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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AT: Anafilatoxin

BP: Blood pressure (\Vérnyomas)

C: Complement (Komplement)

CARPA: Complement activation-related pseudoallergy (Komplement aktivécién alapul6
pszeudoallergia)

CIPA: Complement independent pseudoallergy (Komplement fiiggetlen pszeudoallergias
reakcio

Chol: Cholesterol (Koleszterin)

COX-1: Ciklooxigenaz 1

CVF: Cobra venom factor (Kobra méreg faktor)

DAF: Decay accelerating factor (Bomlasgyorsito tényezd)

DPPC: Dipalmitoylphosphatidylcholine (Dipalmitilfoszfatidilkolin)

DSPE: 1,2-distearoyl-SN-glycero-3-phosphatidyl-ethanolamine  (1,2-disztearoil-sn-
glicero-3-foszfatidil-etanol-amin)

DSPG: Distearoylphosphatidylglycerol (Disztearoil-foszfatidil-glicerin)

DSR: Danger signal receptors (Veszélyjelzo receptorok)

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (,,Enzimhez kotétt immunszorbiens

proba’)
HC-MLV: High cholesterol multilamellar vesicles (Magas koleszterintartalmd
multilamellaris vezikulum)

HR: Heart Rate (Szivfrekvencia)

HSR: Hipersensitivity reaction (Tulérzékenységi reakcid)

HSPC: Hydrogenated soy phosphatidylcholine (Hidrogénezett sz6ja-foszfatidilkolin)

HTC: Hematocrit (Hematokrit)

LEH: Liposome-encapsulated hemoglobin (Liposzoémaba kapszulazott hemoglobin)

LPS: Lipopolysaccharide (Lipopoliszacharid endotoxin)

MABP: Mean Arterial Blood pressure (Artérias kozépnyomas)

MAC: Membrane Attack Complex (Membrankarositdo komplex)

MBL: Mannose-binding lectin (Mannoz kot6 lektin)

MCP: Membrane cofactor protein (Membran kofaktor fehérje)
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NHS: Normal human serum (Normal human szérum)

PAF: Platelet activating factor (Trombocita aktivalé faktor)

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns (Kérokozoval kapcsolatos molekularis
mintazat)

PBS: Phosphate buffered saline (Foszfat pufferolt soldat)

PAP: Pulmonary arterial pressure (Pulmonaris artérias nyomas)

PDI: Polydispersity index (Polidiszperzitasi index)

PE: Polyethylene (Polietilén)

PEG: Polyethylene glycol (Polietilén glikol)

PEGil&ci6: Gyogyszermolekula polietilén glikol polimerhez torténé (kovalens) kotése

PIM: Pulmonary intravascular macrophages (Pulmonalis intravaszkularis makrofagok)

PGD2: Prosztaglandin D2

PGEZ2: Prosztaglandin E2

PGI2: Prosztaglandin 12, prosztaciklin

PL: Phospholipid (Foszfolipid)

PLT: Platelet, thrombocyte (Trombocita)

PMN: Polimorphonuclear cell (Polimorfonuklearis sejt - neutrofil, eozinofil, bazofil

granulocytak)

SAP: Systemic arterial pressure (Szisztémas artérids nyomas)

SEM: Standard error of the mean (Atlagtél vald eltérés)

SRBC: Sheep red blood cell (Birka vorovértest)

SCR1: Soluble complement receptor 1 (Szolubilis komplement receptor-1)

TLRs: Toll like receptors

TP: Tromboxan prosztanoid

TXB2: Tromboxan B2, a TXA: stabil metabolitja

USP: United States Pharmacopeia (Amerikai gyogyszerkonyv)

Vit-E: y-Tocopherol (y-Tokoferol)

WBC: White Blood Cell (Fehérvérsejt)

WT: Wild type (Vad tipus)



2. BEVEZETES

2.1 A komplementrendszer

A komplementet a X1X. szazad vege felé fedeztek fel a normal vérplazma héérzékeny
Osszetevijeként, amely serkenti a baktériumok opszonizaciojat. Az opszonizacio soran a
szervezetbe jutott kdrokozdk és idegen anyagok, ill. a szervezetben el6regedett, sérilt
sejtek és anyagok felszinére jelzéfehérjék (opszoninok) kotédnek, ezzel megjeldlve
ezeket a strukturakat a fagocitalo immunsejtek szamara, amelyek igy felismerik a
korokozdkat es karos anyagokat és fagocitaljadk azokat. Bar elészor a komplement
rendszernek az antitest valasz soran jatszott szerepét fedezték fel, késébb azt is
felismerték, hogy a komplement rendszer aktivalhaté a fertdzés korai szakaszaban
antitestek hianyaban is. Az opszonizalast megel6z6en a mintazatfelismer6 receptorok
kotddnek az idegen vagy sériilt sejtekhez vagy anyagokhoz, ez aktivalja a velesziiletett
immunrendszert (innate immune system), ezen belul a komplement rendszert, és a
beindulé komplement hasitasi lancolat termeli azokat a fehérjéket, amelyek opszonizaljak
a struktarakat. A veleszuletett immunrendszer fehérjéi (opszoninok; C3b, C4b stb.) révén
lehetévé valik olyan baktériumok és idegen anyagok felismerése, amelyekkel a szervezet
korabban nem talélkozott, igy elindul azok bekebelezése és elpusztitdsa. A komplement
kifejezés arra a folyamatra utal, amely az antitestek antibakterialis aktivitasat egésziti ki.
A mai eredmények alapjan mar egyértelmii, hogy a komplement fehérjék révén a
velesziiletett immunrendszer fontos szerepet jatszik a szervezet védekez6 reakcidiban (1).

A komplement rendszer kiilonb6zé plazmafehérjéi egyiittmiilkodve reagalnak a
korokozokra €s gyulladdsos valaszt valtanak ki, amelyek segitenek a fert6zés elleni
kiizdelemben és az opszonizacioban. Szamos komplementfehérje protedz tipusd,
amelyeket a proteolitikus hasitas aktival. A még nem aktivalt (prekurzor) enzimeket
zimogéneknek nevezik. A komplementrendszer esetében a zimogének széles korben
fellelhetéek a testnedvekben ¢és szovetekben. Ezek alap esetben hatassal nem
rendelkeznek, a fertézés helyén azonban aktivalédnak és a gyulladasban szerepet jatszo
utvonalakat inditanak be. A komplement rendszer egy proteolitikus 1épésekbdl allo enzim
kaszkadon keresztiil aktivalodik. A folyamat soran a kaszk&don belil a zimogén
prekurzort egy protedz elhasitja, ezaltal egy aktiv komplement enzim képzdédik, amely

kovetkezd szubsztratot is elhasitja. Az Gtvonal elején néhany csak ,kiegészitd szerepet



jatszd” fehérje aktivalodik, minden egymast kovetd enzimatikus reakcié nagymértékben
felerdsiti a jelatvitelt, ami erés és gyors komplement valaszt generdl (2).

Szamos szabalyozasi mechanizmusra van szikség ahhoz, hogy a komplement
aktivacio ne ellendrizetlen kortlmények kozott menjen végbe. A komplement
komponensek aktivitdsat olyan szabalyozO fehérjék rendszere moduldlja, amelyek
megakadalyozzak a szovetkarosodast, az aktivalt komplement komponensek véletlen
kotodését a gazdasejtekhez, illetve a komplement komponensek spontan aktivalodasat a
plazmaban.

A komplement rendszer harom kiilonb6z6 Gtvonalon keresztul aktivalodhat. Ezeket az
utvonalakat a kilvilagbol bejutott kiilonbozé baktériumok, virusok, illetve antigének
megjelenése indithatja be. Az Utvonalak egy k6zos agon egyesulnek és végul ugyanazok
az effektor molekulak jonnek létre, amelyek végil a patogén elpusztitasahoz vezetnek (1.
abra). Az egyes komplement fehérjék kis toredékei kemotaktikus hatasuak, és fagocitakat
toboroznak a komplement aktivacio helyére, és aktivaljak azokat. A méasodik mod a
patogének opszonizaciodja. Ekkor az antitestek, vagy pedig az aktiv komplementfehérjék
felddsulnak, amelyek kovalensen kotédnek a korokozokhoz, el6készitve azokat a
komplement receptorokat hordozo fagocitak altali bekebelezésre. Harmadik lehet6ség az,
hogy a folyamat végén létrejové termindlis komplement komplex Karositjdk a

baktériumokat oly médon, hogy pérusokat hoznak Iétre a sejtmembranban.

Antigén antitest Lektin patogén
interakcid felszinéhez kotédik

'

P Komplement aktivacié

¢ & &

Patogének opszonizacidja Patogének elpusztitasa

Patogén feliilet

Gyulladasos sejtek
toborzasa

1. bra: A komplement aktivacié harom utvonala: 1. A klasszikus utvonal, amelynek
aktivalodasat foleg a Clq komplement komponens és az antitest-ellenanyag (1gG, IgM)
komplex kétodése inditjia el; 2. A lektin fiiggo utvonal, amelyet néhany dltalanos

szérumdsszetevo, a manndn-kotd lektin, valamint két hasonlo lektin—proteaz (MASP-1,
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MASP-2) valt ki, amelyek képesek a tokkal rendelkezo baktériumokon lévé kiilonbozo
manndz szarmazékok megkotesére; 3. Az alternativ Gtvonal a C3 spontén aktivaciojaval
kezdddik, de csak kozvetleniil a kérokozok feliiletén erdsodik fel. Mindezek az utak
kulcsfontossagu komplement enzimek egymast kovetod aktivalasaval jarnak, amelyek
létrehozzAk a komplement effektor molekuldit. A komplement aktivicio hdarom f6
kovetkezménye a korokozok opszonizacidja, a gyulladasos sejtek toborzasa és a

korokozok kozvetlen elpusztitasa (3).

Az Gtvonalak aktivalddasa soran proteolitikus reakcidlépések sorozatai indul be. A C3
hasitasa soran keletkez6 C3b, a C3a mellett a nagyobb hasitasi termék, kovalensen
kot6dik a korokozo feliiletén 1évo hidroxil, vagy amin csoportokhoz, és hozzajarul a
kovetkezé komponens aktivalasahoz. A korai események kozos eredéjeként képzodik a
C3 konvertdz enzim (az alternativ Gtvonalon C3(H.0)Bb és C3bBb formaban az
amplifikéaciés hurok kovetkeztében, a klasszikus és lektin Utvonalon pedig C4bC2a
formaban), és a C3 konvertaz bontja a C3 komplementfehérjét aktiv C3a és C3b
komplement komponensé alakitja &t A nagyszami C3b molekula kotédése a
korokozéhoz a komplement aktivacio egyik kozponti eseménye. A megkotott
komplementeket, kuléndsen a C3b-t és annak toredékeit a fagocita sejtek specifikus
komplement receptorai ismerik fel, amelyek bekebelezik a C3b és toredékei &ltal
megjel6lt kdérokozdkat. A C3, C4 és kulondsen a C5 kis fragmentjei fagocitakat
toboroznak a fertézés helyére és aktivaljak 6ket a G fehérje-kapcsolt receptorokhoz
kotédéssel. Ezek egylittesen elGsegitik a korokozok fagocitak altali felvételét és
megsemmisitését. A C3b molekuldi magahoz a C3 konvertdzhoz is kapcsolodnak
(C3bBb), amelyek elinditjak a kés6i eseményeket, valamint az igy képzddé C5 konvertaz
enzimek (C4bC2aC3b és C3bBbC3b) a C5 hasitasa révén a Cbha, illetve C5b termék
képzOdését eredményezi (4). Mindharom Utvonal aktivacidja sordn nagy mennyiségii C3b
molekula keletkezik, a kés6bb felszabaduld, korlatozott szamu C5b mellett. A nagyobb,
C5b-téredék a membrankarosité komplex (membrane attack complex, MAC, C5b-9)
Osszeszerel6déséhez jarul hozza, ami a korokozdk membranjahoz kotédik és abban egy
csatornat hoz létre, ami a kdérokozo lizisét eredményezheti (5). (a folyamatot a 2. abra

szemlélteti)



Klasszikus ttvonal Lektin Gtvonal Alternativ titvonal

(antitestek, immun komplexek) (mann6z, mikrobak) (spontén, mikrobak)
Clg, Cir, Cls MBL + MASPs C3(H,0)
€2,C4 |  C4bC2a = C3 konvertaz | c2, C4 | C3(H,0)Bb = C3 konvertaz

C3bBbP =
-4——/ Amplifikacios hurok C3
konvertaz

| cabc2ac3b, C3bBbC3b = C5 konvertaz |

(o

MAC (sejt lizis)

2. abra: A normal komplement kaszkad. A komplementrendszer a klasszikus utvonal, a
lektin utvonal és az alternativ Utvonal altal aktivalhatd, ami mind C3 konvertazok
kialakulasat eredményezi. A klasszikus Utvonalat olyan immunkomplexek inditjak el,
amelyek kdlcsdnhatasba 1épnek a C1g-val, ami végul a klasszikus C3 konvertaz (C4bC2a)
utvonal kialakulasahoz vezet. Az alternativ Gtvonalon a C3 konformacidja megvaltozik
C3(H20)-ra, ennek atalakuldsaban a faktor B-nek van szerepe. A faktor B egy inaktiv
proenzim, amelyet a faktor D aktival. A faktor D csak akkor tudja a faktor B-t hasitani,
ha mar kotédott a C3(H20) és C3b-hez. A faktor B két peptid fragmenssé hasad, amelyek
a Ba és a Bb. A Bb tartalmazza a szerin proteaz domént, a C3(H20)-bél C3(H20)Bb
keletkezik, illetve a C3b-bdl C3bBb keletkezik. Barmelyik C3 konvertaz képes a C3-at
C3a-ra és C3b-re hasitani. A C3bBb konvertaz tébb C3-at C3b-ra hasit, hogy még tébb
C3 konvertazt hozzon létre egy eroteljes erositési hurokban, ami a komplementrendszer
teljes aktivalasat eredményezi. A properdin plazmafehérje stabilizalja a C3bBb-t, és
platformot biztosit a mikrobialis fellileteken, apoptotikus sejteken és rosszindulatd
sejteken valo in situ osszeszereléséhez. A C3b a C5 konvertaz képzodeésével is elinditia a
termindlis komplement kaszkadjat a C3 konvertazok barmelyikével (C4bC2aC3b vagy
C3bBbC3b) valo tarsulas révén. A C5 konvertdz ezutan C5-6t Cha-ra, a C5b-t pedig

tovabbi folyamatok réven (C6-ra hasitja, megkonnyitve a C7, C8 és C9 kotédését (az
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abran nem szerepel) és a C5b-9 MAC kialakulasaval végzddik. Ez utobbi porusokat képez
a korokozok és a sériilt sejtek membranjaban, ezaltal eldsegitve a sejtlizist. A C3a és a
Cbha anafilatoxinok a komplement aktivicio legerdsebb effektorjai, amelyek képesek
eldidézni a chemotaxist, a sejtek aktivalasat és a gyulladasos jelzést. MASP, mannozkoto

lektin asszocidlt szerin-proteaz fehérje. MBL, mannozkotd lektin (6)

2.1.1 A komplementrendszer aktivalodasi mechanizmusai a liposzémak altal

Régota ismert, hogy a liposzdmak aktivalhatjak a komplementrendszert mind a
klasszikus, mind az alternativ utvonalakon keresztll (7-9). Legutdbb nagy figyelmet
forditottak a lektin utvonal bevonasara, mivel a PEGilalt (Gydgyszermolekula polietilén
glikol polimerhez torténd kovalens kotése) nanorészecskékrdl, példaul a szén
nanocsovekrél kimutattak, hogy Clg-fiiggetlen, MBL-MASP-fiiggé ttvonalakon
keresztil aktivaljak a komplement rendszert (10, 11).

Széles korben elterjedt nézet, hogy az mesterséges foszfolipid kett6srétegek nem
tartalmaznak fehérjéket, ezért nem immunogének. Ez azonban nem vonatkozik a
velesziiletett immunitdsra, azaz az immunrendszer azon részére, amely elsGvonalbeli,
nem specifikus védelmet nyjt a kllvilagbol szarmaz6 mikrobék és mas karos részecskék
ellen.

A liposzomék velesziiletett immunrendszer altali felismerése egyszerli biologiai
logikaval torténik: a foszfolipid vezikulumok hasonlitanak a patogén mikrobak méretéhez
és alakjahoz, valamint a szubcellularis organellumokra, amelyek ellen a nem specifikus
immunrendszer a tébb milli6 éves evollcio soran hatékony eliminaciés mechanizmusokat
fejlesztett ki (12).

A méretiket tekintve a klinikai célra hasznalt liposzoméak és patogén emberi virusok
kozti hasonlosag figyelemre mélto. Ez a méretbeli atfedés nem véletlen, mivel az eddig
forgalomba hozott liposzémék legtdbbje foszfolipid kett6sréteg vezikulumok,
amelyekbdl a sejtes élet kifejlédése mintegy 3—4 milliard évvel ezelbtt kezd6dott (13-15).

A virusok mellett a liposzomék hasonlitanak az exoszémaékra, nevezetesen a sejtekrol
levalasztott membran vezikulumokra, valamint a legtdbb mas organellumra (apoptotikus
testek) és sejttormelékre, amelyek a sejthalal utan képzédnek. A nanobaktériumok, a
legkisebb Onreprodukciora kepes korokozok, szintén a liposzomas mérettartomanyban
(100-200 nm) vannak (16).
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A liposzdmék immunrendszer altali felismerésének masodik f6 oka az
onmegkiilonboztetd molekuldk hianya a kettOsréteg membranon. A liposzomakbol
hidnyoznak azok a komplement-kontroll fehérjék, amelyek megvédik a sejteket a
komplement tamadastol, nevezetesen a komplement C3b/C4b receptor 1 (CR1, CD35), a
,decay accelerating factor” (DAF, CD55; bomlasgyorsito tényezd), membran kofaktor
fehérje (MCP, CD46) és MAC-géatlé protein protektin (CD59) (3. &bra). A fenti
membranfehérjék hianyaban az immunrendszer szamara a liposzomas gyogyszerek
felismerése visszafordithatatlanul célponttd valik. Az ezt kovetd gyulladasos reakcio,
amely tulérzékenységi reakcioként (hypersensitivity reaction, HSR) nyilvanul meg,
karositja a liposzOmas gyogyszert és stlyos esetben a szoveteket.

