias dozis

beadasat megeldzden, a tulérzékenységi reakcio rizikojanak felmérése céljabol.

Bér a lipid-mentes amphotericin B az elvégzett kisérletek ¢és a korabbi klinikai
vizsgalatok alapjan is magasabb toxicitast mutat az Abelcethez képest, utobbi kapcsan is
hasonlo jelentdséggel bir az infuzids reakciok vizsgalata, kiilonosen tekintettel a lipid
alaptt nanohordozok altal okozott gyakran megfigyelhetd CARPA reakciora, ill.

mechanizmusra. Az altalunk elvégzett allatkisérletekben a vizsgélt patkdnyokban
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megfigyelhetéek voltak hasonlosagok is a két gyogyszerforma kozott, ilyen volt a
vérnyomast és fehérvérsejtszamot csokkentd hatds, valamint kiilonbségek is lathatdak
voltak: az Abelcet adéasat kovetden észlelt trombocitopénia és C3a koncentraciod
emelkedés nem volt megfigyelhetd szabad amphotericin B adasat kovetden, ami
komplementrendszert6l fiiggetlen mechanizmusra utal. Ezek mellett kvantitativ
kiilonbségeket is észleltiink: a lipid-mentes amphotericin B utdn észlelt reakcio késdbb
jelentkezett az Abelcethez kapcsolddohoz képest. Ezek a megfigyelések arra utalnak,
hogy a komplement aktivacio felgyorsitja és (dozistol fliggden) felerdsitheti az
amphotericin B altal okozott mellékhatasokat, valamint, hogy a két utvonalon 1étrejovo
reakciok elkiilonithetdk lehetnek a valtozasok spektruma, idébeli lefolyéasa €s intenzitasa

alapjan.

Az elvégzett patkanykisérletek alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt allatokban
észlelt infuzids reakciok eléforduldsa és intenzitdsa negativ korrelaciot mutatott az
infuzios sebességgel, amely megfelelt a klinikai vizsgalat sordn észlelteknek. Az altalunk
végzett klinikai vizsgélat és az allatmodell kisérletek felvetik annak lehetéségét, hogy az
Abelcet gyodgyszerleirasaban foglalt 2 6ras javasolt beadési id6hoz képest novelt infuzios
id6 alkalmazaséaval csokkenthetdk lehetnek az Abelcethez kapcsolt infiizids reakciok
prevalenciaja vagy akar intenzitdsa. Tovabba kijelenthetd, hogy egyes infuizids reakciok
patomechanizmusaban felmeriil a komplement aktivacio és a CARPA szerepe a
részletesen vizsgalt, egyéb lipid-alapti nanogydgyszerekhez, példaul a Doxilhoz
hasonléan. A CARPA hattérfolyamatainak megértése mellett a prevenciojanak, valamint
kialakulasa esetén annak gatlasara is kiemelt figyelem iranyul, hiszen ennek a fontos

problémanak a megoldésara eddig tudoményos konszenzus még nem sziiletett.

Az elvégzett vizsgalatok ilyen feltételezéseket lehetévé tesznek, azonban a
szerveinek strukturdjat és miikodését a patkanyoknal vitathatatlanul jobban modellezd
sertésben elvégezni a kisérletek, valamint a prospektiv klinikai vizsgalatok folytatasa az
egyes ellato helyeken alkalmazott protokollok befolyasolésa nélkiil, de minden esetben a

komplement koncentraciok vizsgalataval.

Ezek a fontos tovabbi 1épések tobb fényt derithetnek az infuzids sebességen kiviili

egy¢éb tényezdk szerepére is, valamint tovabb mélyithetik a komplement rendszer infuzids
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reakciok kialakulasaban betdltott szerepérdl megszerzett eddigi ismereteinket az

Abelcettel, valamint egyéb lipid-alapi nanogyogyszerekkel kapcsolatban.

3. A CARPA gatlasanak potencialis lehetéségei elvégzett vizsgalatok és irodalmi
attekintés alapjan, exoszomak potencialis szerepe

A CARPA hattérfolyamatainak megértése mellett a prevencidjanak, valamint
kialakulasa esetén annak gatlasara is kiemelt figyelem iranyul, hiszen ennek a fontos
problémanak a megoldasara eddig tudomanyos konszenzus még nem sziiletett. A
megelézésben a bevezetésben targyalt, korabbi vizsgalatok soran észlelt molekulak (5.
abra) hasznélata nem rutinszert jelenleg a klinikai gyakorlatba sem gyermekgyogyszati
esetekben, sem a feln6tt betegek ellatdsaban. Emiatt kiilondsen fontos kérdés a jelenleg
klinikai gyakorlatban 1¢év6, lipid alapt nanohordozd gydgyszerek fejlesztésében az

immunogenitas csokkentése.

