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1. Roviditések jegyzéke

ABC

ADA
ADR

AFM

AP

APC

AS
ATR-FTIR

AUC
BVVS
C
CARPA

CAS
CCP
CIPA

CP

CR
CrEL
CRP
DAF
DC
DLS
EDTA
ELISA

FACS
FDA

Accelerated blood clearance (Felgyorsult vér kitirtilés)

Anti-drug antibody (Anti-gyogyszer antitestek)

Adverse drug reactions (Nemkivanatos gyogyszerhatasok)

Atomic force microscopy (Atomerd mikroszkopia)

Alternative pathway (Alternativ Gtvonal)

Antigen-presenting cell (Antigén bemutato sejt)

Ammonium-szulfat

Attenuated total reflection Fourier transform infrared (gyengitett teljes
reflexids Fourier transzformacios infravords spektroszkopia)

Area under the curve (Gorbe alatti teriilet)

Birka vorosvérse;jt

Complement (Komplement)

Complement activation-related pseudoallergy (Kompelement aktivacio-
fiiggd pszeudoallergia)

Cardiac abnormality score (Kardiovaszkularis eltérés érték)

Complement control protein (Komplement kontroll fehérje)
Complement-independent mechanism of pseudoallergy (Pszeudoallergia
komplement fiiggetlen mechanizmusa)

Classical pathway (Klasszikus utvonal)

Complement receptor (Komplement receptor)

Cremophor EL

C-reaktiv protein

Decay accelerating factor (Bomlast gyorsito faktor)

Dendritic cell (Dendritikus sejt)

Dynamic light scattering (Dinamikus fényszoras)
Ethylenediaminetetraacetic acid (Etilén-diamin-tetraecetsav)

Enzym-linked immunosorbent assay (Enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgalat)

Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas)
Food and Drug Administration (Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti

Hatosag)



FH
FITC
GdmCl
HED
HSPC

HSR
mAb
MAC
MASP
MBL
MCP
MLV
NHS
PAMP

PAP
PBS
PEG
PL
PIM
PS-NP
RPR
SAP
SD
SEM
SUV
TLR
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H-faktor

Fluorescein isothiocyanate (Fluoreszcein-izotiocianat)

Guanidin klorid

Human ekvivalens dézis

Hydrogenated soybean phosphatidylcholine (Hidrogénezett szdja-
foszfatidil-kolin)

Hypersensitive reaction (Tulérzékenységi reakcio)

Monoclonal antibodies (Monoklonalis ellenanyag)

Membrane attack complex (Membrankarositdo komplex)
Mannose-associated serine protease (Manndz asszocialt szerint protedz)
Mannose-binding lectin (Mannan koto lektin)

Membrane cofactor protein (Membran kofaktor protein)
Multilamellaris vezikula

Normal human szérum

Pathogen-associated molecular patterns (Patogén asszocilat molekula
mintazat)

Pulmonary arterial pressure (Pulmonalis artéria nyomas)
Phosphate-buffered saline (Foszfat pufferes fiziologias sdoldat)
Polietilénglikol

Phospholipid (Foszfolipid)

Pulmonalis intravaszkularis makrofag

Polystirene nanoparticle (Polisztirén nanorészecske)

Rapid phagocytic response (Gyors fagocita valasz)

Systemic arterial pressure (Szisztémas artérids nyomas)

Standard deviation (Standard deviacio)

Standard error of the mean (Atlag standard hibaja)

Small unilamellar vesicule (Kis unilamellaris vezikula)

Toll-Like Receptor
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2. Irodalmi hattér

2.1 Nanotechnoldgia és nanomedicina

A nano sz6, a gorég ,,nanosz” szobol ered, jelentése torpe. Eldtagként az utana 1évo
mértékegység ezermilliomod (10°) részét jelzi. A nanotechnolégia leginkdbb az 1-100
nm-es tartomanyra fokuszal és annak megismerése révén probal beavatkozni, illetve
l1étrehozni olyan strukturakat, amelyek hagyomdnyos moédon nem hozhatok létre. Ennek
a tartomanynak kiilonlegessége (és sikere a kémidban és az orvostudomanyban)
legfoképpen annak koszonhetd, hogy mas fizikai, kémiai és biologiai szabalyok és
sajatsagok érvényesek, mint a korabban megismert magasabb mérettartomanyban.

A nanomedicina egy olyan tudoméanyag, amely a nanotechnologia eszkozeit és
tudasat alkalmazza az orvostudomany teriiletén, a diagnozisban, a terapidban, a
betegségek megeldzésében és kezelése soran. A nanomedicina magaban foglalja
nanoméretli anyagok, példaul biokompatibilis nanorészecskék ¢és nanorobotok

hasznélatat az €16 szervezetben a diagndzis, a szallitas, az érzékelés vagy a miikodtetés

céljabol.

MBL
- 5 se
ikolin
AASP ' i3
FV«HA§" 1 C5- By  Vérlemezkeék granulocitak
MASP2 3 b konvertaz

anafilatoxinok

bazolfil

Sejtlizis —

Aktivacio

1. 4bra Komplement kaszkad és a komplement reaktiv vérsejtek. Az dbra a komplement aktivacio fébb
utvonalait és hatasait, valamint az anafilatoxinokra reagalé vérsejteket mutatja. (Jiskoot, 2014 nyoman
maédositva) (1)

CRP: C-reaktiv protein, f: faktor, MBL: mannan kot6 lektin, MASP: manndz asszocialt szerin proteaz, MF: makrofag
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2.2 A komplementrendszer

Szervezetiink egyik legfontosabb védekezd rendszere az immunrendszer, ami
termeészetes (velesziiletett/nativ) és szerzett (tanult/adaptiv) részekre tagolhatd. A
velesziiletett immunitas részét képz6é komplementrendszer felfedezését Jules Bordet-hez
kotik, de mar eldtte 1887-ben Fodor Jozsef leirta a vérsavo baktériumold hatasat, mig a

komplement (C) elnevezés Paul Ehrlich-hez (1899) kapcsolhato.

1. tablazat Komplementrendszer f6bb komponensei. (Prohdszka, 2007 nyoman médositva) (2)

CR: komplement receptor

SZERUM

KOMPONENS FUNKCIO KONCENTRACIO (mg/L)

Aktivacioban résztveva fehérjék

Clq IgG és IgM immunkomplexeket kot 100-180
Clr aktivalja a Cls-t 50
Cls aktivalja a C4-et és a C2-t 50
C4 kovalensen a C2 aktivator felsziné¢hez kot 300-600
C2 aktivalja a C3-at 20-25
MBL szénhidrat struktarakat kot 0,002-10
MASP-2 aktivalja a C4-et és a C2-t 05
D-faktor aktivalja a B-faktort 1
B-faktor aktivalja a C3-at és C5-06t 200
Properdin stabilizalja a C3bBb-t 55 (monomer)
C3 aktivator felszinhez kot, aktivalja a C5-6t 1200-1300
C5 C6-ot kot 70
C6 C7-et kot 60
Cc7 C8-at kot 55
C8 C9-et kot 55
C9 Polimerizal6dik, és porust képez 60

Szabdlyozo fehérjék (lasd az 1. mellékletben)
Komplementreceptorok

C3b-t és C4b-t kot, az immunkomplexek eliminaciojat

CR1 sejthez kotott

biztositja
CR2 C3d-t kot, B-sejteket aktivalja, és az antitestvalaszt szabalyozza sejthez kotott
CR3 Beinditja a fagocitozist, fokozza a fehérvérsejtek adhéziojat sejthez kotott
CR4 Beinditja a fagocitozist, fokozza a fehérvérsejtek adhéziojat sejthez kotott

A komplementrendszer (1. abra) egy proteolitikus kaszkad, amely 35
glikoproteinbdl all, ezek koziil 13 a sejtmembranhoz kotddik és 22 szolubilis formaban
talalhatd meg a plazmaban (1. tablazat). A C megjelenik szinte az Osszes
testfolyadékban ¢és a szovetekben proenzimatikus és aktivalatlan allapotban. F6 funkcioi
az idegen korokozokkal szembeni (baktérium, virusok és gombdak) védekezés, részt vesz

az immunkomplexek eltavolitasdban és a gyulladasos folyamatokban. Aktivacios
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termékeivel egyiitt kulcsszerepet jatszik a szerzett immunrendszer szabalyozdsaban, a T
testben (szovetfejlodés, regeneracid apoptotikus sejtek eltavolitasa) (2. tablazat) (4-7).
Jol kiegyensulyozott és korlatozott C aktivacid nemcsak a késéi apoptotikus sejtek
felvételét, de a gyulladasos allapotot fenntartasat is segiti. Tulzott vagy hianyos
aktivitas, illetve a rendszer egyéb rendellenessége szamos betegség egyik legfébb oka

vagy kofaktora (8), beleértve az allergiat és a pszeudoallergiat is.

2. tablazat Komplementrendszer f6 biolégiai funkciéi. (Walport, 2001 nyoman médositva) (9)

MAC: membrankarosité komplex, MCP: membran kofaktor protein, DAF: bomlas gyorsito faktor

BIOLOGIAI AKTIVITAS EFFEKTOR MOLEKULA
Fertozésekkel szembeni védelem
Opszonizacio e (C3b,iC3b, C4d
Kemotaxis és leukocita aktivacio, e (5a, C3a, C4a (anafilatoxinok) és ezek receptorai
gyulladasos sejt aktivacio
Sejtlizis e MAC (C5b-9)

A természetes és szerzett immunvalasz ésszekapcsolasa

Az antitest valasz erdsitése e  Immunkomplexekhez és antigénekhez kotott C3b és C4d; B-
sejteken és antigén prezentald sejteken kifejez6dé6 CR2
e Immunkomplexekhez és antigénekhez kotott C3b és C4d,
Az immunolégiai memoéria fokozasa follikuléris dendritikus sejteken kifejez6dé CR2

e MCP, DAF, CD59
T-sejt valaszok szabalyozasa

Tormelékek eltavolitasa

Immunkomplexek eltavolitasa e Clq; kovalensen kotott C3 és C4 fragmentumok
Apoptotikus sejtek eltdvolitasa e Clg; kovalensen kotott C3 és C4 fragmentumok

Harom ismert C aktivacids utvonal 1étezik (10-16), a klasszikus utvonal (CP), az
alternativ Gtvonal (AP) és a lektin (LP) atvonal (2. abra). A CP-t aktivalhatjak IgG és
IgM antitestekbdl allo antigén-antitest komplexek és a C-reaktiv protein (CRP), mig az
felszini, a C3 vagy a properdin (17). A LP antitestektdl figgetleniil aktivalodhat MBL
vagy fikolinok és olyan szénhidrat tartalmua feliiletek kolcsonhatasa révén, mint ami a
baktériumokon és virusokon talalhato. Az M-fikolin, L-fikolin és az H-fikolin (mas
néven fikolin-1, 2 és 3) ezen kiviil felismerik a patogének, az apoptotikus és a
nekrotikus sejtek szénhidratjait is. A fert6z6 agens felismerésén tul a fikolinok két eltérd
uton hatnak, egyrészt a MASP-on (MASP-1-3, MAp19 (18, 19) és MAp44) (20, 21)

keresztiil a lektin utvonal beinditasa révén, masrészt a fagocitdzis kezdeményezésével.
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Nemrég egy 6todik felismeré molekulat is leirtak: a kollektin-11-et (CL11) (22), ami
ismétlddd felszini strukturdkat ismer fel, polimer bevonatokat, fehérje és peptid
ligandumokat, toltott felszini csoportokat vagy cukor maradvanyokat.

A kiilonbozé utvonalakon keresztiil torténd C aktivalodas fliggetlen vagy egyidejii
lehet. Az AP aktivacioja azonban nem csak fiiggetleniil aktivaldodhat, hanem egy pozitiv
visszacsatolasi hurok révén a két masik ttvonal aktivalddasa altal is, igy eredményezve
az aktivacios folyamatok hatékony erdsitését. Ezen feliil a C3 és C5-bdl szdrmaztatott
anafilatoxinok tobbszords funkcioja (stimulalja az 0sszes vérsejtet valamint az endotél
sejteket) és a C3-bol szarmaztatott opszoninok (féleg C3b) lerakodasa az idegen vagy az

elhalt sejteken, mind a hatékony idegen anyag eltavolitast szolgaljak (1. abra).

Klasszikus Utvonal Lektin utvonal Alternativ utvonal
Antigén-EA komplex Mikrobialis felszin (mannéz) Spontan/erdsités
Egyéb: CRP Egyéb: IgA Idegen felszin
ciq ¥ mBL ¥ C3(H,0)
= C1r,C1S gmmm m— MASPs oK

@D |

v 4
ca
\ C3(H, O)B

Cc4 l
l S\ vy @EDTD
C4a C4bC2 —>C2b /l C4a C4bC2 —>C2b

c4b23 C3(H,0)Bb /

n @ W\ &’ o

Terapias cél
l C3bBb @)

C3b
C4b2a3b
L sk

C3a
: *
Természetes % c5
folyékony
fazisugatlo \ l
%

C5a csp K
Mcp Witronectin> *
it DAF w— C6+C7+C8+C9

Folyékony fazis Membran

Membran C4b és C5b-9(m)
MAC }
Terminal complement complex

Ba

C3b gatlok SC5b-9 TCC

2. abra Komplement aktivacié és gatlas Gtvonalai. (Mollnes, 2002 nyoman modositva) (23)
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A CP C1 aktivacio révén indul el, ami 3 alegységbdl tevodik 6ssze (Clq, Clr, Cls).
Az aktivalodas elsé 1épésében a Clq kolesonhatasba keriil az immunkomplexek
antitesteinek Fc részeivel, ami maga utan vonja a Clr autoaktivaciojat, aminek hatasara
a Cls aktivalodik. Az aktivalodott Cls felelés a C4 és C2 hasitasaért, melynek révén
Klasszikus C3-konvertaz (C4bC2a) alakul ki, ami hasitja a C3-t. A C3 hasitasa utan
l1étrejon a klasszikus C5-konvertaz (C4bC2aC3b). A C5 hasitdsa utdn az aktivator
felszinen a terminalis C komponensek kapcsolodnak (C6-9) a C5b-hez. A folyamat a
membrankarositdo komplex (C5b-9) kialakulasahoz vezet.

A C4bC2a kialakuldsa a C1 aktivaciotdl fiiggetleniil szintén megtorténhet, a lektin
utvonalon keresztiil. Az MBL kotodése aktivatorhoz (manndz, N-acetilgliikozamin
tartalmu gliikkoproteinekhez) maga utan vonja a hozzdkapcsolddott szerin proteazok
(MASP-1, MASP-2, és MASP-3) aktivacidjat. Bizonyitottan a MASP-2-nek van
szerepe a C4 és C2 aktivalasaban (24). Az ezutani 1épések megegyeznek a klasszikus
utvonalon mar ismertetett aktivacios mechanizmussal.

Az AP folyamatosan aktivalodik egy alacsony szinten - a kezdeti aktivaciotol
fiiggetleniil - egy ,tick-over” mechanizmus révén (25). A ,tick-over” a C3-ban lev)
labilis tioészter kotés folyamatos hidrolizise, ami a C3-nak B faktorral vald
kolcsonhatasahoz vezet, ezaltal a C3-t a C3(H20) bioaktiv formava alakitja a
folyadékfazisban (26). A B faktort az allanddan aktiv formaban talalhatd6 D faktor
hasitja. A hidrolizalt C3-hoz kotott Bb tovabbi nativ C3-at képes hasitani €s igy 1étrejon
az alternativ C3-konvertaz (C3bBb), amit a properdin stabilizal. Ez a folyamat 6nmagat
képes gerjeszteni, szamos alternativ C5-konvertazt general (C3bBbC3b), és CSa
fragment valamint a MAC kialakuldsat vonja maga utan.

C aktivalodast szamos sejtfelszinhez kotott vagy folyékony fazisban talalhatd
inhibitor szabalyozza (2. abra és 3. tablazat). Az alternativ amplifikacid szintjénél a
szabalyozas az I- és H-faktor révén valosul meg. Az egyik legfontosabb szolubilis C

szabalyzo6 egy 155 kDa-os glikoprotein, a H-faktor (FH) (27-29). 20 C kontroll fehérje

felszini kotodéséért (példaul alaphartyahoz és endotél sejtekhez) felel (3B. abra). Ennek
koszonhetéen nemcsak a testnedvekben képes gatolni a C aktivaciot, hanem a
sejtfelszinhez kototten is (28). FH szabalyozza a komplementet AP C3-konvertaz

szintjén, mivel gatolja C3bBb konvertaz kialakulasat, elésegiti a mar kialakult
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konvertaz disszociaciojat és az I-faktor proteazt a C3b enzimatikus inaktivaciojaban.

Ezek a tulajdonsagok teszik a FH-t a C aktivacio potens gatloszerévé (3A. abra).

Kcmpllmlnent Felszin kités
A B gétlds (C3b, GAGS)
Alternativ Erdsitd kdr” FH oeeoeeoee@o@@@@@@@
N | H-Faktor [FH)
utvonal J
e minkrn - QOCE) 00
i \ ﬂ:ﬂb Terminalis utvonal P
Lektin (A .
utvenal | b- c3l g CS'\
C5b-9
Opszonizécid, Csa
. fagocitazis Gyulladas, Lizis
Klasszikus [ 7@- sejtaktivaci
utvonal A

3. abra H-faktor (FH) hatasmechanizmusa, illetve a FH és a mini-FH sematikus rajza. (A) Komplement
kaszkad egyszeriisitett rajza. A C aktivacio6 harom uton keresztiil indulhat be, amelyek a kozponti
komponensnél a C3-nal kapcsolodnak ossze, ami C3a-ra és C3b-re hasad. Ez utébbi képezi az un. alternativ
amplifikacios visszacsatolast, illetve a terminalis itvonal alapjat. A FH jatszik szerepet a C3b inaktivalasaban
és C3b keletkezéséhez sziikséges enzim disszocidciojaban. (B) FH 20 CCP doménbél all. A mini-FH csak a FH
fébb funkcionalis doménjeit tartalmazza (CCP 1-4 és 19-20) (30). (Mészaros, 2016 nyoman médositva) (31)

A regulaci6 a folyékony fazisban nemcsak megfeleld mederben tartja a C aktivaciot,
hanem hozzajarul ahhoz, hogy megvédje a sajat sejteket a C tdmadastol. A sejtek ¢és
szovetek épségéhez ezenkiviil a nagyszamban jelenlévé membrankotott C reguldtorok is

hozzajarulnak. (3. tablazat).

3. tablazat A komplement rendszer fobb regulator elemei.

Regulator (mg/L) CD szam Funkcio Autoantitestek
Membrankétott komplement regulatorok
CR1 CD35 Kotddik és inaktivalja C4b-t és C3b van
DAF CD55 Gatolja az AP és a CP konvertazt nincs
MCP CD46 Gatolja az AP és a CP konvertazt van
Protektin CD59 Gatolja a MAC-t van

Fluid fazisu komplement reguldtorok

C1-Inh (200-240) Gatolja az aktivalt Cls-t, C1r-t és a MASP-Kkat van
C4-BP (150-300) Szabalyozza a CP C3/C5 konvertazokat nincs
H-faktor (200-600) Szabalyozza az AP és a CP C3/C5 konvertazokat van
I-faktor (30-50) Szabalyozza az AP és a CP C3/C5 konvertazokat nincs
Properdin Stabilizalja az AP C3 konvertazat van
S-protein (300-500) Gatolja a MAC fuzionalast a membranokban nincs
Clusterin (50-100) Gatolja a MAC fuzionalast a membranokban nincs
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Adaptivimmunvalaszok fokozasa C aktivacion keresztiil

A 4. tablazathan azok a tényezok vannak felsorolva, amelyek a C kulcsszerepét
bizonyitjak a specifikus immunvalasz kialakulasaban. Tulajdonképpen a C szinte
minden folyamatot el0segit az adaptiv immunitasban, beleértve az antigén prezentaciot,
az ellenanyag termelést és a segitd valamint a citotoxikus T-sejt valaszokat

(anafilatoxinok, opszoninok és C3b és szarmazékai révén).

4. tablazat Specifikus (adaptiv) immunitast el6segité C hatasok. (Jiskoot, 2014 nyoman médositva) (1)
C3 ligandumok: C3b, C3c, C3dg, C3d; APC: antigén bemutatd sejt; DC: dendritikus sejt; PBMC: periférids vér

mononuklearis sejtjei

C hatasa C3 ligand révén Cél sejt Referencia
Kooperacio elésegitése APC és T sejt kozott APC, T-sejt (32,33)
CD21/CD19/CD81 jelatvitellel jar6 stimulacio B-sejt, follikularis DC (32, 34-36)
CD21/CD35 jelatvitellel jar6 stimulacio B-sejt, follikularis DC (32, 34-36)
Sejt talélés novelése CD21/CD19/Tapa-1-en keresztiil B-sejt (37-40)
Nyirokcsomoéban kialakulé csirakdzpontok stimulalasa B és T-sejt (41-43)
Megnovekedett citotoxicitas a CR2 (CD21)+ célsejtekkel .
CD8 T-sejt (44)
szemben felszin kotott C3b révén
Ellenanyag affinitas érlelésének gyorsitasa a CR2-hez ]
B-sejt (45)
torténd kotodéssel
IL-1 és IL10 termelés indukalasa Monocita (46, 47)
IL-6, IL-12, TNFo szuppresszidja Monocita, makrofag, DC, PBMC (41, 46, 48, 49)

2.3 Immunolégiai problémak a nanomedicina vilagaban

A nanomedicinak mérete és komplexitasa jelentésen nagyobb, mint a hagyomanyos
kis molekulaji gyogyszereké. Emiatt az immunrendszer idegenként ismerheti fel éket,
amihez jelentdsen hozzajarul, hogy a nanorészecskék méretben, alakban és bizonyos
feliileti tulajdonsagokban nagyon hasonléak a virusokhoz, melyek ellen az
immunrendszer hatékonyan fellép.

A C aktivaci6, az immunogenitds, a nanomedicindkhoz ko6tddo gyogyszerellenes
antitestek (ADA) képzddése egy olyan ordogi kor, aminek megjelend karos hatasai a
komplement aktivacio-fiiggé pszeudoallergia (CARPA) és a felgyorsult vér kitiriilés
(ABC) jelensége (4. abra).
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Komplement
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EA lerakodas a
nanorészecskén

CARPA

Immunogenitas
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4. abra Nanorészecskék okozta komplement aktivacié, immunogenitas, ellenanyag képzédés és lerakodas
ordogi kore karos mellékhatasaival: CARPA (komplement aktivacio-fiiggé pszeudoallergia) és ABC

(felgyorsult vér kiiiriilés) mechanizmusok. (Jiskoot, 2014 nyoman modositva) (1)

T6bb, mint 50 évvel a liposzomak felfedezése (50, 51), 40 évvel az els6 liposzoma
terapia - Gaucher-kor ellen (52) - és tobb mint 10 liposzomalis gyogyszer (53-55)
altalanos elterjedése utan is elmondhatd, hogy a liposzomak karos immunhatasainak
mechanizmusa a mai napig sincs részletesen feltarva. Ez a kozeljovoben remélhetéen
valtozni fog, mivel egyre tobb in vivo Kkisérleteket végeznek liposzomalis
gyogyszerekkel. A korszer(i ,,harmadik generacios” nanoliposzomak tartalmaznak célzo
ligandumokat és/vagy fehérjéket, vagy nukleinsavakat (mint aktiv alkotorészek), ezaltal
sokkal bonyolultabb 0Osszetételiiek, mint a jelenleg is jovahagyott liposzomalis
gyogyszerek. Ezeket azonban az immunrendszer fokozottan felismerheti, mint idegen
anyagot. A liposzomak immunoldgiai hatasainak vizsgalata, a jelenleg fokuszban 1évo
vakcinalis hasznalat mellett, ki fog terjedni a tulérzékenységi reakciok (HSR) és az
immunogenitasi reakciok utvonalanak feltérképezetlen halozatara. Mivel a gyogyaszati
nanopartikulumok biztonsdga egyre inkdbb eldtérbe keriil, a reaktogenitds és az
immunogenitas vizsgalata helyet kdvetel maganak a regulacids hatosagok altal eldirt

toxicitas és mindségellendrzési vizsgalatokban.
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2.3.1 Immunogenitas

Immunogenitas alatt azt értjiik, amikor egy gyogyszer vagy mas agens specifikus
immunvalasz indukaldsara képes. Ez lehet ellenanyag kozvetitett (humoralis), sejt
kozvetitett (cellularis) vagy mindkettd egyszerre. Az immunogenitds specifikus
antitestek vagy specifikus T-sejt valaszok mérésével értékelheték. Az anti-gyogyszer
antitestek (ADA) megvaltoztathatjak a gyogyszer farmakokinetikai tulajdonsagat az
elsd és a masodik beadas utdn, igy ronthatjak a gyogyszer terdpids hatékonysagat.
Ezenkiviil az ADA karos immunreaktivitas kialakulasahoz vezethetnek, sét bizonyos
esetekben stlyos toxicitast is okozhatnak melyek megeldzésére a regulacios hatdosagok

szamos tesztet irnak el (56, 57).

2.3.2 Immunogenitas mechanizmusa
B-sejtek T-sejt fiiggetlen aktivacidja ismétlodé antigén motivamok altal

Az immunvalasz ezen specialis esetében a B-sejteket az antigének kozvetleniil
aktivaljak, segité T sejt kozremiikodése nélkiil. Elvileg barmilyen molekula vagy
struktira lehet antigén, de direkt B-sejt aktivalas csak akkor torténhet meg, amikor az
antigének ismétlédé modon vannak bemutatva ezeknek a sejteknek.

Dintzis és munkatarsai mutattdk be, hogy még az olyan kis molekulat (mas néven
haptént), mint a dinitrofenol, is immunogénné lehet tenni, ha polimer hordézdval kotjiik
Ossze (58). Hasonldan a sima poliszacharidokhoz, ezekbdl a konjugatumokbol is
hianyoznak a segitd T-sejthez kapcsolodo epitdopok. Ellenanyag mégis képzddhet, mivel
egy B-sejt epitop (azaz haptén) altal a B-sejt receptor keresztkotése révén direkt B-sejt
aktivalodas torténhet (59). Ezt mas haptén-polimer konjugatumok esetében szamos
munkacsoport is megerdsitette és a vizsgalatok kimutattak, hogy a direkt B-sejt
aktivalodas f6 jellemzdi a B-sejt epitopok egy rovid szakasza (5-10 nm) és az ismétlodo

egységek minimalisan sziikséges szama (10-20) (5. abra).
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5. abra Ellenanyag T-sejt fiiggetlen keletkezésének sematikus bemutatasa. (Dintzis, 1976 nyoman médositva)
(58)

Ha ezek az egymashoz kozel 1év0 repetitiv struktirdk a nanomedicindk felszinén
megjelennek, a B-sejtek receptoraikon keresztiil felismerik és aktivalodasuk soran
ellenanyag termeld plazma sejtekké proliferalodnak. Ha nincs jelen tovabbi jelatvivo
molekula, akkor ez jellemzbden egy dtmeneti IgM valaszhoz vezet. Ez a legvalosziniibb
utja annak a mechanizmusnak, amikor liposzomék beadasa soran a liposzoma lipid
kettosréteg felszinén megjelend alkotorészei (foszfolipidek és koleszterin) ellen
ellenanyagok képz6dének (60-63).

Az i.v. alkalmazott polietilénglikol (PEG) tartalmu liposzomak kivaltotta IgM valasz
kozismert az irodalomban (57). Korabban azt gondoltak ezekrdl az ellenanyagokrol,
hogy a PEG lancok ellen iranyul, de a legujabb kutatasok szerint az ellenanyag a PEG-
et a liposzoma kettOsréteggel Osszekapcsold része ellen iranyul (64). Bar az IgM
valaszok esetében hianyzik a memoria és viszonylag gyenge (0sszehasonlitva azzal, ami
egy hatékony vakcindhoz kellene), az ilyen ellenanyagok jellemzden az ismételten
alkalmazott nanomedicindk ABC jelenségeihez vezetnek (65-74). Nemrégiben a
szubkutan alkalmazott PEGilalt nanorészecskék esetében is megfigyelték ezt a

jelenséget (75).

T-sejt-fiiggo antigén valaszok

Egy korai IgM valaszbol kialakulo erdteljes IgG valaszhoz segité T-sejtek
sziikségesek. Ez azt jelenti, hogy egy lehetséges immunvalasz kockazata jelentdsen
novekedhet, ha a nanomedicinak olyan fehérje alapu anyagokat (hordozo, gyogyszer
vagy célz6 ligandum) tartalmaznak, amik T-sejt epitopokat is tartalmaznak. Ebben az
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esetben valoszinlileg a dendritikus sejtek (DC) jatszanak kulcsszerepet, melyek
professzionalis antigén bemutatd sejtek (APC). A DC-k felveszik az anyagokat,
feldolgozzak a fehérjéket €s bemutatjak ezeket a feldolgozott fehérje epitopokat a MHC
Il-es molekuldjukon keresztiill a CD4+ segitd T-sejteknek, amelyek aktivaljak a B-
sejteket. A vakcina irodalombdl tudhato, hogy ennek mértéke szamos tényez6tol fiigg, a
részecske tulajdonsagtol (méret, feliileti t6ltés), a kostimulator molekulak jelenlététdl, a
dozistol, az adagolastol vagy a kezelés tvonalatol (76-78). Tovabba az a tény, hogy a
virusszerl részecskék gazdag repetitiv strukturat tartalmaznak felsziniikon €s a viralis
fehérjék T-sejt epitopokat hordoznak, amelyek hatdsos immunvalaszt valtanak ki, azt
mutatja, hogy a kozvetlen és a DC-medialt B-sejt aktivacié valdsziniileg szinergikus
folyamat (79).

Az immunogenitas a fehérje terapia egyik legfontosabb kérdése a fehérjék ismételt
vagy kronikus kezelése soran. Egy terapias fehérje immunogenitasa ezért nagy klinikai
jelentdséggel bir, mind az ADA indukalt abnormalitds diagndzisdban, mind a
preklinikai fejlesztések alatt a lehetséges karos hatasok elérejelzésében. Emiatt jelentds
erofeszitéseket tesznek, hogy kvantitativ modszereket dolgozzanak ki a fehérje
immunogenitids meghatarozasara, tobbek kozt az ellenanyag kotd tesztek révén (80-87).
Ilyen tesztek kozé tartozik az enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat (ELISA) és a
surface plasmon resonance (Biacore) tesztek, amelyek az ADA kotédést mérik a
felszinen immobilizalt fehérje hatéanyaghoz (ELISA plate, Biacore chip). Altaldban egy
kezdeti szlrést megkotott ADA-ra, a specifikussag megerdsitésével és tovabbi
tesztekkel kell kovetni annak érdekében, hogy kideriiljon a keletkez6 és kotott
ellenanyagok funkcionalisan aktivak vagy sem, azaz semlegesitik a gydgyszer hatasat
vagy nem (neutralizal6 vizsgalatok). A fent emlitett ellenanyag vizsgalatok és a fehérje
terapias fejlesztések szintén hasznosak a nanomedicinaban (5. tablazat).