'. C3b-opszonizalt

Immunkomplex
. 3 Bb (maktlv) C3f
konvertaz iC3b C5b-8

5 eg- C3bBb (maktlv)

- C9

Plazma

3 membran
MCP CD59

3. abra. Komplement inhibitorok a sejtfeIUIeteken. A CR1 nagy affinitassal megkéti a

bomlasgyorsito aktmtas). Ezenkivill a CR1 fokozza a C3 konvertazok katalitikus lizisét a
plazma szerin-protedz, a faktor I. (fl) (kofaktor aktivitas) altal. Ezenkivil a CR1 megkaéti
a C3b-opszonizalt részecskéket és immunkomplexeket, kivonja Jket az aktivalasi
kaszkadbdl, és a retikuloendotelidlis illetve mas sejtjeibe szallitja 6ket. A DAF megkoti a
C3 konvertazt, és felgyorsitja az alegységekre bomlasat. Az MCP a kofaktor aktivitasat
jeleniti meg, mig a CD59, mint a C-k&rosodas elleni utolsé védelmi vonal, zavarja a C9
kibontakozasat és polimerizaciéjat a membrankarosité komplexum (MAC)

kialakitdsahoz. Reprodukalva (17)-b46l engedéllyel.

2.2 A CARPA terminoldgia elterjedése

Az akut talérzékenységi reakciok problémaja a liposzémak és mas lipid segédanyagl

terapias készitményeknél idérél idére felmerQl. A liposzomas tulérzékenységi reakciokat
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mar az 1994-es évben megemlitik, amit nagy dozisu rakellenes liposzomaés készitmény
infazidja sordn figyeltek meg. AzoOta szamos Ujabban Kkifejlesztett liposzomas
készitménynel lattak, hogy létrejohet HSR (18).

A késébb CARPA-nak (Complement activation related pseudoallergy) nevezett
szindromat elészor Rabonovici et al. (1989) mutatta be éber patkanyokban. Potencialisan
vOrosvértest helyettesitoként alkalmazott, liposzomaba kapszuldzott hemoglobin
(liposome-encapsulated hemoglobin, LEH) hemodinamikai, hematoldgiai és vér kémiai
hatasait tanulmanyozta (19).

A LEH intravénas inflzioja 4tmeneti, de viszonylag tartos (<120 perces) hipertenziot
és tahikardiat valtott ki, amelyet a hematokrit és a fehérvérsejtek szdmanak ndvekedése
kisért, mikdzben a trombocitaszdm csokkent. A plazma tromboxan B2 (TXBz, a TXA:
stabil metabolitja) szintje forditott aranyban valtozott a trombocitaszammal.

A hemoglobinmentes liposzomas vehikulum (vivéanyag) injekcidja hipotenziét és
tahikardiat, megndvekedett hematokrit értéket, magas fehérvérsejtszamot és emelkedett
plazma TXB:z koncentraciot okozott, mikdzben a trombocitaszam szintén csokkent (19,
20). Egy késobbi vizsgalatban a LEH-t szintetikus disztearoil-foszfatidilkolinnal
készitették el, hidrogénezett szojalecitin helyett. Ez a valtoztatas csdkkentette a
készitmény pulzusszdmra és a plazma TXB:2 koncentriciora gyakorolt hatasat, mig a
liofilizalt LEH alkalmazasa k6zben nem volt kimutathatd hemodinamikai, biokémiali
vagy hematoldgiai hatas (20, 21). Ezen eredmények alapjan megallapitottak, hogy a
liposzomak mérete és 0Osszetétele kulcsfontossagi tényezok a hemodinamikai és
hematoldgiai mellékhatasok kialakulasa szempontjabol. A szerzék azt is kimutattak, hogy
a trombocita-aktivalo faktor (PAF) blokkol6 szer (BN 50739) el6kezelésével
megakadalyozhatdva valt a LEH altal indukalt CARPA a patkanyokban, ami arra utalt,
hogy a PAF a CARPA egyik kulcsfontossagti kozvetitdje patkanyokban (22). A LEH-nal
és a hemoglobinmentes liposzomakkal (vehikulummal) végzett kezelés néhany percen
belil csokkentette a plazma hemolitikus komplement aktivitast, szemben a
hemoglobinmentes liposzoméakkal (vehikulummal), amelynél kisebb mértékii volt a
valtozas. Mindkét esetben a plazma TXB: szintjenek emelkedése volt tapasztalhato a
patkanyokban (23). A C aktivacios mechanizmus feltarasara iranyulo kisérletben két
modellt alkalmaztak, a LEH-et patkanyszérumban inkubaltadk EGTA /Mg?" jelenlétében,

amely igy gatolta a C aktivaciot a klasszikus utvonalon keresztill, illetve a masik esetben
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a szérumot 50°C-ra elémelegitették, ami az alternativ Uton keresztiil végbemend C
aktivaciot gatolta. Mivel a hékezelés megakadalyozta, hogy a LEH C fogyast okozzon,
de az EGTA /Mg?* kezelés nem, arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a LEH az alternativ
utvonalat aktivalta (23). Tovabba, a kobraméreg faktor (CVF), ami C rendszer
kimerulését okozta, vagy szolubilis C receptor 1-es (SCR1) kezelés megakadalyozta a
LEH altal kivaltott plazma TXB: koncentracié emelkedését. Ezek az eredmények ok-
okozati Osszefuggésre utaltak, a LEH altal kivaltott C aktivalas és a TXB:2 szint
emelkedése kozott (24). Egy késobbi vizsgalatban éber patkanyoknal kimutattak, hogy az
anionos  foszfolipid-metoxipolietilénglikolt ~ (mPEG)  tartalmazdé  liposzOmas
vezikulumokkal végzett kezelés csokkentette a szérum hemolitikus C aktivitast és novelte
a plazma TXB: szintjét, mig a nemionos, metilalt foszfolipid-mPEG mentes volt az ilyen
hatasoktol. Ezért arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a C aktivalas az ikerionos
foszfolipid csoportoknak koszonhetd, amelyek alkalmazasat el kell kerdlni annak
érdekében, hogy biztonsagosabb vezikulumokat &llithassanak el6 a celzott
gyogyszereléshez (25).

Egy masik kutatocsoport kiilonb6z6 lipid Osszetételii liposzomakba csomagolt
kontrasztanyagokat, hogy megakadalyozza a kontrasztanyagok glomerularis sztrését, és
ezéltal meghosszabbitsa keringési idejlket. Mivel a kontrasztanyagokat nagy dozisban
kellett beadni, a bejuttatott liposzomak mennyisége is magas volt. Nem meglepd, hogy
300 mg/kg i.v. hidrogénezett szoja-foszfatidilkolin (HSPC) vagy 1,2-disztearoil-sn-
glicero-3-foszfokolin (DSPC) drasztikus hipotenziét indukalt, csokkentve a teljes
periférias ellenallast és a sziv kontrakciot (26). A szoja-foszfatidilkolin (SPC) vagy a
koleszterin hozzdadasa a DSPC-hez csokkentette a liposzomak hemodinamikai hatasait
ugyanabban az adagban. A C aktivalasi paramétereket azonban nem kovettek. Egy
késobbi vizsgalatban liposzomakat injektaltak patkanyba i.v. maleinsavba/NaOH vagy
Na-EDTA (pH 6,65) vagy Tris-HCI pufferben (pH 7,33), és 300 mg/ttkg iopromidot is
tartalmaztak 1-1 lipid/gyogyszer ardnyban. A savas készitmény hipotenziét indukalt és
csokkentette a teljes periférias keringési ellenallast és a szivkontrakcidt, mig a pufferelt
készitmény sokkal kevésbé volt hatékony. Az acetilszalicilsav megakadalyozta a
hemodinamikai hatdsokat (27). A szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
liposzomak mérete, elektromos toltése és Osszetétele rendkivil fontos a sziv és

érrendszeri valaszok kivéaltasa szempontjabdl (27, 28)
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2.3 A CARPA jellemzéi

A gyogyszeres terapia egyik igéretes (j irdnya a nanorészecske hordozok (liposzéma)
hasznalata a szabalyozott, célzott gyogyszerszallitasban, a bioldgiai anyagoknal és sok
mas, modern terapids és diagnosztikai eszkgzoknél (29, 30). A jelentos el6relépések
mellett azonban az egyik megoldatlan probléma az ilyen készitményekkel kapcsolatban,
hogy sokszor infuzids reakciot okoznak, amelyek akut, IgE-fliggetlen HSR-k (31-33). A
szakirodalomban a jelenségrol infuzids reakcio néven vagy komplement (C) aktivacion
alapul6 pszeudoallergia (CARPA) kulcsszavakat haszndlva szamos cikket talalni.

A CARPA f6ébb tinetei az enyhe vagy sulyos keringési valtozasok, Kipirulas,
csalankiutés, mellkasi és hatfajdalom, légszomj, laz, kohogés, és sok mas altalanos
allergias tlnet. (34, 35) A reakcio potencidlis halalos kimenetele miatt a jelenséget
biztonsagi kérdésnek tekintik a nanofarmakoterapiaban (36, 17, 25, 37-39), amelynek
preklinikai  immuntoxicitdsi teszttel torténd ellendrzését eldirja az Eurdpai
Gyogyszerlgynokség a (generikus) liposzomas gyogyszerek kifejlesztése soran (40).

A C aktivaciot el6idéz6 nanogyogyszereket és azok karos kdvetkezményeit vizsgaltak
in vitro korilmények kozott is, a C hasitasi termékek emberi vagy allati szérumban
torténé mérésével. A vizsgalati anyagokat allatokban, féleg i.v. bolusban torténd
befecskendezéssel, és az azt koveté hemodinamikai Vvaltozdsok megfigyelésével,
valamint a hematoldgiai és biokémiai valtozasokat mérve tesztelték, amelynek soran tobb
esetben a sulyos emberi tulérzekenységi reakciok tunetei megfigyelhetéek voltak a
vizsgalt allatfajokban, elsésorban sertésben (41, 38). Ezeknél a vizsgalatoknal azonban
altaldban sokféle korllményt és végpontot alkalmaztak, amelyeket még nem
standardizaltak. Egy korai in vivo vizsgalat eredménye arra utalt, hogy a magas
koleszterin tartalmd liposzdmak csak nagyobb doézisban okoznak CARPA tlineteket
patkanyban, mint sertésben (42).

Mint azt sajat vizsgélataink igazoljék, a reakciok reprodukalhatoak sertés, kutya,
patkany allatmodellen is, de nem kérdéses, hogy az egyik legérzékenyebb allatfaj a sertés
(43). A sertésbhen néha mar néhany milligramm liposzoma (foszfolipid) képes
anafilaktikus reakciot okozni, amelynél az el6bb emlitett reakciok erételjes megjelenése
mellett aritmiak is észlelhetoek. A sertéseknél szintén megfigyelhetd a jellegzetes borpir,

csalankiutéses reakcid. Kutyakban hasonl6 a keringési valtozas, mint sertésben, viszont a
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kutyak micelléris lipidekre is reagalnak (mint példaul a Cremophor EL), és kialakulnak a
hematolOgiai és vegetativ idegi valtozdsok is (leukopénia leukocitozist kovetden,
trombocitopeénia, stb.) (42). Ezek az els6 vizsgalatok azonban legtobbszor egy liposzoma
hatasat hasonlitottak 0ssze a kiilonbozé allatfajokban, igy eldremutato jellegiik ellenére

nem voltak alkalmasak altalanos kdvetkeztetések levonasara.

2.4 A CARPA patomechanizmusa

A 4. dbra a CARPA alapjaul szolgalo sejt és molekularis kdlcsonhatasok kaszkadjat
szemlélteti. A komplement aktivacio tobbek kozott a C3a, Cbha és Cbb-9
felszabaduldsahoz vezet, amely a hizosejteket, a bazofil granulocitakat és mas fagocitald
sejteket specifikus receptoraikon keresztil kivaltja a vazoaktiv mediatorok szekréciojat,
amelyeket allergomedineknek nevezink.

Ezen kozvetitok némelyike (pl. hisztamin €s triptdz) az aktivalds utdn azonnal
felszabadul a sejten bellili raktarakbdl, mig mas mediatorok de novo szintetizalodnak, és
igy fokozatosan szabadulnak fel. Ez a differencialodas, az allergomedinek anafilatoxin-
reszponziv sejtekbol torténd tobblépcesds felszabadulasa magyarazhatja a klinikai tlinetek
kezdetének egyeéni valtozasat. Pontosabban, a H1 receptorok aktivalasa gyorsan
deszenzitizal6d6 vazokonstrikcidhoz és a kapillaris permeabilitas fokozodasahoz vezet,
¢és felelés az anafilaxia sziv és érrendszeri, valamint bér tiineteiért (44, 39). A H2
receptorok novelik a sejtek cAMP szintjét, és vazodilataciét, megndvekedett
pulzusszamot és pulzusnyomast okoznak. A HSR tinetek fajok kdzotti kulonbségének
masik potencialisan fontos tényezdéje az allergomedin szekretdld sejtek széma és
tulajdonsagai az egyes szervekben, elsésorban a pulmonalis intravaszkularis makrofagok
(PIM) sejtek szama. A pulmondlis hipertenzié kialaluldsat a nagy szamu PIM sejt
tromboxan felszabaditdsdval magyarazzak sertésben, mig emberben és ragcsalokban
kevés PIM sejt talalhat6 a tiidében (39).

Ezen tilmenden tobbnyire rovid hatastt mediatorok, hosszanhato hatdsu interleukinek
és citokinek is hozzajarulhatnak a tiinetekhez. Példaul a CARPA soran fellép6 hidegrazas
¢s laz altalaban a makrofagok altal torténé TNF termeléshez eés a megndvekedett 1L-1
monocita expresszidhoz kapcsolodik. A megnovekedett IL-6 felszabadulés szintén a C
aktivalas ismert hosszu tavi kdvetkezménye (45, 46).
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Az anafilatoxinoktdl eltéréen a pszeudoallergiat kivalto lehetséges okokat tekintve a
nanorészecskeknek a Toll-szer(i receptorokhoz (Toll like receptors, TLRS) vagy mas
mintazatfelismer6 receptorokhoz (pattern recognition receptors, PRR) valo kdzvetlen
kotodését feltételezhetjiik a hizdsejteken és a makrofagokon.

Ismert, hogy a TLR vagy mas PRR felismeri a korokozok felszinén talalhato
molekuléris jellemzoket, az tgynevezett korokozoval kapcsolatos molekularis mintazatot
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP), és igy keresztreakcio johet létre a
nanogyodgyszerek és nanodiagnosztikumok PAMP-re hasonlito felszini elemeivel. Ezek a
"pszeudo-PAMP-ek" is részt vehetnek a C aktivalasban, ezaltal pszeudoallergiat
valthatnak Ki. Jelenleg azonban csak feltételezés a pszeudo-PAMP koncepcid, mert nem
bizonyitott, hogy a nanorészecskek feliiletén taldlhato mintazatokhoz kotédnek a

TLR/PRR-ek, és az anafilatoxinokkal kooperalva pszeudoallergiat indukalnak.

Micellak
Komplement a
aktivacio B
Reaktogén
Opszoninok nanopartikulumok
C3b, C4b
Elsédleges
mediatorok Klasszikus l ‘ ‘
felszabaduldsa (L tipusi allergia) N\ . C3a, C5a
¥ C3aR, C5aR
IgE/FceR iy Hizosel
Masodlagos PAF = LTCa Bazoﬁ! '
mediatorok — LTD4 leukocitak
felszabadulasa b LTE4

Protedzok

4. dbra. A CARPA patomechanizmusa. Reprodukalva (17).

2.5 A tulérzékenységi reakcid, pszeudoallergia, és CARPA ill. CIPA fogalmakrol
A liposzomaés készitményekkel kezelt betegek egy részénél a CARPA az elsé kezelés
sorén jelentkezik, azonban lehetnek kivételek, igy eléfordulnak olyan esetek, amikor a
reakcio a masodik vagy harmadik kezelés soran jelentkezik. Mivel a CARPA

egyértelmiien tulérzékenységi reakcio, vagyis mar az elsd kezeléskor megfigyelhetd, s6t

16



az els6 alkalommal a legstlyosabbak a tlinetek, ezért a masodik vagy harmadik kezelés
soran jelentkezd mellékhatdsok mar egyértelmiien allergias (és nem pszeudoallergias)
reakciok. Az ilyen helyzetekben nehéz felismerni, hogy az allergias reakciot a
nanogydszer melyik komponense okozza, de ismert néhany olyan immunglobulin (1IgG
és / vagy IgM) vélasz, amit kordbbi expozicidk hatasara jon létre. Az egyik lehetdség,
hogy a liposzomas készitmények el6allitasahoz hasznalt polietilén-glikol (PEG) képes
sulyos allergias reakciot okozni, igy azok az ilyen szerkezetii liposzomak hasznalata soran
mind allergias mind pszeudoallergias (CARPA) reakcio létrejohet.

Azt is érdemes megjegyezni, hogy a liposzdmaval indukalt CARPA a legtobb esetben
nem jelezhet6 elére az embereken végzett szokésos allergiavizsgalatokkal, amelyek
magukban foglaljak a bér allergiai teszteket (prick-teszt, intradermaélis teszt). A HSR-t
mutatod betegek szazalékos aranya jelentdsen fiigg a beadott nanodrug fizikai-kémiali
jellemz6itél. Liposzémas amfotericin B készitmények esetében a betegek 20%-a mellkasi
fajdalmat, légzési nehézséget és a hipoxiat, stlyos hasi, alhasi vagy labfajdalmat,
Kipirulast es csalankidtést produkal (47).

A sertéseken és sajat, egereken végzett legujabb vizsgalatok azonban (48) felvetették
a C flggetlen mechanizmusok lehetdségét is, amelyet C flggetlen pszeudoallergia
(CIPA) néven emlitenek. Jelenleg nem zarhatjuk ki annak a lehet6ségét, hogy a C
aktivalas nyilvanvald hianya ezekben az esetekben mérési vagy kisérlettervezési hiba,
példaul az alacsony érzékenység és/vagy a nem megfeleld vizsgalati és/vagy helytelen
mintavételi idopontok miatt csak latszélagos eredmény, és valdjdban C aktivalas jelen
volt, csak nem észlelték (45).

Ennek felismerése utan sziiletett a “double hit theory” kifejezés, ami arra utal, hogy a
HSR mechanizmusat mind CARPA mind CIPA magyarazhatja, és relativ hozzajarulasuk
eltér6 lehet a kiilonboz6 fajokban (48) és a kiilonbozé kisérleti kortilmények kozott (32,
49).

