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Kationos diagnosztikai, képalkoto és terapias agensek, aktivalt

vaszkularis helyekkel asszocialodva

A jelen talalmany targyat készitmények és modszerek
képezik, amikkel preferencialisan lehet becélozni terapias, diag-
nosztikai és képalkoto agenseket, hogy azok aktivalt vaszkularis
helyek szomszédsagaban akkumulalédjanak. Specifikusan, a
jelen talalmany targyat olyan készitmények és modszerek képe-
zik, amik szelektive iranyitanak ilyen agenseket azokra a vaszku-
laris endotelialis helyekre, ahol az anionos téltések exponalédnak
vagy csoportosulnak az angiogenezis vagy a gyulladas pontjai-
ban. Pontosabban, a jelen talalmany térgyét olyan készitmények
és modszerek képezik, amik jol hasznalhatok olyan betegségek
kezelésében, amik az angiogenezishez kapcsolodnak, mint ami-
lyen példaul a rak, a diabetikus retinopatia és retrolenta fibro-
plazia. Emellett a jelen talalmany targyat képezi a diagnosztikai,
képalkoto és terapias agensek modositasa és csomagolasa, azzal
a céllal, hogy fokozzuk hatékonysagukat az aktivalt vaszkularis
helyekkel kapcsolatban, amik asszocialodnak az angiogenezishez
kapcsolodé betegségekkel és a sebgyogyulasi folyamatokkal. A
jelen talalmany targyat képezik tovabba a gyoégyszer-hordozo
rendszerek is, amik agy allithatok be, hogy maximalizaljuk célza-

si hatasukat, mik6zben minimalizaljuk toxikus mellékhatasaikat.



A jelen talalmany targya ahhoz a felfedezéshez kapcsolodik,
hogy az aktivalt vaszkularis helyek asszocialodnak egy fokozott
negativ toltéshez, amely negativ téltés a vaszkularis endotelialis
sejtekhez képest alakul ki nyugalmi allapotukhoz viszonyitva.
Tény az, hogy az aktivalt endotelialis sejtek és azok asszocia-
lodott matrix rétegének fokozott negativ sejtfelszini toltése termé-

szetes korlatként mtkodhet a negativ t6ltésti vegytleteknek a

1. Vaszkularis struktura és permeabilitas

A vérereket, amik a keringési rendszerben magukba zarjak a
a vért, és a vért elhataroljak a szovetektdl, valamint a test extra-
vaszkularis folyadékaitol, a luminalis rétegikben vaszkularis en-
dotelialis sejtek hataroljak. A kapillarisok, a legkisebb vérerek
vékonyfali mikroszképikus erek, amik vaszkularis endotelialis
sejtek egyetlen rétegébodl allnak. A kapillarisok falai felelések a
tapanyagok és a metabolitok cseréjéért, valamint az intravaszkula-
ris és extravaszkularis folyadék kompartmentek kézotti folyadék-
egyensuly kialakitasaért és fenntartasaért. Bar a lipofil €s kismole-
kulasulya hidrofil molekulak kénnyen atdiffundalnak ezeken a
falakon, a makromolekulakkal szemben altalaban athatolhatatla-
nok. A vaszkularis endotelialis sejtek szorosan kapcsolodnak egy-
mashoz, ezzel egy korlatot biztositanak, ami megvédi a szerveket a
molekulak ellendrizetlen cseréjével szemben.

Az endotelialis sejtekbdl allo6 vér-ér membranok, amik egy-

mashoz szorosan kapcsolédnak, nem impermeabilisak. Példaul



nagyszamu makromolekula, azaz példaul az ellenanyagok, a fe-
hérjékhez kotott hormonok, a citokinek hozzaférnek az intersticia-
lis térhez, és végul a limfatikus rendszeren keresztiil visszatérnek
a plazmaba. A korai 6tvenes években Pappenheimer és munka-
tarsai azt gondoltak, hogy koértiilbelill 40 Angstrom atméréjQ poru-
sok vannak a kapillarisokban [Pappenheimer és mtsai: Am. J.
Physiol. 167, 13 (1951)], amik lehet6évé teszik az oldatban levé kis
molekulak diffundalasat [Rippe és mtsai: Physiological Reviews
74, 163 (1994)]. Kés6bb Grotte és munkatarsai leirtak nagy, 250-
- 300 Angstrom méretil porusok jelenlétét [Grotte, G.: Acta Chir.
Scand. Suppl 211, 1 (1956)], a plazmafehérjék transzkapillaris
atjutasahoz [Rippe és mtsai: Physiological Reviews 74, 163 (1994)].
Az eltelt évek soran a porusok jelenlétét és a kapillarisok méret
alapjan valo szelektivitasat béségesen igazoltak szamos szévetben
[Rippe és mtsai: Physiological Reviews 74, 163 (1994)].

Az agyat a vér-agy gat védi, ami viszonylag megnétt lokalis -
negativ toltést jelent az asszocialodott endotelidlis sejteken és a
veliik szomszédos extracellularis matrixon. Taguchi és munkatar-
sai példaul kimutattak, hogy a patkanyagy kamrak choroid
plexusaban a kapillaris endotélium és alap membranjai, valamint
az epitélium luminalis felszine és ablakos diafragmaja erdsen
anionos [Taguichi és mtsai: Arch. Histol. Cytol. 61, 243 (1998)].
Taguchi és munkatarsai azt is sugalltak, hogy a negativan toltott
endotelialis ablak és alap membran toltés-korlatként hathat, ami
gatolja az anionos molekulak atjutasat [Taguichi és mtsai: Arch.

Histol. Cytol. 61, 243 (1998)].



Ennek megfeleléen egy molekula fizikokémiai tulajdonsagai-
rol, azaz példaul annak toltésérdl, méretérol, konfiguraciojarol és
polaritasarol ismert, hogy befolyasolja a molekula transzportjat
egy vérér falan keresztil [Seno és mtsai: Ann. Acad. Sci. 416, 410
(1983); Yuan, F.: Seminars in Radiation Oncology 8, 164 (1998)].

Egy molekula vaszkularis permeabilitasa altalaban forditot-
tan aranyos a méretével. Emellett a véredény falai viszonylag per-
meabilisabbak a kationos mint az anionos molekulakkal szemben,
feltehet6leg azért, mert az alap membran és a glycocalyx a vér-
edény falainak luminalis felszinén negativ téltéssel rendelkezik
[Yuan, F.: Seminars in Radiation Oncology 8, 164 (1998)]. Ezekkel
a megfigyelésekkel 6sszhangban, Adamson és mtsai: publikaltak,
hogy a ribonukleaz (netté toltése +4, molekulasulya 13,683) vasz-
kularis permeabilitasa kétszer olyan nagy mint az a-laktalbumineé,
aminek a molekulasulya hasonlé (14,176), de negativ toltése van
(nett6 toltése —10) [Adamson és mtsai: Am. J. Physiol. 254, H304
(1988)].

Mikoézben az anionos molekulak elleni mikrovaszkularis
endotelialis korlat ontogenezisét allapitottak meg, Henry és mun-
katarsai ugy talaltak, hogy ahogy a csirke korioallantoin membran
oregszik, az endoteliadlis anionos helyek redukalédnak [Henry és
mtsai: Tissue Cell 28, 449 (1996)]. Henry és munkatarsai folya-
matos kationos ferritin kotédést lattak a luminalis endotéliumon,
a csatlakozasi hézagoknal, és a plazmalemma vezikulumoknal a
4,5-14. napon, de a 18. napon a koétédés megszakadt [Henry és

mtsai: Tissue Cell 28, 449 (1996)]. Cavallo és munkatarsai tanul-



manyoztak a kis véredények felszini toltési jellemz6it és a peri-
vaszkularis komponenseket patkany szerotoninnal érintkezésbe
hozott, vagy enyhe hésérulésnek kitett fliggeszté véredényeiben,
és felfedezték, hogy a szivargd véredényekben megnétt az anionos
helyek surtisége a luminalis endotelidlis plazma membranon

[Cavallo és mtsai: Virchows Arch. [Pathol. Anat] 388, 1 (1980)].

2. Fokozott negativ toltés az angiogén és aktiv vaszkularis

helyeken

Az angiogenezis az a folyamat, amiben az Uj véredények ki-
alakulnak [Folkman és mtsai: Journal of Biological Chemistry
267, 10931 (1992)]. Ez esszencialis a szervezet normalis aktivita-
saihoz, azaz példaul a reprodukciohoz, a fejlédéshez és a sebgyo-
gyulashoz. Bar az angiogenezis teljes folyamata nem ismert tel-
jesen, az a vélemény alakult ki, hogy az eljarasban molekulak
komplex csoportja vesz részt, amik koélcsénhatasba lépnek egy-
massal, hogy szabalyozzak az endotelialis sejtek — azaz a kapillaris
véredények primer sejtjei - novekedését. Normalis kortilmények
kozott ezek a molekulak a sejteket nyugalmi allapotban tartjak,
azaz abban az allapotban, amikor nincs kapillaris noévekedés,
hosszabb ideig, ami tarthat hetekig, vagy néhany esetben deka-
dokig. Azonban, ha szlikséges, azaz példaul a sebgyogyulas soran,
ezek a molekulak elésegitik a sejtek gyors szaporodasat és
turnoverét egy 6tnapos periodusban [Folkman és mtsai: Journal of
Biological Chemistry 267, 10931 (1992); Folkman €és mtsai:
Science 235, 442 (1987)].



Bar az angiogenezis egy erésen szabalyozott folyamat norma-
lis kérulmények kozott, szamos betegséget allando, szabalyozatlan
angiogenezis jellemez. Példaul az okularis neovaszkularizaciot te-
kintik a vaksag legaltalanosabb okanak. Az olyan betegségekben,
mint példaul az arthritis, az Gjonnan képzédé kapillaris véredeé-
nyek behatolnak az izililetekbe és elroncsoljak porcokat. A diabe-
teszben a retindban képzdédé 1j kapillarisok behatolnak az tveg-
testbe, véreznek és vaksagot okoznak. A szilard tumorok néveke-
dése és metasztazisa szintén figg az angiogenezistdl [Folkman és
mtsai: Cancer Research 46, 467 (1986); Folkman és mtsai:
Journal of the National Cancer Institute 82, 4 (1989)]. A 2 mm-nél
nagyobbra névé tumoroknak sajat vérellatassal kell rendelkezni-
ik, és ezt ugy érik el, hogy 0j kapillaris véredények névekedését
indukaljak. Ezek az 1j, a tumorba beagyazodo véredények modot
adnak a tumorsejtek szamara, hogy bekertiljenek a vérkeringésbe
és tavolabbi pontokban, azaz példaul a majban, a tiidében vagy a
csontokban metasztatizalédjanak [Weidner és mtsai: Cancer
Research 55, 3752 (19995)).

A vaszkularis szivargas a tumorokban altalaban magasabb,
mint a normalis szovetekben [Yuan és mtsai: Cancer Research 54,
3352 (1994)]. Yuan és munkatarsai kimutattak, hogy a tumorerek
permeabilisabbak mint a normalis véredények, az érfalakban levé
nagy, korilbeliil 400 nm atméréjii porusoknak a kévetkeztében
[Yuan és mtsai: Cancer Research 55, 3752 (1995)]. Azt gondoljak,
hogy a normal szdévetek és tumorok angiogenezise soran a szi-

vargas annak a kovetkezménye, hogy az endotelidlis sejtek lazitjak



szoros kotédéseiket, azzal a céllal, hogy osztédjanak és szapo-
rodjanak. Egy masik valtozat szerint azt sugalltak, hogy a vaszku-
laris szivargasra ahhoz van sziikség, hogy az angiogenezis lejat-
szodjon [Dvorak és mtsai (1995))].

Azonban, ami egy homeosztatikus valasz lehet az ilyen szi-
vargasra, az az, hogy ugy tunik, hogy aktiv vaszkularis helyeken
levé angiogenikus endotelialis sejtek nagyobb sturtiségben és/vagy
nagyobb mennyiségben expresszalnak negativ toltési felszinnel
rendelkez6 molekulakat, mint amennyi nyugalmi allapotban a
vaszkularis helyeket talalhaté. Ezt a megfigyelést tamasztja ala
példaul Cavall6 és munkatarsai munkaja, aki kimutatta, hogy a
szivargé véredények az anionos helyeknek a kontrollnal nagyobb
nagyobb surtiségét mutatjak a luminalis endotelialis plazma
membranon [Cavallo és mtsai: Virchows Arch. [Pathol. Anat] 388,
1 (1980)]. A negativ toltésnek ez az er6sédése természetes gatként
funkcional a negativ toltésti molekulaknak a vérbél valé behato-
lasaval szemben. Amint azt az elé6z6kben megjegyeztiik, Taguchi
és munkatarsai kimutattak, hogy az endotelialis ablakos és alap
membranoknal a megnétt negativ toltés toltés-korlatként hat, és
megatolja az anionos molekulak atjutasat [Taguchi és mtsai: Arch.
Histol. Cytol. 61, 243 (1998)].

A Kkationos liposzomakrol kimutattak, hogy az endotelialis
sejtek szer-specifikus modon veszik fel, és leginkabb a tiidében
akkumulaléodik [McLean és mtsai: Am. J. Physiol. 273, H387
(1997)]. Azonban a tumorok és a kronikus gyulladasban szerepet

jatszé angiogén endotelidlis sejtekrdl kidertilt, hogy féleg a katio-



nos liposzomakat veszik fel, és egy nagy rész asszocialodik az

endotelialis ablakhoz [Thurston és mtsai: J. Clinic. Invest. 101,

1401 (1998)]. Az endotelialis ablakot nagyon gyakran meg lehet
talalni a tumor endotéliumban [Roberts és Palade: Cancer
Research 57, 765 (1997); Hobbs és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 95, 4607 (1998)], és igy a

kationos fehérjék kiszivargasanak helye lehet.

3. Az angiogén endotelialis sejtek megcélzasa kationos liposzo-
makkal

McDonald és munkatarsai az 5,322,678 szamu Amerikai

Egyestuilt Allamok-beli szabadalmi leirasban (1998) leirjak az
angiogén endotelialis sejtek szelektiv iranyitasat kationos lipo-
szomakkal, amik olyan agenst tartalmaznak, ami befolyasolja a
megcélzott sejtek novekedését, vagy a megcélzott sejteken levo je-
16léseket. A kationos liposzomak elég hosszu ideig asszocialédnak
az angiogén endotelialis sejtekkel, oly modon, hogy a liposzémak
maguk és/vagy a liposzomak tartalma belépjen az angiogén endo-
telialis sejtekbe. Tehat az agens, ami belép a sejtbe, képes gatolni
vagy elésegiteni a sejt angiogenezisét, vagy egyszeriuen egy jelzést
biztosit, ami lehetévé teszi az angiogenezis helyének kimutatasat.
McDonald és munkatarsai talalmanya azon a felfedezésen alapul,
hogy a kationos liposzomak 6tszér vagy annal is nagyobb arany-
ban asszocialodnak az angiogén endotelialis sejtekkel, mint az

ezeknek megfeleld, nyugalmi allapotu endotelialis sejtekkel.



McDonaldnak és munkatarsainak ez a talalmanya leirja a
kationos liposzomak hasznalatat, amik lehetnek semleges és ka-
tionos lipidek, példaul olyanok, amik 5 mol%-ban, vagy nagyobb
aranyban tartalmaznak kationos lipideket, vagy specifikusan tar-
talmazhatnak semleges lipideket 45%-nal nagyobb mennyiségben,
vagy tartalmazhatnak kationos lipideket korulbeltl 55%-ban.
Mikézben McDonald és munkatarsai azt kozlik, hogy a kationos
liposzomak zeta potencialja O mV-nal nagyobb, ez a szabadalmi
leiras nem ad meg semmilyen specifikus zeta potencialt vagy izo-
elektromos pontot, vagy annak tartomanyat, ami elényben része-
sithet6 lehet az angiogén endotelidlis sejtek szelektiv becélzasahoz.
McDonald és munkatarsai azt sem koézlik, hogy mi a kationos lipid
elébnyben részesitett felsé korlatja a kationos liposzoma készit-
ményben valé felhasznalas soran, ha az a cél, hogy szelektive
iranyitsuk az angiogén endotelialis sejteket.

Thurston és munkatarsai szintén leirjak az endotelialis sej-
tek tumorokban és kronikus gyulladasban valo becélzasat egerek-
nél, kationos liposzomakat hasznalva [Thurston és mtsai: J.
Clinic. Invest. 101, 1401 (1998)]. Thurston kationos liposzomakat
hasznal, amik 55 moél% kationos komponenst tartalmaz. Thurston
nem kozol specifikus zeta potencialt vagy izoelektromos pontot
vagy azok tartomanyat, azzal a céllal, hogy egerekben az endoteli-
alis sejteket szelektive iranyitjak a tumorokban vagy kronikus

gyulladasban.

4. A fehérje farmakokinetika modulalasa




Morgan és munkatarsai leirnak egy modszert a fehérjéek far-
makokinetikai tulajdonsagainak megvaltoztatasara, téltésiik mo-
dositasaval [Morgan és munkatarsai: 5,322,678 (1994) és
5,635,180 (1997) szamui Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadal-
mi leiras]. Ezek a szabadalmi leirasok moédszereket ismertetnek a
»,C€lzo fehérjék”, féleg ellenanyag fragmensek vesén keresztil valo
kiurtlésének befolyasolasara, annak a megfigyelésnek az alapjan,
hogy a kationosabb jellegii ellenanyag vagy fragmensek gyorsab-
ban lerakédnak a glomerularis alap membranban, és igy gyorsab-
ban kitirtilnek a szérumbol. Tehat Morgan és munkatarsai szerint
a fehérje agensek netté toltése megvaltoztathatd, azzal a céllal,
hogy csokkentstik vagy noéveljik a vérarambdl valo kitirtilésuik se-
bességeét.

Morgan és munkatarsai szabadalmi leirasaikban azt kézlik,
hogy a tumorsejteknek nettdé negativ toltésuk van, és a normal
sejteknek hasonléképpen negativ téltésti klasztereik vannak. A tu-
morsejtek negativ toltése dacara Morgan és munkatarsai azt
allitjak, hogy a megcélzott terapias fehérje toltését negativabba
kell tenni (azaz anionosabba, vagy masszoval az izoelektromos
pontjukat kell 7 ala vinni), azzal a céllal, hogy csokkentsuk a
vesébodl valé kiurualést, megndéveljuk a felezési idét a szérumban,
és minimalizaljuk a normal sejtekkel val6 aspecifikus koélcsénha-
tasokat. Azt allitjak, hogy ez lehetévé teszi az agens fokozott lokali-
tarsai leirjak, hogy miként kell a terapias agenst modositani, hogy

savasabb izoelektromos pontot kapjunk, egy pH-egység legalabb



egy tizedének, maximum négy pH-egységnek megfelel6 savas
eltolassal. Morgan és munkatarsai azt allitjak, hogy 4.0 vagy ala-
csonyabb pl értéknél (savasabb) virtualisan az 6sszes ionizalhato
csoport protonalva van a fehérjében, Ennek elvégzésének egyik
modja a célzé fehérjében toltés modositasa legalabb egy lizin cso-
porton, netté pozitiv toltésrél netté negativ téltésre (5,635,180
szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leiras, 6-8. és
11. oszlop, és az 5,322,678 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli
szabadalmi leiras 6-8. oszlop).

Ezzel ellentétben Morgan és munkatarsai azt mondjak, hogy
egy semleges vagy bazikus ellenanyag fragmensre van szukség a
szérumboél valo gyorsabb kitirtiléshez, és a magas tumor-hattér
aranyhoz a korai idépontokban [Morgan és munkatarsai:
5,322,678 (1994) és 5,635,180 (1997) szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi leiras]. Azonban inkabb a viszonylag
bazikusabb (kationos) fragmenseket részesitik elényben a révid
felezési idejl1 izotopokhoz, mikozben a savasabb (anionos) frag-
menseket részesitik elényben a hosszabb felezési ideji izotopok-
hoz. Ennek megfeleléen Morgan és munkatarsai szerint baziku-
sabb izoelektromos pont kell a diagnosztikai agensekhez, és sava-
sabb izoelektromos pont kell a terapias agensekhez. Mindazonaltal
Morgan és munkatarsai nem ismertetik sem a terapias agens,
sem a diagnosztikai agens izoelektromos pontja megvaltoztatasa-
nak modszerét, a maximalis célzashoz és a minimalis toxicitashoz.

Morgannal és munkatarsaival ellentétben Khawli és munka-

tarsai [5,990,286 szamu Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadal-
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mi leiras (1990)] leirjak a csokkent nettd pozitiv toltésti (az izo-
elektromos pont savas eltolédasa) ellenanyagok diagnosztikai
hasznalatat a megnovekedett nettdé pozitiv toltéstivel szemben.
Khawli és munkatarsai szerint ennek sorrendje az antigén kotési
specifitas novelése, az aspecifikus kétédés csokkentése, és az in
vivo kitirtilés idejének csokkentése. Az ismertetett modszerek kozeé
tartoznak az alabbi lépések: olyan ellenanyag eléallitasa, ami
érintetlen, a kimutatandé antigénre kotési specifitassal rendel-
kezik, a természetes ellenanyagnak szamos kulénb6z6, szabad
aminocsoportja van a felszinén, és a szabad aminocsoportok koziil
legalabb az egyik reagal egy kémiai reagenssel, ezzel modositott el-
lenanyagot allitva eld, oly médon, hogy a modositott ellenanyag
izoelektromos pontja alacsonyabb legyen, mint az érintetlen ellen-
anyag izoelektromos pontja, majd a modositott ellenanyagot egy
kimutathatoé jeloléssel jelezziik. A modszerrdl azt allitjak, hogy egy
jelzett, modositott ellenanyagot eredményez, ami példaul immun-
szcintigrafiaval mutathato ki, igymint egy gamma kameraval.
Khawlihoz és munkatarsaihoz hasonléan [5,990,286 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leiras (1990)] Rok és
munkatarsai olyan adatokat irnak le, amik azt mutatjak, hogy egy
gyogyszer-LMWP konjugatumnak a vizeletbe val6 kivalasztasa né-
velhet6, ha csokkentik a pozitiv toltést (savas eltolodas az izoelekt-
romos pontban) a hordoz6 felszinén [Rok és mtsai: Renal Failure
20(2), 211-217 (1998)]. Tehat egy ilyen hordozoral azt allitjak, hogy
vonzo jelolt arra, hogy a gyogyszer hatéanyagot a hélyagba ira-

nyitsuk.



Ezek a korabbi publikaciok azt allitjak, hogy a terapias
agens toltését modositani kell, csokkentve a netto téltését, azaz az
ilyen agenseket anionosakka kell tenni, azzal a céllal, hogy lokali-
zaciojukat fokozzuk a megcélzott pontban, a jelen talalmannyal
ellentétben, ami részben arra a meglepé felfedezésre alapul, hogy
a pozitiv toltésti terapias és diagnosztikai agenseket szelektive
lehet iranyitani a vaszkularis helyekre, amik negativ toéltésuek,
vagy az anionos toltések klaszterezését mutatjak, az inaktiv vasz-
kularis helyekkel 6sszehasonlitva. A jelen talalmany targya az,
hogy a terapias és diagnosztikai agenseket modositjuk, hogy no-
veljuk zéta potencialjukat vagy izoelektromos pontjukat, hogy sze-
lektive az aktivalt vaszkularis helyekre célozzuk ezeket. A jelen
talalmany utmutatast ad a zéta potencialok és izoelektromos pon-
tok tartomanyara, hogy szelektive iranyitsunk az aktivalt vaszku-
laris helyekre.

Jelenleg, mivel nincsenek klinikailag igazolt modszerek a te-
rapias és diagnosztikai agensek szelektiv bejuttatasara a megcél-
zott pontokba, példaul az angiogenezis vagy a gyulladasas helyére,
az ilyen allapotokat koézvetlenul fizikai modszerekkel kezelik, azaz
példaul a rakos szovetek sebészeti eltavolitasaval. Az angiogenezis
helyeit is kémiailag kezelik. Példaul a kemoterapias agenseket al-
kalmazzak a rakok esetében, és a gyulladasellenes gyogyszereket
alkalmazzak a kronikus gyulladasellenes allapotok esetében.
Azonban ezek a moddszerek felvetik az operativ kockazatok kér-
dését, a mellékhatasok, a hatékonysag és a siker gyakorisaganak

kérdését. Tovabba a kezelés, azaz példaul a kemoterapia nem



célzott, és a kemoterapia kovetkeztében mellékhatasok, azaz pél-
daul csontveldé depresszio, gasztroenteritisz, émelygés, hajhullas,
maj- vagy tidékarosodas és sterilitas lép fel. Tehat szlikség van 4j
stratégiak kidolgozasara, amikkel szelektive be lehet juttatni a te-
rapias és diagnosztikai agenseket az aktivalt vaszkularis helyekre,
amint azt a kulénb6z6, angiogenezishez kapcsolodo betegségek
esetében megfigyelték.

A negativ toltés novelése az aktivalt vaszkularis helyeken,
azaz pé¢ldaul olyan pontokban, amikben angiogenezis 1ép fel, mod-
szert biztosit arra, hogy megkulonbéztessiik a nyugalmi allapota
endotelialis sejteket az aktivalt sejtektél. Az ilyen negativ toltésni,
aktivalt vaszkularis helyek szolgalhatnak célpontként a terapias és
diagnosztikai agensekhez, amik ugy vannak maoédositva, hogy nett6
pozitiv toltést vagy vagy pozitiv toltést hordozzanak az ismertetett
tartomanyon beltl. A terapias, képalkot6 és diagnosztikai agensek
ugy modosithatok, hogy pozitiv téltéssel rendelkezzenek, és ezek
szelektive iranyithatok az aktivalt vaszkularis helyekre.