Eltekintve ezektdl a korlatoktol a legsulyosabb probléma, hogy a fehérjék és a
nanomedicindk immunogenitdsa emberben csak a humén vizsgalatokban értékelhetd
véglegesen és még ezek sem fogjak teljes mértékben eldre jelezni az ADA termelddés
kovetkezményeit egyedi szinten. A jelenleg rendelkezésre all6 ADA-tesztek
diagnosztikus jellegliek és nincs olyan in vitro vagy allatmodell, amit minden esetben
elorejelzésre tudnank hasznalni annak érdekében, hogy vajon a fehérje hatdéanyag vagy

a nanomedicinak ellen képz4d6 ellenanyag jelentéktelen vagy jelentds klinikai hatassal
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lesz-e (88, 89). Ezért felmeriil a kérdés, hogy a jelenleg rendelkezésre allo vizsgalatok
validalasa és optimalizalasa helyett nem lenne-e hasznosabb olyan ujfajta technologiak
bevezetése, amelyek mar a gyogyszerfejlesztés preklinikai fazisaban segithetnének az

immunogenitas elérejelzésben.

5. tablazat Fehérje terapiaban hasznalt immunogenitasi vizsgalatok hianyossagai. (Jiskoot, 2014 nyoman

modositva) (1)
e  Alacsony érzékenység (kiilondsen alacsony affinitast ellenanyagok detektalasaban)
e Immunglobulinok detektaldsdnak hidnya, amelyek nagy affinitassal kapcsolodnak a gydgyszer molekuldhoz

e  Alacsony jel—zaj arany a nem specifikus kot6dés és a mar 1étez6 lehetséges (természetes) antitestek

jelenlétének kovetkeztében
e Hattér és a kiugro értékhatarok 6nkényes megvalasztasa

e Rogrzitett, lebegd vagy dinamikus vagési pontok szubjektiv hasznalata a pozitiv mintak megkiilonboztetésére

a negativ mintaktol
e  Statisztikak kovetkezetlen haszndlata, pl. parametrikus vagy nem-parametrikus
e Magas inter-assay valtozékonysag
e  Alacsony ,,assay hatdanyag tolerancia” (a vizsgalt hatéanyag nagy valosziniiséggel befolyasolja a tesztet)

e  Matrixhatasok esetleges jelenléte

Liposzoma immunogenitas

A természetes vagy természetes alapu (sztereokémiara és Osszetételre vonatkozdan),
szintetikus vagy félszintetikus foszfolipidekbdl felépiilé liposzémak altaldban nem
immunogének. Ez az allitds latszolagos ellentétben van a liposzomalis vakcindk
folyamatos intenziv kutatas és fejlesztésével. Azonban nem szabad megfeledkezni, hogy
ezek a vakcinak fehérjéket, szénhidratokat, lipid antigéneket és adjuvansokat valamint
mas mediatorokat is tartalmaznak, pl. a lipid A, muramil-dipeptid és szarmazékaik,
Interleukin-1 és 2, valamint maga a foszfolipid (PL) kettosréteg is viselkedhet
adjuvansként (90). Mikor adjuvansokat alkalmaznak, specifikus ellenanyagok
keletkeznek a liposzoma komponenseire, beleértve a szerkezeti (foszfo)lipideket, a
koleszterint, a szkvaléneket és a koleszterin prekurzor triterpéneket is (91-94).

A PL kettdsréteg elsegiti a liposzomalis antigének és a nem-antigén lipid
Osszetevok (tovabbi adjuvansok nélkiil) elleni specifikus immunvélaszt, amire az ,,array
tedria” (95) nyujt egy valdszinli magyarazatot. Az elméletet Szerint az immunogén

liposzomak felszinén 1évé konjugatumok vagy blokk formdjaban ismétlodoé feliileti
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elemek a viralis kapszid glikolipidek és glikoproteinek szabalyos és szimmetrikus
térbelei elrendezéseihez hasonlitanak. Ezekre az APC ¢és mas immunsejtek
(monocitak/makrofagok, dendritikus sejtek, B-sejtek ¢és hizosejtek) az un.
mintazatfelismerd receptorokon keresztiil reagalnak, ami velesziiletett immunvalaszokat
eredményezhet.

Eredetileg a Toll-like receptorok (TLR) ismerik fel a patogén feliiletén 1évo
jellegzetes mintazatokat (Patogén asszocialt molekula mintazat - PAMP), a
lipopoliszacharidokat, lipoproteineket, lipopeptideket, flagellineket, ketts szali RNS-t
vagy a bakteridlis és virus DNS metilalatlan CpG szigeteit. A liposzéma tombok -
PAMP hianyanak ellenére - szintén kivalthatjak ezt a ,,veszély” jelet immunsejtekben,
ami végsO soron ellenanyag termelédéshez vezethet a ,,pszeudo-PAMP”-0k ellen. A

kapott immunvalasz az immunaktivacio utvonalatol fiigg.

2.4 Hemokompatibilitasi problémak nanomedicinak és biologikumok esetében

A nanomedicindk kozé a szintetikus és félszintetikus gyogyszerek, hatéoanyagok és
gyogyszerszallito rendszerek széles kore tartozik, melyeknek Osszetettsége ¢s
nanométeres tartomanyban 1évé méretiik kiilonbozteti meg Oket a hagyomdanyos
(Lipinski tipusu) kis molekula tomegii gyogyszerektél (96). A bioldgikumok szintén
nagy molekula tomegli gyodgyszerek, melyek ¢l6 szervezetekbdl és termékeikbol
szarmaznak. A legismertebb bioldgikumok (antitestek, szérum fehérjék, enzimek) méret
tartomanya (8-20 nm) ¢s molekularis dsszetettsége, szintén a nanomedicinak kdz¢ emeli
Oket, azonban gyakorlati okokbol csak a funkcionalisan moédositott (PEGilalt vagy
konjugalt) biologikumok tekinthetéek nanomedicindknak.

A nanomedicindk ¢és bioldgikumok kozds jellemzdi, hogy bar a modern
gyogyszerterapia frontvonaldban vannak és példatlan piaci ndvekedést mutatnak, mégis
van egy egyedi toxicitasi problémajuk, amit mind a mai napig nem sikeriilt megoldani.
Képesek stimulalni az immunrendszert, ami allergia-szeri talérzékenységhez vagy
infazidés reakcidhoz vezethet. Ez egy jelentds ¢és potencidlisan letélis
hemoinkompatibilitds, amelynek tiinetei szinte az 0Osszes szervrendszert érintik (6.

tablazat).
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6. tablazat Infazié indukalta hiperszenzitiv reakciék tiinetei. (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)

Gyomor- Bér/Nyalka- Szomatikus Vegetativ
Keringési rendszer Légzdrendszer . .
bélrendszer hartya idegrendszer |idegrendszer
Angidédéma Légzéssziinet Hanyinger Elkékiiles Hatfajas Hidegrazas
Aritmia Horg6gores Hanyas Borpir Mellkas fajdalom | Izzadas
_ Mellkasi
Kardiogén sokk Kohogés Fémes iz Elpirulas Laz
nyomasérzés
Magas vérnyomas Légszomj Hasmenés Borkitités Fejfajas Zihalas
) o Orrnyalkahartya Forrosag-
Alacsony vérnyomas Hiperventilacio Goresolés Halalfélelem
gyulladas érzés
Oxigén hiany Gégegorces Puffadas Duzzadas Félelem
Szivinfarktus Tidé - infiltrates Csalankiités Panik
Gyors szivverés Légzési nehézség Orrdugulas Hidegrazas
o Nyomasérzése
Kamrafibrillacio Nehézlégzés Zihalas
torokban
Odéma Tiisszentés Viszketés Szorongas
Halal Rekedtség Angiodéma Zavarodottsag
Tudatvesztés Sipol6 légzés Konnyezés Szédiilés
2 Kotohartya
Ajulés
gyulladas

Az infuzios reakcio jelenthet ,,valos” allergiat, ami a reaktogén hatdanyag ismételt
beadasa utan 1ép fel. Ilyenkor részt vesz immunmemoria is a specifikus IgE képzddése
soran. A masik tipusu reakci6 nem fligg az IQE-t6l és részben a C rendszer
aktivaciojanak kovetkezményeképp alakulhat ki. Ezt hivjak CARPA-nak.

A C aktivacié hozzajarulhat, vagy egyediili oka lehet az inflzids reakcioknak.
Szamos egyedi sajatsaga van az IgE altal kozvetitett allergiahoz képest (7. tablazat),
legfontosabb, hogy a CARPA mar az els6 beadas utan megfigyelheté és a reakcio

idovel és ismétlés soran veszit az erejébdl (6).
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7. tablazat Valodi és a pszeudoallergiat megkiilonbozteté jellemzik és a reakciok osztalyzasa. (Szebeni, 2012
nyoman médositva) (97)

Pszeudoallergia

Tulajdonsag Valddi allergia (IgE medialt)
(komplement medialt)

Reakci6 els6 beadaskor nincs van
Megismételt beadas esetén a lappangasi id6 rovidiil elnyulik
Ismételt reakcio eréssége novekvo csokkend
Tolerancia (tachyphylaxis) nincs lehetséges

Gyulladasgatlé premedikacio hatdsossaga nem igen

Akut pulmonalis infiltracid nincs van

Tiinetek fokozatai
I. fokozat Enyhe és atmeneti tiinetek, infuzié megszakitas, beavatkozas nem sziikséges
Infizi6é megszakitast és/vagy terapiat igényel, tiinetek azonnal vélaszolnak a kezelésre
I1. fokozat (antihisztaminok, NSAID, narkotikumok, i.v. folyadékok), profilaktikus gyogyszerek 24 6ran
keresztiil
Hosszantart6 (vagyis nem reagal gyorsan a kezelésre és/vagy az infuizié rovid megszakitasara), a
111. fokozat tiinetek megismétlddnek a kezdeti javulas utan, kezelés mas klinikai kovetkezményekre (pl.:

vesekarosodas, tiid6 infiltracid)
IV. fokozat Eletveszélyes anafilaxis, korhazi életment6 beavatkozast igényel

V. fokozat Halal

Liposzoma okozta immunvalaszok tipusai és jellemzoi

A liposzémak immunhatasai lehetnek stimulaloak és gatloak, gyengék, kozepesek,
sulyosak, mindegyik egy széles egyedi variacioval, a kezdet idejétdl és az elhuzodas
mértékétol fiiggden (8. tablazat). Az emlitett id6fliggd kiilonbségeken til a liposzomak
okozta immunhatasok az immunrendszer kiilonb6zo részéiben, a velesziiletett vagy az
adaptiv immunrendszeren keresztiil fejthetik ki stimulald vagy gatld hatasaikat. A
reaktogenitas kifejezés olyan aktivaciés folyamatra utal, amelyben részt vesz a
velesziiletett €s az adaptiv immunrendszer is, mig az immunogenitas rendszerint B és T
sejtek kozremikodésével keletkezé adaptiv immunvalaszra utal. Antigenitas, azaz a
liposzomak antigénként valo viselkedése, nem feltételen jelent reaktogenitast vagy
immunogenitast, mivel az antigének akar felismerhetetlenek maradhatnak vagy

immunszuppressziot (toleranciat) okozhatnak.
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8. tablazat Liposzoma altal kivaltott immunvaltozasok tipusai, a kezdet és az idétartam fiiggvényében.

(Barenholz, 2012 nyoman médositva) (98)

Viltozas tipusa Kezdet Idétartam Példa és hivatkozas
Azonnali (mp-percen beliil)
Percek-orak Liposzoma okozta HSR (99-102)
) ) Késleltetett (6rakon beliil)
Stimulacio
Immunitas Liposzéma antigénekre (50,
Késoi (nap-hdnapokon beleiil) Hetek-évek
52, 90-93, 103-107)
Rovid id8szak Oréak-napok Liposzomalis alendronat (108)
Gatlas ) Doxil indukalta immunszuppresszio
Hosszt iddszak Nap-honapok

(109-111)

Eddig a liposzomak immunrendszerre gyakorolt hatasanak két aspektusaval
foglalkoztak. Az elsd, az 1970-es években, a PL kettdsréteg késén megjelend és tartods
immunogén hatdsa, amit a liposzomalis vakcindk hasznositanak antigén hordozoként és
adjuvansként. A liposzomak altali immunstimuldcié masodik ,,rossz” aspektusa, azaz, a
karos kovetkezményekkel jar6 immunreakciok novekedése csak 20 évvel késobb jelent
meg, miutan klinikai vizsgédlatok kezdddtek a liposzomalis gombaellenes és rakellenes
gyogyszerekkel (Amibsome és Doxil) (107, 112-116).

Liposzomak okozta akut HSR-rel kapcsolatban idor6l-idére jelentek meg cikkek
azota, hogy az els6 klinikai vizsgalatot 1986-ban elvégezték (117). Mindenféle
liposzoéma ¢és lipid alapt gyodgyszer képes okozni ilyen reakciot, melyeknek igen széles
irodalmuk van (118-127). Gyakorisaga, premedikaciot és/vagy mas ovintézkedéseket
kovetden, mint példaul a kezelés idejének megnyujtdsa az infizid nagyon lassu kezdeti

sebességével, altalaban 10% alatt marad (8, 99, 128).

2.5 Tilérzékenységi reakcio (HSR)

2.5.1 Nanomedicinak okozta HSR

A 9. tablazat az olyan klinikumban hasznalt gyogyszereket és hatdoanyagokat sorolja
fel, melyekrdl ismert, hogy akut HSR-t okoznak. Ezek koziil a liposzomak és a
micellumok tipikus nanomedicinak, ellentétben a monoklonalis antitestekkel és egyéb
fehérje alapt gyogyszerekkel, amelyek nanomedicina statusza vitatott. Bar méretiik a
nano tartomanyban van (8-10 nm), de gyartasi technoldgiajuk inkabb bio-, mintsem

nanotechnoldgia. Osszességében elmondhato, hogy nem minden C reaktogén gyogyszer
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nanomedicina, de minden nanomedicina képes kivaltani a C aktivaciét és a hozza
kapcsolodo HSR-t.

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé liposzomak, micellaris gyogyszerek,
oldészerek és a radiokontraszt anyagok esetében szamos in vivo és in vitro bizonyiték
van a C aktivaciora (8, 98, 129-145), amelyek alapjan feltételezhetjiik, hogy a HSR oka
CARPA.

9. tablazat Klinikumban hasznalt gyégyszerek és anyagok, amelyek CARPA-t okoznak. (Jiskoot, 2014 nyoman

modositva) (1)

Liposzémalis Micellaris Monoklonailis Kontraszt
Enzim Egyebek
gyogyszer gyogyszer ellenanyag anyag
AmBisome Etoposide Avastin lodixanol Abbokinase Copaxone
Amphocyl Fasturec Campath lohexol Actimmune Eloxatin
Amphotec Elitec Erbitux lopromide Activase Orencia
DaunoXome Taxol Herceptin lothalamate Aldurazyme Salicilates
Doxil Taxotere Mylotarg loversol Avonex
Myocet Vumon Remicade loxaglate Fasturtec
Visudyne Rituxan loxilan Neupogen
Vectibix Lopamidol Plenaxis
Xolair Magnevist Zevalin
Odixanol
SonoVue

2.5.2 Nanomediciniak okozta HSR tiinetei és jellemzdi

A CARPA leggyakoribb tiinetei (8, 99, 136, 137, 146) a kiiitések, hasfajas, 1égszomj,
mellkasi fajdalom, alacsony és magas vérnyomas, hidegrazas és a tachycardia

10. tablazat). Mindemellett az allergia szinte barmilyen szisztémas manifesztacioja
el6fordulhat, akar hirtelen haldl is (0,01-0,1%-ban), ami massziv anafilatoxin (C3a,
C5a) felszabadulas és azok szivre gyakorolt hatasa kovetkeztében fordulhat eld (99,
100). A gyogyszer indukalta akut HSR diagndzisara, sajatsagaira, értékeléseire és
kezelésére az irodalomban szamos cikket lehet talalni (98, 142, 143, 147-152).
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10. tablazat Doxil okozta HSR Kiilonbozé tiineteinek gyakorisaga?®. (Jiskoot, 2014 nyoman moédositva) (1)
4A  szézalékos becslések a  Doxil mellékhatdsairdl sz6lo  jelentések  weboldalarél — szarmaznak

(http://www.patientsville.com/medication/doxil18 side effects.htm#reports).

Tiinet % Tiinet %
Kiiités 31,3 Borpir 8,4
Hasfajas 29,8 Aritmia 6,8
Légszomj 29,5 Tiid6 infiltracio 6,3
Mellkasi fajdalom 26,5 Lassu szivmiikodés 6,1
Alacsony vérnyomas 20,6 Anafilaxis 6,0
Magas vérnyomas 19,4 Tobbszervi elégtelenség 57
Hidegrazas 16,6 Mentalis allapot valtozas 5,7
Tachycardia 16,4 Anafilaktikus sokk 4,6
Sokk 15,3 Zavartsag 34
Fibrillacio 14,6 Elmezavar 2,9
Szivleallas 13,5 Légzéssziinet 2,3
Szivinfarktus 12,5 Kamrafibrillacio 1,3
Szivelégtelenség 10,3 Hirtelen halal 0,4
Viszketés 10,2

2.5.3 Nanomedicinadk komplement altali felismerésének okai

A nanomedicindk (6. abra), bar nem immunogén molekulakbdl vagy polimerekbdl
allnak, méretilk (50-200 nm) és feliileti jellemzdik (molekularis elrendezések és
ismétlddd elemek) miatt hasonlitanak a C rendszer altal felismerhet§ emberi patogén

virusokra.
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6. abra Gyégyszerszallité nanorendszerek és az immunrendszer felismerés hatira (kék hiromszog). (Szebeni,

2012 nyoman médositva) (97)

A legtobb korokozd human virus osztaly a 40-300 nm-es tartomanyban van (7. dbra
fels6 kép), ahol a legtobb globularis virus nagyon hasonlit a nagy unilamellaris
vezikulakhoz (LUV), mig a paramixovirusok a multilamellaris vezikuldkkal (MLV)
mutatnak hasonlésagot. Erdemes azt is megjegyezni, hogy a hepatitis B felszini antigén
részecskék szintén megkiilonbozhetetlenek a kis unilamellaris vezikulatol (SUV) (153).
Az altalanos természeti er0k okozta hasonlosagnak egy kitlind példaja a Doxil (amely az
els6 FDA elfogadott nanomedicina volt (154)), ami szinte teljesen ugyanugy néz ki,

mint a HIV-1 virus (7. abra als6 kép).
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300 nm

7. abra Kérokozé human virusok meéretei (felsd), illetve a Doxil és a HIV kozotti hasonlésag (alsé). (Szebeni,

2012 nyoman médositva) (97)

Ez a méret atfedés a liposzomak és virusok kozott nem véletlen, hanem azon
altalanos fizikai szabalyok és erék kovetkezménye, amelyek a PL kettés membranokat
vezikulakka alakitja €16 rendszerekben €s a kémcsdben egyarant.

A virusok mellet a liposzomak szintén hasonlitanak az ektoszomakhoz - azaz olyan
membran molekuldkhoz, amelyek leszakadtak a sejtr6l, valamint a legtobb
ektoorganellumhoz és a sejthaldl sordn keletkezd sejttormelékekhez. Nanobaktériumok
(amelyek a legkisebb Onreprodukald patogének) is szintén ebben a liposzoma
mérettartomanyban vannak (100-200nm) (155). Lényegében a liposzomak a patogén
mikrobak és néhany szubcellularis struktarak méretét és alakjat utanozzak, amelyek
ellen a természet kifejlesztett egy erds eliminalé mechanizmust a humoralis és a sejtes

immunvalaszon keresztul.
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11. tablazat Klinikailag alkalmazott liposz6mak és human virusok mérettartomanya. (Barenholz, 2012
nyoman médositva) (98)

¥ Alsd és felsd hatarok a minimum és a maximum értékeket mutatjadk, amelyek mikrobioldgiai (virus)
szakkonyvbol, gyogyszer leirasbol (liposzoémak) vagy mas internetes forrasokbol szdrmaznak. Megjegyzendd, hogy
sok mas FDA 4ltal jovahagyott liposzoma (példaul Abelcet, Visudyne, DepoCyt, Extrasorb, DepoDur) mérete eltér a

tablazatban felsoroltakt6l vagy nem talalhatéak meg a szakirodalomban.

Liposzémalis Méret* (atméré, nm) Méret* (atméré, nm)
) Virus csalad
gyogyszer Also hatar Fels6 hatas Also hatar Fels6 hatas
AmBisome 45 80 Adeno 70 90
Amphocyl 115 115 Arena 50 300
Amphotec 115 115 Calici 35 40
DaunoXome 45 45 Corona 120 160
Doxil 80 95 Flavi 40 60
Epaxal 100 200 Hepadna 42 42
Inflexal V 100 200 Herpes 100 120
Orthomyxo 80 55
Papova 45 250
Paramyzo 120 300
Pox 250 75
Reo 75 120
Retro 80 180
Rhabdo 75 70

A masodik 6 ok, amely a liposzoma immunfelismerésének alapjaul szolgal, hogy a
kettds membranrdl hianyoznak az C aktivalast gatlo molekulak. Az 8. abra mutatja,
azokat a CCP-ket, melyek normal esetben megvédik a sejteket a C aktivalas hatasaitol.
Ezek kozé tartozik a CR1, a DAF, az MCP és a CD59. Ezek a nagymértékben
konzervalt CCP-k altalaban ismétlodo aminosav szekvenciakat tartalmaznak, amiket
,»Sushi” doméneknek hivunk (156). Felgyorsitjak a membranon lerakédott C fehérjék,
legféképpen a C3-konvertaz és a C3b bomlasat (98, 157).
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8. abra Komplement tamadast6l megvédé membran proteinek a gazda sejteken. (Szebeni, 2012 nyoman

modositva) (97)

a plazma szerin proteaz okozta C3-konvertazok katalitikus bomlasat (I-faktor; kofaktor
aktivitds), Tovabba a CR1 megkoti a C3b-opszonizalt részecskéket ¢&s az
immunkomplexeket, kiemeli az aktivaciés kaszkadbol ¢és elszéllitja Oket a
retikuloendotélidlis rendszer sejtjeithez. A DAF szintén megkoti a C3-konvertazt és
felgyorsitja részekre bomlasukat. Az MCP kofaktorként segiti az I-faktor enzimet, mig a
CD59 - mint az utolsé védelmi vonal -, megakadalyozza a C9 kotédését és
polimerizaciojat, és igy a MAC kialakulasat (158). Ezen membran fehérjék hianyaban a
liposzémalis gyogyszerek tdmadasi feliiletet nydjtanak az immunrendszer szdmara,
amely sordn a gyulladasos reakciok karositjak a szervezetet és a liposzomakat is.

Még egy tovabbi, fontos szempont a nanomedicinak okozta C aktivacidoban, hogy a
felsziniikdn olyan molekuldk jelenhetnek meg, amiket a C fehérjék képesek megkotni.
Ide tartoznak bizonyos lipidek, szénhidratok, polimerek és fehérjék. A nem sajat fehérje
altaldban szamos antigén epitdpot hordoz, ami ellen a szervezet ellenanyag termeléssel
valaszol. Az ilyen ellenanyagok kotddnek az idegen fehérjéhez és aktivaljak a C
rendszert. A liposzomak koleszterinje ¢és foszfolipidjei kotddhetnek természetes
antitestekhez, amirdl kimutattdk, hogy a liposzomalis C aktivacio és a bezart sszetevok
felszabadulasanak is az alapja lehet (60, 62, 63, 92, 104, 159).

A nanomedicindk (beleértve a liposzomakat (159) és a dendrimereket (160))

felszinén 1év6 negativ vagy pozitiv toltések kozvetlen kotést alakithatnak ki a Clq-val
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ellenanyagon vagy CRP-n keresztiil (136). A liposzomakon 1évé PEG kotédik anti-
PEG-ellenanyagokhoz (66, 67, 70, 71), mig a szén nanocsovek - proteinek mellett -
foként az MBL és fikolinhoz ko6tédnek (132, 161, 162). Kiilonbozé antitest

osztalyoknak kiilonb6z6 C aktivalo képessége van, a legerdsebb ezek koziil az IgM.

2.5.4 CARPA Kkoncepcié

A ,nemkivanatos gyogyszerhatasok” (Adverse Drug Reactions - ADRs) lehetnek
allergias és nem-allergias, mas néven A- és B-tipusu reakciok (149). Az A-tipusu
reakciok dozisfiiggdek és eldrejelezhetdek, mig a B nem dozisfliggd és nem jelezhetd
elére. Az ,allergids” vagy talérzékenységi reakcid kifejezés tdg ¢€s korlatozott
jelentéssel bir. A reakcid tag jelentése a Gell és Coombs (163, 164) négy féle klasszikus
kategorizalasabol szarmazik, amik Iényegében lefedik az Osszes rendellenes
immunjelenséget emberi betegségekben. Ezzel szemben a talérzékenység vagy az
allergia mindennapos jelentése, akut immunreakcio egy bizonyos allergénre (pollenre,
vegylanyagokra, gyogyszerekre). A tulérzékenység allapota gyogyszerre vagy
hatéanyagra, vagyis hajlam a ,,valédi” vagy pszeudoallergia kifejlodésére, oroklott
valamint szerzett tényezokbdl allhat (12. tablazat). Szamos egyéb osztalyozas és
besorolas 1étezik az ADR-re (149, 165-169), amik koziil az egyik a CARPA koncepcio,
ami azutan szililetett meg, hogy a C aktivacid sok nem-allergias (pszeudoallergids vagy

B-tipust) reakciot magyarazhat meg.

12. tablazat A tulérzékenységi reakciok kialakulasanak kockazati tényez6i (152). Néhany kockazati tényezé

sulyos pszeudoallergiahoz vezethet. (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)
e Atdpias Osszetétel
e  Keringd limfocita szam >25 000 mm?®
e  Egyidejli B-adrenerg blokkolo kezelés
e  Egyidejii autoimmun betegség
e Noinem
e Gyogyszerallergia torténete
e Kor
e  Rosszindulati limfoma (képenysejtes limfoma, kronikus limfoid leukémia)

o Meglévd sziv- és tildébetegség
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cyey

(163), ezzel enyhitve azt a megoldatlan paradoxont, hogy szamos HSR és ADR nem
volt beilleszthetd ebbe a rendszerbe (170). A CARPA koncepcié kimondja, hogy a B-
tipust nem-allergias ADR-ek és HSR-ek nagy hanyada C aktivalodashoz kapcsolhato
(99).

A koncepciot, miszerint a C aktivacio alapjaul szolgalhat a nem IgE kozvetitett
infuziés reakcioknak, az 1999-es 1i.v. liposzoma kisérletek alapjan javasoltdk.
Liposzomalis Doxorubicinnel (Doxil) végzett kisérletek soran a bizonyitékok - a
hemodinamikai valtozasok sertésben, amik a betegek kardiovaszkularis valtozasait
utanoztak Doxil kezelést kovetéen -, mind a C aktivacid szerepére mutattak (102).
Késébb szamos tanulméany tdmasztotta ald a C aktivacido okozati szerepét, amelyek
koziil a C blokkolok altali specifikus gatlas, a Zymosan (erés C aktivator) altali kivaltott
tiinetek hasonlosaga és sertésekben felfedezett korrelacid C aktivacid és reaktivitas
kozott a legfontosabb megfigyelések (8, 171).
perceken beliil kifejlodik - ami az IgE szerepét kizarja -, indokoljak a CARPA kifejezés
hasznalatat. Figyelem véve, hogy a nagyobb hemodinamikai-, bronchopulmonalis- és
bérvaltozasok sertésben, valamint a szivritmuszavarok nagyon hasonlitanak az
emberben megfigyelt liposzoma-indukalta talérzékenységi szindroma tiineteihez (6.
tablazat), a sertés CARPA modell hiteles allatmodellt jelent a liposzomak és mas
gyogyszerek tulérzékenységi reakcidjanak tanulmanyozasara.

Terminoldgia tekintetében azt is érdemes megemliteni, hogy World Allergy
Organization altal ajanlott név erre az infuzids reakcidra (melyet anafilaktoid vagy
idioszinkrazias reakcioként is ismertek), a ,,nem allergias tulérzékenység” (167). Ez a
nomenklatura azonban megkérddjelezhetd az allergia és a ttlérzékenység szinonimaként
valé hasznalatanak megegyezésének fényében. Ami a CARPA kifejezés ujdonsagat és
észszeriiségét illeti, a liposzomak C aktivalasa mar kozel félévszazada ismert (104, 172-
174), és az is régota ismert tény, hogy a C aktivacid hozzajarul az allergias
jelenségekhez (175). Ezért a két jelenség Osszekapcsolasa egy kifejezésben segithet az
infazids reakciok lehetséges okainak tudatositasaban.

A CARPA kifejezés homalyos a tekintetben, hogy nem foglalja magaba a direkt vagy

indirekt okozati viszonyt, mégis jol kiemeli a C rendszer szerepét. A taxondmiai Ujitas a
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terapiaban is innovaciot eredményezhet, példaul ha egy C inhibitorr6l kideriil, hogy

hasznosabb az ilyen reakciok megel6zésében, mint barmelyik anti-allergias kezelés.

255 Komplement aktivacioban és a CARPA-ban szerepet jatszo
mechanizmusok

A nanomedicindk strukturalis tényez6i koziil, a méret, az alak, a gorbiilet ¢és az
aggregatumok jelenléte mind kulcsszerepet jatszhat. Ezeknek a tényezOknek a hatasai
konnyen ésszerlsithetdek a felszinfliggd C aktivacio elterjedésével, a CP és az AP C3-
konvertdzainak folyamatos lerakddasa altal. Figyelembe véve ezeknek a kezdeti
bimolekuldk (C4bC2b és C3bBb, 2-300 kDa, >8-10 nm), késobb trimolekularis
komplexek molekulatomegeit és molekularis dimenzidit, sorozatos lerakodasuk nem
képzelheté el nagy gorbiiletli nanopartikulumok (d>20-30 nm) esetében. Igy a
feliiletaktiv C aktivacio 1étezd paradigmaja szerint, a kis nanorészecskék, a dendrimerek
(3-5 nm) és a micellak (8-20 nm) amennyiben aggregatumként vannak jelen oldatban
képesek aktivalni a komplementet, mivel a C3- és C5-konvertazok szdmara megfeleld
méretli helyet biztositanak. Hasonld okokbol, a liposzomék és egyéb >80-100 nm-es
részecskék okozta C aktivacié magyardzata is viszonylag egyszerii, a C lerakddashoz
rendelkezésre allo relative nagy felszin miatt. Mindazonaltal, a dendrimerek okozta C
aktivalas, amelyek a 3-4 nm-es részecskék magas kationos feliileti toltésének
tulajdonithatoak (176) épptigy, mint a PEG-polietilén-imin (PEI) polimerek (177) nem
tudnak elegendd felszint nytjtani a C3- és C5-konvertaz képzddéséhez (kivéve, ha
aggregalodnak).

