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Bevezetés

A komplement aktivacios pszeudoallergia (CARPA) a
tulérzékenységi reakciok egy viszonylag uj alfaja. Az
IgE-kozvetitette allergidval szemben ezek a reakcidok
elozetes szenzitizacid nélkiil is kivalthatoak, és a tiinetek
gyakran enyhiilnek, illetve megszinnek a kivalto
anyaggal torténd ismételt taldlkozasok sordn. A
komplement rendszer kiilonbozé ,,atvonalakon” torténd
aktivacioja anafilatoxinok képzddéséhez,
opszonizacidhoz, ¢és lizishez vezethet. Mindezek
kovetkeztében hizdsejtek, granulocitdk és vérlemezkék
aktivalodnak, érhatdst mediatorok szabadulnak fel (pl.
tromboxan ¢és hisztamin), ami kardiovaszkularis €és egyéb
valtozasokkal jar.

Szamos gyogyszerrdl és egyéb anyagrdl bizonyosodott
be, hogy CARPA kivéltd hatasuk van. Ezek kozé
tartoznak rontgen kontraszt anyagok, egyes gyodgyszer-
szallitd rendszerek, mint példdul karbon nanocsovek,
bizonyos liposzomdk (Doxil, Ambisome), micellaris
oldészerek. A CARPA reakciok vizsgdlata a
gyogyszerkészitmények kifejlesztésének fontos

aspektusava  valt. Ezen tulérzékenységi reakcok



fontossagat hansulyozza az is, hogy az amerikai Food and
Drug Administration javasolja in vitro és in Vvivo
komplement  aktivaciés  toxikoldgiai  vizsgalatok
elvégzését. A  kiilonbozd nanorészecskék és a
komplement rendszer kozotti interakcid megértésére in
szlikséges. Szamos in vitro moédszer all jelenleg is
rendelkezésre a biokompatibilitds ¢és a kiilonbozd
komplement aktivaciés Utvonalak vizsgéalatdira human
szérumban. In vivo tesztekre 4allati modelleket lehet
hasznélni, melyek az emberi koriilményeket szimulaljak.
Ezekben az esetekben a komplex szabalyozo
mechanizmusok megtartottak, ami lehetdséget ad a
kiilonbozd  fizioldgias ¢és patofizioldgids folyamatok

eredeti kdrnyezetben torténd vizsgalatara.

Célkitlizések

A  mikro- ¢és nanoméreti gyogyszerhordozok 1j
generacdja fokozott veszélyét hozza magaval annak,
hogy az immunrendszer ezeket idegenként ismeri fel. A

CARPA  vérhatéan visszatérd probléma lesz a



nanogyogyszerek koraban, ezért megértése és megeldzése

kritikus fontossagu ezen készitmények K+F folyamata

soran.

A kovetkezd célokat tliztik ki a kiilonb6zé anyagok

komplement aktivaciés hatdsdnak vizsgalatara, illetve

hasznalatuk biztonsagosabba tételére:

Létrehozni egy in vivo allatmodellt az intravénasan
adagolt anyagok komplement aktivacios

pszeudoallergiat kivato hatdsanak vizsgalatara.

Az in vivo modell 0Osszehasonlitdsa in vitro

modszerekkel.

Ismételt Doxil injekciok hemodinamikai hatdsdnak

vizsgalata.

Doxil in vivo tesztje sordn tett megfigyelések
felhaszndlasa a gyogyszer altal kivaltott CARPA

reakcio kivédésére.

Polietilénimin polimer nanorészecskék CARPA
kivaltd hatasanak vizsgalata in vivo és in vitro

modszerekkel, illetve azok eredményei kozti



kiilonbségek elemzése.

* Egyéb dllatfajok CARPA tesztelésre  torténd

hasznalhatosaganak vizsgalata.

Modszerek

Komplement aktivacé hemodinamikai hatasainak in
vivo vizsgalata

A malac ¢és kutya kisérletek Magyarorszagon a
Semmelweis Egyetemen, valamint az Egyesiilt
Allamokban a Uniformed Services University of the
Health Sciences (USUHS) egyetemen, az adott
intézmények jovahagyasaval torténtek. A sertéseket
intramuszkularis ketaminnal torténé szedalas utan
pentobarbitallal vagy isoflurannal altattuk. Elokészités
utan a  kovetkez6  paramétereket  folyamatosan
monitoroztuk és rogzitettiik: pulmonadlis artérids nyomas
(PAP), szisztémas artérids nyomas (SAP), centralis vénas
nyomas (CVP), elektrokardiogram (EKQG), szivfrekvencia
(HR), kilélegzett szén-dioxid (ETCO,). A tesztanyagokat
a Swan-Ganz katéteren keresztiil juttattuk a pulmonalis

keringésbe, 5 ml fiziologids soOoldattal bemosva. A



kiilonbozd tesztanyagok beaddsa kozott legalabb 20

perces stabilizacids idészakot tartottunk.

