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2. Okres miedzycigzowy u krow chorych
utrzymywanych w fermach z uwigzem jest dtuz-
szy o srednio 26 dni a w obiektach wolnostano-
wiskowych o 16 dni.

3. Wskaznik inseminacyjny u krow chorych
wynosi $rednio 2,6 natomiast u kréw zdrowych
2,1.
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Opmiar A. — Bausanue opromeamyeckux Goxelued Ha
HeKOTOpble PENpPONYKNMOHHLIE INOKA3aTeNIH MOJOYHBIX
EOPOB B YCAOBHAX KPYIHONPOMBIIJIEHHOI0 PA3BEICHMN

HabmogeHusa 3a BIMAHMEM OpTOonemMueckux 6oxes-
Helt Ha IaIuHY MexXOepeMeHHOrO IIepuoja M MHICEeMH-
HalMOHHONM IOKa3aTenb Beimch Ha 4 depmax, T.e. 2
C HPUBA3BI0 M PEIIETYATHBIM IIOJIOM 0 500 MOJIOYHBIX

ANDRZEJ LEDWOZYW, ADAM KADZIOLKA

KOpPOB U 2 cBOBOIHOCTOMIOBBIX C YAaCTBIO MJIA JIEKAHUA
Ha 320 u 1050 xopoB. ZKMBODHBIX Da3feSiMiAM Ha TpPyNd-
ObI COTJIACHO YUMTAHHOCTY, AIMHe OepeMeHHOCTM, MO-
JOKONIDOAYKTUBHOCTM M BO3pacTy. OTMEYeHO UTO MeX-
fepeMeHHBII HePMOA B IPYNIAX MCCIEAyeMbIX KODOB
¢ oproneau4cKuMy 00ne3HAMM B KODOBHMKAX C TNIPM-~
BA3bI0 Obl Ha 67 pgueit moJbile, a B CBOBOIHOCTOIIIO-
BBIX KODPOBHMKax — Ha 41 pmens. CpepgHue BeNmMUIMHBI
B CTaJaX MCCIIENYyEeMbIX KODOB COCTABJAJ COOTBETCTBEH-
Ho 26 m 16 gueit. MuceMMHAIMOHHBIN IIOKAZATENDL CO-
ctaBnaAn 2,6 mo cpaBHeHMo ¢ 2,1 y 3I0DOBBLIX KODOB.
Habaronenusa moaTBpauniIy HeOJaTONpUATHOE BIMAHUE
opronenuyeckux 6oJsie3He Ha INIMHY MeXKOepeMeHHOTO
IepMoia M Ha MHCEMMHAIMOHHBIM [IOKA3aTeJb.

Orsag A. — The influence of arthepaedic disesses on
some reproductive indices in milking cows maintai-
ned in large scale breeding

The influence of some orthopaedic diseses on the
length of the period between pregnancies and inse-
minaticn index was assessed at four farms. ie. at two
each containing 500 milking cows being tied and at
two cowsheds designated for 320 or 1050 cows kept
free. The animals were divided into groups according
to the state of nourishment, time of pregnancy, milk
yvield and age. It was found that the period between
pregnancies in cows with orthopaedic diseases was
longer at 67 days or 41 days depending on the system
of breeding, i.e. lenger at cowsheds with animals tied.
Mean values in the herds were 26 and 16 respectively.
The insemination index was 2.6 compared with 2.1 in
healthy cows. These data confirmed unfavourable
influence of orthopaedic diseases on the length of pe-
riod between pregnancies and on the insemination
index.

Liposomy jako neosniki lekow

Zaktad Patofizjologii Wydzialu Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka 12,

Od pewnego czasu pecherzyki lipidowe wy-
korzystuje sie¢ jako blony modelowe w bada-
niach nad fizykochemicznymi wlasciwosciami
warstw lipidowych oraz w badaniach nad wza-
jemnym oddzialywaniem miedzy lipidami a in-
nymi skladnikami blon (5). Stwierdzono tez, ze
komoérki ssakéw in wvitro i in vivo mogg wbu-
dowywaé duze ilosci pecherzykow lipidowych
bez efektu cytotoksycznego. Poniewaz do wnet-
rza pecherzykéw mozna wprowadza¢é rozmaite
materialy, zas do ich blony wilgcza¢ glikoprotei-
dy i glikolipidy, fakt pochtaniania pecherzykéw
przez komoérki stwarza potencjalna mozliwosé
modyfikacji skiadu komoérek organizmu i zez-
wala na wprowadzanie do nich materialéw bio-
logicznie czynnych.