A Doxil estén Barenholz és munkatarsai altal levont kovetkeztetések arra utalnak,
hogy a klinikai gyakorlatban hosszu ideje hasznalt liposzomalis doxorubicin az eldnyei
mellett hatranyokkal is rendelkezik, amelyek a hatterében olyan fiziko-kémiai jellemzok
is allhatnak, amelyeknek megvaltoztatasa mérlegelendd a tovabbiakban a mellékhatasok
csokkentése érdekében. Ezek kozé tartozik a liposzomak toltése soran hasznalt szulfat
ionok alkalmazasa, amely a liposzoman beliili hatéanyag kristalyosodasahoz vezetve
befolydsolhatja a nanohordozé részecske formdjat, aggregatumok kialakulasdhoz
vezethet. Ebben a vizsgalatban(8) bemutattdk a DOXG tulajdonsagait, aminek a
kialakitdsdban egy masik ionos komponenst alkalmaztak, hogy a korabban emlitett
strukturalis instabilitast, és ezzel potencidlisan a mellékhatasok eléfordulasanak rizikojat

csOkkentsék.

A lipid-alapu nanohordok fontos alkotoelemei kozé tartozik a polietilénglikol,
amely lehetévé teszi a koros immunvalasz csokkentését, ,lopakodd” liposzémak
kialakitasat, azonban ez a komponens is szerepet jatszhat a komplementrendszer
aktivalasaban, igy mads stratégia és molekula alkalmazasa is felmeriil a jelenleg

alkalmazottakhoz képest, a kevesebb mellékhatast kivaltdé wjabb nanohordozdok
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fejlesztésében. (11, 72)

A szervezetben természetesen is jelen 1évé nanohordozok, az exoszémak az
immunrendszer egészséges milkddése mellett nem okoznak a szervezetben koros
immunreakciokat, igy a fejlesztés soran az exoszoémak szerkezeti és felszini molekula
mintdzata olyan tervezési alap lehet, ami segitheti a klinikumban alkalmazott
gyogyszerek beadasat kovetden jelentkezd infiizios reakcid rizikdjanak csokkentését. (56,

73-75)
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22. abra: Exoszomak szerkezetében taldlhatd komplement modulator (A) és mas

immuntoleranciat eldsegité molekuldk (B). (63)

Az exoszomak szerkezetében szamos olyan molekula fordulhat el, amik szerepet
jatszhatnak az immunogenitas csOkkentésében (22. abra). Ezek beépitése lipid-alapu
nanohordozok szerkezetébe potencidlisan hozzajarulhat a komplement aktivacio,
valamint  egyéb  immunfolyamatokhoz  kothetd — mellékhatdsok — rizikdjanak

csokkentéséhez, ami eddig szamos lezarult vizsgélat targyat képezte. (76)

A lipid alapu nanogyogyszerek strukturalis valtoztatasainak, valamint az
exoszomak modellezésének gyakorlati megvaldsitdsa még elméleti lehetdségnek
tekinthetd a klinikai alkalmazas szempontjabdl, azonban a vizsgalataink is megerdsitik,
hogy a kezelési stratégidk megvaltoztatasa, elsdsorban az infiziods sebesség jelenleg
javasolt idejének jelentds mértékli csokkentése potencidlisan kozelebbi és realisabb
megoldast jelenthet a koros infiizios reakciok csokkentése szempontjabol. Természetesen
ez tovabbi vizsgalatok elvégzését teszi sziikségessé, azonban erre a fontos lehetdségre

hivhatjak fel a figyelmet az altalunk elvégzett vizsgalatok.
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VI. Kovetkeztetések

A vizsgéalatainkat megel6zden megfogalmazott célkitlizéseinkkel kapcsolatban
megallapithatd, hogy tobb kérdésben is olyan kovetkeztetésekrél szdmolhatunk be,
amelyek a tovabbi in vitro-, valamint in vivo klinikai vizsgalatok sziikségességének
egyértelmii igénye mellett is potencidlisan hozzdjarulhatnak az érintett kérdéskor
tisztdzadsahoz, a kapcsolodd folyamatok megértéséhez a vizsgalt lipid-alapu

nanohordozok esetében.

1. Bizonyos esetekben a DLS vizsgalat onmagaban nem, csak egyéb moddszerekkel
kombinalva alkalmas liposzémék oldatdban jelen 1év0, egyéb vizsgalati modszerrel
kimutathato, kisszamu, de a liposzomaknal jelentdsen nagyobb méretii (> 500 nm)

részecskék kimutatasara.

2. A klinikai vizsgalatunk alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalatba bevont 22 beteg
koziil 7 gyermeknél megfigyelt infazids reakcid nagyobb incidenciat (32%) mutat a
felndttek bevonasaval késziilt korabbi tanulményok eredményeihez (3-18%) képest.
Tovabba megallapithato, hogy a vizsgalt betegek korében a relative lassabb infuzios

sebességek alkalmazasa esetén kisebb incidencidval fordultak el infuzios reakciok.