2.6 A C3aés Cha komplement jelentéségének allatkisérletes vizsgalata

A Cbha desArg-kezelés csokkentette az éatlagos artérids kozépnyomast, a
polimorfonukleéris (PMM) sejteket és a trombocitaszdmot, de a hematokritot nem
befolyasolta patkanyokban (5 pg/patkany). A Cba desArg a Cba proteolitikus hasitasa

kovetkeztében 1étrejove ,,inaktiv”, de biologiai hatassal rendelkezd peptid (pl. kontrakcid,
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vaszkularis permeabilitast, hisztamin felszabadulast fokozo, stb.), amely okozhat
anafilaxiat, de ez a C5a-val okozott anafilaxidnal gyengébb (50). Az rhC5a (rekombinans
huméan C5a) alkalmazasa szinte azonnali, 2 6ranal hosszabb hipotenziot valtott ki, és
rovidebb ideig tartd, kevesebb, mint 30 perces PMN sejtszdm esést eredményezett
patkanyokban (51). Ezzel szemben a rhC3a kezelés gyors, dozisfliggd magas vérnyomast
okozott, amely legfeljebb 5 percig tartott. A hipertenzios hatéast karboxipeptidaz N-
inhibitor el6kezeles eldsegitette, de az indometacin megszintette. Az rhC3a alkalmazasa
utan korulbeltl 90 perces késéssel a PMN sejtszam emelkedett alacsony dozisban, mig
nagy dozisban hasonléan emelkedett a PMN sejtszam, de azt megel6zott egy korulbelil
60 percig tartd kismérték(i neutropénia, de ez a korai véalasz nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét. A karboxipeptidaz N gatloval torténd elokezelés megsziintette a
PMN sejtek szamanak késleltetett novekedesét, amelyet az rhC3a alacsony dézisa
okozott, de korai és kismértékii neutropéniat valtott ki, amely hasonld volt az rhC3a nagy
doézisaval kivaltotthoz (51). A két rovid C5a agonista peptid szarmazékok egyike kotédott
a Ch5aR-hez mind a PMN-en, mind a makrofagokon, mig a masiknak csak a makrofag
C5aR-hoz volt affinitdsa. Mindkét C5a agonista szarmazék csokkentette az altatott
patkanyok vérnyomasat, mig neutropéniat csak a granulocita C5aR affinitasu agonista
okozott (52).

Ezek az eredmények betekintést nyljtanak a C aktivalas kiilonb6z6é hatasainak
mechanizmuséaba, és felvetik a CARPA kiilonb6z6 kovetkezményeinek szelektiv
megvaltoztatasanak lehetdségét. Csak néhany tanulmany foglalkozott a C hatasaval a
tid6 érrendszerében patkanyokban. Fontos megfigyelés, hogy a C3a (C3a57-77) 21
karboxi-terminalis peptid infuzi6ja azonnali vazokonstricidt okozott az izolalt, pufferrel
perfundalt patkanytiidé ereiben, ami mintegy 10 percig tartott. Ezzel parhuzamosan nétt
a tiidébol kifolyd TXB:2 koncentricidja, ami kozvetleniil felelés a tiidé ereinek
vazokonstrikciojéért, mivel mind az indometacin, mind a CGS 13080 és U63,357
tromboxan szintesztaz inhibitorok gatoltak a pulmonalis artérids nyomas valaszt (53).

Ezek az eredmények felhivjak a figyelmet arra a lehet6ségre, hogy a patkany tiid6 a
CARPA kozvetlen célszerve lehet a PIM sejtek hianya ellenére is. A PIM sejtek
kulcsfontossagu szerepet jatszanak abban, hogy a tiid6 az elsédlegesen reagald szerv a
rendkivil CARPA érzekeny sertésekben (43).
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2.7 Problémafelvetés

Az ma még nem ismert, hogy a HSR (vagy CARPA) soran létrejové hemodinamikai
valtozasokban van-e szerepe az anafilatoxin (AT) receptorok stimulaciojanak emberben.
A C3aR és ChaR receptorokrol tudjuk, hogy befolyasolhatjak a vérnyomast (54, 55, 51).
Tobb ragcsalofajban egyértelmiien kimutattak, hogy a C5aR aktivalds csokkenti a
vernyomast, és a C5aR gatlasa képes a CVF kezeléssel kivaltott C aktivacio hatasara
kialakulé hipotenziot kivédeni patkanyban (54, 56). Ez utdbbi megfigyelés alapjan
kijelenthetd, hogy a C aktivacid soran kialakuld vérnyomas valtozast a C5aR aktivacio
talsdlya jellemzi. A C3aR stimulalasa éppen ellenkezbleg, hipertenziot valthat ki (54, 56).
Arra vonatkozoan nincsenek klinikai adatok, hogy a human HSR alatt fokozodik-e a
plazma anafilatoxin vagy MAC koncentracio. Ugyanakkor egy munkacsoport kimutatta,
hogy az IgE fiiggd anafilaxia soran kismértékii C aktivacio mutathatd ki gyermekekben
(57).

A tézisem alapjat képezi az egereken végzett tanulmany, amelyben az AmBisome és
az Abelcet, két klinikailag alkalmazott amfotericin B-t tartalmazé liposzéma készitményt
vizsgaltuk. Ezekr6l ismert, hogy embereken CARPA jellegii tiineteket okoznak
viszonylag magas szdzalékban (>10%) (58-62). Az el6kisérletek jol mutattak, hogy a
vizsgélt anyagok hemodinamikai véaltozasokat produkalnak egereken. Ezeket a
valtozasokat kordbban mar vizsgaltdk emberben (63, 64), sertésben (65-70),
minisertésben (71) és patkanyban (43), de egérben nem, annak ellenére, hogy ma mar ezt
a fajt hasznaljak leggyakrabban immunoldgiai, genetikai és élettani/kérélettani
vizsgélatokban. Pozitiv kontrollként a C rendszer ismert aktivatorait alkalmaztuk,
zymosant és CVF-t. Mivel az AmBisome és az Abelcet liposzéma strukturak 1ényegesen
kiilonboznek (kis, unilamellaris liposzoémakbdl és nagy multimikron méretli szalagszer(i
lipid komplexek) (72, 73), kisérletiink azzal a kérdéssel is foglalkozott, hogy vajon a
liposzomak meérete hatassal van a hemodinamikai és egyéb valtozasokra. Tovabba,
teszteltlink magas koleszterintartalmd (71%) multilamellaris liposzéméakat (HC-MLV),
mivel ezek a liposzémak sulyos hemodinamikai valtozasokat indukalnak patkanyban (74)
és sertésben (70).

A tezis kitér a CARPA egy standardizalt allatkisérlet kifejlesztésének lehetéségére is,
amikor a patkanyok reakcidit bemutatom, mert a liposzémak jelentds hemodinamikai,

hematoldgiai és biokémiai valtozasokat okoznak, és ezek a reakciok hasznalhat6ak
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lehetnek a CARPA e¢lbre jelzésére a nanokészitmények fejlesztése soran. A sertések
liposzdméas CARPA-ra vald nagy érzékenyseget, és ezaltal az allat CARPA-modellként
valé hasznalatanak részleteit és elényeit korabbi tanulmanyok (65-67, 75, 68, 69)
alatamasztjak. A liposzdmak patkadnyokban megfigyelheté fébb éElettani/kdrélettani
hatasat kordbban leirtdk, azonban ezt a fajt nem tekintették a nano-gyogyszerekkel
okozott tlérzékenységi reakciok standardizéalhato allatmodelljének. Ennek f6 oka az volt,
hogy a 1990-es évek clejétdl végzett vizsgalatok kozéppontjaban a hemoglobin tartalmd
liposzomak karos hatasai alltak, mert vérpotld készitmenyt akartak el6allitani. (19, 76-
78,21, 22,79, 80, 23) A patkanyok immuntoxicitasi tesztként valo alkalmazasara késébb
iranyult a figyelem, elsdsorban azért, mert az idékdzben klinikara bevezetett liposzomas
készitmények HSR-i miatt a hatosagok el6irtak a fejlesztés alatt allo nanokészimények
ellenérzését (40).

A patkéanykisérletek soran fontos kérdés volt, hogy a klinikumban hasznalt liposz6més
készitmények okoznak-e CARPA-t. Arra is valaszt kerestiink, hogy a liposzomak fellleti
toltésének és a PEGilacid hogyan befolyasolja a reakciok erésségét. A fellleti
tulajdonsagokat korabban a C aktivalas és a CARPA 6 okozodinak tekintették a sertés
vizsgélatokban (75). Sikeres patkany és egérvizsgalatokkal, amennyiben jol vizsgalhato
a CARPA, lehetévé valna egy olcsé ¢€s megbizhatd ragesalomodell, ezaltal

felgyorsulhatnanak a nanoformulalt készitmények immunotoxicitas vizsgélatai.

20



3. CELKITUZESEK

A vizsgalatok f6 célja a hiperszenzitivitasi reakciot (HSR) okoz6 liposzomas
készitmények mellékhatasainak elemzése patkanyban és egérben, valamint a keringési
hatds mechanizmusanak feltarasa egérben. Ezen beliil elsdsorban arra kerestlink valaszt,
hogy a komplement (C) aktivacio, hozzéjarul-e, és ha igen, milyen mértékben jarul hozza
az egyes mellékhatasok kialakulaséhoz.
Patkanyban:

1. A komplement aktivator zymosan és kobra méreg faktor hasonlé mellékhatasokat
okoznak-e patkdnyban, mint a humén terapidban hasznalt liposzomas
készitmények és azok modositott valtozatai?

2. A liposzdmaés készitmények okoznak-e C aktivaciot, és ha igen, milyen mértékii C
aktivaciot okoznak?

3. A liposzémas készitmények vérnyomascsokkentd hatdsa és a C aktivacio mértéke
kozott megfigyelhet6-e 0sszefliggés, korrelacio?

Egérben:

4. A komplement aktivator zymosan és kobra méreg faktor és a human terapiaban
hasznélt liposzoméas készitmények és azok mdodositott valtozatai milyen
mellékhatdsokat okoznak egérben?

5. Aliposzdmaés készitmények okoznak-e C aktivaciot, és ha igen, milyen mértékii C
aktivaciot okoznak?

6. Az Abelcet egérben okozott vérnyomas hatdsa milyen mértékben flgg a
ciklooxigenaz-1 (COX-1) aktivalodasaval jaro reakciotermékekt6l, s a tromboxan
prosztanoid receptor stimulalastdl (amit kordbban mas fajokban mar kimutattak)?

7. A C rendszer kimeritése és a C3a és Cba receptorok gatlasa befolyasolja-e az
Abelcet hatasat a vérnyomasra?

8. A mas fajokban kimutatott trombocitopénia és leukocitdzis kimutathat6-e egérben,
és ha igen, a trombocitdk glikoprotein Ilb/Illa receptorainak gatlasa és a
granulocitak kimeritése befolyasolja az Abelcet hatasat a vérnyomasra?

Kisérleteink arra a kérdésre is valaszt keresnek, hogy a ragcsalé fajok alkalmasak-e a
fejlesztes alatt allé6 nanogyogyszerekkel esetleg okozott HSR reakci6 elére jelzésére, ill.

a HSR reakcié mechanizmusanak tesztelésére.
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4, MODSZEREK
4.1 Egér vizsgalatok

4.1.1 Vizsgalati anyagok, liposzomak és ELISA Kitek

A zymosant és a birka vorosvertest antitesteket (hemolizin) a Sigma-tél (St Louis, MO,
USA) vasaroltuk. Az AmBisome, az Abelcet és az eptifibatid (lloprost), a trombocita
glikoprotein I1b/Illa receptor inhibitor készitményeket pedig a Semmelweis Egyetem
Egyetemi Gydgyszertarabdl szereztiik be. A magas koleszterin koncentraciot tartalmazo
liposzoméakat (HC-MLV) egy kordbban leirt mddszert haszndlva Mészaros Tamas
kollégank allitotta el6 (74). Az eger C3a, ELISA kitet és CVF-et a TECOMedical-tol
szereztiik be (Sissach, Svajc). A TXB: (a TXA: stabil metabolitja) ELISA kit a Cayman
Chemical cégtdl szarmazik (Ann Arbor, MI, USA). A hirudinnal bevont veérvételi
csoveket a Roche-tol (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az SB-290157 C3a receptor
(C3aR) antagonistat és a DF2593A Cb5a receptor (C5aR) antagonistat a Merck Hungary
Zrt-t61 (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A klodronat liposzoméakat, a makrofagot

lebontd készitményt a Liposoma BV (Amszterdam, Hollandia) szallitotta.

4.1.2 Kisérlet soran felhasznalt allatok

Kiltenyésztett (outbred) egér torzset hasznaltunk, ami a ,Naval Medical Research
Institute”-bol szarmazik (Crl: NMRI BR). Az 25-35 g tomegii him egereket a Toxicoop
Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az egerek szabadon hozzaférhettek a
taplalékhoz (Altromin 1328 Hybridpellet tAp, Németorszag) és csapvizhez. A kisérleteket
az egerek érkezése utan legalabb 1 hetes adaptacié utan kezdtilk meg. A COX-1 hianyos
egereket sajat tenyészetiinkbol kaptuk, a torzstenyészetet Ingvar Bjarnason professzor
(King's College Hospital, London, Egyesiilt Kiralysag) biztositotta, és tdébb, mint 10
alkalommal keresztezték Oket vissza a C57BI6/N egértorzsbe. A tromboxan prosztanoid
receptor (TP) hianyos egerek Dr. Shuh Narumiya-tol (Kiot6i Egyetem, Kiot6, Japan)
szarmaztak, és tobb, mint 10-szer keresztezték C57BL/6-ra (81). A COX-1 és TP hianyos

genotipust ellendriztiik, miel6tt az egereket hasznaltuk a kisérletekben.
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4.1.3 Kisérleti protokoll

Az egereket pentobarbitéllal (90 mg/kg, i.p.) altattuk, szilkség esetén tovabbi kis
adagokat adtunk be a kisérletek soran. A jobb nyaki artériaba és a bal oldali nyaki vénaba
PP10 kan(lt vezettiink a vérnyomas méréesehez, illetve az anyagbeadasahoz.

A vérnyomést BPR-02 nyomasérzékeldvel (Experimetria Kft, Budapest,
Magyarorszéag) mértlk, és egy HG-01D vérnyomas er6sité (Experimetria Ltd.) valamint
egy PowerLab adatgyiijté rendszer (ADInstruments Ltd., Oxford, UK) segitségével
folyamatosan regisztraltuk.

Egy asztali szamitogépen a LabChart adatokat elemz6 szoftver felhasznalasaval,
(ADInstruments Ltd.) az artérids kdzépnyomast (MABP) és a szivfrekvenciat (HR) a
monitorozott pulzalé vérnyomas gorbébol szarmaztattuk. A mérések egy 10 perces
kontroll periddussal kezdédtek, majd a vizsgalati anyagokat 10 ml/kg térfogatban kb. 1
percen beldl, lassu injekcidban adtuk be az egereknek.

Azokban a vizsgalatokban, amelyekben akut kezelést alkalmaztunk, a vizsgalati anyag
beadasa utan 5 perces periddusban mértiik az anyag hatasat, majd az egereket liposzomas
amfotericin B (Abelcet) készitménnyel kezeltik egy perc alatt a nyaki vénas katéteren
keresztil, 30 mg/kg-os ddzisban, 10 ml/kg térfogatban.

A vizsgalatok NMRI egereken torténtek, azonban az Abelcet hatdsat COX-1 vagy TP
génkiutott C57BI/6N egerekben is vizsgaltuk.

A kovetkez0 csoportokat tanulmanyoztuk NMRI egereken:

A kontroll (n=6-6) csoportba tartoz6 egereket sooldattal vagy az alkalmazott vizsgalati
anyagok olddszerével kezeltik.

Néhany egernek (n=5) az Abelcet-et kétszer adtuk be, a masodik kezelés 30 perc mulva
kovette az elsot.

Az eptifibatidot (n=6) 3 mg/kg-os ddzisban, 10 ml/kg térfogatban injektaltuk.

A fizioldgiés sooldattal higitott CVF-et (n=6) a farokvénaba fecskendeztiik be 30, illetve
100 U/kg ddbzisban, 10 ml/kg térfogatban, feluletes izofluran altatasban 18, illetve 2 6raval
a kisérlet elott. (A ket dozist — elszor a kisebbet, majd a nagyobbat - etikai
megfontolasbol alkalmaztuk, hogy az els6 kezelés kisebb mellékhatast okozzon, de

sikerlljon teljes komplement kimeritést okozni. Az irodalomban leirt méodszerek nem
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voltak megbizhatéan irdnymutatéak, mert korabban rendkivil eltéré dozis és kezelési
protokollokat kozoltek.)

Az SB-290157-et (n=6) DMSO-ban (10 %) és fiziologias sooldatban oldott 10 mg/kg-os
dozisban adtuk be.

A DF2593A-t (n=6) DMSO-ban (10 %) és sooldatban oldott 10 mg/kg-o0s dozisban
alkalmaztuk.

A Kklodronatos (n=5) vagy az uUres liposzomékat (n=5) két nappal a kisérlet elétt 200
pl/egér (1 mg klodronatot tartalmazd) dozisban, feliletes izofluran altatdsban a
farokvénéba injektaltuk. Az immunhisztokémiai ellendrzés szerint ez az adag teljesen
Kimeritette az F4/80 pozitiv sejteket a majbol a két nappal a kezelés utan [Kerkovits et
al., munkacsoport kisérletei alapjan].

Tovabbi egér csoportokbdl veért vettiink a hematoldgiai és néhany laboratoriumi
paraméter méréséhez. Az egereket (2-3%-0s) izoflurannal narkotizaltuk, és a vizsgalati
anyagokat a farokvénan keresztul juttattuk be. Az &llatokat ezutan lepirudinnal
(Refludan, Aventis Pharma, 0,15 mg/g ip.) kezeltik a véralvadds megakadalyozasa
érdekében. Mollnes és tarsai (82) és Cedrone és tarsai (83) kordbban leirtak, hogy a
hirudin hasonldé dozisa nem befolyasolja a C aktivacidt. Az allatokat cervikalis
diszlokacioval terminaltuk, majd a vért a mellkasi Uregben gytjtottiik a véna cava
atvagasa utan, az allat testsulyatol fiiggéen 300-500 pl mennyiségben. A mintavételezés
0. (kezelés elétt), 1, 3, 5, 10, 30 perccel (kezelés utan) tortént. A vizsgalat protokolljat

az 5. bra szemlélteti.
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BP és HR megfigyelése

Tesztanyagok injektalasa

Vérmintavétel 1-30 percig

-/lll\

Vérsejt szamlalé 3a CH50 PAN C3

5. abra: A vizsgélat sematikus vazlata. Roviditések: BP, vérnyomas; HR, pulzus.

4.1.4 A plazma extravazacio merése (kapillaris permeabilitas)

Az egereket izoflurannal narkotizaltuk, és a zymosant (30 mg/kg, 10 ml/kg) a farok
vénan keresztiil fecskendeztik be, majd 20 perccel késébb 100 ul Evans kék oldatot
(100 mg/ml) adtunk be a retroorbitalis sinus-on keresztl. 10 perccel kés6bb az allatokat
cervikalis diszlokacidval terminaltuk, a mellkast felnyitva és a vena cava-t atvagva, 10
ml ill. 0,5 ml hideg s6oldatot &ramoltattunk a bal, ill. a jobb szivkamrakon keresztil. A
pulmonélis vértérfogat kimosasahoz a 0,5ml elegendé és javasolt a szakirodalom szerint,
a nagyobb térfogat az Evans festéket is kimoshatja a tiid6bol. A kiilonboz6 szervekbol
vett mintdkat lemértik, és ezutdn 0,5 ml formalin oldatban 48 Oran Kkeresztil

=z 7

96 lyuk( mikroplate reader segitségével 620 nm hulldamhosszon mértik.