A jelen talalmany targya eljaras egy terapias, diagnosztikai
vagy mas gyogyaszati készitmeény szelektiv célzasara egy vaszkula-
ris helyre, toltését vagy toltés-surtiségét modositva. Egy gyogyszer
hatoanyag vagy gyogyszer hordozo készitmény toéltés-modositasa-
val szoros korrelacioban van a tolerabilitasanak valtozasa. A pozi-
tiv téltésu gyogyszer-hordozo rendszereket gyakran tekintik biolo-
giailag gyengén toleralhatoknak; a toxicitas tipikus esetben né a
pozitiv toltésu komponens mennyiségével. Amint azt a példakban

demonstraljuk, a feltalalok meglepé moédon azt talaltak, hogy li-



nearis kapcsolat van egy gyogyszerhordozo rendszer célzasi tulaj-
donsagai és zéta potencialja kézott. Azonban a zéta potencial és a
kationos komponens koncentracioja ko6zétti kapcsolat egy hiperbo-
likus gorbére illeszkedik. Ez lehet6vé teszi egy olyan régié azono-
sitasat, amiben a célzas majdnem a maximuman all, de a kationos
komponens koncentracioja nem. A szelektiv célzasnak ezt a mod-
szerét elényosen ugy lehet végrehajtani, hogy egy, az alabbi cso-
portbol valaszthaté készitményt adunk be: a) részecskék, lipo-
szomak kivételével, amiknek a zéta potencialja kortlbelil +25 mV
és +100 mV kozott van, korilbelil 0,05 mmol/]1 kalium-klorid
oldatban, kortilbelill pH=7,5 értéknél; b) olyan molekulak,
amiknek az izoelektromos pontja 7,5 {6l6tt van; és c) liposzéomak,
amik kationos lipideket tartalmaznak, koérilbeltil 25 mol% és S0
mol% ko6zotti tartomanyban; d) magnetoszomak, amiknek kationos
lipidrétegtik van, aminek a zéta potencialja korulbelul +25 mV és
koértilbeltil +100 mV kozott van koérdlbeldl 0,05 mmol/1 kalium-
klorid oldatban, pH kértlbeldl 7,5. A megfontolas targyava tett ak-
tivalt vaszkularis helyek a kovetkezék: a) az angiogenezis helyei; a
gyulladas helyei; c) a sebgyogyulas helyei; és a vér-agy gat, és mas
ilyen helyek is nyilvanvaléak lesznek a szaktertileten jartas szak-
ember szamara.

Egy képalkoté készitmény, amivel szelektiv célzast végziunk
egy aktivalt vaszkularis helyre, elény6sen tartalmaz egy képalkoto
agenst és egy hordozot. Egy terapias készitmény, amivel szelektiv
célzast végzink egy aktivalt vaszkularis helyre, elénybsen egy

aktiv adalékanyagbol terapiasan hatékony mennyiséget tartalmaz,



valamint tartalmaz egy hordozot, valamint esetleg egy képalkoto
agenst is.

A megfontolas targyava tett hordozok kézé az alabbiak tar-
toznak: a) részecskék, liposzomak kivételével, amiknek a zéta po-
tencialja korulbeltill +25 mV és +100 mV kéz6étt van, korulbeltl
0,05 mmol/l kalium-klorid oldatban, kériulbeltil pH=7,5 értéknél,
b) olyan molekulak, amiknek az izoelektromos pontja 7,5 folott
van; és c) liposzémak, amik kationos lipideket tartalmaznak, ko-
rilbelil 25 mol% és 50 mol% kozoétti tartomanyban; d) magne-
toszomak, amiknek kationos lipidrétegik van, aminek a zéta po-
tencialja korulbelil +25 mV és koérulbelil +100 mV kozott van; e)
olaj-a-vizben emulzio, vagy mikroemulziok, amik kationos amfifil
anyagokat tartalmaznak a kiilsé rétegben, kortilbelil 25-60 mol/
mennyiségben, zéta potencialjuk koérulbelil +25 mV és kortlbelul
+100 mV ko6zo6tt van korulbelil 0,05 mmol/1 kalium-klorid ol-
datban, pH korulbeltl 7,5. Az alkalmas leképezdé agensek kozé
tartoznak a vasoxid részecskék, a festékek, a fluoreszcens festé-
kek, az NMR jelolések, a szcintigrafias jelélések, aranyrészecskék,
PET jelolések, ultrahang kontrasztanyagok, és CT kontraszt anya-
gok.

Az allatokban - beleértve az emlésoket, kiilonésen az embe-
reket - hasznalt terapias, diagnosztikai és képalkoté modszerek
tartalmazzak agensek beadasat egy olyan protokoll szerint, ami le-
hetévé teszi, hogy az agens vagy aktiv adalékanyag szelektive ak-
kumulalodjon, hatékony szinten, leképezés, vagy mas diagnosz-

tikai célokra, az angiogenezis helyének kozelében.
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Egy elényben részesitett megvalésitasi mod szerint egy tera-
pias készitmény aktiv adalékanyagat citosztatikumokat és cito-
toxikus agenseket tartalmazo csoportbol valaszthatjuk ki. A cito-
sztatikus és citotoxikus agensek koézé tartoznak, anélkiil, hogy
ezekre korlatoznank magunkat, a taxanok, a szervetlen komp-
lexek, a mit6zis inhibitorok, a hormonok, az antraciklinek, az anti-
biotikumok, a topoizomeraz inhibitorok, a gyulladascsékkent6
agensek, az alkaloidok, az interleukinok, a citokinek, a noévekedési
faktorok, a fehérjék, a peptidek, a tetraciklinek és a nukleozid-
analogok. Az ilyen anyagok specifikus példai lehetnek, anélkiil,
hogy ezekre korlatoznank magunkat, a paclitaxel és annak szar-
mazékai, a docetaxel €s annak szarmazékai, az epothilon A, B és
D valamint ezek szarmazékai, a camptotecin, a daunorubicin, a
doxorubicin, az epirubicin, a vincristine, a navelbine, az antimik-
rotubulus aktiv agensek, a thrombospondin, az angiostatin, a cisz-
platina vegytletek, és mas platina vegytiletek, a gemcitabine és az
5”-fluorouracil és mas nukleozid-analogok.

A jelen talalmany targya tovabba kuilénbo6z6é készitmények
modositasa, azzal a céllal, hogy egy vagy tébb tulajdonsaggal ren-
delkezzenek az alabbi csoportbdl: a) a zéta potencial kérilbelil
+25 mV és +100 mV kozo6tt van, koértlbelil 0,05 mmol/1 kalium-
klorid oldatban, kértilbelill pH=7,5 értéknél; és b) az izoelektromos
pont 7,5 folétt van.

Megfontoltuk, hogy szamos kulénb6z6é betegség gyogyithato
az elézékben emlitett modszerekkel és készitményekkel. Az ilyen

betegségek kozé tartozik példaul a diabeteszes retinopatia, a kro-



nikus gyulladasos betegségek, a reumas arthritis, a gyulladas, a
dermatitisz, a pszoriazis, a gyomorfekélyek, a hematogén és szi-
lard tumorok. Néhany esetben egy aktivalt vaszkularis hely azono-
sitasa jelezhet egy angiogenezishez kapcsolédé betegséget.
Megfontoltuk, hogy vagy az aktiv adalékanyag vagy a hor-
doz6é ugy modosithat6, hogy a kombinalt termék zéta potencialja
novekedjen vagy csékkenjen, azzal a céllal, hogy az elényben ré-
szesitett zéta potencial tartomanyba esé zéta potencialt kapjon. Az
ilyen moédositasokat a szaktertileten jartas szakember szamara is-
mert kémiai modszerekkel lehet elérni, elény6sen ide tartoznak a
kationképzé agensek és/vagy a kationos agensek, példaul, anél-
kul, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az etiléndiamin, a
hexametiléndiamin, a trietiléntetraamin, a 4-dimetilamino-butil-
amin, az N,N-dimetilaminoetil-amin, mas kationos poliaminok, a
dimetilamino-benzaldehid, a polilizin, mas kationos peptidek, a
kitozan és mas kationos poliszacharidok. Az ilyen modositasokat
léetrehozhatjuk ugy is, hogy az aktiv agenst reagaltatjuk egy katio-
nos molekulaval, oly modon, hogy kovalens koétés j6jjon létre a két
molekula k6z6tt. Egy masik valtozat szerint az ilyen modositasokat
elerhetjiik az aktiv agens és egy kationos agens vagy hordozo-
rendszer ko6zotti komplexképzéssel is (azaz nem-kovalens kotés
létrehozasaval). Néhany készitmény tartalmazhat egy fehérjét, és a
ktlénb6zé reagensek, amikkel névelni vagy csokkenteni lehet a
zéta potencialt, ismertek a fehérje- és gyogyszer-vegyészek sza-

mara.



---------

A jelen taldlmany egy elényben részesitett megvalésitasi
modja szerint a diagnosztikai, képalkot6 és terapias készitmények
jelezve vagy csomagolva vannak, a készitmény beadasahoz valé
hasznalati utasitassal, hogy egy angiogenezishez kapcsolédé be-
tegséget kezeljenek vele.

Megfontoltuk, hogy a terapias készitményben az aktiv ada-
léekanyagot az alabbi csoportbél valasztjuk ki: éterlipid, alkil-
lizolecitin, alkil-lizofoszfolipid, lizolipid, alkil-foszfolipid. A készit-
ményben levé éterlipid elény6sen lehet, anélkiil, hogy ezekre kor-
latoznank magunkat, 1-O-oktadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-foszfo-
kolin, 1-O-hexadecil-2-O-metil-sn-glicerin, hexadecil foszfokolin és
oktadecilfoszfokolin.

A beadott zéta potencial készitmények elénydsen a kovetkezd
tartomanyba esnek: korulbeltl +25 mV és +100 mV koéz6tt, kértil-
belil 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban, koértlbeltill pH=7,5
értéknél; elényésebben +30 mV és +50 mV ké6z6tt, kériilbelil 0,05
mmol/]l kalium-klorid oldatban, kérulbeltl pH=7,5 értéknél. A je-
len taldlmany egy masik megvalositasi modja szerint az ismert
diagnosztikai, képalkoto és terapias készitmények modositva van-
nak, vagy azzal a céllal, hogy noveljik vagy csékkentsiik a készit-
mény effektiv zéta potencialjat, oly médon, hogy az az elézékben,
vagy a részletes leirasban ismertetett, elényben részesitett tarto-
manyba essen, azaz egy széles tartomanyba, elényésebben +30
mV és +50 mV koézott, koértulbeltil 0,05 mmol/]l kalium-klorid

oldatban, kérulbelul pH=7,5 értéknél.
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A jelen talalmanyban a DOTAP mellett kulénb6zé kationos
lipideket is megfontoltunk. Ezek az alabbiak lehetnek, anélkiil,
hogy ezekre korlatoznank magunkat: DDAB (dioktadecil-dimetil-
ammoniumbromid), DC-Chol (3B[N-(N",N’-dimetilaminoetan)-kar-
bamoil)] koleszterin, DOSPER (1,3-dioleoil-2-(6-karboxi-spermil)-
propilamid).

A jelen talalmany targya tovabba eljaras egy optimalis zéta
potencial meghatarozasara egy készitményhez, azzal a céllal, hogy
egy specifikus pontba célozzunk vele. Az eljaras a kovetkez6

lépésekbdl all: i) mérjuk a készitmény zéta potencialjat, mikdzben

lyikben a hiperbolikus gérbének inflexidja van, mivel a hiperboli-
kus gorbe inflexiés pont régioja optimalis tartomanyt jelent a ké-
szitmény szamara. A jelen talalmany targya eljaras egy optimalis
zéta potencial meghatarozasara egy készitményhez, azzal a céllal,
hogy egy specifikus pontba célozzunk vele, azzal jellemezve, hogy
kiértékeljik a készitmény zéta potencialjat, és a készitmény eltéré
mennyiségi kationos komponenshez asszocialédik, majd azono-
sitjuk a zéta potencial optimalis tartomanyat. A jelen talalmany
targya tovabba eljaras egy készitmény modositasara, azzal a céllal,
hogy fokozzuk hatékonysagat, ami abbdl all, hogy a kationos kom-

ponenseket asszocialjuk a készitménnyel, ezzel olyan készitményt
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allitva el6, aminek a zéta potencialja az optimalis tartpmanyban

van.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik a mellékelt abrakat.

Az 1. abra egy részecske zéta potencialjanak sematikus
reprezentacigja.

A 2. abra a kulénb6zé liposzoma kiszerelési formak mért
zéta potencialjat mutatja.

A 3. abra a kationos liposzémak zéta potencialjat mutatja,
egy hiperbolikus gorbéhez illesztve, aholis a zéta potencial a
DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilammonium propan) mol%-ban kife-
jezett koncentraciogjatol fugg.

A 4A-C. abra mutatja semleges, negativ és pozitiv t6ltésti
dextranok szelektivitasat az idében, a tumor endotelidlis sejtekben
meért fluoreszcencia intenzitasok versus koérnyezdé szovetek ossze-
fhggésében.

Az 5A-B. abra mutatja a rodaminnal jelzett liposzomak fel-
vételet HUVEC-cel. Az 5A. abra mutatja a fluoreszcencia inten-
zitast (cps) vs. DOTAP (mol%). Az 5B. abra mutatja a fluoresz-
cencia intenzitast (cps) vs. zéta potencial (mV).

A jelen talalmany azon a megfigyelésen alapul, hogy egy spe-
cifikalt netto pozitiv toltés-tartomannyal vagy toltéssel rendelkez6
molekulak szelektive iranyithatok az aktivalt vaszkularis helyekre.
Az ilyen helyek az angiogén endotelialis sejtekkel, a gyulladasok-
kal és a sebgyogyulasi helyekkel asszocialodva talalhatok.



22

A jelen talalmany azon a felfedezésen is alapul, hogy ha no-
veljuk vagy modulaljuk a diagnosztikai, képalkoté és terapias
agensek netté pozitiv téltését, akkor ennek eredménye az ilyen
agensek szelektiv akkumulalédasa az aktivalt vaszkularis helye-
ken. Emellett, ha egy bizonyos t6ltés-tartomanyt vagy téltés stini-
séget valasztunk ki, akkor az ilyen agensek akkumulalédasa a
gyulladasos helyeken - ami kréonikusan megtalalhaté a ttidében -
minimalizalhatd, mikézben biztositjuk a célzasi szelektivitast az
aktivalt és nem-aktivalt vaszkularis helyek kézott a tébbi szo-
vetben. Ebb6l a szempontbdl megfontoltuk, hogy az alabbiakban
jelzett tartomanyok alatti netté pozitiv toltéssel rendelkezé agen-
sek kezelhet6k, modosithatok vagy csomagolhaték ugy, hogy csok-
kenjen latszolagos netto téltéstik, hogy ezzel fokozzuk biolégiai to-
lerabilitasukat.

Emellett a jelen talalmany azon a megfigyelésen alapul, hogy
egy specifikalt netto toltéssel rendelkez6 molekulak szelektive
kotédnek az angiogén endotelialis sejtekhez, és azok szelektive
veszik fel, mind a nyugalmi allapotii endotelialis sejtekhez, mind a
viszonylag konstans aktivalt vaszkularis helyeken, mint példaul a
tadoben levé endotelialis sejtekhez viszonyitva. Az ilyen szelektiv
célzas és akkumulalas fokozza ezeknek az anyagoknak a lokalis
kotoédését az extracellularis matrixhoz és az angiogén endotelialis
sejtekhez. Emellett az agenseknek ez a szelektiv célzasa és lokalis
akkumulalédasa a gyulladashoz kapcsolodé aktivalt vaszkularis
helyeken levé vaszkularis endotelidlis sejtek szomszédsagaban,

amint az megkuilénboéztetheté a tumorok altal indukalt neovasz-
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kularizacio helyeitél. Az ilyen akkumulalédas, az aktivalt hely bar-
melyik tipusaban ezeknek az agenseknek egy magasabb koncent-
Extravazacion és mas relevans folyamatokon keresztiil az ilyen
agensek szelektive akkumulalodnak ezeken a helyeken, terapias,
képalkotasi és diagnosztikai célbol.

Ennek megfeleléen a jelen talalmany targya eljaras egy diag-
nosztikai, képelkot6 vagy terapias agens szelektiv irAnyitasara egy
emlés - beleértve a human betegeket is - aktivalt vaszkularis
helyeire. Altalanossagban a jelen talalmany targya olyan agensek
beadasa, amiknek a netté pozitiv zéta potencialja 25 mV {616ttt van
koérulbelil 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban, kérulbelil 7,5-6s
pH-n, vagy 7,5-nal magasabb izoelektromos pontnal, elény6sen az
el6zékben ismertetett tartomanyokban, és amik lehetévé teszik,
hogy az agensek szelektive akkumulalédjanak egy vagy té6bb akti-
valt vaszkularis helyen.

Az ilyen agensek iranyithatok a gyulladas helyein talalt vasz-
kularis endotelialis sejtekhez valamint az angiogén endotelialis
sejtekhez és ezek extracellularis matrixahoz, annyi ideig és oly
modon, hogy az agens akkumulalédjon a megcélzott vaszkularis
endotelialis sejtek szomszédsagaban. A jelen talalmany targyat
képezik tovabba olyan agensek, amik tartalmaznak egy olyan hor-
dozot, aminek a specifikalt netté pozitiv zéta potencialja 25 mV
koralbelil 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban, a pH értéke konil-
belul 7,5, vagy az izoelektromos pontja 7,5 {6l6tt van, az alabbiak-

ban ismertetett tartomanyokban, valamint tartalmaznak egy aktiv
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adalékanyagot is. Emellett a jelen talalmany szerinti készitmények
és modszerek hasznalhaték aktivalt vaszkularis helyeken, amik a
sebgyogyulashoz kétédnek, aholis a vaszkularis endotelialis sejterk
kozotti kapcesolat szivarogni kezd, és a sejtek és extracellularis
matrixaik a nyugalmi allapotu, vagy nem-aktivalt vaszkularis he-
lyekhez viszonyitva megnétt negativ toltést fejlesztenek ki.

Ebbél a szempontbol a relevans szaktertileten jartas szak-
ember szamara nyilvanvalo, hogy.a zéta potencial egy olyan, meér-
heté tulajdonsag, ami alkalmazhaté részecskék, féleg kolloid ré-
szecskék, azaz példaul 3-10 nm-nél nagyobb liposzomak, mag-
netoszomak vagy mikroemulziok téltésének vagy toltésstirtiségé-
nek mérésére. Hasonléképpen, az is nyilvanvalé, hogy az izoelekt-
romos pont is egy olyan tulajdonsag, aminek a mérése alkalmaz-
haté a makromolekulak - beleértve a fehérjéket, ellenanyagokat -
valamint a kolloidok, azaz példaul a dextranok toéltésstirtiségének

mereéseére.

1. Definiciok

Hacsak mas definiciét nem alkalmazunk, akkor az ebben a
specifikacioban hasznalt 6sszes technikai és tudomanyos szakki-
fejezés jelentése ugyanaz, mint ami altalaban azok, a szaktertile-
. ten jartas szakemberek értenek alatta, akiknek ez a talalmany
szol.

Az ,aktivalt vaszkularis hely” szakkifejezés olyan vaszkularis
endotelialis helyekre vonatkozik, amik aktivalt fenotipust mu-

tatnak, és amikben az endotelialis sejtek k6zott normalis kortilmeé-
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nyek ko6zo6tt megtalalhato szoros kapcsolatok az angiogenezis vagy
gyulladas miatt meglazulhatnak, és ennek a helynek a permeabi-
litasa megnd, lehetévé téve a vér, plazma és kiilonbozé gyogyaszati

Az ,aktiv adalékanyag” szakkifejezés egy olyan agensre vo-
natkozik, ami diagnosztikailag vagy terapiasan hatékony.

Az ,angiogenezis” szakkifejezés 1j véredények kialakulasat
jelenti. Az endotelidlis sejtek 0j kapillarisokat képeznek in vivo, ha
erre indukaljak 6ket, azaz példaul a sebgyégyulas vagy a tumor-
képz6dés soran, vagy néhany mas patologikus allapotban, amiket
a tovabbiakban angiogenezishez kapcsolédé betegségeknek neve-
zunk.

Az ,angiogenezishez kapcsolodé betegség” szakkifejezés em-
berekben eléfordulé patologikus folyamatokra vonatkozik, aholis
az angiogenezis normalis koérilmények kozott meghosszabodik,
vagy patologikusan indukalva van. Az ilyen, angiogenezissel indu-
kalt betegségek kozé tartozik a diabeteszes retinopatia, a kronikus
gyulladasos betegségek, a reumas arthritis, a gyulladas, a der-
matitisz, a pszoriazis, a gyomorfekélyek, a hematogén és szilard
tumorok.

Az ,angiogén endotelidlis sejtek” szakkifejezés olyan vaszku-
laris endotelialis sejtekre vonatkozik, amik olyan sebességgel
szaporodnak, ami lényegesen magasabb, mint a vaszkularis endo-
telialis sejtek normalis korulmények koézétt megfigyelheté szapo-

rodasi sebessége.
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A ,hordozo” szakkifejezés jelentése altalaban higitoszer, ad-
juvans, toltéanyag vagy hordozé, amivel egy diagnosztikai, kép-
alkoto vagy terapias agenst beadunk. A tovabbiakban a hordozéo
szakkifejezés olyan gyoégyaszatilag elfogadhaté6 komponensekre is
vonatkozik, amik tartalmaznak egy aktiv adalékanyagot, vagy
komplexet képeznek vele, azzal a céllal, hogy megkénnyitsék egy
ilyen agens eljuttatasat a megcélzott helyre. A megfontolt hordozék
kozé tartoznak a szakteriileten ismert hordozok, a liposzémak, a
ktilénb6z6é polimerek, a lipid komplexek, a szérum-albumin, az el-
lenanyagok, a ciklodextrinek, a kelatok és mas szupramolekularis
komplexek.

A ,kationos” szakkifejezés egy olyan agensre vonatkozik,
aminek fiziologias pH-n netté pozitiv t6ltése vagy pozitiv zéta po-
tencialja van (vagy izoelektromos pontja 7 f6l6tt van).

A ,kolloidok” vagy kolloid részecskék olyan részecskék, amik
egy olyan kézegben vannak eloszlatva, amiben oldhatatlanok, és
meéretuk 10 nm és S000 nm ko6zott van.

A ,kombinaci6”, vagy ,egyutt-beadas” szakkifejezés egy olyan
kezelési menetrendre utal, ami szinkron, sorozat, atlapolé, alter-
nalo, parhuzamos, vagy barmilyen mas kezelési menetrend,
amiben a kulénb6z6 agenseket vagy terapiakat egyetlen kezelési
mod, eldiras vagy indikacio egy részeként adjuk be, amiben az
id6tartamok, amik alatt a kiilonb6zé agenseket vagy terapiakat
alkalmazzuk, masképp részlegesen vagy teljesen egybeesnek.

A ,diagnosztikai vagy képalkoté agens” szakkifejezés egy

gyogyaszatilag elfogadhaté agensre vonatkozik, ami arra hasznal-
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hato, hogy lokalizaljuk vagy lathatova tegytk az angiogenezis
helyét, a detektalas ktilénb6zé modszereivel, beleértve az MRI-t és
a szcintigrafikus technikakat. A megfontolt diagnosztikai vagy
képalkoto agensek kozé tartoznak a szakteriileten ismert agensek,
azaz példaul a festékek, fluoreszcens festékek, aranyrészecskeék,
vasoxid részecskék és mas kontrasztképzé agensek, beleértve a
paramagneses molekulakat, a rontgensugarat elnyel6 vegytileteket
(CT-hez és rontgenhez) kontraszt agensek az ultrahangos vizs-
galathoz, y-sugarakat emittalo izotopok (szintigrafia) és a pozitront
emittalo izotopokat (PET).

A ,diagnosztikusan hatékony” szakkifejezés egy olyan agens-
re vonatkozik, ami hatékonyan lokalizalja, vagy mas médon azo-
nositja az angiogenezis vagy neovaszkularizaci6é helyeit monitoro-
zasi vagy képalkotasi célokbol.

Az ,emulzi6” vagy ,mikroemulzié” szakkifejezés egy olyan
rendszerre vonatkozik, ami keét, egymassal nem elegyedé folyadé-
kot tartalmaz, amik kézul az egyik a masikban van diszpergalva,
nagyon kis gébmboék formajaban (bels6é fazis) a masik (kuilsé) fa-
zisban, példaul olaj-a-vizben (tej) vagy viz-az-olajban (majonéz). Az
emulzié vagy mikroemulzio lehet két egymassal nem elegyedé fo-
lyadék kolloid diszperzigja (azaz példaul folyadék-folyadék disz-
perzio).

Az ,endotelialis sejt” szakkifejezés az endotéliumot alkoto
sejtekre vonatkozik, ami egysejtréteget alkot a véredények, a sziv,
és a nyirokerek belsé felszinén. Ezek a sejtek megtartjak a sejtosz-

todasi képességuket, bar nagyon lassan szaporodnak normalis
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(azaz példaul nem angiogén) kérulmények kozétt, és csak évente
koérilbeliil egyszer szaporodnak.

Az ,er6sen toxikus”, vagy ,erésen toxikus agens” szakkifeje-
z€s egy olyan fehérjére vagy peptidre vonatkozik, amit egy megcél-
zott sejt expresszal, és gatolja a fehérje, a DNS vagy az RNS szinté-
ziset, vagy destabilizalja a lipid felszinét, vagy masképpen eredmé-
nyezi a sejtpusztulast apoptozissal vagy nekrozissal. Ilyen agense-
ket irnak le az 1999. november 3-an benyujtott 60/163,250
sorozatszamu, rokon szabadalmi leirasban.