A nanopartikulumok és liposzomak altal indukalt C aktivacio talan legismertebb
erdsitdje, a felileti toltés. Az ezzel kapcsolatos megfigyelések alapjan ugy gondoljak,
hogy a C aktivalodas specifikus a savas csoportok szerkezetére és a negativ toltés vagy
Zeta-potencial onmagaban nem feltétleniil jelent C aktivacios potencialt (178, 179).

Doxorubicin vagy hasonlé hatdanyagok hatisai esetében - amelyek képesek
liposzomakat vagy lipideket kotni és aggregalni -, ugy tinik fontos figyelembe venni,
hogy a kezelés sordn sok liposzéma keriil be a keringésbe (10%*-on liposzéma), ami
jelentds PL kettés felszint jelent (10-30 cm?). Igy egy kis valtozas a liposzoma
felszinén, nagy valtozast jelent az dsszfelszin tekintetében, amelynek jelentds biologiai

hatasa lehet. A vérbe bejutd Doxil vezikulumok - alacsony ovalis gorbiiletli, hosszikas
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(kavébabszerii) vagy szabalytalan liposzomak ¢és aggregatumok lehetnek (142) -
felszinének jelentés hatasa lehet. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a Doxorubicin
kozvetett médon hozzajarulhat a liposzomak felszini gorbiilete altal okozott klasszikus

uton (IgM kotésén keresztiil) (180) végbemend C aktivaciohoz.

13. tablazat Megfigyelések az in vitro liposzoma okozta komplement aktivaciéval kapcsolatban. (Barenholz,
2012 nyoman médositva) (98)

1) Tojas foszfatidil-kolin SUV-ot adtak be egy dozisban (>300 mg/kg) 10 emberbe (6 hetes injekcio) anélkiil, hogy C
aktivaciot indukalt volna (Shmeeda, Barenholz, és Chaiejceck, publikéalatlan). 2) PE: foszfatidil-etanolamin, DS:
disztearoil-észter. 3) Példaul a szolubilis 1-es tipust C receptor (sCR1) (102, 181).

e Minden liposzéma tipus képes aktivalni a komplementet, neutralis SUV-ok a legkevésbé reaktogének.!
e Huméan szérum szenzitivitdsa jelentds egyedi variabilitast mutat a kiilonboz6é liposzomék okozta C
aktivaciora.

e Egy bizonyos liposzomara szenzitiv szérum nem sziikségszerlien szenzitiv mds liposzomara: az egyedi

.....

e  C aktivacio a klasszikus és az alternativ uton is kialakulhat
e  Aktivalast kivalthatjak a vezikuldkhoz kot6d6 IgG, IgM, CRP, Clq, C3, és potencialisan a MBL és a fikolin.
e C aktivaci6 erdsodik:
- Pozitiv vagy negativ feliileti toltés
- Novekvo liposzoma méret (70—300 nm)
- Inhomogenitas
- Endotoxin szennyez6dés
- Aggregiatumok jelenléte
- Doxorubicin vagy hasonlé hatéanyagok jelenléte extraliposzomaban
- Médium, ami liposzomat képes kotni és aggregaciot és/vagy feliiletmodositast indukal
- Magas koleszterin jelenlét a kettés membranban (példaul 71 mol %)
- Liposzomak PEGilacidja negativ toltésii foszfolipiden keresztiil (DSPE)
- PEG-PE, de nem neutréalis PEG-DS beillesztése altal?

- Poliamino fedés

e  C aktivaci6 gatolhat6 ismert C inhibitorokkal.®

Liposzéma-indukalta CARPA

Liposzomak okozta C aktivacié 1968-69-es felismerése ota (104, 172-174), szamos
kiilonb6z6 in vivo, in vitro tanulmany vizsgalta ezt a jelenséget. Ezeknek a kisérleteknek
az eredményei nagyon valtakozok voltak, a vizsgalt vezikulumok, az allatmodellek, a

szérum forras és a kisérleti koriilmények jelentds kiilonbségei kovetkeztében (8, 99,
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136, 137, 146). Mindazonaltal a jelenség szamos kozos €s alapvetd jellemzdit tartak mar
fel, mind in vitro (99, 105, 132, 136, 137, 146, 160, 161, 172, 174, 181-191) és mind in
vivo (100-102, 140, 142) (13. tablazatés 14. tablazat).

14. tablazat Megfigyelések a liposzéma okozta CARPA-val kapcsolatban. (Barenholz, 2012 nyoman
modositva) (98)

Minden liposzoma képes CARPA-t okozni allatban és emberben, a neutralis SUV a legkevésbé (4. tablazat).
Kiilonbozo allatok szenzitivitasa kiilonbozo liposzomakra egyedi variabilitast mutat.

Kiilonboz6 fajok liposzoma okozta CARPA szenzitivitdsa drasztikusan csokken: sertés > kutya > ember

(hiperszenzitiv) > nytl > birka > patkanyt > egér.

A minimalisan hatékony liposzéma dozis 10-100-szor magasabb patkanyban, mint sertésben vagy kutyaban.

kisebb, mint a kutyaknal.

Sertésben a pulmonalis hipertenzio, mig kutydban a szisztémas hipotenzi6 a CARPA dominéans

kardiopulmonalis tiinete.

Sertésben és kutyaban a kardiopulmonalis valtozasok csokkennek vagy teljesen eltinnek a masodik vagy a

harmadik dozis soran; tachyphylaxis (tolerancia kialakulasa).

A tachyphylaxis lehet6vé teszi, hogy deszenzitizalé protokollt fejlesszenek ki, tires (placebo) liposzomak

segitségével.

Sertésben és kutydban a leukopéniat kovetd leukocitdzis és trombocitopénia valtozd hematologiai

rendellenességek CARPA-ban.

A plazma tromboxan (TX) A2 novekedése (mérése TXB2-vel) szorosan koveti a hemodinamids valtozasokat

sertésben, mutatva, hogy TXA: egy limitalé mediator. TXB2 mas fajokban szintén novekszik CARPA soran.
CARPA gatolhato sertésben C inhibitorokkal (példaul: sCR1, anti-malac C5 ellenanyag és indometacin).

A minimalisan hatékony reaktogén dozis alapjan, a sertés és a kutya CARPA modell alkalmas lehet a human

hiperszenzitiv egyedekben kialakuld6 CARPA vizsgélatara.

Jelenleg tobb tucat liposzoémalis gyogyszer van a piacon ¢és tobb klinikai

vizsgalatokban. A 15. tablazat mutatja azokat a piacon 1év6 liposzémakat, amikrél mar

koztudott, hogy CARPA-t okoznak. A kiilonb6zd gydgyszerek okozta reakciok

gyakorisaga 3-45% kozott valtozik (136).
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15. tablazat Infiziés reakciot okozo liposzomalis gyogyszerek. (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)

Marka név (gyarto) Aktiv hatoéanyag Javallat Tipus
Doxil, Caelyx (Johnson & Petefészekrak, Kaposi-
Johnson) Doxorubicin szarkoma, Myeloma Liposzoéma (80-100 nm)
multiplex

Myocet (Elan)

Szolid mikrorészecske
Abelcet (Elan)

(1,6-11 pum)

AmBisome (Gilead, o

B Ampotericin B Gombas fert6zés Liposzoéma (45 nm)

Fujisawa)

Amphotec, Amphocyl Lemez alaku szolid

(Elan) nanorészecske (115 nm)
DaunoXome (Gilead) Daunorubicin Kaposi-szarkoma Liposzéma (45 nm)
Visudyne (Novartis) Verteporfin Id6skori makula-degeneracio | Multilamellaris liposzoma

Monoklonalis ellenanyag terapiak okozta CARPA

A legtobb, mintegy 20 monoklonalis ellenanyag (MADb) alapt készitmény esetében
mind a mai napig fennall az infizi6s reakci6 kockazata. A 16. tablazat mutatja az ilyen
gyogyszerek okozta tiinetek specifikus informécioéit, amik lényegében hasonldak, mint a
liposzomaknal felsoroltak (6. tablazat). Lényeges kiilonbség van a mAb-indukalt és a
nanorészecskék altal kivaltott CARPA ko6zott, mivel a legtobb mAb reakcid kicsivel
késobb (kb. 30 perc elteltével), mig a liposzomas és micellaris gyogyszerek esetében
azonnal jelentkezik a reakci6. A kiilonbség a nanorészecskék és a mAb-k C
aktivaciojanak kiilonb6zd kinetikdjaban keresendéek. Mig a nanorészecskék szinte
azonnal megkdtik a komplementet a feliiletiikon, addig a mAb-nak sztérikus

valtozasokon kell keresztiilmenniiik, hogy C aktivatorokka valjanak.
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mAb: monoklonalis ellenanyag; r.h.: rekombinans humanizalt; RA: rheumatoid arthritis

Marka név (gyarto)

Avastin

(Genetech/Roche)

Campath (Genzyme)

Erbitux (Bristol-Myers
Squibb, Eli Lilly)

Herceptin (Genentech)

mADb, tipus (cél antigén)

Rak ellen

Bevacizumab, r.h. 1IgG1 (VEGF-A)

Alemtuzumab)—IH, r.h. IgG1k (CD52)

Cetuximab, kiméra IgG 1« (human
EGFR)

Trastuzumab, humanizalt IgG 1« (human

Javallat

Attétes vastagbél-, tiid6-, veserak és

glioblasztoma kombinalt kemoterapiaja

B-sejtes kronikus limfoid leukémia (B-

CLL)

Attétes végbél-, fej- és nyakrak,
laphamrak

Attétes mell és gyomorrak

EGFR receptor 2, HER2/neu / erbB2)

Mylotarg (Pfzer
Inc./Wyeth
Pharmaceuticals)

Gemtuzumab ozogamicin, r.h. IgG4x
(CD33)

CD33 pozitiv akut myeloid leukémia

els6 visszaesésekor

Panitumumab, r.h. IgG2« (human

Vectibix (Amgen) EGFR)

KRAS+ attétes végbélrak

B sejt leukémia, RA és non-Hodgkin B-

Rituxan (Genentech) Rituximab, kiméra IgG1x (CD20)

sejtes limfoma
Gyulladas ellen

. Crohn betegség, RA, Bechterew-kor,
Remicade (Janssen

. Infliximab, kiméra IgG1x (TNFa)
Biotech. Inc.)

arthritis psoriatica, fekélyes
vastagbélgyulladas

Xolair (Genetech) Omalizumab, r.h. 1gG4 (IgE) Atopia, asztma

2.5.6 Komplement aktivacio szerepe a CARPA-ban

A C aktivaci6 CARPA-ban betoltott pontos szerepét Chanan-Khan és mts-i (192)
finomitottdk tovabb, ahol a C aktivaciot mérték Doxillal kezelt rakos betegekben.
Klinikai tiineteket (klinikai reakcidkat) mutatott betegek szama kisebb volt, mint azon
betegek szama, ahol a C rendszer egy fontos markere, a szolubilis C5b-9 (sC5b-9)
szignifikansan emelkedett. Ez arra utal, hogy a C aktivacié hozzajarul a reakcidhoz, de
nem limitdld6 HSR-re nézve, mivel szamos mas kofaktor és kontroll 1épés van a CARPA
komplex patomechanizmusa mogott. Tovabbi eltéré tények a CARPA koncepciot

illetéleg, hogy bizonyos liposzomak és mas nanorészecskék, amelyek humén szérumban

nem aktivaljdk a komplementet, sertésben mégis képesek hemodinamikai valtozést
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okozni, amelyek a CARPA enyhe tiinetei. Dozisfliggést és tiszta korrelaciot talaltak in
vitro C aktivacio és a sertés reaktogenitasa kozott, de csak az olyan liposzomak
esetében, amelyek erés C aktivatorok (100, 101, 142). A gyenge C aktivator anyagok,
mint példaul a PEGilalt polietilén-imin, a sertés CARPA ellentmondé aktivatorai (177).
Ezek a tények, valamint a PEGilalt liposzomak (Doxil) okozta tachyphylaxis (tiinetek
csokkenése vagy eltlinése ugyanazzal a gyogyszerrel torténd ismételt kezelések
hatasara) jelenségével egyiitt (143), mind azt sugalljak, hogy a CARPA valdjaban
bonyolultabb lehet, mint egy egyszerli anafilatoxin-hatas ¢és maés folyamatok is
lejatszodhatnak. A reaktogén részecskék kotddonek hizosejteken és/vagy a
makrofagokon 1év0 receptorokhoz, amelyek azonos vagy hasonld intracelluléris

jelatvitelen keresztiil a sejtek ,,release” folyamataihoz vezethet (143, 193).

2.5.7 CARPA Klinikai és tudomanyos jelentosége

A CARPA klinikai jelentdségével kapcsolatban ismert, hogy az ADR a koérhazban
1év6 emberek 10-20%-at érintik, mig a HSR koriilbeliil ADR 25-30%-ban jelenik meg
(149, 194). A nem IgE medialt HSR aranya az dsszes ADR-en beliil 10-15%. A stlyos
¢s halalos reakci6 el6fordulasa hozzavetdlegesen 2, illetve 0,1% lehet (194), ami évente
mintegy 2 milli6 komoly és 100000 halalos reakciot jelent. USA-ban a gyogyszerek
okozta karos reakciok a 4-6. vezeté ok halalozasok tekintetében (194). Mindazonaltal
ezek a statisztikai adatok igen valtozatosak a kiillonbozé szerzok korében (149). Egy
masik elemzés szerint a karos gyogyszerreakciok 25%-a allergias természetii (195) és
ennek 77%-a nem IgE kozvetitett, tehat pszeudoallergias eredetii (166), ami évente
mintegy 400000 sulyos és 20000 halalos pszeudoallegias reakciot jelent az Egyesiilt
Allamokban.

Eltekintve a HSR patomechanizmusanak jobb megismerésétdl, a CARPA koncepcid
a HSR egy ujszeri funkciondlis kategorizacidjat kinalja, amely elkiiloniti az akut
reakciokat (I. tipust) a hizdsejtek és a bazofil sejtek felszabadulési reakcidk alapjaul
szolgalé mechanizmusai szerint. Két alosztdly kiilonboztet meg, a kozvetlen sejt
aktivaciot €s a receptor kozvetitett aktivaciot. Ez utobbi 3 alkategoriat tartalmaz, az IgE
kivaltotta (Fc receptor medialt), az anafilatoxinok kivaltotta (C3a/C5a receptor medialt)
CARPA és a kevert tipusu reakciokat (9. abra).
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Tulérzékenységireakciok

O Nt

Azonnali, l. tipusu _ I.tipusu Il. tipus IV. tipusd
{hizésejtek/bazofil sejtek) (I9G/gyulladastokozo sejtek] (1c/gyulladast okozo sejtek)  (limfocitak)
Receptor kozvetitett

Fizikai

intracellularis

FceR, C5aR, C3aR

FceR
IgE
Kozvetlen CARPA
. Valodi lgE
Pszeudoallergia allergia

Kettos modon
eloidézet allergia

9. 4bra HSR javasolt iij rendszere. (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)

2.5.8 CARPA elorejelzése és megelozése

A CARPA egy kiszamithatatlan karos immunhatas, mivel emelkedése, tartossaga és
pontos tiinetei nem jelezhetek elére standard allergia tesztekkel (196) vagy barmilyen
mas orvosi gyakorlatban rendelkezésre allo teszttel. Nehézzé vagy lehetetlenné teszi
idében a reakcid specifikus megeldzését egyénileg, akar kivédve az okat, akar azon
betegek felismerését, akik altalaban hajlamosak az allergias reakciokra. Jelenleg
megeldzésre alkalmazott megkozelitések kozé tartoznak a  szteroidok, az
antihisztaminok és a nem szteroid gyullad4dscsokkentdk hasznalata, valamint a lassu
¢és/vagy megszakitott és/vagy fokozddo infuzio alkalmazasaval torténd nem specifikus

elokezelés (147, 150, 152, 197).

2.5.9 CARPA mechanizmusa: ,,double hit” hipotézise

A HSR tiinetei kozt (6. tablazat) nincs egyetlen vagy egyedi tiinet, amely specifikus
lenne valamilyen nanogyogyszerre. Kiilonbozé anyagok az események egy komplex
lancolatanak eldidézését okozhatjak. Az eredetileg gondolt, miszerint a hizo- és bazofil

sejtes anafilatoxin aktivacidja magyarazhat minden fiziolodgias valtozast, valdszintileg
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tal egyszeri (8, 99, 139). Az anafilatoxin hatds csak egy utvonal a CARPA
mechanizmusaban, ahol a reaktogén részecskék és gyogyszerek kotddnek a hizod és/vagy
makrofag felszini receptoraihoz, amelynek intracellularis jelatvitelét elindithatjak vagy
Osszhangban aktivalhatjak G-fehérjével Osszekapcsolt anafilatoxin receptorokat
(C3a/C5a/C5L.2 receptorok). A két folyamat egyiittes aktivalodasa a ,,release”-reakciok
kivaltasahoz vezethet (10. &bra). A masodlagos vazoaktiv medidtorok késObbi
felszabadulasa, tobbek kozt a hisztamin, triptaz, vérlemezke aktivalod faktor (PAF -
Platalet Activating Factor), leukotriének (LTB2, LTBa, LTC4, LTDs4, LTEs), TXA:,
Prosztaglandin D, és TXDs) a simaizom, a tiid6, a sziv, a bél és szamos mas szerv
endotélsejtjeire hatnak, amik a CARPA tiineteit okozzak. Koziilik némelyik (példaul
PAF, hisztamin, triptdz és TXA2) aktivalds utan alakulnak 4t és azonnal felszabadulnak
a sejtekbdl, mig masok de novo szintetizalodnak és lassabban szabadulnak fel.

A hizosejt és/vagy a makrofag felszin receptorokat, mintafelismerd receptorként
ismerték (pattern recognition receptors - PRRS) (98, 143, 193), mivel a részecske-kotott
polimerek - beleértve a PEG-et is — bizonyos koriilmények kozott patogénekhez
kapcsolhaté molekularis mintazatként viselkednek (98, 132, 162). Liposzomak felszinén
1évé PEG-ek kritikus tényezok lehetnek a reakcid indukaldsdban és a tachypylaxisban
(177). A PEG-mentes AmBisome - amelynek mérete hasonlé a Doxilhoz és amely
Doxilhoz hasonl6 elsé reakcidkat okoz sertésben -, nem vesziti el a reaktogenitasat

ismételt beadas utan sem (hatasa nem tachyphylactikus).
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glikozilalt és/vagy

mannoéz gazdag
fehérjék

_ apolipoproteinek

TLR24

PAMP-R

DAMP-R
MannézR

citokinek
hisztamin
proteazok

eikozanoidok (TXA,)

triptaz

leukotriének

10. abra ,,Double hit” hipotézis. Nanorészecskék Kivaltotta komplement aktivacié, ami anafilatoxinok
felszabadulasahoz vezet. Anafilatoxinok kotddnek a hizosejteken (vagy sertésekben pulmonilis
intravaszkularis makrofagon - PIM) 1évé receptoraikhoz (anafilatoxin receptor - ATR), amely vazoaktiv
masodlagos mediatorok felszabadulasahoz vezet. A részecskék mintazat felismeré receptorok (PRR) - toll-like
receptors (TLR 2 és 4), PAMP-receptor, veszély kapcsolt molekuldris mintdzat receptor (danger-associated
molecular pattern receptors - DAMP-R) vagy mannose receptors (mannose-R) - révén is kotddnek. A mintizat
felismeré receptorokhoz valé kotodés mellett az apolipoproteinek és a glikozilalt és/vagy mannéz gazdag

fehérjék kozvetithetik a részecskék hizosejtekhez valo kotédését. (Jiskoot, 2014 nyoman modositva) (1)

Figyelemre méltd6 a CARPA tiinetek oridsi valtozatossagat illetéen, hogy a fenti
tobblépéses, hizosejt aktivaci6 komplex patomechanizmusan felil, kiilonb6z6
egyéneknek és szoveteknek kiilonbozd allergomedin mintazatuk van, és ezek a
receptorok kiilonbozo funkciodkat kozvetitenek a kiilonb6zd szovetekben. Példaul a bor
¢és sziv hizdsejtei kiilonbozé allergomedin ingerekre valaszolnak (198). Tovabba, H1
receptorok aktivacioja érosszehtizodashoz ¢€s érszivargashoz vezethet, illetve feleldsek
az anafilaxia kardiovaszkularis és bortlineteiért. H2 receptorok novelik a sejtes cAMP
szintet, értagulast, fokozott szivverést és pulzusnyomast okoznak (199). A fokozott

érpermeabilitds a sulyos CARPA (IV. fokozatl) jele, ami 10 percen beliill maga utan
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vonhatja az intravaszkuldris folyadék tobb mint 50%-nak kidramlasat az
extravaszkularis térbe (131). Egy masik lehetséges tényez6 a HSR tiinetek egyedi
valtozataira, hogy a reaktiv sejtek relativ mennyisége eltéré a borben, tiidében, szivben

és a bélben (99, 131, 199, 200).

2.5.10 CARPA sertés modellje

A human CARPA legérzékenyebb modellje a sertés (2-3 honaposak, 18-22 kg),
mivel ezek az allatok relative kis individudlis valtozassal utdnozzdk a human HSR
tiineteit. A sertések liposzomakra és egyéb részecskékre kivaltott egyedi reaktivitasa
leginkabb a tiidejiikkben talalhaté Pulmonalis intravaszkularis makrofagoknak (PIM)
koszonhetd (201). Az alveolaris, intersticialis, pleuralis és szabad vaszkularis
makrofagok mellett a PIM sejtek a tiidé makrofagrendszerének részei, amelyek a
tiidokapillarisokban talalhatdéak meg. A majban 1évé Kupffer-sejtekhez hasonldéan 6
feladatuk a vérben 1év6 részecskék (cellularis tormelék, a baktériumok, a virusok és az
endotoxinok sth.) gyors és kozvetlen eltavolitasa. Glikokalixxal fedett allabaikkal és
tiiskéikkel ezek a sejtek magas fagocita hatékonysagot és azonnali valamint jelentos
szekrécios reakcidt mutatnak, amelyek gyors valaszt adnak az i.v. beadott liposzémakra

¢és egyéb részecskékre.

2.6 Nanomedicinak gyorsitott eltavolitisa (ABC jelenség)

A részleges immunogenitds egyik példaja a PEGilalt liposzomak esetében
megfigyelheté ABC jelenség. Ishida és mts-i fedezték fel (65-68, 70-73, 202), hogy
PEGilalt liposzoma ismételt beadasa egérben és patkanyban, a liposzomak gyors
kiiiriilését eredményei a vérarambol, mikozben anti-PEG I1gM képzddik a 1épben (11.
abra). Fontos megjegyezni, hogy a jelenség hianyzik a Doxorubicint tartalmazo
PEGilalt liposzémak esetében, ami 6sszhangban van az ABC hianyaval Doxillal kezelt
daganatos betegekben. A Doxil-ekvivalens szabad Doxorubicin adagolasa, visszaallitja
az ABC-t. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az ABC jelenségért felelés immunsejtek
szelektiven befolyasolhatok a Doxorubicint tartalmazé PEGilalt liposzomak révén

(immunszuppresszio). A kutatocsoport arra kovetkeztetésre jutott, hogy az ellenanyag
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termelés egy T-sejt fiiggetlen B-sejt valasz, és a PEGilalt liposzomakat a B-sejtek

ismerik fel, mint egy timusz-fiiggetlen 2-es tipust antigén (TI-2) (73).
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11. abra PEGilalt liposzémak vérkiiiriilésének aranya patkinyokban (A) és szoveti felhalmozédas 24 éraval a
beadas utian. A reprodukalt (B) abra (66) a liposzomak Kiiiriilésének felgyorsulasat mutatja ismételt beadas
utan (2-14. napon), liposzoma lerakédas parhuzamos niévekedése majban és a lépben. (Barenholz, 2012

nyoman médositva) (98)

2.7 Liposzoma okozta immunszuppresszio

Mivel a liposzémakat elsdsorban majban, 1épben, csontveldben és masutt eléforduld
retikuloendotélidlis rendszer sejtjei veszik fel, a makrofag telitettség és az ezzel jard
masodlagos immunszuppresszio lehetdségei - ami lehetséges kockdzat fertdzésre -
mindig is problémat jelentett (52). Jelent6s bizonyiték van arra, hogy a klinikailag
alkalmazott nem  citotoxikus  liposzomak  doézisa  altaldban nem  okoz
immunszuppressziot - legalabbis nem jelentdset -, klinikailag fontos makrofag funkciok
blokkoldsat. Azonban a helyzet eltér az olyan rakellenes citotoxikummal toltott
liposzomak esetében, amelyek az immunszuppresszio kiilonbozo szintjeit okozhatjak.

Az egerekben beadott Doxil megakadalyozza a baktérium kitiriilését a vérbdl, amit a
makrofag szuppresszioval magyaraztak (111). Doxil dozisfiiggd farmakokinetikdja
fliggvényében vizsgalt részleges retikuloendotélidlis rendszer blokkoldsa sordn, a
liposzémalis Doxorubicin magasabb dozisokban egy lassu kiiiriilést és a tumor felvétel

aranytalan novekedését mutatta (2,5-20 mg/kg tartomanyban) (110). A kiiiriilés lasst
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hatdsa nem volt megfigyelheté hasonldé dozisu szabad Doxorubicin jelenlétében vagy
Doxorubicin mentes liposzoma és szabad Doxorubicin egyiittes beadasa utan (114).
Habar a Doxil-kezelt betegekben nem talaltak semmilyen zavard hatast a
velesziiletett antibakterialis védekezésében, a részleges makrofag szuppresszio klinikai
jelei mégis jelentkezhetett esetiikben. A Doxil okozta részleges immunszuppresszio
jelentdségeit figyelembe kell venni, valamint a karboplatinnal egyiitt beadott Doxil HSR
gatld hatasat is (109). Ennek egyik bizonyitéka, hogy az ismételt beadas utan a Doxil
keringési felezési ideje novekszik, ami két lehetséges klinikai eldnyt jelent. Egyrészt, a
Doxil tumor felvevé képessége ismételt dozisokkal novelhetd (110), ezaltal azonos
dozis alkalmazasa mellett a terapia hatékonysaga novelhetd vagy lehetdség van dozis
csokkentésére anélkiil, hogy a hatékonysag csokkenne. A masik, hogy a Doxil terdpias
elényt jelenthet paclitaxelen vagy gemcitabinen feliil a karboplatinos kombinalt
kemoterapidk soran, mivel a karboplatin dozislimitalo a platina érzékeny visszatérd rak

kezelése soran (109).

2.8 Hemokompatibilitasi vizsgalat, elérhet6 tesztek és hianyossagok

A hemokompatibilitasi tesztek olyan biokompatibilitasi vizsgalatok, ami az idegen
anyagok és a vérsejtek vagy fehérjék kozotti lehetséges kdros hatdsok feltarasaval
foglalkozik. Mivel ezek a karos hatasok gyakoriak és komoly egészségiigyi kockazatot
jelenthetnek, a vérben 1évé anyagok klinikai hasznalata erdsen szabalyozott. Az FDA,
az European Medicines Agency (EMA) ¢és mas regulacidos hatosagok hivatalos
Utmutatisai allnak rendelkezésre, valamint ajanlasokat tesznek a gyartok szamara
elvégzendd vizsgélatokra annak érdekében, hogy a vérben 1évd idegen anyagok okozta
artalmas hatasok megel6zhetdek legyenek.

A vérbe bekeriild idegen anyagok az orvosi készilékek, gyodgyszerek ¢€s a
diagnosztikus szerek is lehetnek. Az orvosi késziilékek hemokompatibilitasi
vizsgalataival kapcsolatban, az 1SO 10993-4 (melyet az International Organization for
Standardization, az American National Standards Institute és az Association for the
Advancement of Medical Instrumentation 2002-ben kiadott és 2009-ben atdolgozott)
egy olyan lista (203), ami az ezekkel kapcsolatos ajanlott vizsgalatokbol all. Ez a lista C
aktivacios teszteket is tartalmaz, mivel ezek az eszk6zok gyakran nagy feliiletet

nyujtanak a C lerakodashoz, és igy a C aktivalddashoz. A C tesztek célja, hogy jobban
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felismerhet legyen az AP (204) és az egész C aktivacios kaszkad (205). Az i.v.
gyogyszerek és a diagnosztikai szerek hemokompatibilitasat illeten, ugyanazok a C
tesztek alkalmazhatdak, mint az orvostechnikai eszkdzok esetében, de diszpergalt,
vizoldékony vagy oldhatatlan molekulak helyénval6 alkalmazéaséaval.

A tulérzékenységre vagy infuzios reakciokra vonatkozo C tesztek még nem
szerepelnek a regulacios hatdsdgok altal ajanlott tesztek listajdban, habar lehetdség
lenne mérni vagy megjosolni ezeket az i.v. alkalmazott nanomedicinak és bioldgikumok
reakciojat. Ennek oka leginkabb az, hogy a legmodernebb farmakologia, a nem standard
toxikologia és a molekularis immunologia erre vonatkozd ismeretei €s tapasztalatai
viszonylag korlatozottak. Mindazonaltal a jelenségre egyre nagyobb figyelem iranyul,
mivel a FDA (Immunotoxicity Evaluation of Biologicals) is arra utal, hogy a C
kozvetitett talérzékenységi reakcid megelézésére alkalmas teszt sziikséges lehet (206).
Legutobb az EMA is tett egy specifikus megjegyzést generikus liposzoma termékek
engedélyezésére vonatkozd szabalyozasi kovetelmények soran a tulérzékenységi

reakciok kapcsolataban (207).

2.9 CARPA elérejelzo tesztjei
Normal human szérumban torténé komplement aktivaciés ELISA mérések

Cél: Teszt anyagok C aktivald képességének mérése normal human szérumban
(NHS) (CARPA kockéazatanak mérése).

Hasznalat: Preklinikai biztonsdgossagi vizsgalatok, az iv. gydgyszerek &s
hatéanyagok C medialt immunreaktogenitdsanak, valamint a C medialt egyedi
tulérzékenység megallapitasa.
lefagyasztott és tarolt (-80°C-on) higitatlan NHS-ban inkubaljuk 37°C-on legfeljebb 60
percig és ELISA-val mérjiik a C kiilonb6z6 hasitott termékeit.