Pecherzyki wielowarstwowe (liposomy) sg pro-
stymi strukturami cieklokrystalicznymi otrzy-
mywanymi przez rozproszenie w wodzie lub w
roztworach soli lipidéw amfipatycznych, np. fos-
folipidéw. Badania przy uzyciu mikroskopu
elektronowego i1 dyfrakcji promieni rentgenow-
skich wykazaty, ze w strukturach tych lipidy
zorganizowane sg w postaci koncentrycznych,
dwuwarstwowych blaszek, rozdzielonych war-
stewkami fazy wodnej ¢ réznej grubosci. Kaz-
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da z blaszek w obrebie pecherzyka tworzy kom-
pletny, zamkniety woreczek. Liposomy s he-
teregenne, o $rednicy 0,5—10 um, majg jednak
stala liczhe blaszek przypadajgca na jeden pe-
cherzyk.,

AL

Suwgc lowo procedure otrzymywania

\’éw na lipcsomy powo-
orzeniem matych jed-
(MJP). Sa to
'—100 nm $rednicy),
VIR W A faZ‘:‘ Wodna, oto-

_”EP évnadczy

séei przez prob-
wickow, Efektyw-
gacych pozostawac
e meioda fdtlacp zelowe]j
na Sefarozie 4B lub przez ultrawirowanie przy
160 006 g przez 1 godzine (MJP pozostajg w su-
pernatanme). Opisano tez metody otrzymywania
MJP bez uzycia ultradzwiekdéw przez wstrzyk-
niecie etanolowego roztworu fosfolipidéw do du-
zej objetosci buforu, lub przez rozpuszczenie li-
pidéw w detergencie i nastepnym powolnym
usunieciu detergentu droga dializy.
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Opisano tez trzecig klase pecherzykéw lipido-
wych, powstajgcych na drodze fuzji MJP, tzw.
duze jednowarstwowe pe;cherzy}n (DJP) (45).
Fuzja ta jest wynikiem dodania jonow Ca®*T, co
powoduje rozbicie pecherzykéw z utworzeniem
duzych plaszczyzn lipidowych, zwijajacych sig
w cylindry. Poddanie tych cylindréow dziataniu
kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) po-
woduje gwaltowng transformacje strukturalna
z utworzeniem duzych jednowarstwowych pe-
cherzykéw, o srednicy do 1 pm.

Jakkolwiek nie ma jednolitego przepisu na
otrzymywanie pecherzykéw lipidowych, wigk-
szo$c laboratoridéw uzywa mieszaniny fosfolipi-
déw, cholesterolu i natadowanego elektrycznie
czynnika amfifilowego w rozmaitych stosunkach
molowych; dokladny sklad zalezy od przezna-
czenia pecherzykéw, Wiekszosé fosfolipidow
spontanicznie tworzy liposomy po dyspersji w
roztworach wodnych, mogg by¢ one wigc uzy-
wane takze do otrzymywania MJP. Stosuje sig
tu naturalne i syntetyczne fosfatydylocholiny
(13, 14), fosfatydyloseryne (42) i szereg innych
kwasnych fosfolipidow. Do otrzymywania lipo-
somow mozna tez uzywaé ekstraktow lipido-
wych z tkanek lub komorek (4).

Zdolno$¢ fosfolipidéw do tworzenia liposo-
méw zalezy od temperatury przejscia fazowego
(T.), tj. temperatury, w ktérej ,topig sie” laii-
cuchy weglowodorowe czgsteczki lipidu prze-
chodzgc ze stanu statego w stan ciekiokrystalicz-
ny. Naturalne fosfolipidy istniejg przewaznie
powyze] tego punktu w temperaturze otoczenia,
tatwo wiec tworzg liposomy. Wiele syntetycz-
nych fosfolipidow z diugimi nasyconymi tancu-
chami tworzy takze podobne struktury, jezeli
temperature podniesie sie do temperatury blis-
kiej Te (7). e

Sterole, a przede wszystkim cholesterol, sa
szeroko uzywane jako skladniki liposomow i
MJP. Cholesterol, ktéry sam nie tworzy cie-
kiych krysztatow, dia utworzenia pacherzykéow
moze by¢ mieszany z fosfolipidami do ilodcei 1:1
(stosunek molowy). Jest on niezhedny do utwo-
rzenia pecherzykéw przy zastosowaniu sfingo-
mieliny jako fosfolipidu. Jego ugvycie jednak
znacznie ogranicza ilod¢ materizstn wigrczanego
do wnetrza pecherzykéw. Naladowane etekirycz-
nie amfifile, jak stearylamina (fad '
ni), fosforan dicetylu {(fadun=k uj
kwasne fosfolipidy (fadunek uj
sto stosowane jako skladniki hion p=
Obecnos$¢ natadowanych grup na DOW,
VV&;S*'VVY lipidowei 7W1e}rma ohietost faz:
nej we wnetrzu pecherzyka, stwarzaige tyo
mvm warunki do umieszczenia tam wie
ilofct rozpuszezalnege w wodzie materialu, Na-
lezv iednak podkredlie, ze wyboér natadowszneg
amfifily zalezy w duzym stopniu od rodzaju
materiatn wprowadzanego do pecherzykow. Je-
zeli material jest elekirveznie ohojetny, mozna
uzyé dodatnio lub ujemnie naladowanego amfi-
filu. Jezeli materiat posiada tadunek elektrycz-
ny, nalezy uzy¢ amfifilu o podobnym ladunku