4.1.5 Komplement assay

Az egér plazma C3a koncentraciét a TECO Medical egér C3a ELISA teszttel mértik.
A teljes C fogyast modositott birka vorosvértest hemolitikus mddszerrel (SRBC)
mértuk. A juh vordsvértest egy részét PBS-EDTA pufferrel (10 mM), illetve dextroz-

zselatin-veronal oldattal (Veronal) kétszer mostuk. Ezutan 3000 fordulat/perc

25



sebességgel centrifugéltuk 4 percig. A pelletet barbitonnal reszuszpendaltuk, majd a
sejteket Eppendorf csévekbe osztottuk. Az érzékenyités soran a-Sheep RBC antitestet
(1:500) adtunk azonos térfogatl vorosvertestekhez és 30 percig 37°C-on inkubaltuk,
majd a mintakat kétszer mostuk Veronallal. C3 mentesitett human szérumot adtunk a
kezelt plazméhoz (1:1,2). Tizszeres higitasu plazmat adtunk a pellethez és 10 percig
37°C-on inkubdltuk. Ismét centrifugaltuk (3000 fordulat/perc 4 perc), majd a feltldszot
ezutan egy 96 lyuku lemezre pipettaztuk. Pozitiv kontrollként desztillalt vizet, negativ
kontrollkent PBS-t és a vizsgalt anyag megfelelé higitasat hasznaltuk a hemolitikus
vizsgalathoz. Az abszorbanciat mikroplate reader (FLUOstar Omega, BMG)
készllékkel mértiik 541 nm-en. Két parhuzamos mérést végeztiink (43).

4.1.6 Vérmintak kezelése a Kiilonb6z6é mérésekhez

A vérmintak harom kiilonboz6é tipusa csében, a kovetkezéképpen gyiijtottik:

Az SRBC vizsgalatokhoz a csdvek 15 ug Lepirudint (10 ulL) tartalmaztak,

A C3aés a veérsejtek szdmlalasdhoz KsEDTA-t (MiniCollect®, Greiner Bio-One Hungary
Kft, Budapest, Magyarorszég) tartalmaztak,

A TXB: teszthez pedig KzEDTA-t és indometacint (10 pg/csd, 5 pL) tartalmazo csoveket

hasznaltunk.

4.1.7 Statisztikai feldolgozas

Minden bemutatott adat az atlagot + az atlag szorasat mutatja (mean+SEM). Minden
kezelt csoportot az olddszerrel kezelt kontroll csoporthoz hasonlitottuk. A
hemodinamikai paramétereket a 10 perces kontroll periddus atlaganak szazalékaban
adtuk meg, ¢és a két csoportot minden iddpontban Osszehasonlitottuk két szempontos
ismétléses ANOVA majd a Dunnett féle préba hasznalataval. Ha a Brown-Forsythe teszt
vagy a Bartlett-teszt szignifikansan eltérést jelzett, akkor a statisztikai elemzést az adatok
logaritmikus transzformacidja utan végeztik. A tdbbi paraméter 6sszehasonlitasat egy
szempontos ANOVA és Dunnett féle proba hasznalataval végeztik. A statisztikai
teszteket GraphPad Prism Windows nyolcas verzidjaval (GraphPad Software, La Jolla,

CA, USA) végeztiik, valamit az abrék nagy resze is ezzel a szoftverrrel késziilt.
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4.2 Patkany vizsgalatok

4.2.1 Vizsgalati anyagok

Kereskedelmi AmBisome-ot (Gilead, Astellas Pharma Inc., USA) és Doxil-t a
Semmelweis Egyetem Egyetemi Gyogyszertarabol szereztiik be. Az AmBisome sz0ja
foszfatidil-kolinbdl (HSPC), koleszterin (Chol), disztearoil-foszfatidil-glicerin (DSPG),
az alfa-tokoferol és dinatrium-szukcinat hexahidratpufferb6l all a kovetkezo
tdmegaranyban: 50: 213: 52: 84: 0,64: 27.

A PEGilalt liposzomak eléallitasahoz hasznalt dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC) és
a 1,2-disztearoil-foszfatidil-metil-polietilénglikol ~ konjugatum  (2K-mPEG-DSPE)
(Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, USA)), 1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfatidil-
etanol-amin (DSPE), koleszterin-2K és 5K-PEG konjugatumok (2K-PEGChol, 5K-
PEGChol) a NOF Europe-t6l (Grobbendonk, Belgium) és a Chol a Sigma-Aldrich-tdl
(Hollandia) szarmaznak.

Minden lipid gyogyszerészeti anyag >97%-0s tisztasdgu volt, és tovabbi tisztitas
nélkdl alkalmaztuk. A foszfat pufferolt sdoldatot (PBS) B. Braun cégtél (Melsungen,
Németorszag) vasaroltuk meg.

A zymosan a Sigma Chemical Co.-t6] (St. Louis, Mo) szarmazik. Az egészséges
onkéntes donoroktol szarmaz6 human szérummintakat egy intézmény altal jovahagyott
flebotomia protokollon keresztil kaptuk, és -70 ° C-on taroltuk hasznalatig. A
kobraméreg faktor (CVF) a Quidel Co-tél (San Diego, CA, USA) szarmazik.

4.2.2 A patkanykisérleteknél készilt liposzomak karakterisztikaja és elkészitéstik
A liposzdmék film extrudalasi mddszerrel készitettiik, amint azt kordbban leirtuk. (43,
84) A lipideket az 1. tablazatban leirt aranyban etanolban oldottuk fel, és 70°C-on rotacids
parologtatas kovetkeztében vekony film jott Iétre. A foliat PBS-ben hidrataltak, és az
ebbdl ered6 durva diszperzid6 méretét tobb extrudalassal, 100 nm porusméretii
polikarbonat sziirémembranokon keresztiil csokkentettik. A liposzOmak méretét es
méreteloszlasat (polidispersity index, PDI) dinamikus fényszorassal (DLS) hataroztuk
meg egy Malvern ALV CGS-3 rendszerrel (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Egyesilt Kiralysag), 90°-os szérasi szogben, 25°C-on. A mintakat a
mérés elott 200-szorosra higitottuk PBS-ben. A liposzdmas készitmények

zétapotencialjat Laser Doppler Micro-Electrophoresis segitségével, Zetasizer Nano-Z
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(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Egyesult Kiralysag) segitségével mértiik. A
mintakat 1:100-ra higitottuk 10 mM HEPES pufferben.

4.2.3 Kiserlet soran felhasznalt allatok

A 350-450g sulyu him Wistar patk&dnyokat a Toxicoop Zrt-t61 vasaroltuk. (Budapest,
Magyarorszag). Az éllatokat szabalyozott hdmérsékletli és paratartalmu helyiségben
tartottuk, ahol szabadon hozzaférhettek a standard ragcsalé tdphoz (Altromin standard
ragcsalo étrend, GmbH & Co. KG, Lage, Németorszag) és csapvizhez. Az allatketreceket
egy 126ra/1206ra fény/sotét ciklusban megvilagitott szobéban tartottuk, ezen a helyen a
hémérséklet 21-24°C kozott, és a relativ paratartalom 40-60% kozott volt. Az allatok
beerkezése utan legalabb egy hetes adaptacié iddszakot hagytunk a kisérletek

megkezdése elott.

4.2.4 Kisérleti protokoll

A patkanyokat tiobarbital-natriummal (120 mg/kg Inaktin, Sigma Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) altattuk. A légzés megkonnyitése érdekében PE csévet (OD 3,0 mm)
helyeztiink a 1égcsObe, €s a patkdnyok spontan lélegeztek. A bal nyaki artériat, a bal
femoralis artériat és a vénat PE-90 és PE-50 csével kanilaltuk. A mutétet kovetéen 30
perces pihen6idét hagytunk, mielétt a vizsgalati anyagot (liposzomakat vagy C
aktivatorokat) bolusokban (injekcié <60s) injektaltuk a bal comb vénan keresztil. A
befecskendezett vizsgalati anyag mennyiségét mg PL/kg-ban (PL-phospholipid) adtuk
meg, hacsak méasképp nem jeleztik.

Az artérias vérnyomas merése a femoralis artérian keresztil tortént, az egérkisérletben
leirt mddszerrel. A vérnyomas monitorozasa mellett, Eppendorf csévekben korilbelul 0,5
ml-es vérmintakat gyijtottiink a bal nyaki artérian keresztil, egyet a kezelés el6tt (0. 1d6),
valamint a tesztanyag bejuttatasa utan a kovetkez6 idépontokban: 1, 3, 5, 10 és 30 perc.
Az ELISA mérésekhez a vérmintakat centrifugaltuk (1500 rpm, 10 perc, 4 °C) és a

plazmaét -80°C-on taroltuk.

4.2.5 Analitikai eljarasok
A PAN-C3 vizsgalathoz 1,5 mL Eppendorf csévet hasznaltunk, amely 15 pg hirudint (10

pL) tartalmazott
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A TXB: vizsgalathoz KsEDTA csdveket hasznaltunk (MiniCollect®, Greiner Bio-One
Hungary Kft, Budapest, Magyarorszag), amely indometacint tartalmazott (10 pg/cs6,
Sul).

A plazma C3 koncentraciot MicroVue Pan-specific C3 reagens készlettel (Quidel, San
Diego, CA, USA), és a C3 fogyasztast szazalekos valtozasként szamitottuk ki a O perces
kontroll mintahoz képest.

A tromboxan B> koncentréciot (TXB2) ELISA-val (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA) mértiik.

A Vvérsejtek szamat Abacus hematoldgiai automataval mértik (Diatron MI Co,

Budapest, Magyarorszag).

4.2.6 Statisztikai elemzés

Minden bemutatott adat az atlagot + az atlag szorasat mutatja (mean+SEM). Az SAP, a
HR, a WBC és a PLT, valamint a CH50 és TXB: értékek valtozasait a 0 idépontban mért
értékekhez viszonyitva ismétléses ANOVA és Tukey-féle post hoc teszttel hasonlitottuk
Ossze. Két csoportot azonos idépontban kétszempontos ismétléses ANOVA és Dunnett-
féle tdbbszords dsszehasonlito teszttel hasonlitottunk 6ssze. A MABP és a C3 fogyasztas
kozotti linearis korrelaciot a Pearson-korrelacios koefficiens segitségével szamitottuk ki.
A p <0,05 értéket tekintettlik statisztikailag szignifikansnak. A statisztikai elemzést
GraphPad Prism nyolcas verzié (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA)

segitségével végeztik.

4.3 Etikai jovahagyas

Minden eljarast a National Institutes of Health (USA) és az allatgondozasrol és
allatvédelemrdl sz6l6 magyar torvények altal meghatarozott szabalyok szerint hajtottuk
végre. A protokollt a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga és a Pest

Megyei Kormanyhivatal (nyilvantartasi szdm: PEI-001/3948-6/2014) hagyta jova.
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5. EREDMENYEK

5.1 Egér eredmények

5.1.1 A liposzomak alapvetoé jellemzdi

Az 1. tablazat néhany fontos informéciét tartalmaz a vizsgalatok soran felhasznalt
liposzomakrol. A liposzomak a klinikai gyakorlatban vagy kiilonb6z6 allatmodellekben
els6sorban sertésen megismert CARPA aktivitasuk alapjan kerlltek kivalasztésra.

1. tablazat: A liposzomak alapveto karakterisztikaja

Roviditések: oT, a-tokoferol; Chol, koleszterin; DSPG, disztearoil-foszfatidilglicerol;
HC, magas Kkoleszterinszint; HSPC, hidrogénezett szoja-foszfatidilkolin; MLV,
multilamellaris vezikulumok; SUV, kis, unilamellaris vezikulumok;, DMPC, lo-

dimirisztoilfoszfatidil-kolin; DMPG, 1-a-dimirisztoil-foszfatidilglicerol.

Aktiv Alak és
Név hatd Lipidek |névleges Eredet Hivatkozasok
atéanyag ,
méret
Amfotericin HSPC, Gomb alaku
AmBisome B Chol, SUV, <100 |Gilead, USA 1,2
DSPG, oT |nm
o szalagszeri  |Leadiant
Abelcet gmfoterlcm Bmgg komplexek  |Biosciences, 30, 31
10 >pm Inc., MD, USA
HSPC,
HC-MLV [|PBS Chol, ﬁﬁ_‘&o HM loajat keszitesii (32
DSPG

5.1.2 A C aktivatorok és liposzomak hemodinamikai hatasai

El6zetes egér vizsgalatok soran meghataroztuk azt a dozist, amelyik jelentés,
statisztikailag is értékelhetd valtozasokat eredmeényeztek az MABP-ben (az adatokat
nem mutatjuk). A kezdetben kis dozisu vizsgalatok arra is ravilagitottak, hogy a
hatastalan liposzomak beadasadhoz hasznalt 10 mL/kg-os fizioldgias sooldat nem
befolyasolta a vérnyomast, vagyis a ver és extracellularis térfogat névekedése nem hatott
az egerek vérnyomasara (ezeket az eredményeket nem szemléltetem). A fenti ok miatt
nem hasznaltunk id6kontroll csoportot, szemben a patkdny vizsgalatokkal, ahol a

vérvételek kismértékii vérnyomas csokkenést okoztak.
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A liposzémas készitmények esetében a dozis 30—300 mg foszfolipid / testsuly kg volt,
ami valtozd mértékben, minden esetben magasabb volt, mint ami a CARPA kivaltasahoz
szlikséges dozis a sertéseknél (~ 0,5 mg/kg). A C aktivator pozitiv kontroll és a
liposzdmas készitmények beadasara kapott MABP és HR valtozésokat a 4bra mutatja. A
zymosan és a CVF, valamint a liposzomés amfotericin B készitmények, az Abelcet és az

AmBisome lényegében hasonld mérték, rovid ideig tartd hipertenzidt valtott Ki.

Artérias kézépnyomas

Szivfrekvencia
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6. abra: A komplement aktivatorok és liposzomak altal okozott hemodinamikai

valtozasok him NMRI egerekben (n = 5-6).
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Megjegyzés: Zymosan (30 mg/kg), CVF 100 U/kg), Abelcet (30 mg/kg) és AmBisome (300
mg/kg) i.v. bolus injekcidban volt beadva a nyilakkal jelzett idépontokban.
Roviditések: CVF, kobraméreg faktor; NMRI, Naval Medical Research Institute.

A MABP emelkedése a kezelés utan ~1 percnél kezd6dott, 2—4 percnél tetézott, és a
kezelés utan 10-15 percen belll fokozatosan visszatért a kiindulasi értékre. Azonban egy
jelentés Kkulonbséget tapasztaltunk a hemodinamikai hatdsokban a C aktivatorok
(zymosan es CVF) és a liposzomék (Abelcet és AmBisome) kozott. Mig az MABP gorbe
a hipertenzios fazis utdn normalizalddott, ha liposzomas amfotericin B készitményeket
adtunk be, a pozitiv kontrollokkal végzett kezelést kdvetéen hipotenziv sokkos allapot
jott 1étre. A 300 mg/kg iv. d6zisi HC-MLV kevésbé emelte a MABP-t (az adatokat nem
mutatjuk). Az egyes liposzomakkal ill. a pozitiv kontroll anyagokkal okozott HR
valtozasok kiilonbozbek voltak, de nem tapasztaltunk jelentés HR hatasokat. A zymosan
esetén fokozatos csokkenés, AmBisome esetén pedig fokozatos emelkedés volt
tapasztalhato.

Osszességében ezek az adatok megerdsitik, hogy mind az ismert C aktivatorok
(zymosan és CVF), mind a liposzomas amfotericin B készitmények (AmBisome és
Abelcet) befolyasoljak a vérnyomast altatott egerekben, amit mas fajokban a CARPA-ra

jellemz6 tiinetként értékeltiink.

5.1.3 Hematoldgiai és plazma koncentracié valtozasok a C aktivatorok és a
liposzomak hatasara egerekben

A sertésekben és patkanyokban a hemodinamikai valtozasok mellett a CARPA tiinetek

jellemz6i a trombocitak és fehérvérsejtek szamanak és az immunrendszer humoralis és

cellularis stimuléciot jelz6 markereinek valtozasa a plazméban (C aktivacids markerek,

TXA?) (43, 70).

Ezert ezeket a véltozasokat vizsgaltuk a C aktivatorral és a liposzomakkal kezelt
egerekben is. A plazma TXA: valtozasat a stabil metabolitjanak, a TXB, plazma
koncentracidjanak a mérésével értékeltik (85).

A 7. &bra mutatja, hogy az azonos dézisu (30 mg/kg) zymosan kezelés utan 2-3 percen
belil a MABP emelkedés (6. abra) mellett jelentés trombocitopénia, leukocitozis,
eritrocitozis, TXB: felszabadulas és C fogyas figyelheté meg, amelyek a CARPA-ra
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jellemz6 tiinetek. A vordsvertestszam fokozatos, nagymértékii emelkedése részben a
hemokoncentracionak volt kdszonhet6, amir6l ismert, hogy az anafilatoxinok &ltal
kivaltott kapillaris permeabilitas névekedés és plazma extravazacido kdvetkezménye is
lehet, ami a C aktivalas kozvetett bizonyitéka. A hemokoncentracié mértéke azonban
felveti annak a gyanujat, hogy a vérveétel soran tapasztalt rendkivil gyors véralvadas miatt
a szazalékos valtozas nagyobb, mint a plazma extravazécié kovetkeztében kialakulo
tényleges emelkedés.

A zymosan kezelés plazma extravazaciot okozott a tiidében, labikraizomban, a bérben

és a vékonybélben, amit a beadas utan 30 perccel mértlink (7. &bra).

Trombocitaszam Fehérvérsejtszam Vorosvértestszam
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7. abra: Iddfiiggd hematologiai valtozasok zymosan kezelés hatasara egerekben
(Trombocita, Fehérvérsejt, Vorosvértestszam), TXB2 koncentracid, komplement fogyas.
Az Evans kék plazma extravazacioja (kapillaris permeabilitas) a kezelés utdn him NMRI
egerek kiilonbozé szerveiben a kontroll csoportban kapott ertékek szazalékaban kifejezve.
Megjegyzések: a nyil a kezelés idejét jelzi. Az egerek szama n=3-5 az egyes
idépontokban. A komplement fogyast moddositott birka vordsvértest hemolitikus
modszerrel ertékeltik. A plazma extravazacios teszt soran allatok szama mindkét
csoportban tizenegy volt. A statisztikailag szignifikans kilonbségeket (*P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001) a 0 iddponthoz, ill. az extravazdicio esetén az oldoszerrel
(fiziologias sbdoldat) kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva mutatjuk.
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Roviditések: NMRI, Naval Medical Research Institute; TXB2, tromboxan B2 koncentracio.

A 8. dbra a versejt valtozasokat mutatja az egyes vizsgalati anyagok beadasa utan 3-5
perccel. Annak ellenére, hogy a C aktivatorok és a liposzomas amfotericin B
készitmények egységesen hipertenziot okoztak, (6. dbra) trombocitopénia csak zymosan
és Abelcet kezelés utan lathatd (8. &bra), mig eritrocitozist és hematokrit emelkedést csak
a zymosan és a CVF kezelés utan figyeltiink meg. A HC-MLV zavarta a fehérveérsejtszam

Kimutatast, ezért ezt az eredmeényt nem eértékeljik (74).
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8. dbra: A C aktivatorok és liposzéméak hematolégiai hatasai.

