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2. Okres międzyciążowy u krów chorych
utrzymywanych w fermach z uwiązem jest dłuż-
szy o średnio 26 dni a w obiektach wolnostano-
wiskowych o 16 dni.

3. Wskaźnik inseminacyjny u krów chorych
wynosi średnio 2,6 natomiast u krów zdrowych
2,1.
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Opura.r A. - Baxartre opToneArtrłecxllx 6ołerrre* rrt
BexoTopble penpoAyEulłoHHlle lloxa3aTeJtfi MoIorIHbIx
xot}oB B ycJtoBxax KpytrHotrpoilblmJlellHoro pa3BeAeHxf

Ha6no4eHlra 3a BJlrlfl:atłe*l opToIleA!4lrecxux 6o:res-
xefi Ha 4łnuy łłex<6epeMeHnoro nepiloAa ].{ HJlceMyt-
rra,Iłuorłrłoń no*(a3aTeJlb Beil{cb aa 4 Qepłłax, r.e. 2
c rrplfBg3bIo ,f pe[IeTqaTbIM IIoJIoM uo 500 MoJloqHLIx

KopoB ].l 2 cso6opiłocrożIossrx c qacTslo AJIfi ne)KaHr{.E
ga 320 r 1050 KopoB. X(rłsoĘHsrx pa3AeJlrtJlil Ha rrpyn-
IIB1 coIJIacHo yII]4TaHHocTr{, AJI].{He 6epeueHHocrr, rf.a-
IoKonpoAyI<T{I4 lHocTfi ,{ Bo3pacTy. Orlte.łeHo tłTo Mex<-
6epelreHrrslń nepfioA B rpyrlĘax ],nccneAyeMblx Kopots
c opToneArlqcxilMr 6onesH.EM]4 B KopoBHM[<ax c npJ{-
Ba3slo 6r,r.rr rra 67 pueft AoJlbrile, a s oso6oAHocrońlo-
BF,IX KolpotsHJ,lKax 

- 
ua 41 4e,Hr,. CpeAHłł,e BeJIMrłr{iHbI

B cTaAax l,ccJleAyeMblx Ko,poB cocTaBJIfi JI coo,IlBeTcTtse[J-
tło 26 u 16 4rreń. Vlaceuv,uan7ltoHHr,rń rroKa3aTeJlb co-
cTaBJIffJI 2,6 no cpaaHern]4lo c 2,1 y s4oposblx r<oporl.

Ha 6.uro gelHua no nTB pATłn J,r a e,6 ;rar o nprła TrHo e B Jlr{ff HrJe
opTolleA],Iqecrrx 6ołesrreż Ha Ailr{Hy r,rex<6epeueHrłoro
nep].{oAa 14 Ha uncęMrĄHaqrłouHuń [oKa3aTenb.

Orsóg A, - The influence of arthopaeclic disesses on
some reproductive indices in milking cows maintai-
rred in large scale breeding

The inflrrence of some orthopaedic diseses on the
length of the period betv;een pregnancies and inse-
minaticn index was assessed at four farms. i.e, at two
each containing 500 milking ccrvs being tied and at
two cowsheds designated for 320 or 1050 cows kept
free. The animals r,vere divided irrto groups according
to the state of nourishment, time of pregnancy, milk
yield and age. It vlas found that the period between
pregnancies in cor,vs with orthopaedic diseases lvas
1onger at 67 days or 41 days depending o;r the system
cf breeding, i.e. 1ol'ger at cow-sheds with animals tied.
Mean values in the herds were 26 and 16 respectively.
The inserrrination inciex r.vas 2.6 compared with 2.1 in
healthy cows. These data conf irmed unf avourable
influence of orthopaedic diseases on the length of pe-
riod between pregnancies and on the insemination
index.