W

w fizjologicanym zakresie pH. Zmniejsza to
mozliwoée zatrzymywania znaczgcych ilosci
wprowadzonego materiatu przez elektrostatycz-
ne oddzialywanie z blong pecherzyka. Problem
ten jest wainy w proponowanym uzyciu peche-
lzmow jako nosnikow lekow, gdyz wigzanie le-
lzu przez éciane pecherzyka moze znacznie ogra-
rvé jego aktywnose farmakologiczna. Z dru-
giaj jednalk tl‘orw asocjacja roztworu wprowa-
dzonego do pect 16 zykoéw z ich sSciang przez od-
Izislywanie elektrostatyezne znacznie zwigksza
ilogé roztworu wodnego zawartego w pecherzy-
ku. W ten sposob wprowadzono kombinacje cyk-
licznego adenozynomonofosforanu (cAMP) 1 ak-
tynomycyny D, bhez utraty aktywnosci farma-
lkologicznej. W koncu obecnosé natadowanych
’mnhh w blonie pecherzyka jest waina w ok-

edlenin mechanizmu whudowywania pecherzy-
kcw do wnetrza komoérki.

Niezaleznie od skiadu samych pecherzykéw,
morzna whudowaé w ich $ciane, lub wprowadzic
do ich wnetrza szereg materialéw. Jest to wilas-
ciwose czynigea liposomy i MJP atrakcyjnym
narzedziem pozwalajacym na wprowadzenie
materialéw biologicznie czynnych do wnetrza
ltomoérek. W ten sposob wprowadzono oksyda-
ze cytochromowg (24), Ca®*™ — ATPaze i (Nat+-
-K+) -ATPaze (15), rodopsyne (25), biatko S
100 receptora acetylocholinowego (39), glikofo-
ryne (53), jej fragment hydrofobowy (57), bial-
ko trzeciego szczytu clektroforetycznego blony
krwinek ezerwonych (55), apoproteid proteclipi-
du mieliny (46), antygen Forssmana (28), globo-
zyd (32), g Halakioculchrozyd (3). monogalaktiozy-
lndlglmrya (3), mieszanine gangliozydéw (22),
lipopolischarydy bakteryjme (26), kationy I\i'ﬁ‘

K, Rb* Cazianiony Cl—, Cr 0%, TeOx, SO;

jull

(39), glukoze, sacharoze, erytritol i mannitol (54),

¢AMP i polinukleotydy (60), lizozym (58), amy-
10;1u!mx rdaze (20), heksokinaze, dehydrogenaze
slukozo-6- Insfordnu i beta-galaktozydaze (32),

delsstranaze (8), peroksydaze "?"U aktynomycy-
ne D (30), bTeomycyne (19), 3-flucrouracyl 695),
n'uotu” 4 (9}, albumine (2“‘: af -glukozyda-

id bioniczy {2), EDTA {31), pepsta-

7 leatal Ln- o-

ZaC“OVs/Jﬂq SW¢e
c’U‘-‘T”:l’l.l'le ze

inosomdw,
gENOWE (82)
; @ Iilonie pecher ’7yba jest podobn

do 0r1emacn w blonach naturalnych. Oprocz
hydrofobowego whudowania skladnikow w blo-
ne liposomu, rozmaite materialy mozna wpro-
wadzit do fazy VvoanJ wewnglrz DQqurzyka
Jezeli materialy te obecne sa w fazie wodne]
w poczgtkowych stadiach otrzymywania peche-
rzykéw, teoretycznie kazdy r‘ozpuszrzalny w
wodzie rmaterial, nawet wielkoczgsteczkowy,
moz2 zostaé whudowany do wnetrza liposomu.
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Jest jednak oczywiste, ze MJP sa w istocie zbyt
male do umieszczenia w nich znacznych ilodci
duzych makroczgsteczek., Takie uiycie ultra-
dzwiekéw na pewnym etapie wytwarzania MJP
moze inaktywowa¢ niektére zwigzki, np. kwasy
nukleinowe. Pod tym wzgledem DJP pozosta-
ja alternatywg dla wbudowywania makrocza-
steczek.

Warto$¢ T, pozwala na konstruowanie peche-
rzykow ,statych” lub ,cieklych” w wymaganej
w doswiadczeniu temperaturze. Odgrywa to za-
sadniczg role w sposobach kierowania peche-
rzykéw do poszezegblnych struktur wewngtrz-
komorkowych (47).

Pacherzyki utworzone z niezmodyiikowanvch
fosfolipid(’)w wykazuja krancowy brak przepusz-
czalnosci dla kationéw, przy stosunkowo wy-
sokiej przepuszczalnosel dla anionéw. 33 one
przepuszezalne takie w duzym stopniu dia wo-
dy. Wykazano, ze przepuszezzinosé pecherzy-
kéw generalnie wzrasta wraz ze wzrostem stop-
nia nienasycenia i skroceniem tanicucha acylo-
wego w czasteczee fo:folipidu Whudowanie bia-
RK do $ciany pecherzyka moze takze istotnie
zwiekszy¢ szvokoac wyplywu materialu zawarte-
£0 W jego Wnajtrzu. Zdolnost ta jest skorelowa-
na ze stopniem penetracji biatka do warstwy
lipidowej.