A ,novekvé zéta potencial”, vagy az ,izoelektromos pont né-
velése” szakkifejezés egy aktiv adalékanyag vagy egy hordozé ve-
gyulet olyan megvaltoztatasara vagy modositasara vonatkozik, ami
olyan mértékben néveli meg netté pozitiv téltését, hogy annak
eredménye egy statisztikailag szignifikans valtozas az emlitett ada-
lékanyag vagy hordozo akkumulalédasa mennyiségében vagy se-
bességében egy aktivalt vaszkularis helyen, azaz példaul az angio-
genezis egy helyén, amely valtoztatast elérhetiink szarmazékkép-
zéssel, kovalens modositassal, egy aminosav helyettesitésével vagy
hozzaadasaval egy hordozohoz vagy mas szubsztrathoz valé kap-
csolodassal vagy komplexképzéssel, az emlitett adalékanyaghoz
vagy hordozohoz valé akkumulalédassal dsszehasonlitva, anélkiil
hogy az ilyen valtoztatast vagy modositast elvégeztiik volna.

Az izoelektromos pont” (pl vagy IEP) szakkifejezés arra a

pH-értére vonatkozik, aminél a molekulanak nincs netté toltése.
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A ,magnetoszomak” szakkifejezés vonatkozik példaul ferro-
szomakra, egy koérulbeliill nanométer nagysagi magneses magra,
amit egy vagy tobb lipidréteg hatarol.

Az ,olaj-a-vizben emulzi6” szakkifejezés jelentése hidrofob
olaj kolloid cseppjeinek diszperzidja, amiket amfifil lipidek rétege
borit egy vizes kézegben.

A ,szelektiv célpont” vagy ,szelektiven asszocialodik” szakki-
fejezés egy aktivalt vaszkularis helyre, azaz példaul egy angiogén
kapillaris véredényre vonatkoztatva egy agens akkumulalédasat
jelenti angiogén endotelialis sejtek vagy extracellularis matrixuk
szomszédsagaban, vagy az agens kotdédését és/vagy felvételét je-
lenti angiogén endotelidlis sejtek vagy extracellularis matrixuk
szomszédsagaban, magasabb szinten, mint ami a megfelelé nor-
malis (azaz példaul nem-angiogén) endotelialis sejteknél talalhato.

A ,szelektivitas” szakkifejezés a fluoreszcencia-intenzitasra
vonatkoztatva a tumor endotelialis sejtek fluoreszcencia inten-
zitasanak a kornyezé szovetek fluoreszcencia intenzitasara vonat-
koztatot aranyara vonatkozik. Tehat az 5. példaban a szelektivitast
az affinitasnak azzal az értékével mérjuk, amivel a toltott dextran
molekulak k6tédnek a tumor endotéliumahoz.

A terapiasan hatékony” szakkifejezés olyan agensre vonat-
kozik, ami hatékonyan csékkenti egy gyulladasos betegség vagy
egy angiogenezishez kapcsolod6 betegség, azaz példaul rak pato-
nezis vagy neovaszkularizacio sebességét, elénydsen lényegében

megakadalyozza az ilyen folyamatok folytatodasat az angiogenezis
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meglevé helyein, vagy 1ényegében megakadalyozza az angiogenezis
inicialodasat az angiogenezis tovabbi, nem-kivant helyein. Példaul
a tumor metasztazissal rokon angiogenezis kezelésénél egy tera-
piasan hatékony vagy hatékony agens szignifikans antitumor akti-
vitast, vagy tumor regressziot mutat, akar a tumorsejtekre gya-
korolt kézvetlen hatas révén, vagy az angiogenezis gatlasaval. Egy
ilyen vegyulet példaul csékkentheti a primer tumornévekedést, és
elénydsen a rak metasztazis potencialjat. Egy masik valtozat sze-
rint egy ilyen vegyulet csokkentheti a tumor vaszkularitasat, pél-
daul vagy a mikroerek méretének vagy szamanak csokkentésével,
vagy a véredény suriiség arany csokkentésével.

A tumor regresszio” szakkifejezés egy tumor méretének, at-
mérdjének, keresztmetszetének, tomegének vagy életképességének
a csokkenését jelenti; jelen a tumor marker csékkenését, vagy a
rak diagnozis vagy prognozis mas hagyomanyos eldjeleibdl vett po-
zitiv indikaciokat, amik a raksejtek meéretének csokkenését, vagy
novekedésének lassulasat mutatjak, egy rakos betegnek a jelen
talalmany szerinti készitményekkel valo kezelésének kévetkezté-
ben. Az ilyen vegyuletek beadasa elénydsen legalabb kértilbeltil
30-50 szazalékos tumor-regressziot jelent, elényésebben legalabb
korilbelil 60-65 szazalék tumor regressziot, még elényodsebben
legalabb koérulbeltil 80-90 szazalék tumor regressziot, és legels-
nydsebben legalabb kértilbeltll 95-99 szazalékos tumor regressziot
jelent egy rakos beteg egy vagy to6bb tumoros pontjaban. Idealis
esetben egy ilyen beadas az €letképes tumorsejt elpusztitasat vagy

megszintetését jelenti, vagy teljesen eltiinteti a tumorsejteket egy
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rakos beteg egy vagy toébb tumoros pontjaban, ezzel egy klinikailag
megfigyelheté remissziéhoz, vagy egy beteg egészségi allapotanak
mas javulasahoz vezet.

Az ,angiogenezis helyének szomszédsaga” szakkifejezés egy
aktiv adalékanyagnak az angiogén endotelidlis sejt és neovaszku-
laturaval val6 fizikai szomszédsagat jelenti, oly médon, hogy egy
lokalizalt koncentracio gradienst lehet elérni, ami az aktiv adalék-
anyagnak olyan mennyiségét képes bejuttatni, ami diagnosz-
tikailag vagy terapiasan hatékony egy angiogenezishez kapcsolodé
betegségben.

A ,zéta potencial” szakkifejezés egy részecske, azaz példaul
egy kolloid részecske meért elektromos potencialjara vonatkozik,
amit példaul egy Zetasizer 3000 berendezéssel lehet megmeérni,
Laser-Doppler mikro-elektroforézissel, a specifikalt kérulmények
kozoétt. A zéta potencial a potencial helyét irja le a nagytémegti ol-
doszer és a hidrodinamikai nyiras vagy diffaz réteg régidja kozott
(lasd 1. abra). A szakkifejezés szinonim az ,elektrokémiai poten-
ciallal”’, mivel a részecskék potencialja az, ami kifele hat, és felelés

a részecske elektrokinetikai viselkedéséért.

2. Részletes leiras

A. Toltott dextrannal boritott vasoxid részecskék felvétele

HUVEC-kel

A makromolekulaknak az endotelialis sejtekhez valo szallita-
sa nemcsak a molekula méretétél, hanem a toltésétdl is fugg. Pél-

daul McDonald és munkatarsai leirjak, hogy kationos liposzomak
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szelektive megcélozzak azokat az angiogén endotelidlis sejteket,
amik tapanyagokat juttatnak be a tumorba [McDonald és munka-
tarsai: 5,837,283 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadal-
mi leiras]. Emellett Spragg és munkatarsai azt publikaltak, hogy
az aktivalt human kéldékvéna endotelialis sejtek (HUVEC), ha a
doxorubicin nevi citotoxikus agenst tartalmazo E-szelektin-célzott
immunliposzémakkal inkubaljak o6ket, akkor szignifikAnsan ala-
csonyabb sejt-tulélést mutatnak, mig a nem-aktivalt HUVEC-et
nem érintette az ilyen kezelés [Spragg és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 94, 8795 (1997)]. Az E-
szelektinnel célzott immunliposzémak kationos liposzomakat tar-
talmaznak, egy E-szelektinre specifikus monoklonalis ellenanyag-
hoz konjugaltatva. Az E-szelektin egy endotelialis-specifikus sejt-
felszini molekula, ami in vivo az aktivalas helyein expresszalodik,
és a HUVEC-ben citokinekkel valo kezelés hatasara indukalhato.
A szakterileten jartas szakember szamara nyilvanval6, hogy a tu-
mor endotélium sejtfelszinének, vagy a glycocalyx-nak negativ tol-
tése van.

A jelen talalmany részben azon a felfedezésen alapul, hogy a
human koéldokvéna vaszkularis endoteliadlis sejtek tenyészetében a
pozitiv téltésti dextrannal boritott vasoxid felvétele nagyobb, mint
a semleges vagy negativ toltésii dextrannal boritott vasoxidé.
Amint az az 1. tablazatban lathato, ha a HUVEC-et pozitiv toltésti
dextrannal boritott vasoxiddal inkubaljuk, akkor a vasoxid 51,8%-
at veszik fel a sejtek, és talalhaté meg a sejtek lizatumaban,

mikoézben 48,2%-a a kozegben marad. Masrészt viszont, ha a
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HUVEC-et semleges dextrannal boritott vasoxiddal inkubaljuk,
akkor a vasoxid 18,4%-a talalhat6 a sejtlizatumban, és 81,6% ta-

lalhat6 a kozegben.

B. A kationos téltés és a célzas korrelacidja

Bar a korabbi szakirodalomban az a vélemény alakult ki,
hogy a makromolekulak, azaz példaul az ellenanyagok és lipo-
szomak, magnetoszomak és mikroemulziok szallitasa egy tumor
helyére fligg a molekula toltésétél, a korabbi szakirodalomban
nincs adat semmilyen zéta potencial tartomanyra vagy pozitiv tél-
tésre, amivel fokozni lehet a diagnosztikai, képalkoto és terapias
agensek szelektiv célzasat az aktivalt vaszkularis helyekre, azaz
példaul az angiogén endotelialis sejtekhez és extracellularis mat-
rixukhoz.

A jelen talalmany azon a megfigyelésen alapul, hogy ha né-
veljik a DOTAP ((1,2-dioleoil),sn-3-glicerotrimetilammoénium pro-
pan), vagy barmely mas pozitiv téltésti lipid (monovalensen vagy
polivalensen téltve) molszazalékat, amint az a kationos liposzéma-
ban, valamint a magnetoszémakban és olaj-a-vizben mikroemulzi-
okban talalhato, akkor az korrelal a makromolekula zéta poten-
cialjaval és szelektiv asszociacidjaval az angiogén endotelialis
sejtek szomszédsagaban. Amint az a masodik és harmadik tabla-
zatban lathato, a 4 as 50 molszazalék kozotti DOTAP koncentracio
esetében a zéta potencial viszonylag allandéan novekszik. Ha
azonban a DOTAP koncentracioja nagyobb mint 50 molszazalék,

akor a zéta potencial kiegyenlitédik, és kortilbeliil +60 mV maxi-
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mumot ér el pH=7-7,5 k6z6tti értéknél. A 2. és 3. tablazat eredmé-
nyeibdl készult grafikonok hiperbolikus gérbék (2. és 3. abra),
amik laposak maradnak, ha a zéta potencialt kiilonb6z6 puffer-
rendszerekben mérjuk. Bar az abszolut zéta potencial enyhén
megvaltozik egy masik pufferben, az eredményekbél kapott
grafikon hiperbolikus alakja megmarad.

Az adatok azt mutatjak, hogy egy szupramolekularis for-
macioban (azaz példaul egy liposzomaban) a nettd pozitiv téltés és
a kationos komponens ké6zétti kapcsolat nem linearis (2. abra). A
60 molszazalék folétti DOTAP koncentracioban a zéta potencial
egy platéban végzddik, azaz ha tovabb néveljiik a kationos kompo-
tanik, hogy van a téltés-stiriségnek egy maximuma, ami f6lott a
kationos komponens tovabbi hozzaadasanak nincs elénye. Ha a
terapias, képalkoto vagy diagnosztikai agensek zéta potencialjat e
f6lé a zéta potencial f6lé néveljuk, akkor ez valészintileg néveli a
megcelzott hely(ek)tol eltérd szovetekhez valo aspecifikus kétédést,
és ezzel a toxicitast, valamint mas mellékhatasokat. Névelheti a
kitirtilés sebességét is, ezzel csokkentve a célzott helyen elérheté
hatékony dozist.

Ezeknek az adatoknak az alapjan a jelen talalmany szerint
elédnyben részesitett terapias, képalkoto, vagy diagnosztikai agenst
olyan formaban szereljuk ki, hogy optimalizaljuk szelektiv asszoci-
talalmany szerzdi meglep6 modon kideritették, az ilyen agensek

részecske formajaban kialakul6 zéta potencialjanak az alatt a pont
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alatt kell maradnia, ami f6lé emelve a zéta potencialt, az nem
eredmeényez egy megfelelé névekedést az angiogén endotelialis sej-
tekbe, vagy az ilyen agensek akkumulalodasat az aktivalt vaszku-
laris helyeken. Ilymédon elérheték a szelektiv akkumulacié elé-
nyei, és az ilyen agensek aspecifikus koétédése és mellékhatasai
minimalizalhatok.

Tehat példaul a jelen talalmany szerinti diagnosztikai, képal-
koto és terapias készitmények elénydsen olyan netté zéta poten-
cialt hoznak létre, ami a +25 mV és 100 mV kozotti tartomanyba
esik kortlbelil 0,06 mmol/l kalium-klorid oldatban kortilbeliil
7,5-6s pH-n, vagy van egy kationos komponenstik kériilbeliil 20-
60 molszazalék tartomanyban, az ismertetett koérulmények kozott.
Elényésen a +25 mV és 100 mV kozétti tartomanyt hasznaljuk ké-
ralbelil 0,05 mmol/l kalium-kloridban kértilbelil 7,5-6s pH-n,
vagy egy kationos komponenst hasznalunk, kortilbelil 25-50 moél-
szazalékban. Elénydsebben a +25 mV és 55 mV koézétti tarto-
manyt hasznaljuk kértilbeltil 0,05 mmol/l kalium-kloridban ké-
rulbelul 7,5-6s pH-n. Az a legelénydsebb, ha a +30 mV és 50 mV
ko6zotti tartomanyt hasznaljuk kértilbeltil 0,05 mmol/1 kalium-klo-
ridban kérulbeltil 7,5-6s pH-n. Tehat azoknak a liposzémaknak az
esetében, amiket DOTAP-pal és semleges lipidekkel formulaztunk,
a DOTAP optimalis mennyisége koértilbelill 20-60 molszazalék
ko6z6tt van, elénydsebben kortilbeltil 35-50 molszazalék kozott.

Altalanossagban, a 2. és 3. abran bemutatott eredmények
alapjan az az elény6s, ha a kationos komponens mennyisége leg-

alabb 25 molszazalék, és legfeliebb 60 molszazalék. A 2. és 3.
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abran az lathaté, hogy 0-50 mélszazalék kozott a megfelel6 zéta
potencial linearisan noévekszik. 25 molszazalék alatt a megfelel6
zéta potencial a gorbe als6 felénél van. Ennek kévetkeztében az
angiogén endotelidlis sejtek becélzasa esetleg nem megfelel6 az itt
megfontolt célokhoz. 60 moélszazalék f5l6tt nem sok szelektiv cél-
zast kapunk. Tehat a kationos komponens 60 mélszazaléka az
elényben részesitett felsé hatar. A felvételi gorbék inflexiés pontjat
is figyelembe vehetjiik az optimalis kiszerelési forma kialakitisa-
hoz. A gorbe inflexiGjanak optimalis régioja elényodsen kortilbeltil
+10 mV az inflexiés pontnal mért zéta potencialtol, vagy koérulbeltil
+ 10 molszazalék a kationos komponensnek az inflexiés pontban
mert koncentraciéjatol.

Bar a zéta potencial alkalmazhaté a kolloid részecskékre,
ugyanaz a cé€lzé tulajdonsag figyelheté meg a kationos moleku-
laknal. A jelen talalmanyban az elényben részesitett izoelektromos
pont 7,5 {616tt van.

A jelen talalmanyban megfontolt mas kationos lipidek példai
k6z€é tartoznak, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
kovetkezék: DDAB (dioktadecil-dimetil-amméniumbromid), DC-
Chol (SB[N—(N',N’—dimetilaminoetén)—karbamoil)] koleszterin,

DOSPER (1 ,3—dioleoil—2—(6—karboxi—spermil)—propilarnid).

C. A pozitiv téltésti molekulak szelektiv célzasa in Vlvo az

angiogén endotelidlis sejtekhez

A jelen talalmany emellett azon a megfigyelésen is alapul,

hogy a toltétt dextranoknak a kétési affinitasa az aktivalt vaszku-
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laris helyhez, specifikusan a tumor helyénél talalhaté angiogén
vaszkularis endotelialis sejtekhez in vivo, néveli a molekula netté
pozitiv toltését. Amint az a 4A-C. abrakon lathato, a netté pozitiv
toltésti dextran molekulak szelektivitasa nagyobb, mint azoké a
megfelel6 molekulaké, amik semlegesek, vagy negativ toltésuek. A
jelen talalmany szempontjabél a negativ dextranok pl értékét ko-
ralbelil haromnak gondoljuk; a semleges dextranoké kértilbeltil
7, a pozitiv dextranoké koértulbeliil 10. Az itt bemutatott eredmé-
nyek azt jelzik, hogy a kationos makromolekulak tapadnak a ne-
gativ téltésu kotShelyekhez, amik a sejt felszinén, vagy az endo-
télium glycocalyx-an talalhaték, ami az ilyen agensek megnétt lo-
kalis koncentracidjat tiikkrézi egy aktivalt vaszkularis helynél, vala-
mint egy lokalis koncentracié gradienst, ami elényben részesiti az

ilyen konstrukciok extravazaciéjat a viszonylag szivargé endoteli-

alis sejtfalon, és a megcélzott szévetbe.

D. Vaszkularis permeabilitas a human tumor xenograft-

ban: molekularis téltés-dependencia

A normal szévetekben a luminalis endotelialis membran ne-
gativ toltésti [Curry és mtsai: Am. J. Physiol. 257, H1354 (1987);
Turner és mtsai: Microvasc. Res. 25, 205 (1983); Baldwin és
mtsai: Microvasc. Res. 42, 160 (1991)]. Tehat ez korlatozza az
anionos molekulak extravazaciéjat, amint azt demonstraltak in
vitro a tenyésztett endotelialis sejt egysejtrétegekben [Sahagun és
mtsai: Am. J. Physiol. 259, H162 (1990)], valamint szamos kulén-

b6z6 normal szdvetekben [Jain és mtsai: Microcirculation 4, 1



38 o e

(1997)]. Amint azt az el6z6kben megjegyeztiik, Adamson és
munkatarsai demonstraltak, hogy az o-laktalbuminnal (molekula-
suly=14,176; nett6 toltés —10) szemben mutatott mikrovaszkularis
permeabilitas kortilbeliil 50%-a a ribonukleazénak (molekulasuly=
13,683; netto toltés +4), ami azt sugallja, hogy egy pozitiv téltésti
molekula mikrovaszkularis permeabilitasa normal szovetekben
magasabb, mint a negativ téltéstieké. Az anionos makromolekulak
szallitasanak korlatozasa elengedhetetlen ahhoz, hogy a testben
fenntartsuk a folyadék homeosztazist, az ozmotikus hatas kévet-
keztében [Curry és mtsai: Mechanism and Thermodynamics of
Transcapillary Exchange. In: Handbook és Physiology, Sect 2., The
Cardiovascular System, Vol. IV, The Microcirculation, 309-374.
oldal; szerk.: Renkin, E.M. és Michel, C.C., American Physiological
Society: Bethesda (1984)].

Azonban a tumoros véredények szignifikansan eltérnek a
normalis véredényektdl. A molekularis téltés szerepe a tumor vér-
edény falan keresztiil valo transzportban még nem ismert. A jelen
talalmanyban ismertetjiik a molekularis téltésnek a szerepét a tu-
mor veredény korlatokon valé transzport folyamatokban.

A jelen talalmany részben azon a megfigyelésen alapul, hogy
a pozitiv téltésti molekulak nagyobb koncentraciéban akkumu-
lalédhatnak szilard tumorok angiogén véredényeiben, mint a ha-
sonlo méretli, de semleges vagy negativ toéltésu vegytiletek. A
magasabb akkumulaciét kévetéen ezek a pozitiv toltésti moleku-
lak gyorsabban extravazalhatnak az ilyen tumor véredényekbél a

tumorszoévetekbe. A 4. tablazat (5. peélda) azt mutatja, hogy a
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kationizalt BSA (pI-tartomany: 8,6-9,1) és az IgG (pl: 8,6-9,3) tu-
mor vaszkularis permeabilitasa t6bb mint kétszer magasabb (4,25
és 4,65x10-7 cm/s), mint az anionizalt BSA-é (pI kértilbelul 2,0;
1,11x107 cm/s) és IgG-é (pl kériilbelil 3,0-3,9; 1,93%x10-7 cm/s).
Ennek megfeleléen a kationizalas, ami néveli egy molekula zéta
potencialjat vagy pl értékét, hatékony megkézelitési mod lehet
ahhoz, hogy diagnosztikai és terapias agensek, valamint géntera-
pias vektorok vagy mas makromolekulak bejuttatasat javitsuk a

szilard tumorokba.

E. Semleges és kationos, Rhodaminnal jelzett liposzomak

felvétele endotelialis sejttenyészetekkel (HUVEC)

A jelen talalmany tovabba azon a megfigyelésen is alapul,
hogy a semleges és kationos, rodaminnal jelzett liposzéomak
HUVEC altal valé felvétele 6sszhangban van az elézékben targyalt
adatokkal, amikben a zéta potencialt és a DOTAP mélszazalékat
hoztuk korrelaciéba. Amint az az 5A. abran lathato, a fluoresz-
cencia intenzitasa viszonylag allandéan né 0 és 50 moélszazalék
DOTAP koncentracié kézétt. 50 molszazaléknal nagyobb DOTAP
koncentraciénal a fluoreszcencia intenzitasa allandéva valik.
Ezeknek az adatoknak az alapjan a jelen talalmany szerz6i meg-
fontoltak, hogy a jelen talalmany szerinti médszerekben és készit-
menyekben val6 felhasznalasra szant liposzémak elénybdsen kortil-
belil 20-60 moélszazalék DOTAP-ot vagy mas kationos lipidet tar-
talmaznak, azzal a céllal, hogy az endotelialis sejteket fiziologias

PH-n becélozzuk, illetve elénydsebben kérilbelill 50 mélszazalékot
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tartalmaznak. Az 5B. abra, ami a fluoreszcencia intenzitasat
mutatja a zéta potencial fliggvényében, azt mutatja be, hogy a
HUVEC sejtekben mért fluoreszcencia intenzitas és a zéta poten-
cial k6zotti 6sszefliggés linearis. Tehat, ha a jelzett liposzoéma zéta
potencialjat nem néveljik tovabb, akkor a jelzett liposzémak

HUVEC altal valo felvétele nem fokozodik.

F. A vegyuletek moédositasa, azzal a céllal, hogy noéveljiik

toltésuket (azaz izoelektromos pontjukat vagy zéta potencialjukat)

A diagnosztikai, képalkoto és terapias agensek izoelektromos
pontjanak és zéta potencialjanak névelésére szamos kiilénbozd
technika ismert, az ilyen anyagokbél szarmazékok készitésével,
vagy mas modon valo modositasaval. Példaul Morgan és munka-
tarsai, valamint Khawli és munkatarsai ktilénbézé technikat irnak
le a fehérjekészitmények moédositasara, azzal a céllal, hogy befo-
lyasoljak nett6 toltéstiket [Morgan és munkatarsai: 5,322,678
(1994) és 5,635,180 (1997) szamu Amerikai Egyesult Allamok-beli
szabadalmi leiras; Khawli és munkatarsai: 5,990,286 szamu
Amerikai Egyestlt Allamok-beli szabadalmi leiras (1990)]. Hason-
l6képpen, Rok és munkatarsai kiilénbozo terapias kiszerelési for-
makat ismertetnek, amikben egy aktiv adalékanyaghoz egy hor-
dozé molekulat médositottak [Rok és mtsai: Renal Failure 20(2),
211-217 (1998)].

A termékek moédositasara, szarmazékképzésére és rekombi-
nans uton valé expresszalasara szolgalé ilyen technikak altalaban

hasznalhatok ellenanyagokra, ellenanyag fragmensekre, néveke-
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dési faktorokra, hormonokra valamint mas fehérje aktiv agensek-
re. A modositasra €s szarmazékképzésre mas technikak is nyil-
vanvaléak, amikkel kiilénb6z6 célzé és hordozé egységek (amikhez
egy aktiv adalékanyagot lehet hozzakapcsolni) téltését (izoelektro-
mos pontjat) novelni lehet. Az ilyen hordozok kézé tartoznak pél-
daul a kulénboz6 polimerek, amik kozé tartozik a polivinil-pirroli-
don, a piran kopolimer, a polihidroxi-propil-metakrilamid-fenol, a
polihidroxietil-aszpartamid-fenol, vagy a palmitoil csoportokkal
helyettesitett polietilénoxid-polilizin. A j6l hasznalhaté kationképz6
agensek kozé tartozik az etiléndiamin az EDCI reakcién keresztiil,
a fehérjén egy karboxi-csoporttal. Az egyik specifikus példa a
hexametiléndiamin. Vannak mas kationos agensek is, anélkiil,
hogy ezekre korlatoznank magunkat: hexametiléndiamin, trietilén-
tetraamin, 4-dimetilamino-butilamin, N,N-dimetilaminoetil-amin
és a dimetilamino-benzaldehid.