ANDRZEJ LEDWOŻYW, ADAM KĄDZIOŁKA

Liposorny ioko nośniki leków
zakład Patoilzjologii wyd,Zialu weterynaryjnego AĘ, ul. Akademicka 12, 201033 Lublin

Od pewnego czasu pęcherzyki lipidowe wy-
korzystuje się jako błony modelowe w bada-
niach nad fizykochemicznymi właściwościami
warstw lipidowych oraz w badaniach nad wza-
jemnym oddziaływaniem między lipidami a in-
nymi składnikami błon (5). Stwierdzono też, że
komórki ssaków źn użtro i ln ,--źuo mogą włru-
dowywać duze ilości pęcheTzyków lipido-łych
bez efektu cytotoksycznego. Ponieważ Co wnęt-
rza pęcherzyków można wplowadzaĆ roznraite
materiały, zaś do ich błony włączać glikoprotei-
dy i glikolipidy, fakt pochłaniania pęcherzykó,w
przez komórki stwarza potencjalną możliv,zość
modyfikacji składu komórek organizmu i złz-
wala na wpTowadzanie cio nich materiałów lrio-
Iogicznie czynnych.

Pęcherzyki wielowarstwowe (Iiposomy) są pro-
stymi strukturarni ciekłokrystalicznymi atrzy-
mywanymi pTzez rozproszenie w wodzie lub w
roztworach soli lipidów amfipatycznych, np. fos-
folipidów. Badania plzy użyciu nrikroskopu
eiektronowego i dyfrakcji promieni rentgenow-
skich wykazały, że w strukturach tych lipidy
zorganizowane są w postaci koncentrycznych,
dwuwarstwowych blaszek, rozdzieionych war-
stewkami fazy wodnej o różnej grubości. Każ-
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da z blaszek w obrębie pęcherzyka tworzy kom-
pletny, zamkniętv woreczek. Liposomy są he-
terogenne, o średnicy 0,5-10 płm, mają jednak
stałą 1iczbę biaszek przlpaclającą na jeden pę-
eherzyir. §zczegółowo procedulę otrzymywania
]j.pc.:l:llć"ł apls:_tje Kinsky (34).

i,,z] a-ł::-l L: l 11i;_clź "-;iqkóolu, na liposomy powo-
,l,rl": i,,:. ]i,Z,-,,,, i:, Z] rVi-|,.1,o1^Zeniem małych jed-
il,_\,,. .,. , ., L] ,l : :, , 1.,1:;.;;z-.ri._ó.o,, (I\["TP). Są tO
l. ,l': .l :-''. ,]i_,:-., i..l.,|;lie ]:zl) 12J,-100 nm śr,ednicy),

t :.l: .].]-,.. ].-] 1:|,r:..ii z:,,,:, t.azę 1,Vodną, oto_
|];]a '- ]-9cr.k lipidco,łi-v, Po-

"l ł,i,,.:....i,;,.lllc:rO,:ln3 niż'i;pOSO-
i::,,,,, .- :, , _,:ll ),i,,.,sil il,_,o:-rc;lll..iz ilr ł,'i,iP śł-:iadczy
l i]l 1]1,:_' ,i ' l]. ij i i'.,]1,1.

,1,t;,l1,71t <i5ć ei,orzez prób-
ii.: r. i_ |:,|:..:) ? a_r',J.a,:,:,iri: ulir,adz',łliękórłl" Efektyw-
ne c:j<i;l:ieiri; l i.li o.i, :,,:cgąr:ych pozostawać
1iptlsotllć,w osjągn się rne'lodą filtracji zelowej
na Sefarozie 48 lr_rb ptzez ult,rawirorvanie przy
100 000 9^ przżz 1 godzinę (NTJP pozosta;ą w su-
pernatancie). Opisano też metod;r otrzyrnyv,zania
MJP bez użycig ultradźwięków przez rł,strzyk-
nięcie etanolowego loztworu fosfolipidów do du-
żej objętości buforu, Iub ptzez rozpuszczenie Ii-
pidów w detergencie i następnym powolnym
usunięciu detergeniu drogą dializy.
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Opisano też trzecią klasq pęcherzykórv 1ipiclo-
wych, powstających na drodze fuzji MJP, tzlv.
duze jednowarstwowe pęcherzyki (DJP) (45).
Fuzja ta jest wynikiem dodania jonów Ca2+, co
powoduje rozbicie pęcherzyków z utworzeniem
duzych płaszczyzn lipidowych, zwijających się
w cylindry. Poddanie tych cylindrów działaniu
kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) po-
woduje gwałtowną transformację struktural,ną
z utworzeniem duzych jednowarstwowych pę-
cherzyków, o średnicy do 1 płm.