Elényok: Rendkiviil érzékenyek és specifikus tesztek, nem csak kvantifikaljak a C
aktivaciot, hanem megmutathatjak az aktivacios utvonalat is.

Korlatok: Jelentds egyéni kiilonbségek lehetnek egy aktivator C valaszaban, igy
szilkséges tobb szérumban tesztelni az anyagot annak érdekében, hogy értékelhetd

legyen a reakcio gyakorisaga €s az aktivacido mértéke a reaktiv szérumokban.
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Teljes vérben torténé komplement aktivacios ELISA mérések

Cél: Teszt anyagok C aktivaldo képességének mérése friss vérben (CARPA
kockéazatanak mérése).

Hasznalata: Preklinikai biztonsagossagi vizsgalatok, az i.v. gyogyszerek &s
hatéanyagok C medialt immunreaktogenitasanak, valamint a C medialt egyedi
tulérzékenység megallapitasa.

Alapelv: Hasonld, mint a szérum/plazma esetében, itt azonban jelen vannak a
vérsejtek is. Ezek modosithatjak a C reakcio utjat a sejtek kiilonbozo hatasai révén,
beleértve az anafilatoxin receptorokat ¢és a fehérvérsejtek, vérlemezkék ¢és
vorosvérsejteken 1€vo C gatld felszini molekulakat (8. abra).

Elényok: Vérsejtek jelenléte miatt ez a humdn vér egy kozelebbi modellje.

Korlatok: Figyelembe kell venni az antikoagulansok hasznalatdt, mivel ezek
jelentds hatéassal lehetnek a C aktivaciora. Az egyetlen antikoagulans amelyrdl ismert,

hogy nincs hatassal a C aktivaciora, az a Lepirudin (Hirudin) (208).

Komplement aktivaciéo hemolitikus tesztje allati vérben vagy szérumban

Cél: Teszt anyagok C aktivalo képességének mérése kiilonb6zo allati vérben vagy
szérumban (CARPA kockazatanak mérése).

Hasznalata: Preklinikai biztonsagossagi vizsgalatok, az i.v. gyogyszerek &s
hatéanyagok C medialt immunreaktogenitasanak, valamint a C medialt egyedi
tulérzékenység megallapitasa.

Elényok: Faj fliggetlen és olcsoé teszt.

Korlatok: Viszonylag alacsony az érzékenysége.

SC5b-9 szintjének vizsgalata human szérumban vagy plazmaban Fluoreszcencia-
aktivalt sejtvalogatas (FACS) alap eljarassal

Cél: Tobbszoros C hasitott termékek egyszerre torténd mérése, részecskealapu
gyors vizsgalattal.

Hasznalata: Preklinikai biztonsagossagi vizsgalatok, az i.v. gydgyszerek ¢&s
hatéanyagok C medialt immunreaktogenitasanak, valamint a C medialt egyedi
tulérzékenység megallapitdsa. Diagnosztikus teszt a kiilonbozo betegségekben

megallapitott C aktivaciora.
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Elényok: Szamos C hasitott termék egyidejli mérése. RoOvidebb, mint egy
hagyomanyos ELISA. Legmodernebb (miniatiirizalt vagy asztali) FACS gépek
hasznalataval a betegagy mellett is hasznalhato gyors teszt.

Korlatok: A FACS jelenleg kevésbé elérhetd technoldgia, mint az ELISA.

Bazofil leukocita aktivacio vizsgalata FACS-sal teljes vérben

Cél: Lv. gyogyszerek és hatdanyagok bazofil leukocita-aktivald képességének
meghatarozasa teljes vérben. Alternativ. moddszer a CARPA kockazatdnak
megallapitasara.

Hasznalata: Preklinikai biztonsdgossagi vizsgalat Beckman-Coulter’s Allergenicity
Kit hasznalataval, i.v. gydgyszerek és hatdéanyagokra adott bazofil leukocita vélasz
megallapitdsa, ami immunreaktogenitasi indexként valamint egyedi tulérzékenységként

hasznalnak.

Sertés CARPA vizsgalat

Cél: Kivalasztott nanorészecske akut reaktogenitasanak elOrejelzése tulérzékeny
emberekben.

Hasznalata: Preklinikai biztonsagi sziirdvizsgalat (12. abra)

Elényok: A sertés CARPA kardiopulmonalis tiinetei utanozzak az emberben
eléforduld legstilyosabb IV. vagy V. foku allergias reakciokat (7. tablazat). Igy a modell
alkalmas az tulérzékeny ember stlyos HSR mechanizmusanak és koriilményeinek
tanulmanyozasara. A modell egyediilall6 modon képes kisziirni és elére jelezni az
immunreaktiv nanorészecskéket, amelyek sulyos reakcidkat okozhatnak tulérzékeny

emberekben. Hemodinamikai reakciok egyedi valtakozasa sertésekben viszonylag Kicsi.
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12. abra Sertés CARPA teszt sémaja. (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)

Egyéb CARPA allatmodellek

Liposzomak ¢és egyéb nanorészecskék i.v. beadasa szamos mads fajban is képes
CARPA-t okozni (17. tablazat), bar érzé¢kenységiik és tiineteik kiilonboznek sertésekben
latottakhoz képest (140).

17. tablazat Liposzéma indukilta CARPA kiilonb6z6 fajokban: dozisfiiggés és tiinetek. Fel és lefelé mutato
nyilak mutatjak a specifikus paraméterek valtozasat, mig a nyilak mérete a valasz erejével aranyos (140, 209-
211). (Szebeni, 2012 nyoman médositva) (97)

PAP: pulmonalis artérias nyomas, SAP: szisztémas artériads nyomas, FVS: fehérvérsejt szam, TXB2: Tromboxan B2
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Dontési fa a CARPA tesztek hasznalatarol

A 13. 4bradn bemutatott folyamatabra a tesztek lehetséges sorrendjének vazlatat

mutatja be annak érdekében, hogy megallapithatd legyen egy gyogyszerjeldlt

nanomedicinanak vagy

emberben.
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13. abra Preklinikai biztonsagi vizsgalatok soran alkalmazott CARPA tesztek lehetséges sorrendjének sémaja.

(Szebeni, 2012 nyoman moédositva) (97)
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3. Célkituzések

A nanotechnolégia korunk egyik ipari forradalma, amely a 10°-10° m tartoményban
igyekszik az anyag megismerésére, formalasara és eldallitasara. A részecskeméret ezen
tartomanyaban az anyagok kiilonleges fizikai tulajdonsdgokat vesznek fel és mas
torvények érvényesek rajuk, mint a magasabb dimenzidkban. A ,nanotechnolédgia”
kifejezést eloszor Taniguchi hasznélta 1974-ben. Az azota eltelt id ota robbanasszerti
fejlodés tapasztalhatd, mind az ezzel foglalkozok szamaban (tobb szaz kutatdintézet és
cég), mind az ezzel kapcsolatos cikkek ¢és szabadalmak tekintetében (>100 ezer),
valamint a nanotechnologiai termékek kereskedelmi forgalmat illetéen (tobb szazmillio
eurd 2015-ben). Egyre inkabb teret nyernek az ezzel kapcsolatos konferenciak, és mig a
tudomanyos ¢életben tobb mint 77 ezer hivatkozas talalhat6 a ,,nano” kifejezésre, addig
az interneten a ,,nanotechnology ”-ra 117 milli6 a fellelheté talalatok szama. Ezt
felismerve mar az Eurdpai Unio is egy nanotechnologiai kutatasokra vonatkozo j etikai
kédexet javasolt, amely nagyobb felelosséget ruhaz ezen termékek kutatdira és
fejlesztdire a biztonsag garantalasa érdekében.

Egyik leggyorsabban fejlédd teriilete a nanomedicina, amely a nanotechnologiat
alkalmazza az elméleti és gyakorlati orvostudomanyban a diagnoézis, a terapia, a
betegségmegeldzés és kontroll érdekében. A  nanotechnoldgia alkalmazasa
nagymértékben képes javitani a gydgyszerek olyan tulajdonsagait, mint az oldhatosag
vagy a farmakokinetika, elOsegiti a hatékonyabb célzast és a mellékhatdsok
csOkkentését, valamint olyan 10j alkalmazisok bevezetésére ad lehetdséget, mint a
multifunkcionalis gyogyszerek és a theragnosztikumok.

A nanomedicina fejlédése azonban kiilonféle kihivasokkal szembesiil. Az egyik
legfontosabb  klinikai  probléma a nanorészecskén alapuld  gyogyszerek
(nanomedicindk), valamint sok mas biologiai, illetve nem biologiai komplex
gyogyszerek intravénas alkalmazasakor gyakran fellép6 talérzékenységi reakcioé (HSR),
amelyeket "infuzids" vagy "anafilaktoid" reakcioknak is neveznek. Ez a jelenség
szamos modern nanomedicina — tobbek kozt liposzomak, micellaris gyogyszer és
terapias ellenanyagok - terapias hasznalatanak egyik 6 gatja lehet (137, 212). Ezeknek
a HSR-eknek kozos jellemzoje, hogy IgE nem jatszik szerepet, és altalaban a tiinetei
valamint az alapjaul szolgaldé mechanizmusok nem illeszkednek a klasszikus ,,I-es

tipusu” talérzékenységi osztalyba, ezért inkdbb a ,,pszeudoallergia” kategoridjaba

46



DOI:10.14753/SE.2019.2235

tartoznak. A mechanizmus minél alaposabb megismerése érdekében egy érzékeny sertés
modell keriilt bevezetésre, ami kiemeli a komplement (C) aktivacié kulcsszerepét
nanomedicinak-indukalta reakciok esetében. Szamos klinikai vizsgalattal (213-223)
Osszhangban, mivel a C aktivacio kulcsszerepet jatszik ezen reakciok folyamataiban, a
pontosabb megnevezés érdekében bevezetésre keriilt a komplement aktivacio-fliggd
pszeudoallergia (complement activation-related pseudoallergy, CARPA) kifejezés (99,
212).

s re s

Polietilénglikol nagymértékben hidratalt, 0,5-40 kDa-0s [-CH>—CH>-O] egységek
linearis polimere. Széles korben alkalmazzak a hatdéanyag leadd rendszerek esetében,
mivel modositja az aktiv hatdanyag farmakokinetikai tulajdonsagait. A PEG lancok kis
molekuldkhoz, peptidekhez, fehérjékhez, oligonukleotidokhoz vagy nanorészecskékhez
torténd csatolasa hatékonyan csokkenti az enzimatikus lebomlasukat €s megndveli a
keringési idejiiket a vérben (224). Ilyen eljaras a liposzoma PEGilacio is, amely
esetében a PEG ,,lopakod6” tulajdonsagot biztosit, vagyis segit elkeriilni a liposzomak
makrofagok altali fagocitdzisat, ami noveli a liposzomak életidejét a szervezetben és
dozisfiggetlen farmakokinetikat eredményez (kivéve a nagyon alacsony dozis) (225,
226).

Az ammonium-szulfait (AS) ¢és mas kozmotropikus szerek kivalthatjak az
aggregaciot és a fuziot. Az aggregatumok a hidrofob kolcsonhatasok révén keletkeznek,
amelyek a novekvd sokoncentracio szolvofob hatasanak eredményei (227). Ez a
jelenség hasonlit a fehérje frakcionalashoz és tisztitashoz rendszeresen hasznalt kisozasi
modszerhez (228, 229). Az aggregatum képzddés mechanizmusanak megértése értékes
informéaciokkal szolgalhat a sikeres gyogyszerkészitményekhez, ahol a liposzoma
aggregaciot megelézhetjiilk vagy szabdlyozhatjuk. Ezért elsé célkitlizésként az

aggregacio ¢és a fuzié mechanizmusat vizsgaltuk PEGilalt liposzomék esetében.

3.2 Anti-PEG IgM antitestek szerepe PEGilalt liposzomak okozta anafilaxisban
Az immunrendszer altal felismert PEGilalt nano-biogydgyszerekkel kapcsolatos

kérdések, amelyek tulérzékenységi, gyulladdsos reakcioban ¢és immunogenitdsban
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nyilvanulnak meg, még eddig megoldatlanok (88, 147, 230-235). A CARPA egyik
leggyakrabban vizsgalt példdja a PEGilalt liposzémalis Doxorubicin (Doxil®) okozta
HSR. Jelen disszertacid négy célkitiizése koziil a masodik, hogy tisztazza a sertés HSR-
ben a C szerepét, a Doxil okozta reakciok tekintetében. Kiilonosen a PEG ellenes
ellenanyagok reakcioban betoltott szerepét vizsgaltuk, aminek tobb oka is volt.
Egyrészt, mert az ellenanyagoknak kiemelt szerepiik lehet a klasszikus utvonalon
keresztiili C aktivacidban. Masrészt, mert egérben és patkanyban a C aktivacio jelentds
mértékben hozzdjarul az ismételten beadott PEGilalt liposzomak ABC jelenség
mechanizmusahoz (66, 67, 72, 236-238), harmadrészt, mert a piacrol visszahivott
Pegnivacogin esetében az anafilaktikus reakciok 0Osszekapcsolodtak az anti-PEG

ellenanyagok magas szintjeivel (231).

3.3 Komplement aktivacié in vitro gatlasa H-faktorral

Gombas fertézések elleni gyogyszerrdl, az Amphotericin B-t tartalmazo
liposzomarol (AmBisome), és a széles korben alkalmazott rakellenes gydgyszerrél, a
Cremophor EL (CrEL) micellak altal szolubilizalt Paclitaxelrdl (Taxol), mar korabban
leirtdk, hogy az alternativ Utvonalon keresztiil képesek aktivalni a C rendszert, és
sertésekben kivaltjak a CARPA-t, ami a humdén anafilaktikus reakciokra jellemzd
tiineteket produkalja (142, 144). Kiilonb6z6 terapias ellenanyagok szintén okozhatnak
talérzékenységi reakciokat (147, 212). igy az volt a feltételezés, hogy a C aktivacio AP
gatlasa befolyasolhatja ezeknek a gyogyszereknek a CARPA aktivitasat. Ezért harmadik
célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk az AP természetes regulatoranak, a FH-nak
¢és egy mesterségesen modositott mini-FH-nak a lehetséges gatld hatasat AmBisome,

CrEL és egy terapias ellenanyag (Rituximab) altal kivaltott in vitro C aktivacio soran.

3.4 Komplement aktivacio szerepe a polisztirol nanorészecskék pulmonalis
vazoaktivitasaban

Egy kozelmultban publikalt vizsgalat megkérddjelezte a HSR-ek pszeudoallergias

természetét, a C szerepét és a sertés, mint relevans modell hasznalatat (239). A cikk arra

a kovetkeztetésre jutott, hogy a jelenség a PIM sejtek gyors fagocita valaszaval (RPR)

magyarazhatd, amiben a C aktivacié nem jatszik szerepet. Az allitas nem korlatozodik
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arra, mintha ez a polisztirol nanorészecske (PS-NP) sertésekben indukalta HSR egy
specidlis tanulmanyozott esete lenne, hanem egy uj CARPA-val versengd HSR
teoriaként szamol vele (239).

Az RPR hipotézis kisérleti alapja egy nemzetkozi kutatas volt, aminek keretében az
allatok kiilonbozé formaju (gomb, rud, lemez) polisztirol nanorészecskéket kaptak
intravénasan. A NP-k okozta hemodinamikai valtozasok nem korrelaltak in vitro sertés
vérben ezen partikulumok altal okozott C aktivaciéval. Az eredmények szerint, a gdmb
alaka PS-NPs-ek legnagyobb pulmonalis hipertenziv hatdsa (mint a HSR mértéke)
korrelalt ezen részecskék egér vérbdl valo kiiriilésével in vivo, valamint a tenyésztett
makrofagok altali gyors felvételiikkel, de C aktivacioval in vitro teljes vér vizsgalata
esetén nem volt ilyen Osszefliggés (240). A makrofagok fagocitozisat gatldo klodronatot
tartalmazo liposzémak altal okozott pulmonadlis reaktivitas gatlasa szintén bizonyiték
volt a makrofagok okozati szerepére (240).

Annak ellenére, hogy az elébb emlitett adatok kétségkiviil mutatjadk a makrofagok
szerepét HSR-ben, mégsem jelenthetd ki, hogy sertésekben PS-NP indukalta HSR-ben a
C aktivalast nem jatszik szerepet. Ennek szellemében negyedik célkitiizésként a PS-NP
sertésekben kivaltotta HSR-ek tovabbi tanulmanyozasa allt, hogy még tobb informacid

alljon rendelkezésre, vajon a C aktivacio részt vesz a folyamatokban, vagy sem.
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4. Modszerek

e rer

Anyag

Koleszterin, mono PEGilalt 1,2-disztearoil-glicero-3-foszfoetanolamin (mPEG-2000-
DSPE) és a hidrogénezett szoja-foszfatidil-kolin (HSPC) a Lipoid GmbH-tol
(Ludwigshafen, Németorszag) szarmazott. Etanolt, izopropanolt, hisztidint, szukrozt,
ammonium szulfatot (AS), natrium szulfatot, magnézium szulfatot, natrium citratot,
magnézium kloridot és guanidin kloridot (GdmCI) a Sigma Aldrich Kft.-t61 (Budapest,
Magyarorszag) szereztiik be. Infuzidos Salsol (TEVA Hungary Zrt., Debrecen,
Magyarorszag) a SE Egyetemi Gyogyszertarabol szereztiik be, mig a tisztitott vizet
Milli-Q Integral 3 Water altal allitottunk ¢l6.

Liposzoma készités

Az extrudalasi modszerrel (241) eldallitott liposzoma szuszpenzid lipid és puffer
Osszetétele az FDA altal jovahagyott és forgalmazott Doxil Osszetételével volt
megegyez06. A lipid Osszetétel koleszterinb6l, mMPEG-2000-DSPE-b6l és HSPC-bdl allt
(molarany az 18. tablazat szerint). A lipidek etanol-izopropanol elegyben (1:1) voltak
oldva, amihez cseppenként adtuk hozz4 a 0,9%-o0s séoldatban felvett 0,25 M AS-t. A
nagy heterogén (MLV) lipid részecskéket 80 nm-es atmérdjli Whatman Nuclepore
(Track-Etched Membranes; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
membransziirén extrudaltuk Lipex™ Extruder-en (Northern Lipids Inc., Burnaby, B.C.
Kanada) 50 Bar-on és 70°C négyszer, amivel egyenletes méreteloszlas érhetd el. A
liposzomakat 10% szukroz/ 10mM-0s hisztidin pufferben (pH=7,5) dializaltuk, amivel
az AS és a szerves oldoszerek tavolitottuk el, majd 1:1 aranyban higitottuk pufferrel. A
teljes anyag tartalom 15,9 mg/mL (koriilbeliil 21,4 mM), mig a PL tartalom 12,7 mg/mL
volt. A liposzémdékat fénytél védve 4°C-on taroltuk, amig nem hasznaltuk fel. A
méreteket Malvern Zetasizer Nano S (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Egyesiilt

Kiralysag) miiszerrel hataroztuk meg.
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18. tablazat Liposzéma kompozicio.

PEG mél% Mél arany (Koleszterin : mPEG : HSPC)

0 38,4:0:61,6
2 38,7:2:59,3
5 38,4:5:56,6
10 38,4:10:51,6

PEGilalt liposzomak osszekeverése kiilonboz6 sokkal

Turbidimetrias, fényszoras és Zeta-potencial mérésekhez 20 uL PEGilalt liposzomat
980 pL sooldattal kevertink ossze (50x higitas). Faziskontraszt és atomerd
mikroszkopias (AFM) kisérletek soran a liposzomakat 200- vagy 500-szorosan

cre

higitottuk a megfelelé koncentraciora.

Fuzio és reverzibilis aggregacio vizsgalata
500 uL PEGilalt liposzomat 500 uL AS oldattal kevertiink 6ssze, ami a kivant AS
koncentracio (0,8 M-2,0 M) kicsapott mintajat eredményezte. 15 perc inkubalas utan 20

pL-t vittiink at 980 uL megfelelé koncentracidju AS oldatba (0,1 M-ig).

Turbidimetria

Osszekevert mintat hasznaltunk egy mérés soran NanoDrop 2000 UV-vis
spektrofotométerben (ThermoScientific Ltd., Wilmington, DE, USA), aminek az optikai
denzitasat 250 nm-en rogzitettiink. Mivel a lipidkoncentracié allando volt, ezért az
optikai denzitas novekedés az aggregacié okozta nagyobb részecskékkel volt aranyos.
Az 6sszehasonlithatosag érdekében a kiilonbdz6 mintdkban azonos lipidkoncentraciokat

alkalmaztunk.

Dinamikus fényszoras mérése
A liposzomék ¢és az aggregdtumok méreteloszlasat dinamikus fényszorassal (DLS)
jellemeztiik, amit Zetasizer NanoS eszkozzel mértiink le. A Brown-mozgast végzo

szuszpendalt részecskék részecskeméretének meghatirozdsa a részecske két térbeli
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c sy

1ézer segitségével mérhetdek. A szort fény detektdldsa visszaszordsi modban torténik
173°-nal, amely soran informdaciot kapunk a diffzios egyiitthatorol, amibdl a
hidrodinamikai atméré a Stokes-Einstein egyenlet segitségével szdmolhaté ki. A
fényszorodast 25+1° C-on mértik le. Mérések soran a Z-atlagértéket hasznaltuk,
amelyek a DLS-technika (242) altal eldallitott elsddleges és legstabilabb paramétere, és
a mindségellendrzési jelentésekhez (ISO 22412:2008) is ezt ajanljak. A Z-atlagértékek a
jol diszpergalt részecskék hidrodinamikus atmérdjének j6 megkozelitését mutatjak
monomodalis méreteloszlas esetében (polidiszperzitasi indexe kisebb, mint 0,1), ezért
jol alkalmazhat6 a PEGilalt vezikuldk esetében. Kicsapott mintak esetében nem tiikrozi
a valds értéket, mivel ezek altalaban méretiiket tekintve heterogének és szabalytalan
alaktiak lehetnek. Ilyen esetben a Z-atlag csak a részecskeméret durva becslésére
hasznalhato fel, ami lehetdséget ad az aggregalt liposzomak kovetésére, az aggregalt
dimenzié pontos meghatarozasa nélkiil. Mivel kiilonb6z6 PEGilalt liposzoma sarzsokat
hasznaltunk a kiilonboz6 kisérletekben, ezért kisebb eltérések lehettek a kontroll

vezikuldk atlag méretében.

Zeta-potencial mérés

PEGilalt liposzomakat AS-tal higitottuk, amib6él 750 ulL-t dvatosan egy kiivettaba
(PCT Kft., Mosonmagyarovar, Magyarorszag) toltottiink, hogy elkeriiljik a
buborékképzodést. A Zeta-potencial mérésekhez Zetasizer NanoZS miiszert
hasznaltunk, amiben a részecske sebesség a kdlcsondsen koherens 1ézer fénypar (4 mW,
633 nm He-Ne lézer) altal eléidézet Doppler-effektuson alapuld szort fény technika
szerint tortént. A szort fény intenzitas autokorrelacios fiiggvényébdl az elektroforetikus
mobilitds és Henry-egyenleten keresztiil a Zeta-potencidl szamolhato ki. A méréseket
25+1°C-on végeztiik el.

Zeta-potencial adatok elemzése
A liposzoma felszinére kotddo ionok €s az ezzel jard felszini potencialvaltozas a
Langmuir-Freundlich izotermaval irhato le (243).
(K-o"

(=CO+A(max'm
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ahol ,,0” a mért Zeta-potencial, ,,(0” a Zeta-potencial nulla AS-koncentracional,
,»ACmax” a Zeta-potencial maximalis valtozasa, ,,K” a kotési allando, ,,c” a ligandum

koncentracioja, ,,n” az heterogenitas indexe, amely leirja az ionk&tés kooperativitasat.

Atomer6 mikroszkopia (Atomic force microscopy - AFM)

Az AFM felvételeket egy Cypher S atomerd mikroszkoppal (Asylum Research,
Santa Barbara, CA, USA) készitettiik. 100 pL mintat inkubaltunk parakamraba
helyezett borszilikat tiveg feddlemezen 23+1°C-on, majd eredeti folyadékkozegében
pasztaztuk, aranybevonatu szilicium-nitrid rugélapkaval (Olympus Biolever, A lapka,
tipikus rugéallando: 30 pN/nm), non-kontakt képalkotasi modban, 0,5-1 Hz vonalmenti
pasztazasi sebességgel. A képalkotast 28+1°C-on végeztiik. A felvételeket az AFM
kezeldprogramjanak (IgorPro, WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, OR, USA) beépitett

algoritmusaival elemeztiik.

Faziskontraszt mikroszkopia

A faziskontraszt-mikroszkopos felvételeket egy 40-szeres nagyitdsu Nikon S
Planfluor faziskontraszt objektivvel felszerelt Nikon Eclipse Ti-U inverz rendszerti
mikroszkoppal (Auro-Science Kft., Budapest, Magyarorszag) készitettiik, uEye UI 1220
LE digitalis kamera (IDS Imaging Development Systems GmbH, Obersulm,

Németorszag) segitségével.

Infravoros spektroszkopia

Az infravoros spektrumok felvétele teljes reflexios (ATR - Attenuated Total
Reflection) mérési modban tortént (Varian 2000 FTIR Scimitar Series spektrométer,
Varian Inc., Palo Alto, CA, USA; "GoldenGate" egyreflexios gyémant ATR tartozék,
Specac Ltd., Egyesiilt Kiralysag). Minden mérés szobahdmérsékleten tortént, 2 cm™
spektralis felbontassal és 128 egyedi mérés atlagolasaval. A mintdkat vizes
szuszpenzioként mértiik, 3 pL mintat vittiink fel - mintaelkészités nélkiil - a gyémant
ATR kristaly feliiletére. A spektrumok feldolgozasdhoz (ATR korrekcid, vizhattér
kivonas, savfelbontas) a GRAMS/32 szoftvercsomagot (Galactic Industries Corp.,
Salem, NH, USA) hasznalatuk. A savfelbontashoz a csucsértékek pozicidit masodfoku

derivalt segitségével hataroztuk meg, az egyedi sdvkomponensek illesztése Lorentz
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figgvényekkel tortént (megengedett valtozo intenzitds ¢és savszélesség mellett,
minimum y? paraméter eléréséig). Az egyedi komponensek relativ mennyiségét a

megfeleld savkomponensek integralt intenzitasabol szamoltuk.

Birka vorosvérsejt teszt

12 kiilonb6zé NHS-t és 5 kiilonbozé a Doxillal megegyezd 0Osszetételli, de
Doxorubicint nem tartalmazé liposzémat hasznaltunk a mérések soran. A liposzoma
készités és az AS-tal kezelt mintak elokészitése mar korabban részletezve.

15 pL szérumot kevertiink 6ssze 5 pL liposzomaval, ami folyamatos kevertetés
mellett 45 percig inkubaltunk 37°C-on. A szérum maximalis C tartalmat - amibdl a
fogyas szamolhat6 -, a kezeletlen szérum adja meg. A reakcid utdn a mintakat Dextroz-
Gelatin-Veronal pufferrel (Lonza, MD, USA) higitottuk. 50 uL BVVS-t (Culex Bt,
Budapest, Magyarorszag) 2-2x mostunk PBS-10 mM EDTA-val és Veronallal. Mosas
utan a BVVS pelletet 300 uL Veronalban vettiik fel, amihez 1:1 aranyban anti-BVVS
(Sigma Aldrich Kft.) ellenanyagot adtunk hozza. 30 perc 37°C-os inkubalas utan 2x
mostuk a sejteket. 280 pL aktivalt szérumot adtunk hozza a pellethez, majd folyamatos
kevertetés mellett 10 percig inkubaltuk 37°C-on. Fugalas utan a feliilaszobol 100 pl-t
vittiink at egy 96 lyuku plate-re, ahol az abszorbanciat egy FLUOstar Omega 96-well
plate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) segitségével hataroztuk meg 541

nm-en.

4.2 Anti-PEG IgM antitestek szerepe PEGilalt liposzomak okozta anafilaxisban
Gyogy- és vegyszerek

PEGilalt liposzémalis doxorubicin (doxorubicin hidroklorid liposzéma injekcio,
Caelyx®) egy helyi gydgyszertarbol szereztiik be. Caelyx a Doxil® eurdpai markaneve,
amit a Janssen-Products gyart (Horsham, PA, USA). 2 mg/mL (4,22 mM) Doxorubicint,
9,58 mg/mL HSPC-t, 3,19 mg/mL koleszterint, 3,19 mg/mL mPEG2000-DSPE-t, ~0,2
mg/mL AS-t, hisztidint (10 mM, pH 6,5) és szukrozt (10%) tartalmaz. Teljes PL
tartalom 12,8 mg/mL (13,3 mM). Koleszterint az Avanti Polar Lipids Inc.-t6l
(Alabaster, AL, USA), a mPEG2000-DSPE-t a NOF-t6l, a HSPC-t és hidrogénezett
szoja-foszfatidil-glicerolt (HSPG) a Lipoid Inc.-td1 szereztiik be. Minden lipid tisztasaga

54



DOI:10.14753/SE.2019.2235

>97% volt. Zymosant a Sigma Chemical Co.-t6l (St. Louis, MO, USA), mig a

Doxorubicint a TEVA Pharmaceuticals-tol szereztiik be (Petach Tikva, Izrael).

Doxebo készités

Doxebo készitése ¢€s karakterizalasa egy korabbi cikkben kozoltek szerint végeztiik
el (244). Roviden, a Doxil lipid komponenseit 10 mL steril pirogén mentes normal
fiziologias soban hidrataltuk, majd 2-3 perc 70°C-os kevertetés révén kialakultak a
MLV-k. Az MLV 2 1épésben 62°C-on egy 10 mL extruder segitségével 0,4 és 0,1 pm
polikarbonat sziirdkkel szabtuk méretre 10-10x. A liposzomakat 0,15 M NaCl/10 mM
hisztidin pufferben (pH 6,5) szuszpendaltuk. Méret (Z-atlag: 81,17 nm) és PL
koncentracio (12,6 mg/mL) meghatarozas a cikkben leirtak szerint tortént (244).