Emellett a jelen talalmany szerinti, megfelelé netté pozitiv
zéta potenciallal rendelkezé aktiv adalékanyagok kapcsolhatok
biologiailag lebomlo kopolimerek egy osztalyahoz is, amik jél hasz-
nalhatok egy gyogyszer hatéanyag szabalyozott felszabadulasanak
elérésére, mint példaul a politejsav, poliglikolsav, a politejsav és a
poliglikolsav kopolimerjei, a poliepszilon-kaprolakton, a polihid-
roxivajsav, a poliortoészterek, a poliacetalok, a polihidroxipiranok,
a policianoakrilatok €s a hidrogélek keresztkotéses vagy amfipa-
tikus blokk kopolimerjei. A polimerek és a félig atereszté polimer
matrixok  kulénb6zé alaka  készitményekké, azaz példaul

stentekké, csovekké és hasonlokka formazhatok.
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Azoknak a szakértéknek, akik Jartasak a vegytiletek médo-
sitasaban, azzal a céllal, hogy modulaljak nett6 téltéstiket, mas
relevans modositasi technikak is ismerések lesznek.llyen példaul
a Gyory és munkatarsai publikaciéjaban ismertetett eljaras,
amiben készitményeket és médszereket irnak le a gyogyszer hato-
anyagok pozitiv toltésének névelésére, bar féleg azzal a céllal, hogy
fokozzak transzdermalis bejuttatasukat, de az ismertetett tech-
nikak relevansak a jelen talalmany szerinti készitményekhez és
modszerekhez is [Gyory és mtsai: 5,990,179 szamu Amerikai
Egyesult Allamok-beli szabadalmi leiras (1999)].

Azok a diagnosztikai, képalkot6 és terapias agensek, amik
esetében hasznos lehet a modositas, azaz toltésiik noévelése, a
koévetkezok lehetnek, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magun-
kat: eéterlipidek, alkil-lizolecitinek, alkil-lizofoszfolipidek, lizolipi-
dek, alkil-foszfolipidek. Kimutattak, hogy ezek az agensek cito-
sztatikusak, és egy membran kettésréteg, vagy liposzéma készit-
meény egy részét képezhetik. Ilyen agensek az alabbiak lehetnek,
anelkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, 1-O-oktadecil-2-O-
metil-rac-glicero-3-foszfokolin, 1-O-hexadecil-2-O-metil-sn-glice-

rin, hexadecil foszfokolin és oktadecilfoszfokolin.

G. Diagnosztikai és jelold jeldlések

A jelen talalmany egyik targya, hogy a pozitiv toltésti mole-
kulak diagnosztikai markerként hasznalhaték tumorok leképezé-
sére, amik az angiogén endotelialis sejtek névekedését indukaltak.

A jelen talalmany elényben részesitett alkalmazasa képalkotasi
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célokra magaban foglalja a magneses rezonancia, mint diagnosz-
tikai eszk6z hasznalatat. A liposzomas formaban valé beadasra al-
kalmas agensek esetében a szaktertileten Jartas szakember ismeri
a liposzomak eléallitasara szolgalé kiiléonbdzé protokollokat, amely
agensek szamos kuilénb6z6 kationos és nem-kationos kompo-
nenssel szerelhet6k ki, olyan liposzomakat allitva elé, amik egy
elényben részesitett zéta potenciallal rendelkeznek, az elézékben
ismertetett modon [Szoka és mtsai: Ann. Rev. Biophys. Bioeng, 9,
467 (1980)]. Az endotelialis sejteket becélzo magnetoszomak is els-
allithaték ugy, hogy ugyanazokat a kationos és nem-kationos ve-
gyuleteket hasznaljuk, amiket az el6zékben ismertetett lipo-
szomalis készitményekhez hasznaltunk. A nagy molekulakhoz,
foleg fehérjékhez, mas megfelelé technikak, azaz példaul az
el6zokben ismertetett technikak hasznalhatok olyan agensek els-
allitasara, amiknek az izoelektromos pontja az elényben részesitett
tartomanyban van. Hordozok, azaz példaul biopolimerek, mikro-
emulzidk, vasoxid részecskék hasznalhatok olyan agensek el6alli-
tasara, amik az elényben részesitett izoelektromos pontokkal ren-
delkeznek. Egy masik valtozat szerint az agens kationizalassal mé-
dosithato.

A szaktertlleten jartas szakember szamara az is nyilvanvalo,
hogy a magneses rezonancian alapulé képalkotas (MRI) jelenleg az
egyik legérzékenyebb, nem invaziv modja a test lagy szévetei leké-
pezésének. Egy CT szkenneléssel vagy hagyomanyos réntgen-
felvétellel ellentétben az ilyen tipusu letapogato berendezés nem

alkalmaz sugarzast; ehelyett inkabb magneses mezét alkalmaz,
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ami kolcsénhatasba 1ép a test Osszes szévetében és folyadékaban
megtalalhat6 vizben levé hidrogénatomokkal. Egy MRI letapogatas
soran szamitogépek alakitjak a kilonbézé hidrogénmagok megno-
vekedett energijjat a vizsgalt szdvet Keresztmetszeti képeivé. A
letapogatasi eljaras nagyon érzékeny, és gyakran kimutat ilyan tu-
morokat is, amiket egy CT letapogatassal nem lehet kimutatni.
Szamos kiilénb6z6 szévet és tumor képezhet6 le MRI-vel, beleért-
ve, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az agyat, az
emléket és a test barmelyik lagyszoévetében (beleértve a majat, a
hasnyalmirigyet, a petefészkeket, stb.) barmelyik szilard tumort.
Ahhoz, hogy fokozzuk az MRI (valamint a CT) letapogatasok
érzékenységét, kiilonbozé kontrasztanyagokat hasznalnak. Bar a
»makromolekularis MRI kontraszt kézegek” (MMCM) mar egy ideje
ismertek, ezeket a koézegeket csak tijabban kezdték el diagnosz-
tikai célokra hasznalni [Kuwatsuru és mtsai: Magn. Reson. Med.
30, 76 (1993)]. Szamos kiilénb6zé vegylletcsoportnak van meg az
a lehetésége, hogy az MRI-ben kontrasztanyagként lehessen hasz-
nalni. Ezek ko6zé tartoznak a Szuperparamagneses vasoxid ré-
szecskék, a nitroxidok, és a paramagneses fémkelatok [Mann és
mtsai: In: Handbook of Metal-Ligand Interactions in Biological
Fluids: Bioorganic Medicine, 2, szerk.: Berthon, G., Marcel Dekker
Inc., New York, N.Y. (1995)]. Altalaban elényben részesitenek egy
erés paramagneses fémet. A paramagneses lantanidak és &t-
meneti fémionok in vivo toxikusak. Ezért ezeket a vegytleteket
szerves ligandumokkal képezett kelatokba kell bevinni. Ha a jelen

talalmany szerint javitjuk az ilyen kelatba vitt fémek célzasat az
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angiogén endotelidlis sejt szomszédsagaba, akkor lehetséges a
képalkot6 készitmény egyébként sziikséges 6ssz-dozisanak csok-
kentése.

Az elfogadhat6 kelatok a szaktertileten ismertek. Ezek kozé
tartoznak az alabbiak: 1,4,7,10—tetraazaciklododekén—N,N‘,N”,N”-
tetraecetsav (DOTA); 1,4,7,10—tetraazaciklododekén—N,N',N”-
triecetsav (DO3A); 1,4,7—trisz(karboximetil)-10—(2-hidroxipropil)—
1,4,7,10-tetraazaciklododekan (HP-DO3A); dietiléntriaminpenta-
ecetsav (DTPA); polimerekhez (azaz példaul poli-L-lizinhez vagy po-
lietiléniminhez) kapcsolt DTPA; és szamos mas. A kelatképzéshez
szamos kulénb6z6 paramagneses fém alkalmas. Azok a megfelel6
fémek, amiknek az atomszama 22 és 29 kézétt van (a szélsé
értékeket is beleértve), 42, 44 és 58 és 70 kézott van (a szélsd
ertékeket is beleértve), és oxidaciés allapotuk 2 vagy 3. Azokat ré-
szesitjuk elényben, amiknek az atomszama 22 és 29 kézdtt van (a
sz€ls6 értékeket is beleértve), és 58 és 70 kodzott van (a szélsd
ertékeket is beleértve), és ezek kéziil is inkabb azokat részesitjuk
elényben, amiknek az atomszama 24 és 29 koézétt van (a szélsé
ertékeket is beleértve), valamint 64 és 68 kozott van (a szélsé
értékeket is beleértve). Ilyen fém példaul a krém (Ill), a mangan
(I), a vas (II), a kobalt (II), a nikkel (I), a réz (II), a praesodymium
(IlT), a neodymium (Ill), a szamarium (Il), a gadolinium (III), a
terbium (Ill), a diszprozium (III), a holmium (III), erbium (III) és
itterbium (III). A krém (III), mangan (II), vas (IlI) és gadolinium (1)
ionok kulénésen elényben részesitettek, ezek kézul a gadolinium

(II)-at részesitik leginkabb elényben. Az ilyen paramagneses
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agensekrél tovabbi informacié példaul a WO 94/27498 szamu
publikalt PCT szabadalmi leirasban talalhaté.

A tumorok leképezésére hasznalt kontraszt anyagokat tipi-
kus esetben parenteralis titon adjuk be, azaz példaul intraveé-
nasan, intraperitonealisan, szubkutan, intradermalisan vagy int-
ramuszkularisan. Tehat a kontraszt anyagot olyan készitmény for-
majaban adjuk be, ami tartalmazza a kontraszt anyag oldatat, az
anyagot megfelel6 oldatban feloldva vagy szuszpendalva, altalaban
vizes hordozéban. Az MMCM koncentracidja fiigg a kontraszt
anyag erdsségétdl, de tipikus esetben kértilbeliil 0,1 pmol/kg és
kértlbeltl 100 pmol/kg kozott valtozik. Szamos kilonbo6zd vizes
hordozo ismert, azaz példaul a viz, a pufferelt viz, 0,9% sooldat,
5% glukoz, 0,3% glicin, hialuronsav és hasonlék. Ezeket a készit-
meényeket hagyomanyos, jél ismert sterilezési technikakkal ste-
rilezhetjlik, vagy sterilre sztirhetjiik.

Brasch és munkatarsai ismertetik az egy nagy gerinchez
kapcsolt kontraszt agensek hasznalatat makromolekularis kont-
raszt kozeg leképezéshez (MCMI), ami egy mennyiségi modszer a
tumorok, pontosabban az emlétumorok mikrovaszkularis permea-
bilitasanak becslésére (Brasch és mtsai: 6,009,342 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leiras). A gerinc lehet
fehérje, azaz példaul albumin, polipeptid, azaz példaul poli-L-lizin,
egy poliszacharid, egy dendrimer, vagy egy merev szénhidrogén
vagy mas vegytilet, aminek kicsi a molekulasulya, de nagyobb az

effektiv molekularis mérete. Az elényben részesitett gerincek olyan
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vegyuletek, amik, ha egy gélszlirési matrixon bocsatjak at éket,
akkor egy 30 kDa-os peptidhez hasonlé modon viselkednek.

A tumorok leképezésének mas modszerei kozé tartozik a CR
letapogatas, a pozitron emisszios tomografia (PET) és a radioaktiv
atommagok leképezése. A CT letapogatasokhoz hasznalt kontraszt
anyagok kozé tartozik minden molekula, ami gyengiti a ront-
gensugarat. Amint az a leképezés tertuiletén jartas szakember
szamara ismert, a pozitron emissziés tomografiahoz és a radio-
aktiv atommagokkal végzett leképezéshez révid felezési idejii radi-
oaktiv izotopokat hasznalnak. Hasonloképpen, az ismert, hogy
minden pozitront emittalé izotép j6l hasznalhaté kontraszt anyag-
ként a pozitron emissziés tomografiaban, és minden gamma su-
garzast emittalo anyag j6l hasznalhat6 a radioaktiv atommagokkal
végzett képalkotashoz.

Az ultrahangos képalkotas egy masik modszere a test leké-
pezésének diagnosztikai célokbol. Az ultrahang kontraszt anya-
goknak két altalanos tipusa van: a pozitiv kontraszt agensek és a
negativ kontraszt agensek. A pozitiv kontraszt agensek visszaverik
az ultrahang energiajat, és ezzel pozitiv (vilagos) képet adnak.
Ennek megfeleléen, a negativ kontraszt agensek fokozzak az atha-
toloképességet, vagy szonolucenciat, ezzel negativ (s6tét) képet
hoznak létre. Szamos kiilénb6z6 anyagot — gazokat, folyadékokat,
szilard anyagokat, €s ezek kombinaciéit - vizsgaltak, mint poten-
cialis kontraszt-fokozé agenseket. Az 5,558,854 szamu Amerikai
Egyesult Allamok-beli szabadalmi leirasban ismertetett szilard ré-

szecske kontraszt agensek kozé tartoznak, anélkil, hogy ezekre
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korlatoznank magunkat, az IDE részecskék és az SHU454. A
0231091 szamu Eurdpai szabadalmi bejelentésben erésen fluoro-
zott szerves vegyuleteket tartalmazo olaj-a-vizben emulziokat
ismertetnek, amikkel fokozott kontrasztot lehet biztositani egy ult-
rahangos képen. A perfluorooktil bromidot (PFOB) tartalmazé
emulziokat is vizsgaltak mint ultrahangos képalkoté agenseket. A
4,900,540 szamu Amerikai Egyestuilt Allamok-beli szabadalmi
leirasban ismertetik a foszfolipid alapu liposzémak hasznalatat,
amik kontraszt-fokozé agensként gazt vagy gaz prekurzort tartal-
maznak.

Emellett jelzett monoklonalis ellenanyagokat hasznaltak a
megbetegedett vagy karosodott szévetek lokalizalasara. A hasznal-
hato jeldlések kozé tartoznak a radioaktiv izot6pok, a fluoreszcens
Jjel6lések és a biotin jeldlések. A lokalizacios vizsgalatokhoz alkal-
mas ellenanyag vagy ellenanyag fragmensek jelolésére hasznalha-
to radioaktiv izotopok kézé tartozna a gamma-sugarzok, a pozit-
ron-sugarzok, a réntgen-sugarzok és a fluoreszkalok. Az ellena-
nyagok jelolésére alkalmas radioaktiv izotopok kozé tartozik a jod-
131, a j6d-123, a jod-125, a jod-126, a jod-133, a brom-88, az in-
dium-111, az indium-113m, a gallium-67, a gallium-68, a ruténi-
um-95, a ruténium-97, a ruténium-103, a ruténium-105, a hi-
gany-107, a higany-203, a rénium-99m, a rémium-105, a rénium-
101, a tellurium-121m, a tellurium-122m, a tellurium-125m, a
thulium-165, a thulium-167, a thulium-168. a technécium-99m
és a fluor-18. A halogéneket t6bbé-kevésbé egymas helyett is lehet

jelélésként hasznalni, mivel a halogénnel Jjelzett ellenanyagok
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és/vagy a normal immunglobulinok lényegében azonos kinetikaval
és megoszlassal, valamint metabolizmussal rendelkeznek. A
gamma-sugarzokat, azaz az indium-111-et és a technécium-99m-
et részesitik elényben, mivel az ilyen radioaktiv fémek egy gamma
kameraval mutathatok ki, és az in vivo képalkotashoz elényds
felezési id6vel rendelkeznek. Az ellenanyag jelezhetjuk indium-
111-gyel vagy technécium-99m-mel, egy konjugalt fémkelator,
azaz peldaul DTPA (dietiléntriaminpentaecetsav) alkalmazasaval
[Krejcarek és mtsai: Biochemical and Biophysical Research
Communications 77, 581 (1977); Khaw és mtsai: Science 209, 295
(1980); 4,472,509 és 4,479.930 szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi leiras] A monoklonalis ellenanyagokhoz
valo konjugaciéra alkalmas fluoreszcens vegytiletek kézé tartozik a
fluoreszcein natriumso, a fluoreszcein-izotiocianat valamint a
Texas Red szulfonil-klorid [DeBelder és mtsai: Carbohydrate
Research 44, 254-257 (1975)).

A jelen talalmanyben megfontoltuk nem-fluoreszkalo festék,
azaz példaul a patent blue V hasznalatat is. Hirnle és munkatar-
sai leirjak a patent blue V liposzomakba valé kapszulazasat

[Hirnle és mtsai: Lymphology 21, 187 (1988)].

H. Terapias kiszerelési formak és bejuttatdo rendszerek

A jelen talalmany szerinti kiszerelési formak kézé tartoznak,
anélkul, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a terapias, diag-
nosztikai és képalkoto készitmények. A megfontolt készitmények

tartalmazhatnak egy aktiv adalékanyagot, azaz példaul egy cito-
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sztatikus vagy citotoxikus agenst. A citosztatikus vagy citotoxikus
agensek kozé tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank ma-
gunkat, a taxanok, a szervetlen komplexek, a mitézis inhibitorok,
a hormonok, az antraciklinek, az antibiotikumok, a topoizomeraz
inhibitorok, a gyulladascsékkenté agensek, az alkaloidok, az inter-
leukinok, a citokinek, a névekedési faktorok, a fehérjék, a pep-
tidek, a tetraciklinek és a nukleozid-analégok. A taxanok specifi-
kus példai a paclitaxel és a docetaxel. A szervetlen komplexek tipi-
kus példaja a ciszplatin. Az antraciklinek specifikus példai a dau-
norubicin, a doxorubicin és az epirubicin. Az angiogenezis inhibi-
torok specifikus példaja az angiosztatin. Az alkaloidok specifikus
példai a vinblasztin, a vinkrisztin, a navelbine és a vinorelbine. A
nukleozid-analég specifikus példak az 5-fluoro-uracil és masok. A
szintén figyelembe vett aktiv agensek kozé tartoznak a citokinek,
interleukinok, névekedési faktorok, fehérjék és ellenanyagok tera-
piasan hatasos fragmensei.

Kulonb6zé bejuttatdé rendszerek ismertek, és hasznalhaték
olyan terapias készitmények beadasara, amik tartalmaznak egy
pozitiv toltésu diagnosztikai, képalkoto vagy terapias agenst, vagy
egy pozitiv téltésti hordozét az ilyen agensekhez. Példaul a lipo-
szomakba, mikrorészecskékbe és mikrokapszulakba, valamint
magnetoszomakba val6 kapszulazast szamos kt1lénbozé diagnosz-
tikai, képalkoto és terapias termékekre leirtak. Néhany esetben
ezek a kiszerelési formak receptorok altal végzett endocitézist
eredményeznek [Wu és Wu: Journal of Biological Chemistry 262,
4429-4432 (1987)]. Az ilyen készitmények egy alanyba valé bea-
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dasanak megfelel6 modszerei kézé tartoznak, anélkiil, hogy ezekre
korlatoznank magunkat, az intradermalis, intramuszkularis, int-
raperitonealis, intravénas, intraarterialis, szubkutan, intranazalis,
epiduralis €s oralis beadasi médszerek. Egy masik valtozat szerint
a szisztémas beadasi moédszerek kézé tartozik a transzmukozalis
és transzdermalis beadasi moéd, penetransokat, azaz példaul
epesavakat vagy fuzidinsavat vagy mas detergenseket hasznalva.
Emellett a terapias készitményeket kozvetlen intratumoralis injek-
cioval is beadhatjuk egy tumor helyére.

A jelen talalmany szerinti készitményeket beadhatjuk bar-
melyik hagyomanyos tuton, példaul infaziéval vagy bolus injekci-
oval, az epitelidlis vagy mukokutan rétegeken (azaz példaul szjj
nyalkahartya, végbél és vékonybél nyalkahartya, stb.) kereszttil
valé abszorpciéval, és beadhatjuk mas biologiailag aktiv agensek-
kel kombinalva is. A beadas lehet szisztémas vagy lokalis. Emellett
kivanatos lehet a jelen talalmany szerinti gyogyaszati készitmény
barmilyen megfelelé6 modon valé bejuttatasa a koézponti idegrend-
szerbe, beleértve az intraventrikularis és intratekalis injekciozast
is; az intraventrikularis injekci6zast megkonnyithetjiik egy intra-
ventrikularis katéterrel, amit példaul egy tarolohoz, mondjuk egy
Ommaya taroléhoz kapcsolunk. Pulmonaris beadast is hasznal-
hatunk, azaz példaul egy inhalator vagy nebulizator alkalma-
zasaval, adott esetben egy aeroszolizal6 agens hasznalataval.

Kivanatos lehet a jelen talallmany szerinti gyogyaszati készit-
meények lokalis beadasa a kezelésre szorul6 tertiletre. Ezt elérhet-

Jjuk példaul, anélkul, hogy ezekre korlatoznank magunkat, topika-



lis alkalmazassal, injekcidzassal, katéterrel, kapok alkalmazasa-
val, implantatum betiltetésével, amely implantatum lehet porozus,
nem-porozus, vagy gélszeri anyag, beleértve a membranokat, azaz
példaul a szialisztikus membranokat vagy fonalakat.

A jelen talalmany szerinti készitményeket bejuttathatjuk egy
szabalyozott felszabadulast biztosité rendszerrel is. Hasznal-
hatunk példaul egy pumpat [Medical Applications of Controlled
Release, szerk.: Langer és Wise, CRC Press, Boca Raton, Fla
(1974); Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14, 201 (1987);
Bichwald €s mtsai: Surgery 88, 507 (1980); Saudek és mtsai: The
New England Journal of Medicine 321, 574 (1989)]. A jelen talal-
many egy megvalositasi modja szerint polimer anyagok hasznalha-
tok [Medical Applications of Controlled Release, szerk.: Langer és
Wise, CRC Press, Boca Raton, Fla (1974); Controlled Drug
Bioavailability, Drug Product Design and Performance, szerk.:
Smolen és Ball, Wiley, New York (1984); Ranger és Peppas: J.
Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23, 61 (1983); Levy és
mtsai: Science 228, 190 (1985); During és mtsai: Ann. Neurol. 25,
351 (1989); Howard és mtsai: J. Neurosurg. 71, 105 (1989)].
Emellett egy szabalyozott felszabadulast biztosité rendszert a tera-
pias agens szomszédsagaba helyezhetiink [Goodson: Medical
Application of Controlled Release, 2, 115-138 szerk.: Langer és
Wise, CRC Press, Boca Raton, Fla (1984)]. Mas szabalyozott
kibocsatast biztosité rendszereket is megtargyalnak a szakiroda-

lomban [Langer: Science 249, 1527-1533 (1990)).
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A jelen talalmanyban szamos kulénb6z6, az itt bemutatott
kutatassal konzisztens gyogyaszati készitményt és kiszerelési for-
mat is megfontolunk. Az ilyen készitmények tartalmaznak egy te-
rapiasan hatasos mennyiséget egy terapias agensbdl, valamint egy
gyogyaszatilag elfogadhaté hordozobol. Az ilyen gyégyaszati hor-
dozok lehetnek steril folyadékok, azaz példaul viz és olajok, bele-
értve a petroleumot, allati vagy névényi vagy szintetikus eredeti
olajat, azaz peéldaul mogyoroolajat, szojaolajat, asvanyolajat,
szezamolajat és hasonlokat. Az elényben részesitett hordozo a viz,
ha a gyogyaszati készitményt intravénasan adjuk be. A séoldatok
€s a vizes szacharoz és glicerin oldatok is hasznalhatok folyékony
hordozokként, féleg az injekciozhato oldatokhoz. A megfelelé gyo-
gyaszati tOltéanyagok kozé tartozik a keményité, a glikéz, a
laktoz, a szacharoz, a zselatin, a malata, a rizs, a liszt, az agyag, a
szilikagél, a natriumsztearat, a glicerin-monosztearat, a talkum, a
natrium-klorid, a szaritott f6lo6zo6tt tej, a glicerin, a propilén, a
glikol, a viz, az etanol és hasonlok. A készitmény, ha sztikséges,
akkor tartalmazhat minimalis mennyiségli nedvesité vagy emul-
gealé agenst vagy pH-pufferel6 agenseket. Az ilyen készitmények
lehetnek oldatok, szuszpenziok, emulzidk, tablettak, pirulak, kap-
szulak, porok, szabalyozott felszabadulasu kiszerelési formak és
hasonlok. A készitményeket kiszerelhetjiik kupok formajaban is,
amihez hagyomanyos koétéanyagokat és hordozokat, azaz példaul
triglicerideket hasznalhatunk. Az oralis kiszerelési formak tartal-
mazhatnak standard hordozokat, azaz példaul gyogyszerészeti mi-

néségll mannitot, laktozt, keményité6t, magnézium—sztearétot,
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szacharin natriumsoét, cellulozt, magnézium-karbonatot, stb. Az
alkalmas gyogyaszati hordozokat a ,Remington’s Pharmaceutical
Sciences” cimli szakkényvben foglaltak 6ssze (szerk.: E.W.
Martin). Az ilyen készitmények a terapias készitménybél hatékony
mennyiséget tartalmaznak, elényésen tisztitott formaban, megfele-
16 mennyiségli hordozoval, hogy ezzel biztositsuk a betegnek valé
beadas megfelel6 formajat.