3. A patkanyokon végzett kisérletek soran megallapitottuk, hogy gyorsabb infuzids
sebesség fokozott mértékii mellékhatasok kialakulasahoz vezet. Ezek koz¢ tartozik a
kovetkezményes, tranziens vérnyomadsesés, amelynek mértéke és iddtartama is

nagyobb a gyorsabb infzios sebesség alkalmazasa esetén.
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VIL Osszefoglalas

A lipid-alapt nanogyogyszerek kozé tartoznak a liposzomak, és a lipid-komplex
gyogyszerek. Ezek vizsgalatara szamos lehetdség all rendelkezésre, ilyen példaul az
aromlasi citometria, valamint a DLS. A nanogydgyszerek alkalmazasa a komplement
rendszer aktivalasan keresztiil tulérzékenység kialakuldsahoz vezethet, amelynek
vizsgalata emberekben ¢és allatmodellekben is lehetséges. Vizsgalataink soran a
liposzomalis doxorubicinben (Caelyx) potencialisan megtalalhato szerkezeti anomalidkat
in vitro tanulmanyoztuk az altalunk alkalmazott vizsgalati modszerek korlatjainak
értekelésével parhuzamosan. Vizsgalataink soran a lipid komplex Abelcet altal okozott
mellékhatasokat  vizsgéltuk  gyermekonkologiai  betegek  korében,  valamint
allatkisérletekben. Irodalmi attekintés soran az exoszomak potencialis szerepét vizsgaltuk
a lipid-alapu nanohordozok fejlesztésében. A vizsgalatink alapjan megéallapitottuk, hogy
a DLS modszer bizonyos esetekben csak mas vizsgalati modszerrel kiegészitve alkalmas
a Caelyx oldataban észlelt anomaliak kimutatasara. A klinikai vizsgéalataink ravilagitottak
arra, hogy gyermekgyogyaszati onkologiai betegek esetében is eléfordulnak Abelcet
beadasat kovetden infuzids reakciok, amelyek meghaladtak a felndttek esetében leirt
gyakorisagot a vizsgalt 22 betegben. A gyogyszerbeadas koriilményeit vizsgéalva
megallapitottuk, hogy inverz 0sszefiiggés volt megfigyelhetd a beadasi id6 és a koros
infuziés reakcidk kialakuldsanak esélye kozott. Annak érdekében, hogy a komplement
aktivalodas Abelcet beadasat kovetden jelentkezd mellékhatasok kialakuldsaban betoltott
szerepét, valamint az infizids idO jelentdségét tovabb vizsgaljuk, allatkisérletek soran
kiilonboz6é infuzids sebességek alkalmazédsa esetén vizsgaltuk a jelentkezd infuzids
reakciokat, valamint a komplement aktivacio mértékét. Gyorsabb infizids sebesség
esetén a gyogyszer beadasaval kapcsolatban észlelt kovetkezményes hipotenzié nagyobb
mértékit volt és hosszabb ideig tartott, valamint a komplement aktivacié mértéke is
jelentdsebbnek bizonyult ezekben az esetekben. In vitro kisérleteink megerdsitik, hogy
kiemelt jelentdségli a jelenleg is klinikai gyakorlatban alkalmazott liposzomalis
gyogyszerek esetében alkalmazott vizsgalati mddszerek korlatjainak figyelembevétele,
azok kiegészitése egyéb vizsgalati mddszerekkel. In vivo vizsgalataink felhivjak a
figyelmet a komplement aktivacid szerepére az Abelcet alkalmazédsa kapcsan
megfigyelhetdé mellékhatasok kialakuldsdban, valamint az infuziés sebesség

jelentdségére.
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VIII. Summary

Lipid based nanodrugs include liposomes and lipid complex formulations. Several
methods are available for characterizing these formulations, such as flow cytometry and
dynamic light scattering (DLS). Administration of nanodrugs can lead to hypersensitivity
reactions through the activation of the complement system, which can be investigated in
humans or animal models. In our in vitro experiments we examined anomalies potentially
found in liposomal doxorubicin (Caelyx), and also evaluated the limits of the test methods
used. During our in vivo studies, we investigated infusion reactions caused by the lipid-
complex Abelcet in pediatric oncology patients and in an animal model. In a literature
overview, we also reviewed the potential usefulness of immunogenic characteristics of
exosomes in the development of lipid based nanodrugs. During our studies we concluded
that in some cases the DLS method is adequate for finding anomalies in suspensions of
Caelyx only if it is complemented by another type of test method. Our clinical studies
showed that Abelcet therapy can result in infusion reactions in pediatric oncology
patients, which showed higher incidence in the included 22 patients compared to previous
studies including adult patients. During the evaluation of the circumstances of the
infusions, we concluded an inverse relation between infusion time and the incidence of
infusion reactions. In order to further examine the role of complement activation in the
development of side effects caused by Abelcet therapy and the significance of infusion
speed we created an animal model, in which we observed infusion reactions and measured
complement activation after various infusion speeds. Faster infusion speeds resulted in
more pronounced and prolonged hypotension connected the administration of Abelcet
and also a significant complement activation. Our in vitro experiments confirm the
paramount importance of taking into account the limits of testing methods in the case of
nanodrugs, like DLS in the examination of liposomes, and their supplementation with
other methods. The clinical study and the conducted animal experiments may call our
attention to the importance of further studies exploring pathomechanisms that play roles
in infusion reactions and side effects even in the case of drugs already approved for
clinical use, such as Abelcet, to improve the administration strategies including

parameters such as infusion rate.
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