Megjegyzesek: a vérlemezkek, a fehérvérsejtszam, a vorosvértest-szam eés a hematokrit
valtozasait mutatja a C aktivatorok és a liposzomak beadasa utan 3-5 perccel (n=8-
11/csoport). Jelentés kiilonbségek (**P<0,01; ***P<0,001) a sooldattal kezelt
csoporthoz viszonyitva. A HC-MLV zavarta a fehérvérsejtszam mérését, ezért ezek az

adatokat nem értékeltik.
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Roviditések: CVF, kobraméreg faktor; HC-MLV, magas koleszterinszint multilamellaris

vezikulumok.

A 9. dbra a kiilonboz6 kezelések C aktivacios markerekre gyakorolt hatasat mutatja be
3-5 perccel az injekcio beadésa utan. Ahogy az varhato volt, a két C aktivator, a zymosan
és a CVF nagymértékii komplement fogyast és jelent6s plazma C3a koncentracio
emelkedést okozott, ami nagyaranyt C aktivalast igazol. Erdekes modon a zymosan és a
CVF altal okozott relativ valtozasok kulonbdznek ezekben a vizsgalatokban, ami arra
utal, hogy a CVF lényegesen hatékonyabb, mint a zymosan. A kezelés utan 3-5 perccel a
liposzdméak nem okoztak szignifikans C aktivaciot. Ennek részben a korai mérés idépont
lehetett az oka, ezért az Abelcet és AmBisome hatéasat a kezelés utan 10-30 perccel is
megmeértik. A kezelést kovetd 10. perctdl vagy annal késébbi mintavételnél a C3a
koncentracié szignifikansan emelkedett, tehdt az eredmény C aktivalast mutatott
AmBisome és Abelcet esetében is (9. abra). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a
liposzomak in vivo is aktivalhatjak az egér C-et; ez az aktivacid azonban gyenge, és az
anafilatoxin koncentracio lassabban emelkedik, mint a TXA: koncentracio és a
szisztémas hipertenzio.

A plazma TXB; koncentraciok (9. abra) jelentésen emelkedtek a C aktivatorok és a
liposzoméak beadéasat kovetéen 3-5 perccel (kivéve a HC-MLV). Igy a korai TXB;
felszabadulasa a liposzomak hipertenziv hatasara adhat magyarazatot.

Az egerek verében az anafilatoxin termel6dés hianya AmBisome és Abelcet kezelést

kovetden 3-5 perccel ellentmond az erds C aktivacionak.
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Komplement fogyas C3a koncentracio
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9. &bra A C aktivatorok és a liposzomak hatasa a komplement aktivdciot jelzé
biomarkerekre és a TXB: plazma koncentraciora. A C3 fogyas mddositott birka
vorosvérsejt-hemolitikus teszttel, a plazma C3a koncentréaciot eger specifikus ELISA-val
mértik. 4 jobb felsé grafikon a kezelés utan 3-5 perccel, a jobb alsé grafikon a kezelés
utdn 10-30 perccel gyijtott plazma mintdk C3a koncentracidjat mutatjdk (n=3-
5/csoport). A plazma TXB: koncentraciot ELISA kittel mértik; a vizsgalt egerek szama
n=8-11 minden mérésnél. Statisztikailag szignifikans kuldénbségek (*P<0,05;
***P<(,001) a séoldattal kezelt csoporthoz viszonyitva (NS).

Roviditések: CVF, kobraméreg faktor; HC-MLV, magas koleszterinszintet tartalmazo

multilamellaris vezikulumok; TXB2, tromboxan B: szint;
5.1.4 C3aR antagonista hatasa Abelcettel kivaltott hipertenziora

Az egereket SB-290157-tel, egy C3aR antagonista vegyiilettel eldkezeltiik, hogy
vizsgaljuk a C3a anafilatoxin szerepét az Abelcettel okozott vérnyomas emelkedésben.
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10. abra: Az SB-290157 (SB, 10 mg/kg i.v.) elékezelés hatasa az Abelcettel okozott
vérnyomas és HR valtozasokra. A kontroll csoportot oldoszerrel (Veh, 5% DMSO
sooldatban) kezeltiik és utana 5 perccel adtuk be az Abelcetet (30 mg/kg-0s i.v.). Az elsé
nyil az oldészer ill. SB-290157 beadasdnak idépontjat (SB/Veh), a mdsodik nyil az
Abelcet beadasanak idépontjat mutatja.

Megjegyzés: *P<0,05; **P<0,01; Roviditések: HR, pulzusszdm; MABP, artérias

kozépnyomas; NMRI, Naval Medical Research Institute.

Amint azt a 10. abra mutatja, az SB-290157 szignifikansan csokkentette az Abelcet
maximalis vérnyomasemeld hatasat, valamint csokkentette a vérnyomast az 4tmeneti
hipertenzid lezajlasa utén is. Tehat a C3a anafilatoxin plazma koncentracio emelkedés és
kovetkezményes C3aR aktivalas kismértékben hozzéjarul a liposzémaékkal okozott
vérnyomasvaltozasban, de ez a hatds nem ad meggy6zd bizonyitékot a C aktivacid oki
szerepére a magas vérnyomasban. Az SB-290157 enyhe tahikardiat okozott, a kiilénbség

azonban nem volt statisztikailag szignifikans a kontroll csoporthoz viszonyitva.

5.1.5 Az Abelcettel okozott &tmeneti hipertenzio torzsfiiggosége

Mivel a kiilonb6zd beavatkozasok utan megfigyelt valtozasok sokszor jelentdsen eltérnek
az egyes egértdrzsekben, ezért dsszehasonlitottuk az Abelcet hatdsat a vérnyomasra és
szivfrekvenciara az NMRI és C57BI/6N egerekben. Hangsulyozni kell, hogy egy
kiiltenyésztett és egy beltenyésztett torzset vizsgaltunk, vagyis vélhetéen jelentOs
genetikai kulonbség van a két torzs kozott. A 11. dbra mutatja, hogy csak csekély
mennyiségi eltérés volt a MABP vélaszokban a két torzsnél; az Abelcet valamivel
nagyobb és hosszabb hipertenzidt okozott a C57BI/6N, mint az NMRI egerekben, de a
kildnbség nem volt statisztikailag szignifikans. Hasonloan, a két egértdrzsben mert HR
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valtozadsok sem kulonboztek egyméstol. Ezek az adatok tehat arra utalnak, hogy a
liposzomékkal kivaltott atmeneti hipertenzié nem kulonbozik jelentdsen az altalunk

vizsgalt két egértdrzsben, bar mennyiségileg kismértékben eltéréek lehetnek.

- NMRI (n=6) ~ NMRI (n=6)
1204 ~+ CB57BI6N (n=4) 6004 —* CB57BI/6N (n=4)
o 500
g S 4004
T o
I
2 T 3001 T
Abelcet
204 : : . . 2004 rhbelcet, . .
-10 0 10 20 30 -10 0 10 20 30
idé, perc idé, perc

11. dbra Az Abelcet hatasa vérnyomasra (C) és a szivfrekvenciara (D) NMRI és
C57BI/6N egerekben.

Megjegyzés: *P<0,05; **P<0,01; Roviditések: HR, pulzusszam; MABP, atlagos artérias

nyomas; NMRI, Naval Medical Research Institute.

5.1.6 Az ismételt Abelcet kezelés hatasai

Az Abelcet 30 mg/kg-os intravénas alkalmazasa a MABP jelent6s novekedését (30 %)
eredményezte, amely korllbelll 15 percig tartott. Az Abelcet-tel végzett masodik kezelés
hasonlo valaszt valtott ki, bar az MABP emelkedés valamivel nagyobb és hosszabb volt,
azaz nem alakult ki tachifilaxis az Abelcet hatasara (12. bra). Ennek a megfigyelésnek
azért van jelentdsége, mert sertésben egyes nanokészitmények tachifilaxist okoznak, de

az egérben felmertilli potencirozas lehetdségének eléforduldsara nincs adat.

z 140
N @
° N
2 120 N
= 2
> ©
X 100 z
o >
m o i
2 80 £ sot T T
= 4
501- TAbeIcet TAbelcet 30 Abelcet Abelcet
0-r T T T T T T T (e T T T T T T T
-10 0 10 20 30 40 50 60 -10 0 10 20 30 40 50 60

iddé, perc id6, perc

12. abra. MABP és HR valtozdsa két egymadst kiveto Abelcet (30 mg/kg, i.v.) kezelés

utén, altatott NMRI egerekben (n = 5). Az Abelcet i.v. injekciok beadasanak idejét nyilak
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jelzik. Bal oldali panel: &tlagos artérias vérnyomas (MABP); jobb oldali panel:
pulzusszam (HR). A két MABP és HR gorbét (az Abelcet beadasatol szamitott 30 percig)
kétszempontos ismétléses ANOVA-val és Dunnett-féle post hoc teszttel hasonlitottuk

0ssze. A MABP és a HR valtozasok hasonldak voltak a két Abelcet kezelés utan.

5.1.7 A C kimerités és a Cba receptor antagonista hatasa az Abelcettel kivaltott
hipertenziora
A CVF-fel torténé komplement kimerités jelentdsen meghosszabbitotta az Abelcettel
kivaltott magas vérnyomast, mivel a MABP az Abelcet-kezelés utan 30 percig
folyamatosan magas maradt. A komplement kimerités nem befolyasolta az Abelcet-re
adott HR valaszt. A DF2593A, egy C5aR antagonista vegyiilet, hasonl6 hatast fejtett ki,
mint a komplement kimerités, mivel az Abelcet kezelés utani 18. perctél kezdve a MABP
szignifikdnsan magasabb volt a DF2593A csoportban a kontroll csoporthoz képest. A

DF2593A nem befolyasolta az Abelcet-re adott HR-valaszt (13. abra).
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13. abra: A kobraméreg faktorral torténé komplement kimerités (CVF, n = 6), és a
DF2593A elékezelés (n = 6; Cha receptor antagonista) hatasa az Abelcettel indukalt

vérnyomas (MABP) és szivfrekvencia valtozasra NMRI egerekben. A barna szinii gorbe

az oldoszer eldkezelés kezeles hatasait mutatjak.
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A DF2593A vagy oldoszere (vehicle) 10 % DMSO fizioldgiés s6oldatban) és az Abelcet
injekcio kezelésének idejét nyilak jelzik. A CVF-et 18, illetve 2 oraval az altatas elstt
adtuk be 30, illetve 100 U/kg dozisban, 10 ml/kg térfogatban. A, C: atlagos artérias
vérnyoméas (MABP); B, D: pulzusszam (HR). A, B: Komplement kimerités CVF-fel; C,
D: DF2593A ill. oldoészer kezelés. A csoportokat kétszempontos ismétléses ANOVA és
Dunnett-fele post hoc teszttel hasonlitottuk dssze. A CVF-fel valé komplement kimerités
meghosszabbitotta a MABP névekedéset az Abelcet beaddsa utdani 8. perctol, de nem
valtoztatta meg a HR-t. A DF2593A-val végzett kezelés szintén meghosszabbitotta a

MABP novekedését az Abelcet beaddasa utani 24. percrol, de nem valtoztatta meg a HR-
t.

5.1.8 A C3a peptid fragmens (63-77) hatasa a vérnyomasra és a pulzusszamra
A C3a peptid fragmens (63-77) dézisfiiggd, de rovid idejii emelkedést okozott a MABP-
ban, de nem volt emlitheté hatas a HR-ra (14. abra). Egy példat mutatunk be, egy egész

csoport vizsgalatara nem allt rendelkezésre elegendd anyag.

* 10284 mentig
Wamen v

e -“l“ul 1(22:35 ) Jl . HI‘J_ — zq.gj . H.‘JJ . 24 . . s . . E_-:‘q .; . O . . 2 . . O . . }5]]I . . }ﬂ
14. abra: A C3a (63-77) peptid 32,25 és 62,5 ug/ttkg bolus i.v. dozisok vérnyomdsra és

pulzusszamra gyakorolt hatasainak eredeti felvétele altatott C57BI/6n egerekben.
A nyilak a C3a (63-77) peptid beadasdnak idejét jelzik. Felsé diagram: pulzald
vérnyomas,; kozépsd diagram: pulzusszam, alsé diagram: artérias kdzépnyomas. A C3a

(63-77) peptid atmeneti MABP emelkedést okozott.
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5.1.9 A makrofag kimerités és a trombocitak gatlasanak hatasai

A makrofag kimeritése klodronat liposzoméakkal meghosszabbitotta az Abelcet-re adott
MABP-valaszt, mivel a MABP az Abelcet beadasa utan 30 perccel is magas maradt. Ezen
kivul a HR a makrofag kimeritett csoportban az Abelcet-kezelés utan 4. perct6l a 14.
percig csokkent kontroll a csoporthoz képest. A trombocita aktivalas gatlasa
eptifibatiddal, egy trombocita glikoprotein [lb/llla receptor inhibitorral szintén
megnyujtotta az Abelcettel kivaltott magas vérnyomast, mivel a MABP az Abelcet-
kezelés utan 30 perccel is magas maradt. A HR hasonlo volt a két csoportban. (15. abra)
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15. abra: MABP és HR valtozdsa a granulocita kimeritése soran klodronét
liposzoméakkal és trombocita glikoprotein Ilb/Illa receptor gatlassal eptifibatiddal,
altatott NMRI egereken vizsgalva Abelcet kezelése soran.
Az eptifibatiddal vagy annak oldoszerével és az Abelcet injekcioval torténd kezelés idejét
nyilak jelzik. Klodronatot vagy Ures liposzomakat a farokvénaba adtuk be 200 ml/egér
térfogatban (1 mg klodronat/egér) két nappal a kisérlet elétt. A, C: atlagos artérias
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vérnyomas (MABP); B, D: pulzusszam (HR). A, B: Granulocita kimerités klodronét
liposzomékkal; C, D: Eptifibatid eldkezelés hatasa. Veh: oldoszer. A vehikulum- és
klodronat-, valamint az eptifibatiddal kezelt csoportokat kétszempontos ismétléses
ANOVA-val és Dunnett teszttel hasonlitottuk 6ssze. A granulocita kimeritése klodronat
liposzomakkal meghosszabbitotta a MABP novekedését az Abelcet beadésa utani 12.
percrol, és az Abelcet beaddsa utan 4-t6l 14 percig csOkkentette a HR-t a kontroll
csoporthoz képest. Az eptifibatiddal végzett kezelés meghosszabbitotta a MABP

novekedését az Abelcet beadasa utan 16 perctdl, de nem véaltoztatta meg a HR-t.

5.1.10 Az Abelcet hatasa COX-1 vagy TP hianyos kontroll egerekben és
komplement kimeritett egerekben
Az Abelcettel Kivaltott hipertenzié teljesen megsziint a COX-1 hidnyos egerekben, mig a
TP hianyos egerekben egy nagyon rovid idejli hipotenzidt okozott a COX-1 hianyos
egerekhez képest. A HR hasonl6 volt mindharom csoportban, bar a COX-1 hianyos
egerekben a HR novekedési tendenciat mutatott. A CVF-fel torténé komplement
kimerités utan az Abelcet késéi hipertenziot okozott a TP-hianyos egerekben, hasonlo
hatast, mint a WT egereknél és novelte a HR-t az Abelcet beadasa utan 14 perccel (16.

abra).
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16. abra: Az Abelcet MABP-ra és HR-re gyakorolt hatdsa altatott, kontroll és
komplement depletalt, ciklooxigenaz-1 (COX-1) vagy tromboxan prosztanoid receptor
(TP) hidnyos és vad tipust (WT) C57BL/6N egerekben.

A: Az Abelcet hatasa az atlagos artérias vérnyomasra (MABP) és B: a pulzusszamra
(HR) COX-1 vagy TP hianyos és vad tipusu (WT) C57BL/6N egerekben. C, D: Az Abelcet
hatasa a MABP-re és a HR-re komplement kimerités utan TP-hianyos C57BL/6N
egerekben. A komplement kimeritését kobraméreg faktorral (CVF) végzett elkezeléssel
valositottuk meg. * P < 0,05 vs vad tipust (WT) egerek; # P< 0,05 a TP és a COX-1
hianyos egerek kozott. A WT és a TP vagy a COX1 hidnyos vagy kontrol és komplement
kimeritett csoportokat kétszempontos ismétléses ANOVA-val és Dunnett teszttel
hasonlitottuk 6ssze. Az Abelcet MABP-ra gyakorolt hatdsa a COX-1 hianyos egerekben
szinte teljesen megsziint, de a pulzusszamot (HR) ez nem befolydsolta. Az Abelcettel
kivaltott hipertenziot TP hidnyos egerekben tranziens hipotenzio kovette, de a
pulzusszamot (HR) ez nem befolyasolta. A CVF-fel val6 komplement kimerités utan az
Abelcet 8 perctsl kezdve késleltetett magas vérnyomast okozott a TP-hianyos egerekben,
és a HR is jelentésen megnott az Abelcet beaddasa utani 14 percrol.
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5.2 Patkany eredmények

5.2.1 Liposzéoma jellemzok

A 2. tablazat a vizsgalatban hasznalt liposzomak Osszetételét és szerkezeti jellemzoit
mutatja be. A liposzomak kozel azonos méretiick és polidiszperzitasuak voltak, de
kulonboztek a fellleti toltésben és a PEG-méretben. Az AmBisome egy nem PEGilalt,
er6sen anionos liposzoma, a DSPE-kotésti, a 2K-PEG liposzomak anionos (de kevésbé
anionosak, mint az AmBisome) PEGilalt vezikulumok, mig a koleszterint tartalmazé 2K-
PEG liposzomak (roviditve csak Chol-PEG liposzémak) és 5K-PEG liposzdmék kozel
semleges, azaz "neutralis" PEGilalt vezikulumok.

2. tablazat: A liposzomak jellemzoi

A méret, a polidiszperzitasi index (PDI) és a zéta potencial tobb fliggetlen mérés
eredményét mutatja. A mérési eredmények kozotti kulonbseg elhanyagolhato volt.
Roviditések: Chol, koleszterin; DPPC, dipalmitoylphosphatidylcholine; DSPE, 1,2-
distearoyl-SN-glikero-3-foszfatidil-etanolamin; DSPG, distearoylphosphatidylglycerol;
HSPC, hidrogénezett széja foszfatidilkolin; Vit-E, a-tokoferol; 2K-PEG-DSPE, 1,2-
distearoil-foszfatidil-ethanolamin-metil-polietilén-glikol konjugatum. Az
allatkisérletekhez hasznalt liposzomak vastagitva szerepelnek a tablazatban.