Jakkolwiek nie ma jednolitego przepisu na
otrzymywanie pęcherzyków Iipidowych, więk-
szość laboratoriów uzywa mieszaniny fosfclipi-
dów, cholesterolu i naładowanego elektrycznie
czynnika amfifilowego rv roztnaitych stosunkach
molowych; dokładny skład zależy od przezna-
czenia pęcherzyków, Większość f osfolipidółv
spontanicznie tworzy liposomy po dyspersji w
roztworach wodnych, nlogą byó one ,uvięc uży-
waine także do otrzymywania MJP. Stosuje siq
ttt naturalne i syntetyczne fosfatydylocholiny
(13, 14), fosfatydyloserynę (42) i szereg ir-rnych
kłvaśnych fosfolipidów. Do otrzymywania lipo-
somółv można też używać ekstraktów lipido-
wych z tkanek 1ub komórek (4).

Zdolność f osf oiipidów do tworzenia liposo-
rnów za\eży od ternperatury przejścia fazoweg,o
(T"), tj. temperatury, .,v której ,,topią się" łań-
cuchy węglowodorowe cząsteczki 1ipidu prze-
chodząc ze stanu stałego w stan ciekłokrilstalicz-
ny. Naturalne fosfolipiCy isł;nieją przełvaznie
powyżej tego punktu w temperatulze otoczenia,
łatwo więc tworzą liposorny. Wiele s)/ntetycz-
nych fosfolipidów z długimi nasyconymi łańcu-
chami tworzy takze podobne strtrktury, jezeli
temperaturę podniesie się do teinperatur
kiej T" (7).

Sterole, a przede ł.rszjrstklnr chciestero[, są
szerok,o używa.ne jako składniki liposomów i
MJP. Cholesterol, który so,m nie tworzy cie-
kłych kryształów, dia utwcrzenia ptcherzyków
moze być mieszany z fosfoiipidai:ri do i]ości 1:1
(stosunek molowy). Jest on niez;iędny Co utwo-
rzenia pęcherzyków plzy zastostllvaniu sfingo-
mieliny jako fosfolipiCu. Jr,:go liż;icic jeinak
znacznie ogranicza ilośó n:lateriałl,. rv]ączanggo
do wn ętrza p ę cherz.vków. I{ałi,.cl o vł,a n r: el e!ąirycz-
nie amfifile, jak stearylaminł (ładllnili clo:.1iit-
ni), fosforan dicetyiu (ładun:l,. i] j3;I1-/-) i inn,-:
kwaśne fosfolipidv (ładu"nek u.jenen-l,). są cz€-
sto stosowane jako składniki blon p:;cherzi;',:ó,:ł,
Obecność naładowanych grun ną pc,,,v]€rtrłl:.ll.i
lvarstrvy lipidowei zlvieksza orjęioói fłz-i ..,,1_',-

nej lłle lvnętlzu pęcherzyka, sivrarzając 1,y-,11 5,1*

]11:]/in lvaIU.n]<i co umieszczenla tanr rłziękrzej
iirlści rozpuszczą]neF:o rv wodzie materiału. Na-
1ei1-7 iednak iiodkreślić, że wybór naładorrz:.;negc

materia]ilr wpro-wadza"nego d_o pęcherzyków. Je-
zeli materiał jest elektrycznie oi:ojętny, mozna
uz;lć dodatnio lub ujernnie naładowanego amfi-
fi]u" Jeże]i inaieriał ,lrosiada ładrrnek elektrycz-
ny, należy użyć arnfifilu o podobnyrn ładunktt

lić,,v d"c ,.^Inętlzą konrórki.
}triezaleznie od sk]adu samych pęcherzykórv,

l,no:łna wLludolvać w rch ścianę, lub wprowadzić
do rch rvnętrza szereg materiałów. Jest to właś-

nę D (50), irieomycynę {19), 5-f}uoroulacyl 65),
n:€'totleil"5].,t (9), albumlnę (2ł). alfa-elukozyda-
zę (11), tc]rlcid błonic;y i2). P_,I}TA (51), nepsta-

ilO-ttl_:]cnl:l'Ć,.-,;o,131, 1]11,,;,,-;.l;;7,:l.ł]-l,i],:] jl ]ioo:o;:-nó,lr
sądzi,: nłle.i_,,, ;],i.: ii" -.,cllz,,"-,l ,,,];r,,*.; i.!.\.f:7-?: ci in-
v"ł:r:.r: ji łl,, l.-lal.,; ,;:r,llj,; ] ,..:,:ł.^ l:.:ż. ctl t:,:':,r:il Z,ł:r na-

