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1. BEVEZETES

A nanotechnoldgia alkalmazasa a gyogyaszatban, valamint (j gyogyszerek
fejlesztésében egyre népszerlibb tudomanyag, amelyet viladgszerte vizsgalnak. Az elmult
két évtizedben, ahogy ma is hatalmas érdekl6dés ovezi a nanomedicina technoldgiakat,
kilonoskeppen a genterapiat és gének terapias szandékkal valé célzott eljuttatasat
meghatdrozott szOvetekhez, sejtpopulaciokhoz. Ezekben a nanogydgyszerekben a
hatéanyag &ltalaban valamilyen nukleinsav; DNS, RNS, esetleg oligonukleotidok.

Legegyszeriibb esetben a bejuttatni kivant nukleinsavat Onmagéaban, vektor
hasznalata nélkiil alkalmazzak.>® Vektornak nevezziik azokat a molekulakat/agenseket,
melyek a bejuttatni kivant hatéanyagot valamilyen kdlcsonhatasnak koszonhet6en (pl.
ionos vagy kovalens kotés) képesek célzottan eljuttatni valamely sejtekhez a szervezetben.
Azonban mind a célzas, mind a védelmi funkcié hatdsossdga valtozo. Vektor hasznélata
nélkil az adminisztraci6 modja leggyakrabban elektroporacié, vagy intramuszkularis
injekcio.>* Ezek a modszerek ugyan mutatnak némi hatékonyséagot, de a nukleinsavak in
vivo kdrnyezetben nagyon gyorsan degradalodnak, hiszen a szervezet igyekszik az idegen

> Emellett a fenti mddon alkalmazott

genetikai anyagot minél elébb semlegesiteni.
vakcindk inkédbb antitestes immunvalasz kivaltasara alkalmasak, nem memoria T-sejteket

generalnak, igy terapias helyett inkabb preventiv céllal lehetnének alkalmazhatéak.®

Léteznek olyan nukleinsav-alap vakcinak, melyekben gyengitett, vagy modositott
virusokat hasznélnak a sejtekbe valé hatékony bejuttatashoz. Ezen virus vektorok el6nye,
hogy célzottan juttatjdk el a genetikai anyagot (vagyis a hat6anyagot) a kivant
sejtpopuléciéhoz. Emellett képesek megvédeni azt a szervezetben torténd extra- €S
intracelluléris degradéci6tol.”®® A virus vektorok alkalmazésa azonban rengeteg kérdést
vet fel a termék biztonsadgossagaval kapcsolatban, illetve sok esetben nem csak a kivant
betegség ellen valtanak ki immunvalaszt, hanem maga a vektor, az alkalmazott gyengitett
virus ellen is, emiatt az ismételt alkalmazas, t6bbszéri dozis sem hozza meg a kivant
eredményt, hisz a vektort magat mar semlegesiteni igyekszik a szervezet.'®* Emellett az

ilyen termékek reprodukalhaté gyartésa és mindségellendrzése is nagy kihivast jelent.*?



Fontos megemliteni a liposzéma nanorészecskéket, vagyis lipoplexeket, melyek
szintén nagyon népszeriek ezen a tudomanyterileten. Ezeket a részecskeéket &ltaldban
tobbféle foszfolipid és lipid lancok keveréke alkotja, a hatéanyag pedig altaldban
valamilyen nukleinsav vagy oligonukleotid.™® Elényiik, hogy a szervezet képes lebontani
Oket (biodegradébilisak) illetve meglehetdsen sziikk és reprodukalhatd részecskeméret-
eloszlassal allithatok elé. Azonban a biodegradabilitas miatt nagyon gyorsan kiurtlnek a
szervezetbdl, illetve nem képesek célzottan a hatdoanyag bejuttatdsara, mivel nem
tartalmaznak olyan fellileti elemeket, amelyek specifikusan tudnanak célozni bizonyos
sejteket.*® A liposzomak képzSdése bonyolult folyamat: megfeleld koriilmények kozott
bizonyos foszfolipidek (pl. lecitin) vizes kozegben kettds, vagy tobbszords rétegekbe
rendez3dnek, leggyakrabban ultrahangos kezelés hatésara.’® Az ultrahangos médszer

azonban konnyen kart tehet a ,,becsomagolni” kivant hatéanyagban.

A nanomedicinak legnagyobb részben plazmid DNS (pDNS) alapt formulaciok,
melyekben az aktiv hatéanyag egy vagy tobb plazmid DNS. A molekularis biolégidban a
plazmid DNS olyan DNS-t jelent mely a kromoszémélis DNS-t6l elkiilonil, és attol
fuggetleniil tud replikalédni.*” A pDNS-t sok esetben az immunvélasz sikeres kivaltasa
érdekében szintetikus vektor (valamilyen polimer) segitségével (gynevezett
nanorészecskéve tomdoritenek. Az ilyen polimerek felilete tetszés szerint modosithatd
kiilonboz6 molekuldk segitségével, igy specifikusan célozhatok a szervezet
immunsejtjei.’**%?° Ezek a nanorészecskék, vagy poliplexek masik fontos tulajdonséaga,
hogy a korokozok néhany szadz nanométeres mérettartomanyaba esnek. Az ilyen
vakcinakban a pDNS a betegségre specifikus antigéneket kodol, melyeknek a megfeleld
sejtekben (antigén prezentald sejtek) vald kifejezdédése biztositja az immunvélasz
l1étrejottét, vagyis a szervezet sajat védekezd mechanizmusat kihasznalva érhetiink el
gyogyulast ugynevezett immunterapia segitségével. A vektornak alkalmas polimerek
tarhaza rendkivil széles: poliészterek, poliaminosavak, poliuretanok, polisavak homo- és

heteropolimerjei mind megfelelsk. 222324

A tudomanyos irodalomban elfogadott tény, hogy a negativ toltésti pDNS pozitiv
toltésti polimerekkel (polikationokkal) spontdn modon, onrendezddd nanorészecskéket
képez. 526212829 Eqy jlyen, széles korben vizsgalt szintetikus vektor az egyenes lancu
polietilénimin (PEI), melyben a molekula pozitiv t6ltésii szekunder aminjai ionos kotést

létesitenek a pDNS negativ toltésii foszfatcsoportjaival. A PEI 6tvozi a virus vektorok és a



liposzomak el6nyeit, viszont megbirkézik azok fobb hatranyaival ***3%% A PE| véaza
kémiailag konnyen modosithatd, hogy kiilonboz6 feliiletli nanorészecskéket kapjunk, igy a
virusokhoz hasonléan képes lehet specifikusan célozni bizonyos sejteket, emellett a
szervezetben nem alakul ki ellene immunvalasz, hasonléan a liposzéméakhoz.'® A PEI-t az
egyik leghatékonyabb szintetikus vektorkeént jegyzi az irodalom mind oligonukleotidok,
PDNS és siRNS (short interfering RNS) szallitasahoz.>*3>%%%" Kétfajta morfoldgiai
formaja az elagaz6 lancu, ugynevezett ,,branched” PEI (b-PEI) és az egyenes lancu linearis
polimer (I-PEI). A b-PEI-t az aziridin sav-katalizalt polimerizaciojaval szintetizaljak, mig
a linedris valtozatnal a monomer altaldban valamilyen 2-szubsztitualt oxazolin szarmazek,
majd a polioxazolinbél savas hidrolizissel 4llitjak el a terméket.**** Mind a linearis, mind
az elagazd lancu PEI képes megvédeni a pDNS-t az enzimatikus és egyéb biokémiai
tdmadasoktol, koztik a sejtbe vald bejutast kovetden az endoszoma alacsony pH-
jatol. 2442 A nem protonalt nitrogének ugyanis képesek pufferelni a protonpumpék
hatasat. Ezt a tulajdonsdgot nevezzik proton-spongya jelenségnek. A kétféle polimerrel a
pPDNS azonban eltéré fizikokémiai tulajdonsagu poliplexeket képez. Lineéaris PEIl-vel
létrejovo nanorészecskék aggregalodnak a sejtmembran kérnyezetében, ezzel ellentétben a
b-PEI/pDNS részecskék még a citoplazméban is diszkrét részecskékként vannak jelen a
sejtbe valé bejutas utan.”****> A b-PEI dendrimer szerkezete a I-PEI lineéris lancaval
szemben sokkal kompaktabb nanorészecskét képez, amely kevésbe hatékony a pDNS
sejtekbe vald bejuttatdsadban, és sokkal magasabb toxicitdst mutat, mivel a sejt nehezen
tudja lebontani.*®*” PEI tartalm( poliplexeket sikeresen alkalmaztak &llatkisérletekben a
tiids, a maj illetve az agy in vivo célzasahoz.*%*49°0 A k@zvetleniil a tumorba val6
beinjektalas soran pedig azt talaltdk, hogy ott hosszan képes tartdzkodni a poliplex, igy
biztositva a folyamatos génexpressziot.>> Egy masik antitumor kisérletben sikeresen
szoritottak vissza a tumor ndvekedését és novelték a talélést humanizalt méajrakos
egérmodellben PEI/pDNS komplexeket hasznalva.®® Emberekben is igéretes klinikai
vizsgalatok folynak jelenleg is PEI/DNS nanorészecskék alkalmazasaval. llyen példaul
egy hasnyalmirigy adenokarcinoma elleni génterapia, ami jelenleg fazis I-es vizsgalat alatt
van, miutan hércség modellben kimutattak, hogy a kétféle kinazbol alkotott fuzids génbdl
és a PEI-b6l kialakuld nanorészecske kemoterapiaval kozos alkalmazasa a daganat

zsugorodasat okozza.>***

Szintén fazis l-es Kklinikai vizsgalatban bizonyitotta
biztonsadgossagat és toleralhatosagat egy olyan interleukin-12-t kddold plazmid DNS és

PEIl-szarmazék nanorészecskéje, ahol a polimert polietilén-glikol és koleszterol



felhasznalasaval madositottak.” Ezt a terépiat visszaesd petefészekrakban szenvedd

paciensekben tesztelték, akik a kemoterapiara rezisztensnek bizonyultak.

A plazmid DNS-alapu vakcinédk egyik nagy probléméja a célzott bejuttatas mellett
a stabilitds kérdese. Ugyan a lipoplexek sok esetben akar hénapokig eltarthatok 4°C-on
oligonukleotidokkal, pDNS-sel formuldlva méar nem.>®*"® A PEI és egyéb szintetikus
polimerekkel késziild poliplexek par ordnal tovabb nem stabilak, legtobb esetben a
részecskék dezintegralodnak, vagy a folyamatos aggregacié miatt fokozatosan
kitilepednek, kicsapodnak.”® Egy masik jellemzd probléma az ilyen biolégiai
rendszereknél, hogy gyakran kémiai szempontbo6l nem vizsgaljak a rendszereket, vagyis a
biologiai laborokban bevalt szokésos ,adalékanyagokat”, reagenseket, puffereket
hasznaljék, anélkil, hogy vizsgélnék, van-e/lehet-e valamilyen kémiai 6sszeferhetetlenség
az anyagok kozott. llyen példaul a Tris, Tris-EDTA (TE), vagy EDTA tartalmu Tris-acetat
(TAE) pufferek, illetve akar az egyszeri fiziologias so- vagy glukoz/dextréz oldat,
amelyek minden laborban kéznél vannak, és amelyek ugyan a ,,csupasz” pDNS-t altalaban
valdban stabilizaljak, de a poliplex rendszer egészet tekintve nem szerencsés valasztas

egyik sem, ha meggondoljuk, hogy milyen mellékreakciok johetnek létre.®%%!

Amint az ilyen Gj-generécios pDNS-alapi nanomedicinék fejlesztése el6rehalad,
szamos feltételnek kell megfelelniiik a hatékonysag és a biztonsagossag mellett, hogy
valoban piacképes termék valjon beldliik.®* Az ilyen, polimer vektort tartalmazo,
formulaciok instabilitdsa miatt sokszor csak kozvetleniil a kezelés el6tt lehet tobb
komponensbdl dsszekeverni a készitményt.>® Az egyik lehetséges megoldas a stabilités
kérdésére a részecske-szuszpenzd liofilizaldsa lehetne, azonban korabbi kisérletek azt
mutattak, hogy a lineéris PEI-t tartalmazd formulaciok nem liofilizalhatok (pontosabban
liofilizalas utan nem oldhatok vissza), annak ellenére, hogy az eldgazé lancu PEI-vel ez a

probléma nem jelentkezik.**%>%

Az AIDS haldlos ,betegségét” (Acquired Immune Deficiency Syndrome, vagyis
szerzett immunhianyos tinet egyittes) a HIV (Human Immunodeficiency Virus, vagyis
emberi immunhidny virus) okozza. 1983-ban a Pasteur Intézetben izolaltak egy virust
(t6bbek kozott Frangoise Barré-Sinoussi és Luc Montagnier), melyr6l ugy gondolték, hogy
az AIDS-et 0kozza.®” Ebbél az izolatumbol kiildtek mintat a CDC intézetbe (Center for

Disease Control), majd néhany honappal késobb a virust elnevezték limfadenopatiaval



Osszefliggd virusnak, vagyis LAV-nak és mintat kildtek a National Cancer Institute-nak is.
1984-ben Washingtonban bejelentették, hogy Robert Gallo sikeresen izolalta a virust,
amely az AIDS-et okozza, melyet HTLV-IlI-nak neveztek el. Egy mindenki altal elérhet6
vértesztet is kidolgozott, amely kdzel 100%-os pontossaggal kimutatja a fertézést.®® Csak
1985-re deriilt ki, hogy a két virus valéjaban egy és ugyanaz.®® Ugyanebben az évben
kezdték meg a véradd kozpontokban hasznalni a kifejezetten HTLV-1II/LAV virus
specifikus tesztet, és a pozitiv paciensek tébbé nem adhattak vért. A vertesztek altal
lehetévé valt a virus klonozasa és genetikai anyaganak meghatarozésa. A virus végul
1986-ban kapta meg a HIV nevet.”® A HIV virus és az AIDS kozétti kapcsolat
felfedezésert Francoise Barré-Sinoussi és Luc Montagnier kapta meg a Nobel-dijat,

azonban fontos megjegyezni, hogy Gallo felfedezései nélkiil ez lehetetlen lett volna.”

Ma a HIV-fertdzés és az AIDS az egyik legnagyobb egészségiigyi kihivas. Jelenleg
tobb mint 30 millio HIV-fert6zott €l a vilagon, akik koziil minddssze kb. 5 milliot
kezelnek a ma elérheté gyogyszeres terapiaval.”? A fertzottség jelenleg Kelet-Eurépaban
gyorsabban terjed, mint Afrikdban, és ndvekedést mutat Eurdpa nyugati részén is. A
virusellenes gyogyszerek forradalmasitottak ugyan a fertézés kezelesét, de csak az AIDS-
betegség késleltetett kialakulasat érik el, gydgyulast nem hoznak. A hossz( tavu kezelés
azonban egyitt jar az alkalmazéds soran fellépé toxicitassal, rengeteg kellemetlen
mellékhatassal, és a beteg elébb-utdbb rezisztenssé valik az alkalmazott szerekre, ami azt
jelenti, hogy mindig Gjabb és Ujabb antiretroviralis gydgyszereket kell kapnia. Emiatt nagy
hangsulyt fektetnek ma is sokan a megfeleld ellenszer (preventiv vagy terapias)
megtalalasara. A DermaVir nanomedicina ezekkel a gyogyszerekkel ellentétben egy
innovativ immunterapias termékjeldlt, amely jelenleg HIV/AIDS ellenes terapias
vakcinaként fazis ll-es klinikai vizsgélatokban vesz részt és ezzel ezen a terlleten a
legeldrehaladottabb stddiumban van a pDNS alapt nanomedicindk kozott.” A DermaVir
aktiv hatéanyaga egy plazmid DNS, amely a HIV virus 15 fehérjéjét kdédolja, igy képes
kivaltani ~ HIV-specifikus  immunvalaszt a  pDNS-ben  kodolt  antigének
kifejez8désével.”* " A kédolt proteinek olyan biztonsagi médositasokkal vannak ellatva,
melyeknek koszonhetden a termék akar egészséges embereknek is beadhatd, nem képes
integralddni a human kromoszémaba és a reverz transzkripcid is gatolt.”” Hatékony
antigén expressziohoz a pDNS-t egy ,,patogén-szeri” nanorészecskévé formulaljuk

gliikoz/dextroz oldatban egy mannobiozilalt linearis polietilénimin (PEIm) polimer



segitségével.”

A két f6 komponenst egyszertien 0sszekeverve, kozottik elektrosztatikus
kélcsonhatas alakul ki (1. Abra), és a pozitiv toltésii PEIm nanorészecskévé ,,csomagolja
0ssze” (kondenzalja) a negativ t6ltésti pDNS-t. A PEIm kationos jellege abbdl fakad, hogy
mivel a polimer énmagaban nem oldddik vizben, annak hidroklorid sojat hasznaljuk,
vagyis a szekunder aminok egy resze protonalt-, kationos formaban van. Az ionos jellegii

kotés tehat a pDNS foszfat csoportja és a PEIm szekunder amin csoportja kdzott jon létre.

1. Abra. Plazmid DNS és PEIm kozott kialakul6 ionos kétés sematikus abréja.

A PEIm-hez kovalensen kotétt mannobi6z molekuldk azt a célt szolgalja, hogy a
virusokhoz, korokozokhoz hasonloan a részecskének ,,patogén-szeri”  kiils6t
kdlcsondzzenek, ugyanis azok felliletén is gyakran talalhatok glikoproteinek, vagy egyéb
cukorszerli részek.”” A mannobiéz emellett azért is szerencsés, mivel a célozni kivént
sejtek, a szervezet epidermalis Langerhans-sejtjei rendelkeznek manndz-receptorral, ami

el8segitheti a sejtbe valé bejutést.®

A pDNS és a PEIm 0Osszekeverésével kapott folyadék formulaciot, a ,,patogén-
szerli” nanorészecskek szuszpenzidjat a nyirokcsomok célzasadhoz transzdermalis Gton
alkalmazzuk a DermaPrep tapasz segitségével, amely kihasznalja a szervezet természetes
védekezé mechanizmusét.? Ezt a természetes folyamatot hasznaltak ki ugyancsak a himls-
elleni védooltas ,,karcolasos” adminisztracidjaval is, amely hazankban is egészen az 1980-

es évek elejéig zajlott és bizonyitottan az egyik leghatasosabb mddszer a hosszl tavu,



memoria T-sejtes immunvélasz kivaltaséhoz.®? (Mi sem nagyobb bizonyiték erre,
minthogy a himl6 az egyetlen olyan kérokozd, amelyet sikeresen kipusztitottak a vilagon.)
A tapasz alkalmazasa 3 f6 1épésbél all: (1) az alkalmazas helyén a bér megfeleld
elokészitése, (2) a tapasz felragasztasa, (3) a folyadék formulacié befecskendezése a tapasz

ala, a féligatereszt6 hartya és a bor kozé.