Mol Méret Zeta
Név Karakter | Lipid osszetevé 0 PDI | potenciél
arany | (nm) (mV)

Anionos, | HSPC/Chol/DSP | 49:23:1
nincs PEG | G/ Vit-E/Amph-B | 8:0:3:9

2K-PEG- Anionos, DPPC/DSPE/Cho

AmBisome 98 0.12 | -53.5

62:5:33 | 96 0.06 |-8.5

DSPE PEG |/2K-PEG-Chol

2K-PEG- DPPC/DSPE/Cho

Chol Neutrdlis- | /2K-PEG-Chol | g:5:08 |0 | 900 | 049
5K-PEG- | PEGIildlt | DPPC/DSPE/Cho | ‘5

Chol I/5K-PEG-Chol 9% 009 |-03

5.2.2 Komplement aktivalas a kiilonb6z6 kezelések utan
A varakozasoknak megfeleléen mind a zymosan, mind a CVF nagymértéki C aktivaciot

okozott a patkanyban, bar a valtozasok mértéke és kinetikaja a két C aktivator esetében
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kiilonboz6 volt (17. dbra). Nevezetesen, a zymosan esetén a C3 fogyas koran elérte a
maximumot, ami alacsonyabb volt, mint a CVF-¢, mig a CVF kezelés utan a C3 fogyéas
folyamatosan emelkedett. Az AmBisome nagy dozisban szintén jelentés C aktivaciot
okozott, a hatdsa ddzis aranyos volt (18. abra). Ezzel szemben az AmBisombo, az
AmBisome-mal egyenértékli gyogyszermentes liposzoma, valamint a PEG-2000-Chol
liposzdma még nagy ddzisban sem okoztak C3 fogyast (19. &bra). Ez arra utal, hogy az
amfotericin B jelentésen megvaltoztatja a liposzomak tulajdonsagat, valosziniileg a
toltését ill. zéta-potencialjat, ami kulcsszerepet jatszik a C aktivacioban, patkanyban in
vivo. A PEG-2000-Chol, amelyr6l megallapitottak, hogy erés C aktivator a human
szérumban (84), gyenge hatasu patkdnyokban in vivo, vagyis a két faj érzékenysége

jelentdsen eltér egymastol.

1007 *k*k
804

60 -e- Kontroll (n=7)
-% Zymosan, 10 mg/kg (n=7)

-« CVF, 100 IU/kg (n=7)

C3 fogyas, %
5

(I) é 10 20 30
ido6, perc
17. dbra. A komplement aktivatorok, zymosan és kobra méreg faktor (CVF) hatésa a
C3 plazma koncentraciora a fiziologias séoldattal kezelt kontroll csoporthoz
viszonyitva, altatott patkanyokban. A C3 plazma koncentracié valtozas alapjan C3
fogyast szamitottunk, amelyet a C3 koncentracio kiindulasi értékéhez (0. perc) viszonyitva
szazalékos csokkenésként fejeztiink ki. Statisztikailag szignifikans kilonbségek (*p<0,05;

**p<0,01; ***p< 0,001) a sooldattal kezelt csoporthoz viszonyitva.
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18. dbra: Az amfotericin B tartalmd AmBisome liposzOma két dozisdnak hatasa a C3
fogyasra a fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott
patkanyokban. Statisztikailag szignifikans kilonbségek (*p<0,05; **p<0,01; ***p<

0,001) a sdoldattal kezelt csoporthoz viszonyitva.
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© 301 -e- Kontroll (n=7)
°l -= Ambisombo, 22 mg/kg PL (n=7)
*ﬁ 20- -+ Ambisombo, 300 mg/kg PL (n=7)
g’ PEG-2000-chal,
“c;) 300 mg/kg (n=9)
)
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19. abra: Az Ures liposzomak, AmBisombo és PEG-2000-Chol hatasai a C3
fogyasra a fiziologias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott
patkdnyokban. Statisztikailag szignifikans kilonbségek (*p<0,05; **p<0,01;
***n< 0,001).

A 17. &bra, 18. abra és 19. abra 17. abraadatainak statisztikai elemzését

kétszempontos ismétléses ANOVA és Dunnett-féle post hoc teszttel végeztik.

5.2.3 A liposzomék hatasa a vérnyomasra, valamint a vérnyomas és a C3 fogyas
korrelacidja

Amint azt a 20. dbra mutatja, a két ismert C aktivator, a zymosan és a CVF az artérias

kdzépnyomas (MABP) jelentds mértékii (~60%-0s) esését okoztak a kezelés utan 10

percen belil, amelyet részleges visszaterés kovetett a 30 perces megfigyelési idészak

végéig. A liposzomas amfotericin B (AmBisome) szintén dozisfiiggd médon csokkentette
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az artérias kdzépnyomast. Az AmBisome 10-szer nagyobb (22 mg PL/kg) adagjanak
beadasa utan az artérias nyomas 5 perc utan 40%-kal csokkent, de ez a hatéas kevéshé volt
kifejezett a C aktivatorokéhoz képest. Az AmBisome 2,2 mg PL/kg dozisban alkalmazva,
az artérias nyomas fokozatos, korilbelll 20%-o0s csokkenéséhez vezetett 10 perccel az
injekcid beadasa utan, ami statisztikailag szignifikans, de viszonylag kis valtozést jelent

a nagyobb adagok hatasaihoz képest (21. &bra).
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20. abra: A vérnyomas valtozasa a komplement aktivatorok, zymosan és kobra méreg
faktor (CVF) kezelést kévetden a fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz
viszonyitva, altatott patkanyokban. MABP — Artérias kozépnyomas (*p<0,05; **p<0,01;
***p< 0,001)
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21. abra: Az amfotericin B tartalmi AmBisome liposzbma hatasa az artérias
kozépnyomdsra két kiilonbozd dozisban alkalmazva, a fiziol6gias sooldattal kezelt
kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<
0,001)
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Ezzel szemben a nagy dozisu AmBisombo és a kis unilamellaris vezikulumokat
tartalmaz6 PEGilalt koleszterin liposzdma, a PEG-2000-Chol, nem okozott

vernyomascsokkenést a kontroll csoporthoz képest (22. abra).
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22. abra: Az Ures liposzomak, az AmBisombo és PEG-2000-Chol hatasai az artérias
kdzépnyomasra a fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott

patkanyokban.

A fenti dbrak mutatjak, hogy a kontroll csoportban is megfigyelhet6 egy kismértékii
vérnyomascsokkenés, amit valosziniileg az ismételt vérvételek miatti vértérfogat
csokkenés okozott. A mintaveteleket kezelés el6tt, majd utana 1, 3, 5, 10, 30 perccel
végeztuk. A zymosannal, CVF-vel és AmBisome-mal (nhagy dozis) kezelt allatokban mért
legalacsonyabb MABP értékek és C3 fogyas kozott szoros korrelaciét mutatott (23. &bra),
ami arra utal, hogy a C aktivacio, amikor jelen van, ok-okozati szerepet jatszott az

atmeneti hipotenzidban.
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Meredekség: -1.36 £ 0.214
Y-tengelymetszet X=0.0: 100.4 + 4.14
X-tengelymetszet Y=0.0: 73.90

150+ R négyzet: 0.6584

p< 0.0001

100+

501

MABP, valtozas %

0 20 40
C3fogyas, valtozas %

23. &bra: Korrelacio a legalacsonyabb MABP érték és a C3 fogyas kozott a CVF, a

zymosan és az AmBisome nagy dozisaval kezelt patkanyokban. (43) Az 1, 3, 5, 10, 30

perces C3 fogyas érték kozil azt vettuk figyelembe, ahol a legalacsonyabb volt a

vérnyomas. A vérnyomasvaltozast és a C3 fogyast is szazalékban fejeztik ki az

alapértékhez viszonyitva (t= 0 perc) A MABP és a C3 fogyasztas kozotti osszefliggést a

Pearson-korrelacios koefficiens segitségével szamitottuk ki.

5.2.4 A komplement aktivatorok és a Kiilonboz6 liposzomak hatasai a vérsejtekre
A 24. abra, 25. dbra és a 26. abra azt mutatja, hogy minden C aktivator, beleértve a
zymosant, a CVF-et és az AmBisome-ot, jelent6s trombocitopéniat okozott. A PEG-
2000-Chol, amelyik nem okozott C aktivaciot, mégis sulyos trombocitopéniat okozott
(26. &bra), ami nem volt jelent6sen kisebb, mint a CVF és a nagy dozisi AmBisome

hatasa.

201

PLT, %

-o- Kontroll (n=7)
-# Zymosan, 10 mg/kg (n=7)
-+ CVF, 100 IU/kg (n=7)

-60 T T T T T
03 10 20 30

idé, perc

24. abra: A komplement aktivatorok hatasa a plazma vérlemezkék szamara (PLT) a

fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban.
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-= Kontroll (n=7)
-~ Ambisome 2.2 mg/kg PL (n=8)
Ambisome 22 mg/kg PL (n=8)

03 10 20 30
ido, perc
25. abra: Az amfotericin B tartalmd AmBisome liposzoma hatasa a plazma vérlemezkék
szaméra (PLT) a fiziologias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott

patkényokban.

-o- Kontroll (n=7)

- Ambisombo, 22 mg/kg PL (n=7)

-+ Ambisombo, 300 mg/kg PL (n=7)
PEG-2000-chol (n=9)

03 10 20 30
id6, perc
26. abra: Az Ures liposzdma hatasa a plazma vérlemezkék szamara (PLT) a fiziologias
sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban.
Magyarazat a 24-26 &brakhoz: Az adatok a valtozas szazalékos aranyat mutatjék az
alapértékhez viszonyitva (t = 0 perc). A statisztikai elemzést kétszempontos ismetléses
ANOVA és Dunnett-féle post hoc teszttel végeztik. A séoldattal kezelt csoporthoz
viszonyitva jelentés kiilonbségeket (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***=p <0,001) jeloltuk.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a fehérvérsejt-szam esetében, mert a kezelések
leukopéniat okoztak a legtobb esetben, azzal a kilénbséggel, hogy a CVF és a nagy
dozisu AmBisome esetében kompenzacios leukocitozist is megfigyeltink. A leukopénia
altalaban nagyobb volt, ha a C aktivacié nagyobb volt, mint zymosan, CVF és AmBisome
esetében, és kisebb, de jelentés mértékii az tires liposzomék, AmBisombo és PEG-2000-

Chol esetében. (27. abra, 28. abra, 29. abra) Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
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modellben megfigyelt vérsejtek valtozésai nagy valoszintiséggel C fiiggéek, de C
fuggetlen mechanizmusok részvétele, azaz CIPA sem zérhatd Ki.

1001
_ 50
> -e- Kontroll (n=7)
8 - Zymosan, 10 mg/kg (n=7)
= 9 -+ CVF, 100 IU/Kkg (n=7)
_50_

03 10 20 30
ido, perc

27. abra: A komplement aktivatorok hatasa a plazma fehérvérsejtre (WBC) a fiziol6gias

sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban

501
S _
0% el -& Kontroll (n=7)
8 “ -~ Ambisome 2.2 mg/kg PL (n=8)
= K Ambisome 22 mg/kg PL (n=8)
_50-

03 10 20 30
idé, perc

28. dbra: Az amfotericin B-tartalmu liposzéma hatéasa a plazma fehérvérsejtre (WBC)

a fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban

50+

-~ Kontroll (n=7)

- Ambisombo, 22 mg/kg PL (n=7)
0"'@ -+ Ambisombo, 300 mg/kg PL (n=7)
: PEG-2000-chol,

300 mg/kg (n=9)

WBC, %

-504

03 10 20 30
ido, perc

29. abra: Az dres liposzomak hatésa a plazma fehérvérsejtre (WBC) a fiziologias

sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban
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Magyarazat a 27-29. abrakhoz: Az adatok a szazalékos valtozasokat mutatjak az
alapértékhez viszonyitva (t = 0 perc). A statisztikai elemzést kétszempontos ismétléses
ANOVA és Dunnett-féle teszttel vegeztik. A sooldattal kezelt csoporthoz viszonyitva
Jjelentds kiilonbségeket (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***=p <0,001) jeloltik.

5.2.5 A komplement aktivatorok és a kiilonb6z6 liposzomak hatasa a plazma TXB2
koncentréaciora

Ahogy a vérsejtek valtozasai (24-29. abra), az 6sszes C aktivator, beleértve a zymosant,
CVF-et és AmBisome-ot, jelent6s emelkedést okozott a plazma TXB: koncentracidban,
és az figyelhet6 meg, hogy minél nagyobb a C3 fogyas, annal nagyobb az emelkedés a
TXB2 koncentracioban (30, 31. abra, 32. abra). Azonban a nem C aktivator liposzomak
is jelentdsen emelték a TXB: koncentraciot, kiilondsen a PEG-2000-Chol (32. &bra29.
abra), ami arra utal, hogy a TXA; felszabaduléast C fuggetlen mechanizmusok valtottak
Ki.

8009 ***
B

-o- Kontroll (n=7)
- Zymosan, 10 mg/kg (n=7)
-+ CVF, 100 IU/kg (n=7)

TXB2, %

idd, perc

30. abra: A komplement aktivatorok hatdsa a plazma tromboxan koncentraciora
(TXB2) a fiziolégias sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott

patkanyokban
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31. abra: Az amfotericin B tartalmda liposzbma hatasa a plazma tromboxan
koncentraciora (TXB2) a fizioldgias séoldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva,

altatott patkdnyokban

4001

300+ -~ Kontroll (n=7)
© -% Ambisombo, 22 mg/kg PL (n=7)
o
o 200+ o -+ Ambisombo, 300 mg/kg PL (n=7)
Q * » PEG-2000-chol (n=9)
> -
] S

*

id6, perc

32. abra: Az Ures liposzomak hatasa a plazma tromboxanra (TXB2) a fizioldgias
sooldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva, altatott patkanyokban

Magyardzat a 30-32. abrakhoz: Az adatok a szazalékos valtozast mutatjak az
alapértékhez viszonyitva (t = O perc). A statisztikai elemzést két szempontos ismétléses
ANOVA és Dunnett-féle teszttel végeztik. A sooldattal kezelt csoporthoz viszonyitott
Jjelentds kiilonbségeket (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***= p <0,001) mutatjak.
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6. MEGBESZELES

6.1 Az Abelcettel okozott reakciok jellemzéi egérben

Az cgerekben az infuzids reakcid vagy CARPA jellemz6i az atmeneti szisztémas
vernyomas emelkedes, trombocitopénia, leukocitozis (esetenkent leukopénia), plazma
TXB> koncentracié emelkedés, kapillaris permeabilitds fokozodasa, valamint a
komplement aktivaciot jelzi a C fogyas és plazma C3a koncentracid emelkedése.
Mindezeket a hatasokat megfigyeltik zymosan és CVF-fel okozott C aktivacio utan. A
kiilonboz6 liposzomak hatékonysaga jelentdsen eltért egymastol, ezek egy része minden
tiinetet eldidézett, mas liposzomdk beaddsa utdn csak a tiinetek egy része jelentkezett.
Mind ezek a valtozasok tipikus megnyilvanulasai a talérzékenységi reakciéknak (HSR)
az emberben (34, 35), patkanyban (74, 43) és sertésben (43, 67, 69, 70). Korabbi
vizsgalatok igazoltak, hogy a valtozasok részben 6sszefiiggenek a C aktivacidval. Ez a
tanulmany elészor szolgaltat bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy a CARPA kialakulhat
egerekben, csakigy, mint a fent emlitett fajokban. A vizsgalat azt is mutatja, hogy az
eddig vizsgalt fajokban jelent6s kiilonbségek vannak a CARPA jellemzdit illetGen.
Nevezetesen, a zymosan, valamint a vizsgalt liposzomak és méas nano-gyogyszerek HSR
reakcidt Kivalto ddzisa a jelen egér és patkany vizsgalatokban egy-két, esetenként harom
nagysagrenddel nagyobb, mint a sertéseknél, valamint a tulérzékeny embereknél, ami arra
utal, hogy az egerek és a patkanyok viszonylag alacsony CARPA érzékenységiiek.
Tovabba, egerekben a keringési valtozads az atmeneti hipertenzid, amelyet esetleg
hipotenzio kdvethet, mig patkanyoknal a keringési valasz a vérnyomas csdkkenése, mig
sertéseknél a jellemz6 keringési valtozas a pulmonalis hipertenzié, ami inkébb csak
nagymértékii pulmonalis hipertenzié esetén jar egyltt szisztémas vérnyomas
csokkenéssel (43, 54, 86).

6.1.1 Az Abelcettel okozott keringési valtozasok mechanizmusa egérben

A pontos mechanizmus ismerete nélkiil nem egyértelmii a C aktivacio ok-okozati szerepe
a hipertenzios valaszban. Az anafilatoxinok és a szekunder mediatorok hozzajarulhatnak
mind a két hatashoz, az egyik példa a C5aR altal kozvetitett hipotenzid ragcsaldkban (54).
Az a megfigyelés, hogy az SB-290157, egy C3aR antagonista csokkentette, de nem védte
ki az Abelcet hipertenziv hatasat, a C3a vagy mas C3aR agonistak legalabb részleges

szerepére utal. A C3a szerepe azonban megkérddjelezhetetlen, ezt erdsiti meg az az
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eredmény, hogy a C3a peptid egyértelmiien vérnyomasemeld hatast egerekben. A C3a,
ill. a C3aR aktivalas hozzajarulasa a hipertenziohoz még nagyobb lehet a C aktivatorok
esetében, hiszen azok sokkal nagyobb komplement aktivaciot és plazma C3a
koncentracio emelkedést okoztak, de ezt nem vizsgaltuk. Mivel a Cba plazma
koncentraciot nem mertik, ennek hianyaban nem tudjuk kozvetlen bizonyitékkal
megerdsiteni, vagy cafolni a C5a szerepét a korai vérnyomas valtozadsokban. Irodalmi
adatok szerint a C5a vernyomascsokkenté hatast ragcesalokban, amit sajat méréseink is
alatdmasztanak. Ugyanis az Abelcet késéi vérnyomas emelkedést okozott mind a C
rendszer kimeritése, mind a C5aR géatlo vegyiilet alkalmazésa utén, ami arra utal, hogy a
korai hipertenzié utani vérnyoméascsokkenést a C aktivacio, ezen belll a C5a receptor
aktivacié magyarazhatja (33. abra) (86, 75, 33).

C3a, AmBisome
Zymosan @C5a Abelcet
VP ATR o

Vérlemezkék
Makrofagok, PIM sejtek, kupffer sejtek, bazofil
granulocitak, hizosejtek, dendritikus sejtek

{&

TXA2
Egyéb eikozanoidok, hisztaminak, leukotriének,
triptazok, proteazok, citokinek

Hipotenzié és hipotenziv sokk, trombocitopénia,

TXA2 felszabadulas

33. dbra: A ”Double hit” hipotézis a C aktividtor és liposzomakkal kivaltott keringési
véltozasokban, egereken vizsgalva.