In vitro komplement teszt

Human szérum mintdkat gyljtottiink egy jovahagyott
protokoll szerint, és azokat felhasznalasig -70°C-on
taroltuk. S-fehérjéhez kotott C-termindlis komplex és
mértiik ELISA-alapi mddszerrel. A tesztelt polimereket
IC50-nek megfeleld koncentracidban 45  percig
inkubaltuk 37°C-on a szérumokkal. A reakcid 20-szoros
mennyiségl jéghideg diluenssel torténd leallitdsa utan a
mintdk SC5b-9 és Bb koncentracidjat a megfeleld ELISA
kitekkel meértiik, a gyartéi utasitasoknak megfelelden.

Minden mérést két ismétléssel végeztiink.

Eredmények

A Doxil komplement aktivalo hatdsanak vizsgalata

céljabol 12 malacot elsd kezelésként 0.01 mg/kg Doxillal
injektaltunk, ami 0.06385 mg foszfolipid per
testsulykilogramm dozisnak felel meg (0.06385 mg
PL/kg). A Doxil beadasat kovetéen minden allatban akut



pulmonalis nyomasemelkedés volt megfigyelhetd, par
perccel a beadast kovetden. A pulmondlis artérias
kozépnyomds (PAP) jelentésen emelkedett (p=0.0005,
n=12) 16.5 (15-20.25) Hgmm ko6zépértékrdl 42 (34.5-48)

Hgmm-re.

Az els6 reakcid megismételhetoségének vizsgalata

céljabol hét allatnak az elsd Doxil injekciot kovetden egy
masodik azonos dézisu (0.06385 mg PL/kg) Doxil bélust
adtunk. Ugyan a PAP 17 (14-19) Hgmm-r6l 19 (16-20)
Hgmm-re torténd valtozasa statisztikailag szignifikdnsnak
bizonyult (p=0.0177, n=7), ilyen enyhe emelkedés
klinikailag nem relevans, ezért nem tekintjiik sulyos

pszeudoallergias reakcionak.

Annak tesztelésére hogy a tolerancia attorhet6-e

magasabb dozissal, hat 4llat egy tovabbi, 6tszords Doxil
dozist kapott (0.31925 mg PL/kg). Sem a pulmonalis (17
(12.75-19.5) és 20 (17.75-22.25) Hgmm, p=0.625, n=5),
sem a sziszémas (89.5 (77.75-97.75) és 86 (74.5-99.75)

Hgmm, p=0.7865, n=5) artérids nyomads injekcio elbtti és

utani értéke kdzott nem volt szignifikans kiilonbség.



A tolerancia Doxil specifikussaganak vizsgalatara a Doxil

injekciokat kovetéen két 0.5 mg/kg dozisi Zymosan
bolust adtunk az 4llatoknak, melyek koziil mindkettd
PAP emelkedést valtott ki, 17-r61 46 Hgmm-re
(p=0.0156, n=7), illetve 21-rél to 50.5 Hgmm-re
(p=0.0355, n=6).
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Annak vizsgalataira, hogy a tahifilaxis jelenség

felhasznalhaté-e a Doxil 4altal kivaltott CARPA

crer

Doxebo infuzioval eldkezeltink. Ez egy liposzéma
készitmény, mely mindenben azonos a Doxillal azzal az
egyetlen kiilonbséggel, hogy nem tartalmaz doxorubicint.

Sem a Doxebo (p=0.25), sem az ezt kovetd alacsony



(p=0.4164) és magas (p=0.625) dozisu Doxil injekcidk
nem okoztak CARPA-t.

250 1
4
200
I
[
2
@ 150
<
(@]
x
o 100
<
a.
5
50 - 5 5
o | e =]
o) 2 <
QF% m,oo /;O,O J,,))O
. S
%0 K %, %
7 (7 “ 7
%, o g s
2 % ‘9
(9 < > )
S, %, &, 63
2 8 o %
) 2 0‘\9 §
(/4‘ “?/O( )
e ‘2 Ky
< 2
%

Kiilonboz6 polietilénimin (PEI) polimerek és PEGilalt

szarmazékaik in vitro komplement aktivaldo hatasanak

vizsgalatara 19 SC5b-9 ELISA méréssorozatot végeztiink
hat kiilonb6z6 humén szérummal. Kizarolag a PEI-25kDa
valtozat okozott szignifikdns (p=0.0273), dozisfiiggd
komplement aktivéaciot a fizioldgias sooldat kontrollhoz
viszonyitva kilencbdl harom szérumban. A t6bbi valtozat

nem mutatott komplement aktivaciot.