Elészor tehat a boron enyhe epidermadlis ,,sériilést” okozunk egy szivacs segitségével, igy
részlegesen ,,megbontjuk” a bor felsd, elszarusodott rétegét, a stratum corneumot (ez a
gyakorlatban annyit jelent, hogy egy keményebb szivaccsal valdé dorzsoléssel enyhe borpirt
okozunk).” A bér elékezelése utan felragasztjuk a tapaszt, amely tulajdonképpen egy
zseb-forma, csak a peremén ragad a boérhoz, és kizardlag arra szolgél, hogy az
alafecskendezett folyadék formulaciot az el6készitett borfellleten tartsa. A DermaVir

nanomedicina hatasmechanizmusat a 2. Abra foglalja dssze:

Nyirokcsomo

2. Abra. DermaVir nanomedicina hatdsmechanizmusa.

A mechanizmus:



1. Az els6 1épés a Langerhans-sejtek (LC) specifikus célzasa. Ezek a sejtek antigén
prezentald sejtek, melyek az egész epidermiszt behal6zzak, és akkor aktivalédnak, mikor
valamilyen sériilés éri a bdrt.2*#*®° Ekkor nytlvanyaik segitségével felkisznak a felszinre
és felvesznek minden testidegen, patogén-szerii részecskét. Ahhoz, hogy a bejuttatni kivant
részecskét korokozonak lassa a szervezet, a megfelelé részecskeméret mellett arra van
szlikség, hogy a fellletén patogén-szeri elemek legyenek. Azért, hogy a pDNS/PEI
nanorészecske célzottan eljusson a szervezet antigén prezentald sejtjeihez (LC-k), a
polimert mddositottuk azaltal, hogy cukormolekulaval konjugaltuk, mannobidzt kétottiink

ra, ezaltal patogén-szeriivé téve a kialakul6 részecskét.®

2. A masodik 1épés a sejtbe vald bejutas. Ehhez a megfeleld részecskeméret
szukséges. A sejtek tobbfele mechanizmussal vehetnek fel anyagokat, részecskéket. Ezek
kozil a DermaVir szamara a legmegfelelébb az endocitozis, mivel majd ez biztositja a
megfeleld processzalast sejten beliil.®"®® Ehhez az ideélis mérettartomany az 50-400 nm.%
A DermaVir nanorészecske atlagos hidrodinamikai atméréje 100 és 300 nm kozott van,
igy beleesik az idealis, virus mérettartomanyba. Miutdn a Langerhans-sejt felvette a

részecskét és aktivalddott, elindul a legkdzelebbi nyirokcsomo fele.

3. A sejten bellli processzalas. A sejtbe receptoron keresztil bejutott anyagot a sejt
endoszomaba zérja, amelyben proton pumpa segitségével elkezdi csokkenteni a pH-t, hogy
lebontsa a felvett idegen anyagot.® Ahhoz, hogy a bejutott részecske tulélje az egyre
csokkené pH-t, arra van szlkség, hogy képes legyen pufferelni a megnovekedett
protonmennyiséget. A PEIm a proton-spongya jelenségnek koszonhetéen képes megvédeni
a pDNS-t az endoszomalis degradaciotél, igy az el tud jutni a sejten belul a sejtmagig
anélkul, hogy karosodna. A sejtmag kdzelében azonban a részecskének szét kell esnie
ahhoz, hogy a pDNS bejuthasson a sejtmagba, és a benne kddolt informéaciok

S 1 r r 91,92
atirodhassanak, megkezdédhessen a génexpresszo.”°

4. Az antigének expresszidja. Miutan a pDNS bejutott a magba és atirédott a kodolt

informacio, megkezdddik a fehérjék kifejezédése. A DermaVirben hasznalt pLWXul

-z

sziikséges (pl. csonkitott reverz transzkriptaz és integraz gének).”’

5. Antigén prezentacié a nyirokcsomdban, a T-sejtek aktivalasa és immunvélasz. Az

antigén prezentacio két Giton torténhet: az expresszalt fehérjék osszeszerelddhetnek ,,virus-



szerli  részecské”-vé  (VLP-vé, ami nem Osszekeverendé a  patogén-szeri
nanorészecskével), igy a ’Major Histocompatibility Complex’ (MHC) ll-es receptoron
bemutatva CD4"-es T-sejtek jonnek létre, vagy a fehérjéket 6sszeszerelddés nélkiil MHC I-
es receptoron keresztiil mutatja be a sejt a naiv T-sejteknek és CD8"-as o6l6sejtek
proliferadlédnak. Mindkét aton a HIV virusra specifikus memoria T-sejtes immunvélasz
alakul ki.”” Ezek a citotoxikus sejtek ezutan elindulnak a nyirokcsomébdl és a

szervezetben keringve irtjak a fert6zott sejteket.

Ez a fajta immunterdpia platform technoldgiara alkalmas, ugyanis a pDNS
konstrukt valtoztatasaval mas virus-, baktériumfertézések, rak-, vagy akar allergias

megbetegedések ellen is alkalmazhat6.*®
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2. CELKITUZES

A  DermaVir klinikai vizsgalati készitmény jelenleg harom kiilonb6zd
komponensbdl késziil kozvetleniil a kezelés elétt, a klinikan. Ezt a harom komponenst
harom kiilonb6z6 hémérsékleten taroljuk; a pDNS-t -80°C-on, a PEIm-et -20°C-on és a
glikoz/dextroz oldatot szobahémérsékleten (25°C). A fazis | és Il klinikai vizsgalatok
soran ezeket standard miveleti eldiras szerint a klinikai gyogyszerész elékészitette,
Osszekeverte, majd azt 3 6ran belil fel is kellett hasznalnia a termék gliko6z oldatban valo
instabilitasa miatt. Ez a bonyolult, gydgyszerészt és nem hétkdznapi Klinikai felszerelést
(ultramély-hiit6) igénylé formulacid nehezen lenne piacképes, ezért a cél egy olyan
formulacié kidolgozasa, amiben a pDNS/PEIm nanorészecske stabilan eltarthatd,
hasznélata nem igényel klinikai gyogyszerészt, elegend6 a koérhazi névér a kezeléshez. A
DermaVir nanomedicina kitiiné biztonsagossagot mutatott fazis I-es és Il-es klinikai
vizsgalatokban HIV-fert6zott egyedekben, azonban barmilyen hatasos is egy vakcina, a
formulécié nehézkes alkalmazasa és kiilonleges tarolasi igényei nagyban megnehezitik egy

piacképes termék megsziletését.***>*

Azt sem szabad figyelmen kivil hagyni, hogy mivel a készitmény mar tal van a
szilkséges biztonsagossagi és toxikoldgiai vizsgalatokon, ezért a gyogyszer-
engedélyeztetési hatosagok csak olyan valtoztatasokat engednek meg a meglévo
formulacion, melyek egyértelmiien nem befolyasoljak ezeket a tulajdonsagokat, ellenkez6
esetben a termék klinikai vizsgalata és igy engedélyeztetése akar évekkel elhtizodhat. Igy a
DermaVir nanomedicina formulacié optimalizalasanak folyamata soran a fejlesztés

lehetdségei meglehetésen sziik keretek kozott mozoghatnak.

A formulécié fejlesztésénél tehat a komponensek kiilon-kilon valé vizsgalata és a
rendszerben valé egyittes, egymasra vald hatasanak megismerése is cél, hogy olyan
formaba dnthessiik a nanomedicinat, mellyel a fazis Il klinikai vizsgalatokat megkezdheti.
Ennek elengedhetetlen kdvetelménye a korébbi bioldgiai aktivitds megbrzése és a termék
stabill4 tétele. Fontos szem el6tt tartani, hogy mind az eurdpai, mind az amerikai
gyogyszer-engedélyeztetd hatosagok elbirasa szerint a fazis III-as klinikai vizsgalati
készitménynek meg kell egyeznie azzal a formulécioval, amely az engedélyeztetés utan a

piacra kerdil.
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Tovébbi cél a DermaVir nanomedicina szerkezet-bioldgiai aktivitas kapcsolat

felderitése, mivel a nanotechnoldgianak ez a része (j tudoméanyteriilet.
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3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

Minden Kisérletet legaldbb egyszer megismételtlink, legtobb esetben kétszer. A
Kisérletek nagy részében harom parhuzamos mintaval dolgoztunk, kivéve az in vitro
bioldgiai aktivitas vizsgalatot, ahol a replikatumok szama 6t. A felhasznalt reagensek mind

gyogyszerkonyvi minéségiiek, ahol ez nem elérhetd, ott analitikai tisztasaguak.

Statisztikai analizis a Student’s T-probaval tortéent. A kilonbség minden esetben

szignifikans, amennyiben a p érték <0,05.

Nanorészecskék eloallitasa

A nanorészecskéhez haszndlt pDNS a pLWXul Kkonstrukt, amely 12,5
kilobazisparbol (kBp) all és 1 mg/ml koncentracidju vizes oldatban, -80°C-on taroljuk. Ez
a koncentracio 3,23 mM-t jelent a foszfatra nézve. A hasznalt PEIm 22 kDa nagysagu
polimer (a mannobidzzal és a kotott hidrokloriddal egyutt ~32,8 kDa), amelyet -20°C-on
tarolunk 13,6 mM-os molaris koncentracioban a nitrogénre nézve. A polimer a nitrogénhez
képest 3mAl% mannobidzt tartalmaz. A semleges polimer vizben nem oldddik, csak annak
hidroklorid so6ja, igy minden esetben ezt hasznaljuk a nanomedicina Gsszetevdjeként. A
nanorészecske készitése az alabbiak szerint tortént: egy térfogat 1 mg/ml pDNS oldatot
kihigitunk 3 térfogatnyi formulaciés olddszerrel, majd ugyanigy egy térfogat 13,6 mM
PEIm oldatot is kihigitunk 3 rész formuléacios olddszerrel, végul a kihigitott pDNS 1
térfogatnyi oldatdhoz adunk a kihigitott PEIm oldatdbdl 1 térfogatnyit. A két oldat
Osszekeverésével a nanorészecskék spontan kialakulnak, a komponensek mol aranya,
vagyis a nitrogén-foszfor arany (N/P) 4,2 lesz, az egyszeriiség kedvéért ezt 4-re kerekitve
haszndlom a leirasokban. Az old6szer a jelenlegi klinikai formulacidban 10 tomeg%
glikoz/dextroz oldat. A kisérletek megkezdése el6tt, az elkészités utan 20 percig

inkubaltuk a folyadék formulaciot a labor hémérsékletén (25+£3°C).

Néhany kisérletben nem a HIV fehérjéket kddold, hanem mas pDNS konstruktokat

(is) hasznaltunk. Ezek:
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- PpRED plazmid (6,5 kBp), voros fluoreszcens proteint kodol, 1 mg/ml
koncentrécidja vizes oldatban taroljuk -80°C-on.
fagyasztva.

- pJET (4 kBp), Ures plazmid, 1 mg/ml koncentrcioju vizes oldatként, -20°C-on
tarolva.

- pcOVA (6,7 kBp), ovalbumin allergént kddolo konstrukt, 1 mg/ml-es

koncentraciéban, -20°C-on tarolva.

Agaroz gélelektroforézis (AGE)

A pDNS kiilonb6zd formainak kvantitativ meghatdrozasdhoz  agardz
gélelektroforézist alkalmaztunk. A plazmid DNS-ck ketts szaluak, és leggyakrabban
cirkularisak, leginkabb baktériumokban fordulnak el6 a természetben, de néha
megtalalhatok eukaridta szervezetekben is (pl. a Saccharomyeces cerevisiae). Méretik 1-t6l
egészen 1000 kilébazisparig valtozhat, egy sejtben megtalalhatd szamuk pedig elérheti
akar az ezres nagysagrendet is. A plazmidok tobb kiilonb6z6 konformacioban fordulhatnak
elé, amely topoizimerek gélelektroforézis soran eltéré fajlagos toltésstiriségiik miatt
elvalaszthatok egymastol, ezek ugyanis kiilonboz6 sebességgel migralnak a gélben. A
,leglassubb”, vagyis ami legkozelebb lesz a zsebhez a nyilt-cirkularis forma (oc), amikor
az egyik szalon van csak vagas. A kovetkez6 a relaxalt forma, amelynek ép mindkét szala,
de nem szuperhelikalis formaban van (nincs feltekeredve, enzimatikusan relaxalt).
Kovetkez6 az elektroforetikus mobilitas szerinti sorban a linearis forma, melyben a pDNS-
nek van szabad vége (vagyis nem zart cirkularis). Ez akkor johet Iétre példaul, amikor a
pDNS két szala ugyanott vagodik, vagy egymashoz nagyon kozel, ezért felnyilik a gytirt.
Negyedik konformécié a szuperhelikdlis forma, vagyis mas néven a kovalensen zart
cirkularis (ccc-forma) pDNS, ahol zart 1anct a pDNS, nincs szabad vége és szuperhelikélis
formaban (feltekeredve) talalhatd. Utolsd, a leggyorsabb (legmesszebbre migral6) forma a
denaturalt szuperhelikalis, amely a denaturalddott régiok miatt kevésbé kompakt. Ennek
kialakulasat altalaban bazikus kornyezet, vagy hoéhatas okozza. A pDNS-alapd
nanomedicinadk esetén a szuperhelikalis format talaltak a legnagyobb bioldgiai aktivitasd

konforméaciénak.®” %
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A kisérleteket 2 protokoll szerint végeztuk:
1. 0.8 %-os agardz gélbe 1 pg pDNS-t mértiink, 90 percig, 60 Volton, vagy
2. 1%-o0s agar6z gélben 250 ng pDNS-t 999 percig, 22 Volton.

A gélek mindig 500 ppm etidium-bromidot tartalmaztak, a hasznalt puffer pedig 8,3-as
pH-ju EDTA tartalm( Tris-acetat (TAE) puffer volt. A géleket minden esetben lefot6ztuk
automatikus expozicios beallitassal, és az Image J szoftver segitségével denzitometrikus

alapon értékeltik a topoizomerek szazalékos aranyat, ahol indokolt volt.

Gél-retardacios modszer

A gél-retardacios modszernél a fenti AGE modszert az 1. protokoll szerint
hasznaltuk. A gélbe felvitt minden mintdban a pDNS mennyisége 1 ug, ezt a mennyiséget

titraltuk PEIm-mel. A teljesen kondenzalt részecske a zsebben marad, nem migral a gélbe.

Nanorészecskék dekomplexalasa

A fent leirt modon elkészitett nanorészecskéket a natrium-dodecil-szulfat (SDS)
segitségével szedtik szét (dekomplexaltuk), hogy vizsgalhassuk a benne 1év6 pDNS
allapotat (topoizomereinek aranyat). Ehhez a részecskét a pDNS foszfatjahoz képest
szamitott 1000-szeres molaris feleslegii SDS-oldattal inkubéltuk szobahémérsékleten 1
oran at folyamatos razatds mellett, majd agardéz gélen vizsgélva, denzitometrikusan
értékelve meghataroztuk a pDNS szuperhelikalis formajanak mennyiségét (ccc%) az
Osszeshez képest. A dekomplexalt részecskében a pDNS koncentracidja is mérhetové valik

UV-fotometrias madszerrel (ennek a modszernek a fejlesztése nem targya a dolgozatban, a

crcr

UV spektrofotometria

Az UV-méréseket 30 pg/ml pDNS-t tartalmazo oldatbol végeztik. A mérésekhez
kvarc kivettakat és két utas Jasco spektrofotométert hasznaltunk. Bar leggyakrabban csak

a 260 nm-en mért abszorbancia fontos, mivel ez a pDNS abszorbancia-maximuma, az UV-
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méréseknél mindig a teljes spektrumot rogzitettiik, 190-1100 nm kozdétt, 5 nm-es Iéptékkel.
A nanorészecskéknél megfigyelt hiperkromoféria szamitésa a kovetkez6 képlet alapjan

tortént:
100 x (A26Onanorészecske - ZA26Okomponens*) / (ZA260 komponens)
*ZA26O komponens = A260pDNS + A260PEIm + A260f0rmuléciés olddszer-

Tehéat a nanorészecske 260 nm-en mért abszorbancidjanak a komponensek 260 nm-en meért

abszorbancia-0sszegehez viszonyitott novekedése szazalékos formaban.

Részecskeméret mérés

Részecskeméret méréseket Brookhaven ZetaPALS™ késziilékkel végeztik, amely
a dinamikus fényszords (DLS) elvét alkalmazva a részecskék hidrodinamikai atmérdjét
(vagyis a hidréatburkot is beleszamolva) hatarozza meg a Stokes-Einstein egyenlet alapjan.
A méréseket az (UV mintékat tovabb higitva) ~10 pg/ml pDNS koncentréacioju oldatokbol
végeztik szobahOmérsékleten. A mérés paraméterei: 5 run, hullamhossz: 659 nm, szdg:
90,0°. A részecskeméretek Deggr, vagyis effektiv atmérével szerepelnek a leirdsokban,

nanométerben (nm).

Zeta potencial mérés

Zeta potencial méréseket szintén a Brookhaven ZetaPALS™ késziilékkel végeztik,
és ugyanazokat a mintdkat hasznaltuk, mint a részecskeméret meghatarozasahoz.
Modellnek a Smoluchowski egyenletet valasztottuk. Beallitott paraméterek: dielektromos
allandd 78,54, a fesziltség 4,0 Volt, a frekvencia 2,0 Hz. A zeta potenciél analiziseknél 5

mérés tortént mintanként.

Atomero6 mikroszkopia (AFM)

Az AFM felvételek készitésénél 7 pl poliplex szuszpenziot mértiink friss mica
lemezre, majd 3 perces inkubacié utan ultra tiszta vizzel lemostuk és argon aramban

megszaritottuk. A felvételek letapogato (tapping) zemmddban késziltek. Szilikon rugokat
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hasznaltunk, melyek eréallanddja 42 N/m, rezonancia frekvencigja pedig 300 kHz, a fej
sugara 7 nm. A felvételeket a Nanoscope Imaging és az Image J szoftverek segitségével

készitettik és értékeltik.

Induktiv csatolast plazma — tdmegspektrometria (ICP-MS)

Az ICP-MS a tdmeg spektrometria egy olyan fajtaja, amely képes bizonyos fémek
és nem fémek akér ppt (10"%) nagysagrendii kimutatasara és meghatarozasara. Alapja,
hogy az ionizéciora szolgldé induktiv csatolasu plazma moédszert egy az ionok
elvalasztdsara és detektalasara alkalmas tdémeg spektrométerrel kotnek ossze. Az
atomabszorpcios modszerekkel ellentétben igy a nyomokban jelenlévé elemeket is

gyorsan, pontosan és magas erzékenységgel ki lehet mutatni.

Az ICP-MS méréseket az EPA 6020 eurdpai szabvanynak megfeleléen 0,5 ml-es
mintakbol végeztettik, 3 parhuzamost hasznélva.

Total organikus karbon (TOC)
A TOC mérésekhez a mintékat savval kezelik, CO,-da alakitjak, majd a szervetlen

széntartalmat eltavolitjak a rendszerbdl és a visszamaradt organikus karbon mennyiségét a
TOC készilékkel megallapitjak. A TOC mérésekhez kalium-hidrogén-ftalat standardokkal

készitik a kalibraciés sort.

A TOC méréseket az MSZ EN 1484:1998 nemzetkozi szabvanynak megfelelden
0,5 ml-es mintakbdl végeztettik, 3 parhuzamost hasznalva.

Adszorbealhatd 6sszes szerves halogén (AOX)

AOX madszerrel az adszorbeélhatd szerves halogén-tartalmat lehet meghatérozni.
Mindazokat a halogén-tartalmd anyagokat meghatarozhatjuk ezzel a médszerrel, melyek
aktiv szénen adszorbealhatok. Az AOX madszert leginkabb felszini vizek és szennyvizek
halogéntartalmanak meghatarozdsara hasznaljadk. A modszer elve a kovetkezo: Aktiv
szenet adunk a vizmintdhoz, majd miutdn adszorbealodtak a vizben oldodo szerves

molekulak, az aktiv szenet kisziirjiik, a szervetlen klorid-ionokat elualjuk enyhén savas
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kaliumnitrat-oldattal, végul elégetjik az aktiv szenet oxigénaramban. A Kkeletkez6

halogénsavakat abszorbealjuk, majd argentometriasan, pl. kulometriaval titraljuk.”