Pewng ochrone przed szybkim wyplvwem ma-
tey 13111 zZ p@c}werzy}?ow stanowi whudowanie cho-
lesterolu do ich blony (43). Wykazano, ze inkor-
poracja cholestemlu do $ciany pecherzykow
znacznie obniza ich przepuszczalnosé dla whu-
dowanego materialu, nawet w obecnosci bialek
(28). Ten wplyw cholesterolu na obnizenie prze-
pus szezalnod *; blony zwany jest ,efektem kon-
densuigeym”, wywieranyra na upakowanie czg-
steczek fosfolipidow w obrebie warstwy lipide-
wej. Qgranicza on mozliwosé ruchu czasteczek
fosfolipidow, czemu tworzyszy zmniejszenie po-
wierzchni zajmowanej przez czgsteczke fosfoli-
pidu, co prowadzi do bardziej picnowego ich
ukierunkowania i wzrostu grubosci blony. Kon-
densujacy wplyw cholesterolu na btony peche-
rzykéw prowadzi do znacznej redukeji ich prze-
puszcezalnosci dla aniondw, kationéw, wody i
szeregu nieelektrolitdw (29).

Szereg do$wiadczenn wykazalo, ze rozmaite
komérki hodowane in vitro mogg whudowywac
pecherzyki o rozmaitym skladzie lipidowym,
bez widocznego efektu cytotoksycznego. Komoér-
ki ssakéw wykazuja znaczny apetyt w stosunku
do pecherzykow lipidowych. Wbudowanie do
1X10° pecherzykéw na jedna komérke jest lat-
wo osiagalne i nie zmniejsza jej zywotnosci oraz
zdolnosci do namnazania (48). Kinetyka inkor-
poracji liposoméw do komdrki w 37°C jest po-
dobna w roznych typach komérek, z szybkim
pochlanianiem necherzykéw w ciagu pierwszych
dwoch godzin 1 nastepna stahilizacja trwaijges
3—8 godzin. Pochlanianie MJP ma charakter
liniowy w szerokim zakresie ich stezen, jednak
przy wysokich stezeniach (pounad 5X10% peche-
rzykdéw na komédrke) obserwuje sie zmiany w
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wygladzie komorek i tempie ich wzrostu. Obec-
nos¢ lub krak dodatniego albo ujemnego ladun-
ku paecherzykéw, wzglednie ich otrzymame z li-
pidow ,,stalyeh” lub ,plynnych” w 37°C posia-
da niewielki wplyw na liczbe inkorporowanych
pe(‘he"zyl’éw Jednak tadunek powierzchni, jak
i stan fizyczny ich lipidéw sg znaczgce dla me-
chamzmu wbudowywania do wnetrza komorki.

Obserwacje nad inkorporacja MJP zawieraja-
cych jeden znacznik izotopowy w blonie, inny
zas we wnetrzu wykazaly, ze opydwa skiadm—
ki whudowywuig sie do komorki w identycz-
nych ilodcizch, Dowodzi to, ze MJP pochiania-
ne gg przez komorki jako nienaruszone struk-
tury. Dalszym dowodem, ze pecherzyki rzeczy-
wigcie inkorporujg sie do wnetrza komorki (w
przeciwienstwie do prostege wiazania do jej po-
wierzchni), jest odzyskanie ich skladnikéw z
frakejl  subkomérkowych (26). Widziano tez
skladniki pecherzykéw we wnetrzu komorki,
stosujgc metody histochemii elektronowomikro-
skopowe] i autoradiografii (26). W konicu wy
kazanc, ze materiaty hiologicznie atywne, wpro-
wadzone za posrednictwem pecherzykow wy-
wohiia specyficzne zmiany w metabolizmie ko-

LyLochdb?]na B hamuje endocytoze sklad-
nikéw w wielu typach komérek. Hamuje tez
vochlanianie MJP i liposoméw przez komérki
in vitro, jakkolwiek nasilenie tego procesu za-
tezy od sklzdu lipidowego pecherzykéw (48).
Podobnie — uprzednie podanie inhibitoréw gli-
kolizy 1 oddychania wewngtrzkomdrkowego po-
woduje catkowite zahamowanie pochtaniania
»piyvanych” obojetnych i ,stalych” natadowa-
nych liposomoéw, lecz pothianianie ,,plynnych”
naladowanych liposomoéw jest hamowane tylko
w 40%. Rezultaty te wskazuja, ze pecherzyki
obojetne i ,state” ujemnie naladowane sa wbu-
dowywane do komdrek przede wszystkim na
drodze cndOf‘ytmy, podczas gdy przynajmnie]
60% ,,nlynnych” ujemnie naladowanych peche-
rzykéw osiaga wnetrze komorki na drodze nie-
endocytarnej (48). Sadzi sie, ze ten ostatni me-
kazano, ze materiaty biologicznie aktywne, wpro-
ich fuzje z blong komérkowa. Istotnie, fuzje
miedzy blong komoérkowsg a ,plynnym” nala-
dowanym MJP i blong komoérkows a liposomem
obserwowano tez w mikroskopie elektronowym
(38).