Megjegyzések: a vazoaktiv mediatorok (narancssarga) termelésére képes sejtek (kék)
stimulalhatok anafilatoxin-receptorokon keresztil (ATR, "AT hit"), vagy ettdl fiiggetleniil
("C flggetlen utvonal™), ami CARPA-hoz és C fuggetlen pszeudoallergiahoz (CIPA)

vezet. Az ezzel jaro fiziologiai valtozasok fekete hattérrel vannak felsorolva.
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Roviditések: AT, anafilatoxin; ATR, anafilatoxin receptor; CARPA, C aktivalassal
kapcsolatos pszeudoallergia; CIPA, C fliggetlen pszeudoallergia; CVF, kobraméreg

faktor.

A C aktivatorok, a CVF és a zymosan, sokkal jobban emelték a plazma C3a
koncentraciot, mint az AmBisome és az Abelcet, ezért feltételezheté, hogy a C
aktivatorok vérnyomasemeld hatasdhoz a C3aR aktivacidé nagyobb mértékben jarul
hozza, mint a liposzomaknal. Ugyanakkor az erésen valosziniisithetd, hogy C aktivatorok
jelentds C5a plazma koncentracié emelkedést is okoztak, ami magyardzhatja a hipotenziv
sokk kialakulasat. A klinikai tapasztalat szamos jelent6s mellékhatasrol szamol be az
amfotericin B-t tartalmazd liposzomak soran, azonban ritkan emlitenek vérnyomas
valtozast még sulyos eseteknél is (87, 88). Ezzel szemben az AmBisone kezelés néhany
betegben hipertenziot okozott (89).

Az egerekben elvégzett vizsgalatok értékelését szamos korlat neheziti. Az egyik az,
hogy csak him egereket hasznaltunk, és jol ismert, hogy a patofizioldgiai folyamatok
eltéréek lehetnek a két nemben (90). Tehat nem zarhatjuk ki, hogy a ndstény egerekben
a tlinetek részben eltérnek, vagy a himekben megfigyelt valtozdsoknal kevesbé sulyosak
vagy sUlyosabbak. Tovabba, csak a zymosan és CVF okozott jelentés C3a plazma
koncentracio emelkedést és C3 fogyast, tehat csak ebben az esetben beszélhetlink jelentds
C aktivaciorol, és varhato, hogy az anafilatoxinok jelent6s bioldgiai hatast okoznak. A
liposzomak esetében a C aktivacion kivil mas, C fliggetlen folyamatok egyértelmiien
hozzajarulnak a megfigyelt valtozasokhoz, vagyis a hatdsok nagy részét C fuggetlen
pszeudoallergia magyarazhatja (CIPA, 33. &bra). Ezenkivil nincs informacié arra
vonatkozoan, hogy az anafilatoxinok befolyasoljak-e a szivfrekvenciat, ezért kérdéses a
C3aR inhibitor tachikard hatasanak mechanizmusa. Nem vizsgaltuk, de felmerdil, a
szabad, liposzdmahoz nem kotott amfotericin B szerepe az AmBisome és az Abelcet
hatasdban. Erre vonatkozo6an csak patkany adatokkal rendelkezink (91), amely szerint az
amfotericin B rendkiviil toxikus, de alacsony d6zisban nem befolyasolta a fehérvérsejt és
trombocitaszamot, és nem fokozta a plazma C3a koncentraciét, de csokkentette a

vernyomast (91).
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6.2 Avazoaktiv mediatorok szerepe az Abelcettel okozott hipertenziéban, egérben
Amint azt korabban leirtuk, az Abelcet egy intravénas adagolasu, amfotericin B tartalmu
liposzomas készitmény, amely pszeudoallergias reakciot okozott egerekben, amelynek a
tinetei a trombocitopénia, a leukocitozis és a megnovekedett plazma C3a és TXB:
koncentracid, valamint az atmeneti hipertenzio volt (48).

Vizsgalatunk kimutatta, hogy az Abelcettel kivaltott hipertenzidnak két fazisa van
egerekben. A korai fazist COX-1-b6él szarmazd prosztanoidok, elsésorban a TXA:
kozvetiti a TP receptorok aktivaciojaval. A kés6i fazis nem TP/TXA, fiiggd, és
eredmeényeink szerint ez a szakasz a C és C5aR aktivalas miatt rejtve marad, ha nem
gatoljuk a C5aR receptorokat. Ebbdl kovetkezéen az Abelcettel kivaltott hipertenzios
hatés C fiigg6 és C fiiggetlen mechanizmusokkal rendelkezik. Egyértelmiinek tiinik, hogy
a hipertenziés hatas korai fazisat ciklooxigenaz termekek kozvetitik, mivel a COX-1
hianyos egerekben gyakorlatilag teljesen megsziinik. A korai hipertenziés hatas {6
effektora valoszinlileg a TXA2, mivel nem figyeltink meg MABP emelkedést a TP
hianyos egereknél, ellenkezéleg, a MABP az Abelcet beadasa utan rovid ideig csokkent.
Ugy tiinik, hogy ezt a rovid életii hipotenziv hatast a vazodilataciot okozo ciklooxigenaz
termékek okozzdk, mint példaul a prosztaglandin PGE> (92) PGD: (93) és/vagy
prosztaciklin (PGlz) (91). A TXA: kiemelkedd szerepét tamasztjak ald korabbi
eredményeink, miszerint mind a liposzomékat tartalmazé amfotericin B, mind a C
aktivatorok novelték a plazma TXB: koncentraciojat egerekben és patkadnyokban
egyarant (94, 48, 91, 95). Tovabba, a munkacsoport mas tertleten dolgoz6 kollégai azt is
kimutattak, hogy ugyanaz a C3a peptid, amelyet a jelenlegi kisérletekben is hasznaltunk,
endotheliumtdl fuggetlen vazokonstrikciot indukalt egér aortaban, in vitro, ami majdnem
teljesen elmaradt a TP receptor hianyos Aéllatokban. Ezek szerint mind a
vérnyomasemelkedést, mind az ér 6sszehzodast a C3a peptid hatasara felszabadul6
vazokonstriktor prosztanoidok, elsésorban a TXA, kdzvetitette (96). A vérlemezkék és
makrofagok nem lehetnek a TXA; forrésai, mivel ezek gétlasa nem valtoztatta meg az
Abelcet hipertenzios hatasanak elsé fazisat. Az is nyilvanvalonak tiinik, hogy a C
rendszer csak kis mértékben jarul hozza a TXA: felszabadulédsahoz, mivel a hipertenzios
hatas TP receptor fiiggé korai fazisat nem valtoztatta meg a C rendszer kimeritése, és csak
kis mértéekben csokkentette a C3aR gatlas. Ezért az Abelcettel kivaltott hipertenzids hatas

korai fazisa els6sorban CIPA, azaz tobbé-keveshé C fuggetlen reakcid (48). Meglepd
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modon a CVF és a C5aR gatlas a magas vérnyomads egy még ismeretlen késoi fazisat tarta
fel az Abelcet alkalmazédsakor. Nincs magyardzatunk a késdi fazis mechanizmusara,
mivel ez a kontroll allatokban rejtve marad, ezért eddig nem vizsgaltuk (48). A jelenlegi
kisérletek azonban azt mutattak, hogy a C aktivalas jelentOs szerepet jatszik a kezelés
utani késo6i fazisban, mivel mind a komplement kimerilés, mind a C5aR gétlas
megnyUjtotta az Abelcettel kivaltott &tmeneti hipertenziot. A késéi hipertenzio fuiggetlen
volt a TXAx-t6], mivel egyértelmiien Kimutathatdo volt a komplement kimeritett TP
hianyos egerekben is. Ennek ellentmondani latszik, hogy a zymosan kezelés utan a
plazma TXB: koncentracidja tartdsan magas maradt, vagyis a kés6i hipertenzid
idészakaban is. Mivel a zymosan sokkal nagyobb C aktivaciot okozott, valoszinii, hogy
a tartdsan magas TXB: plazma koncentracid kevésbé jellemz6 az Abelcet kezelés utan.
Ezt a feltételezést erbsitik a patkany adatok is, mert patkanyban minden kezelés utan 3-5
perccel volt a legmagasabb a plazma TXB: koncentracio, majd lassan csokkent, és
visszatért a kontroll szint kozelébe (95). A kés6i hipertenzids hatast alatamasztja az a
megfigyelés is, hogy a masodik Abelcet kezelés utdn a MABP ndvekvd tendenciat
mutatott, azaz a masodik TXA: felszabadulas és az eddig nem azonositott kés6i vazoaktiv
mechanizmus altal kifejtett hatas részben dsszeadddott.

Fontos megjegyezni, hogy irodalmi adatok szerint a CVF-fel torténé C Kimerités
nem valtoztatta meg a liposzdmak farmakokinetikajat, azaz a tartdsabban magas

vérnyomas nem lehet a liposzémak hosszabb keringési idejének kovetkezménye.

6.3 A vérlemezkék és makrofagok szerepe a vérnyomasvaltozasban, egerekben

Jelenlegi eredményeink azt mutatjak, hogy a hipertenzio késoi fazisaban a vazoaktiv
mediatorok makrofagokbol és vérlemezkékbdl szabadulnak fel, és normalizaltak a
vérnyomast. Ezek az eredmények Osszeegyeztethet6k azokkal a  korabbi
megallapitasokkal, amelyek szerint a makrofagok és a vérlemezkék fontos sejtes
kozvetit6i az egér pszeudoallergianak. A vérlemezkék és makrofagok gatlasa feltarta a
hipertenzié késéi fazisat, hasonloan a C kimeritéshez és a C5aR receptor gatlashoz, ami
arra utal, hogy ezek a sejttipusok vazodilataciot okozd mediatorokat bocsatottak ki, vagy
az altaluk termelt mediatorok a szervezet mas sejtjeit (pl. hizdsejtek) aktivaltak, és azok

termelték a vazoaktiv hatasu anyagokat. Mivel mind a C kimeriilés/C5aR gatlas, mind a
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trombocita/makrofag gatlas hasonlé hatasu volt, adédik a feltételezés, hogy az értagito
mediatorok felszabadulasat legalabb részben a Ca5R kozvetitette.

A vérlemezkék és a makrofagok kolcsondsen szabalyozhatjak egymas funkcioit
legalabb gyulladas kozben (97-102). Az effektor sejtek altal kibocsatott vazoaktiv
mediatorok nagy szama Osszetett eseménylancot alkot. Egy elem gétlasa is beavatkozhat
a rendszerbe, ami magyarézatot adhat arra, hogy a vérlemezkék és a makrofagok gatlasa
miért ugyanazt a hatast fejtik ki. Ezért Kkisérletileg és elméletileg egyarant nehéz
azonositani a f6 effektor vényomascsokkenté hatasu vazoaktiv mediatorokat. Ezt a
feladatot tovabb neheziti, hogy az anafilaxias reakciot okozo gyogyszerek novelik a
vérnyomast az egérben, mig sok mas fajban, példaul patkanyokban hipotenzié figyelhetd
meg (103, 91, 95). Ezzel szemben az LPS-sel kivaltott anafilaxia egerekben is hipotenziét
okoz (104).

Az anafilaxia f6 kozvetit6i a hisztamin, (105) a PAF (106), de a prosztaglandinok
(107), a leukotriének, (108) a szerotonin (105) is hozzajarulhatnak az anafilaxia
vaszkularis hatasainak medialasahoz. Mivel PAF-ot mind a vérlemezkék, mind a
makrofagok termelnek és felszabaditanak, igy a PAF lehet az egyik vazoaktiv mediator,
amely csokkenti a vérnyomast a magas vérnyomas késdi szakaszaban, egerekben (109,
110).

Korabbi tanulmanyok is tamogatjak a makrofagok és a vérlemezkék szerepét a
passziv szisztéméas anafilaxiaban. A monocita/makrofag kimeritése klodronat
liposzomakkal megsziintette a testhdmérséklet csokkenését egerekben, ami a klasszikus
komplement Gtvonalon kozvetitett, 1gG-vel indukalt anafilaxia sulyossagara jellemzé
paraméter (111).

6.3.1 A liposzomakkal kivaltott reakciok jellemzése patkanyban

A tulérzékenységi reakciok a liposzomas gyogyszereknél, az emulgealészerekben oldott
rékellenes citosztatikumokndl, antitest terapiaknal, PEGilalt fehérjéknél, intravénas vas
készitményeknél, kontrasztanyagoknal, enzimeknél és fehérje terapiaknal jelentkezik, és
ugy tlinik, hogy a tiineteknek szamos k6z6s jellemz6je van, amelyek nem kapcsolhatok a
klasszikus IgE-medialt allergia tiineteihez. Az Allergologiai Vilagszervezet (World
Allergy Organization) "nem immun" allergianak vagy "nem immun" tulérzékenységnek

nevezi Oket, mig mas nomenklatirdk pszeudoallergidnak, anafilaxids vagy
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idioszinkratikus reakcioknak nevezi azokat. A CARPA fogalmat kb. 20 évvel ezel6tt
vezették be a szakirodalomba, a C aktivalas sok esetben bizonyitott ok-okozati
szerepének felismerésére alapozva (69). Azota a CARPA-ra vonatkozé nagyszamu
klinikai példa alapjan altalanosan elfogadotta valt, hogy az 10j fejlesztésii nanomedicinak
és bioldgiai anyagok hasznédlata komoly biztonsadgi problémat jelenthet a
farmakoterdpidban. Ma mar a hatdsagok is hangsulyozzék, hogy standard in vitro és in
vivo tesztrendszereket kell kifejleszteni a kockazat értékelésehez és a sulyos reakcidk
kialakulasanak elérejelzéséhez.

A most elvégzett vizsgélataink megerdsitették azokat a korabbi felvetéseket, amelyek
szerint sertés a CARPA (65-69) elorejelzésének legérzékenyebb modellje, és a
Kisérletekben hasznalt liposzomak dozisa alapjan megerdsitették azt a korabbi allitast is,
hogy a patkdnyok kevésbé érzékenyek a liposzomakkal kivaltott reakciokra, mint a
sertések. A patkany vizsgalat jelent6sége azonban tllmutat az alacsony érzékenységre
vonatkoz6 allitas alapjaul felhozott megfigyeléseken (24, 23). A sertés és patkany
érzékenyseg kilonbsége a vizsgalat tesztanyagokra vonatkozd eredmények alapjan 10x
és 1000x kozott volt. Ugyanakkor van példa arra is, hogy a patkanyok érzékenysege jol
kozeliti a humén adatot, elsdsorban olyan anyagok esetén, amelyek emberben is gyakori
és sulyos infzids reakciot okoznak. Erre talan legjobb példa az Abelcet, amelyiknek a
human dozisa 2.5 mg/kg, és patkdnyban mar 10 mg/kg dozisban is jelent6s
vérnyomascsokkenést okoz (94). Ez az adat azonban annyiban félrevezetd, hogy a human
gyogyaszatban az Abelcetet 2 6ras infazioban kell beadni, mig a patkanyban kapott
eredmény 1 perces bolus injekciora vonatkozik. Ismert ugyanis, hogy a pszeudoallergia
stlyossaga nagyon erdésen fiigg az anyagok beadasi sebességétdl (94). Ez az egy adat
azonban nem modositja azt a megallapitast, hogy a patkany nem érzékeny modell az
immunotoxicitas sziirésére vagy a CARPA kockazatanak mennyiségi értékelésére. Mivel
azonban a patkanyok fizioldgiai valtozasai Iényegében megegyeznek a sertésekben és az
emberben tapasztaltakkal, a patkdny még mindig jé modell lehet a CARPA
mechanizmusanak tanulmanyozasara. Lényeges szempont azonban, hogy csak
»erzékeny” emberben alakul ki HSR, sok betegben semmilyen mellékhatds sem
tapasztalhatd. Ezzel szemben az allatkisérletekben homogén reakciokat tapasztalunk.
Arra is ra kell vilagitani, hogy a betegek kezelése soran tapasztalt HSR-t hasonlitjuk az

egészséges allatok reakcidjahoz. Tehat az allatkisérletes adatok valdjaban a nem
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»erzékeny” betegek reakciojat modellezik, vagyis ebb6l a szempontbol minden
érzékenységre vonatkozd osszehasonlitas bizonytalan. Mindezek alapjan a tovabbi
kutatasnak annak a felderitésére kell(ene) koncentralnia, hogy mi az érzékenysegbeli
kilonbség oka az érzékeny, és nem reagald betegek kozott.

A CARPA-t el6idéz6 készitmények hatékonysaganak kiillonbsége sok tényez6tol fiigg.
Ez a tanulmany is kimutatta, hogy a liposzdmékra adott reakciok nagyon specifikus
jellegick és erdsen fiiggenek a fellleti toltéstél (AmBisome) vagy annak kémiai
Osszetevoitdl (Chol-PEG), alakjatol és méretét6l, és ezek a tulajdonsagok eltérd
mértékben jatszanak szerepet a kiilonboz6 fajokban. Az AmBisome egy erésen toltott
nem-PEGilalt liposzoma foszfolipid felllettel, amely széles kdrben hasznalatos a
szisztémas gombas fertézések kezelésére (112-118). Ismert, hogy anafilaxias reakciokat
okozhat az emberben, valamint er6sebb CARPA induktor mindkét ragcsalé fajban, mint
az azonos méretli (~ 100 nm), de nem toltott PEGIlalt megfeleléje, a Chol-PEG
liposzoméak. A PEGilalt liposzdmékat széles korben hasznéljak a rék kezelésere (pl.
Doxil/Caelyx, PEGilalt liposzémas doxorubicin). Azonban ezek a liposzomak egy kis
negativ toltés eredményeként az anionos PEGilalt foszfolipid konjugatumot
reprezentaljdk. A PEGiléaci¢ altal kivaltott hatds kiemelésére a PEG-et hasznaltuk,
amelyet Chol-hoz konjugaltunk, ami toltés nelkili, és egy korébbi tanulményban azt
talaltuk, hogy ezek a liposzomak jelent6s C aktivaciot is okoznak (84). Az a megallapités,
hogy a két liposzoéma jelentds C aktivalast okoz humén szérumban, mig a mellékhatést
okoz6 dozis jelentdsen eltért egymastol patkanyokban, arra utal, hogy nincs egyértelmi
Osszefiiggés az in vivo mellékhatast okozé dozis és a C aktivald hatdsban. Adataink azt
sugalljak, hogy a PEGilalt nanorészecskék C aktivalé hatasanak mechanizmusa dsszetett
lehet, és nagymertékben fiigghet a feliileti tulajdonsagoktol, elsésorban a toltéstol, igy a
C aktivalas megsziintetésére iranyul6 eredeti szandék a 2K-PEG semleges liposzomak
hasznalataval nem feltétlenll oldja meg a CARPA problémat.

