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1. Bevezetés

A klinikai gyakorlatban alkalmazott lipid-alapu
nanohordozok fontos szerepet  jatszanak a
nanomedicindban. Ezek kozé tartoznak a liposzomak,
lipid-polimer nanorészecskék ¢és a lipid-komplex
gyogyszerek. A nanogyogyszerek vizsgalatira szamos
lehetdség all rendelkezésre, ilyen példaul az FDA 2018-
ban kiadott, lipid alapti nanogyogyszerek fejlesztésérdl
sz6010 ajanlasban is szerepld aromlési citometria, valamint
a dinamikus lézerfényszoras (DLS). A nanogyogyszerek
megalkotasanak célja tobbek kozott a hatdanyag
tekinetében kedvezobb farmakokinetika elérése, valamint
a mellékhatadsok csokkentése, azonban maga a
nanohordozd részecske is hozzédjarulhat mellékhatasok
kialakulasdhoz. A nanogyogyszerek egy 1észét az
immunrendszer idegenként ismerheti fel, ami a
komplement rendszer aktivalasdn keresztiil egy
tulérzékenységi  szindroma kialakuldsdhoz, az {n.
komplement aktivacioval dsszefliggd pszeudoallergidhoz
(CARPA) vezethet. A CARPA az akut, I-es tipusu

tulérzékenységi reakcid egy altipusat jeldli, ami



legtobbszor enyhe, atmeneti mellékhatasként figyelhetd
meg, azonban egyes betegeknél sulyos, akar halélos
formaban jelentkezhet. A kialakuldsédhoz tobb tényezd is
hozzajarulhat, ilyen példaul a liposzomak aggregacidja
vagy forméjuk megvaltozasa, melyben szerepet jatszhat a
szabad hatdanyag jelenléte az oldatban. A CARPA
vizsgalata in vitro ¢és in vivo, emberekben ¢és

allatmodellekben is lehetséges.



II. Célkitiuzések

1. Annak tisztdzasa, hogy éaramlasi citometria, dinamikus
fényszoras  (DLS)  valamint  elektronmikroszkopos
modszerekkel észlelhetoek e liposzomalis doxorubicin
(Caelyx) gyari készitményében szerkezeti anomaliak,
amelyek potencidlisan hozzajarulhatnak mellékhatasok

kialakulasahoz.

az Abelcet gyermekgyogyaszati  onko-hematologiai
osztalyon  torténd  alkalmazasa sordn  el6fordulo
mellékhatasok és a kezelés idétartamanak dokumentalasa,
valamint a komplement aktivaci6 mérése a kezelés soran

levett vérmintakban.

3. Az Abelcet altal okozott mellékhatasok és az infuzios
sebesség kapcsolatanak, valamint a komplement aktivacio

szerepének tovabbi tisztazasa egy allatmodell formajaban.



II1. Eszkozok és modszerek

1. Liposzomalis doxorubicin gyari készitményének
(Caelyx) vizsgalata dinamikus fényszoras, aramlasi

citometria és elektronmikroszkopos modszerekkel.

A vizsgalatunkban Caelyx keriilt felhaszndldsra, amit

4 C-on taroltuk felhasznalasig.

A Caelyxben talalhatdé részecskék méretének,
méreteloszlasanak vizsgélata Zetasizer Nano-S eszkozzel
tortént. A méréseket 70 masodpercig folytattuk, melyet 15
alkalommal futtattunk. Ezeket a mérési ciklusokat 3
alkalommal megismételtiik, az eredményeket

méreteloszlasi gorbék formajaban prezentaltuk.

A FACS mérésekhez az eredeti gyari, 4 C-on
tarolt, percekkel a mérés el6tt felbontott Caelyx
ampulldkat 0,2 pum poérusu (Millipore) filteren atsziirt,
steril foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS) higitottuk 250-,
500-, 1000- és 2000-szeres higitasban kiilon eldobhat6
kiivettadkban. Ezt kovetden az oldatokat tovabbi 10-szeres
higitds utan, 1 percig vortexeltiik kozvetleniil a FACS

méréseket megeldzden, amelyeket a Becton Dickinson
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FACScan késziiléken végeztink el. A kalibraciot a
méretanalizishez ~a  Fluoresbrite®  Carboxylated
polystyrene Size Range kit felhasznélasaval végeztiik el,
amely ismert méreti (100, 200, 500, 750 and 1019 nm)
latex gyongydket tartalmazott. A részecskék analizise egy
percig vagy 20000 részecskeszdm eléréséig tortént. A
részecskeszamok és a részecskék fényszorasa (FSC, SSC)
szobahOmérsékleten keriilt rogzitésre. A Caelyxben
talalhatd nagyobb méretli részecskék szlirése  Un.
,sorting” funkcioval ellatott, Becton Dickinson FACSAria
aramlasi citométeren tortént a fényszorasi dbran

megjelend, 500 nm feletti részecskék kapuzasaval.