A méréseket az MSZ EN ISO 9562:2005 nemzetk6zi szabvanynak megfeleléen 0,5

ml-es mintakbol végeztettiik, 3 parhuzamost hasznalva.

pH-potenciometrias titralas

A PEIm protonaltsagat a pH fliggvényében pH-potenciometrikus titralassal
vizsgaltuk. A titralds soran 1,25 mM PEIm oldatbdl kiindulva kezdtik névelni a pH-t
natrium-hidroxid oldat adagolasaval. Az ionerésséget 0,1 M-ra allitottuk natrium-
kloriddal. Minden titralast termosztalt koriilmények kozott (25+0,1 °C) végeztiink, argon
atmoszférdban, szamitdgép-vezérelt automata bdrettaval, és pH-mérével. A PEIm
protonalodasi egydtthatojat 4 parhuzamos titralasbdl becsiltik PSEQUAD program
segitségével.™® Minden titralas 70-80 adatpontbél &llt. A gérbe normalésa a
kovetkez6képpen tortént: az erds savra fogyott lag mennyiségét kivontuk az ésszes fogyott
lugfogyast. A PEIm pK-ja 8,32 £ 0,0022-nek adddott, ami egy kozelité egyetemes érték.
Valdjaban a PEIm-nek annyi pK értéke van, ahany N van a polimer lancban, de mivel azok
nagyon kozel vannak egyméshoz fellép az Ugynevezett polimer effektus, ami nagy
eltéréseket okoz a szok&sos szekunder aminokra mérhetd pK-hoz képest mar rovid

101,102

lanchosszu polietilénimineknél is (pl. 5 monomer egység). Ezért a legcélszertibb volt

az atlagos, becsiilt pK értéket hasznalni.

Nukledz enzimmel szembeni ellenallas

A nanorészecskét az aspecifikus endonukleazzal (DNase 1) inkubaltuk a gyart6
eldirasai szerint, majd EDTA-val ledllitottuk a reakciot, dekomplexaltuk a részecskét és

agardz gélen vizsgaltuk a detektalhatd pDNS mennyiségét.
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Bioldgiai aktivitas mérés

A formuléaciok bioldgiai aktivitasat in vitro rendszeren teszteltik. A teszt lényege,
hogy a kész nanorészecske-szuszpenziot lemezre killtetett sejtekre pipettdzzuk, majd 21
oOra inkubécio utan leszivjuk a fellilliszo6t és abban az expresszalt fehérjéket kvantifikaljuk
HIV-1 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) segitségével, igy szamszerlsitve az

adott formul&cio bioldgiai aktivitasat. A folyamat részletesen:

A Kisérletekben hasznélt 293T sejtvonal (human embrionalis vesesejt) széles

korben hasznalt hasonlé analitikai célokra'®

. A sejtek kiolvasztas, sejt-inditads és
passzalasok utan kertilnek 48- vagy 96 lyukd lemezre. Minden lyukba 200000 sejt kerul a
48 lyuku lemeznel és 30000 a 96 lyukanal. 24 o6rdval a lemezre valé killtetés utan
transzfektaljuk Oket, vagyis rajuk pipettazzuk a nanorészecske-szuszpenziot. 21 Orés
inkubacio utan leszivjuk a feliilluszot, amelybdl szelektiven meghatarozzuk HIV-1 ELISA
Kit (Zeptometrix) segitsegével a pDNS-ben kddolt fehérjék kozul a p24 nevi kapszid
fehérje expresszalodott mennyiségét. Mivel ez egy késoi fehérje, vagyis csak akkor kezd
atirodni, mikor a tobbi méar expresszalodott, alkalmas arra, hogy egyedul is mértéke legyen

az in vitro bioldgiai aktivitasnak.”” Az ELISA elve és folyamata diohéjban a kovetkezo:

A Kkitben talalhatd 96 lyuk( lemez lyukai p24 fehérjére specifikus monoklonalis
antitesttel vannak bevonva. Mikézben a sejtekrél leszivott feliilluszot inkubaljuk a lemezen,
az abban talalhatdo p24 fehérjemolekuldk hozzakotédnek az immobilizalt antitesthez.
Ezutan a kotott antigén reagdl a reagens, humén anti-HIV-1 biotinnal konjugélt
masodlagos antitesttel (szendvics ELISA). Kovetkez6 |épésben sztreptavidin-peroxidazt
mériink a lemezre, majd a szubsztratot, amely hatasara kék szinii termék keletkezik az
enzimreakcioban, amit egy kénsavat tartalmazo stop-oldat hozzaadasa sargava valtoztat. A
szubsztrattal keletkezett termék mennyisége aranyos a 450 nm-en mért abszorbanciaval és
a kiindulasi sejtfeliiluszé p24 fehérje-tartalmaval. A kit standardjainak kalibraciés sorabol

a pontos fehérjekoncentracié kiszamithato.

A bioldgiai aktivitas vizsgalat minden lépése szigortan standardizalt miiveleti
eldirds szerint zajlik, a moddszer a nemzetkdzi gyodgyszer-engedélyeztetd hatdsagok
elvarasai alapjan validalt. Bizonyitott linearitdsanak koszonhetden alkalmas arra, hogy a

kiilonb6z6 formulaciok kozotti kildnbseget kvantitativan kimutassa.
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A biologiai aktivitas vizsgalat eredményeinek kénnyebb értelmezéséhez legtdbb esetben az
adatok relativ, szazalékos formaban szerepelnek valamely belsé standard, vagy

viszonyitési alaphoz képest (ez az adott helyen fel van tiintetve).”

“ A nanomedicina hivatalos referencia standardja a jelenlegi klinikai formulacio.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. A DermaVir nanomedicina formulacio fejlesztése
4.1.1. Ajelenlegi klinikai formulacio problémai

Az jelenlegi klinikai formulécié szamos problémas tulajdonsaggal rendelkezik. Az
egyik legkritikusabb, hogy a pDNS és a PEIm mellett a formulacios oldoszer 10%-0s
gyogyaszati glikoz/dextroz oldat, ami a készitmény instabilitdsdnak egyik f6 oka. Ennek
magyaradzata, hogy a reduktiv glikoz molekula a PEIm aminjaival Maillard-tipusd
reakcidban sarga mellékterméket képez, ami az oldatok 0sszekeverése utan par 6raval mar
szemmel lathat6an sérgava szinezi az oldatot (3. Abra).*0*1%

R R R
o ) ) )
H OH R HO N._- H\|/N\/ H C/N\/R
H OH <HN H OH OH 0
HO H + H OH H OH » H OH
H OH R HO H HO H HO H
H OH H OH H OH
OH
OH OH OH

3. Abra. A gliikoz és PEI kozétti Maillard-tipust reakcid, melynek mellékterméke sarga szinti (UV-vis
spektrofotometriaval kimutathat).

Mivel egy ilyen mellékreakcid jatszodik le a komponensek kodzott, a DermaVir
ebben a formulacidban nem tarthatd el par éranal tovabb az Osszekeverés utan, ezért

készitik a klinikan mindig frissen a kezelés el6tt és hasznaljak fel 3 dran belil.

A maésik probléma az eredeti formulacioval, hogy bar annak komponenseit, a
Helyes Gyogyszergyartasi Gyakorlat (GMP) elbirasainak megfeleléen gyartottak
Kielegitve a gyogyszer-engedélyezteté hatdsdgok kovetelmeényeit, mégis meglehetdsen
alulkarakterizaltak, kémiai kornyezetilk és ionos karakterik nem definialt. A kész
nanomedicina termék specifikdcidja is csupan a fizikai megjelenés, az azonossag, a
tartalom és a biologiai aktivitasra tér ki (1. Tablazat). Ez a specifikacio tokéletesen
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megfelel a Klinikai Il-es fazis stddiumandl elvart korlilményeknek, a termék tovabbi

vizsgalata, és fejlesztésének elérehaladasa sordn azonban a hatésagok elvarjak, hogy a

termék mindségi eldirata is vele ,,fejlodjon”.

1. Tablazat. DermaVir nanomedicina kezdeti specifikacija.

Paraméter Mddszer Elfogadasi kritérium
Megjelenés Szemrevételezés Tiszta, szintelen oldat
Azonossag Agar6z gélelektroforézis Nincs migréacié
Tartalom UV-spektrofotometria 0,24 -0,35
Biologiai aktivitas Transzfekcios modszer p24 > 12 ng/mi
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4.1.2. A PEIm komponens optimalizalasa

A polimer ionos jellege

A PEIm eredeti specifikaciojaban, a kationos jellegre utaléan semmilyen

informécid nem volt taldlhatd (2. Téblazat), annak ellenére, hogy a polimer a DermaVir

rendszer polikationja, igy a formulacié szempontjabdl ez fontosabb tulajdonséga.

2. Tablazat. A PEIm eredeti specifikacioja.

Paraméter Mddszer Elfogadasi kritérium
Megjelenés Szemrevételezés Tiszta oldat
Azonossag Rezorcinol-kénsavas modszer 2 — 4 % mannobitz

Gélpermeacios kromatografia
(Sephadex PD10 oszlop)

A kromatorgamon egy csucs jelenik meg
(PEIm), nincs masodlagos csucs (szabad

Tartalom mannobi6z)
Agardz gelelektroforézis A teljes kondenzéaciohoz szilkséges N/P
(retardacios modszer) arany 1,5-2,5 kozott
Bioldgiai aktivitas Transzfekcios modszer* Eredmény jelentése
M.lk[o,lc)lologlal Ph.Eur. 2.6.12 é5 2.6.13 Ph.Eur. 5.1.4, 2-es kategéria
mindség
Endotoxin LAL teszt <0,1 U.E/mL

* Ez a bioldgiai aktivitds vizsgalat nem a p24 mérésén alapuld teszt, masik plazmidot hasznalnak és a fehérje
mennyiségének mérésekor nem a felilisz6t, hanem a teljes sejtlizatumot hasznaljak, ami miatt a mérés hibaja eléri a 30,
illetve 50%-ot, igy a kiilonb6z6 PEIm lotok kozotti kiilonbség kimutatasara nem alkalmas.

Amikor a klinikan hasznalt PEIm (PEIm-1) utan egy kovetkezd, ujabb lot polimer

(PEIm-2) érkezett, azt talaltuk, hogy azonos formulacidban készitve (ugyanazzal a pDNS-

sel és formulacids oldoszerrel), az Ujabb PEIm-mel készilt nanorészecskék bioldgiai

aktivitasa szignifikansan magasabb (4. Abra).
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4. Abra. Kiilonboz6 lot PEIm-bdl készitett nanorészecskék bioldgiai aktivitasa (azonos pDNS és formulacios
olddszer mellett): PEIm-1 a klinikai anyag, PEIm-2 az Ujabb lot polimer.

Mivel a specifikacidban megadott tulajdonsdgokban mind megegyezik a két lot polimer,
részletes elemanalizis vizsgélatnak vetettik ald 6ket, hogy megtalaljuk a kilonbséget.

Ennek eredményét a 3. Tablazat mutatja.

3. Tablazat. A két kiilonboz6 lot PEIm elemanalizis vizsgalatanak eredménye.

Lot C N P Na Mg cr-
mg/L (x10%0)

PEIm-1 387 191 22 10 3 436

PEIm-2 389 192 41 7 2 193

*TOC-vel mérve.

**TOC eredményb6l szamitva: a PEIm szerkezet fix C/N mol aranyat felhasznalva (mas szerves
szennyezbket NMR eredmények alapjan kizartunk).
***AOX-szel mérve.

A TOC, illetve az AOX mérések eredményébdl kideriilt, hogy a klor-nitrogén (CI/N)
arany a klinikan is hasznalt PEIm-nel (PEIm-1) 0,9, mig az ujnal (PEIm-2) 0,6. A klinikai
PEIm protonaltsagi foka tehat 90%, ez azt jelenti, hogy a nitrogének 90%-a hidroklorid-sé
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formajaban van az oldatban, vagyis —NH,'CI" formaban. Az (j lot PEIm (PEIm-2)
protonltsagi foka ezzel szemben csak 60%-nak adodott. Kiderllt tehat, hogy a két lot
PEIm protonaltsagi foka — a kationos jelleg az a tulajdonsdg, melyben eltérnek. Annak
kideritéséért, hogy valdban az ionos jelleg mértéke-e az a tulajdonsag, ami az eltéré
bioldgiai aktivitast okozza, a kovetkez6 kisérletet végeztlk: az eredeti 0,9-es CI'/N aranyu
PEIm protonéltsagi fokét natriumhidroxid oldat segitségével beéllitottuk 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;

0,7 és 0,8-ra, majd az ezekbol készitett nanorészecskéket vizsgaltuk (5. Abra).
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5. Abra. Kiilonbozé CI/N arany( PEIm-eket tartalmazé formulaciok vizsgalata. A) In vitro biol6giai
aktivitas eredmények (y =—83,6x% + 103,1x—13,1, R? = 0,83). B) Effektiv 4tmérd eredmények.

A formulaciokban az old6szer és a pDNS minden mintaban ugyanaz volt. Az eredmény azt
mutatja, hogy a bioldgiai aktivitdas masodfok( polinom szerint valtozik (5. Abra, A), és
maximuma 0,61-nél van. A bioldgiai aktivitassal ellentétben a részecskeméretet nem

befolyasolta a CI'/N arany valtoztatasa (5. Abra, B).

A polimer molekulatdmege

Megvizsgaltuk, hogy a PEIm molekulatdmege milyen befolyassal van a részecske
tulajdonsagaira, ha ugyanazt a pDNS-t és formulaciés olddszert hasznaljuk, illetve a

nitrogén koncentraciot rogzitjiik (vagyis minden molekulahossz esetében a monomerek
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szdma megegyezik). Az eredményeket a 4. Tablazat foglalja dssze. A polimer azonos
cukortartalma mellett (3 modl%) a kialakulé nanorészecskék mérete a vizsgalt
tartomanyban nem korrelal a PEIm molekula hosszaval, a bioldgiai aktivitas pedig a harom
vizsgalt molekulatomegii polimer kozil a klinikan hasznalatos, 32800 Da-osnal a
legmagasabb: mind a kisebb, ~9000-es, mind a nagyobb ~50000-es PEIm Kisebb potenciat
mutatott.

4. Tablazat. A kiilonb6z6 molekulatomegii PEIm-ek ugyanazzal a pDNS-sel alkotott nanorészecskéinek

effektiv atméréi és relativ bioldgiai aktivitasa a kontroll, 32800 Da-oshoz (klinikai anyag) viszonyitva.

PEIm mdltémege PEIm mannobioz Dgss £ SD Biologiai aktivitas
(Mn, Da) tartalma (%) (nm) (p249%0)
8600 3 225+21 41+12
32800 3 172 £ 43 100 £ 10
50500 3 189 +7 80+8

A polimer cukortartalma

Mivel a részecske patogén-szerii kinézetéhez fontos a polimerhez kotott
mannobidz, illetve a célozni kivant Langerhans-sejteknek van manndz receptora, a
molekulahosszhoz hasonléan azt is megvizsgaltuk, hogyan véltoznak a fenti
tulajdonsagok, ha a polimer cukortartalméat valtoztatjuk. Ugyanarra a PEl-re kiilonb6z6
mennyiségben kapcsoltunk mannobidzt, majd megvizsgaltuk az ugyanazzal a pDNS-sel és

pufferrel alkotott nanorészecske méretét és bioldgiai aktivitasat (5. Tablazat).

A cukortartalom és a részecskeméret kozott ismét nem talaltunk dsszefliggést a vizsgalt
tartomanyban, azonban bioldgiai aktivitasban az eredmény szerint sziikség van a
mannobidzra; a 0,1% nem elegendé ahhoz, hogy hatékony formulacio jojjon létre, de a 3%
és a 10% kozott szignifikans kilénbség nincs, vagyis a még magasabb cukortartalom nem

jar egyutt megndvekedett bioldgiai aktivitassal.
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5. Tébldzat. A kiilonb6zé cukortartalmi PEIm-ek ugyanazzal a pDNS-sel alkotott nanorészecskéinek

effektiv atméréi és relativ bioldgiai aktivitasa a kontroll, 3%-oshoz (klinikai anyag) viszonyitva.

PEI méltémege PEIm mannobioz Dgss £ SD Bioldgiai aktivitas
(Mn, kDa) tartalma (%) (nm) (p24%)
22 0,1 264 + 46 3+x1
22 3 172 + 43 100 + 10
22 10 295+ 21 109+5

A fenti Kisérlet-sorozatbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PEIm a
molekulatomegétdl fiiggetleniil képes kondenzalni a pDNS-t, és az igy létrejott részecskek
bioldgiai aktivitadsa a vizsgalt tartomanyban nem korrelal a molekula hosszaval, ahogy a
létrejové poliplex mérete sem. Igazoltuk azt is, hogy a PEIm/pDNS nanorészecske
hatékonysagahoz sziikség van a PEIm lancra kapcsolt cukorszeri molekulara, de annak

mennyiségét 3%-on tul névelve nem kapunk magasabb bioldgiai aktivitast.

Miutan megallapitottuk, hogy a PEIm polikation 60%-0s protonaltsagi foka az
idedlis, valamint hogy az eddig hasznalt molekulatémeg és mannobidz-tartalom optimalis,
kib6vitettiik a polimer specifikaciojat a 6. Tablazatban feltiintetett paraméterekkel, majd a

formulacio fejlesztését a pDNS komponens gorcsé ala vételével folytattuk.

alabbi vizsgalata miatt ker(ltek be).

Paraméter Madszer Elfogadasi kritérium

Klértartalom AOX 33,9-24,5+1,5 m/m%

Szervetlen szennyezék

(Na, fémek) ICP-MS <100 ppm
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4.1.3. A plazmid DNS komponens optimalizalasa

A pPDNS oldat ionerdssége

A pDNS-t, az aktiv hatéanyagot, a szerzddéses gyartok a Helyes Gyogyszergyartasi
Gyakorlat szigord kovetelményei szerint gyartottdk. Ennek ellenére, két kilonboz6
gyartotol szarmazo ugyanazon pLWXul konstrukt tulajdonsdgai kozott nagy
kilonbségeket talaltunk. Mindkett6t 1 mg/ml-es steril oldatként, ioncserélt vizben, -80°C-
on taroltuk. Azonban amikor mindkett6t a DermaVir formulacidéban vizsgaltuk, azt

tapasztaltuk, hogy a bioldgiai aktivitas (6. Abra) kozott szignifikans a killénbség.
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6. Abra. A két kiilonboz6 gyarté altal gyartott azonos pDNS konstruktokbol készitett részecskék bioldgiai
aktivitas vizsgalata (p<0,0001).

A hasznélt PEIm és a formulécios olddszer mindkét vizsgalt poliplexnél a klinikan
is hasznalatos anyagok voltak (90%-os protonaltsagi fokd PEIm és 10% glikdz/dextroz
oldat). A PEIm fenti esetéhez hasonldoan mind a két pDNS megfelelt az akkori
specifikacionak: vagyis a homogenitas (szuperhelikalis forma mennyisége), a tisztasag
(RNS, fehérje és genomialis DNS szennyezOk mennyisége, bakteridlis endotoxin), illetve

az identitas (vagyis a szekvencia-azonossag) szempontjabol azonosak voltak (7. Tablazat).
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7. Tablazat. A pLWXul plazmid DNS specifikacioja.