Sertés kisérletek

A sertés kisérletek részletei korabbi publikaciokban megtalalhatoak (142, 143, 245,
246). Roviden, a kevert fajtaju him Yorkshire/Magyar Lapaly sertések (2-3 honaposak,
18-22 Kkg) a herceghalmi Allattenyésztési és Taplalkozastudomanyi Intézetbdl vannak.
Az allatokat Calypsol/Xilazinnal szedaltuk le, majd izoflurannal (2-3% O2-ban)
érzéstelenitettiik. Az intubaciot endotrachedlis csovekkel végeztiik el a szabad légutak
érdekében, és sziikség esetén biztositva volt szabalyozott szell6zés. Az allatok spontan
1élegeztek a kisérletek sordn. A sebészeti beavatkozast a povidon-jod (10%) fertStlenités
utan végeztilk el. A PAP méréséhez Swan-Ganz katétert (AI-07124, 5 Fr. 110 cm,
Arrow Internat Inc., Reading, PA, USA) vezettiink be a pulmonalis artériaba, a jobb
jugularis externa véndn keresztiil. Tovabbi katétereket helyeztiink be a baloldali
femoralis artériaba (SAP mérésére), a baloldali jugularis externa artériaba (séoldat és
gyogyszeradagolas érdekében) auris vénabol (vérvétel antitest mérés céljabol) és a bal
femoralis vénaba (vérvétel CARPA mérések céljabol). A pulzusszamot (Heart Rate -
HR) az EKG jelbdl mértiink, ami egy Ag/AgCl monitorozé elektrodokon (3M Health
Care, No: 2228) keresztil volt rogzitve. A vérnyomds és pulzusszam jeleket
ADInstruments LabChart Pro v8 (Sydney, Ausztralia) szoftverrel értékeltiik ki.

Minden kisérlet az intézményi €s a nemzeti irdnymutatasok és szabalyzasok alapjan

voltak kivitelezve, amelyek etikai és jogi engedélyeit a Semmelweis Egyetem
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Allategészségiigyi és Etikai Bizottsaga valamint a Févarosi Elelmiszerldnc-biztonsagi

és Allategészségiigyi Igazgatosaga hagyott jova.

Vizsgalattervezés

A sertések immunizalasa PEGilalt liposzoma (Doxebo) kis dozisa (0,1 mg PL/kg)
injekcidzasaval tortént, amit a vérben 1évé anti-PEG IgG és IgM mérése kovetett 6
hétig. A szerokonverzidnak megfeleléen (az az idétartam, amely alatt egy specifikus
ellenanyag kialakul és kimutathat6 valik a vérben), a CARPA reakciok vizsgalata soran
az immunizalt allatok egy wjabb kezelésen estek at, amely soran Doxebot, Doxilt és
Zymosant kaptak. A reakcidé okozta hemodinamikai valtozasok koziil a pulmonalis
hipertenzi6 volt a legegyenletesebb és legérzékenyebb kvantitativ marker. Reakcid el6tti
¢és soran vett vérbol kiilonb6zé markereket mértiink le, az anti-PEG ellenanyagokat
(IgM ¢és IgQG) és az sC5b-9-et. A valtozasokat Osszehasonlitottuk és korrelaltattuk a
naiv, azaz nem immunizalt alltokban megfigyeltekkel. Doxebo kisérletek egy PEGilalt
fehérjével, a Pegfilgrastimmal (Neulasta, Amgen Inc., Thousand Oaks, CA, USA)
immunizalt allatok eredményeivel is 6ssze voltak hasonlitva. A Pegfilgrastimmal (0,174
mg/kg) immunizalt allatok CARPA mérései soran, Pegfilgrastiomot, Doxebot és
Zymosant adtunk be. Ezekbdl szintén mértiink anti-PEG ellenanyag szinteket.

Bizonyos éllatokat, a 0. napon a Doxeboval torténd immunizalast ko vetéen vagy 0,1
mg PL/kg Doxillal, vagy Doxil human ekvivalens dozisaval (HED: 6,4 mg PL/kg)
kezeltiik.

CARPA reakciok vizsgalata sertésekben

A teszt mintakat (liposzoma szuszpenziok) és a Zymosant bolusban (<10 s) vagy
infazion keresztiil a bal jugularis externa vénan at adtuk be az allatoknak. A kezelés
soran tipikusan 0,1 mg PL/kg Doxebo injekciot kaptak az allatok, amit hasonld dozisu
Doxil, majd ennek 10-szeres dozisa kovetett, mig végiil 0,1 mg/kg Zymosant adtunk be,
mint pozitiv kontroll. Hemodinamikai valtozdsok folyamatosan egy szamitogépes
multiplex paraméteres hemodinamikai monitoring rendszerrel (1000 Hz mintavételi
sebesség) kovettik. A SAP jelbdl szarmazd szivritmus mellett, a SAP és a PAP

rogzitésébol szarmazod adatokat online atlagoltuk és rogzitettiik. A PAP és SAP gorbe
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alatti teriilet (AUC) szédmitasa a PAP és SAP higanymilliméter (mmHg) értékek

Osszegzésével voltak megallapitva az alabbi formula szerint:

x

PAP, + PAP,,.
E abs (H—PAPO)

n=1

ahol ,,n” a percet, ,,x” az utolso6 percet, mig a PAPg, a 0. percben mért PAP értéket jeldli.

Vérmintak
Az antitestméréshez sziikséges mintakat a fiil vénabdl vettik le az eldkezelést
megeldzden és kiillonbozé meghatarozott idépontokban. Az antikoagulaciot EDTA-val

végeztiik a megfelelé K3-EDTA csovek alkalmazésaval.

Sertés SC5b-9

A sertés sC5b-9 meghatarozast egy korabban k6zolt cikk alapjan végeztiik el (247).
Roviden, mikrotiter plate-t egérben termelt anti-human sC5b-9-cel fedtiink be (aEl1
klon), majd a 10 mM EDTA-t tartalmaz6é mintat 1 oraig inkubaltunk. Masodlagos
antitest, biotinilalt egér anti-human C6 (Quidel A219) volt. Az cléhivas streptavidin

torma peroxidaz és ABTS/H20: szubsztrat alkalmazasaval tortént.

Anti-PEG ellenanyag ELISA

Polysorp (Nunc, Roskilde, Dania) plate-t 4°C-on egy éjszakan keresztiil 1,25 ug
PL/well mMPEG2000-DSPE-vel (bikarbonat puffer, pH ~ 9) fedtiink be. 0,05% Tween-
20-at tartalmaz6 PBS-sel mostuk a lemezt 3x, majd 150 pL/well PBS/0,05% Tween-
20+2% szarvasmarha szérum albuminnal (BSA) blokkoltuk 37°C-on 2,5 6ran keresztiil.
Blokkolas utan ismét mostuk a welleket mosooldattal. Plazma mintakat PBS/0,05%
Tween-20+1% BSA oldattal higitottuk, majd masfél oraig 37°C-on inkubaltuk lassu
keverés kozben. Inkubalas utan a welleket 5x mostuk 1 percig mosasonként. 100
uL/well peroxidaz konjugalt anti-sertés IgM (2000x higitas, Sigma) vagy IgG (800x
higitas, Sigma) hozzdadasa utan 1 orat allt szobahdmérsékleten, amit a lemez G6tszori
mosasa kovetett. A masodlagos ellenanyagokat 100 uL/well tetrametil-benzidint (TMB)
¢s hidrogén peroxidazt tartalmazo oldattal (Neogen, Lancing, USA) hivtuk el6
szobahdmérsekleten sotétben 15 percen keresztiil. A reakciot 50 pL/well 2N H2SO4
oldattal allitottuk le, mig az abszorbanciat egy FLUOstar Omega 96-well plate reader

57



DOI:10.14753/SE.2019.2235

miszer segitségével hataroztuk meg 450 nm-en. A mintak titereit egy sertésbol
szarmazo standard plazma higitasi sorabdl éallapitottuk meg. A sertést vérvétel eldtt 8

nappal a Doxil hordozojaval (0,1 mg PL/kg) immunizaltuk.

Statisztikai eljarasok

Az adatok normal eloszlasanak vizsgalatat Kolmogorov-Smirnov tesztel végeztiik el.
A valtozok id6figgését Friedman-teszttel (nem parametrikus) hataroztuk meg (post-hoc
teszt: Dunn proba, tobbszoros dsszehasonlitod teszt). A kezelések soran sC5b-9 és PAP
AUC értékek valtozdsa kozotti Osszefiiggés megallapitdsdhoz Pearson analizist
hasznaltunk. A 0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik. A
statisztikai elemzéshez GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

programot hasznaltuk.

4.3 Komplement aktivacié in vitro gatlasa H-faktorral
Fehérjék, reagensek és szérumok

Tisztitott human FH-t a Merck Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A
rekombinans mini-FH (ami a FH CCP1-4 és CCP19-20 doméneket tartalmazza),
rovarsejtekben volt eléallitva (248, 249). CrEL-t és a Zymosant (Zymosan-A) a Sigma-
Aldrich Kft.-t61, az AmBisome-ot a Gilead Sciences Ltd.-t6] (Paris, Franciaorszag), mig
a Rituximabot (Rituxan, Roche, Nagy-Britannia) egy helyi gyogyszertarbol szereztiik
be. A vérvétel és a kisérletek a megfeleld kutatasi etikai bizottsag jovahagyasaval és a
Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik el. A beleegyezésiiket add6 donorok
egészséges kaukazusi Onkéntes véradok voltak. A periférids vérmintdkat BD
Vacutainer® (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) csOben gytijtottiik, amik 4°C-on alltak egy
darabig, majd centrifugélés és szétporcidzas utan a normal human szérumokat -80°C-on

taroltuk.

Liposzomak

Liposzomak készitése a 4.1 pontban vannak részletezve. Az Osszetételik a 19.
tablazatban van feltiintetve. A koleszterinhez rogzitett PEG2000-et tartalmazo
liposzéma az utrechti Gydgyszertudomanyi (Utrecht Egyetem, Hollandia) Intézetbdl

szarmazik.
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19. tablazat Kiilonb6zo liposzémak osszetételei.

Liposzéma Mol arany %-ban (Koleszterin : PEG : HSPC) Extrizié Meéret (d.nm)
4901S MLV 39:0:61 nem 2695
4901S SUV 39:0:61 igen 102,4
4902S MLV 39:5:56 nem 530,1
4902S SUV 39:5:56 igen 82,8
4903S MLV 39:10:51 nem 3234
4903S SUV 39:10:51 igen 69,3
ELISA mérések

A CrEL 105,4 mg/mL-re, a Zymosan 1,5 mg/mL-re higitottuk PBS-sel (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPOQg, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4), mig az AmBisome 20
mg/mL-re volt higitva steril vizzel. A FH-t vagy a rekombinans C inhibitort szintén
PBS-ben higitottuk. 5 puL higitott inhibitor 15 pL. NHS-sel volt 6sszekeverve, amihez 5
pL aktivatort adtunk hozza, majd 37°C-on 45 percig inkubaltuk. A PBS-ben higitott
Rituximab (végkoncentracio: 75 pg/mL és 300 pg/mL) és a FH, illetve mini-FH
(végkoncentracio: 1,3 uM) 50-50%-ban volt 6sszekeverve Lepirudint tartalmazo cs6ben
levett teljes vérrel (0ssztérfogat: 300 uL). Keverés utan 300 percig inkubaltuk 37°C-on,
majd 10 perc 1750 g fugalés utan az sC5b-9 koncentraciot (TECOmedical AG, Sissach,
Svéajc) mértiik a gyartd altal mellékelt protokoll szerint.

44 Komplement aktivacio szerepe a polisztirol nanorészecskék pulmonalis
vazoaktivitasaban

Anyag

A 200, 500 és 750 nm atmérdji Polystyrene Polybead® Carboxylate Microspheres
(Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) koncentracioi a gyarté altal megadottak
voltak (NP szama/mL) (250). A magas tisztasagh HSPC, koleszterin és DSPE-
mPEG2000 lipidek a Lipoid-tol, Rose Bengal, dinatrium-s6 az Alfa Aesar-t6l
(Lancashire, Egyesiilt Kiralysag) voltak beszerezve. Az anti-sertés C9 neoepitdp (klon:
aE1l) a Thermo Fishert6l, a FITS-konjugalt anti-human C3b/iC3b, (klén:7C12), Dr.

Ronald Taylor-t6l (pennsylvania-i Egyetem) szarmazik. Korabbi tanulmanyok szerint a
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7C12-es klon keresztreagal a sertés C3b/iC3b-vel. A human C3a, Bb, C4d és sC5b-9
ELISA a TECOMedicaltol, mig a Zymosan és az EDTA a Sigma Kft-t6l rendeltiik meg.

Liposzoma készités

A PEGilalt nanoliposzéma eldallitaisa - melynek lipid  Osszetétele
HSPC:Koleszterin:DSPE-mPEG2000 (3:1:1 tdmegarany) - korabban leirtak szerint
tortént (251, 252). A lipideket abszolut etanolban oldottuk fel 62-65°C-on, majd
magastisztasagl viz hozziadéasaval (hidratalasaval) MLV-t allitottunk el6. A MLV-bdl
SUV Kkialakitasa polikarbonat membranokon (porusatméré 400-100 nm) (Osmonics,
Trevose, Pennsylvania, USA) keresztiil tobblépcsds extriizios modszerrel tortént Lipex

extruder segitségével.

PS nanorészecskék fizikai-kémiai analizise

PS-NP-k méretét és méreteloszlasat DLS technolégiaval hataroztuk meg (253). A
nagy ¢s alacsony vezetOképességli Zeta-potencial (Zp) (150 és 1,5 mM natrium-nitrat
felhasznalasaval) Malvern Zetasizer Nano ZS-sel voltak lemérve, amihez natrium-nitrat
elektrolitot hasznaltunk. Ez a natrium-kloridnal sokkal kevésbé artalmas elektroda, és
szinte azonos ozmotikus nyomassal és vezetOképességgel rendelkezik (Kanaan és
Barenholz nem publikalt eredményei).
segitségével vizsgaltuk meg (254). Nanoliposzomak szolgaltak referenciaként, amiknek
karakterizalas hasonl6 modon tortént.

A felszini hidrofobicitdst a nanorészecskék Rose Bengal (RB) xantén festés
adszorpcidjanak mérésével allapitottuk meg (255), referencia itt is a nanoliposzéma
volt. 0,04 mg/mL RB festéket 2 oran keresztiil inkubaltunk PS-NP névekvo
kovetett, majd a feliiliszobol a szabad festéket 550 nm-en hataroztuk meg.

A PS-NP-k ¢és a liposzomak felszinének kiszamitisa soran, monodiszperz rendszert
feltételeztiink, aminek atmérdje egyenlé a DLS-vel mért hidrodinamikus atmérével. A
teljes felszini terliletet a gyartd altal megadott részecske szam szerint szamitottuk ki
(250) a kiilonboz6 PS-NP-k esetében, vagy Nanosight Tracking Analysis (Malvern,
Nanosight instrument NS300) segitségével mértiik le.
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PS nanorészecskén torténoé C3b lerakodas és terminalis komplex (C5b-9) képzodés
FACS analizise in vitro sertés szérumban

500 és 750 nm-es PS részecskéket tartalmazo keveréket, sertés szérummal (térfogat
arany: 1:39) inkubaltunk 37°C-on, folyamatos kevertetés mellett. A gyongyok
koncentracioit ugy allitottuk be, hogy egyenld feliiletiik legyen (5sszesen 0,3 cm?/mL).
5 kiilonbozo (0, 1, 3, 5 és 20 perc) idopontban vettiink mintat, ami utdn a C aktivacio
EDTA-t (végkoncentracio: 20 mM) tartalmazé jéghideg Dulbecco PBS-sel (Ca?*/Mg?*
nélkil) (D-PBS) allitottuk le. 20 percig inkubalt, 20 mM EDTA-val kiegészitett
szérumhoz hozzdadott PS nanorészecskék voltak a negativ kontrollok. Ezt kdvetden a
részecskéket 2-szer mostuk ,,festé pufferrel” (PBS/3% FBS/0,05% natrium-azid), majd
anti-iC3b-Fluoreszcein-izotiocianat (FITC) antitesttel (klon: 7C12) vagy anti-C9
neoepitdp (anti-C9neo) antitesttel (klon: aE11) festettiik 30 percig 4°C-on. Mosas utan
az anti-C9neo-val jelzett részecskék indirekt modon tovabbi PE-jelzett anti-egér
antitesttel (BioLegend, San Diego, CA, USA) kezeltiink ,,festé pufferben” 30 percig
4°C-on. A 0 perces mintak egy részét aE11 mentes PE jeldlt szekunder ellenanyaggal is
festettiik a fluoreszcencia hattér feltérképezéséhez. Az egyes mosasi 1épések kozott s
utan centrifugalassal (5000 g 6 percig, 4°C) szeparaltuk a partikulumokat. A C aktivécio
¢s mintael6készités utan partikulumokat aramlési citometridval (FACScan, Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) mértiik és az adatokat szoftver (Kaluza,
Beckman Coulter, Brea, CA, USA) segitségével elemeztiik. A részecskéket az FL2-ben
mutatott autofluoreszcencidjuk (FL2-H), jelszélességiik (kicsi FL2-W), valamint az
oldalszoras (SSC) alapjan azonositottuk. Az FL-1 (anti-iC3b-FITC festés) és az FL-2
(kozvetett anti-C9neo és aEll mentes PE jelolt szekunder ellenanyag) szamtani

kozépértékébol kovetkeztettiink azok felszini kotodésére.

PS-NP okozta komplement aktivacié detektaldsa sertés szérumban Western blot
analizise altal

200, 500, vagy 750 nm PS nanorészecskéket (végkoncentracio: 145 cm?/mL) sertés
szérummal (Oriental Yeast Co.,Ltd., Tokio, Japan) inkubaltunk 30 percig (1:9 térfogat
arany) 37°C-on. Ezutan az elegyet 0,1%-0s SDS (natrium dodecil-szulfat)-pufferrel
higitottuk, majd 5-20% SDS-PAGE gradiens gélen redukald koriilmények kozott
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elektroforetikusan szétvalasztottuk. Blottolast kdvetden a nitrocelluléz membrant
(Hybond-ECL, GE Healthcare, Chalfont, Egyesiilt Kiralysag) 0,05% Tween20 és 3%-0S
nem zsiros szaraz tejport tartalmazé PBS-sel (tovabbiakban ,,Mosé oldat”) blokkoltuk
szobahémérsékleten 1 6ran at. Haromszori moséas (Mos6 oldat) utan a membranokat
4°C-on egy ¢jszakan at inkubaltuk anti-sertés C3 antitesttel (nytl poliklonalis antitest,
LifeSpan Biosciences, Inc., Seattle, Washington, USA) (1:1000). Ismételt mosasok (3x)
utdn a membranokat torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt anti-nyal IgG-vel
(ThermoFisher Scientific) (1:10000) inkubaltuk szobahémérsékleten 1 oran at. Ujabb
mosasok utan (3x), a membranokat ECL Plus Chemiluminescence Reagent (GE
Healthcare) alkalmazasaval kemilumineszcencia detektalasaval hivtuk elé és a kapott
képeket LAS-4000 EPUV mini és Multi Gauge v.3.2 (FujiFilm, Tokid, Japan)

segitségével elemeztiik ki.

Human szérumok ELISA mérései

Egészséges donoroktol szarmazd normal human szérumokat 200, 500 és 750 nm
PS-NP-kel (térfogat arany: 1:4) inkubaltunk folyamatos kevertetés kdzben 45 percig
37°C-on. Az 6sszfelszin minden mintaban 72,5 cm?mL volt. A reakciét 10mM EDTA-
val kiegészitett ELISA kitbdl szarmazd minta higitoval allitottuk le. A C3a, Bb, C4d és
SC5b-9 szintek ugyanabbdl a mintabol voltak meghatarozva, a megfelelé ELISA kit
révén (kovetve gyartd altal eldirt utasitasokat). Az optikai denzitast, amibdl a

koncentracio hatarozhaté meg, FLUOstar Omega plate reader segitségével olvastuk le.

Sertés kisérletek:

A sertés kisérletek a 4.2 pontban vannak részletezve.

Sertések kezelése PS nanorészecskékkel

A PS-NP-t és a Zymosant bolusként (<5 s) adtuk be az allatoknak a jugularis
vénaba, amit 5 mL sooldattal valé bemosas kovetett. A kiillonbozé NP-k koncentracioit
ugy Aallitottuk be, hogy az NP-k teljes feliilete kiegyenlitett legyen cm?mL-ben
(korabban leirva).

Statisztikai analizis
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A statisztikai elemzés soran, paros T-prébat, 2 mintas T-probat, egy szempontos
ANOVA-t (post-hoc teszt: Tukey-teszt), linearis regressziot és korrelacios analizist
hasznaltunk. Ezeket az elemzéseket a GraphPad Prism szoftver segitségével készitettiik

el. Részletek az adott kisérletben vannak leirva.
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5. Eredmények

5.1 PEG:ilalt liposzomak hidroféb erdok kivaltott aggregacidjanak vizsgalata
PEGilalt liposzomak AS okozta kicsapédasa

PEGilalt liposzomakhoz hozzaadott kiilonbdz6 koncentracioju AS (>0,8 M), er0sen
megnovelte a liposzoma szuszpenzid opalossagat. Az opalossag novekedését - amit a
vezikulak precipiticidja magyarazhat - turbidimetriaval kovettik 0-2 M AS
nem volt kicsapodas 0,75 M AS koncentracio alatt. 0,75 M f6lott a turbiditas hirtelen
emelkedett, majd 1M f616tt nagyjabdl 1 nagysagrenddel nagyobb lett az érték, mint AS

hianyaban.

6000 1 ~0.20

Z-atlag (d. nm)
Turbiditas (AU)

AS koncentracioé (M)

14. abra Liposzoma szuszpenziok turbiditias (piros vonal) és atlagos részecske atmérdje (fekete vonal)
ammoénium-szulfat (AS) koncentracié fiiggvényében. 3 kiilonb6zé mérés atlag+SD értékei. A lipidkoncentricio

a mérés soran allandé volt (50x higitas, 0,318 mg/mL).

A turbiditas hirtelen novekedése Osszefliggésben volt a vezikuldk aggregacidja
miatti méretnovekedéssel. Az AS koncentracid hozzdadasa soran kialakulo részecskék
méretét dinamikus fényszorassal (DLS) is lemértiik (14. abra). 0,8 M AS alatt a
részecskék atlag mérete 83,2 nm és 91,5 nm kozott valtozott. Az AS koncentracié 1 M-

1g torténd emelése soran, a méret hirtelen ~2000 nm-re, mig 1 M felett a méret tovabb
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nétt, viszont lassabb emelkedést mutatott. 2 M AS koncentracional a részecskék atlagos
mérete 5000 nm koriil volt. Meg kell jegyezni, hogy a részecskeméret Z-atlaggal volt
jellemezve, ami gomb alakli geometriai és monomodalis méreteloszlast feltételez.
Aggregacio esetében a részecskék alakjai valoszintileg eltértek a gomb alaktol, amit a
0,75 M AS {olott mért polidiszperzitasi index novekedése (>0,14, ami heterogén mintat
feltételez) is mutatott. Ez azt jelenti, hogy a részecske atlagos atmér6jét mutatd a Z-
atlag paraméter, csak egy nagysagrenden beliili megkozelitésének felelhetett meg.

A precipitacios folyamatok mikroszkopikus részleteinek, illetve a vezikula
aggregacio lejatszodasanak vizsgalatahoz morfologiai méréseket is végeztiink. A
precipitalt mintak faziskontraszt mikroszkép képei olyan szabalytalan alaku kisebb

klasztereket tartalmazd elagazo objektumokat mutattak (15. abra), amik hasonloak a

liposzéma aggregatumok elektronmikroszkopos képeihez (256).

15. abra Liposzéoma aggregatum faziskontraszt mikroszkopos képe 1 M AS-ban. Nagy elagazé objektumok és
kisebb aggregatumok jelennek meg (200x higitas, 0,0795 mg/mL lipidkoncentracié).

Az aggregatumok ultrastruktirajanak és kialakuldsanak kovetésére a liposzomakat
kiilonboz6é AS koncentracidban vizsgaltuk AFM-mel (16. abra). 0 és 0,7 M AS-nal
egyedi liposzomak, mig 0,8 M AS-nal kis linearis liposzoma asszociatumok voltak
lathatoak, ami az aggregacié kezdetére utalhat. 0,9 M AS-nal vilagosan kivehetd nagy
aggregatumok voltak megfigyelhetéek. 0,8 M AS-ban a vezikulak mellett sima feliileti
5-7 nm-es topografiai magassagu hattér is megfigyelhet6 volt. Kettésrétegnek tiinik, bar
némileg vékonyabb, mint egy mindkét oldalon PEG polimerrel boritott lipid kettOsréteg
(~12 nm) (257, 258). A kettosréteg ,foltok™ valdszinlileg azért tiintek fel, mert a
vezikulak az ozmolitas novekedés kovetkeztében nagyobb hajlamot mutattak arra, hogy

kipukkadjanak (259, 260). A foltképz6dés egy altalanos jelenség a liposzoma mintak

65



DOI:10.14753/SE.2019.2235

esetében. A kiilonb6zo méretii foltok szinte az 6sszes irodalomban publikalt liposzomas
AFM-képen megtalalhatéak (261, 262). Erdekes modon, a foltképzédés megjelenése az
AS koncentraciotol fiiggott, amint azt a 16. abra képei bizonyitjak. Mig a foltképzodés
alacsonyabb AS koncentracion szorvanyos volt, addig 0,8 M felett kifejezetté valt (16C.
abra), 0,9 M-nal pedig a felszin nagy része Osszefiiggod lipid kettosréteggel volt befedve
(asszociatumok és vezikulak hattere a 16D. abran). 0,9 M AS-ban megfigyelt liposzoma
asszociatumok (16D-F. abrak) valtozatos nagysagrendiek voltak par szdz nm-t6l
néhany pm-ig, ami nagysagrendileg korrelalt a DLS adatokkal (14. abra). Erdemes
megjegyezni, hogy a szabalytalan vezikula formak akar a képalkotds soran létrejovo
miitermék is lehetett és nem feltétlen a liposzomalis alakvaltozasé. Az AS koncentracio
0,8 M feletti ndvelése, nehezitette a képalkotast, ami valdsziniileg a megjelent nagy és
laza méretli aggregatumok tokéletlen felillet kotédésének volt kdszonhetd. Szamos
probalkozas tortént annak érdekében, hogy a magasabb AS koncentracidban talalhato

nagyobb aggregatumokrodl képet alkossunk, de ezek a kisérletek sikertelen voltak.

magassag v

100

50

0.0 0.5 1.0 um

0 20 40 60 80 100
nm

16. abra (A) 0 M, (B) 0,7 M, (C) 0,8 M, (D) 0,9 M AS koncentracional a liposzomak AFM amplitado kontraszt
képei (500x higitas, 0,0318 mg/mL lipidkoncentracio). Az (E) abra a (D) abra magassag képét szinkédoltan
abrazolja, mig a (F) abra az (E) abran lathaté piros vonal magassag profiljat abrazolja. Az (E) és az (F) fehér
és piros haromszogek a liposzoéma klaszter legmagasabb pontjanal helyezkednek el. A jobb alsé sarokban 1évé

szinsav az (E) abra magassagat kédolja.
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Aggregacié kivalthatja a vezikula fuziot

Liposzomak precipitalasa nem csak aggregacidt, hanem nagyobb méretli fuzionalt
vezikulakat is eredményezhet. Az esetlegesen bekovetkezé fuzio és a fuzios
koncentracio kiiszobértékének megallapitasahoz, sziikség volt az AS precipitald
hatdsanak megsziintetésére, igy az AS kiilonb6z6 koncentracidjaban (0,8-2 M AS)
kicsapott liposzoma mintakat 15 perccel kés6bb atvittiik megfelelé koncentracioju AS
oldatba (0,1 M).
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17. abra (A) Kiilonb6z6 (X tengelyen feltiintetett) precipitaléo AS koncentraciobél visszahigitott liposzomak
mérete (Z-atlag+SD). Piros szaggatott vonal a kontroll liposzéma méretét mutatja. (B) Fiziologias sé oldatban
1évo liposzoma amplitidé kontraszt AFM képe. (C) és (D), 1 és 2 M AS-ban aggregalt, majd 0,1 M AS-ra
visszahigitott minta amplitido kontraszt AFM képe. A fehér haromszog egy nagyméretii vezikulat jelez a (C)
abran. (D) abran néhany nagyméretii vezikula ,,felszakadt” a képalkotis soran, ami kettésréteg foltokat

eredményezett a feliileten. Lipidkoncentracié a mintakban azonos volt (200x higitas, 0,0795 mg/mL).

A DLS adatok atlagméretben nem mutattak szdmottevd kiilonbséget 0,8 ¢s 0,9 M
precipitacios koncentracioban. 1 és 1,1 M-ban egy enyhe emelkedés volt megfigyelhetd,
mig 1,2 M-t6l egy szignifikansabb és monoton emelkedés volt lathato (17. abra). A

mintak AFM képei a fuzionalt liposzomak megjelenését mutattdk. A méret és a
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fuzionalt vezikuldk viszonylagos mennyisége is emelkedett az AS koncentracid
fiiggvényében. A 1 M-ndl az atlagosnal nagyobb liposzémak szoérvanyosan jelentek meg
(17. abra), mig 2 M-ndl mar a nagyobb szabalytalan alaku vezikulak voltak a
dominansak (17. abra).

A 18. dbra az 1 és 2M AS-ban precipitalt mintak fokozatosan visszahigitott DLS
eredményei lathatoak. 1 M AS koncentraciobol visszahigitott precipitalt minta esetében
0,65 M-nal az éatlagméret 93,9£1,9 nm volt, ami a tovabbiakban nem csokkent
jelentésen (0,1 M AS: 92,0+£2,6 nm). Ez az érték egy kicsit nagyobb, mint a kontroll
liposzéma (83,2+2,2 nm), ami azt sugallja, hogy az aggregacio tobbnyire reverzibilis
volt és csak néhany vezikula fuzionalt. 2 M-os minték esetében a 0,1 M-ra visszahigitott
minta atlagmérete (346,0+48,7 nm) sokkal nagyobb volt, mivel a vezikuldk jelentds

része fuzionalhatott (17. abra).
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18. abra Liposzéma szuszpenziok atlagos részecskemérete az 0-2 M AS koncentracio fiiggvényében (fekete
vonal). A négyzet (kék vonal) és kor (piros vonal) azokat a részecskeméreteket mutatja, ami 1, illetve 2 M AS-

ban aggregaléodott mintak fokozatos higitasa soran kapunk (50x higitas, 0,318 mg/mL lipidkoncentracio).

Precipitacio nem a feliileti toltés megvaltozasanak kovetkezménye
A kolloidalis vezikuldk fizikai stabilitisa nagymértékben fligg a feliileti
toltésstiriségtdl, ami az oldat és a vezikuldris felszinhez kot6do ionok véandorlasa

kozotti elektromos potencial kiilonbséggel (vagy Zeta-potenciallal) kozelithetd. Széles
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korben elfogadott, hogy a 30 mV alatti Zeta-potencidl a kolloid diszperzidkat
aggregaciora hajlamossa teszi (263). Mivel a feliileti toltés tulajdonsagok és igy a
liposzomalis vezikuldk fizikai stabilitdsa ionok révén nagymértékben befolyasolhatd, a
liposzomak Zeta-potencialjanak AS altal torténd modositasa kulcstényezd lehet az
aggregacio kialakuladsahoz.