Brak zdolnosci ,,statych” ujemnie natadowa-
nych i ,,;plvnnych” obojetnych pecherzykéw do
fuzji z powierzchnig komérki zgadza sie z ob-
serwacjami, ze te klasy pecherzykéw nie wy-
wolujg fuzji komédrek, ktédry to proces wymaga
uoprzedniej fuzji pecherzykéw z powierzchnig
komoérki (38). Pecherzyki tego typu wykazuja
tez bardzo malg zdolno$é do fuzji z innymi pe-
cherzykami (44). Przeciwnie, ,,plynne” natado-
wane pecherzyki silnie indukuja fuzje komoér-
kowe (38), ulegaja tez latwo fuzji z innymi pe-
cherzykami (44).

Nie wykazano zadnych réznic w drogach wbu-
dowywania liposoméw i MJP o identycznym
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sktadzie, co wskazuje, ze fizyczny stan lipidéw
w blonie pecherzyka i obecnosé lub brak tadun-
ku elektrycznego na jego powierzchni majg
wieksze znaczenie, niz ich rozmiary w okres-
laniu czy endocytoza, czy tez fuzja z hlong ko-
morkows jest dominujgca drogg ich wybudo-
wywania do komorki (48). Uwaza sie, Ze liposoc-
my sg wybudowywane wylgcznie na drodze en-
docytozy i nie ulegajg fuzji z blona komoérko-
wg, jednak wydaje sie, ze takie uogélnienie nie
jest stuszne.

Istnieje niewiele wiadomos$ci o mechaniz-
mach inkorporacji pecherzykéw in vive. Brak
jednak podstaw aby przypuszezac, ze mechaniz-
my dzialajgce n vivo istotnie réznia sie od me-
chanizméw opisanych dla sytuacji in vitro. Rah-
man i Wright (52) obserwowali whudowywa-
nie okojetnych liposoméw lecytynowo-choleste-
rolowych przez komérki watroby in wvivo. Licz-
ne badania wykazaly, ze liposomy i MJP sg dob-
rze tolerowane przez zwierzeta po wprowadze-
niu ich réznymi drogami: dozylna (9), dootrzew-
nowg (19), podskdrng (2) i po wstrzyknieciu do-
jadrowym (56).

To, ze pecherzyki mogg by¢ uzyte w charak-
terze noénikoéw, celem wprowadzenia materia-
16w biologicznie aktywnych do wnetrza komor-
ki, wykazali jako pierwsi Magee i Miller (37).
Stwierdzili oni, ze poddanie komorek dzialaniu
liposomoéw zawierajacych IgG neutralizujgce
wirus Coxackie A-21, chroni je przed infekcjg
wirusowg. Liposomy zawierajgce IgG byly
10 000 razy bardziej skuteczne w ochronie ko-
morek, niz wolne przeciwciala w takim samym
stezeniu. Poniewaz bezposrednia inkubacja li-
posomoéw zawierajacych IgG z izolowanymi wi-
rionami takze powodowala znaczng neutraliza-
cje wirusa, mozna przypuszczac, ze IgG zwig~
zane byly z powierzchnig pecherzykéw, a nie
zawarte w ich wnetrzu. Poniewaz IgG nie mo-
gly byé usuniete z powierzchni komoérek inten-
sywnym przemywaniem (w przeciwienstwie do
wolnych IgG) nalezy przypuszezaé, ze liposomy
ulegly rzeczywiscie fuzji z blong komérkows,
whbudowujac w nig bezposrednio czasteczki IgG.
Wykazano tez, ze liposomy moga by¢ no$nika-
mi dla wprowadzenia inwertazy do komérek —
mutantow makrofagéw mysich i fibroblastéw
ludzkich, nie posiadajacych tego enzymu ho-
dowanych in vitro, Komoérki znakowano uprzed-
nio “C-sacharozg, ktéra nie mogla by¢ rozkla-
dana z powodu braku inwertazy, a nastepnie in-
kubowano z liposomami. Uwienczony sukcesem
transport enzymu do komodrek wykazano ich
zdolnoscia do hydrolizy “*C-sacharozy do *C-
-glukozy i “C-fruktozy. Wiele badan prowadzo-
nych na hodowlach fibroblastéw pochodzgcych
od chorych z niedoborami enzyméw lizosomal-
nych wykazato, ze dodanie brakujgcego enzymu
do hodowli powoduje jego whudowywanie sie
do lizosoméw i prowadzi do cofniecia sie stanu
niedoborowego (6, 35). Stwierdzono tez, ze wbu-
dowanie peroksydazy inkorporowanej do lipo-
soméw do fagocytéw psa morskiego, jest 100