Paraméter

Modszer

Elfogadasi kritérium

Megjelenés

Szemrevételezés

Tiszta, szintelen oldat

Koncentracio

UV-spektrofotometria 260 nm-en

1,0-1,2 mg/ml

Szekvencia-azonossag

RFLP (restrikcios fragmenthossz-
polimorfizmus) analizis Notl, BamHI
enzimekkel

Minden varhat6 fragmens
megjelenése:

Notl: 12252bp

Szuperhelikalis forma
mennyisége

Etidium-bromid gélelektroforézis

Dominans a gélen

HPLC

>80%

Maradvany RNS

Etidium-bromid gélelektroforézis

Nem detektalhat6 0,5 ul-ta
zsebbe betdltve

HPLC

<5%

Bakteriosztazis és
Fungisztazis

USP 28<71>

Novekedést nem gatolja

Maradvany protein

UV-spektrofotometria

A260/A280 arany 1,7-2,0 kozott

BCA-modszer <1%
Maradvany E.coli DNS Q-PCR <3%
Maradvany izopropanol és USP <467> <5000 ppm
Etanol <5000 ppm
Maradv.épy antib’iotikum USP <81> Nem fjetektalhato
(kanamicin-szulfat) (hatar: 8pg/ml)
Endotoxin (LAL) USP <85> <5 EU/mg
Sterilitas USP23 <71> Nincs novekedes
pH pH-metria 6-8

Bioldgiai aktivitas

Transzfekcios modszer

p24>12 ng/ml

Hogy az eltéré potenciara magyarazatot talaljunk, a két pDNS oldatot ismételten részletes

elemanalizis vizsgalattal hasonlitottuk 0ssze. Ennek eredményét a 8. Tablazat foglalja
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Ossze. A pDNS-1 a jelenlegi klinikai formulaciéban hasznalt pLWXul konstrukt, mig a
pDNS-2 ugyanez a plazmid, masik gyartotol. Szembet(ind kiilonbség csupdn az
ionerdsségben van, a pDNS-1-es mellett kortlbelil 6 molekvivalens natrium van jelen, a
Klor-mennyiség alapjan ez foként natrium-klorid formaban, mig a pDNS-2 mellett csak kb.
0,3 molekvivalens natrium-klorid talalhatd (molekvivalens: pDNS foszfatra vonatkoztatott

relativ anyagmennyiség).

8. Tablazat. A két kiilonb6z6 lot pDNS elemanalizis vizsgalatanak eredménye.

* *k

Lot C P Na Mg Cl
mg/L (£10%)
pDNS-1 405 100 403 32 521
pDNS-2 390 93 25 1 3

*TOC-vel mérve.
**A0X-szel mérve.

Annak Kideritésére, hogy ez az egyetlen kimutathaté kilonbség okozza-e a
biologiai aktivitasbeli eltérést, a kovetkezé kisérleti tervet dolgoztuk ki: a pDNS-2 kis
adagjait kiegészitettiik 3-, illetve 6 molekvivalensnyi natriumra NaCl-oldat hozzéadasaval,
miel6tt DermaVirt készitettlink beldle. A harmadik vizsgalt pontnak a pDNS-2-t magat,
vagyis a 0,3 molekvivalensnyi NaCl-ot tartalmazdé pDNS oldatot hasznaltuk. Megmértik
az in vitro biologiai aktivitdsokat, és arra az eredményre jutottunk, hogy a NaCl
mennyiségének novelése ndveli a bioldgiai aktivitast, amennyiben ugyanazt a PEIm-et és
formulacios olddszert hasznaljuk, rogzitett pH-n (7. Abra). Amikor a pDNS-2 NaCl-
tartalma elérte a pDNS-1-ben taldlhaté 6 molekvivalenst, a bel6le késziilt nanorészecske is
utolérte a pDNS-1 poliplexének bioldgiai aktivitasat (7. Abra, A). A részecskeméretek
ezzel szemben 4llandénak tekintheték mindharom formulacional (7. Abra, B). Ez az
eredmény azt sugallja, hogy a pDNS oldat ionerdssége, kiillonosen a natrium-klorid

tartalma, befolyasolja a nanorészecske bioldgiai aktivitasat, igy a génexpressziot.
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7. Abra. A pDNS-2-t (0,3) és a 3, illetve 6 molekvivalensnyi NaCl-ot tartalmazé pDNS-2-bél késziilt
formulacidk A) biologiai aktivitasa és B) effektiv atmérdi (a pDNS-eken kivil ugyanazt a PEIm-1-et és
formulécids olddszert hasznéltuk, ugyanazon a pH-n).

A NaCl koncentracio kérdését tovabb vizsgaltuk, ugyanis az irodalomban is
elfogadott tény, hogy a pDNS-t stabilizélja a NaCl.*%*" A kivetkezd kisérletet terveztiik:
egy hetes, 37°C-os tarolasra tettink le pDNS mintakat, melyek 0,3; 1; 3; 6; 10
molekvivalens NaCl-ot tartalmaztak, kétféle dsszetételben; egy sorozat 6 rész formulacids
puffert is tartalmazott, mig a masodik sorozat csak a kiilonb6z6 mennyiségii NaCl-dal
kiegészitett pDNS oldatokat. Az egy hét lejarta utan a tarolt pDNS-ekb6l DermaVirt
készitettlink, majd a 0,3 molekvivalens NaCl-ot tartalmazdé pDNS-2-bél frissen készitett
DermaVirhez viszonyitva megmértilk a biol6giai aktivitasokat. Az eredményt a 8. Abra
mutatja. A NaCl 6nmagéaban nem volt képes megvédeni a pDNS-t a degradaciétol, a
formulacios puffer azonban igen, ahogy az a 0,3 molekvivalens NaCl-ot tartalmazo,
pufferben tarolt pDNS-nél latszik. Emellett azt is megfigyelhetjik, hogy a puffer mellett
jelen 1évé NaCl nem javitja a stabilitast; az oOsszes, pufferben tarolt minta egyforma

bioldgiai aktivitast mutat a NaCl mennyiségétdl fliggetleniil.
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8. Abra. A NaCl-dal (), illetve a NaCl-dal és formulacios pufferrel (') tarolt pDNS-ekbél ugyanazzal a
PEIm-mel készitett nanorészecskék bioldgiai aktivitasa a 0,3 molekvivalens NaCl-ot tartalmazd friss
kontrollhoz képest (m).

A szuperhelikalis forma aranya

A pDNS oldat kémiai kornyezete mellett fontos tulajdonsaga a szuperhelikalis
forma mennyiségének aranya a kiilonb6zé topoizomerekhez képest. Az irodalomban
elfogadott tény, hogy a DNS vakcindk (nem nanorészecskévé formulalt készitmények)
hatékonysagat a pDNS ccc formajanak mennyisége hatarozza meg; minél magasabb, annal
potensebb.®*%"% Ezt a paramétert a nanorészecskénél is meg akartuk vizsgalni, igy a
kovetkezo kisérleti tervet készitettiik; hogy minél inkdbb tikrozzik a természetes
degradacidbol ered6 potencia-valtozast, a kiilonb6z6 ccc%-U pDNS-eket nem enzimek
segitségével emésztettiik, hanem Ugy készitettlik, hogy a bioldgiai aktivitas vizsgalat el6tt
kiilonb6z6 idépontokban tettlink 37°C-ra mintakat ugyanabbdl a pDNS-oldatbol (14, 13,
10, 8, 6, 3 és 1 nap). A bioldgia aktivitads vizsgalat napjan agar6z gélelektroforézissel
ellendriztiik a kiilonb6z6é idépontokban letett pDNS mintak ccc%-at. Az eredmény azt
mutatja, hogy a korrelacidé masodrendii fiiggvény szerint alakul a ccc% és a bioldgiai
aktivitas kozott (9. Abra). Igazoltuk tehat, hogy a szuperhelikalis forma mennyisége
alapvetden befolyasolja a biologiai aktivitdst a formulalt (,,becsomagolt”) plazmid
esetében is. A fenti kisérletben a természetes modon degradalédott pDNS-ek mellett arra is
kivancsiak voltunk, hogy mi torténik, ha linearizaljuk a plazmidot. Ehhez kétféleképpen

emésztettilk: az elsénél az antibiotikum-rezisztenciaért felelos kanamicin génben vagtuk el
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a plazmidot (Linearis #1), vagyis az ,aktiv’, HIV géneket nem érinti a vagas. A
masodiknal pedig a gag génben, vagyis a HIV kapszid fehérjéjét kodolo részben vagtunk
(Linearis #2). A bioldgiai aktivitas vizsgalat ezeknél a mintaknal nem hozott meglepd
eredményt, a kanamicinben vagott Linearis #1 plazmidnal ki lehetett ugyan mutatni némi
aktivitast (3%), de a gag génben vagottnal (Linearis #2) nem volt detektalhatd6 mennyiségi
expresszalt protein (9. Abra).
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9. Abra. Kiilonb6z6 ccc%-0 pDNS-ekbsl (m) illetve a két fajta linearis pDNS-bs1 (M) ugyanazzal a PEIm-
mel és pufferrel készitett DermaVirek relativ bioldgiai aktivitasa a friss kontrollhoz (") képest (y = -
0,0044x* + 1,6702x + 0,1673, r2 = 0,9963). Lineéris #1 — kanamicin génben elvagott linearis plazmidot
tartalmazé nanorészecske, Linedris #2 — gag génben elvagott linearis plazmidot tartalmazé nanorészecske.

A bioldgiai aktivitds vizsgalat mellett arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon
valtozik-e a részecskeméret, ha kiilonb6z6 ccc%-0 pDNS-eket ,,csomagolunk™ ugyanabba
a polimerbe. A fentihez hasonlé mddon degradalt plazmidokkal készitett nanorészecskék
részecskeméretét megmérve nem taldltunk Kkorrelaciot a szuperhelikalis forma
mennyiségének aranya és a kialakulé poliplex részecskemérete kozott (9. Tablazat).
Fuggetlendl attol, hogy a pDNS-ben mekkora szazalékkal szerepel a szuperhelikalis forma,

a PEIm koriilbeliil egyforma effektiv atmérdjii nanorészecskékké kondenzalja azt.
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9. Tablazat. A PEIm kiilonb6z6 ccc%-0 pDNS-ekkel alkotott nanorészecskéinek effektiv atmérdi.

Szuperhelikalis pDNS mennyisége Degs £ SD

(%0) (nm)

8 145+8
17 143+2
31 136 4
55 148 + 4
75 1901
81 1307
95 130£5

A pDNS molekulatdmege

Megvizsgaltuk azt is, hogy milyen valtozas torténik a nanorészecske méretében, ha
a benne 1év6 plazmidot kicseréljiik. A kisérlethez minden mintanal ugyanazt a PEIm-et és
formulécids olddszert hasznaltuk, a kovetkezé méretli pDNS-ekkel: 4; 6; 6,5; 6,7 és 12,5
kilobazispar. A szokott modon készitett nanorészecskéknek megmértiik a részecskemeretét
(10. Tablazat).

10. Tablazat. A PEIm kiilonb6z6 méretii pDNS-ekkel alkotott nanorészecskéinek effektiv atméréi.

DDNS pDNS mérete Dgss £ SD
(kBp) (nm)
pJET 4 254 +8
pGL2 6 249 +5
pRED 6,5 233+ 10
pcOVA 6,7 166 +4
pLWXul 12,5 172 £43

34



Az eredmények arra utalnak, hogy a plazmid cseréje a poliplex méretét nem befolyasolja,
vagyis annak méretétdl nem fiigg a kialakuld nanorészecske atméréje. Mind az Ot
kiilonb6z6 méretti pDNS, bar hatalmas mérettartomanyt (2,6-8 MDa) fednek le, 150-300
nm méretli nanorészecskéket alakitanak ki. Nem csak a részecskeméret, hanem a
méreteloszlas is hasonld, minden plazmid esetében egy kisebb és egy nagyobb
mérettartomany jelenik meg, tehat bimodalis jellegli. Az 6tb6l harom nanorészecske

reprezentativ intenzitas szerinti eloszlasét a 11. Abra mutatja.
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10. Abra. Kiilonb6zd molekulatomegii pDNS-ekbdl ugyanazzal a PEIm-mel és pufferrel készitett
DermaVirek intenzitas szerinti méreteloszlasa; ® - pLWXul (12,5 kBp), [J - pcOVA (6,7 kBp), ™ - pJet (4
kBp).
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Ez a paraméter azért fontos, mert mivel a pDNS/PEIm nanorészecske
platformtechnoldgia, vagyis hasonld hatdsmechanizmussal mas betegségek kezelésére is
alkalmas lehet, ha a pDNS-be més informaciot kodolunk, elvart, hogy a részecskeméret a
virusokra jellemz6 100-300 nm-es tartomanyban legyen akkor is, ha kisebb vagy nagyobb
plazmid keril a PEIm mellé. A hatdsmechanizmus fontos lépése, hogy a részecskét a
szervezet kérokozoként ismerje fel és endocitozis Utjan jusson a sejtbe, ehhez pedig
nélkilozhetetlen, hogy a részecske atméréje a fent emlitett mérettartomanyba essen. A
DermaVir mellett a masik ,,prototipus”, a DermAll, az ovalbumin allergén elleni
nanomedicina, ami sikeresen igazolta eddig egérben, hogy a specifikus immunterapia mas

megbetegedések kezelésére is alkalmas lehet, mint példaul az allergia. A DermAll
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nanomedicina a fenti plazmidok kodzil a pcOVA-t tartalmazza, melyet a PEIm a pLWXul-

hez hasonlé modon kondenzal nanorészecskévé.”

Bizonyitottuk tehat, hogy a plazmid DNS nagysiga és topoizomereinek aranya nem
befolyasolja a kondenzacio soran kialakult nanorészecske méretét ezektdl a paraméterektél

fliggetlentl képes kialakulni a kompakt nanorészecske.

A pDNS komponens vizsgalata soran felderitett kritikus paraméterrel, a natrium
mennyiségére vonatkozo hatarértékkel bovilt a specifikdcio (11. Téablazat). Emellett,
mivel régota ismert az irodalomban, hogy a fémionok egy része katalizalhatja a pDNS

ey

hatarérték is.10810°

11. Tablazat. A pDNS specifikaciéjaba Gjonnan beker(ilt paraméterek.

Paraméter Modszer Elfogadasi kritérium
Na ICP-MS <100 ppm
Fém szennyezok ICP-MS <0,1 ppm
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4.1.4. A DermaVir nanorészecske

A formuldcids olddszer megvélasztasa

Maés formulacios olddszer valasztasa a glikoz helyett nem volt kérdéses, mivel az a
fent mar emlitett probléma miatt nem alkalmazhat6 stabil formulécidé készitésehez. A
megfelelé helyettesité Kivalasztdsa azonban nem magatol értet6dd. A hatoésagok elvarasai
szerint a legegyszeriibb volna a cukoroldatot injekcidés vizre, vagy a
folyadékkészitményekben leggyakrabban hasznélt fizioldgias sooldatra (0,9 témeg%
natrium-klorid) cserélni. Mindkét lehetéséget meg is vizsgaltuk mind fizikokémiai
mindségellenérzé-, mind bioldgiai aktivitds vizsgalattal. Az eredmény szerint az injekcios
vizzel keszitett részecske atméréje ugyan a virus mérettartomanyban marad, biologiai
aktivitasa azonban csupan a gliikozos kontroll fele, ami egyértelmi bizonyiték arra, hogy a

cukor pozitiv hatéssal van a formul&cio bioldgiai aktivitasara. (12. Tablazat).

12. Téblazat. A harom vizsgélt formulécids olddszerben formulalt poliplexek effektiv atmér6i és relativ

bioldgiai aktivitasaik.

Formulaciés Dggr £ SD Biol6giai aktivitas
oldészer (nm) (p24%)

10% glitkéz 149 +7 100 + 19

Injekcios viz 172 +5 48 +3

0,9% NacCl 2368 + 154 28+5

A fizioldgias sdoldatban a kialakul6 poliplexek a mikrorészecskék tartomanyaba esnek, és
feltehet6en pont emiatt, a bioldgia aktivitas csupan 28%-ot ér el a glik6zos kontrollhoz
képest. A megndvekedett részecskeméret arra kényszeriti a részecskét, hogy mas utat
valasszon a sejtbe valo bejutasra, mint az egy-kétszaz nanomeéteres részecskék: az ilyen
hatalmas méretlicket a sejt mar csak pinocitézis vagy fagocitozis tjan képes felvenni.®*°
Az ilyen alternativ folyamatok azonban lassabb folyamatok (kinetikailag kevésbé

kedvezményezettek), ezért azonos korilmények kozott kisebb biologiai aktivitast mutatnak
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az gy bejutd részecskék, mintha a poliplex receptoron keresztiil 1ép be a sejtbe.™
Elméletiink szerint a fiziologias sdoldatban valé6 meéretndvekedés oka, hogy a részecskek
aggregalodnak, mivel a megnovekedett ioner6sségii oldatban az ionok a polielektrolitokra
adszorbealddva képesek azokat 6sszekdtni es masodlagos kotéseken keresztil laza
aggregalodott szerkezetet alakitanak ki. Erre bizonyiték az a megfigyelés, hogy az UV
spektrumok alapjan a fizioldgias sdoldatban formulalt részecskék koncentracioja csokken,
a poliplexek fokozatos aggregacioja ugyanis egy id6 utan ahhoz vezet, hogy a tulsigosan

nagyra nétt részecskék kitilepednek és kicsapodnak.

Mivel a fenti eredmények azt mutattak, hogy a formuléacioban sziikség van cukorra,
viszont a PEIm-mel valé mellékreakciot ki kellett kiiszobolni, olyan lehetséges jeldlt-
molekuldkat teszteltink, mint a szorbit, szachar6z és a mannitol. Ezek mind
cukoralkoholok, vagyis nem tartalmaznak redukalé csoportot, igy indifferensek a polimer
nitrogénjeire nézve. Mindharom valasztott poliol megtalalhaté a gydgyszerkényvben, igy
regulécios oldalrdl is jo valasztas lehet barmelyik. A készitett formuléciokat ismét a
glikoz-tartalmihoz hasonlitottuk, és az eredmény azt mutatta, hogy a mannitolt, illetve a
szachardzt tartalmazok minden paraméteriikben megfeleltek: mind a fizikokémiai
tulajdonsagok, mind a biologiai aktivitas szempontjabol, de a szorbit-tartalma formulacio

bioldgiai aktivitasa kisebb volt, csupan 53%-éat éri el a kontrollnak (13. Tablazat).

13. Tablazat. A vizsgalt formulacids olddszerekkel készitett nanorészecskék effektiv atmérdi és relativ

bioldgiai aktivitasaik.

Formulécids Dess £ SD Bioldgiai aktivitas

oldészer (nm) (p24%)

10% glukéz 110+ 3 100 £ 18
10% mannitol 179+ 10 100 + 10
10% szacharoz 1912 105+ 12

10% szorbit 167 +£8 53+3
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Erre a csokkent biologiai aktivitasra magyarazatot nem talaltunk. A két jol szerepld
cukoralkohol kdzll a mannitolt valasztottuk, mivel ez kémiailag inkabb hasonlit az eddig

hasznalt gliikozhoz, mint a két gytrit tartalmazd szacharéz.

Harom napos szobahémérsékletii tarolas soran bebizonyosodott az is, hogy a varakozasnak
megfeleléen mannitollal spektrofotometridsan nem detektalhaté a Maillard-reakcio
termékére jellemz6 csucs 365 nm-nél, ellentétben a glikozzal formulélt formulacioval (11.
Abra, A).
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11. Abra. A mannitolos-, illetve glilkkézos formulaciok stabilitas-kiilonbsége. A) A mannitollal és a
glikézzal formuladlt DermaVirek UV-vis spektrumai a kérdéses tartomanyban: a mannitollal formulalt
DermaVir 20 perc utan (o), a mannitollal formulalt DermaVir 3 nap utan (0), a glikozzal formulalt
DermaVir 20 perc utdn (x), a gliikdzzal formuldlt DermaVir 3 nap utan (). B) A mannitollal formulalt
DermaVir bioldgiai aktivitasa frissen és 1 hetes 4°C-on torténd tarolas utan (100% a friss kontroll).