A kontroll minta Zeta-potencial értéke -71,7+2,5 mV volt, ami egy erds negativ
felszini potencialt jelentett és egy rendkiviil nagy kolloid stabilitasnak felelt meg (263).
AS hozzédadasa a Zeta-potencial nagymértékii novekedéséhet vezetett, mar viszonylag
kis koncentracioban is (19. abra). Az AS felszini toltés valtoztatd hatasanak maximumat
0,1 M koncentracioban érte el, amely majdnem egy nagysagrenddel kisebb, mint az

aggregacios kiiszobérték koncentracio (14. abra).
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19. abra PEGilalt liposzomak Zeta-potencialja AS koncentracio fiiggvényében. A voros vonal az adatokra
illesztett Langmuir-Freundlich izoterma. Zeta-potencial 3 Kkiilonb6z6 mérés atlag+=SD értékei. Kontroll

liposzoma (0 M AS Kkoncentricié) Zeta-potencidlja -71,7+2,53 mV. A beagyazott abra logaritmikusan (X
tengely) abrazolja az eredményeket (50x higitas, 0,318 mg/mL lipidkoncentracio).

Precipitacio a PEG-gel kapcsolatos
kiilonb6z6 PEG mennyiséget tartalmazo liposzomakat kevertiink 6ssze AS-tal. A DLS
adatok azt mutattak, hogy a konvencionalis (azaz PEG-et nem tartalmazd) liposzomak

esetében nem volt méret novekedés 2 M AS-ban sem (20. abra). A PEG tartalom
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novelése (2-10%) a precipitaciés gorbét balra tolta el, ami azt jelenti, hogy az
aggregacio eldidézéséhez elegendd volt mar az AS alacsonyabb koncentracioja is. Ez
ismét alatamasztja, hogy a precipitacio a PEG-gel kapcsolatos jelenség. Figyelembe
véve, hogy a feliileti t6ltés moddositasa nem befolyasolja a liposzéma aggregaciot,
feltételezhetd, hogy a felszini polimer lancok valamilyen szerkezeti atmenete kell, hogy

szerepet jatsszon az aggregacioban.
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20. abra PEG tartalom hatasa az AS Kkoncentraciofiiggé liposzoma aggregaciora. Higitas: 50x (0,318 mg/mL
lipidkoncentracio). Szaggatott vonal: 0% mPEG; piros vonal: 2% mPEG; kék vonal: 5% mPEG; fekete vonal:
10% mPEG.

AS dehidratalja a PEG lancokat
Mivel a precipitacié a PEG jelenlétéhez kapcsolodik, kézenfekvd, hogy az AS -
amely egy kozmotrop szer (264, 265) -, dehidratalja a PEG polimereket, és igy a PEG-

crcr

cyey

egy modszert dolgoztak ki a lopakodd (,.stealth”) liposzoémak PEG rétegének
jellemzésére a PEG lanc C-O-C csoportjainak trans-gauche aranya alapjan (266). A
PEG lanc 1100 cm™ koériili C-O-C rezgéséhez tartozo Osszetettsav 5 savkomponensre

bonthato fel. A 1093 cm™ koriili saivkomponens a PEG C-O-C csoportjainak trans
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crer

(267). A 1139 és 1029 cm! siavokat a §(-CHz-) deformécidhoz és a v(C-C)
nyujtorezgéshez lehet kapcsolni. A viszonylag intenziv 1068 cm™ koriili sdvkomponens
a v(C-OH) csoportokhoz rendelhetd. A PEG rész inter- és intramolekularis H-kotésének
valtozasaval a C-O-C csoport trans, illetve gauche konformacidja is megvaltozik, igy az
infravords spektrumokbol meghatarozott trans—gauche konformacié arany alkalmas
marker lehet a PEG réteg szerkezetének és kozvetett modon akar a hidratacios
allapotanak jellemzésére (266).

Az 1-2 tomegszazalékos koncentracioju PEG liposzomak ATR-FTIR spektrumat az
erds vizabszorpcios savok uraljak, igy a spektralis értékelés elsd 1épéseként a viz hattér
kivonéasara (AS-oldat) volt sziikség. Mivel a v(C-O-C) rezgd savok atfednek a PL
komponensek foszfat nyujtérezgéseivel (vVPO2), a tiszta HSPC (mint a PEGilalt
liposzoma {6 Gsszetevdje) referencia spektrumat szintén kivontuk a PEGilalt liposzéma
spektrumabol. A spektralis kivonas utani 1100 cm™ koriili sav tipikus dsszetevéi a 21.

abraan lathatoak.
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21. 4bra 1100 cm™ koriili savok dsszetevire valé felbomlasa spektralis kivonas utan: (A) PEGilalt liposzomak
vizben, (B) PEGilalt liposzomak 1 M AS oldatban, (C) PEGilalt liposzomak 2 M AS oldatban. Az iires korok a
mért adatpontokat, a folytonos vonalak az illesztett spektrumot, az egyedi sivkomponenseket és a

maradvanyokat mutatjak.

Min¢él nagyobb a trans konformerek relativ intenzitdsa, annal magasabb a PEG
réteg hidrataltsaga. AS hozzaadasaval (I M koncentracid) a gauche konformacioban a
v(C-O-C) relativ intenzitdsa ndvekedett (22. abra), jelezve, hogy a kozmotrép so
csokkenti a PEG polimerlancok hidrataltsagat. Magasabb AS koncentracid esetében (2
M) egy 1068 cm-es savosszetevé dominalt a spektrumban. Ezt savosszetevd a v(C-
OH) csoportokhoz rendelhetd. Erdekes, hogy v(C-O-C) trans komponenshez tartd

savosszetevot nem tudtunk azonositani. Hasonld jelenséget tapasztaltunk a tiszta DSPE-
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PEG2000 lipid (~10 tomeg%) vizben késziilt micella esetében is (nem mutatott

eredmények).
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22. abra Sztérikusan stabilizalt liposzomakat borito PEG lancok v(C-O-C) savjanak trans/gauche aranya
vizben, 1 M AS-ban és 1 M guanidin-kloridban. Az eredmények 3 kiilonb6z6 fiiggetlen mérés atlag+SD

értékei. A guanidin-klorid nagy szoérasat a hattér kivonasanak bizonytalansaga okozhatja.

Mas kozmotrop sok is kivalthatjak a PEGilalt liposzomak precipitaciojat

A liposzomak PEG-gel kapcsolatos precipitacioja nem AS specifikus, hanem
altalanos kozmotrop jelenség, ami kiilonbozé sok ,lopakodd” liposzémakra vald
hatasaval igazoltunk. Minden vizsgalt kozmotrop sé (natrium-citrat, natrium-szulfat,
magnézium-szulfat) a vezikuldk precipitacidjdhoz vezetett, mig a kaotrop sok
(magnézium-klorid és guanidin-klorid) nem aggregaltak a liposzomakat (23. abra). A
kozmotrop sok hatasa koncentraciofiiggé és az ionok a koncentracios kiiszobérték
szerint sorrendbe allithatoak: natrium-citrat<natrium-szulfait<magnézium-
szulfat<ammonium-szulfat (24. abra). Ez a sorrend jo egyezést mutat a korabban

megfigyelt PEG-s6-viz rendszerekben 1év6 ionok kétfazis képzo képességével (268).
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23. abra (A) Liposzoma szuszpenziok turbiditasa kaotrép s6k koncentraciojanak fiiggvényében, guanidinium-
klorid (GdmCl) és magnézium-klorid (MgClz) (50x higitas, 0,318 mg/mL). (B) Liposzéma aggregatumok
faziskontraszt mikroszkop képei natrium-citrat, natrium-szulfit (Na2SOs), magnézium-szulfat (MgSOs) 1M
koncentraciéjaban (200x higitas, 0,0795 mg/mL). (C) PEGilalt liposz6mak Zeta-potencial értéke kiilonb6z6 so6
koncentraciok fiiggvényében. Piros vonal az adatokra illesztett Langmuir-Freundlich izotermat mutatja. Az
illesztésekbdl kapott adszorpciés konstansokat (K) és a heterogenitasi indexeket (n) a tablazat foglalja 6ssze
(50x higitas, 0,318 mg/mL).

A kozmotrop sok feliileti toltés moddositdé hatasa sokkal alacsonyabb
koncentracioban elérte a maximumot, mint ami az aggregaciohoz sziikséges (23. abra),
hasonloan az AS esetében megfigyelteknél (19. dbra). Az ionok abszorpcids allandoi
nem voltak Osszefiiggésben a precipitalod képességiikkel. Nemcsak a kozmotrép, hanem
a kaotrop sok is - amelyek nem aggregaltdk a PEGilalt liposzoémat — eltoltak a

liposzomak Zeta-potencial er6sen negativ értékét a neutralis tartomanyba (23. abra).
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24. abra Liposzoma szuszpenziok turbiditasa a sokoncentracio fiiggvényében. Az eredmények 3 kiilonbozo
fiiggetlen mérés atlag+SD értékei. PEG koncentracié 5 mél% és a lipidkoncentracié 0,318 mg/mL (50x

higitas).

Rekonstitualt liposzomak okozta komplement aktivacio

Az 1 és 2 M AS koncentracidban aggregalt, majd fiziologias sdoldatban felvett
liposzomak indukalta C aktivaciojat BVVS teszttel allapitottuk. Ugyanazon
liposzomabol szarmazod kontroll liposzoméak - melyek nem voltak kezelve AS-tal -
mérete 80,53 nm volt, mig az kezelt liposzomak atlagos részecskemérete 148,1+37,4
(1 M AS-ban), illetve 268,5£102,2 nm (2 M AS-ban) volt (25. abra).

A 25. 4bra a pufferrel kezelt NHS hemoliziséhez képest mutatja a 3 kiilonb6z6
liposzoma C fogyasat szazalékban, amibdl a C aktivaciora lehet kovetkeztetni. A
kontroll és rekonstitualt (kezelt) liposzomak okozta C aktivacidé kozott szignifikans
kiilonbség volt. A két kiillonbozé méretli és eltérd fuzionalt vezikula mennyiséget

tartalmazo liposzomak szintén szignifikans kiilonbséget mutattak.
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25. abra Kontroll és 1 M, illetve 2 M AS-ban precipitalt rekonstitualt (Re) liposzomak mérete és komplement
aktivacioja. (A) BVVS tesztben hasznalt 5 kiilonb6z6 liposzéma minta atlagos részecskeatmérdje (Z-atlag). (B)
Kezeletlen és kezelt (Re) liposzomak okozta komplement aktivacié BVVS tesztben. Adatok legalabb 12
kiilonbozé6 NHS atlag£SD eredményeit mutatjak. ***P<0,001, ****P<0,0001 (ANOVA; Tukey-teszt)
Lipidkoncentracio 3,975 mg/mL (4x higitas).

5.2 Anti-PEG IgM antitestek szerepe PEGilalt liposzomak okozta anafilaxisban
A Doxebo T-sejt-fiiggetlen, 2. tipusi immunogenitasa

Sertések immunizalasa Doxebo (0,1 mg PL/kg) i.v. dézisaval az anti-PEG IgM
massziv, mig az anti-PEG IgG parhuzamos, de kisebb emelkedéséhez vezetett (26.
abra). Az A és B panel linearisan és logaritmikusan mutatja a titereket, az als6 az Y
tengely also régioit szemlélteti jobban. Az ellenanyag novekedés a kezelés utani 3.
napon kezdddott és a 7-9. napon érte el a csicspontot, majd 4-6 hét utan tért vissza
kiindulasi szinthez.

Tovabbi fontos megfigyelés, hogy az anti-PEG IgM szintek 0 percnél nem voltak
nulldk, ami feltételezi a mar meglévd (természetes) anti-PEG ellenanyagok jelenlétét
(269, 270). A természetes anti-PEG IgM titerei a kiilonbozé allatokban jelentds
valtozasokat mutattak (median: 140, Q1: 82, Q3: 764, n=19), valamint az IgM 50-100-
szor magasabb volt, mint az IgG (26. abra). Még egy lényeges megfigyelés, hogy a
Doxebo kezelés utan a természetes ellenanyagok titerei az elsé két napon lecsokkentek a

kiindulashoz képest (26. abra).
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26. abra Doxebo immunogenitasa anti-PEG ellenanyag titer fiiggvényében linearisan (A) és logaritmikus (B)
abrazolasban. A hibasavok SEM-ben vannak feltiintetve, amelyek az A panel mindegyes idépontjaiban
feltiintetett sertés (n) szamabél szarmaznak. A Kkiindulasi érték (n=19), az immunizalt (n=12) és a nem
immunizalt (n=7) sertések szamabdl addédik Ossze. Az ett6l eltéré szamokat a Kkiilonb6z6 idépontokban

esetlegesen eléfordulo elhullisok okozzak.

Anti-PEG IgM szerepe a Doxil indukalta tulérzékenységi reakciokban

Korabbi eredmények alapjan sertésekben a Doxil okozta pulmonalis hipertenzi6 -
ami a gyogyszer i.v. beadasa utan perceken beliil megtorténik -, a legérzékenyebb és
legkvantitativabb modszer a HSR mérésére (143). Annak érdekében, hogy ez a reakcid
korreléltathatd legyen az anti-PEG ellenanyag szintekkel, a liposzoma beadast kovetd
percekben a PAP kezdeti valtozasat figyeltiik az anti-PEG IgM titerek fliggvényében
nem szenzitizalt allatokban. Korabbi eredményekkel 6sszhangban (143), a Doxil
injekcidja a PAP enyhe (2-szeres) emelkedését eredményezte 2 percen beliil, majd az

értékek 10 percen belill visszaalltak a kiindulasi szintre (27. abra).
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Az anti-PEG IgM titer esését kétfazisi exponencialis csokkenéssel lehetett
jellemezni, ami egy gyorsabb ¢és egy lassabb folyamatbol tevdédott ossze. A
csokkenésnek 2 oka lehet, az egyik hogy a liposzomakhoz kotédo antitestek kilépése a
keringésbol (clearance) in vivo felgyorsul, a masik pedig hogy a liposzomak
kompetalnak az antitestek kotédésével a PEG antigénhez az ELISA mérés soran, tehat a
matrixhatas. A két folyamat kinetikaja kiilonb6z6, és nem nehéz belatni, hogy a
matrixhatas az els6 percben dominal és a clearance-hez kepést gyorsan szaturalodik,
azaz eltinik. Ennek megfeleléen a gyorsabb fazis feltételezhetéen a matrixhatast
tikrozi, mig a lassabb fazis a clearance-t, tehat a valodi titervaltozasokat. Ezen
elméletnek megfeleléen a kezelés elétti alapszinteket mutatd 0. perces mintakat
kihagytuk a Doxil/Doxebo kezelés utani anti-PEG IgM rovid idStartalmu értékelésébdl,
¢és az 1 perces mintakat hasznaltuk referencia pontként a valtozas kdvetésére. Amint azt
a 27. abra mutatja, ebben az esetben az anti-PEG IgM szint egyfazisi exponencialis
lecsengést mutatott (R*=0,989), aminek a felezési ideje ~3 perc. Ez megfelel az
liposzomak IgM-kaotését kovetd C aktivalas és opszonizacio altal kivaltott gyors RES
felvétel Kinetikajanak (240). Az IgM kotédés  kritikus, kauzalis szerepének
bizonyitékaként a PAP és IgM valtozasa a perc skalan szignifikans linearis korrelaciot
mutatott (R?>=0,966, 27. 4bra).
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27. abra Hemodinamikai valtozasok és a plazma anti-PEG IgM szintek PEGilalt liposzomakkal kezelt
sertésekben. (A) Bélusban beadott 0,1 mg foszfolipid (PL)/kg Doxil injekcié okozta pulmonalis hipertenziok
naiv sertésekben. (B) Plazma anti-PEG IgM 1. perc %-a fiiggvényében. A pontokra exponencialis gorbe volt
legjobban illeszthetd, R?=0,989. Span: Y0 és a platé kozti kiilonbség. (C) Doxil kiviltotta PAP (szamolva az A
panel értékeib6l) és az anti-PEG IgM (B panel) valtozasok kozotti korrelacié az 1. perc fiiggvényében. Az

adatok atlagtSEM eredményeit mutatjak (n=5).

PEGilalt liposzomak fokozott reaktogenitasa Doxeboval immunizalt sertésekben
Ebben a bekezdésben az anti-PEG IgM titerek és a Doxil/Doxebo indukalta HSR
kozotti Osszefiiggést vizsgaltuk. A 28. abraan a Doxebo és a Doxil sorozatos bolus
injekciok 4altal okozott hemodinamikai valtozadsok vannak feltiintetve a 4 héttel
korabban Doxeboval immunizalt sertésekben. A PAP valasz abszolit értékben és
iddtartamban is nagymértékben emelkedett a kontroll allatokhoz képest (27. 4bra) és
Osszhangban volt a szignifikins SAP és pulzusszam valtozdsokkal valamit a
tachyphylaxis eltlinésével (azaz, az ismételt beadas szintén reakciot okoz).
Mindazonaltal ez a reakcio 5 sertés koziil egy esetében relative ,,enyhe” volt a 4 masik
immunizalt sertés reakcidjahoz képest, ahol megjelent a ,,sziv anafilaxis” (271) (28.
abra), vagyis 2-3 percen beliili keringési Osszeomlas, amihez kardiopulmonalis

ujjaclesztés kellett epinefrinnel és/vagy elektrokonverzioval a talélés érdekében. A 28.
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abra a borkititéseket mutatja ezekben az allatokban, amely a liposzoma beadas utan 2-10

perc kozott tetdzott.
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28. abra PEGilalt liposzomak reaktogenitisa Doxeboval immunizalt sertésekben. (A) Hemodinamikai
valtozasok az egyik allatban az 5 koziil, amelyik silyos, de nem halalos valaszt adott liposzoma ismételt
injekcioira immunizacié utan 4 héttel. (B) Sulyos anafilaktikus reakcié egy masik immunizalt sertésben, amely
a tovabbi négy sertés immunizalas utiani 2-6 hetes intervallumban vizsgalt reakciéit illusztralja. A valosidejii
hemodinamikai nyomok, a nagy kilengésii zajok egybeesnek az szivmasszazsos tjraélesztéssel. (C) Bér hasi
régioja Doxebo beadas elétt és a Doxebo injekcié utan 3 perccel késébb, ahol 6sszefolyé bér Kipirulas és Kiiités

lathato.

Figyelembe véve az immunizalt sertésekben az anti-PEG IgM és a talérzékenységi
reakcio kozotti dozis-hatds kapcesolatot — ujraélesztéstdl fliggetleniil -, az immunizalt
sertések HSR-e mindségileg sulyosak voltak (28. dbra) az 1. és 6. hét kozotti anti-PEG
IgM titertdl fliggetleniil (26. abra). Ezek alapjan az anti-PEG IgM és a HSR kozotti
dozis-hatas kapcsolat egy viszonylag alacsony anti-PEG IgM szintnél platdzott, aminek

a pontos értéke még nem meghatarozott.
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Bizonyiték a komplement aktivacio szerepére immunizalt sertések PEGilalt

liposzoma indukalta anafilaxisaban

29. abraan lathatd, hogy a Doxebo-indukalta PAP emelkedést sC5b-9 emelkedés
kisérte, ami statisztikailag szignifikans volt a kezelést kovetd 3. percben. Meg kell
emliteni, hogy bar a 29. dbra a Doxebo kezeléseket mutatja, ugyanezek a jelenségek a

Doxil beadésa utan is tapasztalhatdak (adatok nem szerepelnek).
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29. abra PEGilalt liposzémak indukalta komplement aktivacio (sC5b-9) és pulmonalis hipertenzié (PAP) 4
vagy 6 héttel korabban Doxeboval immunizalt sertésekben. (A) PAP (sziirke) és a vele parhuzamos, azonos
idépontbeli sC5b-9 (zold) valtozasok iddbeli lefolyasa i.v. Doxebot kovetéen. Median+IQR (n=4). Az értékek
szignifikansan kiilonboztek a sajat 0 perces értékiiktol a PAP esetében 1-5 percig és az sC5b-9 esetében a 3.
percnél (Friedman-teszt, Dunn proba, tobbszoros osszehasonlité teszt). (B) Korrelacio a PAP és az sC5b-9

gorbe alatti teriileteinek (AUC) értékei kozott (Pearson korrelacios teszt, P=0,0704, R=0,9296).

A PAP és az sC5b-9 kozotti korrelaciot az egymassal szemben abrazolt (csucs)
gorbe alatti teriiletek (AUC) fiiggvényében is elemeztik (29. abra). A korrelacios
koefficiens magas (R=0,9296), ami a PAP ¢és C aktivacid kozotti erds Osszefiiggésére
utalt, mig a Pearson-korrelacié teszt szerint (P=0,0704) a két valtozo kozotti kapcsolat
nem lehetett véletlenszeri mintavétel kovetkezménye. Tovabbi fontos megfigyelés az
immunizalt malacokban, hogy az elsé Doxebo injekciot kovetd masodik hasonld dézisu
vagy hasonld dozisu Doxilt 1ényegében azonos PAP és sC5b-9 valtozasok kovették

(adatok nincsenek bemutatva).
PEGilalt liposzomak anafilaktikus reaktivitasanak gatlasa Doxil el6kezeléssel
Az elokezelés valgjaban Doxeboval vald egylitt kezelés volt, mivel a Doxebo

immunizalas utan azonnal a Doxil HED doézisanak (6,4 mg PL/Kg) sertés ekvivalens
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mennyiségét adtuk be. Ez az elokezelés 4 héttel késobb megeldzte a liposzomara adott
anafilaktikus valaszt és a Doxil teljes HED-je is biztonsagosan beadhato volt az allatba
(30. abra). Ezek mellett az er6s C aktivator Zymosanra jellemz6 reakcié megmaradt.

Az anti-PEG IgM termelés specifikus szuppresszidja mogotti hatast a 30. abra
mutatja. 30. abraan az anti-PEG IgM szintek lathatéak 1 és 4 héttel a sertések Doxebo
immunizalasa utan. A Doxil HED-je szuppresszioét okozott (a kiindulashoz képest
kisebb értéket mutatott), mig a 0,1 mg PL/kg Doxil részleges védelmet nyujtott a
Doxebo indukalta anti-PEG IgM termeléssel szemben (30. abra).
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30. abra Doxil elokezelés gatlo hatisa a hemodinamikai valtozasokra és az anti-PEG IgM képzddésre
Doxeboval immunizalt sertésekben. (A) PEGilalt liposzomak altal okozott hemodinamikai valtozasok 4 héttel
korabban Doxeboval és a Doxil HED-del egyiitt immunizalt sertésekben. A gorbék az atlag PAP (kék), az atlag
SAP (piros) és pulzusszam (BPM, zild) valés ideji valtozasait mutatjak liposz6ma beadast kdvetéen, melyek
nyillal vannak jelezve. (B) Anti-PEG IgM szintek kezelés el6tt 1 és 4 héttel az immunizalast kovetéen csak 0,1
mg PL/kg Doxeboval (kék), 0,1 mg PL/kg Doxebo és 0,1 mg PL/kg Doxillal (piros), illetve 0,1 mg PL/kg
Doxebo és 6,4 mg PL/kg Doxillal (azaz HED, z6ld) egyidejiileg kezelve. Kis abra: ugyanazon adatok, mint a (B)

panelen, csak logaritmikusan skalan.

A Doxil HED CARPA-val szembeni véd6 hatasainak mennyiségi meghatarozasa

soran, a Doxebo+Doxil HED eldkezelés utan a PAP és SAP gorbe alatti teriilet (AUC) a
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csak Doxeboval immunizalt allatokhoz képest atlagosan 30-szoros csokkenést mutatott,

mig a naiv allatokhoz képest atlagosan 4-szer alacsonyabb volt (20. tablazat).

20. tablazat Bolusban beadott PEGilalt liposzoma hemodinamikai hatasanak 6sszehasonlitasa naiv, Doxebo és
Doxebo + Doxil HED-del immunizalt sertésekben.

AUC: area under the curve, gorbe alatti teriilet, HED: human ekvivalens terapias dozis. *Reakciot kivaltd liposzoma
dozis: mg PL/kg; **Kalkulacio a modszerekben emlitve; 0,1 mg PL/kg; 16,4 mg PL/kg; ,,>” pontos érték nagyobb,

mint a megadott érték, mivel a folyamatos sokk megzavarta a mérést.

Elékezelés
S Vérnyomas . : 5 N . q
Dozis (AUC™) Nincs (naiv) Doxebo DoxeboS+Doxil HED
Atlag S.E.M. n Atlag n Atlag S.E.M. n
PAP 36 15 >442 7 2
0,1 3
SAP 76 39 >492 11 6
6 5
PAP 26 12 >202 16
1,0 1
SAP 25 5 >253 55

Pegfilgrastim immunogenitasa, ami keresztreakciohoz vezet Doxillal

Felmeriil a kérdés, hogy Doxebon kiviil mas PEGilalt nanorészecske szintén maga
utdn vonzza az anti-PEG IgM emelkedését? A kérdés megvizsgalasahoz egy
rekombinans human G-CSF fehérje és 20 kD PEG kovalens konjugatumot (272), a
Pegfilgrastimot - vagy mas néven Neulasta - hasznaltuk, amely egy neutropénia elleni
gyogyszer. Mint sok mas PEGilalt fehérje és nanorészecske esetében (269), errdl is
koztudott, hogy sulyos allergias reakciokat, tobbek kozt anafilaxist is okozhat (273,
274). Ezek kozil némelyek egy héttel a kezelés utan alakultak ki, ami az
immunogenitasrol tanuskodik.

3 sertést Doxebohoz hasonléan Pegfilgrastimmal (0,174 mg/kg, amely igy azonos
molaranyu PEG lancot tartalmazott) immunizaltuk, majd 1 héttel késobb a Pegfilgrastim
¢s Doxebo reaktogenitasat vizsgaltuk és anti-PEG IgM szintet mértiink. Egy héttel az
immunizalas utan a Pegfilgrastim anti-PEG IgM szignifikans emelkedést eredményezett
(31. abra), mikézben nem indukalt a HSR-t, ellenben a Doxeboval szembeni

hemodinamikai reakciok viszonylag erdsek a naiv allatokban latottakhoz képest.
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31. abra Pegfilgrastim (Neulasta) hatiasa az anti-PEG antitest szintre és reaktogenitas Pegfilgrastimra és
Doxebora egy héttel késbb. Hasonlé kisérlet, mint a Doxebo immunizacié és az azt koveté anti-PEG IgM titer
és hemodinamikai reaktogenitas esetében, kivéve, hogy 0,174 mg Pegfilgrastim/kg (ekvivalens 0,1 mg PL/kg
Doxeboval PEG mélok tekintetében) i.v. infuziéval volt immunizalva az allat, majd egy héttel késébb

Pegfilgrastim mellett Doxebot és Zymosant is kapott.

5.3 Komplement aktivacié in vitro gatlasa H-faktorral
A FH és a mini-FH gatolta az AmBisome és CrEL indukalta komplement
aktivaciot

A FH liposzoéma indukalt C aktivacié gatlo hatékonysaganak megallapitdsa soran
NHS-t aktivaltunk AmBisome-mal exogén FH jelenlétében és FH nélkiil. A hozzaadott
FH koncentracidja 200 pg/mL (~1,3 uM) volt, ami a szérumban elve meglévd FH miatt,
megkozelitdleg dupldja a fizioldgias FH koncentracionak. A C aktivaciéo mértékét sCSb-
9 mérésével detektaltuk, mivel ez egy meglehetdsen stabil végtermék, igy megbizhatéan
mérhetd és a CSa-val parhuzamosan keletkezik, ami szerepet jatszik a CARPAgén
hatdsban. Negativ kontrollként szérumot vagy puffert hasznaltunk, amivel a kiindulési
szintet allapitottuk meg. AmBisome hozzaadasa szignifikansan megemelte az SC5b-9
szintet, mig exogén FH hozzaadasa szignifikansan csokkentette az AmBisome C
aktivalo hatasat (32. abra). Pozitiv kontrollként egy élesztd sejtfal szarmazékot, a

Zymosant is hasznaltunk, amely egy kozismert C aktivator. A vizsgalt koriilmények
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kozott a FH jelenlétében csak kicsi, de nem szignifikdns mértékben gétolta a Zymosan

altal kivaltott C aktivaciot (32. abra).
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32. abra (A) H-faktor (FH) gatolta AmBisome altal indukalt komplement aktivaciot. A komplement aktivaciot
normal human szérumban mértiik a képzodott sCS5b-9 meghatirozasa révén. Pozitiv kontrollként Zymosant
haszniltunk 0,3 mg/mL végkoncentracioban). Az AmBisome (AmBi) megkozelitéleg 8-szoros sC5b-9
emelkedést okozott. 200 pg/mL (1,3 pM) exogén FH hozziadasa a liposzéma indukalt komplement aktivacio
kb. 50%-0s gatlasat okozta. A FH kismértékben, de nem szignifikinsan gatolta a Zymosan indukalt
komplement aktivaciéot is. (B) Kiilonb6z6 osszetétellii liposzomak (18. tablazat), kiilonb6z6 mértékii
komplement aktivaciét okoztak NHS-ban. A mérések soran a hozzaadott FH végkoncentraciéja 1,3 pM. Chol-
2P: Kkoleszterinhez rogzitett mPEG2000-t tartalmazé liposzoma (275). Az adatok legalabb 3 mérés
atlagat:SEM eredményeit mutatjak. ns: nem szignifikans, *P<0,05, **P<0,01 és ***P<0,001 (Student-féle t-

proba).

Liposzoéma indukalt C aktivaci6 FH altali gatlasat haromféle, kiilonb6z6 mPEG
tartalmia MLV és SUV liposzoma (18. tablazat) esetében is megvizsgaltuk. Habar az
egyes eltérd liposzomak kiillonbozé mértékii sC5b-9 emelkedést okoztak, 1,3 uM
koncentracioji FH mindegyik esetben a hattér szintre csokkentette az sC5b-9 értékét.
Ennek oka, hogy a liposzomak kisebb mértékben aktivaltdk a komplementet, mint az
AmBisome (32. abra).