razy intensywniejsze niz do komérek wystawio-
nych na dzialanie wolnego enzymu (63). Stwier-
dzono takie, ze whudowanie ,plynnych” nata-
dowanych elektrycznic MJP zawierajgcych
¢cAMP do komoérek 3T3 myszy i komorek 373,
ktére ulegly transformacji wirusowej (SV3T3)
powoduje znaczne zahamowanie ich wzrostu
przy stezeniach cAMP nie wywierajgcych wply-
wu na proliferacje komoérek. Znaczne zahamo-
wanie wzrostu komérek powodowal ¢cAMP za-
warty w ,,plynnych” natadowanych elektrycz-
nie pecherzykach, natomiast cAMP zawarly w
.stalych” natadowanych pecherzykach nie mial
takiego wplywu, mimo, ze komoérki whbudowy-
waly podobne ilosci obu rodzajéw pecherzykow.
Sugeruje sig, ze réznica ta spowodowana jest
réznymi mechanizmami, za pomoca kiérych
whudowywuje ,,plynne” i ,stale” pecherzyki, w
zaleznodei od miejsec w jej wnetrzu, w ktéryeh
cAMP ma by¢ ewentualnie uwolniony. Propo-
nuje sie, ze ,plynne” naladowane pecherzyki
ulegajy fuzji z blonami komérkowymi i uwal-
niajg zawarty w nich cAMP bezposrednio do cy-
toplazmy. Przeciwnie, ,state” pecherzyki nie
ulegaja fuzji z blonami plazmatycznymi i sg
wchlaniane na drodze endocytozy z uwalnia-
niem zawartego w nich cAMP do lizosomow.
Brak wplywu cAMP na wzrost komérek po
wprowadzeniu go do lizosoméw wynika z bra-
ku jego uwalniania z tych organelli w formie
aktywnej w wystarczajacych stezeniach. Ogra-
niczona przepuszczalnosé blony lizosomalnej
(16) i prawdopodobna inaktywacja cAMP przez
lizosomalne fosfodiesterazy (61) przemawiaja za
tym przypuszczeniem.

Uzywano tez z powodzéniem MJP do wpro-
wadzenia lekéw przeciwnowolworowych do ko-
morek nowotworowych in vitro, Odpornos¢ ko-
moérek nowotworowych na takie leki jak akty-
nomycyna D, metotreksat, iperyt azolowy, dau-
nomycyna i alkaloidy barwnika, spowodowana
jest zmianami w przepuszezalnosei blony ko-
mérkowej, co powoduje zmniejszone wychwy-
tywanie lekdw przez te komorki (33). Potwier-
dzeniem tej hipotezy jest wykazanie réznicy w
przenikaniu lekéw do komérki wrazliwej i od-
pornej oraz stwierdzenie, ze WZITI0ZONEe Przyj-
mowanie leku bedace rezultatem modyfikacji
przepuszezalnosei blony przy pomocy detergen-
tu wzmaga zamieralnos¢ komérek (66). Ostatni
dowéd jest jednak watpliwy, gdyz detergenty
same przez si¢ powoduja znaczng cytotoksycz-
noéé, a to komplikuje ocene wartosci leku. Uzy-
cie pecherzykéw zawierajacych lek, celem
wzmozenia przyjmowania go przez komoérke od-
porng o niskiej przepuszczalnoéci blony, stwa-
rza pewne mozliwoscl rozwigzania tego proble-
mu.

Uzywano tez MJP jako nosnikéw celem wzmo-
zenia przyswajalnosci aktynomycyny D do ak-
tynomyecvnoopornej lnii komérek chomika
(DO3F-ADX). Opornoée ta byla wynikiem
zmniejszonej zdolnoscl do transportowania le-
ku przez blone komérkows. Linia ta zdolna jest
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do wzrostu w $rodowisku o wysokim stezeniu
aktynomycyny D, bedacej silnie toksyczng dla
wrazliwej na lek linii macierzystej DC3F. In-
kubacja komoérex DC3F-ADX z ,plynnymi” na-
tadowanymi elektrycznie MJP zawierajacymi
aktynomycyne D powodowala 5-krotny wzrost
stezenia leku w ich wnetrzu w poréwnaniu z
ekspozycjg komoérek na takie same stezenie wol-
nego leku, powodujgc tym samym znaczne za-
hamowanie syntezy RNA przez komorki i za-
hamowanie ich wzrostu przy stezeniach leku,
ktére nie wywierajg wplywu, gdy stosowane sg
w postaci wolnej jako dodatek do ptynu hodow-
lanego.