A mannitol azonban nem oldott meg minden problémat, mivel a par 6ran tal val6
stabilitas tovabbra is problémas maradt, bar nem melléktermék megjelenése, hanem a
tarolas soran csdkkend biolégia aktivitds miatt (11. Abra, B). Ezt annak tulajdonitottuk,
hogy a formulécié pH-ja meglehetésen alacsony, 3,5-4 kozotti, ami nem szolgélja a
részecskék stabilitasat, mivel a pDNS depurinizacidja, illetve a B-eliminacio elsé 1épése is
savkatalizalt folyamatok.?® Ezért tehat a megfeleld cukor mellett egy puffert kellett talalni,
amely a megfelel6 pH beallitasa mellett a rendszer egészére és a komponensekre nézve

kilon-kulon is indifferens. A pDNS szempontjabdl a pH az irodalom szerint 6 és 9 kozott
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lenne megfelels, mivel itt a pDNS stabilan eltarthat6.°*®* Azonban a szokasos, bioldgiai
rendszereknél hasznalt pufferek kozott kevés olyan talalhato, amely Gsszeférhetd lenne a
DermaVir komponenseivel, vagy a részecskével magaval. A PBS-t, vagyis a NaCl-
tartalm0 foszfat puffert rogton kizartuk, mert bar az egyik leggyakrabban alkalmazott
kozeg plazmidok mellett, magas NaCl-tartalma a fent leirtak miatt alkalmatlanna teszi a
DermaVir nanorészecskék formulalasara. A masik probléma, hogy a benne 1évé foszfation
kompeticioba léphet a pDNS-sel a PEIm-hez vald kotédésért, ami egy id6 utan ahhoz
vezethet, hogy a részecskék szétesnek, amikor a foszfat teljesen kiszoritja a pDNS-t a

PEIm szekunder aminjairdl.

Az egyik lehetséges, és szintén gyakran alkalmazott puffer a Tris-HCI puffer (2-
amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol hidroklorid), ami a megfelel6 pH-tartomanyban
hasznalhatd, 7 és 9 kozott. 10 mM koncentracioju, 7,9-es pH-ja Tris-HCI pufferrel
formulalt DermaVirt vizsgaltunk (12. Abra). A friss Tris-HCI pufferes poliplex biol6giai
aktivitasa a gliikozos kontrollnak csupan ~50%-at érte el (12. Abra, A), és 6 napos,
szobahémérsékleten torténd tarolas soran a részecske mérete a duplajara nétt (12. Abra,
B). A részecske ndvekedése mellett a masik probléma, hogy a tarolt részecskék natrium-
dodecil-szulfattal (SDS-sel) torténé dekomplexalasa a friss poliplexhez képest csokkent
pDNS mennyiséget mutatott (12. Abra, C). A gélen lathatd kontroll (#3-5 zseb) és a tarolt
(#7-9 zseb) mintdk savjainak intenzitas-kilonbsége a pDNS részleges kicsapddasat
feltételezi. Ezt az is alatamasztja, hogy a poliplex frissen 260 nm-en mért abszorbanciaja

(A260 értéke) lecsokken a tarolas soréan, kériilbellil a harmadara (12. Abra, D).
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12. Abra. A Tris-HCI tesztelése formulécios olddszerként. A) Relativ bioldgia aktivitas a gliikdzos
formulécidhoz képest. B) Friss és 6 napig szobahémérsékleten tarolt részecskék részecskemérete. C) 6 napig
szobah6émérsékleten tarolt Tris-ben formulalt részecskék dekomplexalds utan, agardz gélen vizsgalva.
Zsebek: #1-marker; #2-DermaVir glukozzal formuldlva; #3-5-friss gliikdzos DV dekomplexdlva; #6-
DermaVir Tris-szel formuléalva; #7-9-tarolt Tris-es DV dekomplexdlva; #10-marker. D) Friss és 6 napig
szobahémérsékleten tarolt formulaciok 260 nm-en mért abszorbanciai.

A Tris-HCI puffer tehat nem valt be sem rovid, sem hosszabb tavon. A Tris
Osszeférhetetlensége a DermaVir rendszerrel nem meglepd, ha meggondoljuk, hogy a Tris
primer aminja er6sebb bazis, mint a PEIm (annak szekunder aminjai), igy a polimerrel
versengve kiszoritja azt a pDNS mell6l, az inkubacids 1d6 novelése pedig ebben a
folyamatban a Tris-nek kedvez, mivel sokkal magasabb koncentraciéban van jelen az
oldatban. gy tehat a meglazulé poliplex részecskék aggregalodnak, dsszetapadnak, ezért
latjuk a részecskeméret ndvekedését, ami kicsapodashoz vezet, ahogy a gélelektroforézis
és az UV mérés is bizonyitja.

A kovetkez6 puffer-jelolt a trietanolamin és annak hidroklorid séja volt
(TEA/HCI). A trietanolamin egy gyenge bazis, amely egy tercier nitrogént tartalmaz, igy
nem lép kompeticioba a PEIm-mel, emellett 7,3-8,3 pH-tartomanyban megfelelé a
pufferkapacitasa, mindezek mellet gyogyszerkényvi kompendium. Készitettlink tehat egy
10 mM-os TEA/HCI puffert, melynek pH-jat 7,5-re allitottuk be. Ezzel egy idében még
egy formulécios olddszert készitettlink, mégpedig gy, hogy a fenti 7,5-0s pH-ja TEA/HCI
pufferbe beoldottunk 10 tdmeg% mannitolt (TEAM puffer), ami 6tvozi a pH-puffer és a

cukorszeri molekula mar korabban vizsgalt eldnyeit. Ezutan elvégeztiik az analitikai
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vizsgalatokat, melyekben kontrollként a 10% gliik6zos eredeti, illetve a mar korabban
vizsgalt 10% mannitolos formulaciokat hasznaltuk. Az eredményeket a 13. Abra mutatja.
A részecskemeéret-méresek alapjan mind a 4 vizsgalt formulacié 160 és 170 nm kodzotti
atlagos effektiv a4tmérét mutatott, ebben tehat nem talaltunk eltérést (13. Abra, A). Az in
vitro bioldgiai aktivitas tesztben (13. Abra, B) azonban azt talaltuk, hogy a gliikdzos
formulaciohoz hasonlé mértékii aktivitast mutat a mannitolos, illetve a TEAM-0s
formulacié (hasonlo volt a helyzet abban az esetben is, amikor a mannitol helyett 10
tomeg%-nyi glikozt oldottunk a TEA/HCI-be, ekkor a bioldgiai aktivitds 104+15% volt).
A TEA/HCI puffer a cukor/cukoralkohol nélkil szignifikansan alacsonyabb, minddssze
60%-0s potenciat ért el (p=0,037). Ezt a csokkent aktivitast a cukor-szerti molekulak

pDNS-re gyakorolt stabilizalé hatasaval magyarazhatjuk.™*
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13. Abra. A trietanolamin-hidroklorid puffer (TEA/HCI) és a mannitol tartalmd trietanolamin-hidroklorid
puffer (TEAM) tesztelése a nanomedicina formuléacids oldoszereként. A) Effektiv atmérd eredmények a 4
vizsgalt formulacional. B) In vitro biolégiai aktivitdas eredmények a 4 vizsgalt formulacional a glikozzal
készitett kontrollhoz képest.

Megtalaltuk tehat az idealis cukoralkohol-tartalmu puffert a glikoz lecserélésére,
azonban annak optimalis pH-jat is meg kellett hatarozni. Mivel a kiilonboz6 pH-ju
kdzegek hatasat igazan csak hosszabb tavu, tarolasos kisérletekben lehet vizsgalni, hogy a
mindségbeli kiilonbségek jobban mérhetdek legyenek, elinditottunk egy +4°C-o0s, egy
hetes stabilitas vizsgalatot, melyhez az alabbi pH-ju puffereket hasznaltuk: 3,6; 3,9; 5,2;
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6,2; 7,0; 7,5; 8,0; 9,3. Ez a nyolc vizsgalt érték persze nagyon széles pH tartomanyt fed le,
és a TEAM nem minden ponton képes pufferelni (igy ebben a kisérletben oldatnak
nevezzik); pH 3-7 kozott nem pufferel ugyan, de igy tervezve a Kisérletet azonos kémiai
Osszetételii formulaciokat tesztelhettiink, melyek egyediil a pH-ban térnek el. A stabilitas
vizsgalat elinditasanal teszteltiik a mintakat (friss), majd egy hét elteltével Gjra (14. Abra).
A frissen készitett DermaVireknek mind hasonlé biologiai aktivitasa (14. Abra, A) és
részecskemérete (14. Abra, B) volt, azonban mar ekkor is kiemelkedd a 6-7,5 pH régioban
szerepelé mintak aktivitasa. Az adatsorra parabola illeszthetd, melynek maximuma 6,2-€S
pH-nal van. Az egy hetes tarolas utan hasonl6 trendet kaptunk (a formulaciok pH-ja a
tarolas sordn nem véltozott). Mivel tarolds utdn a 7 és a 7,5-es pH-kra mértik a
maximumot, és a TEA/HCI puffertartoméanya 7,3 és 8,3 kdz6tt van, igy a 7,5+0,2-es pH-t
allapitottuk meg elfogadasi kritériumnak.
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14. Abra. Kiilonbozé pH-ju TEAM oldattal formulalt nanorészecskék egy hetes, 4°C-os stabilitas vizsgalata.
A) In vitro biol6giai aktivitds eredmények a friss mintakban (M) és az egy hetes 4°C-os tarolds utan () a 7-
es pH-ji TEAM-ot tartalmazé formulaciéhoz képest (y =—3,5344x* + 43,71x—41,146, R? = 0,7533). B)
Effektiv atméré eredmények a friss mintakban (M) és egy hetes 4°C-os tarolas utan ().

Az Ujonnan kivalasztott TEAM puffer stabilizalo hatasat megvizsgaltuk a pDNS-re
magaban is, két masik gyakran hasznalt puffer/oldat; 10 mM Tris, illetve 1 mM EDTA
mellett. Az eredmény szerint a TEAM bizonyult a leghatasosabbnak: mig a Tris-ben

(pH=7,8) tarolt pDNS 4%, az EDTA-ban tarolt 3%, a kontroll puffermentes 0%, a TEAM-
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mal higitott plazmid (pH=7,4) 33%-nyi szuperhelikalis format tudott megdrizni egy hetes
37°C-os tarolas alatt, ami jol mutatja, hogy a vélasztott pufferoldat képes stabilizalni a
pPDNS-t (is).

Hogy még tovabb stabilizaljuk a részecskét, megvizsgaltuk az EDTA-t a poliplex
rendszer stabilizatoraként is mivel az EDTA koztudottan noveli a pDNS eltarthat6sagat.®
Az eredmény meglepd lett, ugyanis az EDTA nemhogy nem stabilizalta a poliplexet, de
jelenlétében nem tudott kialakulni a nanorészecske, annak ellenére, hogy csak 1 mM-os,
meglehetdsen alacsony koncentracioban volt jelen (15. Abra). A részecskeméret a
mikrométeres tartomanyban volt, a bioldgiai aktivitads pedig a toredékét érte csak el az
EDTA-t nem tartalmaz6 kontrollénak. Ez az eredmény azzal magyarazhat6, hogy a
kelatképz6 agens EDTA fogai képesek bekotni a PEIm kationos nitrogénjeihez, igy
csokkentve a foszfattal kialakithatdé kotések szdmat. Ez a magyardzat a mikroméretre is

magyarazatot ad, ugyanis az EDTA bekotddésével a polimert sztérikusan gatolja, nem

alakulhat ki kicsi, kompakt nanorészecske.
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15. Abra. Az EDTA hatasanak vizsgalata az (j formulaciés DermaVirre. Az EDTA-val készitett DermaVir
és az EDTA-mentes kontroll relativ bioldgiai aktivitasa a kontrollhoz képest.

A komponensek aranya (N/P arany)

A nanorészecske egészének vizsgalata soran a pDNS és a PEIm komponensek

aranyat (N/P arany) is tanulmanyoztuk, mivel megfigyeltik, hogy egyes esetekben a
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tarolas soran javul a nanorészecskék mindsége. Eredményeink szerint, a 2-es N/P aranyu
részecske bioldgiai aktivitdsa az egy hetes, szobahémérsékleten torténd (RT) tarolas alatt
javult (16. Abra). Ezt a magasabb, 3-as és 4-es N/P aranyu poliplexeknél nem tapasztaltuk.
Feltehetéen a 2-es N/P aranyu részecske esetében a tarolas soran torténd stabilizalodas
okozza a javulast, mert a PEIm alacsonyabb mennyisége miatt itt tobb id6 szikséges a
stabil részecske kialakulasahoz, az egyensuly beélltdhoz (16. Abra, A). 2-es N/P aranynal a
friss részecske mérete nagy, kortlbelil 400 nm-es és a szdrasa is magas, ami inhomogén
rendszert sejtet. Egy hetes tarolas utan viszont a méret mar a virus mérettartomanyba esik,
280 nm, és szorasa is lecsokken (16. Abra, B). Ezeknek a diszkrétté valt
nanorészecskeknek mér a bioldgiai aktivitasa is joval magasabb, majdnem a kétszerese a
frissen mért értéknek (16. Abra, A). Ezzel ellentétben 3-as N/P aranynal a tarolas soran a
bioldgiai aktivitas szignifikansan csokkent (p<0,003), mig 4-es N/P aranynal allandé
maradt. Ezekbdl az eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ideélis N/P
arény a formulaciéban az eddig is alkalmazott 4-es. Ezeken feliill a magasabb N/P aranyok

a naluk megfigyelt emelkedett toxicitas miatt nem szerencsések. 2113114
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16. Abra. N/P=2, 3, illetve 4-es nanorészecskék frissen kevert (M), és egy hetes (), szobahémérsékletii
(RT) tarolasa soran mért A) bioldgiai aktivitasai és B) részecskeméret eredményei.

Stabilitas vizsgalatok

45



Miutan optimalizaltuk a PEIm és a pDNS komponenseket, illetve az eddigi problémas
formuléciés oldoszer glikoz oldatot lecseréltik a mannitoltartalma, 7,5-6s pH-ju
trietanolamin-hidroklorid pufferre, elkezdhettiik a stabilitas vizsgalatokat; a rendelkezésre
allo kétféle PEIm és kétféle pDNS kiilonb6z6é kombinaciokban torténé formulalasaval
1étrejové nanorészecskék tulajdonsagait hosszabb tdvon megfigyelve. Elinditottunk egy 3,
illetve 8 hetes stabilitas vizsgélatot 37°C-on és 4°C-on. Négy fajta DermaVirt készitettiink,

melyek Osszetételét a 14. Tablazat 6sszegzi.

14. Tablazat. A vizsgalt 4 féle formulacio dsszetétele (formulécids olddszer mindnél a 7,5-6s pH-jua TEAM
puffer volt).

Poliplex pDNS PEIm
neve komponens komponens
DV_11 pDNS-1 PEIm-1
DV_12 pDNS-1 PEIm-2
DVv_21 pDNS-2 PEIm-1
DV_22 pDNS-2 PEIm-2

A 3 hetes tarolas utan a DV_11 részecske (vagyis a klinikai anyagok: 90%-ban protonélt
PEIm és 6 molekvivalens NaCl-ot tartalmaz6 pDNS) szignifikdnsan kisebb biolégiai
aktivitast mutatott a friss kontrollhoz képest (17. Abra, A). A DV_12 részecske (vagyis
60%-ban protonalt PEIm és 6 molekvivalens NaCl-ot tartalmaz6 pDNS) tarolas utan
kevésbé romlott, mint a DV_11, de ez is csupan 60%-at érte el a frissen készitett
kontrollnak. Ennél az ut6bbi formulacional érdekesség, hogy a 37°C-on illetve a 4°C-on
tarolt mintak kozott nem volt kilonbség, egyforma meértékben vesztettek biologiai
aktivitasukbol a 3 hetes inkubacio alatt, vagyis a taroldsi homérséklet (a vizsgalt

tartomanyban) nem befolyasolta a stabilitast (17. Abra, B).
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17. Abra. pDNS-1-el készitett nanorészecskék relativ bioldgiai aktivitasai 3 hetes tarolas utan a friss
kontrollokhoz képest A) PEIm-1-el (p<0,0001), B) PEIm-2-vel (*p=0,032; **p=0,022).

A pDNS szuperhelikalis formajanak aranyat (ccc%) is vizsgaltuk a részecskén

belul, illetve annak a tarolas soran torténé valtozasat (15. T&blazat). Leginkabb a DV_11

részecske esetében talaltuk a pDNS részleges degradaciojat, ebben 14,2%-ra csokkent a

kiindulasi 78,6%-r6l, illetve a DV_12-nél 48,4%-ig fogyatkozott a szuperhelikalis

topoizomer széazalékos aranya. Ez a mértékii ccc% csokkenés oka lehet a csokkent

bioldgiai aktivitasnak, mint azt fent lattuk.

15. Téblazat. A vizsgalt pDNS-1 tartalmu részecskék 3 hetes tarolasa utan a poliplexek dekomplexalasaval
mért ccc%-ok a bennlk talalhaté pDNS-ekre.

Poliplex/pDNS

pDNS

pDNS-SDS

DV_11 (37°C)

DV_12 (37°C)

Ccc%

78,6

80,5

14,2

48,4

Mind a DV_11, mind a DV_12 formulacioknal megfigyeltiink aggregaciot is (355

nm-es reészecskeméretet hatalmas szorassal), ami nagy valosziniiséggel szintén szerepet

jatszott a bioldgiai aktivitas csokkenésében. Osszefoglalva tehat mindkét formuléacioban a

magas ionerGsségli pDNS szerepelt (a 6 molekvivalens NaCl-ot tartalmazd) és egyik

PEIm-mel készitett nanorészecskéje sem tudta megdrizni stabilitasat.
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A DV_21 (90%-ban protonalt PEIm-mel és 0,3 ekvivalens NaCl-ot tartalmazo
pDNS-sel) aktivitasa szintén meglehetésen leromlott, a 3 hetes 37°C-os térolas utan
csupan a friss kontroll 12%-at érte el (18. Abra, A). A DV_22 formulacié azonban (60%-
os PEIm és 0,3 ekvivalens NaCl-ot tartalmazé pDNS) a 3 hetes tarolas utan is ugyanolyan
bioldgiai aktivitast mutatott, mint frissen, figgetlenul attél, hogy 4°C-on, vagy 37°C-on
inkubaltuk (18. Abra, B). A DV_22 formulacio tesztelését folytattuk tovabb is, és 4°C-on 8

hét utan sem lehetett biolGgiai aktivitas csokkenést, vagy aggregéciot kimutatni (18. Abra,
C).

A B

120 . 120
g ) T
g 100 3 100 T T
g 80 g 8 | |
Z 60 2 60
2 3
g 40 g ¥
(@] (@]
2 20 e 20
@ [

DV 21friss  DV_2137°C Df\r’igiz 1)3\;%2 DX;gz

C
120
S
S, 100 T 1
Ng I I
%) 80
g
Z 60
X
©
'S 40
S
S 20
m

0

DV_22 friss DV_22 4°C

18. Abra. pDNS-2-vel készitett nanorészecskék relativ biologiai aktivitasai a frissen készitett kontrollokhoz

képest A) 3 hetes tarolas utdn PEIm-1-gyel, B) 3 hetes tarolds utdan PEIm-2-vel, C) 8 hetes tarolas utan
PEIM-2-vel.
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Kivéalasztottuk tehat a DV_22 formulaciot, vagyis a kis ionerésségii pDNS oldat,
60%-0s protonaltsagd PEIm-mel, 7,5-6s pH-j0 TEAM pufferben alkotott részecskéjet,
mint Uj formuléciét, mivel ennél az irodalomban egyedilallo 3 hetes 37°C-os illetve 8

hetes 4°C-os stabilitast tudtunk elérni.