A teljes kiszerelési formanak illeszkednie kell a beadashoz.
Tehat példaul a jelen talalmany szerinti készitményeket rutin elja-
rasokkal formulazzuk, példaul az embereknek intravénas uton
valo beadashoz adaptalva. Tipikus esetben az intravénas bea-
dashoz hasznalt készitmények steril izoténias pufferben készitett
oldatok. Ha ez megfelel6, akkor a készitmények tartalmazhatnak
szolubilizal6 agenst, valamint egy helyi érzéstelenitét, azaz példaul
lignocaint is, hogy enyhitstik az injekciézas helyén érzett fajdal-
mat. Az adalékanyagokat altalaban vagy kiilon-kiilén, vagy
osszekeverve adjuk be, egységdoézis formajaban, példaul szaraz lio-
filezett por, vagy vizmentes koncentratum formajaban, hermetiku-
san lezart tartéedényben, azaz példaul ampullaban, felttintetve az
aktiv agens mennyiségét. Ha a készitményt infazioként kell
beadni, akkor egy infuziés palackban oldhatjuk fel, ami steril,
gyogyszerészeti minéségli vizet vagy soéoldatot tartalmaz. Ha a
beadas modja injekciézas, akkor egy ampulla steril, injekciézashoz
keszitett vizet vagy sooldatot biztosithatunk, oly médon, hogy az

adalékanyagokat a beadas elétt ésszekeverjtik.
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A jelen talalmany szerinti diagnosztikai, képalkoto és tera-
pias, egy bizonyos rendellenesség vagy allapot diagnosztizalasa-
ban, monitorozasaban, leképezésében és kezelésében hatékony
készitmények mennyisége fligg a rendellenesség vagy allapot
természetétdl, és standard klinikai technikakkal hatarozhat6 meg.
Emellett adott esetben in vivo és/vagy in vitro esszéket hasznal-
hatunk, hogy ezek segitsék meghatarozni az optimalis dézistarto-
manyokat. Barmelyik kiszerelési formaban az alkalmazandé pon-
tos dozis is fligg a beadasi moédtél, valamint a betegség vagy
rendellenesség sulyossagatol, és a gyakorlo orvos megitélése, vala-
mint az egyes betegek kéralményei alapjan kell meghatarozni. Al-
talanossagban azonban, ha ismert vegytleteket tigy moédositunk,
hogy az itt ismertetett moédszerek alkalmazasaval néveljiik netto
pozitiv zéta potencialjukat, az aktiv adalékanyag dézisa alacso-

nyabb lehet, mint a moédositatlan vegytileté.

I. A készitmények beadasa tumorok leképezése és keze-

lése céljabal

A jelen talalmany szerinti aktiv adalékanyagokat olyan bea-
dasi modot hasznalva adhatjuk be, amit a kezelé onkolégus vagy
mas kezel6orvos alkalmasnak itél. Ez a beadasi méd lehet koz-
vetlentl a tumor témegébe adott injekcid, vagy barmilyen mas
mod, ami biztositja a jelen taldlmany szerinti készitmény beju-
tasat az angiogén endotelialis sejtek szomszédsagaba. A beadott
dozis nagysaga fugg a beteg életkoratol, egészségi allapotatol, test-

sulyatdl, az egyidejuleg alkalmazott mas kezelésektél (ha van



ilyen), a kezelés gyakorisagatoél, valamint a kivant hatas természe-
tétél, amint az az onkolégusok szamara jol ismert.

A jelen talalmany szerinti eljarasok gyakorlasakor a jelen
talalmany szerinti vegytleteket hasznalhatjuk énmagukban vagy
kombinacioban, vagy mas diagnosztikumokkal, képalkoté és tera-
pias agensekkel kombinalva. Bizonyos elényben részesitett megva-
lositasi modokban a jelen talalmany szerinti vegytileteket beadhat-
juk mas vegytletekkel egyttt, amiket az altalanosan elfogadott
orvosi gyakorlatnak megfeleléen altalaban eléirnak egy ilyen alla-
pothoz, beleértve az anti-angiogén agenseket, mint példaul az
angiosztatin vagy endosztatin expressziés vektorokat vagy fehérjé-
ket, vagy mas rakellenes terapias szereket. A jelen talalmany sze-
rinti vegyuletek hasznalhatok in vivo, rendszerint emlésdkban,
azaz példaul emberekben, birkakban, lovakban, szarvasmar-
hakban, sertésekben, kutyakban, macskakban, patkanyokban és
egerekben, vagy hasznalhatjuk in vitro.

A terapiasan hatasos dozisokat vagy in vitro vagy in vivo
modszerekkel hatarozhatjuk meg. Minden, a jelen talalmany sze-
rinti vegytuilet esetében egyedi meghatarozasokat végezhetiink,
azzal a céllal, hogy meghatarozzuk a sziikséges optimalis dézist. A
terapiasan hatasos dozisok tartomanyat befolyasolja a beadas
modja, a kittizétt terapias célok és a beteg allapota, valamint pél-
daul a tumor természete, fejlédési allapota és mérete. Az injekci-
ostuvel vald injekciozas esetében feltételezhetjiik, hogy a doézis a
test folyadékaiba jut be. Mas beadasi modok esetében az abszorp-

ci6 hatékonysagat minden egyes vegytiletre egyedileg kell megha-
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tarozni, a farmakoléogiaban jol ismert médszerekkel. Ennek megfe-
lelden a kezeléorvosnak esetleg sziikséges lehet a dézis titralasa,
és a beadas moédjanak megvaltoztatasa, ha kell, hogy megkapjuk
az optimalis terapias hatast.

Mikézben az egyes személyek igényei valtozhatnak, az egyes
komponensek hatékony mennyiségei optimalis tartomanyainak
meghatarozasa a szaktertileten jartas szakember ismereteihez tar-
tozik. Az optimalis doézis altalaban azonos vagy kisebb, mint
azoknak a terapias agenseknek a megfelelé doézisa, amiket nem
modositottak vagy derivatizaltak valamilyen médon, hogy noéveljék
netto zéta potencialjukat. Az is megfontolas targyat képezi, hogy a
szelektiv célzashoz megnévekedett zéta potenciallal rendelkezé,
modositott terapias agenseknek magasabb lehet a biztonsagi
szintjuk és alacsonyabb a toxicitasuk, és magasabb doézisban
adhatok be. Altalanosabban, a jelen talalmany szerinti vegyui-
leteket beadhatjuk intravénasan, vagy parenteralisan a kortilbeltil
0,01 mg és koértulbelil 50 mg/kg, elényosen kértilbelil 0,05 mg és
koralbelul 5 mg/kg, és elény6ésebben kértilbeliil 0,2 mg és koril-
belal 1,5 mg/kg kozotti dézistartomanyon belili hatékony
mennyiségben, napi egy, ketté vagy 4 dozisra osztva, vagy folya-

matos infuzioéban.

J. A kulénbo6zo, aktivalt vaszkularis helyeket mutaté be-

tegségek kezelése és leképzése

Szamos neoplasztikus €s nem-neoplasztikus betegség léte-

zik, ami szaporodo vagy angiogén epitelialis sejtekhez kapcsolodik,
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amint azt aktivalt vaszkularis helyek bizonyos tipusaiban meg
lehet figyelni. Amint azt Davis-Smyth és munkatarsai targyaljak
publikaciéjukban, ezek a betegségek lehetnek szilard tumorok, va-
lamint kt1l6nb6z6 betegségek, mint példaul reumas arthritis, pszo-
riazis, atheroszklerozis, diabeteszes retinopatia, retrolenta fibro-
plazia, neovaszkularis glaukéma, életkorhoz kapcsolédé sargafolt
degeneraci6, hemangiomak, transzplantalt szaruhartya vagy mas
szovet immunolégiai kil6kédése, és kronikus gyulladas.

Ezeknek a betegségeknek a hagyomanyos terapiai valtozo-
ak. A rakokat példaul szamos kiilénbézé terapias szerrel lehet
kezelni. A reumas arthritist gyakran kezelik aszpirinnel, vagy az
aszpirint helyettesité hatéanyagokkal, mint példaul ibuprofénnel,
kortikoszteroidokkal vagy immunszuppressziv terapiaval [Merck
Manual, 16. kiadas, 1305-1312. oldal (1992)]. Az atheroszklero-
zis kezelése a tiineti allapotok, vagy kockazati faktorok kezelésé-
re iranyul, azaz arra, hogy csékkentsék a keringésben levéd ko-
leszterin szintjét vagy az angioplasztiat [Merck Manual, 16. kia-
das, 409-412. oldal (1992)]. A diabetesz mellitusz szamos kiilén-
b6zé allapotot képes indukalni, beleértve a diabetikus athero-
szklerozist €s a diabetikus retinopatiat, ami azzal kezelhetd, hogy
ellenérzés alatt tartjak a primer diabeteszt vagy az ehhez kap-
csolodo allapotokat, mint példaul a vérnyomast [Merck Manual,
16. kiadas, 412-413., 1106-1125. és 2383-2385. oldal (1992)]. A
pszoriazist altalaban topikalis kenécsokkel és szteroidokkal keze-
lik [Merck Manual, 16. kiadas, 2435-2437. oldal (1992)]. A retro-

lenta fibroplaziat legjobban preventiv oxigén és E-vitamin adago-
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lassal lehet kezelni, bar krioterapias ablaciéra is sziikség lehet
[Merck Manual, 16. kiadas, 1975-1976. oldal (1992)]. Az el6z6k-
bél nyilvanvalé, hogy ezeknek az angiogenezis-indukalt betegsé-
'geknek nincs kézos kezelési indikaciojuk, annak ellenére, hogy

Mas, az aktivalt vaszkularis helyekhez kapcsolédo beteg-
ségek kozé tartoznak a gyulladasos betegségek, azaz példaul a
nefritisz. Nemrég Iruela-Arispe és munkatarsai leirtak a glomeru-
laris endotelidlis sejtek részvételét a kapillaris helyreallitasaban,
amit a glomerulonefritiszre adott valasz indukal [Iruela-Arispe és
mtsai: Am. J. Pathol. 147, 1715 (1995)]. Szamos glomerularis
betegségben eléfordulhat a mesangium sulyos sértilése, ami a
matrix feloldodasahoz és a glomerularis kapillarisok karosodasa-
hoz vezet. Bar a glomerularis szerkezet roncsolédasa allandé sé-
rulést eredményezhet, néhany esetben eléfordul spontan gyogyu-
las. Iruela-Arispe és munkatarsai kimutattak az endotelialis sej-
tek szaporodasat a mesangium stlyos sériilése utan 2-14 nap-
pal, a glomerularis Kkapillarisok megjavulasaval kapcsolatban
[Iruela-Arispe és mtsai: Am. J. Pathol. 147, 1715 (1995)]. A kiin-
dulasi endotelialis sejt szaporodas kapcsolédik a bazikus fibro-
blaszt faktorhoz, és a lateralis glomerularis endotelialis sejt sza-
porodasa kapcsolodik a vaszkularis permeabilitasi faktor/endote-
lialis sejt noévekedési faktor névekedéséhez, és az flk, egy
VPF/VEGF receptor névekedéséhez. Ez azt mutatja, hogy a glo-
merularis endotelialis sejtek aktiv szerepet Jatszanak a sértilésre

adott glomerularis valaszban, és a jelen talalmany szerinti tera-
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pias, képalkoté valamint diagnosztikai készitmények jol hasznal-
hatok lehetnek a gyulladasos allapotokkal, azaz példaul a glome-
rulonefritisszel kapcsolatban.

Emellett az angiogenezis gatlasa vagy megel6zése viszonylag
uj, és globalisabb mechanizmust biztosit szamos kiilénb6z6, an-
giogenezishez kapcsol6do betegség kezelésében. Tehat a jelen ta-
lalmany egyik targya olyan agensek becélzasa, amik szelektive
akkumulalédnak az aktivalt vaszkularis helyeken, azaz példaul
az angiogén vagy szaporodo6 endotelialis sejtek szomszédsagaban,
amivel az ilyen angiogén sejtek, vagy tumorsejtek pusztulasat
okozzak, amit az ilyen sejtek angiogenezise és neovaszkulaturaja
indukal. Ebbél a szempontbdl erésen toxikus agenseket irtak le a
60/163,250 szamu, ,copending” ideiglenes Amerikai Egyestilt
Allamok-beli szabadalmi bejelentésben, amiket megfeleléen for-
maztak példaul liposzomakban, és a jelen talalmany szerint

elényben részesitett zéta potenciallal rendelkeztek.

K. Kombinaciés vagy egytitt-beadasos terapiak

Amint azt megfontoltuk a jelen talalmany targyat képezi
tovabba az itt ismertetett vegyliletek kombinacidja vagy egylittes
beadasa, a kapcsolodo inventiv modszerekkel, mas terapiakkal,
angiogenezis inhibitorokkal és/vagy mas anti-tumor agensekkel.
Az ilyen mas terapiak, angiogenezis inhibitorok és agensek jol
ismertek példaul a szemészek és onkologusok kozében. Az ilyen
mas agensek és kapcsolodo modszerek kozé - amiket a jelen talal-

many szerinti konstrukciokkal és moédszerekkel kombinaltan kell
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hasznalni - tartoznak hagyomanyos kemoterapias agensek, a be-
sugarzasos terapiak, az immunmodulaciés agensek, a génterapia,
€s szamos mas készitmény, azaz példaul immuntoxinok és anti-
angiogén készitmények, azaz példaul angiosztatin vagy endoszta-
tin hasznalata, amint azt a vonatkozé szakirodalomban ismertetik
[Parish és mtsai: 5,874,081 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli
szabadalmi leirds (1999); Thorpe és mtsai: 5,863,538 szamu
Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi leiras (1999)], vagy a
szakirodalom mas részébdl ismerheté. A jelen talalmanyra és az
angiogenezishez kapcsolodé betegségek (amiket példaul az
elézékben targyaltunk) hagyomanyos terapiaira alapulé kombi-

naciokat vagy egytittes kezeléseket is megfontoltuk.

L. Sebgyogyulas

Az is kifejezetten végiggondoltuk, hogy a jelen talalmany sze-
rinti készitmények és kiszerelési formak szelektive iranyithatok,
hogy javitsuk a sebek, vagy mas ilyen vaszkularis helyek kezelését
azzal a céllal, hogy javitsuk a gyogyulasi folyamatot, az aktivalt
vaszkularis helyekhez kapcsolodé patolégias allapotok kezelésével
szemben.

A névekedeési faktorok, azaz példaul a fibroblaszt névekedeési
faktor €s a vérszint endotelialis sejt névekedési faktor elésegiti a
sejtek szaporodasat és differencialédasat a normalis sebgyoégyulasi
folyamatban. A fibroblaszt névekedési faktor csaladba hét polipep-
tid tartozik, amikrél kimutattak, hogy stimulaljak a szaporodast a

kulénbozé sejtvonalakban, beleértve az endotelialis sejteket, fibro-
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blasztokat, simaizomsejteket és epidermalis sejteket. A csalad
tagjai a savas fibroblaszt névekedési faktor (FGF-1), a bazikus fib-
roblaszt névekedési faktor (FGF-2), az int-2 (FGF-3), a Kaposi
szarkoma névekedési faktor (FGF-4), a hst-1 (FGF-5), a hst-2
(FGF-6) és a keratinocita névekedési faktor (FGF-7) [Baird és
Klagsbrun: Ann. NY Acad. Sci. 638, xiv (1991)]. A vaszkularis
endotelialis névekedési faktor (VEGF) , ami vaszkularis permeabi-
litasi faktor (VPF) néven is ismert, egy erdsen szelektiv mitogénje a
vaszkularis endotelialis sejteknek [Ferrara és mtsai: Endocr. Rev.
13, 19 (1992)]. Kideritették, hogy a VPF felelés a plazma fehér-
jékkel szembeni allandoé mikrovaszkularis hiperpermeabilitasért,
meg a sérulés leallitasa utan is, ami a normalis sebgyogyulas jel-
lemz6 tulajdonsaga. Ez azt sugallja, hogy a VPF fontos szerepet
Jatszik a sebgyégyulasban [Brown és mtsai: J. Exp. Med. 176,
1375 (1992)].

A sebgyogyitashoz a névekedési faktorokat liposzomakba
kapszulazhatjuk, és a megcélzott pontba a liposzéma készitmény
lokalis injekci6zasaval juttathatjuk el. A liposzémak kereskedelmi
forgalomban beszerezhet6k, szamos kiilénbézé szallitétol. Egy ma-
sik valtozat szerint a liposzomakat eléallithatjuk a szaktertileten
Jartas szakember szamara ismert moédszerekkel (lasd példaul a
4,522,811 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
leirast). Az 5,879,713 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli sza-
badalmi leirasban ismertetik a liposzéma kiszerelési formak eléal-
litasat, megfelel6 lipid(ek) azaz példaul sztearoil-foszfatidil-eta-

nolamin, sztearoil-foszfatidil-kolin arachidoil-foszfatidil-kolin és
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koleszterin) szerves oldészerben valo feloldasaval, amit azutan be-
parlunk, aminek eredményeképpen a megszaradt lipid szaraz
filmje marad hatra a tartéedény belsé feliiletén. Az aktiv adaléka-
nyagnak, vagy monofoszfatjanak, difoszfatjanak és /vagy trifoszfat-
janak vizes oldatat vissziik be azutan a tartoedénybe. A tarto-
edényt azutan kézzel forgatjuk, hogy a lipid-anyagot felszabadit-
suk a tartéedény oldalarol, és diszpergaljuk a lipid aggregatumo-
kat, ezzel kialakitva a liposzémalis szuszpenziot. A biolégiailag ak-
tiv molekulakat, azaz példaul az FGF-et vagy VEGF-et olyan kon-
centraciéban keverjuk 6ssze a liposzémaval, ami a betegben a

megcélzott pontban hatékony mennyiséget szabadit fel.

M. Mas, a karosodott angiogenezishez kapcsolédo alla-

potok
Azt is kifejezetten megfontoltuk, hogy a jelen talalmany sze-

rinti készitmények és kiszerelési formak szelektive iranyozhatok,
mas, a karosodott angiogenezishez kapcsolodo allapotok kezelése
céljabol.

Ujabban kimutattak, hogy az angiogenezis az 6regedéssel
karosodik. Reed és munkatarsai publikaltak, hogy a késleltetett
neovaszkularizacié részben az endotelialis sejtek lelassult vandor-
lasanak a koévetkezménye, ami a lecsékkent kollagenaz aktivitas
eredménye [Reed és mtsai: Journal of Cell Biochem. 77, 116
(2000)]. Ennek megfeleléen, azok a zavarok, amik névelik a kolla-
genaz aktivitast, névelhetik a mikrovaszkularis endotelialis sejtek

vandorlasi képességét. Rivard és munkatarsai publikaltak, hogy
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az Oreg allatokban a karosodott angiogenezis a karosodott endote-
lialis funkcio kévetkezménye, beleértve az alacsonyabb alap-NO
kibocsatast, az acetilkolinra adott csdkkent vazodilaciot, és a
VEGF alacsonyabb expresszidjat az iszkémias szévetekben [Rivard
és mtsai: Circulation 99, 111 (1999)]. Ezért Rivard és munkatarsai
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a végtag iszkémia kollateralis
fejlédéséert felelés angiogenezis az éregedéssel karosodik, ami az
oregedéshez kapcsolédo endotelidlis diszfunkcié és a csékkent
VEGF expresszio kovetkezménye |[Rivard és mtsai: Circulation 99,
111 (1999)]. Azonban 1gy t(inik, hogy az elérehaladott Oregség
nem eroésiti a kollateralis véredény fejlédését, és ez befolyasolhato
az exogén angiogén citokinekkel.

Yamanaka és munkatarsai leirtak, hogy a karosodott glome-
rularis kapillaris halézatok fontos szerepet jatszanak a glomeru-
laris léziok javitasi folyamataiban [Yamanaka és mtsai: Kidney
Blood Press Res. 22, 13 (1999)]. A glomerularis endotelialis sejt
sérulése befolyasolja a glomerularis betegségek elérehaladasat és
javulasi folyamatat. Ha egy glomerularis 1ézi6 sulyos, akkor ez
megakadalyozza az angiogenezist, az endotelidlis sejt sértilése ké-
vetkeztében, majd ezutan szklerézis 1ép fel a karosodott régiéban.
A glomerularis endotelialis sejt sériillések sziikségszertien érintik a
mesangialis és epitelidlis sejteket. Ennek kovetkeztében az az
elképzelés alakult ki, hogy a vesebetegség Kkifejlédése befolya-
solhat6 az endotelialis sejtek angiogenezisének eldsegitésével.

A Raynaud jelenséget a kezek hidegre valé érzékenysége jel-

lemzi, ami az ujj artériak gércsds 6sszehtizédasanak kévetkezme-
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nye, €s az ujjak elfehéredését és érzéketlenségét eredményezi. Ez
keringési rendellenesség, amit az okoz, hogy a kezek és a labak
verellatasa nem kielégité. A vizsgalatok azt sugalljak, hogy az ideg-
rendszer valtozasai periferialis szinten vagy kézponti szinten kap-
csolodnak az endotelidlis sejtek diszfunkcidjahoz. Cerinic és
munkatarsai javasoljak a terapias angiogenezis alkalmazasat (a
véredények regeneralasat) a Raynaud betegség kezelésére, és az
angiogenezis elhagyasara a diffaz szklerodermaban [Cerinic és

mtsai: Curr. Opin. Rhematol. 9, 544 (1997)].

N. Az agy kezelése

Azt is kifejezetten megfontoltuk, hogy a jelen talalmany sze-
rinti készitmények és kiszerelési formak szelektive iranyithatok a
vér-agy gaton val6 athatolashoz, egy megfelelé nett6 pozitiv toltést
hozva létre az endotelialis sejteken a vér-agy gatnal.

Az el6z6 részek fényében az alabb bemutatott specifikus
példak csak illusztracié céljabol vannak megadva, céljuk nem a je-
len talalmany oltalmi kérének korlatozasa. Mas generikus és spe-
cifikus konfiguraciok nyilvanvaléak a szaktertileten jartas szakem-

ber szamara.

PELDAK
1. Példa

Toltétt dextrannal boritott vasoxid részecskék szintézise

A dextrannal stabilizalt vasoxid részecskéket a szakiroda-

lomban ismertetett médon allitjuk el [Papisov és mtsai: J. Magn.
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Magn. Matter 122, 383 (1993)]. A részecskék oxidacidja (példaul
perjodattal) aldehid csoportokat hoz létre az egyes kolloidok felszi-
nén. Ezutan az aldehid csoportokat kiilénb6zé reagensek amin-
csoportjaival reagaltathatjuk, ezzel kiilénb6z4 netté tdltést hozva
létre. Ha példaul foszfatidiletanolaminnal (netté téltése nulla) vagy
egy masik semleges molekulaval végezziik a kapcsolast, aminek
szabad amin-funkciéja van, akkor negativ t6ltésti terméket ka-
punk. Ha egy dendrimerrel végezziik a kapcsolast, polilizinnel, egy
pozitiv netto téltésti fehérjével, vagy egy masik megfelelé moleku-
laval, ami foloslegben hordoz pozitiv téltést a megfelels molarany-
ban, akkor nett6 pozitiv toltésti terméket kapunk. A médositatlan
és nem-oxidalt, dextrannal stabilizalt vasoxid részecskéket hasz-

naljuk a téltetlen molekulak reprezentansaiként.

I. Dextrannal stabilizalt, semleges toltésti vasoxid részecskék

készitése

Az egyutt-kicsapas klasszikus médjat alkalmazzuk, aminek
soran a magnetitet egy bevonoé anyag, azaz példaul dextran jelen-
létében csapjuk ki. A reakcio két lépésben jatszodik le. Az elsében
FeCl>-t és FeCls-at keveriink 6ssze dextrannal, majd alkalikus
kozeggel csapjuk ki, igy kapunk Fe(OH),-t vagy Fe,Osx n H,O-t.
Melegités hatasara a viz eliminalodik, és az Fe;O4 szupramagneses
kristalyait kapjuk meg. Ha a részecskéket vizben rediszpergaljuk,
akkor kulénb6zé méreteloszlasu részecskéket kapunk. A 80-120
nm Zatlagos Mméretl részecskéket (egy monomodalis eloszlashoz il-

lesztett részecske-csoport atlagos részecskemeérete) (Zetasizer
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3000, Malvern Instruments) hasznaljuk. Tipikus esetben egy ml
oldat kortilbelul 0,2 mmol dextrant, valamint 31 mg (0,55 mmol)
vasat tartalmaz. Ezeknek a részecskéknek a zéta potencialja ké-

rulbeltl O és —15 mV ko6z6tt van pH=7-en, 0,05 mol/1 kalium-klo-

ridban.

2. Vasoxid részecskék oxidaciéja

A  dextrannal boritott vasoxid részecskék oxidaciojat
Bogdanov és munkatarsai eljarasanak moédositasaval hajtjuk vég-
re [Bogdanov és mtsai: Biochimica et Biophysica Acta 1193, 212-
218 (1994)]. A dextrannal boritott vasoxid részecskéket natrium-
perjodattal keverjik 6ssze, 6 mol dextrozt elegyitve 1 mol I04—gyel
vizes oldatban (30 perc, pH=6). A reakciét kértilbelil 300-szoros,
vagy nagyobb molféléslegben alkalmazott etilénglikol hozzaadasa-
val allitjuk le. Ezt kévetéen az oldatot 0,15 mol/l natrium-klo-
riddal szemben dializaljuk.

3. Pozitiv t6ltésti részecskék készitése

Az el6zékben kapott, oxidalt vasoxid részecskéket hasznaljuk
pozitiv toltést részecskék eldallitasara. 2 umol polilizin vizes olda-
tat keverjuk 6ssze kortilbeliil 20 pmol natrium-borattal (pH=9), va-
lamint a 2. lépésben eléallitott, médositott vasoxid részecskékkel,
amik 300 pmol vasat és 100 umol dextrézt tartalmaznak. Az
emulzioét 0,15 mol/] natrium-klorid oldattal szemben dializaljuk,
majd sejttenyésztési kisérletben hasznaljuk. Ezeknek a részecs-

kéknek a zéta potencialja kértilbeliil +50 mV (pH=5).
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4. Negativ toltést1 részecskék

A negativ toltést vasoxid részecskék, amiket kettés laurilsav
réteggel vonunk be, kereskedelmi forgalomban beszerezheték a
Berlin Heart AG-t6l. Ezeknek a részecskéknek a zéta potencialja
kérulbeltil -30 és korulbeliil 40 mV kodzétt van (a pH korulbelil
7,0).