W 1932 r. Johnson opatentowal sposéb, w kté-
ry ,,preparaty” farmaceutyczne przeznaczone do
iniekcji dozylnych lub podskérnych moga byt
otrzymywane przez polaczenie leku z cieczami
takimi jak tluszcze i oleje, a jezeli zachodzi ko-
nieczno$¢ — z woskami lub substancjami wos-
kopodobnymi, wzglednie z innymi plynami.
Czynnik roznoszacy lek po organizmie pozwala
na utrzymanie kazdej wymaganej dawki leku
i uwalnia go w pozadanym momencie, pozosta-
wiajgc tylko niewielkie niewykorzystane reszt-
ki w organizmie ...” (30). Pecherzyki lipidowe
odpowiadajg w pelni tej charakterystyce. Np.
czynnik zapewniajacy stopniowe uwalnianie
strofantyny w ustroju jest okreslany jako
,emulsja otrzymana z 25 czeéci lecytyny, 20
czescl wody, 1,5 czescei cholesterolu, 0,03 czesci
strofantyny i 0,5 cze$ci Nipasolu” (ester propy-
lowy kwasu p-hydroksybenzoesowego). Wedtug
Banghama i wsp. (5) jest prawdopodobne, ze
sukcesy tego preparatu nalezy przynajmniej w
czeSci przypisa¢ faktowi, ze jaka$ czes¢ leku
zatrzymana zostala w smektycznej fazie lipido-
wej, tj. w liposomach. Mozliwosé uzycia peche-
rzykéw lipidowych jako nosnikéw substancji
czynnych cieszy si¢ coraz wiekszym zaintereso-
waniem (17).

Umieszczenie czynnikow terapeutycznych lub
innych biologicznie aktywnych substanecji we
wnetrzu pecherzykéw dla ich wprowadzenia do
komoérek in vivo posiada szereg zalet w porow-
naniu z podawaniem wolnego leku. Wiele sub-
stancji powoduje odpowiedz immunologiczng ze
strony organizmu, a ich powtarzane wstrzyk-
niecia niosg ryzyko wystapienia reakcji alergicz-
nych. Zamkniecie materialu we wnetrzu immu-
nologicznie nieaktywnych pecherzykéw lipido-
wych zmniejsza, a by¢ moze calkowicie usuwa
to ryzyko (2). Chroni tez lek przed szybkim
rozlozeniem go pod dzialaniem enzyméw obec-
nych we krwi i w pltynach ustrojowych.

Wielkie zainteresowanie wzbudza mozliwose
wykorzystania pecherzykow lipidowych jako
no$nik6w lekéw w chemioterapii nowotwordw.
Rahman i wsp. (50) wykazali, ze wstrzykniecie
MJP zawierajgcych aktynomycyne D myszom
z guzem Ehrlicha znaczaco wydluza czas prze-
zycia w porOéwnaniu ze zwierzetami nie leczo-
nymi tym lekiem w postaci wolnej. Podobne
rezultaty uzyskano tez w innych badaniach (19)

268

uzywajac MJP zawierajgcych aktynomycyne D
celem wydtuzenia przezywalnosci myszy inoku-
lowanych komérkami bialaczki.

Uzywano tez MJP jako czynnikéw wprowa-
dzajacych $rodki chelatujgce do komérek in vi-
vo (51). W leczeniu zatru¢ metalami cigzkimi
uzywany jest EDTA, lecz jego efektywnos¢ jest
ograniczona brakiem zdolnosci przedostawania
sie do wnetrza komoérek. Po wprowadzeniu
EDTA do wnetrza MJP wykazano, Ze iniekcja
tego srodka myszom prowadzi do wyraznego
usuwania zlogéw plutonu, olowiu i rteci.

Straub i wsp. donie$li, ze iniekcje liposoméw
i MJP zawierajgcych syntetyczne polinukleoty-
dy powodujg u myszy znaczny wzrost produk-
cji interferonu, w porownaniu z iniekcjg samych
polinukleotydow (60).

Inbar i Shinitzky uzyli pecherzykéw lipido-
wych dla wywotania zmian w skladzie blon pla-
zmatycznych komérek nowotworowych. W re-
zultacie uzyskali zmniejszenie kancerogennosci
wielu érodkéw in vivo (27).

Tak wiec sterowanie skiadem lipidowym pe-
cherzykéw pozwala na wprowadzanie ich do
okreslonych rejonéw komérki. Pecherzyki po-
chlaniane przez komoérki na drodze endocytozy
wraz z ich zawartoscig kierujg sie gldéwnie do
lizosoméw, Pecherzyki za$, ktorych skiad po-
woduje ich zdolnosé do fuzji z blonami komér-
kowymi, mogg by¢ uzywane do wprowadzania
nowych skiadnikéw do bton komérkowych i do
uwalniania zawartosci bezposrednio do cytoplaz-
my.