A liposzomékat uranil-acetattal, negativ festés
formajaban kezeltiik standard technologiat hasznélva. A
mintakrol 200kV-on, FEI Tecnai G2

elektronmikroszkoppal készitettiink felvételeket.

2. Gyermekgyodgyaszati onko-hematologiai betegek

Abelcet kezelése soran észlelt mellékhatasok vizsgalata

Ez a tanulmény a Tudomdnyos ¢és Kutatasetikai

Bizottsag altal adott engedély (15576/2018/EKU) kiadasat



kovetéen, a  Semmelweis  Egyetem II. sz
Gyermekgyogyaszati Klinikdjan torént. A vizsgalatban 22
gyermekonkologiai beteg Abelcet kezelése soran
rogzitettiik a betegek nemét, életkorat, az alkalmazott
premedikéciot, valamint az észlelt mellékhatdsokat. 6
beteg esetében az Abelcet kezelés megkezdése eldtt
kozvetleniil (0. percben), valamint az infuzié addsanak 10.
¢s 60. percében vérvétel tortént EDTA konténerekbe, a
mintakat centrifugalast kovetden -80°Cfokon taroltuk,
melyet kovetden a vérmintdkban (P1-P6) a komplement
aktivacio mértékének meghatarozasa céljabol sC5b-9
koncentraciot mértiink a tovabbiakban ismertetett

eszkozokkel.

A fenti tanulmény kiegészitéseként Abelcet in
vitro inkubdlasa tortént harom egészséges human donor
szérumaban (S1, S2, S3), majd az sC5b-9 koncentracidjat
(ng/ml) hatéroztuk meg az id6 fiiggvényében (0., 10., 30.,

¢s 60. percben) az alabbi eszkozokkel.



3. Abelcet infuzio sebesség hatasanak vizsgalata

allatmodellben

Minden elvégzett allatkisérlet 6sszhangban volt az
NIH iranyelveivel és a Magyarorszag torvényeivel. A
kisérleti  protokollt jovadhagyta a Pest Megyei
Kormanyhivatal és a budapesti Semmelweis Egyetem
Allat Etikai Bizottsaga (PEI-001/3948-6/2014). A kisérleti
allatok a Toxicoop Kft. cégtdl vasarolt him ,,Wistar”
patkanyok voltak, amelyeket pentobarbitéllal elaltattunk,
sziikség esetén kis dozisban ismételtiik. Az 4allatokat
10 mg/kg Abelcet dozissal kezeltik 1, 5, valamint 20
perces intravénds infuzio forméjaban. Két allat
amphotericin B infazioban is részesiilt 0,1 mg/kg
intravénas dozisban 20 perc alatt, utobbi dozist megel6z6
kisérletek alapjan hataroztuk meg, amelyekben a szabad
amphotericin B 10 mg/kg és 1mg/kg dozisban is halalos
kimeneteli hipotenzios sokkot okozott néhany perccel a
beadast kovetden. Az artérids kozépnyomast mérése a bal
femoralis artéridban, BPR-02 nyomdsmérd é¢s HG-01D
erésitdé hasznalataval mértilk. Az adatok rogzitése
PowerLab rendszerrel, LabChart analizdldé programmal

tortént.



4. A komplement aktivacio és vérkép eltérések
vizsgalata

ELISA modszerrel tortént a vérplazma C3a
mérése. A human  vérplazmdban az  SC5b-9
szintekmeghatarozdsa C5b-9 ELISA szett segitségével
tortént, mely a TecoMedical cégtdl keriilt beszerezésre.
Vérkép vizsgalatok sordn az Abacus Vet5S hematology

analyzer késziiléket alkalmaztuk..
5. Statisztikai analizis

A bemutatott adatok az atlagokat + standard
hibakat jelképezik. A statisztikai analizist T proba vagy
ANOVA modszerrel végeztik a megismételt mérések
esetében, melyet Sidak- vagy Dunett féle tobbszords

O0sszehasonlitas kovetett.



IV. Eredmények

Caelyx vizsgalata aramlasi citométerrel, dinamikus

fényszorassal és elektronmikroszkoppal

Kalibracid soran az 500, 750 és 1019 nm atmérdjii latex
gyongyok részecskék emelkedd FSC vs. SSC értékeknek
megfelelden abrazolddtak a szoérasdiagramon (1. dbra), de
az oldatban jelen 1év6 100 és 200 nm atmérdji gyongyok
nem voltak lathatéak, ami az aramlasi citométer

detektalasi mérethataraval magyarazhatd (500nm).
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1. abra: Ismert méretli (A: 500, B: 750, C: 1050 nm)
kalibracios latex gydngyok szorasdiagramja az SSC és

FSC fiiggvényében.