Azonban nem szabad elfelejtenlink, hogy a 8 hetes 4°C-os stabilitds adat az Uj
folyadékformulaciora bar egyediilalld eredmény, és oOriasi ugras a 3 kiilonb6zo
homérsékleten tarolt jelenlegi Klinikai formulacioval szemben, amely pér éran keresztul
volt csupan stabil, a nemzetk6zi ajanlasok (International Conference on Harmonization,
ICH) alapjan minimum 6 hdnapos stabilitds adatra van sziikség. Emiatt a fenti folyadék-
formuléacio tovabbi, hosszabb tava stabilitasvizsgalatokat igényel, amivel a jovében fogunk
foglalkozni.

A liofilizalt formulécid

A leginkabb limitalé tényez6 egy stabil formulécié kidolgozésédban az, hogy a kész
nanorészecske szuszpenzido nem fagyaszthatd és nem liofilizalhat6. Pontosabban
fagyasztas utan, a kiolvasztas soran kicsapodik a részecske, illetve liofilizalas utan nem
oldodik vissza (19. Abra).
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Fagyasztas el6tt Olvasztéas utan Liofilizalas el6tt  Liofilizalas utan

19. Abra. DermaVir A) fagyasztas és B) liofilizalas eldtti és utani 260 nm-en mért abszorbancidi. Az
abszorbancia nagymértékii csokkenése kicsapodasra utal.
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Pedig elméletileg mind a fagyasztds, mind a liofilizalas hosszabb tavu
eltarthatsagot nyujthatna, mint a folyadékformulaci6.®® Ezt a fajta instabilitast a
fagyasztott és liofilizalt mintaknal feltehetéleg ugyanaz a jelenség okozza, miutan a
liofilizalas els6 1épése is a fagyasztas. A PEI/pDNS rendszer e problémaja mar ismert az
irodalomban, megoldasként pedig lioprotektorokat alkalmaznak, melyekkel javithatd, de
teljesen nem kiiszobolhetd ki a probléma, mert ha a visszaoldas sikeres is, a bioldgiai
aktivitas mégsem éri el a liofilizalas eldtti mértéket.**® Lioprotektoroknak szémitanak a
poliolok, vagyis a hidroxid-csoportokban gazdag cukorszerti molekulak, mint példaul a
trehal6z vagy a mannitol. A DermaVir szuszpenzi6 bar 7,5 ttmeg% mannitolt tartalmaz a

veégosszetételben, ez nem bizonyult elég, vagy megfelel6 lioprotektornak.

Megvizsgaltuk a glicerin, mint lehetséges lioprotektor hatdsat a formulaciora
fagyasztas el6tt és olvasztas utan. A glicerin az egyik leggyakrabban hasznélt stabilizator,
amit foként fehérjck mellett alkalmaznak, rdadasul gyogyszerkényvi anyag is.*"> Az

eredményeket az alabbi tablazat 6sszegzi.

16. Téblazat. A TEAM-mal, illetve az 50 tdmeg% glicerint is tartalmazé TEAM-mal készitett DermaVir-ek
fizikokémiai tulajdonsagai fagyasztas el6tt és olvasztas utan.

DV-TEAM DV-TEAM+50% glicerin
A260 fagyasztas elott 0,7496 0,8484
A260 olvasztas utan 0,3105 0,8147
Desr + SD fagyasztas elott (nm) 184 +3 1734
Des £ SD olvasztas utan (nm) 9021+ 1000 218+ 7

A glicerin képes volt oldatban tartani a részecskét az olvasztas utan is, a csupan 4%-os az
abszorbancia-csokkenés még nem szignifikans, és a részecskeméret is csak kis mértékben
emelkedett, olvasztas utan is a virus mérettartomanyban van. Ezzel szemben a glicerint

nem tartalmazd DermaVir A260 érteke kevesebb, mint a fele, a részecskeméret pedig majd
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2 nagysagrenddel nétt meg az olvasztas utan a kiinduldsi allapothoz képest, ami

egyértelmiien kicsapodast jelez.

Ezutdn keszitettink egy TEAM puffer sorozatot 10; 20; 30; 40; 50 témeg%
glicerinnel, és mindbdl készitettiink DermaVirt, lefagyasztottuk, majd 1 hetes -20°C-o0s

tarolas utan megmeértiik a bioldgiai aktivitasokat és a részecskeméreteket (20. Abra).

A B
120 400
g | I =
< 100 —_
i\‘% € 300
o 80 T _ £
@ =
= i}
2 60 0 200
®
= 40
= 100
o 20 ﬁ
o
o O T = T T T T 0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Glicerin tdtmeg % a TEAM-ban Glicerin tdtmeg % a TEAM-ban
C
— 120
X
J 100
=
\g 80
=
< 60
<
B 40
3
o 20
G ==
30 50
Glicerin tétmeg% a TEAM-ban

20. Abra. A kiilonboz6 glicerin-tartalmi DermaVirek A) bioldgiai aktivitasa 1 hetes -20°C-0s tarolas utan
() a glicerint nem tartalmazé TEAM-ban frissen formulalt formuléciohoz (m) képest (y = -0.1219x* +
7.1608x - 51.149, R2 = 0.834). B) részecskeméretek 1 hetes -20°C-os térolas utan (™) és a friss kontrollok
(m). C) Glicerin tartalmd formulaciok stabilitas vizsgalata soran mért relativ bioldgiai aktivitasok -20°C-on
(™) és 4°C-on (1) (viszonyitasi alap mindkét formulacional a friss kontroll m).
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Azt tapasztaltuk, hogy a friss mintaknal a glicerin mennyiségének névekedésével csokken
a biologiai aktivitas (20. Abra, A). A taroltaknal azonban optimuma van a glicerin-
tartalomnak 30 témeg%-nal ahol nem szignifikans (p=0,48) a kuldonbség a tarolt és a
kontroll kozott. Azonban ez is csak 60%-at éri el a glicerint nem tartalmazo frissen
készitett formulacio potencidjanak. A részecskeméreteknél a 30 és a 40%-0s
glicerintartalom mellett kaptuk vissza leginkabb a kiindulasi értékeket (20. Abra, B), bar a
glicerint nem tartalmazé és 10%-0s glicerines Kivételével minden minta elfogadasi
kritériumon beldl volt (70-300 nm). A kapott eredményt azzal magyarazhatjuk, hogy
valoszintileg a glicerin citotoxikus tulajdonsaga sem elhanyagolhaté (erre enged
kovetkeztetni az is, hogy a novekvd glicerin mennyiséggel csokken a mérhetd
génexpresszio). A fenti bioldgiai aktivitas vizsgalatot 96 lyukd lemezen végeztik, ahol a
sejtek szama alacsony (30000 sejt/lyuk), a tovabbi kiséerleteket 48 lyuka lemezen végeztiik,
ahol egy lyukban 200000 sejt van, igy a citotoxikus tulajdonsag kisebb mértékben
avatkozhat az eredménybe. Itt mar csak a 30 és az 50%-os glicerines TEAM-ot hasznaltuk,
és 4 hetes -20°C-os, illetve 4°C-os tarolast inditottunk. A kisérletbdl kiderult, hogy a
glicerin nem képes hosszi tavon meg6rizni a DermaVir stabilitasat a fagyasztott folyadék
formulacioban egyik hémérsékleten sem (20. Abra, C). A glicerint nem tartalmazé
kontrollt ismét nem kozelitették meg a glicerines mintak, a sejtek nagyobb szdmanak
ellenére, ami arra enged kovetkeztetni, hogy nem csupan a glicerin citotoxikus

tulajdonséaga okozza a problémat.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a liofilizalt glicerines formulacidval is: a
visszaoldas problémaja bar megoldddott, de a bioldgiai aktivitas nem volt képes utolérni a
glicerint nem tartalmazot, illetve a sajat frissen készitett kontrolljat (17. Tablazat).

17. Téblazat. A TEAM-mal, illetve a 30% és 50% glicerint is tartalmaz6 TEAM-mal készitett DermaVir-ek
vizsgalata liofilizalas utan. A bioldgiai aktivitdsoknal a viszonyitasi alap minden formuléaciénal a frissen

készitett kontroll.

. . . 3 Bioldgiai aktivitas (p24%b)
A260 liof  A260 liof  Dgg liof elétt  Dgg liof utan

elott utan (nm) (nm) 4°C, 4 hét utan -20°C, 4 hét utan
TEAM 0,7221 0,0226 1816 484 £ 174 2+1 1+1
TEAM + 30% 0,8379 0,7909 1355 2345 19+£9 11+1
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glicerin

TEAM + 50%
o 0,7980 0,7539 121+ 35 1837 41 8+6
glicerin

Annak ellenére, hogy a glicerintartalmu liofilizalt formulacio egyelére elmarad a vart
biologiai aktivitastél és stabilitastol, tovabb vizsgaljuk a jovOben, mint Ilehetséges

liofilizalt formulaciot.

A glicerintartalmu formulécidk esetében fontos megemliteni, hogy minden
kisérletben nagyon magas abszorbancia-maximumot mutatnak. A  DermaVir
nanorészecskére jellemz6, hogy a komponensek abszorbancia-6sszegéhez képest
magasabb értéket mérlink, tehat hiperkromoforia jelenik meg az UV-spektrumon, amikor a
részecskét vizsgaljuk. A fenti kisérletekben a kontroll TEAM-tartalmu formuléaciéhoz
képest mindig magasabb hiperkromofdria értékeket kaptunk a glicerines formuléciokra,
annak ellenére, hogy a pDNS koncentracié ugyanakkora minden esetben (18. Tablazat).
Ennek jelentdségével a késébbiekben a DermaVir nanorészecske szerkezetének vizsgélata

fejezetben foglalkozunk.

18. Tablazat. A TEAM-mal, illetve a 30% és 50% glicerint is tartalmazé TEAM-mal készitett DermaVir-ek
hiperkromofériai.

Formul&cid Hiperkromoforia (%)*
TEAM 26,0
TEAM+30% glicerin 59,8
TEAM+50% glicerin 60,8

*A nanorészecske 260 nm-en mért abszorbanciajanak emelkedése a komponensek azonos koncentracidban
260 nm-en mért abszorbancia-dsszegéhez képest szazalékos forméaban.

A kétfiolas fagyasztott formulécid

Miutan a glikoz 6sszeférhetetlensége a PEIm-mel megoldodott azzal, hogy azt
TEAM pufferre cseréltik, megtehettilk, hogy a korabbi haromrdl kettére csokkentjik az
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Osszekeverend6 oldatok szamat. Elképzelésunk szerint kétfiolas formulaciot készitiink,
melyben a pDNS és a PEIm kulon fioldban van tarolva -20°C-os fagyasztoban, majd a
kezelés elott kiolvasztva egyszeriien Ossze kell keverni Oket, és kész a DermaVir
nanomedicina. Elinditottunk egy hosszu tavu stabilitas vizsgalatot, ahol a 19. Tablazatban

részletezett formulaciokat vizsgaltuk.

19. Tablazat. A stabilitas vizsgalatban tarolasra letett formulaciok komponenseinek dsszetétele.

. K k térfogat
Formulécid pDNS komponens PEIm komponens omponensex terfoga
aranya (Voons:Veeim)
F1 pDNS + 3 rész TEAM PEIm + 3 rész TEAM 1:1
F2 pDNS + 6 rész TEAM PEIm oldat 7:1
F3 pDNS + 3 rész MilliQ viz PEIm + 3 rész 2TEA2M* 1:1
F4 pDNS oldat PEIm + 6 rész TEAM 1.7

*2TEA2M: 20% mannitol tartalmd 20 mM TEA puffer, pH=7,6.

A tarolas hémérsékletének a -20°C-ot valasztottuk, mivel kordbbi eredményeink
alapjan a pDNS -20°C-on megoérzi stabilitasat évekig, hasonléan, mint -80°C-on. A
formulécidk tehat mindannyian ugyanazt a végdsszetételt eredményezik az 6sszekeverés
utan: az uj formulaciot. A tesztelési pontok 1, 6, 9 és 12 hdnapi tarolasnal voltak. A
biologiai aktivitas valtozasat a tarolas soran a killonbozé formulacioknal a 21. Abra
mutatja. Viszonyitasi alap minden idépontban a frissen készitett kontroll. Legstabilabb
formulacionak az F2 bizonyult (21. Abra, B), vagyis az a verzio, amikor mind a 6 rész
TEAM puffer a pDNS mellett van, a PEIm pedig 6nmagéban. Ez a formulécid a stabilitas
program alatt végig hibahataron beliil megegyez6 eredményt produkalt a frissen készitett
kontroll mintadkkal. Az F1, vagyis a 3-3 rész puffert tartalmaz6 formulacié ugyan nem
sokkal, de elmarad ett6l az eredményt6l, a 12. honapra csupan a friss kontroll 74%-at érte
el. Az F3 formulacioval kapcsolatban nem csak az a probléma meriilt fel, hogy mar 1
honap utan csak 81%-0s potenciat mutat, hanem mivel a PEIm mellett van az 0sszes

szlikséges mannitol, igy a 15%-0s mannitol oldatot kellett fagyasztani, amib6l a hiités
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folyaman a cukoralkohol kikristalyosodasat figyeltik meg, ami a kiolvasztas utani hosszas
vortexelés hatdsara sem oldddott vissza teljesen.
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21. Abra. A kétfiolas fagyasztott formulaciok stabilitas vizsgalata soran mért relativ bioldgiai aktivitasok a
mindenkori friss kontrollhoz képest A) F1: pDNS3XTEAM+PEIM3XTEAM, B) F2: pDNS6XTEAM+PEIm,
C) F3: pDNS3XxMQ+PEIM3x2TEA2M, D) F4: pDNS+PEIM6XTEAM.

Annak érdekében, hogy biztosak lehessink a termék stabilitdsdban, az F2
kompoziciot valasztottuk, a kovetkezé klinikai vizsgalatban ezt fogjuk hasznalni. Ez a
formulacié mutatott egyedul 100%-o0s biologiai aktivitast a stabilitas vizsgalatban a friss
kontrollhoz képest minden mért idépontban. Ezt a formulaciot az eddigi kritikus -80°C

helyett -20°C-on lehet tarolni, ami nagyban megemeli azon klinikdk és egészségugyi
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intézmeények szamat, melyek képesek lesznek térolni a készitményt. A komponensek
szdmanak lecsokkentése pedig lehetévé teszi, hogy ne csak klinikai gydgyszerész, hanem a
névér is elkészithesse a nanomedicinat. Elképzelésunk szerint a legpraktikusabb kiszerelés
az lenne, ha a TEAM pufferrel higitott pDNS Uvegfioldba, mig a PEIm elére toltott
fecskendében lenne letoltve (22. Abra). A polimer oldat fiolaba valé fecskendezésével

egyszeriien elkészithetd lenne a nanomedicina szuszpenzio.

22. Abra. A kétfiolas fagyasztott formulaciok tervezett kiszerelése.

A termék engedélyeztetése sok kihivassal jar, miutan a polimerbe kondenzélt pDNS
precedens nélkili a gyégyaszatban, de maga a kétfiolas forma mar elfogadott, példaul a

mell- illetve a prosztata rak gydgyitaséara szolgalé kemoterapiés szereknél.**¢’
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4.2. A DermaVir nanorészecske szerkezetének vizsgalata
4.2.1. A részecske kialakulasanak nyomon kovetése

A DermaVir nanomedicina esetében, a hagyomanyos gydgyszerekkel, a Kis
molekulakkal ellentétben, az analitikai mddszerek tarhdza joval kisebb. Olyan egzakt
eredményt szolgaltatdé mddszer, mint példaul a szerkezetazonositasra hasznalt NMR,
HPLC és hasonlé nagymiszeres modszerek az ilyen 0Osszetett rendszereknél nem
alkalmazhatdk. Tény, hogy a legtébb informéacidt ado teszt a bioldgiai aktivitas vizsgalat,
azonban a formulacio jobb4, stabilabba tételének az a feltétele, hogy Kideritsik, a
kiilonb6z6 formulaciok kozott milyen (akar apro) kiilonbségek okozzdk a bioldgiai

aktivitas (akar hatalmas) eltérését.

Eltekintve a nagymiiszeres szerkezetazonositdé modszerektdl, azért a DermaVir
nanorészecske kialakuldsa és a termék mindsége, fizikokémiai tulajdonsagai tébb
madszerrel is vizsgalhatdk. Ilyen példaul az altalunk hasznalt dinamikus fényszéras elvén
alapulé (DLS) részecskeméret meghatarozasi modszer. Ez a modszer a nanorészecskék

korében gyakran hasznélt modja a részecskemeret meghatarozasanak, mivel gémbszerii
részecskék esetén meglehetdsen pontosan méri a hidrodinamikai atmérét.'® Az éltalunk
hasznélt analitikai mddszer a nemzetkozi International Conference on Harmonisation
Q2(R1) ajanlédsa alapjan validalt: pontossagat, precizitasat, reprodukalhatésagat és
alloképességét ellendriztiik és bizonyitottuk, a készilék pedig a gyartoi eldirasok szerint
kvalifikalt. Az, hogy a PEIm és a pDNS 6sszekeverésével képesek vagyunk detektalni
kompakt részecskét a DLS modszerrel, arra bizonyiték, hogy a polimer kondenzélja a
plazmidot. A komponenseket ugyanis énmagukban nem tudjuk mérni, nem olyan témaor
molekulak/gombolyagok kilén-kilon, hogy ezzel a modszerrel detektalhatéak legyenek.
Ez tehat mar énmagaban bizonyiték a PEIm/pDNS részecske kialakulasara, azonban ezt
szamos mas, flggetlen mddszerrel is ala tudjuk tamasztani. Az egyik ilyen a neutralizciés

gélelektroforézis, vagyis a retardacids gél. E standardizalt mddszer soran a pDNS-t

gyakorlatilag megtitraljuk a PEIm-mel, aminek hatasara az fokozatosan kondenzalddik,
ami a gélen ugy jelentkezik, hogy a pDNS egyre kevéshé képes migralni a gélben, majd a
teljes kondenzaciotol kezdve a zsebben marad (23. Abra, A). Ezért két tényez6 felelds: az
egyik, hogy az addig negativ toltésti pPDNS a ,,becsomagolddas” utan a kiilsé kationos

buroknak kdszonhetéen pozitiv feliiletii lesz, ami miatt nyilvanvaldan nem fog vandorolni
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a pozitiv elektrod felé, ahogy azt a csupasz pDNS anion teszi. Azonban ha a 23. Abra, A)
gélfotojat megfigyeljlk, az is vildgosan latszik, hogy a masik iranyba, a negativ elektrod
felé sem migral a részecske. Ennek pedig az az oka, hogy kompakt nanorészecskék
alakulnak ki, amelyek nem tudnak belépni a gél porusaiba. A gélr6l az is leolvashatd, hogy
a pDNS a N/P=2 felett kondenzalddik maradéektalanul és marad a zsebben. Ezzel a toltés-
kiegyenlit6dés/valtozassal teljes 0sszhangban van az a titralasi gorbe, amit a fent leirt

modon készitett mintak zeta potencial mérésével kaptunk (23. Abra, B). Itt ugyanis latszik,