2. Példa

A toltott dextran részecskék alternativ szintézise

Semleges, polikationos és polianionos dextran az Amersham
Pharmacia Biotech-t6] szerezheté be. Mig a semleges dextrant
széles meérethatarok ko6zo6tt lehet beszerezni (10000 és 2000000
dalton koézott) a toltétt dextranok csak egy méretben (500000
dalton) szerezheték be. A kationos dextran egy dietilaminoetiléter
(DEAE) szarmazék, az anionos dextran szulfat. Amint azt az
alabbiakban ismertetjik, a mas molekulasulyu dietilaminoetiléter
dextrant és dextran-szulfatot gy szintetizaljuk meg, hogy jol

ismert eljarasokat moédositunk.

1. Meghatarozott méret(1 dextran-részecskék készitése

A derivatizalas el6tt a dextran molekulakat méretiik alapjan
kalénb6z6 osztalyokba soroljuk, Isaacs és munkatarsai méd-
szerének alkalmazéasaval [Isaacs és mtsai: Am. J. Pathol. 111, 298

(1983)] Az ezt kovetd jellemzés (azaz példaul toltéssuriiség, izo-
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elektromos fokuszalas) hasznalhaté az egy molekula dextranon
levé toltott funkciods csoportok aranyanak meghatarozasara.

A dextrant a Pharmacia-t6l vasaroljuk (Uppsala, Svédor-
szag), harom kiilénb6z6 méretben (10000, 70000 és 500000
dalton), amiket kiindulasi anyagként hasznalunk minden egyes
esetben. Ezutan a dextran molekulasulyat gélkromatografiaval
ellenérizziik. Ennek elvégzéséhez a 10000-es molekulasuly
dextrant Sephacryl S-200 oszlopra vissziik (Pharmacia, 75 cm
hosszu, 5 cm belsé atméréja), majd 0,05 mol /1 ammoénium-hidro-
génkarbonattal elualjuk (pH=8,2). Ezutan 20 ml-es frakcickat
szedlink, majd hexéz-tartalmukat Mokrasch és munkatarsai méd-
szerevel elemezztik [Mokrasch, J.: Journal of Biological Chemistry
254, 55 (1954)]. A 70000-es molekulasulyi dextrant analog
modon kromatografaljuk egy AcA oszlopon (LKB, Bromma,
Svédorszag, 96x2,5 cm). Ezutan 9 ml-es frakcidkat szediink. Az
500000 daltonos dextrant Sepharose 6B oszlopon kromatografal-
juk (Pharmacia, 96x2,5 cm), és 9 ml-es frakciokat szediink és
elemzink. Az egyes dextran-tipusok esetében a maximalis
mennyiségli dextrant tartalmazo frakciokat Osszegyujtjuk és
egyesitjuk, ez osszesitve kortilbelil 70%-a a kiindulasi anyagnak.
Az egyes dextran poolokbdl az anyagot a tovabbi felhasznalashoz
liofilezzuik.

A dextran frakciok izoelektromos pontjat izoelektromos foku-
szalassal hatarozzuk meg, Pharmalyte gélen (Amersham
Pharmacia Biotech), a pH 3 és 11 k&zott valtozik, az anyagot
pH=7-nél lehet megtalaini.
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2. Polianionos dextran eldallitasa

A dextran-szulfatot Nagasawa és munkatarsai médszerével
allitjuk el [Nagasawa és mtsai: J. Org. Chem. 39, 1681 (1974)].
Azaz, 162 mg dextrant (1 mmol gltikoz), 225 mg 8-kinolil-szulfatot
(1 mmol) és 67 mg CuClz-t (0,5 mmol) keveriink 6ssze 10 ml viz-
mentes dimetilformamidban, majd 5 6ra hosszat 40 °C-on kever-
tetjuk. Ezt kévetden a reakciéelegyet 50 ml vizzel higitjuk, ami
csapadék keletkezéséhez vezet. A csapadékot sziiréssel eltavo-
litjuk, majd a szarletet Dowex SOW oszlopon (X8, H+, 20-50 mesh)
bocsatjuk at. Az elfoly6t és a moséfolyadékot egyesitjiik, 2 mol/1
natrium-hidroxiddal semlegesitjiik, majd éjszakan at vizzel szem-
ben dializaljuk. Ezutan a dializalt oldatot csokkentett nyomason
2,5 ml-re paroljuk be, majd cseppenként 45 ml etanolhoz adjuk,
aminek kévetkeztében a natrium-dextran-szulfat kicsapodasahoz
vezet. Ezt a csapadékot centrifugalassal valasztjuk el, etanollal
mossuk, majd 3 ora hosszat cstkkentett nyomason, 80 °C-on,
P20Os 1616tt szaritjuk.

Az egyes komplexek izoelektromos pontjat (IEP) izoelektro-
mos fokuszalassal hatarozzuk meg, Pharmalyte gélen (Amersham
Pharmacia Biotech), a pH 2,5 és 5 kozétt valtozik. A 10000
daltonos frakciobdl szarmazé dextran-szulfat IEP értéke pH=3, a
70000 daltonos frakcié IEP értéke 2,5-6s pH alatt van, az 500000
daltonos frakcio6 IEP értéke 2,8-as pH.

Minden egyes termékben a szulfatot BaSO, formaban, gravi-

metriasan hatarozzuk meg [Harris, D.C.: Quantitative chemical
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analysis, 5. kiadas, W.H. Freeman and Company, New York
(1997)], mig a dextran mennyiségét anthronnal hatarozzuk meg
[Mokrasch, J.: Journal of Biological Chemistry 254, 55 (1954)]. A
dextran/szulfat mélarany kérulbeliill 46 volt a 10000 daltonos
frakcioban, 190 a 70000 daltonos frakciéban és 54 az 500000

daltonos frakcioban.

3. Polikationos dextran eléallitasa

A DEAE dextrant McKernan és munkatarsai médszerével al-
litjuk el6 [McKernan és mtsai: Biochemical J. 76, 117 (1960)].
Azaz 6 g dextrant oldunk natrium-hidroxid oldatban (4 g natrium-
hidroxid 17 ml vizben), majd O °C-ra hutjuk. 3,5 g 2-klér-
trietilamin-hidrokloridot 4,5 ml vizben adunk hozza kevertetés
kozben, majd a hémeérsékletet 35 percig 80 °C-on tartjuk. Hutés
utan kevertetés kézben etanolt adunk hozza, ennek hatasara a
DEAE dextran kicsapodik. A terméket centrifugalassal elvalaszt-
juk, vizben oldjuk, majd ujra kicsapjuk. Az eljarast addig ismé-
teljuk, amig a feltilaszé szintelen lesz. A termék vizes oldatat végul
sosavval semlegesitjik, dializaljuk, majd csékkentett nyoméason
tomenyitjik. A DEAE dextrant liofilezéssel izolaljuk.

Az egyes komplexek izoelektromos pontjat (IEP) izoelektro-
mos fokuszalassal hatarozzuk meg, Pharmalyte gélen (Amersham
Pharmacia Biotech), a pH 8 és 10,5 k6zott valtozik. A 10000
daltonos frakcioboél és a 70000 daltonos frakciébél szarmazé dext-
ran-szulfat IEP értéke pH=105 f6l6tt van, az 500000 daltonos
frakcio IEP értéke 9,6-os pH.
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Az egyes termékek nitrogén-tartalmat égetéssel hatarozzuk
meg, amit GC elemzés koévet, mig a dextrdn mennyiségét
anthronnal hatarozzuk meg [Mokrasch, J.: Journal of Biological
Chemistry 254, 55 (1954)]. A dextran/amin mélarany korilbelil 2
a 10000 daltonos frakcié esetében, 45 a 70000 daltonos frakcié
esetében, és 590 az 500000 daltonos frakcié esetében.

3. Példa
Toltétt dextrannal noritott vasoxid részecskék felvétele HUVEC-kel

A human endotelidlis sejttenyészeteket (HUVEC) 2x104 sejt
per cm? sejtstiruségben oltjuk le 10 cm2-es tenyészté lemezekre,
majd 48 6ra hosszat antibiotikum szaporité kézegben tenyésztjik,
2% borjumagzat szérummal, 37 °C-on, 5% CO»-t tartalmazé, ned-
vesitett atmoszféraban. A tenyészté taptalajt eltavolitjuk, a sejte-
ket foszfattal pufferelt s6oldattal mossuk, majd 1 ml szérummen-
tes endotelialis alaptaptalajt adunk hozzajuk. A toltétt dextrannal
boritott vasoxid részecskéket 50 pg Fe3*/ml koncentraciéban
adjuk hozza. Négyoras tenyésztés utan a taptalajt eltavolitjuk,
majd a tenyészeteket 1 ml foszfattal pufferelt séoldattal mossuk.
Az eltavolitott tenyészt6 taptalajt és a mosoéoldatot egyesitjiik, és a
vaskoncentraciot a Jander és munkatarsai altal ismertetett
tiocianat-reakciés modszerrel mérjiuk meg [Jander: Einfithrung in
das anorganisch-chemische Praktikum, S.Hirzel Verlag, Stuttgart
(1995)]. A sejteket 500 pl témény sésavval lizaltatjuk, majd a te-
nyésztd lemezeket 500 pl foszfattal pufferelt séoldattal mossuk. A

sejtlizatumot és a mosooldatot egyesitjiik, majd a vaskoncentra-
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ciot a Jander és munkatarsai altal ismertetett tiocianat-reakcios

modszerrel mérjuk meg [Jander: Einfihrung in das anorganisch-

chemische Praktikum, S.Hirzel Verlag, Stuttgart (1995)].

Az elézékben emlitett kisérlet eredményeit az alabbi, 1. tab-

lazatban mutatjuk be.

1. Tablazat

Vaskoncentracio HUVEC tenyészetek sejtlizatumaiban és

tenyészt6 taptalajaiban t6ltétt dextrannal boritott vasoxid

részecskékkel valé inkubalas utan

Ré- Toltés | Sejtli- | Tapta- | Osszes | Ho- Sejtli- | Kozeg

szecs- zatum laj Fes3+ zam | zatum | (atel-
ke Fe3+ Fe3+ [ug] [%0] (a tel- | jes %-
[ngl [ng] jes %- a)
a)

Lauril- | nega- | 11,04 | 27,35 | 38,39 | 78,48 | 28,7 71,3
savval tiv

bori-
tott Fe
FeDex- | pozitiv| 16,80 | 15,59 | 32,39 | 61,09 51,8 48,2

pLys
FeDex | sem- 5,38 | 23,84 | 29,22 | 70,92 18,4 81,6

leges

A sejtlizatumokban és a tenyészté kdzegekben mért vaskon-

centracié vilagosan mutatja, hogy a pozitiv tdltésti dextrannal
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boritott vasoxid részecskék HUVEC altal valo felvétele jelentSsen

nagyobb mint a semleges vagy negativ téltésti részecskéké.

4. Példa

A liposzomak zéta potencialjanak mérése

1. A meéreés elvei

A zéta potencialt Zetasizer 3000 (Malvern Instruments) be-
rendezéssel mérjiik. Ebben a kisérletben az elektroforetikus mobi-
litas fiigg a kolloid részecske toltés-siirtiségétél, ezt Laser Doppler
mikro-elektroforézissel mérjuk. A részecskéket fényszérasi tulaj-
donsagaik alapjan mutatjuk ki. A méréseket 25 °C-on hajtjuk vég-
re, szamos parhuzamosban. A mintak kézétt egy standard oldatot
(latex részecskék meghatarozott zéta potenciallal) ismételten
megmeérunk, hogy biztositsuk, hogy a rendszer helyesen muikodik.
Kulénb6z6 mennyiségli kationos komponenst (DOTAP) tartalmazé

liposzomakat készittink (10 mmol/I lipidtartalom).

2. A liposzomak szintézise

Elészér a film-modszert kévetjuk. A lipideket kloroformban
oldjuk egy gémblombikban, majd a lombikot csékkentett nyoma-
son addig forgatjuk, amig a lipidek egy vékony réteget képeznek. A
lipid filmet 40 °C-on 3-5 mbar csékkentett nyomason kértlbeliil
60 percig szaritjuk. Ezt koévetéen a lipideket megfelel6 térfogatu
S%-o0s glukozban diszpergaltatjuk, igy kapjuk multilamellaris
vezikulumok szuszpenziéjat (10 mmol/1 lipid koncentracié). Egy

nappal késobb a vezikulumokat megfelel6 mérett (tipikus esetben
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100 és 400 nm ko6zdtt) membranokon keresztill extrudaljuk
(szarés nyomas alatt) (a zéta potencialhoz az 6sszes liposzomat
100 nm-es membranon keresztul extrudaljuk).

A zéta potencial méréseihez a kiszerelési formakat 1:25
aranyban higitjuk ket kilénbézé oldészer rendszerben: a) TRIS-
HCI puffer (pH=6,8 vagy 8,0), és b) 0,05 mol/1 kalium-klorid oldat,
pH=7,0 (7,5-7,7-re noévelve a minta hozzaadasa utan).

Ennek a kisérletnek az eredményeit az alabbi, 2. és 3. tabla-

zatban adjuk meg.

2. Tablazat
Hét liposzoma kiszerelési forma mérése (kiilénbdzé DOTAP,
semleges lipid DOPC (dioleil-foszfatidilkolin) vagy DOPE (dioleoil-
foszfatidiletanolamin) tartalommal) TRIS-HCI pufferben
A minta vezetéképessége korulbeltil 3 mS/cm? (pH=6,8) és 1

mS/cm? (pH=8)

Liposzéma készit- | DOTAP | Zéta po- |Zéta po-|Zs nm-
mény tartalom | tencial tencial | ben
[mol1%)] mV-ban |mV-ban
(PH=6,8) | (pH=8)

DOTAP/DOPC=4/96 |4 +10,8 +7,0 148
DOTAP/DOPE=20/80 | 20 +23,6 +17,0 150
DOTAP/DOPC=30/70 | 30 +46,3 +27,0 137
DOTAP/DOPE=40/60 | 40 +33,1 140
DOTAP/DOPE=55/45 | 55 +50,3 +42,9 151
DOTAP/DOPE=80/20 | 80 +51,4 +43,0 130-135
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DOTAP 100 +48,9 140

3. Tablazat
Hét liposzoma kiszerelési forma mérése (kiilénbézé DOTAP, ko-
lipid DOPC 0,05 mol/1 kalium-klorid oldatban (pH=7,0-7,5

A minta vezetéképessége kortilbeltl 2,65 mS/cm?.

Liposzéma készit- [ DOTAP  kon- | Zéta potencial mV-ban
mény centracio 0,05 mol/] kalium-klorid
[mo1%] oldatban, pH=7,0-7,5
DOTAP/DOPC=4/96 |4 +16,6
DOTAP/DOPE=15/85 | 15 +39,6
DOTAP/DOPC=30/70 | 30 +49,0
DOTAP/DOPE=50/50 | 50 +59,9
DOTAP/DOPE=55/45 | 55 +59,9
DOTAP/DOPE=80/20 | 80 +59,4
DOTAP 96 +61,5

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy kériilbeltil 4 és 50
molszazalék kozott a zéta potencial allandéan né. Azonban megle-
pé moédon a DOTAP 50 vagy magasabb moélszazalékanal a zéta po-
tencial nem né tovabb, és +40 valamint +62 mV kozo6tti értéket ér
el, 6sszességében hiperbolikus gorbét mutat. Ezek az adatok azt
demonstraljak, hogy a gérbének ez a hiperbolikus alakja megma-
rad a kulénb6z6 pufferrendszerekben, még akkor is, ha a zéta po-
tencial abszolut értéke csekély mértékben valtozik is. Bar a

KOH/HCl (pH=7,5) rendszerben kapott gorbe reprezentalja a
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legtobb fiziologias helyzetet, a masik két gérbe, amiket 6,8-as és
8,0-as pH-n vettiink fel, azt illusztralja, hogy még a fiziologias pH-
tol valo bizonyos eltérés esetében is a gérbe pH-ja megmarad.

Ebben a példaban a DOTAP-ot hasznaljuk a zéta potencial
liposzoma készitményekben valé mérésére, A szaktertiileten jartas
szakember ismereteihez tartozik, hogy a DOTAP-ot mas kationos
lipidekkel lehet helyettesiteni, és a liposzéma készitmény zéta po-

tencialjat meg lehet mérni.

5. Példa

A pozitiv téltéstt molekulak iranyitasa in vivo az angiogén endote-

lialis sejtekhez

A makromolekulak tumorszévetekhez valo transzportalasa
és azokkal valo specifikus koélcsénhatasa kiilonbdzé paramé-
terektdl fuigg, azaz példaul a molekulak méretétdl és toltésétdl. Ez
a példa az angiogén endotelidlis sejtekhez valé toltésfiiggé iranyi-
tast mutatja in vivo. A fluoreszcenciasan jelzett toltott dextranokat
(@ Molecular Probes-tdl, vagy az alabbiakban ismertetett médon
megszintetizalva) hasznaljuk. A téltétt molekulaknak az angiogén
endotelialis sejtekhez valo indirekt tumor-iranyitasat a hércsog
kamra modell hasznalataval mutatjuk be [Endrich és mtsai: Resp.

Exp. Med. 177, 125 (1980)).

1. Fluoreszcenciasan jelzett dextranok kiilénbodzé netto

toltéssel
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A dextranokat - hidrofil poliszacharidok — magas molekula-
suly, j6 vizoldhat6sag, alacsony toxicitas és viszonylagos inertség
jellemzi. Ezek a tulajdonsagok teszik a dextranokat hatékony viz-
oldhaté6 hordozéva a festékekhez, azaz példaul a fluoreszcens
festékekhez. A biologiailag szokatlan a-1,6-poligliikéz kétéseik re-
zisztenssé teszik Oket a legtébb endogén cellularis glikozidazzal

szemben.

a. Fluoreszcenciasan jelzett dextranok a Molecular

Probes-tol

Ahhoz, hogy elemezziik a pozitiv netté téltést hordozé dext-
ranok tulajdonsagait, a Molecular Probes-té]l kationos, fluoresz-
cenciasan jelzett dextranokat hasznalunk. Ilyen dextranok példaul
a Rhodamine Green™-hez kapcsolt dextranok, amiknek a moleku-
lasulya 3000 és 70000 kozétt valtozik, vagy lizinhez konjugalt,
tetrametilrodaminhoz kapcsolt dextranok, amik az egyes dextran
molekulakhoz kapcsolt anionos csoportok ellenére pozitiv netté
toltéssel rendelkeznek, amik a kapcsolt lizin-csoportokon ke-
resztil jénnek létre. Az is lehetséges, hogy mas fluoreszcens dext-
ranokat hasznaljunk, amik lizin csoportokat hasznalnak, pozitiv
netto toltést eredményezve.

Negativ netto toltésti dextranokként fluoreszcens anionos
vagy polianionos dextranokat hasznalunk a Molecular Probes-tél,
amik nem tartalmaznak lizin-csoportot. Az anionos vagy poli-
anionos dextranok kézé tartozik a Cascade Blue kapcsolt dextran,

aminek a molekulasulya 3000 és 70000 k6zétt van, vagy ide tar-
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toznak a Fluoreszceinhez kapcsolt dextranok, vagy az olyan nega-
tiv téltésti dextranok, amik mas fluoreszcencia jelélést hordoznak.
Nulla netto toltésti semleges dextranokként a Molecular
Probes-tol hasznalunk dextranokat, azaz példaul rhodamine B-hez
kapcsolt dextranokat, amiknek a molekulasulya 10000 és 70000

kozott van, vagy mas fluoreszcens dextranokat hasznalunk.

b. Toltott, vagy semleges, fluoreszcenciasan jelzett dextranok

szintézise

A toltétt vagy semleges dextranokat dextran molekulak
oxidaciojaval szintetizaljuk meg (az oxidaciét elvégezhetjiik példaul
perjodattal), ezzel reakcioképes aldehid-csoportokat allitva elé. Ezt
kévetéen, az aldehid-csoportokat kuilonb6zé reagensek amin-
funkcigjaval reagaltatjuk, ezzel kulénb6z6é nettd téltésti moleku-
lakat allitva el6. Végezetiil, ezeket a molekulakat fluoreszcens
festékekhez konjugaltatjuk.

1) Dextranok oxidacioja

A jelodletlen dextran molekulakat natrium-perjodattal kever-
juk 6ssze, megfelelé molaranyban, ami lehet 6 mél dextréz 1 mol
perjodatra szamitva vizes oldatban (30 perc, pH=6). A reakciét ké-
rilbelil 300 molféléslegben hozzaadott etilénglikol hozzaadasaval
allitjuk le, majd 0,15 mol/l natrium-kloriddal szemben dializal-
tatjuk.
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1i) Pozitiv_t6ltésq, fluoreszcenciasan jelzett dextranok elé-

allitasa

A modositott oxidalt dextranokat polilizin vizes oldataval ke-
verjuk Ossze natriumborat pufferben (pH kértilbeliil 9), a megfelel6
modon. A kapott oldatot 0,15 mol/]l natrium-kloriddal szemben
dializaltatjuk. Ezutan a polilizin megmaradt primer aminocso-
portjait 0,1 mol/l natrium-karbonat pufferben reagaltatjuk egy
fluoreszcens festék, példaul az Amersham Cy-Dye csaladjanak egy
tagjanak, vagy egy fluoreszcein szarmazék vagy barmilyen mas
reaktiv festék megfelelé megfelelé szukcinimidil-észterével vagy
szulfonil-kloridjaval. A fluoroférnak a polilizin-dextranhoz viszo-
nyitott, kivalasztott moélaranyat elére meghatarozzuk, hogy a
kapott reakciéterméknek pozitiv nett6 téltése legyen. A szabad
festéket ugy valasztjuk el, hogy a mintat 0,15 mol/l natrium-klo-
riddal szemben dializaltatjuk. A reakcidtermék izoelektromos
pontjat izoelektromos fékuszalassal hatarozzuk meg, 8 f5létti fizio-

logias pufferben.

ii)  Fluoreszcens, semleges dextranok elballitasa

Az oxidalt dextranokat egy megfelel6 peptiddel reagaltatjuk,
ami két primer aminocsoportot tartalmagz, ilyen példaul az alanin-
alanil-lizin, aminél a dextranhoz valé kétédéshez a peptidgerinc
szabad aminocsoportjat hasznaljuk fel. Ezt kévetéen a polilizin
primer aminocsoportjainak 0,1-10 mélszazalékat reagaltatjuk egy
fluoreszcens festék, példaul Lissamine Rhodamin B, Fluoreszcein

szarmazékok vagy barmilyen mas fluoreszcens festék szulfonil-
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kloridjaval vagy szukcinimidil észterével, amivel egy nulla netté
toltést hordoz6 molekulat kapunk. A reakciétermék izoelektromos
pontjat izoelektromos fékuszalassal hatarozzuk meg 7-7,5-6s fizio-

logias pufferben végzett izoelektromos fékuszalassal.

iv)  Fluoreszcens, negativ t6ltésti dextranok készitése

Az oxidalt dextranokat egy megfelelé peptiddel reagaltatjuk,
ami negativ €s pozitiv toltésti aminosavakat tartalmaz, és netto
toltése nulla, vagy alacsonyabb, ilyen példaul a glutamat-gluta-
mat-lizin. Amint azt az el6zékben ismertettik, a peptid N-termina-
lisanak szabad aminocsoportjait konjugaltatjuk az oxidalt dextran
aldehid-csoportjaihoz. Ezutan a lizin-csoportok alifis aminocso-
portjai 0,1-10 molszazalékat reagaltatjuk egy megfelel reakciéké-
pes fluoreszcens festék konjugatummal (lasd fent). A reakciéter-
mék izoelektromos pontjat izoelektromos fokuszalassal ellenériz-
zuk, fiziologias pufferben, és ugy talaltuk, hogy értéke tipikus

esetben 5 alatt van.

2. Fluoreszcenciasan jelzett dextranok iranvitasa in vivo angio-

gén endotelialis sejtekhez

Him sziriai aranyhércsogot (testsulyuk 40-50 g) latunk el
titanbol készult bérranc kamraval. A kamra készitését pentobarbi-
tal érzéstelenités mellett hajtjuk végre (50 mg/kg intraperitonea-
lisan). Az atlatszé hozzaférési kamra betiltetése és az érzésteleni-
tés és mikrosebészeti beavatkozas utan 24 éraval csak a mikrosz-

kopiasan intakt mikrokeringés kritériumanak megfelel prepara-
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tumokat hasznaljuk a hércség amelanotikus melanémajabol szar-
mazo 2x105 sejt betltetésére. A jelenlegi tumor modellben az an-
giogenezist alaposan jellemezték. A kisérleteket 6-7 nappal a tu-
mor noévekedése utan hajtjuk végre, amikor a tumorban a
keringés kialakult. Fluoreszcenciasan jelzett, t6ltétt dextranokbol
megfelel6 mennyiséget injekciézunk egy bennmaradé finom poli;
éter katéteren keresztul a jobb nyaki vénaba, amit a minta injekci-
O0zasa el6tt 24 oraval ultettink be. A kisérlet soran a felébredé,
kamra-hordozé horcsogot egy specialisan tervezett helyzetben im-
mobilizaljuk egy Perspex csével. A fluoreszcens dextranok tumor
endotélium-specifikus vezérlését az angiogén tumorszévet és a
kornyez6 gazdaszévet fluoreszcencia-mikroszkopas vizsgalataval
elemezzik, az injekciézas utan kulénbézé idépontokban (0,5-360
perc). Mindkeét szévetben a fluoreszcencia intenzitasat az egyes
kamrakban levé referencia fluoreszcencia jel szazalékaban hata-
rozzuk meg (% standard). A tulajdonsagban és a kérnyezd széve-
tekben levé % standard fluoreszcencia aranya, amit egy anyagnak
a tumorszovetre valé szelektivitasaként definialunk, az az affini-
tas-érték, amivel a toltott dextranok kétédnek a tumor endoté-

liumhoz, ezt a 4. abran mutatjuk be.