A 2. 4dbra a Caelyx FSC vs. SSC szordsdiagramjat
abrazolja, amelyen lathato részecskék a kalibracié alapjan

az 500 nm-nél nagyobb tartomanyba estek. A mintak
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szorasdiagramjai a vizualizalt csovakban hasonlosagot

mutattak.

e

FSC

2. abra: SSC vs. FSC szorasdiagram kontrollként hasznalt

PBS (A) és Caelyx (B) FACS mérése esetén.

A BD FACScan késziilékkel kordbban mért
Caelyx mintaban taldlhato, 500nm feletti részecskéket
azok  kapuzédsaval, BD FACSAria késziilékkel

szortiroztuk.

A gyari Caelyx mintdkat elektronmikroszkdpos
abrazolas ¢és méretanalizis segitségével dsszehasonlitottuk
a szortirozott mintakkal. Az 3. dbra A részén lathato, hogy
a szortirozas nélkiil vizsgalt Caelyxben mért részecskék
szlik mérettartomanyban abrazolddtak 80 nm-es atlaggal,

ami megfelel a liposzomalis doxorubicin gyari
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készitményében vart értékeknek (Caelyx/Doxil). Az 3.
abra B részén a szortirozott, nagyobb részecskéket
tartalmaz6 minték lathatoak, amelyek a szortirozas nélkiili
teljes mintaban is lathatdo cstcson kiviil egy széles
mérettartomanyu  (400-1010nm) 600 nanométernél
csticsosodd gorbe volt lathatd, amely megfeleltethetd a
FACS-on kapuzott és szortirozott részecskék méretének,
ezzel alatamasztva a Caelyxben talalhato, stabil

szupravezikularis struktarak 1étezését.

8.8
>

% Intensity

01 1 10 100 1000 10000
size (d. nm)

% Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
size (d, nm)

3. abra: Caelyx DLS vizsgalata (A: szortirozas

elétti minta, B: szortirozas utdni minta)

A szortirozas nélkiili Caelyx mintarol készitett
elektronmikroszkdpos felvételeken (4. abra A-C) dontéen

kiilonallo liposzomak lathatdéak. A 4. abra D-F része a
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szortirozott Caelyx frakciot dbrazolja, amelyeken nagyobb

szdmban 300-1000 nm-es szupravezikuléris strukturak

lathatoak.

4. abra: Caelyx liposzomdk elektronmikroszkopos
felvételei az 500 nm feletti részecskék szortirozasa elott

(A-C) és azt kdvetden (D-F).

2. Klinikai vizsgalat: mellékhatasok vizsgalata

A klinikai vizsgéalatba bevont 22 gyermek koziil 6
betegnél figyeltiink meg mérsékelt foku és egy esetben
sulyos fokt tulérzékenységi reakciot. Osszességében a
kezelések sordn a gyermekek harmadéban jelentkezett
infuziés reakcid, ami a felndttekben megfigyelt és

publikalt aranyt meghaladta. Az Abelcet beadasat
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megelézéen az  altalanos  klinikai  gyakorlatnak
megfelelden, a kezeldorvos vagy ligyeletes orvos egyéni
megitélése szerint alkalmazott nem-szteroid
gyulladdsgatlo, szteroid vagy antihisztamin addsa, az
infzi6 beaddsa soran észlelt infizids reakciokat
érdemben nem befolyasolta. A vizsgalat soran bevont
betegek életkora, amelyek tartomanya 9 honap és 17 év
kozott  volt, szintén nem mutatott szignifikdns
Osszefiiggést az Abelcethez kothetden kialakult tiinetek
eléfordulasaval vagy sulyossdgaval kapcsolatban. A
megfigyelt infuzids reakcid az esetek dontd tobbségében
az elsd kezelésnél jelentkezett, a tovabbi adagok beadasa
kozben csak egy betegnél volt észlelhetd. A kiilonbozd
tinetek formdajaban jelentkezd mellékhatasok kozé
tartozott a betegek kozel felénél észlelt, hirtelen jelentkezd
laz, valamint a betegek felénél jelentkezé hidegrazas. A
betegek kisebb szazalékaban urticéria, hipotenzid, 6déma
vagy nyugtalansdg jelentkezett, ami szintén infuzids

reakcioként értékelhetd.

A vizsgalat soran 10-bdl 6 esetnél észleltiink

infizios reakcidkat abban a csoportban, amelyikben 2-4
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ora volt az infuzios 1d6, de csak 14-bdl 1 esetnél volt

hasonlo6 reakcid 5-6 oras infuzios 1d6 esetén.