hogy a negativ plazmidbol kiindulva a PEIm mennyiségének fokozatos ndvelésével
hogyan kondenzalddik a pDNS és vélik teljesen pozitivvd a nanorészecske. A titralasi
gorbe ekvivalencia pontja, vagyis jelen esetben az a pont, ahonnan a részecske
egyértelmiien pozitiv, ugyanigy a N/P=2, 6sszhangban a gél retardacios eredményekkel. A
zeta potencial a részecskeméret méréshez hasonléan nagyon divatos modszer a
nanomedicinak teriiletén, bar nem egyértelmii az irodalom allaspontja, hogy milyen érték
is a kedvezd biologiai aktivitds szempontjabol.'*® Az eldjelet tekintve egyetértés van,
mivel a negativ sejtmembranhoz vald kotdés, illetve az azon vald atjutas miatt pozitiv
feliiletli részecskékre van sziikség, azonban nem lehetnek tul pozitivak, mert a til nagy
toltés toxikus lehet in vivo kérnyezetben.”” Olyan zeta potenciél értéket, ami biztositja a
megfeleld célzast és bejutast, de biztonsagot is szavatol, egyelére nem allapitottak meg,
bar ez nyilvan tobb mas tényez6tdl is fligg, nem kizdrdlag a feliileti toltestél.*® Annyi
mindenesetre elmondhatd a DermaVir nanorészecskérdl, hogy a gyengén pozitiv
részecskék kozé tartozik.'*® A fényszorasmérés, a gélelektroforézis és a zeta potencial
titralas mellett a részecskék kialakuldsa UV-spektrofotometridsan is kovethet6. Ahogy mar
a glicerintartalmu formuléacioknal emlitésre kerilt, pDNS kondenzalddasa soran, az UV
spektrumon  abszorbancia-emelkedést figyelhetiink meg (23. Abra, C). Ez nem
magyardzhatd a komponensek abszorbancidinak 0sszeadodasaval, mivel a PEIm és a
TEAM puffer spektruma alapvonal. A pDNS PEIm-mel vald titrlasa sordn a zeta
potencial eredményekhez hasonléan UV méréssel kdvetve is latszik a fokozatossag (23.
Abra, D), ahogy a polimer egyre inkabb kondenzalja a pDNS-t, mig végiil az abszorbancia
allando értéket mutat a teljes kondenzalodastdl, a mar elézdleg 2 modszerrel is igazolt
N/P=2 aranytol felfelé.
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23. Abra. A nanorészecske kialakuldsinak kovetése kiilonbozé modszerekkel. A) Neutralizacios
gélelektroforézis eredménye. A N/P=0 arany a pDNS (pRED) kontrollnak felel meg. Az #1 zsebben a
molekulatdmeg marker lathat6. B) A titralas kovetése zeta potencidl méréssel. Az N/P=0 arény itt is a
plazmid magéban. A pH minden mintaban 7,0+0,1. C) Plazmid DNS (- - -), PEIm (x) és a bel6liik készitett
DermaVir nanorészecske (-) UV spektruma (pDNS koncentracio 30 pg/ml). D) A titralas kovetése UV-
spektrofotometridval (pDNS koncentrécié 10 pg/ml). E) A pDNS (- - -), a poliplex (=) és a dekomplexalt
poliplex (%) UV spektrumai (pDNS koncentracio 30 pg/ml). F) A pDNS (#2 zseb), a nanorészecske (#3
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zseb) és a dekomplexalt nanorészecske (#4 zseb) gélelektroforézis felvétele. Az #1 zsebben a molekulatémeg
marker lathato.

Ez az abszorbancia-emelkedés, vagyis hiperkromoforia, azzal a szerkezetvaltozassal
magyarazhato, ami akkor lép fel, mikor a PEIm pDNS-hez val6 adagoléasa soran a polimer
kondenzélja, nanorészecskévé tomoriti azt.'*® Ezt az elméletet alatdmasztja, hogy ha a
részecskét szétszedjik, dekomplexaljuk SDS segitségével, visszakapjuk az eredeti
abszorbancia-értéket, vagyis a pDNS-ét (23. Abra, E), illetve igy a dekomplexalt pDNS
tjra migral a gélben (23. Abra, F).

Mar az uj formulécio kifejlesztése soran is megfigyeltiik azt a jelenséget, hogy a
DermaVir készitésekor kialakulo hiperkromoforia nem allandd mértékii, hanem a
kiilonb6z6 mindségli komponensek 0sszekeverésével kiilonb6z6 mértékii abszorbancia-
emelkedés mérhet6. Reprodukalhatéan kisebb hiperkromofériat mutat a jelenlegi klinikai
(DV1), gliikdzos formulécid, mint az Gj (DV2), TEAM pufferes (24. Abra, A).
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24. Abra. A hiperkromoforia vizsgalata. A) A jelenlegi klinikai (DV1) és az Gj formulaciokra (DV2)
szamitott hiperkromoforiak. B) A jelenlegi klinikai (DV1 M) és az Gj formulédciokra (DV2 ™) mért

részecskeméret eloszlas (DLS modszerrel).
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A hiperkromoforiat magyaréazni lehetne akér azzal is, hogy a nanorészecskek kompakt,
t6mor jellege miatt megnovekszik a fényszéras az oldatban.*** Ennek azonban ellentmond
az a tény, hogy mindkét formuléacioban hasonlok a mért részecskeméretetek (DV1: 130 £ 7
nm és DV2: 133 £ 5 nm), igy ha a fényszorast a részecske maga okozna, a mért
abszorbancia-emelkedés is (kdzel) egyforma kellene, hogy legyen. Nem csak az é&tlag
részecskeméret, hanem emellett a két formulécid részecskéinek méreteloszlasa is nagyon
hasonlo, ahogy azt mar a kiilonb6zé méretli plazmidokkal készitett nanorészecskéknél is
lattuk (10. Abra, 24. Abra, B). Mindkét formulacional két viszonylag diszkrét
mérettartomanyba es6 részecskek vannak: egy kisebb régié 50-90 nm kozott és egy
nagyobb 170-260 nm kdzott.

4.2.2. A DermaVir nanorészecske szerkezete

Mivel azt mar a fent leirtak szerint bizonyitottuk, hogy a hiperkromoféria a részecske
kialakuldsakor 1étrejovo szerkezetvaltozassal van Osszefliggésben, kiilonbozé mértékének
magyarazatat a két formuldcié nanorészecskéinek finomszerkezete kozotti eltérésekben
kellett keresni. Mivel a kilonbség a két formulacié kozott foként a NaCl-tartalom,
megvizsgaltuk annak hatdsat a hiperkromofériara: az alacsony NaCl-tartalmi pDNS-t
kKiegeszitettik 0,3 molekvivalensr6l 1-re; 3-ra; 6-ra és 10-re. Az eredmeny azt mutatta,
hogy forditott aranyossdg van a pDNS melletti natrium-klorid koncentraci6 és az UV-
fotometriasan mérhetd abszorbancia (igy a szamitott hiperkromoforia) kozott (25. Abra,
A). Amikor az 0j formuléaci6 (DV2) alacsony NaCl-tartalmi pDNS-ét kiegészitettiik a
jelenlegi klinikai formulacié (DV1) pDNS-e mellett megtaldlhaté NaCl mennyiségével,
vagyis a 6 molekvivalenst, annak hiperkromoforidja is lecsokkent az erre a formulaciora
jellemz6 ~13%-ra. Az ionerdsség mellett a masik fontos tényez6 a pH. A pH nemcsak a
formulacids olddszer miatt fontos, miutan a DermaVir rendszer egy polisavbol (pDNS) és
egy polibazisb6l (PEIm) all, a protonkoncentracié nagyon fontos szerepet jatszik azok
ionos jellegének alakulasaban a kozeg ionerdssége mellett. Elkészitettink ismét egy
sorozat TEAM oldatot pH 3 és 9 kdz6tt. Mindegyikkel készitettiink DermaVirt ugyanazt a
pDNS-t és PEIm-et hasznalva, majd az elkészilt mintdknak megmértilk az abszorbanciait
és kiszamitottuk a hiperkromoforiait. Azt talaltuk, hogy a pH a hiperkromofériaval
egyenesen aranyos, a NaCl-dal ellentétben (25. Abra, B). Ez az eredmény ésszhangban
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van a korabban is kapott eredményekkel: amikor a DV2 egyébként 7,5-es pH-jat 3-4
kozattire allitottuk, visszakaptuk a DV1-re mért 13% kordli hiperkromoforiat.
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25. Abra. A hiperkromoforia vizsgéalata. A) A DV2 és NaCl-dal kiegészitett valtozatainak hiperkromoforiai
(y = -5,1448x + 29,761; r2 = 0,95). A részecskeméretek rendre: 119+5 nm; 118+2 nm; 110+3 nm; 109+4 nm;
11346 nm. B) A pH és a hiperkromoféria osszefiiggése (y=1,9403x+6,3354; r’=0,98). C) PEIm pH
potenciometrias normalt titralasi gorbéje. A PSEQUAD programmal becsiilt pK érték 8,32 + 0,002. a 9-es
pH felett lathat6 torés a gérbén a PEIm kezdddd kicsapodasanak tulajdonithato.

Elméletiink szerint a jelenlegi klinikai, DV1 formulacioban a magas protonaltsagi
foki PEIm és a 6 molekvivalensnyi NaCl-ot tartalmazé pDNS oldatnal kevesebb kotés

johet létre a pDNS és a PEIm kozott, mivel a pDNS foszfatjainak nagy része natrium sé
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formdjaban van jelen. Bar a mellette 1évé PEIm 90%-ban protonalt, tehat erdsen pozitiv
toltésti, a natrium erésebb kation, mint a polimer -NH," csoportja, igy a pDNS-t kériilvevd
natriumionokat nem tudja kihelyettesiteni, vagyis egy sokkal lazabb szerkezetii
nanorészecske jon létre, mint a DV2 formulécional, ahol a natrium hianya miatt nem kell
ilyen gatld tényezOkkel megkiizdenie. Tehat a hiperkromoforiat a pDNS és a PEIm kozott
kialakulo kotések indikatoraként értelmezzik, vagyis mértékét a kialakuld kotések szdma
hatarozza meg. Ugyanigy, alacsony pH-n a pDNS, mint gyenge sav, deprotondlodasa
meglehetdsen visszaszorul, kevés a negativ toltése, igy hidba protonalt a PEIm nagyobb
mértékben, kevés kotés fog kialakulni a komponensek kozott, igy alacsonyabb lesz a
hiperkromoforia. Ahogy a pH novekszik, né a pDNS deprotonaltsiga és egyre tobb ionos
kotést tud kialakitani, annak ellenére, hogy a PEIm kationos jellege csokken a hidroxidion
koncentracio emelkedésével. Nem szabad azonban megfeledkezni arrél, hogy a PEIm
nitrogénjei négyszeres molaris feleslegben vannak a pDNS foszfatjaihoz képest, igy akkor
is marad elegendé ionos nitrogén a kotések 1étrehozasahoz, ha n6 a pH. Emellett a PEIm
potenciometrias titralasa soran kideriilt, hogy annak kozelitd pK-ja 8,3 koruli érték (25.
Abra, C), tehat az altalunk vizsgalt pH-tartoméanyban a négyszeres feleslegben jelenlévé
polimer pozitiv toltéseinek sz&ma mindenképp nagyobb kell, hogy legyen, mint a plazmid
negativ toltéseinek szama. Ezzel az eredménnyel Gjabb bizonyossagot nyert a pH
fontossaga a formuléacioban a stabil szerkezet kialakuldsa szempontjabél, ami a korabbi
bioldgiai aktivitasbeli kilonbségeket is magyarazhatja. Arra is fény dertlt, hogy bar a
PEIm ionos tulajdonsagai is fontosak, mégis elsésorban a pDNS paraméterei hatarozzak
meg a kialakulo részecske tulajdonsagait. Emellett azt sem szabad figyelmen Kkivil
hagynunk, hogy a fenti kisérletekben a pH-hiperkromoféria kapcsolat vizsgalatakor az
ionerdsséget tartottuk allando értéken a mintakban, a NaCl koncentracio-hiperkromoforia
viszonyanak vizsgalatanal pedig a pH volt allandd, bar nyilvan ezek egylttesen hatarozzak
meg a kialakul6 nanorészecskék szerkezetét.

A NaCl hatasanak fenti elméletét a hiperkromoforiara gél-retardacios vizsgalattal
tdmasztottuk ala. 0,3 illetve 3 molekvivalensnyi NaCl-ot tartalmazd6 pDNS-t titraltuk
PEIm-mel. Mivel a teljes kondenzaldédas 1,5 és 2-es N/P arany kozé esik, ,.nagy
felbontast™ vizsgalatot végeztiink: 1,6-2,0 N/P aranyig készitettik a mintakat 0,2-enként
(26. Abra). Az eredmény alatamasztotta a tedriankat, a 3 molekvivalensnyi NaCl-ot

tartalmaz6 pDNS szemmel lathatdoan nagyobb mennyiségli polimert igényel a teljes
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kondenzéaciohoz, mint a 0,3-szeres NaCl-ot tartalmaz6 pDNS. A 3 molekvivalens NaCl-
tartalmd pDNS-nél még 1,8-as N/P aranyndl is latszik szabadon migralé pDNS, mig a 0,3
molekvivalens NaCl-ot tartalmazé pDNS ekkor mar teljesen kondenzalt, nincs szabad

pDNS a mintaban.

M[-Jeovs| 16 | 18 2.0 2.2

1|

26. Abra. A 0,3 molekvivalensnyi NaCl-ot tartalmazd pDNS (felsé sor) és a 3 molekvivalensnyi NaCl-ot
tartalmazé pDNS (alsé sor) titraldsa ugyanazzal a PEIm-mel ugyanabban a TEAM pufferben. Zsebek: 1-
marker; 2-iires; 3-kontroll pDNS; 4-6-N/P=1,6; 7-9-N/P=1,8; 10-11-N/P=2,0; 13-15-N/P=2,2.

------

bizonyitast nyert egy fliggetlen modszerrel. Azonban az agaréz gélelektroforézis nem
tartozik azon érzékeny modszerek kozé, melyeket alkalmasak lennének szerkezeti
kilénbségek egyértelmii kimutatasara. Tovabbi bizonyitékot akartunk tehat a fentiekre, igy
a jelenlegi klinikai és az uj formulaciot Osszehasonlitottunk atomeré mikroszkopos
kifinomult képalkotd modszerrel (27. Abra). Ezzel a mikroszkop-technikaval bar a
targylemezen rogzitett részecskeket lehet vizsgalni, nem az oldatban kdzvetlendl, azonban
mégis ez az irodalomban leginkabb hasznalt képalkotd mddszer a poliplexek
szerkezetének tanulmanyozésara. Az eredmény meglepden kézzelfoghatd igazolasat adta
korabbi eredményeinknek, a két formulacio eltér6 kompaktsaga egyértelmiien lathatova

valt. Els6ként magarol a pDNS-r6l készitettiink felvételeket, amelyen szépen latszik annak
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fonalas szerkezete (27. Abra, A). A részecskék vizsgalata soran bar a részecskeméret és az
eloszlas a ket formulacional (a DLS mérésekhez hasonldan) 6sszemérhetd, azok szerkezete

merdben eltéronek mutatkozott.

300nm

el
20nm . SO
300nm

27. Abra. pDNS és a két formulacio nanorészecskéinek AFM felvételei. A) pDNS 6nmagaban. B) DV1
(jelenlegi klinikai) formulaci6. C) DV1 részecske felnagyitott képe. D) DV2 (Uj) formul&cid.

A DV1 formulacio vizsgalatanal sok olyan részecskét talalhatunk, melyeknél lathaté a
pDNS kitiiremkedése a poliplexbdl (27. Abra B és C). Ezzel ellentétben a DV2 (L)
formulacié szabalyos gémb alakd, kompakt nanorészecskéket alkot, ahol a polimer burok

teljes, zart ,,kérget” alkot a pDNS koriil. Ez az eredmény egyértelmiien alatamasztja azon
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elméletiinket, miszerint a hiperkromoféria a komponensek kozoétti asszociacié mértékének

mutatoja.

Ezutadn azt tanulméanyoztuk, hogy a téarolasi kisérletek soran tapasztalt stabilitasi
kilonbségek a két formulacio koézott nyomon kovetheték-e egyszeri UV méréssel (a
hiperkromoforia valtozasanak kovetésével). Azt mar az elézetes stabilitds vizsgalatok és
AFM eredmények is bizonyitottak, hogy a DV2, vagyis az Uj formulacio sokkal stabilabb
rendszer, de a hiperkromoforia, vagyis a szerkezet szempontjabol eddig még nem
vizsgaltuk a poliplexek stabilitasat. Készitettlink tehat egy olyan kisérleti tervet, melyben
harom hoémérsékleten: 4°C, 25°C és 37°C-on vizsgéltuk a két formulacio

hiperkromofdriainak alakulasat tarolas soran meghatarozott idékozonként (28. Abra).
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28. Abra. A DV1 (jelenlegi klinikai) és a DV2 (j) formulaciok hiperkromoforiajanak valtozasa. A) A DV1
hiperkromoforidja emelkedd trendet mutat 4°C-on (o), szobahdmérsékleten (x) és 37°C-on (o) is. B) DV2
formulécid hiperkromofériaja kis fluktuaciétol eltekintve allandé 4°C-on (o), szobahémérsékleten (x) és
37°C-on (@) is. C) A DV1 (jelenlegi klinikai ®) és a DV2 (0j o) formulaciék valamint a kontroll pDNS (x)
hiperkromofdrijanak valtozasa 37°C-on 8 nap alatt.

A hérom, illetve nyolc napos kisérletben azt lattuk, hogy a DV1 (Kklinikai) formulacio
hiperkromofériaja nétt a tarolas soran mindharom vizsgalt hémérsékleten (28. Abra, A),
mig a DV2 (0j) formulécioé allandé maradt (28. Abra, B). A hiperkromoforia novekedése
ebben az esetben nem a komponensek szorosabb asszociaciojat jelenti, hanem a szabad,
védelem nelkili pDNS egyfajta degradéacidjanak indikatora. A DNS szélai ugyanis
magasabb hoémérsékleten szétvalnak (a pDNS denaturdlddik), ami az abszorbancia
novekedésével jar.'?*'% Ezt bizonyitja a kontroll, ,,becsomagolatlan” pDNS-nél mért
abszorbancia-névekedés a tarolas soran (28. Abra, C). A DV2 formulécié abszorbanciaja 8
nap alatt 37°C-on nem véltozik, amit az AFM-mel mért eredményekkel konnyen
magyardzhatunk: a kompakt, tomor polimer burokkal rendelkezé nanorészecske védelmet
biztosit a pDNS szadmara belil. Azonban a DV1 részecskékben a pDNS néhol
kittiremkedik a poliplexbdl, vagyis a védelem nem teljes, a pDNS degradalodik magasabb

hémérsékleten csaktgy, mint a kontroll, amelyik nem volt nanorészecskévé ,,csomagolva”.