3. Kovetkeztetés

Altalanossagban, a toltétt dextranoknak az angiogén tumor
endotéliumhoz valé kétési affinitisa né a bejuttatott molekulak

pozitiv netto toltésevel (lasd a 4A-C. abrat). Ez azt mutatja, hogy a
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makromolekulak tapadnak a negativ toltésta kotéhelyekhez, amik

a sejt felszinén vagy a tumor endotélium glycocalyxan talalhatok.

6. Példa

Vaszkularis tumor iranyitas egy human tumor xenograftban: mo-

lekularis toltés-fliggés

Amint azt korabban megjegyeztiikk, a molekularis toéltés az
egyike azoknak a tulajdonsagoknak, amik befolyasoljak egy vér-
edény falan keresztiil térténé transzportot. Azonban makromole-
kulak esetében nincs adat a molekularis téltésnek a mikrovaszku-
laris permeabilitisra gyakorolt hatasarol, szilard tumorokban az
angiogén véredényekben valé magasabb akkﬁmulélédés esetében.
A méréseket LS 174T human vastagbél adenokarcinémaval
vegezzUk el, transzparens hati bérredé kamrakban, sulyos kombi-
nalt immundeficiens (SCID) egerekben. A szarvasmarha szérum-
albumint (BSA) és IgG-t fluoreszcenciasan jeléljuk, majd vagy
hexametiléndiaminnal konjugaltatva kationizaljuk, vagy szukcini-
lezéssel anionizaljuk. A molekulat intravénasan injekciozzuk, és a
tumorszovetben a fluoreszcenciat intravitalis fluoreszcencia mik-
roszkopiaval hajtjuk végre. A fluoreszcencia intenzitasat és a far-
makokinetikai adatokat hasznaljuk a mikrovaszkularis permeabi-

litas kiszamitasara.

1.  Allati- és tumor-modell

Az LS174T tumort tartalmaz6 hati bérredé kamrakat sulyos

kombinalt immundeficiens (SCID) him egerekben készitjuk el, a
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korabban ismertetett médon [Leunig és mtsai: Cancer Research
S2, 63553 (1992)]. Roéviden, titan kamrakat tiltetiink be egerek
hatbérébe (him, 6-8 hetes, 25-35 gramm), érzéstelenitéssel (75 mg
ketamin hidroklorid és 25 mg xylazine per testsulykg, szubkutan).
Ket nappal késébb a human vastagbél karcinéma sejtekbdl 2 ul
surh szuszpenziot (kortilbeltill 2x105 sejt foszfattal pufferelt séol-
datban) oltunk a kamrakban levé szubkutan szévet harantcsikolt
1zomrétegébe. A permeabilitis mérésére a kisérleteket 2 héttel a

tumorsejt betiltetése utan hajtjuk végre.

2. Toéltés-modositott BSA készitése

Szarvasmarha szérum-albumint (BSA; A7030, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) el6szér fluoreszcenciasan jelezzuik,
karbom'tetrametilrodamin—szukcimidil—észterreI(C— 1171, Molecular
Probes, Eugene, OR) konjugaltatva. A szabad festéket geélszlrés
oszlopon (Econo-Pac 10DG; Bio-Rad Laboratories, Herculaes, CA)
eltavolitjuk, amit 50 mmol/l-es, 0,002% natrium-azidot tartalma-
z0 foszfattal pufferelt sooldattal (PBS, Sigma Chemical Co.) hoz-
tunk egyenstlyba. Ezzel az eljarassal 1,3-as molaris festék /fehérje
aranyt lehetett elérni. Ezt kévetéen a BSA oldat alikvot részeit
szukcinilezéssel anionizaljuk, vagy hexametiléndiaminnal konju-
galtatva  kationizaljuk. A  szukcinilezéshez [Klotz, L.M.:
Succinylation In: Methods in Enzymology, 576-580. oldal, szerk.:
Hirs, C.A., Academic Press, New York (1967); Rennke és
Venkatchalam: Kidney Int. 13, 278 (1978)], 50 ml dimetilszulfo-
xidban (DMOS, Sigma Chemical Co.) 10 mg borostyankdésav-an-
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hidridet (Sigma Chemical Co.) adunk cseppenként, kis no-
vekedésekkel 10 pg fehérje 1 ml 0,2 mol/l-es hidrogénkarbonat
pufferben (pH=8,0) készitett oldatahoz. Az inkubalasi idé sorin (30
perc, szobahémérséklet) a pH-t 8,0-8,5 kozott tartjuk. A kationi-
zalashoz [Triguero és munkatarsai (1989); Kumagai és munkatar-
sai (1987); Hoare és Koshland (1967)] a fehérje szabad karboxi-
csoportjait (10 mg 1 ml 5 mmol/l-es MES-ben, pH=5,3, ha sziiksé-
ges, akkor a pH-t 5,3-on tartjuk 1 mol/l sésavval) 1-etil-3-3(3-
dimetilaminopropil)karboxidiimiddel (CDI, Sigma Chemical Co.)
aktivaljuk. Ebbdl a célbol a CDI-t két részletben (mindegyik részlet
10 mg CDI 100 ml vizben) adjuk a fehérje-oldathoz, 10 perc kii-
l6nbséggel. Kozvetlentil a masodik CDI részlet hozzaadasa utan
hozzaadjuk az aktivalt fehérjét 2 ml, 2 mol /1 koncentracioja,
vizben készitett hexametiléndiaminban (Sigma Chemical Co.) ke-
vertetve, az oldat pH-jat 6,8-ra allitjuk, majd az elegyet 5 é6ra
hosszat szobahémérsékleten tartjuk. A konjugalas utan a termeé-
keket éjszakan at tarté dializissel tisztitjuk, majd a magas mole-
kulasulya aggregatumokat egy Sepharose CL-6B oszlopon
(Pharmacia) elualva tavolitjuk el. A 6 fehérje-csucsokat egyesitjiik,

majd 4 °C-on taroljuk.

3. Toltés-modositott IeG készitése

Az egér monoklonalis IgG ellenanyag (MOPC21; M-9269,
Sigma Chemical Co.) oldészerét 0,2 mol/] natrium-hidrogénkarbo-
natra cseréljuk egy gélsziré oszlopon (Econo-Pac 10DG, Bio-Rad),

majd az oldatot 1 mg fehérje/ml-re tomenyitjiik, centrifugalis ult-
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raszuréssel (Ultrafree-CL; Millipore, Bedford, MA). A pH-t 9,3-ra
allitiuk. A fluoreszcencias jeldléshez Cyanine 3 monofunkcios
festéeket (Cy3-Mono-Osu; PA13104; Amersham Life Science,
Arlington Heights, IL) hasznalunk magas fluoreszcencia intenzitas
eléréséhez, ami lehetévé teszi, hogy az in vivo kisérleteket kis-
mennyiségu (0,5 mg IgG/allat) IgG hasznalataval hajtsuk végre. A
Cy3-Mono-Osu-t 2 mg festék/10 mg fehérje aranyban alkal-
mazzuuk, majd az oldatot szobahémérsékleten 60 percig kever-
tetjik. A szabad festéket gélsztirési oszlopon (Econo-Pac 10DG,
Bio-Rad) tavolitjuk el, amit 50 mmol/l, 0,002% natrium-azidot
(Sigma Chemical Co.) tartalmazé foszfattal pufferelt séoldattal
hoztunk egyensulyba, majd az oldatot 1,8 mg fehérje/ml-re to-
ményitjuk centrifugalis ultrasztiréssel (Ultrafree-CL; Millipore
Corp., Bedford, MA). Ezutan az IgG anionos és kationos szarma-

zékait az elé6zékben a BSA-ra ismertetett modon allitjuk elé.

4. A molekularis t6ltés és a molekulasuly mérése

A feheérjék izoelektromos pontjat izoelektromos fokuszalassal
hatarozzuk meg, poliakrilamid gélt hasznalva egy vertikalis elekt-
rofokuszalé berendezésben. A pl értékét fehérje-standardokkal
(Bio-Rad) 0sszehasonlitva hatarozzuk meg, a gélek Coomassie
Blue-val valo festése utan. A fehérjék molekulasulyat SDS-PAGE-
val elemezzik (Mini-Protean II; Bio-Rad), B-merkaptoetanolos

redukcioval és anélkul is, a mintapufferben.

5. A tumor mikrovaszkularis permeabilitasanak mérése
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A kulénbozé fehérjék effektiv mikrovaszkularis permeabili-
tasat fluoreszcencia mikroszkoppal meérjuk, a korabban ismerte-
tett modon [Yuan és mtsai: Microvasc. Res. 45, 269 (1993); Yuan
és mtsai: Cancer Research 55, 3752 (1995)]. Roviden, az allatokat
az el6zékben ismertetett modon érzéstelenitjik, majd a mikrosz-
kép allvanyon egy polikarbonat csében immobilizaljuk. A fluoresz-
cenciasan jelzett fehérjét foszfattal pufferelt séoldatban oldjuk,
majd a farokvénaba injekciézzuk bolusként (0,1 ml/25 g testsuly).
A tumor fluoreszcencia intenzitasat egy 20x objektivvel vizsgaljuk
egy fluoreszcencia mikroszképban (Axioplan, Zeiss), majd mennyi-
ségét 20 percig egy fotosokszorozoval meérjik. A videdra rogzitett
tumortertlet off-line elemzése lehetévé teszi a tumor vaszkularis
felszinének és térfogatanak meérését. Kulon kisérletekben, amik-
ben harom allatot hasznaltunk az egyes fehérjék tulajdonsagainak
kiértékelésére, a plazma kitinilésének idéallandéjat mennyiségileg
meghataroztuk, artérias vérmintakat véve a fehérje injekciézasatol
szamitott 30 percen belil. A tumor mikrovaszkularis permeabili-
tast az egyes fehérjék esetében 6-7 egyedi tumorral végzett kisér-
letekb6l szamitjuk ki, Yuan és munkatarsai modszerével [Yuan és
mtsai: Microvasc. Res. 45, 269 (1993)]. A mikrovaszkularis per-
meabilitas eredmeényeit atlag + az atlag standard hibaja for-
majaban adjuk meg.

Az eredményeket az alabbi, 4. tablazatban adjuk meg.

4. tablazat
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A jelz6 molekulak és mikrovaszkularis permeabilitasuk jellemzi

tumorokban

Az anionizalt és kationizalt BSA-t és IgG-t a természetes fe-

hérjekbdl az anyagok és modszerek részben ismertetett modon al-

litjuk elo.
Név M, pla Atlagos K Atlagos Py
(tartomany) (tartomany) (tartomany)
(100s) (107 cm/s)
Természe- 66000 4,5 80,5 1,61
tes BSAb (77-130) (0,65-1,93)
Anionizalt | 64000 kb. 2,0 40,8 1,11
BSA (37-45) (0,95-2,38)
Kationizalt | 64000 8,6-9,1 12,7 4,25
BSA (12-13) (3,57-5,34)
Nativ IgGb | 160000 6,0 50,0 2,82
(34-82) (1,47-,07)
Anionizalt | 155000 3,0-3,9 39,3 1,93
[gG (37-44) (1,11-2,53)
Kationizalt | 155000 8,6-9,3 11,0 4,65
IgG (5-15) (4,25-5,27)
a pl: izoelektromos pont
K: a koncentracio lecsengésének iddallandoja;
Py: mikrovaszkularis permeabilitas
b Adatok Yuan-tol és munkatarsaitol [Yuan és mtsai: Cancer

Research 55, 3752 (19995)].
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6. Kovetkeztetés

A fluoreszcencia mikroszkoépiabdl kiderilt, hogy a ktilénbozé
fehérjék homogén moédon extravazalnak a véredény fala mentén. A
tumor mikrovaszkularis permeabilitasat (P,) az anionizalt és
kationizalt BSA-ra a 4. tablazatban mutatjuk be. A permeabilitasi
értékek alacsonyak a negativ téltésta BSA-ra (P,=1,11 + 0,44x10-7
cm/s); atlag + az atlag standard hibaja), és majdnem négyszer
magasabb a pozitiv toltésu BSA-ra (Pv=4,25 £ 0,26x10-7 cm/s).

A tumorok mikrovaszkularis permeabilitasa az anionizalt és
kationizalt IgG-re valamivel a megfelel6 BSA mintakra meért érté-
kek folott volt (4. tablazat). A téltés-moédositott BSA-val kapott
adatokhoz hasonléan a kationizalt IgG mutatta a legmagasabb
permeabilitast (Pv=,65 + 0,29x10-7 cm/s), és az anionizalt IgG
(Pv=1,93 £+ 0,41x107 cm/s) a természetes fehérjére mért érték

alatt volt.

7. Példa

A semleges és kationos Rhodamin-jelzett liposzéomak human endo-

telialis sejttenyészetekkel (HUVECQC)

A HUVEC-et 2x104 sejt/cm? stirtiségben oltjuk le zselatinnal
boritott, 2-lukas tenyészté lemezekre, majd 48 ora hosszat 37 °C-
on, 5% COa»-t tartalmazo, nedvesitett atmoszféraban tenyésztjiik
endotelialis sejt névesztd taptalajpban, ami 2% borjumagzat szé-
rumot tartalmaz. A tenyészt6 taptalajt eltavolitjuk, a sejteket fosz-
fattal pufferelt sooldattal mossuk, és 500 ul szérummentes endo-

telidlis alaptaptalajt adunk hozza. Rhodaminnal jelzett lipo-
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szomakat (0,5 mmol/l Rhodamine jel6lés) adunk a tenyészetek-
hez, 100 pmol/1 &ssz-lipid koncentraciéban. 4 odras egytitt-te-
nyésztés utan a kozeget eltavolitjuk, majd a tenyészeteket kétszer
mossuk 500 pl foszfattal pufferelt séoldattal. A sejteket 1,5 ml
(foszfattal pufferelt soéoldatban készitett) Triton X-100-zal lizal-
tatjuk, 30 percig, szobahdmérsékleten. A fluoreszcencia intenzi-
tasat 560 nm gerjesztési hullamhosszon és 580 nm emisszios hul-
lamhosszon meérjuk egy SPEX FluoroMax-2-ben.

Ennek a kisérletnek az adatait az alabbi, 5. tablazatban

mutatjuk be.

5. Tablazat
Rhodamine-nal jelzett liposzomak felvétele HUVEC-kel (az dssz-
lipid koncentracio 10 mmol/l, a liposzéma készitményeket molsza-
zalékban adjuk meg)
A zéta potencialokat a 3. tablazatban specifikalt kéril-

meények kozoétt mérjuk.

DOTAP 0 30 40 50 80 95
DOPC 55 65 55 45 15 0
Chol 40 0 0 0 0 0
Rh-DOPE S S 5 S 5 S
Zéta poten- | ---- | +27,0 +33,1 +42,9 +43,0 +48,8
cial (mV)
fluoresz- ---—- 1 124802 | 179961 | 230879 | 256276 | 271732
cencia fel-
vetel (cps)
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8. Példa

Egv liposzomalis, kationos leképezd agens

i) A leképez6 agens készitése

A cellularis képalkoto agenseket kationos liposzémakba pa-
koljuk, amik kationos lipidet, azaz példaul DOTAP-ot tartalmaz-
nak. Példaul a magnetitrél (FezO4) a szakirodalomban ismert, hogy
kapszulazni lehet kationos liposzémakba, hipertermia leképezése
vagy kezelése céljabol. A vasoxidok a kationos liposzémak
belsejébe zarhatok, az elézékben ismertetett altalanos eljarast
kovetve, vagy példaul az 5,088,499 szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi leirasban ismertetett eljaras alapjan. A
hipertermia kezelésére a vasoxid részecskéket intravénasan adjuk
be a rakos betegeknek. A részecskék akkumulalédnak a tu-
morban. Ha a beteget magneses mezébe tessztik, akkor a vasoxid
részecskeék felmelegszenek, és elroncsoljak a szilard tumort.

Specifikus példaként megemlitjiik, hogy szuperparamagne-
ses vasoxid részecskéket, amiket H* ionokkal stabilizaltunk
(kereskedelmi forgalomban beszerezheté a Berlin Heat AG-tél),
DOTAP-ot és DOPC-t 50/50 aranyban tartalmazo liposzoméakba
kapszulazzuk, aminak kiindulaskor az 6ssz-lipid koncentracio 15
mmol/l. Egy ilyen készitményt az alabbiak szerint allitunk elé:
0,075 mmol DOTAP-ot €s 0,075 mmol DOPC-t oldunk 20 ml klo-
roformban, amihez egy 500 ml-es géomblombikot hasznalunk. A
kloroformot csokkentett nyomason beparoljuk, majd a filmet

csOkkentett nyomason (5 mbar) megszaritjuk, 90 alatt. Ezt
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penziét ovatosan Osszekeverjik, majd hutében taroljuk. 24 oéra
elteltével a szuszpenziot 12000xg-vel centrifugaljuk (10 °C, 30
perc). Ennek kévetkeztében az elegy két fazisra valik szét: egy
fels6 fazisra, ami a liposzomak nagy részét tartalmazza, a kapszu-
lazott vasoxiddal, mig az alsé fazisban jéval kevesebb a liposzéma,
de ez tartalmazza a nem-kapszulazott vasoxidot. A felsé fazist (10
ml) 6tszoér extrudaljuk egy 400 nm-es polikarbonat membranon
(Osmoics Inc.) (Lipex extruder, 10 ml-es dobbal). Az extrudalt
terméknek HPLC-vel elemezzak a lipidtartalmat, mig a

vastartalmat fotometriasan elemezziik (tiocianat moédszer).

i) Képalkoto agens alkalmazasa

Az allatkisérletekhez C57BL/6 egereket oltunk be 106 Lewis
Lung Carcinoma (LLC) sejtekkel. Kértilbelhil 10 nappal az inokula-
las utan az egerekben tapinthaté tumor fejlédik ki. Amikor a tu-
mor merete eléri a koérulbeltll 5-8 mm méretet (két dimenzioban
meérve), akkor az allatot egy 2T MR tomografba tessztik (Bruker),
érzéstelenitjuk (isofluran belégzeés), majd letapogatjuk anatomiai
relaxivitasokat a késébbi 6sszehasonlitashoz. Ezt kdvetéen a kép-
alkoto agens készitménybdl (amit az el6zé6kben ismertetett modon
készitiink) az allatok egy grammjara szamitva 14 pl-t injekciézunk
a farokvénaba. Az egeret Ujra pozicionaljuk a tomografban, majd

az injekciozas utan kiilénbozé idépontokban letapogatjuk. A 6.
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tablazatban 6sszefoglaljuk egy reprezentativ kisérletben egy
allatban a tumorban meért relaxivitasi adatokat, amely allat az
el6zékben ismertetett készitményt kapta. A normal szévet (azaz

példaul az izom) T2 relaxivitasa nem valtozott (nem kéz6lt adatok).

6. Tablazat
T2 értékek a tumorszévetben a liposzémalis kationos kontraszt

agens alkalmazasa el6tt és utan

T2 a kont- | T2 a kontraszt agens alkalmazasa utan
raszt agens

hasznalata

el6tt T2 15 perc utan | T2 60 perc utan |T2 4 6ra utan

86,8 ms 81 ms (a kiindu- |75 ms (a kiindu- | 68 ms (a kiin-
lasi T2 93%-a) lasi T2 86%-a) dulasi T2

78%-a)

9. Példa

Magnetoszomak, mint kationos képalkoto agensek

A magnetoszomak nanométer méreti magnetit magbol
allnak, amit egy lipidréteg borit. A kationos ktilsé réteget tartalma-
z6 magnetoszomakat ahhoz hasonlo modon allithatjuk elé, mint
ahogy a negativ téltésti, vagy semleges foszfolipideket allitjak elé
[DeCuyper és mtsai: Biochimica et Biophysica Acta 1027, 172
(1990)]. A magnetoszomak in vivo tesztelését C57BL/6 egerekben

hajtjuk végre, amiket 106 Lewis ttidékarcinoma sejtekkel oltottunk
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be. Leképezési célokra szamos szovet T2 relaxivitasat mértil MR-

rel.

1. Pozitiv toltés11 magnetoszomak készitése

A lipidréteggel boritott magnetit magokat ugy allithatjuk el6
példaul, hogy a vasoxid részecskék laurilsav monorétegét lipidek-
kel helyettesitjuk. A réteg cseréje spontan lejatszodik, ha a
laurilsavval boritott magnetit részecskéket 30-70 méoélszazalék
foszfolipidet és 70-30 molszazalék kationos lipidet tartalmazé lipo-
szomakkal inkubaljuk. Azt tételezziik fel, hogy a foszfolipid az
Fe304 oxigénatomjahoz kotddik, és ezzel leszoritja a laurilsavat. A
kationos komponens féleg a magnetoszoma ktils6 rétegében akku-
mulalodik, és elektrosztatikusan stabilizalja azokat. A f6losleges
laurilsavat dializissel tavolitjuk el az elegybél. Ezt kévetéen a
terméket tisztitjuk.

Specifikus példaként megemlitjuk, hogy 150 ul, laurilsavval
boritott szuperparamagneses vasoxid részecskék szuszpenziojat (a
vaskoncentracié 2 mol/l) 37 °C-on inkubaljuk 10 ml 10 mmol/1
t (Avanti Polar lipids, Inc., Alabaster) tartalmaz 30/70 molszazalék
molaranyban (eldallitasa a 4. példaban ismertetett modon). Ezt k-
vetbéen az elegyet S napig dializaljuk 5% gliikoz oldattal szemben.
A dializis soran a laurilsav fogyasat HPLC-vel [LiChrospher RP-
select B 5 pm 250-4 (Merck), acetonitril/viz 75:25 flow=1 ml/perc,

A=254 nm, k'=3,0, k'=(tt-to)/to] ugy kovetjuk, hogy laurilsav
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fenacilbromid szarmazékot készitiink [Borch és mtsai: Analytical
Chem. 47, 2437 (1975)].

A nem-kapszulazott vasoxid részecskéket elvalasztjuk a
magnetoszomaktol és a foléslegben levé tires liposzomakat gélkro-
matografiaval valasztjuk el Sephacryl S-300 HR oszlopon. A mag-
netoszomakat az ures liposzémaktoél szuperparamagneses MACS
mikrogyongyokon valasztjuk el, erés allandé magnest hasznalva
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach). A 7. tablazatban a

magnetoszomak analitikajat foglaljuk 6ssze.

7. Tablazat

A magnetoszomak analitikai adatai a részecskék tisztitasa elétt és

utan
A magnetoszo- | Ossz- | Fe Részecske- | Poli- Zéta
mak lipid-kon- | lipid mmol/l- | méret (nm), | disz- poten-
centracioja mmol/ | ben Zan-ként perzi- cial
molszaza- l-ben meérve tasi (mV)
lékban index
DOTAP/DOPC | 3,83 11,4 201,2 0,3 n.a.
30:70 molsza-
zalék, inku-
balas és
dializis utan
DOTAP/DOPC | 1,3 13,9 216,6 0,3 +41,5
30:70 molsza-
zalék tisztitas
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2. A Lewis tuddkarcinémat hordozo C57BL/6 egerek

leképezése
Az allatkisérletekhez az C57BL/6 egereket szubkutan LLC

sejtekkel oltjuk be (koértilbeltil 106 sejt foszfattal pufferelt séoldat-
ban). Korulbelill 10 nappal a beoltas utan az egerekben tapinthaté
tumor fejlédik ki. Amikor a tumor mérete eléri a kénilbelil 5.8
mm-t (két dimenziéban mérve), akkor az allatokat isofluran inha-
lalassal érzéstelenitjuk, 2 T MR tomografba tessziik (Burker) egy
termosztalt parnara, majd letapogatjuk az anatomiai orientaciot.
Ennek a letapogatasnak a soran mérjik a T1 és T2 relaxivitasokat
a késbébbi 6sszehasonlitashoz. Ezt kévetéen a képalkoté agens ké-
szitménybdél (amit az el6zékben ismertetett moédon készitliink) az
allatok egy grammjara szamitva 14 pl-t injekciozunk a farokvé-
naba. Az egeret Ujra pozicionaljuk a tomografban, majd az injekci-
0zas utan kulénbo6zé idépontokban letapogatjuk. A 8. tablazatban
Osszefoglaljuk a ktilénb6z6 allatokban mért relaxivitasi adatokat,

amely allatok az el6zékben ismertetett készitményt kaptak.