A mini-FH, a FH N-terminalis C regulator doménjeibél (CCPs 1-4) és a C-
termindlis C3b- és polianion k6td doménekbdl (CCPs 19-20) szintetikusan eldallitott C
inhibitor (3. abra) (30). A mini-FH az AmBisome indukalta C aktivaciot szintén gatolta,
azonban hatasa a FH-nal sokkal erételjesebb volt (33. abra). Ehhez hasonloan a CrEL
micellak okozta C aktivaciot is gatolta a FH és a mini-FH (33. abra). Az inhibitor gatlo

hatasa dozisfiiggd volt és a gatlas mértéke azt mutatta, hogy a mini-FH (0,65 uM) kb.
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fele akkora mennyisége képes volt ugyanolyan gatlast okozni, mint a FH (1,3 uM) (33.
abra).
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33. 4bra Mini-H-faktor (mini-FH) erételjesebben gatolta a gyégyszer okozta komplement aktivaciot, mint a
teljes hosszisagu, nativ FH. A komplement aktivacio ot (A), illetve hat (B) NHS-ban mértiik meg sC5b-9
ELISA kittel. Az AmBisome (AmBi) és a Cremophor EL (CrEL) is szignifikans SC5b-9 emelkedést okozott. 1,3
pM exogén FH hozzaadasa szignifikansan csokkentette az aktivaciot. A FH rekombinans, modositott formaja,
a mini-FH, amely a f6 komplement inhibitor doméneket (CCP 1-4) és a felszin felismeré doméneket (CCP 19-
20) tartalmazta, erételjesebben gatolta az SC5b-9 képzédést, mint a FH. A mini-FH koncentracioja szintén 1,3
M volt. ,,Csak szérum”: nincs AmBi/CrEL hozzaadva. Adatok az atlag£SEM eredményeit mutatjak. *P<0,05
és ***P<0,001 (ANOVA). (C) NHS-hoz AmBI és PBS vagy novekvé koncentraciéji mini-FH (0,16-1,3 pM) volt
hozzaadva. ,,Csak szérum”: nincs AmBi hozzaadva. Adatok az atlag:SEM eredményeit mutatjak. *P<0,05 és
***pP<(,001 (ANOVA).
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A FH és a mini-FH gatolta az in vitro Rituximab indukalta komplement aktivaciét

Betegek jelentds hdnyadaban a terapids ellenanyagok mellékhatdsokat okoznak,
annak ellenére, hogy a premedikacié mar létezik (147, 212). Rituximab egy széles
korben alkalmazott CD20 ellenes monoklonalis ellenanyag, amely C aktivaciot okoz
alvadasgatolt teljes vérben. A C aktivacié mértéke kiilonbozott a véralvadas gatlasdhoz
alkalmazott Lepirudin, illetve Heparin esetében (34. abra). FH gatolta a Rituximab
indukélt C aktivaciot Lepirudinnal alvadasgatolt teljes vérben, de csak a kisebb
koncentracioju (75 pg/mL) Rituximab esetében. Ezzel szemben a mini-FH a nagyobb,

300 pg/mL koncentracioju Rituximab okozta C aktivaciot is gatolta (34. abra).
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34. abra H-faktor (FH) és mini-FH gatolta a Rituximab indukalta komplement aktivaciot. (A) Rituximab
indukalt komplement aktivacio teljes vérben. A mérések harom kiilonénozé donor eredményeit mutatjak. 300
pg/mL Rituximabot Lepirudinos csében levett teljes vérhez adtuk hozza; a véralvadasgatlé szer nem zavarta a
komplement aktivaciot. Az sC5b-9 mennyiségének emelkedése a Heparinos csében levett mintakban is
megfigyelheté volt. Lepirudinos csében levett mintikban szignifikinsan magasabb sC5b-9 koncentriaciék
mérhetok a Heparinos csében levett mintakhoz képest (P=0,0002, Student-féle t-proba). (B) A feltiintetett
koncentriacioju Rituximab Lepirudinos teljes vérben sC5b-9 emelkedést okozott, amit 1,3 pM koncentraciéju
FH és mini-FH gatolt. Az adatok a hirom donor esetében mért értékek atlagat+SEM mutatjak. ns: nem

szignifikans, *P<0,05 (ANOVA).

5.4 Komplement aktivacié szerepe a polisztirol nanorészecskék pulmonalis
vazoaktivitasaban
PS-NP-K és a liposzomak fizikai-kémiai jellemz6ik
A 21. tdblazatban lathato, hogy a PS-NP diszperziok és a liposzomak egységes ¢€s
viszonylag keskeny méreteloszlastiak voltak. A PS-NP-k erés negativ toltéssel
rendelkeztek, az alacsony és a magas ionerdsség esetében is (276). A liposzomak nagy
ionerdsség mellett gyakorlatilag semlegesek voltak, ami az alacsony ionerdsségnél mért

-17,9+1,4 mV-hoz képest toltetlen allapotnak tekinthetd.
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21. tablazat PS-NP és kontroll liposzomak fizikai-kémiai paraméterei.
Polybead® (karboxilalt mikrogydngyok). SPAN: eloszlés szélessége. *Zp (Zeta-potencial): mérése alacsony (1,5 mM
NaNO3) és magas konduktivitason (150 mM NaNO3). **PS-NP-k/mL szama a gyarto altal megadott. A liposzoma

mérése a ,,Moddszerek” részben vannak leirva.

Zp* (mV) Zp* (mV)
Z-atlag
@dnm) SPAN alacsony magas részecske/mL**
.nm
konduktivitason | konduktivitason

Polybead® 0,75um 791+23,5 | 0,74+0,08 -56,1+0,81 -16,5+0,81 1,08E+11
Polybead® 0,5 um 545,1+6,3 | 0,70+0,03 -56,3+1,5 -32,843,15 3,64E+11
Polybead® 0,2 um 194,3+3,3 | 0,69+0,04 -43,5+0,81 -28,6+2,84 5,68E+12
PEGilalt liposzoma 132,3+1,3 | 0,83+0,02 -17,9+1.,4 -3,6+0,67 9,04E+12

A PS nanorészecskékrol késziilt Cryo-TEM képek stirti fekete gomboket mutattak,
melyek atméréi hasonloak voltak a 200, 500 és 750 nm-es PS-NP-k gyarto altal
megadott értékeivel (250) (35. abradk). A kontrollként hasznalt PEGilalt liposzomak
fekete gyirt alakuak voltak (35. abra). A foszfolipidmembranok és a vizfazis kozotti
Rose Bengal-closzlas mérését gyogyszerészeti vizsgalatokban alkalmazzak, annak
érdekében, hogy meghatarozzak, a nanorészecskék gyogyszerszallito molekulajanak
felszini hidrofobicitasat (255). A teszt azon az elven miikodik, hogy a festék adszorpcio
szintje per felszin (SA — surface area) kozvetleniil aranyos a felszini hidrofobicitassal.
Minél nagyobb a hidrofébicitds, annal nagyobb az adszorpcid. Az 35. dbraan lathato,
hogy a 200 és 500 nm-es PS-NP esetében a gorbe logaritmikus, mig a 750 nm-es
gyongyoknél, a fest¢k tobb mint 90%-a nagyon alacsony koncentracioban
adszorbedlddott. A PEGilalt liposzomak egyaltalan nem adszorbealtak a festéket. Az
ODss0/SA egység aranyos volt a NP mérettel, a platozés pedig a kotés telitettségét

sugallja.
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35. abra Polybead® PS-NP-k Cryo-TEM direkt képe. Az (A), (B), (C), és (D) panel a 200, 500, 750 nm-eS
gyongyoket és a liposzomikat mutatja egyenként. (E): Rose Bengal adszorpcidjaval értékelt PS-NP felszini
hidrofébicitas. Az abran megadott PS-NP-k OD valtozasanak szamolasa: % ODss0=ODxontrol—

ODrészecske/ ODiontroll. R? a logaritmikus illesztésre utal. SA: felszin

PS nanorészecskék komplement aktivalasa a sertés szérumban: C5b-9 és iC3b
lerakodas FACS bizonyitékai

A 36. abraan lathato FACS hisztogramok a C5b-9 (terminalis komplex) és az iC3b
kotodését mutatjak 500 és 750 nm-es PS nanorészecskékhez, amit a kapuzott PS-NP-k
megnovekedett fluoreszcencidja mutat 1 és 20 perc utan. Az 500 nm-es PS-NP-hez valo
C5b-9 kotddés kivételével, 7-bdl 4 sertés szérum esetében mindenhol novekedés volt
megfigyelhetd. A 36. dbra azt mutatja, hogy a maximalis valtozdsok a kiindulasi
értékhez képest szignifikansak voltak (P<0,05), azonban nem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy nem minden szérumban volt megfigyelhetd a pozitivitas, ami arra utal,
hogy C aktivacio és a lerakddas egyedi valtozatossagot mutatott. A vizsgalt sertés
szérumokrol altalanossagban elmondhato, hogy az iC3b cstics késdbb jelent meg, mint a
C5b-9 neoepitop, ami megegyezik a C aktivacios melléktermékek képzddésének
kinetikajaval. Az utobbi bizonyitja a C5b és igy a CS5a képzddést, mig a C3 bomlasa

révén keletkezé iC3b megjelenése az opszonizaciora nyujt bizonyitékot. A 750 nm-es
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PS-NP-k esetében ezek a C aktivacios markerek hatarozottabban jelentek meg, €s ez a
kiilonbség a tobbi kisérletekben is visszakoszont (lasd aldbb). Erdemes megjegyezni,
hogy a 200 nm-es gyongyoket nem teszteltilk, mivel a FACS késziilék — amivel a

mérések késziiltek — szamdara nem voltak 1athatoak.
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36. abra PS nanorészecskéken lerakédé terminalis komplex (C5b-9) és iC3b képzodés FACS analizise
inkubaci6 kiilonb6z6 idopontjaiban (perc) egy kivalasztott (A) és a 7 (B) sertés szérumban. (A) A
hisztogramok a gyongyok (500 és 750 nm) fluoreszcencia intenzitasat mutatjak 0, 1 és 20 percnél. A festés anti-
C9neo (aE11) (detektalas: FL2) és anti-iC3b (7C12)-FITC-cel (detektalas: FL1) tortént. ,,20 perc+tEDTA”
minta esetében az inkubacié soran 20 mM EDTA is jelen volt. (B) A gyongyok fluoreszcencia értékeinek
(maximum és 0 idépontban) atlaga és szérasa inkubaldsa utan 7 sertés szérumban. Az inkubalast megel6zéen
az 500 és 750 nm-es PS-NP-k egyenlé felszini mennyiségekben voltak osszekeverve (lasd a ,,Modszerek” c.
fejezetben); azonositasuk FL2 és SSC jelek révén tortén a FACS analizis soran. Nulla idépontban csak az alap
fluoreszcencia jel volt megfigyelheté hasonléan az EDTA-val egyiitt aktivalt mintakhoz és azokhoz, amelyek
csak masodlagos antitesttel voltak megfestve. * minden esetben a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket

mutatja 0 és a ,,Max” értékek kozott (paros T-teszt).

Western blot bizonyitékok a PS nanorészecskék opszonizalasara sertés szérumba
A PS nanorészecskékkel torténd inkubalas utani C3 immunkémiai analizise 60-70

kDa alatti savok gyors 1d6fliggd képzddését mutatta az 500 és 750 nm NP-k esetében.

Human adatok alapjan (277, 278) teoretikusan a nagyobbik csik az iC3b-a’1 fragmentje

(37. abra fels6 piros keret), mig a kisebbik az iC3b-a’2 fragmentje, a C3dg vagy a C3d
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lehet (37. abra alsé piros keret). Ezek a hasitott termékek két perc utan idofiiggd
felhalmozodast mutattak. A 37. abra a 41. abraaval Gsszhangban az o’2/C3dg/C3d
képzédés leginkabb a 750 nm-es NP-k hatasara alakult ki. Erdekes modon a 750 nm-es
PS-NP hatasa hasonl6 volt, mint ami a Zymosannal lathato, mig a 200 nm-es PS-NP-k

esetében nem volt lathatd C3 atalakulas.

PS-NPs Zymosan
Részecske (d) 200 nm 500 nm 750 nm PF
Perc 2 10 30 2 10 30 2 10 30 2 10 30
kDa
100
80
60
p
- iC3b-o’ Fr1
40
30
iC3b-a’ Fr2
| C3dg/C3d

37. abra C3 proteolitikus termékek sertés szérum PS nanorészecskével torténé inkubalasa utan. Baloldalon a
molekulatomeg markerek, jobb oldalon a teoretikusan beazonositott proteolitikus fragmentek lathatéak. A C3
fragmenteket SDS-PAGE-val valasztottuk szét, majd Western Blot utin nyulban termelt poliklonalis anti-
sertés C3 ellenanyaggal (immunizalas C3 peptiddel (aa23-300)) festettiik. A piros keretezett részben a sertés
C3 hasitasi termékei lathatéak, amelyek 2 perc utin idéfiiggé felhalmozédast mutattak. A felsé (500 nm) és az
alsé (750 nm) bekeretezett részek a human iC3b-o’fragment 1 (1) és 2 (a’2)/C3dg/ C3d-nek felelhet meg. A 0.
perces minta, amely csak kisebb spontin proteolizist mutatott, egy kiilon membranon volt tesztelve. A
fragmentek relativ elektroforetikus mobilitisuk révén teoretikusan voltak beazonositva human
szérumbol/plazmabol szirmazé adatok alapjan (277, 278). Tovabbi részletek az ,,Modszerek” részben vannak

leirva.

PS nanorészecskék okozta komplement aktivacio normal human szérumban:
dozis, idofiiggés és aktivacios utvonalak

Az 500 és 750 nm-es PS nanorészecskék szignifikans sC5b-9 emelkedést mutattak a
PBS kontroll mintahoz képest (38. abra), mig a 200 nm-es részecskéknek csak egy
kicsi, jelentéktelen hatasuk volt, ami inkabb csak tendenciat mutatott. Ezek az
eredmények Gsszhangban vannak, mas ebben a témaban publikalt adatokkal (240, 279)

és ¢éles ellentétben allnak az ugyanilyen feltételek melletti PS-NP-k aktivacio hianyaval
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sertés szérumban (38. abraan a kis mellékelt abra), ahol 500 nm-es PS nanorészecskéket

vizsgaltak (240).
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38. abra Kiilonb6z6 PS-NP-k okozta komplement aktivaci6 humidn szérumban Zymeosan (0,3 mg/mL)
szazalékaban kifejezve. A részecskeszam ugy volt beallitva, hogy feliilet egyenlé legyen (72,5 cm?/mL szérum),
a nanorészecskék 45 percig voltak inkubalva 37°C-on normal human szérummal, ami utin az sC5b-9
koncentracio ELISA Kkittel volt mérve. Az értékek (n=5) atlagtSD-ben vannak abrazolva. P értékek egyutas
ANOVA-val voltak meghatarozva (Tukey-teszt). ***: P<0,001 (0,5 vs. PBS); **: P<0,01 (0,75 vs. PBS) és *:
P<0,05 (0,5 vs. 0,2). A mellékabra Wibroe és mts-i (240) altal kozolt cikk 2A. abraja, ami a kiilonb6z6 PS-NP-k
idéfiiggé komplement aktivaciojat mutatja sertés teljes vérében, a Zymosan altal kivaltott sC5b-9 képzodés
szazalékaban kifejezve. A PS-NP-K kiilonb6zé formajuak (gomb, rud és lemez). Feliiletiik ~145 cm?/mL vér
mennyiségben voltak meghatarozva. Az értékek (n=3) atlag:SD-ben vannak abrazolva. 10 és a 30 perces
értékek szignifikansan kiillonboztek az alapértéktol, kivéve a gombformakat (jelolés: nyitott kor). A kisérlet

tovabbi részletei Wibroe, PP. és mts-i altal kozolt cikkben taldlhatéoak meg (240).

Az 39. abra a 200, 500 és 750 nm-es PS nanorészecskék hatasait mutatja (teljes
felszin egyenld) kiilonb6zé human szérumban (n=3 ¢€s 5) 45 perc inkubécids id6 utan.
A-D panelek, 4 kiilonbozé C termék (C3a, Bb, sC5b-9 és C4d) szintjeit mutatjak

egyenként. A 38. 4bradhoz hasonléan az 500 és 750 nm-es részecskék C3a és Bb
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esetében is sC5b-9-hez hasonlo emelkedést mutattak. C4d tekintetében nem volt lathato
valtozas.

A 39. abraan a C aktivalas, mint a Zymosan szazalékaban megadott kifejezés még
egy kovetkeztést tesz lehetévé, a PS-NP-k okozta C aktivacié viszonylag gyenge volt a
Zymosan hatasahoz képest (legalabbis a vizsgalt koriilmények kozott). A C3a és Bb
esetében a Zymosan erdsségéhez képest maximum 10-40% volt a végpont, mig az
SC5b-9-nél ez kevesebb, mint 10% volt. C4d esetében az emelkedések nem kiillonboztek
szignifikdnsan a Zymosan okozta d6zisoktol, ami dsszhangban van azzal ténnyel, hogy

a Zymosan elsésorban alternativ titvonal aktivator.
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39. abra Kiilonbozé C aktivaciés markerek valaszai a PS-NP indukalta C aktivalodasra NHS-ben: NP
méretétél valé fiiggés. Az A-D panelek a C3a, Bb, sC5b-9 és C4d emelkedéseit mutatjak be egyenként 3
kiilonbéz6 méretii PS-NP-vel (72,5 cm?/mL szérum) térténé inkubalas utan (45 perc, 37°C). Az értékek (n=5)
atlag+SD-ben vannak dbrazolva, kivéve a PBS-t (n=3). P értékek egyutas ANOVA-val voltak meghatarozva
(Tukey-teszt). ***: P<0,001; **: P<0,01.

Normal human szérumban a PS-NP okozta C aktivacié minél alaposabb
megismerése érdekében, az 500 nm-es NP kivaltotta C3a valtozasokat vizsgaltuk az
inkubacids id6 fliggvényében. Habar az alacsony értékek megnehezitették a C aktivaciod
kezdeti kinetikdjdnak nyomon kovetését, az adatokra illesztett linedaris regresszios

egyenes azt sugallja (40. abra), hogy a C aktivalas szinte azonnal - perceken beliil -
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megkezdddott. A B dbra az sC5b-9 képzddést mutatja az 500 nm-es NP 3 kiilonb6zd
dozisanak (24,2 cm?mL és tobbszoroseinek) fiiggvényében. Harombol két szérum
esetében mar legkisebb dozis is maximalis hatas valtott ki, mig a harmadik szérum —
valészinlileg az egyedi kiilonbségekbdl adodd C3-konvertaz és terminalis komplex

(C5b-9) képzddés miatt — ezt a telitettséget nem érte el.

124

104

Szérum donor

C3a (pug/mL)
sC5b-9 (ug/mL)

T L] T T T T T 1 0'
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 1X 3X 9X 0 1X 3X 9X 0 1X 3X 9X

Id& (perc) | Felszin teriilet (X = 24,2 cm?/mL)

40. abra 500 nm-es PS-NP okozta komplement aktivacio idé (A) és dozis (B) fiiggése 3 kiilonb6z6é normal
human szérumban. (A) PS-NP felszine 218,1 cm?mL szérum volt; C3a koncentricié idépontonként 3 szérum
atlag+SD eredményeit mutatjak. A linearis regresszios egyenes: R?=0,7852, P<0,0001. (B) 24,2 cm?/mL szérum
PS-NP és tobbszoroseinek (72,7 és 218,1 ecm?/mL szérum) 3 kiilonb6z6 humén szérumban 45 perc 37°C-on

torténd inkubalas utani sC5b-9 szintjei.

Human komplement aktivacio és sertések pulmonalis vazoaktivitasa kozotti
osszefiiggés

Az eddigi sertés és human in vitro eredmények mind az mutattak, hogy a vérben
megjelend PS-NP-k azonnal aktivaljak a komplementet. Ezek Osszhangban voltak a
sertés pulmonalis reakcié 1débeli lefolydsaval, ami perceken beliil megtortént, azonban
egy specifikus €s teljesen hatasos C inhibitor hidnyaban, nincs megfeleld bizonyiték az
okozati Osszefiiggésre. Ennek hianyaban kézenfekvé megoldas, a kiilonbozé PS
nanorészecskéket kapott sertések in vivo pulmonalis reakcidi és az in vitro C aktivacié
kozotti korrelacid vizsgalata. Mivel a FACS és a Western blot-ot tesztek nem olyan
mértékben kvantitativak, mint az ELISA tesztek, és mivel a rendelkezésre allo C
melléktermékek sertés ELISA-i korabban ellentmondé adatokat mutattak (240), a 38.
abraan bemutatott human adatokat hasznaltuk fel a korrelaciohoz. A sertésekben

kiilonb6zé dozist (dozisonként egyenld feliileti) 200, 500 és 750 nm-es PS-NP-k

93



DOI:10.14753/SE.2019.2235

beadasa utan, a PAP valtozasokat kovettiik. Ezeket a valtozasokat a kiindulasi értékhez
viszonyitott %-os valtozasként vagy az egyes kisérletekben meghatarozott gorbe alatti
terliletként hatdroztuk meg, amiket aztan az alapvonali értékhez viszonyitott %-0S

valtozasként kifejezett human sC5b-9 értékekkel korrelaltattuk.
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41. abra PAP valtozasai sertésekben (n=5), 3 kiilonbozé (szinkodolt), de dézisonként egyenlé feliileti 200 (A),
500 (B) és 750 nm-es (C) PS-NP-k beaddsa utan. A feliilet ekvivalens dozis minden részecske esetében ng PS-
NP/kg sertés testsillyban vannak feltiintetve. (D) Komplement aktivacio (human szérumban) és a kiilonbozo
PS-NP-k pulmonalis hipertenziv hatisa kozotti osszefiiggés. Mindkét valtozé %-ban Kkifejezve, szimolisa:
(Amax / alapvonal x 100)-100, ahol a ,,A max” jelenti a maximalis sC5b-9 és PAP valaszt a reakcié csiicsanal. A
szimb6lumok a Kkiilonb6z6 nanorészecskéket mutatjak. A korrelacio szignifikanciaja P=0,033 (Pearson

r=0,9667).

A PS-NP okozta pulmondlis hipertenzi6 dinamikus tartomanyanak
megallapitdsdhoz, eldszor a PAP novekedés NP dozisfliiggését vizsgaltuk 200, 500 és
750 nm-es PS nanorészecskék (alkalmazott Gsszfelszin azonos volt) 3 kiilonb6zo

dozisanak beadasa révén (41. abra). A 200 nm-es nanorészecske legkisebb dézisa nem
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okozott PAP valtozast, mig az azonos felszinti 500 és 750 nm-es PS-NP-k massziv
pulmonalis hipertenziohoz vezettek. Ezek a megfigyelések egybeesnek az in vitro
megfigyelésekkel, az ugyanezen nanorészecskék okozta a C aktivacidval, az
opszonizacioval és az iC3b proteolizisével (36. abra, 37. abraés 38. abraak). A 41.
abraak azt is mutatjak, hogy bar mindharom nanorészecske 10 és 40-szer nagyobb
dozisa jelentds pulmonalis nyomasvaltozast okozott, mégis ugy tlinik, hogy PS-NP-k
pulmondlis hipertenziv hatdsdnak dinamikus ablaka, egy NP méretfliggd alacsony
kiiszobértékli dézistartomanyban volt: <50 ng/kg (200 nm), <12,5 ng/kg (500 nm) és
<19 ng/kg (750 nm).

22. tablazat A Kkiilonboz6 NP-k egyenld felszini dozisa okozta maximalis PAP novekedés sertésekben és human
szérumban ugyanezen nanorészecskék egyenlé felszini dozisa okozta SC5b-9 emelkedés kozotti atfedés.

Az értékek a %-os valtozasnak felelnek meg (atlag+SEM, n=5), ami a kovetkezképpen voltak kiszamitva: (Amax /
alapvonal x 100)-100, ahol a ,,A max” jelenti a maximalis sC5b-9 és PAP valaszt a reakcid csucsanal az alapszinthez
képest. A dozisok 50, 12,5 és 19 ng/kg voltak a 200, 500 és 750 nm-es PS-NP-k esetében. Az sC5b-9 mérések

paraméterei a 38. abraan.

PS-NP PAP (max %) SC5b-9 (max %)
nm Atlag SEM n Atlag SEM n
alapérték 0 5 0 5
200 48 24 5 116 48 5
500 95 16 5 412 157 5
750 90 7 5 310 108 5

A kiilonb6z6 méretli PS-NP-k human szérumban okozta C aktivacid és pulmonalis
reaktivitas kozotti parhuzamossdg mar a 22. tablazatban szerepld nyers adatokbol is
lathatd. A kiilonb6zé NP-k egyenld felszini dozisdnak beaddsa utdni maximdalis PAP
emelkedés (41. abra) hasonld a human szérumban ugyanezen nanorészecskék egyenld
felszini dozisa (72,5 cm?mL szérum) okozta sC5b-9 emelkedésével (38. 4bra). A
parositott sC5b-9 és PAP atlag értékek korrelacioja (41. abra) és regresszios analizise
szignifikans 0sszefiiggést mutatott (P=0,03), ami figyelemre méltd, mivel az in vitro és
az in vivo adatok teljesen kiilonb6z6 rendszerekbdl és feltételekbdl szarmaznak.

A 42. abra a sertések PS-NP indukalta pulmondlis reakcidinak részecskeméret
fliggdségét mutatja, ahol méretfiiggés jelentds reprodukalhatosdgot mutatott (42. abra
felsé része), mig a pulmondlis hipertenzidhoz kapcsolodd szisztémas valtozasok

viszonylag kisebbek vagy elhanyagolhatdak voltak (42. abra also része).
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A 42. abraan lathat6, hogy a minimalis dozis 10-szeres ndvelése a pulmonalis
reakcio kiilonbozé mértékli novekedéséhez vezetett, ami Osszefiiggésben volt a
kiilonb6zd nanorészecskék méretével (200<500<750 nm). Ezzel szemben a minimalis

dozis 40-szerese novelése maximalis hatast valtott ki a nagy (500 és 750 nm) PS-NP-k

esetében.
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42. abra (A) Pulmonalis (PAP) és szisztémas (SAP) artérias nyomas valtozasai sertésekben, PS-NP-k minimalis
dézisainak beadasa utan, %-ban kifejezett valtozas a kiindulasi értékéhez képest, atlag+SD (n=3). A dézisok 5,
12,5 és 19 ng/kg voltak a 200, 500 és 750 nm-es PS-NP-k esetében. (B) PS-NP-k pulmonalis vaszkularis hatasai
és a részecske atméré, illetve a dozis arany kozotti kapcsolat. Az 1-szeres do6zis hatasa esetében atlag+SD (n=3)

van feltiintetve.
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6. Megbeszélés

6.1 PEGilalt liposzomak hidrofob erék kivaltott aggregaciojanak vizsgalata

DLS gorbéjébol arra lehet kovetkeztetni, hogy a csapadékképzodés 0,7-0,8 M AS
koncentraci6 utan kezdddott €s tovabbi AS koncentracié emelése fokozatosan nagyobb
aggregatumokat eredményezett (14. abra). A turbidimetrias gorbe csokkenése 1M AS
koncentracio folott, a rendszer novekvd heterogenitdsaval magyarazhato, azaz lipid-
gazdag csapadék ¢és lipid-szegény vizes fazis kialakuldsaval. Az aggregacid
szabalytalan, mikroméretli aggregdtumok kialakulasahoz vezetett (14., 15., 16., 20. és
24. 4brak). A PEGilalt liposzomak nemcsak aggregalodhatnak, hanem AS hozzdadéasara
fuzionalhatnak is (17. abra). A fuzi6 mérteke koncentraciofiiggd és a koncentracio
kiiszobértéke 1M volt az alkalmazott inkubacios 1d6 esetén. Ez azt is jelenti, hogy a
vezikuldk AS kivaltotta aggregacioja a precipitald AS koncentraciotdl és az inkubacids
1d6tdl fliggden visszafordithatd. Az aggregalt vezikuldk felbontdsdhoz alacsonyabb AS
koncentréaciora kellett higitani a liposzomat, mint amelyen a precipitalas elkezdddott
(18. abra).

A Zeta-potencial eredmények azt mutattak, hogy a feliileti t6ltés valtoztatd hatés
hamar elér egy bizonyos kiiszobértéket (0,1 M AS), amit az eredeti negativ vezikula
felszinéhez kapcsolodd NH** ionok magyardzhatnak (280). Egy lehetséges alternativ
magyarazat, hogy a toltés modosult PEG lancok szerkezeti modosulasai vezethettek a
megfigyelt toltés novekedéséhez. Kiiszobérték felett a Zeta-potencial szamottevéen mar
nem valtozik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az AS kozvetitett Zeta-potencial
novekedés nem jatszik szerepet a liposzoma aggregacié mechanizmusban (19. abra).
szerint, a liposzomak felszinén 1évé PEG lancok hidnydban nem jatszodott le
precipitacid, mig a PEG tartalom ndvelése (2-10 M%) novelte a precipitaciora vald
hajlanddsagot (20. 4abra), ami egyértelmi bizonyiték arra, hogy a ,lopakod6”
liposzomak AS kivaltotta aggregacidja a PEG lancokhoz kotodik.

Az FTIR eredmények megerdsitik azt az elképzelést, hogy a ,,lopakod6” vezikuldk

crcr

koszonhetd hidrataltsdg csokkenése lehetett (21. abra). Ezt tdmasztja ald az a
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megfigyelés is, hogy pl. egy kaotrép so6, a GdmCl nem befolyasolta szignifikansan a

Egyéb kozmotrop sok (igymint a Nasz-citrat, NaS0s, MgSQa), szintén precipitaltak
a PEGilalt liposzomakat (24. abra), mig a kaotrop sok (mint példaul a GdmCl és MgCly)
nem (23. abra). Mivel a kozmotrdp és a kaotrop sok is eltoltak az erGsen negativ Zeta-
potencidl értéket neutralis iranyba, ezért feltételezhetd, hogy az aggregacios jelenség
nincs kapcsolatban a vezikuldk ion adszorpcid irdnyitotta feliileti toltés valtozasaval,
hanem az ionok kozmotrdp hatasanak tulajdonithato.

BVVS mérések eredményei azt mutattdk, hogy az 1 M AS-ban aggregalt
liposzomak, melyek késébb 0,1 M AS-ban voltak higitva, kisebb méretet adtak és
kevésbé aktivaltak a C rendszert, szemben a 2 M AS-ban aggregalt liposzomakkal (25.
abra). Ennek oka, hogy az alacsonyabb AS koncentracidban precipitalt liposzomak
esetében csak néhany nagyobb vezikula volt talalhatoé (17. abra), mig a 2M AS-ban
precipitalt mintakban, mar sokkal tobb, nagyobb és szabalytalan alakt vezikula volt

talalhato, ami kivalo feliilletet nyujt a C aktivalodashoz (17. abra).