A DV1 és DV2 szerkezet- és stabilitas kilonbségének okat tehat tisztaztuk. Mind az
ioner6sség, mind a komponensek ionos jellege és a pH-hiperkromoforia 6sszefliggés
magyardzza, hogy mért merlink kisebb bioldgiai aktivitast a DV1 formuléaciora, mint a
DV2-re (29. Abra, A). Utolsé bizonyitékként pedig a DV2 formulacidé elénydsebb
szerkezetére €s nagyobb stabilitasara elvégeztink egy kisérletet, melyben a két formulaciot
aspecifikus endonukledz enzimmel inkubaltuk, majd leallitottuk az enzimreakciot EDTA
hozzadadasaval, végul dekomplexalas utan megvizsgaltuk a részecskékben 1évé pDNS-eket
agar6z gélen (29. Abra, B). Ebben a kisérletben gyakorlatilag az in vivo kdrnyezetet
modelleztiik, ahol szintén sz&mos enzimatikus reakcidban degradalodhat a részecske. Az
eredmény ismét megerésitette korabbi eredményeinket: a DV1-ben olyan nagymértéki
karosodas érte a pDNS-t, hogy dekomplexaldédas utan csupan nagyon kevés pDNS-t
lehetett detektalni a gélen, mig a DV2 esetében szemmel lathatdlag sokkal tobb pDNS

6rz6dott meg. Ez logikus eredmény, ha meggondoljuk, hogy az AFM felvételeknél is
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latszott a kitiiremked6 pDNS szélak sokasdga a DV1 részecskéknél, mig a DV2 kompakt
falan sokkal nehezebb athatolni az enzimnek.

A B
200 [ 1+ ] 2 [ 3] 4 ] s
S .
N T
£ 150
&2
2 j———
<€ 100 T
© -
B
3 —
© 50
2

0

DV1 DV2

29. Abra. A DV1 (jelenlegi klinikai) és a DV2 (0j) formulaciok dsszehasonlitasa. A) Bioldgiai aktivitas
vizsgalatban. B) Endonukleazzal szembeni ellenalld képességben. Zsebek: 1-marker, 2-DV1 (jelenlegi
klinikai formulécid) aspecifikus endonukledzzal val6 emésztés majd SDS dekomplexalas utan, 3-DV2 ((j
formulécid) aspecifikus endonukledzzal val6 emésztés majd SDS dekomplexalas utan, 4- pDNS aspecifikus
endonukleadzzal valé emésztés utan, 5-kontroll, kezeletlen pDNS.

Kimutattuk és bizonyitottuk, hogy az egyszerii UV-fotometrias vizsgalattal
mérheté abszorbancia-emelkedés (hiperkromoféria) a DermaVir kialakulasakor aranyos a
foszfatok és az aminok kozott kialakulo kotések szamaval. EIméletiinket igazoltuk szamos
flggetlen moddszerrel. Bebizonyitottuk, hogy a komponensek (pDNS és PEIm) ionos
jellege befolyasolja a hiperkromofoériat, vagyis a kialakuld kotések szamat. A jelenlegi
klinikai formul&ci6é a magas protonéltsagd PEIm-mel, a magas NaCl-tartalmi pDNS-sel és
aktivitasaval ebbe a csoportba tartozik, ahol a részecske a sejten belll tul hamar szétesik
(30. Abra, A), ezt mutatja a rola késziillt AFM felvétel is (27. Abra, B). Ezzel ellentétben a
glicerin-tartalmd formulacioknal latott magas hiperkromoforia a kotések tul nagy szamaval
magyarazhat0, amit alatdmaszt az is, hogy az SDS dekomplexalds modszerével nem
lehetett dezintegralni a részecskét, és a bioldgiai aktivitas csokkenése is utalhat arra, hogy

a részecske tlsdgosan stabil, nem esik szét idében a sejtben (30. Abra, B).
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30. Abra. Sematikus &bra: a hiperkromoféria, vagyis a nanorészecske kompaktsaganak hatésa a sejten belili
mechanizmusra. A) Alacsony hiperkromofoéria, vagyis a komponensek kozotti kdtések kis szama esetén a
részecske nem éli tal az endoszémat. B) Magas hiperkromoforia, vagyis a komponensek kozotti kotések
nagy szama esetén a részecske nem engedi el id6ben a pDNS-t, hogy az beléphessen a sejtmagba. C)
Optimélis hiperkromoforia, vagyis a komponensek kdzotti kotések optimalis szama esetén a részecske tuléli
az endoszomat és a sejtmag el6tt dekomplexalddva a pDNS bejut, a magba, magas a génexpresszio.

Idedlis esetben a hiperkromoforianak, vagyis a pDNS és a PEIm kozotti kotések szamanak
optimuma van, ami se nem tdl nagy, se nem tul alacsony. Igy a megfelelé kompaktsagn

nanorészecske jon létre, amiben az idealis kationos jellegli PEIm elegendd szdmu kotést
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alakit ki a megfeleléen kevés NaCl-ot tartalmazé pDNS-sel, hogy a részecske be tudjon
jutni a sejtbe. Ott a polimer semleges nitrogénjei puffereljék az endoszomat és megvédje a
PDNS-t a degradaciotol, majd a sejtmagig eljutva, ott idoben elengedje a pDNS-t, hogy az
bejuthasson a magba a hatékony génexpresszi6 eléréséhez (30. Abra, C).***'* Az (j
formuléacio, az optimalis protonaltsdgt PEIm-mel, a csaknem NaCl-mentes pDNS-sel és a
fiziologias pH-t biztositd6 TEAM pufferrel optimalis hiperkromoforiat és magas bioldgiai
aktivitast mutat, ahogy szerkezetének kompaktsaga is jol lathatd az AFM felvételeken a

jelenlegi klinikai formulaciohoz képest (27. Abra, D).

Felallitottuk tehat a nanorészecske sejten beliili mechanizmusanak elméletét és
Kisérletekkel alatamasztottuk a bioldgiai aktivitds és a hiperkromoféria, mint Uj, a
szerkezetre jellemz6 paraméter Osszefiiggését. A hiperkromoforia jelenségének
felismerésével, annak feltérképezésével és a kiilonbozé koriilmények Osszefiiggésbe
formulécidhoz képest. A fejlesztési munka soran megismert kritikus mindségi paraméterek
leginkabb a komponensek ionos jellegébol adodtak, ezek a PEIm, illetve a pDNS

specifikaciojaba keriltek be, ezért a DermaVir nanorészecske specifikacioja a

részecskeméret és a pH paraméterekre vonatkozo hatarértékekkel béviilt (20. Tablazat).

20. Téblazat. A DermaVir nanomedicina kibdvitett specifikacidja.

Paraméter Madszer Elfogadasi kritérium
Megjelenés Szemrevételezés Tiszta, szintelen oldat
Azonossag Agar6z gélelektroforézis Nincs migracié

Spektrofotometria 260 nm-en a

Tartalom részecske dekomplexalésa utan 0,125 £ 0,0125 mg/mL. pDNS
Biologiai aktivitas Transzfekcios modszer >70% referencia standard
pH pH-metria 75+0,2
Részecskeméret Dinamikus fényszo6ras 70 nm<D__ <300 nm
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A DermaVir nanomedicina tehat a kétfiolas fagyasztott formulacidval kezdi meg a
fazis Ill-as klinikai vizsgélatokat, és 1ép majd a piacra az engedélyeztetés utdn. Ez a
multidiszciplinaris fejlesztés segitségével feljavitott, kémiailag optimalizalt formulacio a
jelenlegi klinikaihoz képest egyszerlibb kezelést és tarolast igényel, magasabb biologiai
aktivitast és nagysagrendekkel hosszabb stabilitdst mutat a fent bizonyitott stabilabb
szerkezete miatt, mindemellett a hatésag szamara a szinte valtozatlan forma miatt nem

igényel kiegészitd toxikologiai és biztonsagossagi vizsgalatokat.
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5. KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek Dr. Lisziewicz
Juliannanak, és Dr. Téke Enikének. Kilon kdszoném Dr. Somogyi Eszternek a bioldgiai
folyamatok értelmezésében nyujtott segitségét, valamint a teljes Genetic Immunity

csapatnak a sok-sok munkat, amit a fenti fejlesztésbe vetettek és vetnek ma is.

Kiilon koszonettel tartozom a volt egyetemi témavezetémnek, Dr. Gyurcsik
Bélanak azért, hogy lehetové tette a PEIm potenciometrids titralasat és segitett az

eredmeények értékelésében és értelmezésében.

Végil, de nem utolsd sorban kdszondm a lelkes egyiittmiikodéknek, Dr. Jack
Douglas-nek, Dr. Horkay Ferencnek, Dr. Preethi Chandran-nak és Dr. Szebeni Janosnak a

kdz6s munkat.

Végezetil haldsan kdszondm édesanyamnak, névéremnek és paromnak, hogy

személyes tamogatasukkal es batoritasukkal hozzajarultak e dolgozat Iétrejéttéhez.
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6. OSSZEFOGLALO

Munkdm sordn egy olyan innovativ nanomedicina termékjel6lt, a DermaVir
formulécidjanak fejlesztésében vettem részt, amely jelenleg fazis 11-es klinikai staddiumban
van, HIV és AIDS elleni terapias vakcinaként. Napjainkban a HIV-fertézés és az AIDS a
vilag egyik legnagyobb egészségligyi kihivasa. Jelenleg tobb mint 30 millié regisztralt
HIV-fertézott van vilagszerte, akik koziil minddssze kb. 5 millidt kezelnek a ma elérhetd
gyogyszeres terapiaval. A virusellenes gyodgyszerek forradalmasitottdk ugyan a fertézés
kezeléset, de csak az AIDS-betegseg késleltetett kialakulasat okozzak, végleges gyogyulast
nem hoznak. Emiatt nagy hangsulyt fektetnek ma is a megfelel6 ellenszer (preventiv vagy
terapias) megtalalasara. A DermaVir nanomedicina hatéanyaga egy plazmid DNS (pDNS),
amely a HIV virus 15 fehérjéjét kodolja. Ezt a pDNS-t egy mannozilélt lineéris
polietilénimin  (PEIm) polikation segitsegével 100-300 nm-es nanorészecskékke,
poliplexekké kondenzaljuk. A nanorészecskék a két oldat Gsszekeverésevel, spontan
onrendez6dé folyamatban alakulnak ki, melyben a plazmid negativ toltésti foszfat
csoportjai ionos kotéseket alakitanak ki a polimer pozitiv toltésli szekunder amin
csoportjaival. Az igy Kkialakuldé részecskék ,patogén-szerii” nanorészecskék, mivel
méretiik, alakjuk és feluleti tulajdonsdgaik korokozokra jellemzéek. A nanorészecske
szuszpenziot transzdermalis tapasz segitségével alkalmazzuk, a bdérben taldlhaté antigén
prezentalo sejteket célozva, melyek felveszik dket, majd a nyirokcsomokba juttatjak, ahol
a pDNS-ben kodolt fehérjék atirodasa utan bemutatjak 6ket a naiv T-sejteknek, igy
generdlva specifikus immunvalaszt a betegség ellen. Ez a technologia platform
technologianak tekinthetd, mivel a pDNS-ben kddolt informécié valtoztatdsaval mas
fert6z6 betegségek, rakos- vagy allergias megbetegedések kezelésére is alkalmas patogén-

szerl nanorészecskét allithatunk elo.

A DermaVir nanomedicina eddig klinikan hasznalt formulacidjat a kezelés
helyszinén frissen keveri 0ssze a klinikai gyogyszerész harom, kiilonb6zé hdmérsékleten
tarolt komponensb6l (pDNS -80°C, PEIm -20°C és 10% glukoz/dextroz
szobahdmérséklet), majd 3 oran beliil fel is kell azt hasznalni, nagyon rovid stabilitasa
miatt. A cél egy stabil formulécio kidolgozasa. Mivel azonban ez a termék mar tdl van a

szllkséges toxikologiai vizsgalatokon, igy a fejlesztésben csak olyan paramétereket
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valtoztathatunk, melyek utdn nem szlikségesek Ujabb biztonsagossagi klinikai vizsgalatok,
amelyek évekkel késleltethetnék a termek piacra keriilését. Miutan a nanomedicinanak
nem csak a kompozicidja (plazmid DNS hatéanyag), de a hatdsmechanizmus is innovativ,

a részecske szerkezet-aktivitas 0sszefuggese is vizsgalat targya.

A formulaci6 fejlesztése soran a két f6 komponens, a pPDNS és a PEIm esetében is
megfigyeltik, hogy azok kiilonb6z6 sarzsai kiilonb6z6 biologiai aktivitast mutattak, annak
ellenére, hogy akkori minéségi kovetelményiiknek (specifikaciojuknak) megfeleltek GMP
gyartast kovetéen. Részletes elemanalizis soran kiderult, hogy mindkét komponens
esetében az ionos jelleg az, ami eltér6 a sarzsok kozott. A hatékony génexpresszio
megOrzéséhez és a stabilitas eléréséhez a komponenseket kiilon-kilon és a rendszert
egészében is vizsgalat ald vettik és megtalaltuk a kritikus paraméterek optimumat, ennek
eredményeképp pedig kibovitettiik az anyagok specifikacidjat. A nanorészecske egészének
tanulmanyozasa soran a polimerrel Osszeférhetetlen gliikéz oldatot, ami a formulacio
olddszereként szerepelt, lecseréltik egy 7,5-0s pH-ju, mannitoltartalmu trietanolamin-
hidroklorid pufferre, amely nem okoz mellékreakciot és emellett magas bioldgiai aktivitast
biztosit. Kidolgoztunk egy stabil folyadék- formulaciot, mely az irodalomban eddig
egyedulallo stabilitast mutatott: 37°C-on 3 hétig, 4°C-on 8 hétig tarolva a frissen készitett
kontrollal megegyezé in vitro bioldgiai aktivitast mérhettiink.” A folyadék-formuléciéval
parhuzamosan egy olyan kétfiolas, -20°C-on tarolt formulaciot is kidolgoztunk, melynél
kiolvasztads utan a két komponens (a pufferrel higitott pDNS és a PEIm) egyszeriien
Osszekeverhet6. Ez a formulacio 1 éves stabilitas adattal rendelkezik, a jelenlegi
klinikaival ellentétben nem igényel kilonleges tarolasi korilményeket, nem kell klinikai
gyogyszerésznek elkészitenie bonyolult eldirds szerint, elegendd a ndvér az

adminisztracidhoz.

A fejlesztési munka sorén feltérképeztiik a DermaVir nanomedicina szerkezet-
aktivitas dsszefliggéseit is. Ennek sordn a jelenlegi klinikai nanorészecske-szuszpenziot
vizsgéltuk az optimalizalt ujjal szemben. Atomerd mikroszkopos felvételekrdl kideriilt,
hogy a két formulacio kozotti biologiai aktivitds kilonbséget a részecskek
finomszerkezetének kiulonbsége okozza. Toébb fizikokemiai tulajdonsagot is vizsgélva azt
talaltuk, hogy kizardlag a részecskék UV spektrofotometridasan mérhetd hiperkromofoériaja
az a paraméter, amely 6sszefliggésbe hozhatd a bioldgiai aktivitasbeli eltérésekkel; ez az

Gj, eddig nem vizsgélt paraméter ad informéci6t a szerkezetek kiilsnbozéségersl.?® A
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hiperkromoforia jelenségét tobb oldalrol vizsgalva azt taldltuk, hogy a formulécid
ionerésségevel és a pH-val van dsszefliggésben. Felallitottuk a részecske sejten belili
processzalasanak mechanizmusat, és igazoltuk AFM felvételekkel, valamint gél
retardacidés  Kkiserlettel, nukledz enzimmel szembeni ellenallas vizsgalattal —és

termodinamikai stabilitas vizsgalatokkal is.

A DermaVir nanomedicina az Gjonnan Kkidolgozott kétfiolas fagyasztott
formulécidval fogja megkezdeni a fazis Ill-as klinikai vizsgélatokat. Mindemellett, a
szinte valtozatlan Gsszetétel miatt nem igényel kiegészité toxikoldgiai és biztonsagossagi
vizsgalatokat. Ez az optimalizalt formulacié a jelenlegi klinikaihoz képest egyszeriibb
kezelést és tarolast igényel, magasabb bioldgiai aktivitast és nagysagrendekkel hosszabb

stabilitast mutat a fent bizonyitott stabilabb szerkezete miatt.
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7. SUMMARY

During my work | participated in the formulation development of an innovative
nanomedicinal product-candidate, the DermaVir which is a phase Il clinical stage
investigational medicinal product for the treatment of HIV/AIDS. Today HIV infection
and the disease of AIDS is one of the most urgent unmet medical needs. There is more
than 30 million HIV infected people worldwide, from whom only 5 million receives the
available antiretroviral therapy. Although the antiviral drugs improved the treatment of the
disease, they do not provide cure only delay the development of AIDS. Therefor the
development of appropriate medicament (both preventive and therapeutic) is still a
problem to be solved. The active pharmaceutical ingredient of DermaVir nanomedicine is
a plasmid DNA (pDNA) encoding 15 major antigens of the HIV. This pDNA is condensed
into 100-300 nm nanoparticles (or polyplexes) using a cationic mannosilated linear
polyethylenimine (PEIm). Nanoparticles are formed spontaneously when the pDNA and
PEIm solutions are mixed; the negative phosphate groups of the pDNA and the positive
secondary amines of the PEIm evolve ionic interactions and self-assemble into
nanoparticles. The formed nanoparticles are pathogen-like nanoparticles as their size,
shape and surface properties resemble pathogens. The suspension of the nanoparticles is
administered using a transdermal patch that targets the antigen presenting cells of the skin.
These cells take up the particles which are recognized as pathogens and take them to the
lymph nodes, where the pDNA encoded antigens are expressed, presented to the naive T
cells thus generating specific immune response against the disease. This is a platform
technology as the pDNA sequence can be changed to encode various antigens against other
infectious diseases, cancer or allergy.

The formulation of DermaVir nanomedicine currently on the clinic is prepared
freshly by a clinical pharmacist from 3 components stored at 3 different temperatures
(pPDNA -80°C, PEIm -20°C and 10% glucose/dextrose room temperature), and use within
3 hours because of the poor stability. The aim is to develop a stable formulation taking into
consideration that the necessary safety and toxicology studies are already accomplished for
the product thus the parameters which could be modified in the formulation are limited, to

avoid the need of additional safety/toxicology studies which would delay the marketing
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approval. As not only the composition is innovative but also the mechanism of action of

the nanomedicine, the structure-activity relationship is also studied.

While developing a new formulation we observed that there is great difference
between the biological activity of the different lots of the two main components, pDNA
and PEIm, although each of them fulfilled specifications and were manufactured in GMP.
Detailed elemental analysis of the components revealed that in both cases (pDNA and
PEIm) is the ionic character which varies from lot to lot. To maintain potent biological
activity and achieve stability we investigated the components alone and also the system
together, we found the optimum of the crucial parameters, extended their specification and
developed a stable, liquid formulation with the same biological activity as the fresh control
after storage of 8 weeks at 4°C and 3 weeks at 37°C.*° Parallel the liquid formulation we
were also working on a two-vial formulation stored at -20°C, where after thawing the two
vials can be simply mixed together. This formulation bears 1 year stability and unlike the
old one, needs no special storage (-80°C), or clinical pharmacist for preparation, a nurse
can easily mix the two solutions.

During the development work we also studied the structure-activity relationship of
DermaVir nanomedicine; we compared the old formulation with glucose with the new
(TEAM buffer containing) one. Atomic force microscopy images showed that the different
biological activity of the formulations is caused by the different fine structure of the
nanoparticles. The investigation of more physico-chemical properties revealed that only
the new phenomenon of the hyperchromicity of the nanoparticles (measured by UV-
spectrophotometry) can be associated with the difference of the biological activities and

structure.'?

When exploring the phenomenon of hyperchromicity we found that the ionic
strength and the pH are the most important parameters. We set up the mechanism of the
nanoparticles’ intracellular processing and confirmed it with AFM images, agarose
gelelectrophoresis assays, nuclease-enzyme resistance assay and thermodynamic stability

test.

DermaVir nanomedicine will start phase I11 clinical trials with the newly developed
two-vial formulation. Besides, the almost unchanged composition there is no need for

additional safety or toxicology studies. This optimized formulation provides more simple

77



handling and storage, higher biological activity and orders of magnitude longer stability
because of the above proven stable structure.
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