Egy beteg kivételével a vizsgalatba bevont
gyermekek mindegyike 2-3-szor lassabb infuzids
sebességgel kapta az Abelcet kezelést, mint a
gyogyszerleirasban jelenleg ajanlott 2 6ra. Azonban ezzel
az ovintézkedéssel egyiitt is 7 gyermeknél figyeltiink meg
infizios reakciot a vizsgalatba bevont 22 beteg koziil ami
nagyobb gyakorisagot (32%) mutat a felndttek
bevonasaval késziilt korabbi tanulmanyok eredményeihez
(3-18%) képest. Tovabba a vizsgalatunk soran 10-bdl 6
esetnél észleltiink infuzios reakcidkat abban a csoportban,
ahol 2-4 6ra volt az infazios 1d6, de csak 14-bol 1 esetnél

volt hasonld reakcid 5-6 oras infuzios 1d6 esetén.

A komplement rendszer szerepe az Abelcet altal

okozott infuzios reakcios kialakulasaban

In vitro vizsgalatok soran 3 egészséges human
szérumban inkubaltunk Abelcetet, és megmértiik az sC5b-
9 koncentraci6 emelkedését, mint a komplement

aktivalodas végpontjat. A 0, 10, 30 és 60 perc utan a mért
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mintdkban kovetkezetes ¢és szignifikdns SsC5b-9
emelkedést észleltink mind a 3 szérumban, ami
bizonyitékkal szolgal arra, hogy az Abelcet képes

aktivalni a komplement rendszert emberben is.

A klinikai vizsgalatunk prospektiv szakaszaban 6
betegtél levett vérmintdkon végzett komplement
méréseink sordn az sC5b-9 koncentracidt vizsgaltuk . A
betegektdl 4-6 ords infuzidban beadott Abelcet kezelés
soran vettiink mintakat a kezelés kezdetekor, majd 10 és
60 perccel késobb. Ezekben az esetekben az alkalmazott
4-6 oOras beadasi id0 2-3-szor volt lassabb, mint a
gybgyszerleirdsban javasolt 2,5 mg/kg/ords infuzids
sebesség. Az 10 percnél levett mintdkban a kezdeti
értekekhez  képest nem  észleltink  kovetkezetes,
szignifikans eltéréseket (5. A 4bra), azonban a 60 percnél
levett mintakban az sC5b-9 koncentracid kismértékii, de
szignifikans emelkedését észleltiik. Az utdbbi eredmény
megfelel a kismértékli  (10-60%-0s), korlatozott
komplement aktivdlodasnak. Ezekben az esetekben

mellékhatas kialakulasa sem volt megfigyelhetd.
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3. Az Abelcettel okozott CARPA patkiany modellje

A patkanyokon elvégzett vizsgalatok sordn szignifikdns
Osszefiiggés volt megallapithatd az infuzios sebesség €s a
kovetkezményes hemodinamikai €s laboreltérések kozott
(5. abra). Gyorsabb infuzids sebesség esetén a gydgyszer
beadasaval  kapcsolatban  észlelt  kovetkezményes
hipotenzié nagyobb mértékii volt és hosszabb ideig tartott,
valamint a komplement aktivici6 —mértéke s
jelentésebbnek bizonyult ezekben az esetekben. A
vizsgalataink felhivjdk a figyelmet a komplement
aktivacio szerepére az Abelcet alkalmazasa kapcsan
mefigyelhetd mellékhatasok kialakuldsédban, valamint az

infuzioés sebesség jelentdségére.

WG, % chans
PLT, % chango
- :IQT )
@2, % changes

5.4bra: Infuzidés sebesség hatasa az Abelcet beadasat
kovetden észlelt mellékhatasokra patkanyokban.
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VI. Kovetkeztetések

1. Bizonyos esetekben a DLS vizsgalat 6nmagaban nem,
csak egyéb moddszerekkel kombindlva alkalmas
liposzomak oldataban jelen 1évo, egyéb vizsgalati
modszerrel kimutathatd, kisszamu, de a liposzoméknal

jelentésen nagyobb méretii részecskék kimutatasara.

2. A klinikai vizsgalatunk alapjan megallapithatd, hogy a
vizsgalatba bevont 22 beteg kozil 7 gyermeknél
megfigyelt infuzids reakcid nagyobb incidenciat (32%)
mutat a felndttek bevonasaval késziilt korabbi
tanulmanyok eredményeihez (3-18%) képest. Tovabba
megallapithatd, hogy a vizsgalt betegek korében a relative
lassabb infuzios sebességek alkalmazasa esetén kisebb

incidenciaval fordultak el6 infzios reakciok.

3. A patkdanyokon  végzett  kisérletek  sordn
megallapitottuk, hogy gyorsabb infizids sebesség
fokozott mértékli mellékhatasok kialakuldsdhoz vezet.
Ezek kozé tartozik a kovetkezményes, tranziens
vérnyomasesés, amelynek mértéke és idOtartama is

nagyobb a gyorsabb infuzids sebesség alkalmazasa esetén.
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