Pecherzyki mogg by¢ wiec uzywane do wpro-
wadzania rozmaitych substratéw bezposrednio
do lizosomow celem badania aktywnosci enzy-
mow lizosomalnych i kinetyki rozktadu substra-
téw w rdznych typach komérek (10). Interesu-
jaca jest tez mozliwos¢ wprowadzania odpo-
wiednich enzyméw celem leczenia wrodzonych
niedoboréw enzymoéw lizosomalnych. De Duve
i wsp. sugerujg, ze pecherzyki zbudowane z ma-
terialu ulegajgcego biodegradacji, a inkorporo-
wane do komérki na drodze endocytozy, moga
stanowi¢ sposéb na wprowadzanie nie przeni-
kajacych materiatéw do wnetrza komorki (12).
Zjawisko to, zwane lizosomotropizmem pozwa-
la na kierowanie materialéw biologicznie aktyw-
nych zwigzanych z nosnikami do lizosoméw,
gdzie material aktywny moze by¢ uwalniany
pod dziataniem enzyméw lizosomalnych na czese
nosnikows. Po uwolnieniu moéglby on dziatac w
obrebie lizosoméw, lub dyfundowa¢ do innych
czesci komorki. Jednakze mozliwo$c degradacji
enzymatycznej materiatu leczniczego w obre-
bie lizosomu oraz inaktywacja w niskim pH $ro-
dowiska wewnatrzlizosomalnego oraz ograni-
czona przepuszczalno$é blony lizosomalnej su-
geruja, ze dogodniejsza droga wprowadzania ta-
kich substancji jest pominiecie endocytozy. Fu-
zja pecherzykdéw z blong komoérkowa moze stwa-
rza¢ takg mozliwose.

Opro6cz kierowania pecherzykéw lipidowych
do specyficznych rejonéw komorki, ich wartos¢
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jako narzedzia badawczego w biolqgii komox_'ko-
wej wzrosnie, gdy nastgpi rozwoj odpowmd—
nich metod, pozwalajacych na r_l_ncelowe i za-
mierzone wysylanie ich do specyficznych komo-
rek. Wstepne badania nad tym zagadmemem
wvkonali Gregoriadis i Neerunjun (18). Wbu—
dc;wywali oni immunoglobuliny specyficzne
przeciwko pewnym komérkom do b_%nny liposo-
méw i wykazali, ze spowodowalo to 15’.Lot1‘1e ukie-
runkowanie liposomow do tych komorek, prze-
ciwko ktérym skierowane byly przeciwciala.
Uzyto tez liposomow pokrytych ‘przamwcmla}m
monoklonalnymi przeciwko 1«31‘\V}{~:1{0;11 CZerwo-
nym owcy celem skierowania ich in vivo do
tych komérek (21).
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ITOH K, OKU Y., OKAMOTO M, AHBAYASHI M.,
KITAMURA Y., SHIBAHARA T.: Pasozyty u malpy
japonskiej Macaca fuscala fuscala w prefekturze
Ehime w Japonii, (Helminth parasites of the japanese
monkey, Macaca fuscata fuscata in Ehime prefecture
Japan), Jpn, J. Vet, Res, 36, 235-247, 1988 (3—4)

Poémiertnym badaniom parazytologicznym peddano
36% malp, Macaca fuscata fuseata, zlapanych w prefe-
kiurze Ehime w 1986—87. U 699", malp stwierdzono
zarazenie Streptopharagus pigmentatus, 52.9% _Strcm-
gyloides fullebarni, 52,8% Irichuris sp. i 5.6_% Oesop-
hagostomum dentatum, 5. pigmentosus zasiedlal Zo-
ladek i jelita cienkie, gléwnie ich przedni odcinek,
za$ $rednie nasilenie inwazji wynesilo 148, Tylko w
jednym przypadku w Zotadku wystepowalo ponad 50
pasozylaw. Trichuris sp. zasiedlajacy jelifo $lepe i
okreznice tylko w dwoch przypadkach wystepowal w
duzyeh ilosciach, Znacznie silniejsza inwazja wyste-
powata u malp miodych (do 1 roku zycia) amzeh‘ u
osobnikow dojrzalych (1—5 lat i starszych (powyie)
5 lat).

G.

OCHIAI K., TAKASHIMA I, HASHIMOTO N.: Ana-
liza antygenowa wirusa japonskiego zapalenia mézgu
wyosobnionego w Hokkaido przy uiyciu przeciwcial
monoklonalnych., Antigenic analysis of japanese en-
cephalitis virus isolated in Hokkaide with monoclo-
nal antibodies). Jpn. J. Vet. Res. 37, 21-26, 1989 (1)

Wirus japonskiego zapalenia mézgu przenoszony
przez komary wywoltuje u ludzi i u koni ciezkie za-
palenie moézgu, a u $win ciezarnych ronienia. Doty-
chezas nie wiadomo w jaki sposob wirus przeiywa
w zimie. Mechanizm przenoszenia wirusa przebada-
no w Hokkaido, gdzie wystepuja bardzo zrézinicowa-
ne warunki klimatyczne. Stosujac szczepy wirusa ja-
ponskiego zapalenie moézgu izolowane z plodéw poro-
nionych oraz przeciwcial monoklonalne dla tych
szczepodw oraz dla wzorcowych szczepdw wirusa za-
palenie moézggu wykazano, ze szczepy wyosobnione
od poronionych pilodéw $win w Hokkaido rdéznig sie
strukturg antygenowa od standardowego szczepu
Nakayma, JaGAr-01. Roznig si¢ tez one od szczepow
izolowanych w Honsiu.

G. g
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