8. Tablazat
Reprezentativ allatkisérletek tumorszoveteinek T2 értékei a

kationos magnetoszomak alkalmazasa el6tt és utan
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Kiszerelési for- | T2 a kont-| T2 a kontraszt agens alkalmazasa
ma raszt agens | utan

alkalmazasa

elétt

T2 30 perc utan | T2 3,5 6ra utan

DOTAP/DOPC | 82 ms 65 ms (a kiin-|72 ms (a kiin-
30:70 molsza- dulasi T2 79%- | dulasi T2 88%-
zalek  dializis a) a)
utan
DOTAP/DOPC | 83 ms 71 ms (a kiin- |69 ms (a kiin-
30:70 modlsza- dulasi T2 86%- | dulasi T2 83%-
zalék tisztitas a) a)
utan
10. Példa

A vizben nem oldédo gyvogyszer hatéoanyagok hordozoéjaként a lipo-

files Paclitaxel gyogyszer hatéanyagot tartalmazo kationos mikro-

emulzick

Stabil olaj-a-vizben (O/V) emulziokat, amik a lipofil gyogy-
szer hatéanyagok megfelel6 hordozoi, ugy allitjuk el6, hogy egy
elektromos keverodvel vagy ultrahangos besugarzoval homogenizal-
juk [Tuchida és mtsai: Biochimica et Biophysica Acta 1108, 253
(1992); Cavalli és mtsai: Eur. J. Pharmacol. Sci. 10, 305 (2000)]. A
ktlénbo6zo6 lipidekbdl allé olajfazis szolubilizaloszerként hat kortl-
belul 2,1% molszazalek gyogyszer hatéanyag szamara, ami tébb

honapra megakadalyozza a kristalyosodasat. Ami az in vivo alkal-
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mazasokat illeti, a hidroféb matrix f6 komponenseit ugy valasztot-
tuk ki, hogy biokompatibilis és biologiailag lebonthato lipidek
legyenek, mint példaul a trigliceridek. Iranyitasi célokra kationos
emulgealoszerként csak maximum 5 molszazalék DOTAP-ra vagy
DDAB-ra van sziikség, ami a kulsé rétegben levé kationos amfifil
50%-anak felel meg. A részecskeméretet érinti a lipofileknek (TG)
az amfifilekhez viszonyitott aranya (TG/A), és ez korrelal a no-
vekvé mennyiségi TG-vel.

10 mg paclitaxelt oldunk 560 mg trioktadecilgliceridben.
Ezutan egy 25 mg DOTAP-ot, 25 mg DOPC-t tartalmazé lipidkeve-
réket (TG/A arany=11) diszpergalunk a TG/paclitaxel keverékben,
oly moéodon, hogy szobahémérsékleten 10 percig homogenizaljuk
(IKA Ultra-Turrax T8, 10000 per perc fordulatszam). Ezutan 7 ml
5%-o0s glukoézoldatot adunk cseppenként az olaj-lipid keverékhez,
mikézben 15 percig folytatjuk a homogenizalast. A 9. tablazat il-
lusztralja, hogy a kationizalas elve egyforman hasznalhaté gyogy-
szer hatéanyagot tartalmazo és nem tartalmazo mikroemulziokra
is, és ennek eredménye stabil kiszerelési forma, az angiogenezis
iranyitashoz megfelelé6 zéta potenciallal. Ezzel a megkozelitési
moddal a gyoégyszer hatoanyagnak a kationos komponenshez
viszonyitott magas aranya érhetd el (itt 1:2,5 tédmegszazalék), ami
szignifikans javulast eredményez a gyogyszert bejuttatdé rendszer

tolerabilitasaban.

9. Tablazat



99

ooooooooo

A trigliceridet (TG), DOTAP-ot, DOPC-t és Paclitaxelt tartalmazo

kationos mikroemulziék analitikai adatai centrifugalas (500xg, 10

perc) utan
kationos | DOPC | TG Pacli- | TG/am- | Zau |P1 | Zéta po-
lipid [mg] | [mg] [mg] |[taxel |fifil nm- tencial
[mg] |arany ben mV-ban
DOTAP:25 | 25 560 |O 11 253 10,3 | +60,9
DOTAP:25 | 25 560 10 11 295 0,4 | +56,3
DDAB:28 |28 560 |3 10 298 | 0,4 | +58,8
11. Példa

Mas kapszulazott képalkoté agensek készitése

A reprezentativ képalkot6 agensek koézé tartoznak a kationos
liposzomak kapszulazott liposzéomalis magnetit részecskékkel (a 8.
példaban ismertetett modon), a kationos liposzomak, amikben a
magnetit részecskék kovalens kotéssel kapcsolodnak a lipid
kettésréteghez, a Gd-DTPA-t tartalmazo kationos liposzémak, a
kapszulazott Gd-komplexek, a kationos liposzomak, amikben a Gd
kovalens kétéssel kapcsolodik a lipid kettésréteghez, a kationos
liposzomak, amik vagy belsejiikben kapszulazva tartalmazzak a
rontgensugarat gyengité komplexeket/molekulakat, vagy ezek a
membranhoz kapcsolédnak, CT vagy rontgensugar leképezési vizs-
galatokhoz. Az ismert technikak alkalmazasaval egy reprezentativ
szamot (amely szamot az alabbiakban azonositunk), és keészit-
ményeket allitunk elé, amikkel az elézékben ismertetett zéta po-

tencial tartomanyokat el lehet érni, a szaktertleten jartas szakem-
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ber képes megfelel6 kiszerelési format eléallitani €s beadni szamos
kulénbo6z6 képalkoto agenst.

A Gd-DTPA kapszulazasi technikai a szakterileten jartas
szakember szamara jol ismertek [Unger, E.C., P. MacDougall, P.
Cullis és C. Tilcock: ,Liposomal Gd-DTPA: effect on encapsulation
on enhancement of hepatoma model by MRI”, Magnetic
Resonance Imaging 7, 417-423 (1989)].

A 6,001,333 szamu Amerikai Egyesult Allamok-beli szaba-
dalmi leirasban ismertetnek egy modszert liposzomalis kontraszt
agens készitésére, azzal a céllal, hogy a tumorokat CT leképezéssel
ki lehessen mutatni. Az eljaras az alabbi lépésekbdl all: a) maltozt
vizzel keveriink ossze, kortilbelill 20 gramm maltéz — 100 ml viz
aranyban, majd addig kevertetjiik, amig a maltoz feloldodik, ezzel
vizes oldatot allitva eld; b) tojas foszfatidilkolint 99,6%-o0s etanollal
keveriink Ossze kortlbeltll 4,2 g tojéé foszfatidilkolin — S ml etanol
aranyban, majd addig kevertetjiik, amig alkoholos oldatot kapunk;
c) BHT-t adunk a vizes oldathoz, kérulbeltl 6,2 mg BHT - 20
gramm malt6éz aranyban; d) az alkohol oldatot cseppenként hozza-
adjuk a vizes oldathoz, folyamatos kevertetés kozben, amig olyan
oldatot kapunk, aminek az Osszetétele a kévetkezé: 5 ml etanol
minden 450 ml vizre, ezzel kapszulazo oldatot allitva elé; e) a kap-
szulazando6 anyagot a kapszulazando oldatba keverjik; f) az e)
lépésben kapott elegyet egy mikrofluidizaléo berendezésen
bocsatjuk at, ezzel tiszta oldatot kapunk; g) az f) lépésben kapott

elegyet liofilezzik.
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A szakteruleten jartas szakember ismereteihez tartozik, hogy
az elé6z6kben emlitett modszereket modositani tudja, megfelel6
mennyiségli tojas foszfatidilkolint kationos lipiddel helyettesitve,
ezzel olyan liposzomalis készitményt eldéallitva, ami tartalmazza az
agenst, és a kivant zéta potenciallal és/vagy izoelektromos ponttal
rendelkezik, ezaltal az agens szelektive a tumorba iranyul.

A liposzomalis készitmények mas eléallitasi modszerei is jol
ismertek a szakteriileten jartas szakember szamara. Ezek kozé
tartozik, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a lipid fil-
mek hidratalasa, az oldoszer-injekciozas, a forditott fazisu bepar-
las, valamint ezeknek a modszereknek a kombinalasa lefagyasz-
tas-felolvasztas ciklusokkal. Az is a szaktertleten jartas szakem-
ber ismereteihez tartozik, hogy a liposzomakat ultrahangos besu-
garzassal, pH-val indukalt vezikulaciéval, vagy detergens szolubi-
lizalassal allitjak el6. Emellett ktilonb6z6 modszerek hozzaférheték
a kapszulazott és nem-kapszulazott molekulak elvalasztasara,
beleértve, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a gélszii-
rést, az ultracentrifugalast, a keresztaramlasos szurest, striiség-

gradiens centrifugalast és a dializist.

12. Példa

Tumor regresszié pucér egerekben

Egy liposzoma készitményt, amit altalaban a 4. példaban
ismertetettnek megfeleléen allitunk elé, ugy, hogy diftéria toxint
injekciézunk a tumort hordozo pucér vizsgalati egerekbe. A kont-

roll, tumort hordozé pucér egereket parhuzamosan injekciézzuk
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egy hasonlo készitménnyel, amibél nem készitettink azzal a céllal
szarmazékot, hogy modositsuk a zéta potencialjat. Kétnapi kui-
l6nbséggel beadott két injekcio utan a vizsgalt és a kontroll egere-
ket tizennégy nappal az injekciézas utan leoljik, majd boncolassal
vizsgaljuk. A vizsgalt egerekben a tumor témege statisztikailag
szignifikansan cs6kken, ami azt mutatja, hogy a készitmény tera-
piasan hatékonyan okozza a tumor regresszigjat.

Mas, a tumor regresszioban jol hasznalhaté készitmények
k6zé tartoznak a liposzoma készitmények, amik paclitaxelt,
docetaxelt, vagy mas taxanokat, vincristint, navelbint és mas
vinca alkaloidokat, gemcitabint és mas nukleozid analogokat,
ciszplatint és mas platina-vegytleteket tartalmaznak. Ezeket a ké-

szitményeket a 4. példanak megfeleléen lehet formulazni.

13. Példa

Holyagtumor leképezése rakos betegekben

Egy fluoreszkalé képalkoto agenst allitunk el6 a 4. példaban
ismertetett modon, és szisztémasan beadjuk a rakos betegnek,
akinek holyagtumora van (urothelium karcinoma). Az alkalmazott
fluoreszcens képalkoto agenst liposzoma készitmény formajaban
szereljuk ki, ami 50 molszazalek DOTAP-ot, 45 molszazalék
DOPC-t és 5 molszazalék rhodamine-DOPE-t tartalmaz 5% gla-
kozban és o6sszesen 10 mmol/]l 6ssz-lipid tartalommal. A készit-
ményt szisztémasan alkalmazzuk a betegben 6 mg 6ssz-lipid per

testsulykg dozisban, 2 ml/perc infaziés sebességgel.
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A kezelés soran és utan a fluoreszcens képalkoto készitmény
akkumulalédasa mutathaté ki, egy holyagmutéthez valo hagyoma-
nyos endoszkoppal, ami a liposzomalis fluoreszcens festékre speci-
fikus fluoreszcens szurével van felszerelve. A fluoreszcens festék
akkumulalodasat a tumorszévetben leképezéssel, valamint a
festék spektroszkopikus azonositasaval tesszuik lathatéova. A tu-
mor szélei fluoreszcencias jelolésének kovetkeztében a tumorszo-
vet vilagosan megkuldénboéztetheté a normalis hélyag epitéliumtol,

és a tumort teljesen kivagjuk.

14. Példa

Szilard tumorokat hordozoé rakos betegek leképezése

Egy MRI képalkot6 agenst allitunk eld, altalaban a 4. és 8.
példaban ismertetett modon, és egy rakos betegnek adjuk be. Az
MRI képalkoto agenst liposzoma készitményben szereljuk ki, ami
40 molszazaléek DOTAP-ot és 60 molszazalek DOPC-t tartalmaz (az
O0ssz-lipid koncentracio 40 mmol/l), és a vaskoncentracio 9
mmol/l. A készitménybdl 10 millilitert adunk be egy 80 kg-os
betegnek, ami korulbelil 5 mg Fe-t jelent betegenként, vagy kortil-
belil 0,06 mg Fe/testsulykg-ot jelent (az éppen beadott Fe-nek
korulbeldl 10 %-a).

15. Pelda

Szilard tumoros betegek kezelése

A 9. példaban ismertetett modon eldallitott terapias agenst

eléallitjuk, és tumor kezelésének céljabol human betegnek adjuk
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be.. A készitmény terapiasan hatasos mennyiségeit intravénasan
adjuk be egy betegnek, aki egy vagy tobb szilard tumor novekedé-
sétél szenved. A terapiat addig tartjuk fenn, amig a tumor reg-
resszio fellép, amit a regresszio egy vagy té6bb markere alapjan ha-
tarozzuk meg, beleértve a keringé tumor antigének szintjének
csOkkenését és/vagy a fizikai reszorpciot. A készitménnyel ezt k-
vetdéen végzett folyamatos vagy periodikus kezeléseket adott eset-
ben profilaktikusnak tekintjlik, vagy olyan eszkézéknek, amikkel

teljes tumor regressziot lehet biztositani.

16. példa

Retrolenta fibroplaziaban szenvedd betegek kezelése

Egy retrolenta fibroplaziaban szenvedé beteget krioterapias
ablacioval kezeliink. Emellett a 1. példaban ismertetett terapias
készitményt is beadunk a betegnek. Az ablatalt tertilet revaszku-

larizacidja csdkken vagy gatlodik.

17. Példa

Kombinacios terapia

Egy beteget, aki egy vagy toébb szilard tumorban szenved, a
1. példaban ismertetett modon kezeliink. A terapia megkezdése
utan a beteget hagyomanyos kemoterapianak és/vagy besu-
garzasos terapianak vetjuk ala. A terapia kimenetelét szlikség
esetén altalanos onkologiai protokolloknak megfeleléen monitoroz-
zuk. A kombinacids terapia hasznalata lehetévé teszi a beteg be-

sugarzasnak vagy kemoterapias szereknek val6 csokkent kitételét.
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18. Példa

Egy terapias készitmény egy masodik aktiv adalékanyaggal egyiitt

valo beadasa

Egy, a 11. példaban ismertetett liposzoma készitményt egy
formulaban szerelink ki egy immuntoxinnal, Thorpe és munka-
tarsai modszerével (5,965,132 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-
beli szabadalmi leiras). Az egy készitményben kiszerelt liposzémak
hatasos mennyiségét adjuk be egy betegnek, aki egy vagy tébb

szilard tumortodl szenved. A tumor regresszidja figyelheté6 meg.

19. Példa

Sebgyogyulas

Az 5,879,713 szamu Amerikai Egyesuilt Allamok-beli szaba-
dalmi leirasban ismertetett liposzoma készitményt, ami bFGF-et
vagy VEGF-et tartalmaz, olyan formaban szerelink ki, hogy az
elésegitse a seb gyogyulasat egy betegben. A bFGF vagy VEGF te-
rapiasan hatasos mennyiségét adjuk egy liposzoma készit-
ményhez, amiben a DOTAP:DOPC arany 40:60. A liposzéoma ké-
szitmény terapiasan hatasos mennyiségeit adjuk be sebgyogyitas-
ra szorulo betegnek. A seb gyogyulasa figyelheté meg.

Az nyilvanvalo, hogy az el6z6 targyalas és példak csak
néhany elényben részesitett megvalositasi mod részletes leirasai.
Ezért a szaktertiileten jartas szakember szamara az nyilvanvalo,
hogy ktilénb6z6 modositasokat tehetnek, és ekvivalenseket alkal-

mazhatnak, anélkuil hogy eltérnének a jelen talalmany szellemétol
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és oltalmi koérétél. Minden folyoirat publikaciot, mas referenciat,
szabadalmat és szabadalmi bejelentést, amit ebben a szabadalmi

bejelentésben emlitiink, teljes egészében referencianak tekintiink.



1.

107 U e el
SZABADALMI IGENYPONTOK

Eljaras egy készitmény olyan tulajdonsaganak erosité-

sére, hogy az szelektive megcéloz egy aktivalt vaszkularis helyet,

és diagnosztikailag hatékony szinten akkumulalédik egy allatban

egy aktivalt vaszkularis hely szomszédsagaban, azzal jellemezve,

hogy azt a lépést tartalmazza, hogy a készitményt ugy maodositjuk,

hogy az alabbi csoportbdl egy vagy tobb tulajdonsaggal rendelkez-

zen: a) zéta potencialja a koérulbeltil +25 mV és +100 mV kozotti

tartomanyban van kérulbeltl 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban,

koériulbelul pH 7,5 mellett; és b) izoelektromos pontja koérulbeliil

7,5 folott van, ezaltal egy olyan készitményt kapunk, ami az alabbi

csoporthol valaszthato:

i)

ii)

részecskék, a liposzomakat kizarva, amiknek a zéta
potencialja kérulbelil +25 mV és +100 mV kézotti
tartomanyban van koérulbelil 0,05 mmol/1 kalium-klo-
rid oldatban, kértilbeltll pH 7,5 mellett;

7,5 folotti izoelektromos ponttal rendelkez6é molekulak;
liposzémak, amik Kkationos lipideket tartalmaznak ko-
rulbeliil 25 molszazaléek — 50 molszazalék mennyi-
ségben, amiknek zéta potencialja kértlbeltl +25 mV és
+100 mV ko6zétti tartomanyban van kortlbelil 0,05
mmol/l kalium-klorid oldatban, kértlbelul pH 7,5
mellett;

kationos lipid réteggel rendelkezé magnetoszomak,

amiknek zéta potencialja koérulbelill +25 mV és +100
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mV kozotti tartomanyban van korulbelil 0,05 mmol/1
kalium-klorid oldatban, kértilbeltl pH 7,5 mellett; vagy

V) kationos amfifileket tartalmazoé olaj-a-vizben emulziok

vagy mikroemulziok, amiket az jellemez, hogy a kulsé
rétegben koérulbelul 25-60 molszazalékban tartalmaz-
nak két zsirsavlancot vagy alkillancot, vagy zéta poten-
cialjuk a koérulbelil +25 mV és +100 mV koéz6tti tarto-
manyban van koérulbelul 0,05 mmol/l kalium-klorid
oldatban, kérulbelil pH 7,5 mellett.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlitett készitmény zéta potencialja kérulbeltl +25 mV és +60
mV kozotti tartomanyban van koérulbelil 0,05 mmol/l kalium-klo-
rid oldatban, kériilbelul pH 7,5 mellett, elénytsen a zéta poten-
cialja kérulbelil +30 mV és +50 mV koz6tti tartomanyban van ko-
rulbelil 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban, koérulbeltl pH 7,5
mellett.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett készitmény egy képalkoto vagy terapias készit-
mény, ami tartalmaz egy képalkoto agenst, vagy egy terapian aktiv
adalékanyagot, és elonyosen a kovetkezé csoportbdl valaszthatjuk
ki: vasoxid részecskék, festékek, fluoreszcens festékek, NMR jelo-
lések, szcintigrafikus jelolések, aranyrészecskék, PET jelolések,
ultrahang kontrasztanyagok és CT kontrasztanyagok, vagy a ko-
vetkezd csoportbdl valaszthatjuk ki: citosztatikus és citotoxikus
agensek, azaz példaul taxanok, epothilon A, B és D, valamint ezek

szarmazékai, camptothecin, szervetlen komplexek, mit6zis inhibi-



109

torok, hormonok, antraciklinelf:, ellenanyagok, topoizomeraz inhi-
bitorok, gyulladascsékkentd agensek, alkaloidok, interleukinok,
citokinek, novekedési faktorok, fehérjék, peptidek és tetraciklinek.

4. Az 1-3-igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a készitményt egy kationképzé regenssel, azaz példa-
ul etiléndiaminnal, hexametiléndiaminnal, trietiléntetraaminnal,
4-dimetilamino-butilaminnal, N,N-dimetilaminoetil-aminnal, di-
metilamino-benzaldehiddel, polilizinnel, és kitozannal végrehajtott
reakcioval modositjuk, ami az agens izoelektromos pontjat a nem-
modositott agenshez viszonyitva 7,5 folé noveli.

S. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az aktivalt vaszkularis hely egy angiogenezishez
kapcsolodo helyet jelez, és a kévetkezé csoportbdl valaszthato: a)
az angiogenezis helyei; b) gyulladasos helyek; c) sebgyégyulasi
helyek; és d) a vér-agy gat és elénydsen azzal jellemezve, hogy az
angiogenezishez kapcsolodo helyet az alabbi csoportbél valaszt-
hatjuk ki: diabeteszes retinopatia, kronikus gyulladasos beteg-
ségek, reumas arthritis, dermatitisz, pszoriazis, gyomorfekélyek,
hematogén és szilard tumorok, valamint ezek attétei.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az emlitett‘ allat egy emlés.

7.  Terapias készitmény, amit az 1-6. igénypontok barme-
lyike szerinti eljarassal allitunk el6, és egy aktiv adalékanyagot
tartalmaz, ami hatékony egy angiogenezishez kapcsolodo betegség
kezelésében és/vagy gatolja a gyulladast és/vagy elésegiti a csont

gyogyulasat vagy a sebgyogyulast, zéta potencialja kortlbelul +25
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mV és +60 mV ko6zoétti tartomanyban van kértlbeltil 0,05 mmol/1
kalium-klorid oldatban, kérulbelul pH 7,5 mellett, vagy izoelektro-
mos pontja 7,5 {616tt van, adott esetben a készitmény a beadasara
vonatkoz6 utasitasokkal van jelélve vagycsomagolva, egy angioge-
nezishez kapcsolodo betegség kezelése céljabol.

8. A 7. igénypont szerinti készitmény, amiben az aktiv
adalékanyagot az alabbi csoportbdl valasztjuk ki: éterlipid, alkil-
lizolecitin, alkil-lizofoszfolipid, lizolipid, alkil-foszfolipid, az éter-
lipid elénydsen lehet 1-O-oktadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-foszfo-
kolin, 1-O-hexadecil-2-O-metil-sn-glicerin, hexadecil foszfokolin és
oktadecilfoszfokolin.

9. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljarassal el-
allitott diagnosztikai készitmény, ami diagnosztikusan hatékony
mennyiséget tartalmaz egy aktiv adalékanyagbol, amivel egy an-
giogenezishez kapcsolodo betegséget lehet diagnosztizalni vagy
leképezni, zéta potencialja korulbelul +25 mV és +60 mV kozotti
tartomanyban van kértlbelil 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban,
koértulbelul pH 7,5 mellett, vagy izoelektromos pontja 7,5 f6l6tt van,
adott esetben a készitmény a beadasara vonatkozo utasitasokkal
van jelélve vagy csomagolva, egy angiogenezishez kapcsolédo be-
tegség diagnosztizalasa vagy leképezése céljabol.

10. A 7. vagy 9. igénypont szerinti készitmény. ami az
alabbiakat tartalmazza:

i) részecskék, liposzomak kivételével, amiknek a zéta po-

tencialja korulbelul +25 mV és +100 mV kézott van,
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kérulbelul 0,05 mmol/1 kalium-klorid oldatban, kértil-
belil pH=7,5 értéknél,

i) olyan molekulak, amiknek az izoelektromos pontja 7,5
f6lott van;

i1)  liposzomak, amik kationos lipideket tartalmaznak, ko-
rulbelil 25 mol% és 50 mol% koézotti tartomanyban,
zéta potencialjuk koérulbeltil +25 mV és +100 mV
kozétt van, kérulbelul 0,05 mmol/1 kalium-klorid ol-
datban, koérulbelul pH=7,5 értéknél;

iv)  magnetoszéomak, amiknek kationos lipidrétegiik van,
aminek a zéta potencialja kértulbeltl +25 mV és kériil-
beltll +100 mV koézoétt van koértilbelul 0,05 mmol/] ka-
lium-klorid oldatban, pH kértulbelil 7,5

v) kationos amfifileket tartalmazoé olaj-a-vizben emulziok
vagy mikroemulziok, amiket az jellemez, hogy a kiilsé
rétegben koérulbeliil 25-60 molszazalékban tartalmaz-
nak két zsirsavlancot vagy alkillancot, vagy zéta po-
tencialjuk korulbelul a +25 mV és +100 mV koézotti
tartomanyban van korulbeltil 0,05 mmol/]1 kalium-
klorid oldatban, kértilbelil pH 7,5 mellett.

11. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti készitmény
hasznalata egy olyan gyogyszer eléallitasara, amit szelektive lehet
iranyitani és diagnosztikailag hatékony szinten lehet felhalmozni
egy aktivalt vaszkularis hely kézelében egy allatban, azaz példaul

emberben.
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12. Eljaras egy készitmény optimalis zéta potencialjanak
meghatarozasara, azzal a céllal, hogy egy specifikus pontba ira-
nyitsuk, azzal jellemezve, hogy az alabbi lépéseket alkalmazzuk:

1) meérjik a készitmény zéta potencialjat, mikdzben val-

toztatjuk a kationos komponensek koncentraciéjat;
i) a zéta potencial értékeket abrazoljuk az y tengelyen, és
a kationos komponensek koncentraciéjat abrazoljuk az
x tengelyen, ezzel hiperbolikus gérbét kapunk; és

i)  meghatarozzuk a kationos komponens zéta potencia-
hiperbolikus gérbének inflexiéja van, mivel a hiperboli-
kus gérbe inflexiés pont régiéja optimalis tartomanyt
jelent a készitmény szamara.

13. Eljaras egy készitmény szelektiv iranyitasara egy
allatban, azaz példaul egy emlésben az angiogenezis egyik helyére,
azzal jellemezve, hogy tartalmazza azt a lépést, hogy az allatnak a
7-10. igénypontok barmelyike szerinti készitményt adjﬁk be, és
hagyjuk, hogy a készitmény szelektive felhalmozédjon hatékony
szinten az angiogenezis helyének szomszédsagaban.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlitett készitményt az alabbi csoportbél valaszthaté modon
adjuk be: oralis beadas, intravénas beadas, transzdermalis bea-
das, szubkutan beadas, intraperitonéélis’beadés, intratumoralis

beadas, intraarterialis beadas, intramuszkularis beadas,

instillacio és aeroszol beadas.
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Semleges toltésii dextranok szelektivitasa
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