A polimerek in vivo komplement aktivalé hatasanak

vizsgalatara 13 malacot injektaltunk a készitményekkel és
a hemodinamikai valtozasokat elemeztik. Minden
vizsgalt polimer okozott hemodinamikai valtozasokat,
beleértve PAP emelkedést, SAP emelkedést vagy
csokkenést,  szivfrekvencia  valtozast, ¢és EKG
valtozasokat. Bizonyos esetekben a reakci6 annyira
sulyos volt, hogy aktiv ujraélesztésre volt sziikség az allat
megmentésére. Mindazonaltal a csoportonkénti alacsony
elemszam miatt nem tudtunk az egyes polimerekre
vonatkozoan statisztikailag értékelhetd kovetkeztetéseket
levonni. Az Osszes éllatot figyelembevéve a pulmondlis
artérias nyomas jelentdsen emelkedett az elsd bolus utén,
14 (12-15.75) Hgmm-rél 34 (19.75-44.75) Hgmm-re
(p=0.0039, n=10). A masodik injekcid utani emelkedés is
szignifikans volt, 16 (11.5-21.25) Hgmm-r6l to 28.5
(16.25-43.75) Hgmm-re, (p=0.0059, n=10) ¢és
statisztikailag nem volt kiillonbség az els6 és a masodik
bolust kovetd pulmonalis artérias nyomasvaltozas kozott
(148.8% (31.73-233.6) vs. 82% (28.27-195.6) emelkedés;
p=0.2324, n=10).



Annak vizsgalatara, hogy kutyak hasznalhatoak-e

alternativ_in vivo modellként komplement aktivacid

tesztelésére a liposzomas gyodgyszer Ambisome
keringésvaltozast kivaltd hatasat elemeztiik. Akut
szisztémds vérnyomasesés volt megfigyelhetd az elsd
beadast kovetéen, a SAP 146.5 Hg-r6l 81 Hgmm-re
csokkent (p=0.0313, n=6). A malac modelhez hasonl6an
itt is megfigyelhetd volt tahifilaxis az ismételt bolusok
beaddsa soran, és az elsé injekciot kovetdéen sem
alacsony, sem magas d6zist Ambisome nem okozott PAP
(p=0.0625, illetve p=0.0938, n=6) vagy SAP (p=0.8438,

valamint p=1, n=6) valtozast.

Kovetkeztetések

1. Doxil elsé beadaskor akut pulmonalis hipertenzidt
okoz. A malac modell komplement aktivacio
tekintetében kifejezetten érzékeny erre a liposzoma
készitményre. = A megfigyelt  hemodinamikai
valtozadsok megfelelnek az egyes érzékeny emberek
esetében  Doxil  kezelés  sordn  jelentkezd

mellékhatasok klinikai tiineteinek.



2. Az ismételt Doxil injekciokra tahifilaxis alakul ki, és
ezek nem okoznak klinikailag jelentds akut
pulmonalis hipertenziot vagy szisztémas
keringésvaltozasokat. A tolerancia még Otszords

dozisndl is fennall.

3. Doxeboval torténd eldkezelés felhasznalhaté a Doxil
altal kivaltott sulyos CARPA reakciok megeldzésére.
Ez felveti annak lehetdségét, hogy a jelenséget
klinikai koriilmények kozott is kihasznaljuk. A
gyakran sulyos tulérzékenységi  mellékhatasok
megeldzése  elérhetévé teszi ezen  kifnomult
gyogyszeres kezeléseket azok szamara is akik

elényeiket eddig nem élvezhették.

4. A tolerancia Doxebo ¢és Doxil specifikus. A tahifilaxis
gyors kialakuldsa felveti, hogy nem aktiv immun-
memoria sejt aktivaciohoz kapcsolodo kialakulasaval
fligg 0ssze. A komplement faktorok felhasznalasa és
kimeriilése szintén kizarhatd, hiszen az erds
komplement  aktivdld6 ~ Zymosan  hatasa a

liposzomakkal deszenzitizalt allatokban is megmarad.



5. PEI-25kDa doézisfiiggd komplement aktivaciot okoz
in vitro, mig az Osszes tesztelt PEI készitmény
CARPA-t okoz az in vivo sertés modellben. PEI
25kD valtotta ki a legerésebb reakciot a malac
modellben is, és a korlatozott szamu kisérletek soran

nem figyeltiink meg teljes tahifilaxist.

6. Kutydk is mutatnak CARPA tiineteket Ambisome
beadas hatasara, azonban ezek kiilonboznek a
malacokban Doxil 4altal kivaltott hemodinamikai
valtozasoktol. Kutydkban a tipikus reakci6 Ambisome
injekcid utan szisztémadas artérids nyomascsokkenés
pulmonalis artéridas nyomasvaltozds nélkiil, mig
Zymosan hatasara a  malacokhoz  hasonloan

pulmonalis artérids nyomdsemelkedés alakul ki.
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