6.2 Anti-PEG IgM antitestek szerepe PEGilalt liposzémak okozta anafilaxisban

A Doxil okozta HSR vizsgalata soran az eredmények IgM kozvetitett klasszikus
utvonalon keresztiili C aktivaciora utalnak, ami magyarazza az anafilaxids sokk
kifejlodését, illetve tachyphylaxist. A Doxeboval immunizalt allatokban a PEG ellenes
ellenanyag (IgG ¢és IgM) szintek id6beli valtozasa, valamint az idébeli lefolyas az IgM
gG-hez képesti jelentds kiillonbségével (~20-szor magasabb a titer a csticspontban) T-
sejt fliggetlen 2-es tipusi immunogenitasra (TI-2) utal, mert a két ellenanyag titere
teljesen egyforma iitemben valtozott (67, 72, 236, 238). A Doxeboval tortént
immunizalas utani els6 napon a mar meglévo (természetes) anti-PEG ellenanyag titerek
csokkenése a kiindulasi szinthez képest, liposzoma indukalta clearance-re utalhat (26.
abra).

Nem szenzitizalt allatokban a Doxil beadasat kovetd percek vizsgalat soran, a PAP
emelkedett, majd visszatért az alapvonalra, mig az anti-PEG IgM titerek hirtelen kezdeti
esés utan lassan csokkentek, amit egy kétfazisi exponencialis csokkenéssel lehetett
jellemezni. Mivel az exponencialis csokkenés olyan koncentracié valtozast ir le, ahol a

fogyas aranyos a megmaradt mennyiséggel — vagyis az anti-PEG IgM eltavolitas

98



DOI:10.14753/SE.2019.2235

valoszinlisége allandd6 —, a liposzomak nem lehettek az antitest fogyas
sebességmeghatarozo tényezdi. Ez azt jelenti, hogy az in vivo Kkezelés utan a
Doxil/Doxebonak oriasi feleslegben kellett lennie az antitestekkel valé talalkozaskor.

Figyelembe véve, azt a jol ismert tényt, hogy az antigén feliiletén megkotédé IgM
el6idézi a klasszikus utvonalon keresztiili C aktivaciot, a PAP kezdeti emelkedésének
(27. abra) és az anti-PEG IgM fogyasanak (27. abra) azonos iddbeli lefutasat, arra enged
kovetkezetni, hogy a Doxil okozta HSR esetében a jelen 1év0 (természetes) anti-PEG
IgM azonnal kotodik a vezikuldkhoz. Ezt tamasztja ald az 1 perces PAP ¢és anti-PEG
IgM szint valtozasok kozotti linearis korrelacio (R?=0,966) (27. abra). C aktivacio
kovetkeztében egyrészt anafilatoxinok szabadulnak fel, masrészt a liposzomék felszinét
opszoninok boritjdk be, ami a fagocita felvétel elengedhetetlen feltétele. A C kozvetitett
opszonizaciot szintén megfigyelték egerekben a PEGilalt liposzomak IgM kozvetitett
felgyorsult clearance (ABC jelenség) esetében, ami azt sugallja, hogy a C aktivacio és a
kardiopulmonalis reakcié egybevag az IgM kotott Doxil mennyiségének gyors fagocita
clearance jelenségével. Végezetiil, az ellenanyagokkal szembeni liposzoma felesleg,
amely perceken beliil az anti-PEG IgM jelent6s eltavolitasat eredményezi (alapszintre),
magyarazza a tachyphylaxist, azaz a Doxebo védd hatdsat malacban Doxil reakciokkal
szemben.

Immunizalt 4llatokban a Doxebo/Doxil beadasa stlyos anafilaxias reakciot okozott
(28. abra), ami a megemelkedett anti-PEG IgM szintnek tulajdonithato. Az sC5b-9
emelkedése (29. abra) kozvetlen bizonyitékot szolgaltat a C aktivaciora, és a PAP
emelkedésével vald egybeesése dsszhangban van a pulmonalis reakcioban anafilatoxin
termelddéssel ¢és/vagy a C kozvetitett opszonizaciéval (vagy legalabbis szoros
kapcsolatban all). A elsé Doxebot kovetd masodik hasonlé dozisi Doxebot/Doxilt
lényegében azonos PAP ¢és sC5b-9 valtozasok kovettek, ami a Doxebo indukalta
tachypylaxis hianyat mutatta. Naiv allatoknal a masodik reakciot az els6 csokkenti vagy
megsziinteti.

A sertések eldkezelése a HED Doxillal gatolta a liposzomak immunogenitasat és a
pulmonalis reaktivitasat. Mivel az anti-PEG IgM titerek az eldokezelés hatasara nem
valtoztak, ¢és Zymosannal ellentétben nem voltak kardiopulmonalis valtozdsok
liposzoéma beaddsa utan, ugy tiinik, hogy a jelenség a PEGilalt liposzoma altal kivaltott

IgM termelésének szuppresszidjaval lehet kapcsolatban (30. abra). A nem immunizalt, a
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Doxeboval ¢és Doxebo+tHED-del immunizalt allatokban PEGilalt liposzoma
hemodinamikai hatdsdnak dsszehasonlitdsa alapjan ugy tlinik, hogy a Doxil eldkezelés
szignifikdnsan elnyomta nemcsak az allatok érzékenységét, hanem a liposzoma altal
kivaltott kardiopulmonalis distressz iranti érzékenységiiket is (20. tablazat).
Pegfilgrastimmal immunizalt sertések esetében is emelkedett az anti-PEG IgM titer,
mikdzben Ujboli beadasa nem indukalt HSR-t (31. abra). Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy az immunogenitds és a hemodinamikus reaktogenitds vagy anafilaxis nem
feltétleniil jar kéz a kézben. Az utdbbiak eltérdé szerkezeti kovetelményekkel
rendelkezhetnek, mint az el6bbiek. Kiilondsen a Pegfilgrastim esetében, amely bar
indukalhatja a B-sejtek anti-PEG IgM termelését, mégis tul kicsi ahhoz, hogy megfeleld

feliiletet biztositson a C lerakddashoz és aktivalashoz.

6.3 Komplement aktivacié in vitro gatlasa H-faktorral

Eredményeink azt mutattak, hogy az exogén FH szérumban (in vitro) gatolta az
AmBisome, kiilonb6z6 PEG tartalmu liposzomak (32. abra), CrEL micella (33. abra) és
a Rituximab okozta C aktivaciot (34. abra). Mivel a FH a kozponti C3 C komponens és
az AP amplifikdcios hurok szintjén hat6 f6 természetes C inhibitor, ezért idealis gatlo
molekula lehet a képz6dé C3a és C5a anafilatoxinok, valamint a C5b-9 csokkentésére
vagy akar kialakuldsuk megelézésére, kiilonosképpen azért, mert a barmelyik utvonalon
kialakulo C aktivacio ezen a hurkon keresztiil er6s6dhet (27-29).

A mini-FH, amely csak a CCP 1-4 és 19-20 tartalmazza, szintén gatolta az
AmBisome és CrEL komplement aktivaciojat (33. abra), azonban hatasa a FH-nal
sokkal erdteljesebb volt. Mini-FH dézisfiiggd gatld hatdsanak vizsgalata soran, a mini-
FH fele akkora mennyisége képes volt ugyanolyan gatlast okozni, mint a FH. Fokozott
aktivitdsa valosziniileg annak koszonhetd, hogy a rovidebb molekuldkban a C-
terminalis  glikozaminoglikan/C3d  kotShelyek  hozzaférhetdsége megndvekszik,
amelyek valosziniileg a teljes hosszusagii FH-ban egyébként részben rejtve vannak.
Annak ellenére, hogy a mini-FH gyorsan kiiiriil a keringésbdl, még mindig hasznos
lehet a CARPA gatlasra, mivel ez egy viszonylag gyorsan kialakuld mellékhatas, igy a
mini-FH rovidtava gatlo hatasa, még akkor is megfeleld lehet, ha egyiitt vagy hozza

kapcsolva adjak be.
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Az AmBisome altal kivaltott erds C aktivaciot a FH csak részben gatolta, mig a
mini-FH teljesen. A CrEL esetében, ahol az aktivacio mértéke kisebb volt, teljes
mértéki gatlast okozott FH és mini-FH is. A lerakodott C3 fragmentek mennyisége és
jellege, valamit a felszinek fizikai-kémiai tulajdonsagai szintén befolyasolhatjadk a FH
lehetséges kolcsonhatasat. Ezek legalabb részben magyardzzak, hogy ugyanolyan
mennyiségli FH, miért eredményezett kiillonbozd mértékii gatlast a kiilonbozd
aktivatorok esetében.

Az exogén FH és a mini-FH képes in vitro csékkenteni vagy gatolni a Rituximab
okozta C aktivaciot szérumban (34. abra), ami valdszintileg a FH és mini-FH folyadék

fazisban torténd, C aktivaciot gatld hatdsanak kdszonhetd.

6.4 Komplement aktivacié szerepe a polisztirol nanorészecskék pulmonalis
vazoaktivitasaban

Fizikai-kémiai jellemzok alapjan a polisztirol nanorészecskék (PS-NP) homogén,
monodiszperz molekuldk, amelyek erds negativ toltéssel rendelkeztek alacsony és
magas ionerdsség esetében is. A PS-NP-k kiilonbségeket mutattak a PEGilalt
liposzomakhoz képest, a méret, a feliileti toltés és a belsd tartalom tekintetében (21.
tablazat és 35. abra). A Rose Bengal adszorpcios vizsgalat eredményei szerint, a
részecske geometridnak (gorbiilet) forditott hatasa volt az adszorpcidra, aminek a
lehetséges oka, hogy az alacsonyabb gorbiilet sima felszini sikja kedvelte a RB
kotodését. Tehat a hidrofobicitas NP méretétdl (atmérd) fliggott ndvekvd sorrendben:
200<500<750 nm (35. abra).

A FACS eredmények a C3b/iC3b és C5b-9 nanorészecskéhez torténd kotddésével
(36. abra), valamint a Western blot adatok - fiiggetleniil a savok pontos azonositasatol -
az opszonin iC3b és a szintén opszonin degradacios termékek (C3d és C3dg) idofiiggd
képzddésével (37. abra) mind arra engednek kovetkeztetni, hogy az 500 és 750 nm-es
PS-NP-k okozta HSR megjelenésével egy idében, C aktivacid és opszonizacid is
bekovetkezik. Az iC3b tovabbi proteolitikus bomlasa C3dg-re és/vagy C3d-re, a NP-k
felszini tulajdonsaganak hatasat sugallja.

NHS-ben az azonos 6sszefelszinti (72,5 cm?/mL szérum) NP-k koziil az 500 és 750
nm-es okozott szignifikans sC5b-9 emelkedést (38. abra). A megfigyelt kiilonbségek a

membran gorbiilet C aktivald hatdsdra mutatnak. Figyelembe véve a C3-konvertaz
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Osszeszerelés feliileti kovetelményeit - és ezaltal a termindlis utvonal inditasat -, nagyon
valoszinli, hogy a nagyobb részecskék laposabb feliilete jatszott szerepet a
megnovekedett C aktivalodasban. Mivel huméan szérumban az 500 és 750 nm-eS
részecskék C3a és Bb és sC5b-9 esetében is hasonld emelkedést mutattak és C4d
tekintetében nem volt lathatd valtozas, ugy tlinik a PS-NP-k okozta C aktivacio az
alternativ itvonalon keresztiil tortént (39. abra). A human szérumban mért id6fiiggd
C3a valtozasok tovabba azt is megerdsitik, hogy a C aktivacio perceken beliil megindult
(40. abra). A PAP novekedés NP dozisfiiggését vizsgalva (41. abra) arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az 500 és 750 nm-es nanorészecske mar <20 ng/kg
dozisban is erds pulmonalis hipertenziot okozott, ami koriilbeliil 10-szer alacsonyabb,
mint a minimalisan reaktiv liposzoma vagy Zymosan dézis (100-102, 142, 281). igy
ezek PS-NP-k a pulmonalis hipertenzié leghatékonyabb induktorai sertésekben,
legalabbis az ebben a modellben eddig vizsgalt nanorészecskék kozil (100-102, 142,
281). A sertésben NP-k okozta PAP valtozasok és a human szérumban mért sC5b-9
emelkedések kozotti korrelacio a C aktivacid relevanciajat sugallja a sertésekben
bekovetkezé PS-NP okozta pulmonalis valtozasok soran (41. abra és 22. tablazat).

A sertések PS-NP indukalta pulmondlis reakcidinak részecskeméret fliggd
vizsgalata arra utal (42. abra), hogy az Osszefelszinen kiviil, a NP-k méretének és igy a
felszini geometrianak (gorbiiletnek) jelentds hatdsa volt a C aktivacioban, ami
valosziniileg a részecske felszinének gorbiiletével forditottan aranyos. Ennek oka, hogy
a C3/C5-konvertazok és opszoninok miik6dési hatékonysaga nagyobb mértékii a lapos

feliileten, mint az ivelten.
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7. Kovetkeztetések

7.1

7.2

PEGilalt liposzomak hidrofob erok kivaltott aggregacidojanak vizsgalata
Az AS ¢és mas kozmotrop soknak precipitald hatasuk volt PEGilalt liposzoémak
esetében.
PEGilalt liposzémak aggregacioja szabalyozott, koncentracio fliggd folyamat. Az
aggregacio reverzibilissé tehetd a kozmotrop anyag koncentracié csokkentésével.
AS hozzaadasa faziot is eredményezett, ami szintén egy koncentracié ¢és idofiiggd
folyamat. Ennek okat a PEG lancok hidrofob szerkezeti valtozasa magyardzhatja,
ami sztérikus okokbdl a vezikulék stabilitasat is csokkenti.
Mig a feliileti toltés nem befolyasolta az aggregaciot, addig az emelkedett PEG
tartalom novelte az aggregaciora vald hajlamot. Ez egyértelmii bizonyiték, hogy a
PEGilalt liposzomak AS kivaltotta aggregacioja a PEG lancokhoz kapcsolodik.
Mivel egyéb kozmotrdp sok szintén precipitaltak a PEGilalt liposzomakat, mig a
kaotrép sok nem, az aggregacidé mechanizmusa mogott a PEG polimerlancok
hidrataltsaganak csokkenése allhat.
A tobb fuzionalt vezikulat tartalmazé liposzomak jobban aktivaltdk a C rendszert,
ami feltehetéen a nagyobb méretnek, igy a megndvekedett feliiletnek kdszonhetd,

amire hatékonyabban rakddhattak le a C fehérjék.

Anti-PEG IgM antitestek szerepe PEGilalt liposzomak okozta anafilaxisban
A Doxil okozta HSR vizsgalata sordn az eredmények IgM kozvetitett klasszikus
utvonalon keresztiili C aktivaciora utalnak, ami magyardzza az anafilaxids sokk
kifejlodését, illetve tachyphylaxist.

Immunizalas utani els6é napon bekovetkez6 természetes anti-PEG ellenanyag titerek
csokkenése, a liposzoma indukalta clearance-re utalhat.

A természetes ellenanyagokkal szemben beadott liposzéma felesleg, az anti-PEG
IgM kozel teljes eltavolitasat eredményei, ami a tachyphylaxist magyarazhatja.
IgM kozvetitett klasszikus utvonalon keresztiili C aktivacido és az anafilaxids
bizonyitékok, immunszenzitizalt sertésekbdl szarmaznak, igy az emberekre

vonatkozbélag csak azoknal a tulérzékeny személyeknél alkalmazhato, akiknél
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nagymértékben jelen van a vérilkben az anti-PEG IgM. Mas szoval ezzel az
egyszerll eljarassal lehetdvé valik, hogy példa nélkiili modellje legyen az egyik
legszornytibb klinikai eseménynek, az infuzios terapia soran eléforduld hirtelen
halalnak.

Naiv sertésekben a Doxil beadasa utdni gyors anti-PEG IgM csokkenés
Osszhangban van a C aktivacioval. Mindazonaltal nem zéarhato ki a PIM sejtek
liposzoma felvételen keresztiili kozvetlen aktivacidja, ami a pszeudoallergias
reakciok egy masik utvonala lehet (,,Double hit” hipotézis).

A sertésekben megfigyelt PEGilalt liposzomak okozta anti-PEG IgM massziv
keletkezése, T-sejt fiiggetlen (TI) 2-es tipust immunogenitasra utal. Novekedése a
PEGilalt nanorészecske révén arra utal, hogy a PEGilaci6 nem hatékony
technologia az immunvalasz elkeriilésére.

A sertések eldkezelése Doxillal gatolta a liposzomak immunogenitasat és a
pulmonalis reaktivitasat, ami megegyezik a Doxil patkdnyokban, kutydkban és
torpe malacokban az ABC jelenség Osszefliggésében vizsgalt PEGilalt liposzoma
altal kivaltott IgM termelésének szuppressziojaval. Ez az immunszuppresszid a
betegek tulnyomd tobbségében klinikailag nem jelentkezik, mindazonaltal nem
feltétlentil hatastalan, hiszen karboplatin és Doxil kombinacidjaval kezelt rakos
betegekben a karboplatinnal szembeni HSR aranyéanak szignifikans csokkenése volt
megfigyelhetd.

Doxil B-sejt szuppressziv hatasa a liposzoOmaban jelenlévé citotoxikus
Doxorubicin-nek tulajdonithato, mivel mas PEGilalt nanogyodgyszer ismételt
beadasat kovetden stlyos HSR-rel és/vagy ABC-vel jar6 immunogenitast idéz eld.
Ezen adatok alapjan valoszinii, hogy a Doxil immunszuppressziv hatasa olyan anti-
gyogyszer IgM-termeld B-sejtekre korlatozodik, amelyek aktivacidja a liposzoma
fagocitozistol fiigg. Egészséges emberekben vagy a legtobb rakos betegen a
hatasnak nincs jelentds karos klinikai tiinete.

Doxil kéaros hatasa, illetve a HSR kockdzata megelozhetd, vagy legaldbbis
csokkenthetd a betegek Doxebo eldkezelése révén. Az anti-PEG IgM okozati
szerepe HSR-ben ¢és az ellenanyagok Doxebo révén torténd megkotése
magyarazatot nyujt az eldkezelés hatékonysagat illetéen. Az eredmények Doxebo

kezelés biztonsagat mutattak Doxillal kombinalva és felhivja a figyelmet arra a
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lehetdségre, hogy a Doxebo 6néllé alkalmazasa 2-3 nap mulva immunogenitashoz
vezethet.

Egy PEGilalt biologiai gyogyszer (Pegfilgrastim) altali anti-PEG ellenanyagok
keletkezése egy ,,nem biologiai komplex” (PEGilalt liposzoma) okozta HSR-hez
vezetett, ami példaként szolgdl a kiillonboz6 tipusu PEGilalt gydgyszerek kozotti
keresztreakciora.

Az a kovetkeztetés, hogy a C aktivacido fontos szerepet jatszik a gyogyszer
indukalta anafilaxisban - és valosziniileg az enyhe HSR-ben is -, el6térbe helyezi a
mar meglévo, illetve ) C tesztek és inhibitorok lehetséges felhasznalasat ezen a
teriileten. Tovabba felvetik a Doxil terapia j indikéacidjanak lehetdségét vagy mas
citotoxikus liposzémdk hasznalatit az ellenanyag kozvetitett CARPA megeldzése

érdekében.

Komplement aktivacio in vitro gatlasa H-faktorral
Mivel a FH a koézponti C3 C komponens €s az AP amplifikdcios hurok szintjén hato
f6 természetes C inhibitor, ezért idedlis gatlé molekula lehet a képzddd C3a és CSa
anafilatoxinok, valamint a C5b-9 csokkentésére vagy akar kialakulasuk
megeldzésére, kiilonosképpen azért, mert a barmelyik tutvonalon kialakulé C
aktivacio ezen a hurkon keresztiil er6sodhet.
Exogén FH szérumban (in vitro) a liposzomak és CrEL micellak okozta C aktivacio
egy potencialis gatlo molekulaja lehet.
A FH mesterséges szarmazékai potencidlis terapias C inhibitorok lehetnek,
beleértve molekuldk mini-FH osztalyat is. A mini-FH fokozott aktivitasa
valdsziniileg annak koszonhetd, hogy a rdvidebb molekuldkban a C-terminalis
glikozaminoglikan/C3d kotohelyek hozzaférhetdsége megndvekszik, amelyek
valoszintileg a teljes hosszisagu FH-ban egyébként részben rejtve vannak.
A kiilonboz6 tipusi C aktivacids tesztek korabbi eredményeivel Osszhangban,
azonos molaris mennyiségek mellett, a mini-FH hatékonyabb volt a liposzoma és
Rituximab indukélta C aktivacidé megelézésében, mint a FH. Bar a mini-FH
jelenlegi formajaban - kis méretének koszonhetden - gyorsan kiliriil a keringésbdl,
még mindig hasznos lehet kiilondsen a CARPA gatlasra, amely viszonylag gyorsan

kialakuld6 mellékhatds és igy a mini-FH rovidtavi gatlo hatdsa, még akkor is
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megfeleld lehet a CARPA megeldzésében vagy csokkentésében, amikor potencialis
CARPAgén gyogyszerrel egyiitt vagy hozza kapcsolva adjak be.

A lerakodott C3 fragmentek mennyisége és jellege, valamit a felszinek fizikai-
kémiai tulajdonsagai szintén befolyasolhatjak a FH lehetséges kolcsonhatasat. Ezek
legalabb részben magyarazzak, hogy ugyanolyan mennyiségi FH miért
eredményezett kiilonbdzé mértéki gatlast.

Az exogén FH és a mini-FH képes in vitro csokkenteni vagy gatolni a Rituximab
okozta C aktivaciot teljes vérben, ami valdsziniileg a FH és mini-FH folyadék
fazisban torténd C aktivaciot gatld hatdsanak koszonheto.

Fontos megjegyezni, hogy egy viszonylag konnyi teszttel kisziirheté a CARPA-ra

valo hajlam és igy, ha valdban sziikséges, egy C inhibitor alkalmazhato.

Komplement aktivacio szerepe a polisztirol nanorészecskék pulmonalis
vazoaktivitasaban
A FACS eredmények a C3b/iC3b és C5b-9 nanorészecskéhez torténd kotddésével
valamint a Western blot adatok az opszonin iC3b és a szintén opszonin degradacios
termékek (C3d és C3dg) idofliggd képzddésével mind arra engednek kovetkeztetni,
hogy az 500 és 750 nm-es PS-NP-k okozta HSR megjelenésével egy idében, C
aktivacio és opszonizacio is bekdvetkezik.
A human szérumban megfigyelt eredmények alapjan a PS-NP-k okozta C aktivacio
az alternativ utvonalon keresztiil torténik.
A NP-k méretének ¢és igy a felszini geometridnak (gorbiiletnek) jelentds hatdsa van
a C aktivacioban, ami valdszinlileg a részecske felszinének gorbiiletével forditottan
aranyos, mivel a C fehérjék lerakddasahoz megfelelé méretii, sikhoz kozelitd tér
kell. A méretfiiggd aggregatum képzdodés szintén szerepet jatszhat a PS-NP-k
okozta C aktivacioban.
Nem olyan régen felmeriilt annak a lehetdsége, hogy RPR és CARPA teoria
egymast kizadr6 elméletek. Mivel az opszonizidcid, egy jol ismert kivaltdé ok a
fokozott fagocita felvétel soran, nagyon valdszinii, hogy a RPR is szerepet jatszik a
folyamat soran, a nanorészecskék PIM sejtek robosztus felvételén keresztiil. igy az
RPR eclmélet inkabb illeszkedik a CARPA-val, mintsem kizarna azt. Ezek a

fogalmak Osszeegyeztethetéek a ,,Double hit” hipotézis révén, ahol az allergiat
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kozvetitd sejtek egyideji két vagy tobbszords aktivacidja kiillonbozé utvonalakon
keresztiil is megtorténhet.

A nanomedicindk indukdlta HSR mechanizmusanak tisztdzasara hasznalt
karboxilalt PS-NP-k nemcsak, hogy nagymértékben hidrofob tulajdonsaguak, de
hasonléan a kontroll PEGilalt liposzomdkhoz, negativan toltottek is. Ezek
ugyanugy, mint a negativ toltésii liposzomak kettdsrétegében a koleszterin magas
molszazaléka, felgyorsitjak a C aktivaciot.

Az 500 és 750 nm-es PS-NP-k a kardiopulmonalis distressz leghatékonyabb
induktorai. Igy az ilyen nanorészecskék - Zymosanhoz hasonléan - az akut NP
indukélta HSR (1) pozitiv standardjai lehetnek, amely lehetévé teszi ezen
mechanizmusok tovabbi vizsgalatat, kiilonosképpen a ,,Double hit” teoriat.

A human szérumban kapott eredmények az in vitro C aktivacidés vizsgalati
modszerek alkalmazhatosagat sugalljak a sertések in vivo (pulmonalis) reakcidinak
eldrejelzésében, és ezaltal a nanorészecskék potencidlis veszélyét, sulyos infizids

reakciok esetében a tilérzékeny egyénekben.
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8. Osszefoglalas

A nanomedicindlis anyagok i.v. terapia soran tulérzékenységi reakciokat (HSR) is
okozhatnak. A reakcio gyorsan kialakul6 tiinetei mellett akar halalos is lehet, igy a HSR
a terapids anyagok haszndlatanak egyik f6 gatja lehet. Jellemz6i, hogy mig IgE nem,
addig a komplement (C) aktivacid részt vesz, ezért bevezetésre keriilt a CARPA
kifejezés.

A polietilénglikolt (PEG) széles korben alkalmazzdk, mivel ndveli a gyogyszer
keringési idejét. Emiatt aggregatum képzdé hajlama is nagyobb lehet, ami potencialis
veszélyforras. ElsOként a liposzomak aggregaciés mechanizmusat vizsgaltuk. A
PEGilalt liposzomak legismertebb példdja a HSR-t okozo Doxil. Masodikként a C és a
PEG ellenes ellenanyagok szerepét vizsgaltuk a reakcioban. Harmadikként egy
szolubilis C szabalyzét, a H-faktort vizsgaltuk (FH), feltételezve hogy alkalmazhato
lehet a nanogydgyszerek okozta CARPA gatlasaban. A HSR mechanizmus alaposabb
megismerése érdekében egy malac modell keriilt bevezetésre, ami kiemeli a C aktivacid
kulcsszerepét a reakciok esetében. Polisztirén nanorészecskékkel (PS-NP) folytatott
kisérletek alapjan nemrégiben megkérddjelezték az okozott HSR-ek pszeudoallergias
természetét, a C szerepét és a malac, mint relevans modell hasznalatat. Igy utolsoként a
PS-NP kivaltotta HSR-ek tovabbi tanulmanyozésa allt.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a PEGilalt liposzomék aggregacioja szabalyozott és
reverzibilis médon torténik a PEG lancok kozmotrop sok hatasanak koszonhetd
hidratacio csokkenése révén. A kialakult fuzidk jelentds hatassal lehetnek a C
aktivaciora. A Doxil okozta HSR vizsgalata soran az eredmények IgM kozvetitett
klasszikus utvonalon keresztiili C aktivaciora utalnak, ami magyarazza az anafilaxias
sokk kifejlodését, illetve tachyphylaxist. Exogén FH és mini-FH hatékony gatlonak
bizonyult az in vitro liposzomak, CrEL és Rituximab okozta C aktivacio esetében. A
PS-NP-k okozta HSR megjelenésével egy idében azonnali C aktivacio és opszonizaciod
is bekovetkezik. Humén szérumban a PS-NP-k okozta C aktivacio az alternativ
utvonalon keresztiil torténik, amiben a méretnek ¢és a felszini gorbiiletnek jelentds hatasa
van.

fgy elmondhatd, hogy a C aktivaldss a nanomedicindk pszeudoallergias
mellékhatasdban dontd szerepet jatszik, melyet a fejlesztés, tesztelés, megeldzés és

kezelés soran fontos figyelembe venni.
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Summary

I.v. therapy with nanomedicines can cause hypersensitivity reactions (HSRs). In
addition to the rapidly arising symptoms the reaction can be deadly, so HSR can be one
of the main barrier for the application of therapeutic agents. While the role of IgE has
not been demonstrated, complement (C) activation is involved in these reactions, so the
term CARPA was introduced.

Polyethylene glycol (PEG) is widely used since it increases the circulation time of
the drug. Therefore its aggregate formation tendency may be greater, which is a
potential danger. First, we examined the mechanism of liposome aggregation. The most
famous PEGylated liposome which can cause HSR is Doxil. Second, we examined the
role of C and anti-PEG antibody in these reactions. Third, we examined a soluble C
regulator, Factor-H (FH) since it seems that can be used for the inhibition of
nanomedicine-caused CARPA. To get a better understanding of HSR mechanisms, a pig
model was introduced, which emphasizes the key role of C activation in these reactions.
Recently, studies wusing polystyrene nanoparticles (PS-NPs) questioned the
pseudoallergic nature of these HSRs, the role of C, and the use of pigs as a relevant
model. Thus finally, we examined the PS-NP induced HSR.

Our results show that aggregation of PEGylated liposomes is a regulated, reversible
process by dehydration of the PEG chains due to the effect of kosmotropic salt. The
formed fusion may affect C activation. In Doxil-induced HSR, the results suggest C
activation via IgM mediated classical pathway, which explains anaphylactic shock and
tachyphylaxis. Exogen FH and mini-FH were efficient inhibitors in case of liposomes,
CrEL and Rituximab-caused C activation in vitro. In case of PS-NP induced HSR, C
activation and opsonization also occurred at the same time. PS-NP-caused C activation
proceeded via the alternative pathway in human sera wherein the size and surface
geometry (curvature) of NPs have a significant impact.

Taken together C activation plays a key role in the adverse effects of nanomedicines

which requires attention in their development, testing, prevention and treatment.
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Kiulon koszonetet szeretnék mondani témavezetdmnek Szebeni Janosnak, illetve a
disszertaci6 alapjaul szolgald kozlemények munkatarsainak, kiilondsképpen Bozd
Tamasnak, Kalman Benedeknek (aki sajnos mar nem lehet veliink), J6zsi Mihalynak,
Kozma Tibor Gergelynek és Urbanics Rudolfnak, akik munkdm sordn mindvégig
kiemelten segitettek. Természetesen a publikaciokban résztvevé tobbi embernek is
szeretnék kdszonetet mondani, mivel nélkiiliik ezen eredmények nem sziilethettek volna
meg. Mihaly Juditnak, Bota Attilanak és Kellermayer Miklés Sandor Zoltannak az
aggregacioval kapcsolatos munka miatt, Csincsi Adamnak, Uzonyi Barbaranak, Mario
Hebeckernek, Fiilop Gyula Tamasnak és Erdei Annanak a H-faktorral kapcsolatos
munka miatt, mig Taro Shimizunak, Tatsuhiro Ishidanak, Koga Miyaharanak, Keren
Turjemannak és Yechezkel Barenholznak a nanogyongyokkel kapcsolatos munka miatt
tartozom halaval. Ezenkiviil a kovetkezd embereknek is szeretnék koszonetet mondani,
mivel munkajukkal 6k is hozzajarultak, hogy a disszertaciom elkésziiljon: Yaelle Bavli,

Dézsi Laszl6, Orfi Erik, Tom Erik Mollnes, Rosivall Laszl6 és Vashegyi I1diko.
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