A CARPA érzékenységnek a sertés és a patkany kozotti jelentds kiillonbségének okat
a mai napig sem tisztaztak. A kulonbséget legegyszeriibben a sertéstiidoben kimutatott
magas TXA: szekrécids kapacitasu PIM-sejtek jelenléte magyarazhatja (119-121), mivel
JOl ismert, hogy a sertés tiid6 az infizios reakciora legérzékenyebben reagalo szerv (67).
Mivel a kardiopulmonalis keringést atmenetileg nagymértékben csokkenti a sulyos tiid6-

és koszoruér sziikiilet és a leukothrombotikus mikroembolia, a sziv anafilaxia és a sokk
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gyors lezajlasa ezzel magyardzhaté (65). Kevésbé sulyos esetben a sertésben szinte
kizarolag nagymértéki pulmondlis hipertenzié figyelhet6 meg, amit esetenként
vernyomasesés is kiser. A pulmonalis hipertenziot teljes egészében a ciklooxigenaz
aktivacio, és TXA, felszabadulas magyarazza. Tekintettel arra, hogy a patkanyok
tlidejében nincsenek PIM sejtek, igy az elsddleges keringési valasz a hipotenzio (25).
Ami a Chol-PEG liposzomék C-aktivaciés mechanizmusét illeti, korabban (84)
kimutattuk, hogy az alternativ Utvonalon halad, kizarva a termeszetes antitestek (pl. anti-
koleszterin, anti-PEG és foszfolipid antitestek) szerepét. A rejtély azonban még nem
oldédott meg, és az egyik feltételezés az, hogy nem valdszinii az, hogy a koleszterin tartja
a PEG-et szilardan a liposzomakon, hanem a PEG inkabb levalik a kett6s rétegrél és
komplex kdlcsonhatédsokba Iép a plazma fehérjékkel. Ezt még tisztazni kell a jovébeni
vizsgalatokban, azonban azt is hangsulyozni kell, hogy PEGilalt liposzomak fokozott C
aktivalo hatdsa a semleges az alternativ Gtvonalon keresztill, potencidlisan jelent6s
anafilaxiat okozhat sertésekben, ami fontos felfedezés a kisérleti immunologidban és
toxikologidban, és felhaszndlhato a C aktivalas és a CARPA mechanizmusanak

megismeréséhez.

6.3.2 A komplement aktivacio jelentésége a patkany HSR-ban

Ez a tanulmédny azt mutatja, hogy a kiilonb6z6 C aktivator makromolekulak és
liposzomak in vivo alkalmazasa mindségileg hasonld, de mennyiségileg kiilonb6z6
tulérzékenységi tineteket okoztak, beleértve a tranziens hipotenziot, a plazma TXB:
koncentracidjanak ndvekedését, trombocitopéniat és leukopéniat, amelyet a CVF és nagy
dozisi AmBisome kezelés esetén kompenzal6 leukocitozis kovetett. Patkdnyokban a
emelkedésével jart, ami a C aktivacio részvételét jelzi a keringési valtozasokban,
legalabbis a zymosan, CVF és AmBisome esetében (33. abra). Az erés C aktivacio, amely
20-40% C3 fogyasztast jelent 10 percen belil (CVF, zymosan és nagy dézisi AmBisome
kezelés utan) egyértelmii dsszefiiggést mutatott a vérnyomascsokkenéssel, ami arra utal,
hogy a C szerepet jatszhat a HSR-ek kialakulasaban, ha jelent6s a C aktivacio. Enyhe C
aktivator liposzomak esetén (AmBisombo, PEG-2000-Chol), amelyek 10 perc alatt <15%
C3 fogyast okoztak, a kiilonb6z6 mellekhatasok C fiiggésége keérdéses. Jelenleg még nem

tudjuk, hogy a C aktivacio, amit a C3a koncentracid emelkedése jelez, mely
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mellékhatasok kialakulasat segitették eld. Figyelemre méltd, hogy bar nem volt jelentés
a C aktivalé és vérnyomascsokkenté hatasuk, az AmBisombo és PEG-2000-Chol
liposzomak jelentds leukopéniat és TXB: felszabadulast okoztak, valamint a PEG-2000-
Chol liposzoméak beadésa utan jelent6s trombocitopéniat tapasztaltunk. Ezek az eltéré
hatasok a C fliggé és C fiiggetlen folyamatok egyidejii jelenlétére utalnak a HSR-ekben
(48, 32).

Ami a tiszta CIPA mechanizmus lehetéségét illeti, hangsulyozni kell, hogy a C3
fogyas hidnya nem zarja ki a C aktivalast, csak az er6s C aktivalas hianyat jelzi, amely
lathatoan kimeriti a C3-at. Ez azért van, mert a C3-nak magas a plazma koncentracioja,
amelynek csokkentése nagymértékii C aktivalast igényel. Igy a C3 fogyas hianya nem
zarja ki az anafilatoxin termelés alacsony szintjét, amely bioldgiai hatassal rendelkezik a
C3 plazma koncentracié megvaltoztatasa nélkil. Ebben a szakaszban nem zarhatjuk ki a
CARPA kis, de fontos hozzajaruldsat a HSR-ckhez, amelyek latszolag féként a CIPA
mechanizmusra vezethetk vissza. Ez a feltételezés ©sszhangban van azzal a
megallapitassal, hogy az AmBisombo és az AmBisome hasonl6 emelkedést idézett eld a
plazma TXB: koncentracioban, de csak a C aktivator AmBisome okozott szignifikans
hipotenziot, ami C aktivalashoz kapcsoldédd vérnyomascsokkenést, és C fliggetlen TXA:
koncentracié emelkedést valdsziniisit. Ismert mas tanulmanyokbdl, hogy a C aktivacio
hemodinamikai hatasai patkanyokban fuiggetlenek a tromboxan felszabadulastol, ilyen
példaul a C3a receptor agonistaval okozott vérnyomasemelkedés, vagy a C5a receptor
agonistakkal indukalt hipotenziv hatas (51). A zymosan hipotenziv valaszat nagyrészt
csokkentette a PAF antagonista, ami a PAF jelentds szerepét igazolja, amely szintén
indukalhaté C5a receptor agonistakkal (122). Eredmeényeinkre és korébbi jelentésekre
alapozva azt feltételezziik, hogy a C aktivalas hozzajarul a hipotenziéhoz t6bb kiilonb6z6
mésodlagos utvonalon keresztill, amelyek magukba foglaljak a kiilonb6z6 membran
receptorokat. Ugyanez vonatkozik a fehérvérsejt szam valtozasaira is, mivel kimutattak,
hogy a C3aR stimulalasra n6, mig a C5aR stimulacitja pedig csokkenti a fehérvérsejtek
szamat patkanyokban (51, 50).

Ami a TXB; felszabadulasénak C fliggdségét illeti, a C gatld szolubilis C receptor 1
kezelés, és a C kimeritése a CVF elékezelés utan a liposzomas hemoglobinnal okozott
plazma TXB:> koncentracio emelkedés elmaradt, ami ok-okozati 6sszefuiggést igazol (24).
Ezzel szemben a PEG2000-Chol TXB: emeld hatasa C fliggetlennek tinik a jelen
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tanulményban. Hasonloképpen, a CVF elokezelés megakadalyozta a liposzOmaba
csomagolt hemoglobinnal kivéltott trombocitopéniat és a vérlemezkék kitapadasat a
tidoben és a majban, ezzel szemben a jelen vizsgalatban a PEG2000-Chol
trombocitopenias hatast valtott ki igazolhato C aktivalas, pontosabban C3a koncentracio
emelkedés hianya ellenére is (123).

Eredményeink egyittesen 6sszhangban vannak a C aktivator liposzémakkal és mas
nano-gyogyszerekkel az erre érzékeny betegekben, de a C aktivacio szerepére a HSR
reakciok soran megfigyelt tunetek kivaltasara vonatkozé megallapitasokat, azzal a
megkotéssel fogadhatjuk el, hogy a C aktivalds mértéke meghatéarozo, és csak a Kiterjedt
C aktivalas tekintheté a HSR f6 okanak.

Hasonl6 kovetkeztetést vontak le egy liposzoméas doxorubicinnel (Doxil) végzett
klinikai vizsgalatban, amelyben szignifikans korrelaciot mutattak ki a sulyos HSR tlinetek
és a C aktivacid kozott, de csak olyan betegeknél, akiknél a C terminalis komplex, a C
aktivacio végtermékének (sC5b-9) jelentésen emelkedett (63). Hasonldképpen, legutdbb
szoros Osszefliggest mutattunk ki a Doxillal kivaltott C aktivacio és a sertések pszeudo-
anafilaxidja kozott, amikor az allatokat immunizalassal érzékenyitették C aktivaciora,
ndvelve a vér anti-PEG antitest szintjét (124).

Ezek az eredmények illeszkednek a HSR-k ,.Double hit” hipotéziséhez, amely azt
allitja, hogy a HSR tiinetek széles spektruma tiikrozi a C fiiggé és a C fliggetlen hatasokat
az allergia kialakulasaban részt vevo kiilonbozd sejtekben. A CARPA és a CIPA relativ
hozzajarulasa eltéré lehet a kiilonbozé gyogyszerek és allatmodellek esetében, és a
kisérleti koriilményektol is fligghet (124, 32). Nem hangsulyozhat6 eléggé, hogy egy
nagyon 0Osszetett mechanizmusrol van sz6. Ha abbdl indulunk ki, hogy a CVF minden
CARPA tinetet kivalt, pedig a CVF tisztan C aktivator, akkor arra a kdvetkeztetésre kell
jutnunk, hogy minden mellékhatas a C aktivacio kovetkezmenye. Ezzel szemben szdmos
nano-készitmény mérhetd C aktivacio hianya ellenére is hasonlé mellékhatasokat okoz,
vagyis ugyanazokat a mellékhatdsokat C fliggetlen mechanizmusok is eléidézhetik.

Ennek a vizsgalatnak egyik Kkorlatja az, hogy a globalis komplement aktivacid
Kimutatasa szempontjabdl nem kelléen szenzitiv C3 fogyasztast mértik, ahelyett, hogy
az anafilatoxin (C3a, C5a) koncentracidt, az opszonizacio hasadasi termékeket (C3b es
szarmazékait), az aktivalasi utvonal markereket (Bb, C4d) vagy mas C aktivalasi

melléktermékeket mértlink volna, amelyek hatassal lehetnek a HSR tiinetek kivaltasara
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(124). Nem vizsgaltuk a C fuggetlen valtozasok mechanizmusat a lehetséges Utvonalak
nagy szdma miatt (124, 125). Tovabb4a, a PEG-2000-Chol liposzoémak nem jelentés C
aktivacigjat kimutatd jelenlegi in vivo patkanyvizsgalatban levont kovetkeztetés
ellentmond korabbi jelentéstink eredményének, amelyikben ezek a liposzémak erés C
aktivatoroknak bizonyultak a huméan szérumban in vitro (84). Az ilyen ellentétes
eredmények valoszintileg a kiilonb6z6 fajok eltérd érzékenysége miatt johetnek létre. Az
ezekkel a kérdésekkel foglalkozo tovabbi kisérletek remélhet6leg tobb fényt deritenek a
CARPA/CIPA kettdsség molekularis részleteire a HSR-ben.
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7. KOVETKEZTETESEK

A patkédnyban elvégzett kisérletekben két komplement (C) aktivator és néhany
liposzomas készitmény hatdsat vizsgaltuk azzal a céllal, hogy az egyes liposzomas
készitmények hatékonysagat és a kezelések hatasara bekdvetkezd mellékhatasokat
megismerjik és egymashoz hasonlitsuk. Nem terveztik a mellékhatasok
mechanizmusénak megismerését, tehat nem probaltuk feltarni, hogy C aktivacié melyik
mellékhatas kivaltasaban és milyen mértékben felelds. Igy a C aktivacid szerepére
vonatkozo oOvatos kovetkeztetéseket csak arra alapozva tehetiink, ha az egyes
mellékhatasok és a komplement aktivacio mértéke kozott dsszefliggés mutatkozott.
Kimutattuk, hogy a C aktivatorok (zymosan és CVF) nagyobb mértékii C aktivaciot
okoztak, mint a leghatékonyabb liposzomas készitmény (AmBisome) nagy dozisa, és
ezzel ardnyos vérnyomascsokkenést okoztak. A C3 komplement fogyas és a
vernyomascsokkenés korreldlt egymaéssal, igy feltételezzilk, hogy a vérnyomas-
csOkkenést elsdsorban a C aktivacidonak tulajdonithatd. A tovabbi tiinetek kivaltasahoz
a C aktivacio valdsziniileg csak akkor jarul hozza, ha a C aktivacio jelentds mértéki.

Az egérben kapott eredmények azt mutatjak, hogy az Abelcettel kivaltott anafilaxias
reakcio legjellemz6bb tlinete a szisztémas artérids nyomas atmeneti, nagymértékii
emelkedése. A hipertenzios hatasnak két fazisa van, egy korai fazis, amelyet foéként a
TXA: kozvetit a komplementrendszer Kis hozzajarulasaval, és egy masodik fazis,
amelyet a C aktivalas a C5aR izgatasaval gatol, leréviditve ezzel a hipertenzios periddus
idotartamat. A CbaR stimuldlas hatdsara felszabaduld értagitd hatasu mediatorok
valoszintileg a makrofagokbol és vérlemezkékbdl szarmaznak. Ezek az eredmények
kiemelik korabbi megfigyeléseinket, miszerint az anafilaxias reakcio egy 0Osszetett
mechanizmus, amelyet C fiiggé és C fliggetlen mechanizmusok kdzvetitenek.

A liposzomakkal okozott mellékhatasok elemzeése megerésitette azt az elofeltevést,
hogy a réagcsalok alkalmasak HSR reakciok mechanizmusanak vizsgalatara. Az
eredmények transzlacids értéket képviselnek, mivel a kiilonb6z6 fajok immunrendszere
és keringési rendszere kdzotti komplex interakcio részleteinek megértése segithet elére
jelezni a HSR el6fordulasat a human terapiaban. Bar a vizsgalatban a fiziologiai
valtozasok pontos mechanizmusait nem tisztaztuk, az eredmények illeszkednek a
,Double hit” hipotéziséhez, vagyis a HSR kialakulasahoz C fiiggé (CARPA) és C
fliggetlen (CIPA) mechanizmusok aktivalodnak (33. abra) (126, 68).
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8. OSSZEFOGLALAS

Az inflzios reakcio az intravénasan adagolt nano-gyogyszerek és -diagnosztikumok néha
sulyos, ritkdn halalos mellékhatasa lehet (34, 35). Az infuzids reakcid mar az elsé
kezeléskor jelentkezik, nem IgE-medialt, de szdmos tiinete hasonl6 az allergia tiineteihez,
ezért az infuzids reakciot pszeudoallergianak, vagy anafilaktoid reakcionak is nevezik.
Szebeni és mtsai kordbban felismerték a komplement rendszer szerepét, és bevezették az
irodalomba a komplement aktivacion alapulé pszeudoallergia (CARPA - complement
activation-related pseudoallergy) megnevezest (34, 35).

Az Europai Gyogyszeriigynokség eldirja a nano-gydgyszerek és -diagnosztikumok
immuntoxicitasanak tesztelését a preklinikai fejlesztés soran (36, 17, 25, 37-39) (15).
Jelenleg a dréga in vivo sertés vizsgalat az altalanosan elfogadott modszer a CARPA el6re
jelzésére. Ezért tanulmanyunkban egyrészt arra kerestiink valaszt, hogy az altatott
patkdny és egér is alkalmas-e preklinikai biztonsagi vizsgalatok végzésére, masrészt
megvizsgaltuk a komplement aktivacio szerepét a f6bb tiinetek kialakulasaban (41, 38)
(42).

Kimutattuk, hogy a ragcsalokban nagyobb dozisok okoznak CARPA-t, mint a
sertésben. A liposzomas készitmények mellékhatas-eréssége fligg a vezikulak toltésétol,
formajatol, a feliletén elhelyezkedé anyagok mindségétél, de ezeknek a
tulajdonsagoknak a jelentésége eltér az egyes fajok kozott. A liposzomas készitmények
patkanyban hipotenziét, egérben hipertenziét okoztak, hasonl6an a komplement aktivator
zymosanhoz és CVF-hez. Patkanyban a liposzémas készitményekkel okozott hipotenzid
és komplement aktivacio kozott szoros korrelaciot mutatunk ki, ezért a hipotenzi6 nagy
valoszinliséggel a C aktivacio kovetkezménye, a hematologiai hatasok (trombocitopénia
¢és leukocitézis) kialakulasat részben ettdl fliggetlen mechanizmusok magyarazhatjak.
Egérben az Abelcet, egy liposzémas amfotericin B készitmény a COX-1 termékek,
elsésorban a TXA> felszabadulas fokozasa révén emelte a vérnyomast. A komplement
aktivacié a Cha anafilatoxin receptor izgatasaval csokkentette a vérnyomast a hipertenzio
kés6i iddszakaban, lerdviditve ezzel a hipertenzidés periddus idétartamat. A
makrofagoknak és a vérlemezkéknek fontos szerepllk van a C5aR izgatas hatasara
felszabaduldé vérnyomascsokkentdé mediatorok termeléseben. Az altalunk feltart

informéacidk segitik a nano-gyogyszerek biztonsagossagi vizsgalatara szolgald
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protokollok kidolgozasat, és hozzajarulnak a CARPA mechanizmus részleteinek

megismeréséhez.

9. SUMMARY

Infusion reaction can be a sometimes serious, rarely fatal side effect of intravenously
administered nano-medicines and diagnostics. The infusion reaction occurs already at the
first treatment, it is not IgE-mediated, but many of its symptoms are similar to the
symptoms of allergy, which is why the infusion reaction is also called pseudoallergy or
anaphylactoid reaction. Szebeni et al. recognized the role of the complement system
earlier, and introduced the term complement activation-related pseudoallergy (CARPA)
into the literature.

The European Medicines Agency (EMA) requires immunotoxicity testing of nano-
medicines and diagnostics during preclinical development. Currently, the expensive in
vivo pig test is the generally accepted method for predicting CARPA. In our study, we
therefore looked for the answer to whether anesthetized rats and mice are suitable for
performing preclinical safety tests, and, on the other hand, we studied the role of
complement activation in the development of the main symptoms.

We demonstrated that higher doses cause CARPA in rodents than in pigs. The strength
of the side effects of liposomal preparations depends on the surface charge of the vesicles,
their shape, and the quality of the compounds located on their surface, but the importance
of these properties differs among various species. The liposomal preparations caused
hypotension in rats and hypertension in mice, similar to those of complement activators,
zymosan and CVF. We showed a close correlation between hypotension and complement
activation caused by liposomal preparations in rats, therefore, hypotension is most likely
a consequence of complement activation, and the development of hematological side
effects (thrombocytopenia and leukocytosis) can partly be explained by mechanisms
independent of complement activation. In mice, Abelcet, a liposomal amphotericin B
preparation, increased blood pressure by increasing the release of COX-1 products,
primarily TXA,. Complement activation reduced blood pressure by stimulating the C5a
anaphylatoxin receptor in the late period of hypertension, thereby shortened the duration
of the hypertensive period. Macrophages and platelets play an important role in the
production of antihypertensive mediators released upon Cb5aR stimulation. The
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information we have uncovered will help to develop protocols for the safety testing of
nano-medicines and contribute to understanding the details of the CARPA mechanism.
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