1c'.,c.,łs z h],i,n:.:;łli ji,:o o.l-ió,,.v, zacnowilją s,we
rł,,..aicirvcŚci ;rr:_v-genorł,e {32), co su.gel,uje, że
icil clienll_cja rł i;łarie pącherzył,a jest podo;ina
clo ołietltacji w h]onach naturalnych. Oprócz
ilyłl;:ofonor,vego rlrbud-o-,vania składników w hło-
nę iiposorcu, Iczl-naiie rnateriały mozna wpro-
l,ładziŁ t1,o fazy v,.od.nej we,ń/nątlz pęcherzyka.
jezeli maieliały te oilecne są łv fazle r,vodnej
w p o cz;i.tkowych sta,:j_i ELcn aŁT zyrr"yl,va"ni a pęche-
rzykóiv, teoret5lcznie każd7 razpuszczalny w
wodzie rnateriił, rrawet ,wielkocząsteczkowy,
lT,aż? zosl,ać wbudcwany do ]^Inętrza liposomu.
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Jest jednak oczywiste, że MJP są w istocie zhyt
małe do umieszczenia lv nic.lr znaczn;rch :lości
dtrzych makrocząsteczek. '.f a1-,że uzycie ultre-
dźwięków na pewnym etapie wytwarzania MJP
może inaktywować niektóre związk| np. kwasy
nukleinowe. Pod tym względem DJP pozosta-
ją alternatywą dla wbudowywania makroczą-
steczek.

Wartość T" pozwala na konstruowanie pęche-
rzyków ,,stałych" Iub ,,ciekłych" w wymaganej
w doświadczeniu temperaturze. Odgrywa to za-
sadniczą rolę w sposobach kierowania pęche-
rzyków do poszczególnych struktur wewnątrz-
komórkowych (.47,\,

Pecłlerzyki ut"łołzone z njezinod_vfiko-+ranvch
fosfolipidó.,v wykazują krańcowy bra.}< przepusz-
czalności dla kationo-ń/, prz}r siosi_łnko-łio uly-
sokiej przerJuszczainości d]a anioiro,w. Są on,:
I)rzepu,.zczalne talrze w dużym sto.oniu c]]: wo-
dy. Wykazinc, ze przepuszczr,"inośc pęcherz;z-
ków gen,eralnie wzrasta wlaz ze wzrostem stop-
nia nienasycenig i skróceniem łańcrrc]ra acyio-
wego -w cząsteczce tosfolipiclu. Wbtłdorlrarrie bia-
łek c1o ścianv nęclrerzyka może także istotnie
zrviększyć sz;rbkosć wypływrr materiału zav"arte-
1,o w je g,l r.znętrzu. ZdalnoŚŁ ta jest slłorelorł,a-
na ze stopniern peneiracji hiałka do rn arstwy
ii,oiflo,".r.

Pewną ochronę przed szylrkim wypływenr ma-
ieliału z pącherzyków stanorvi rvbudoyranie cho-
iesteroiu do ich błony (43). V/ykazano, ze inkor-
poracja cholesterolu do ściany pqcherzyków-
znaczrrie obniża ich przepuszczalność dla rłrbu-
rlo',zanego rratr:ria.łu, nawet w obecności bia]ek
(29), Terr rvpły,uv cholcstero}u na oł;niź:enie prze-
puszczalności l.lłony załłally jest ,,efektern kon-
clens,l j ą r:ym", W_r,rvu,ieranyrn na upali orva n i e czą-
s'reczellr fosfolipiCó.ł .,ł, olrrębje łvarstrvy lipido-
,wej. Cgrarricza on rrrożliw-ośc rucłrrr czą-steczl:lr
Ios{olipiCól.łr, czenlu tworzyszy złrniejszenie po-
rr.ier"zchni zajmowarrej prztz cza,stecz'L<ę fosfo]i-
pidu. co pro-,nradzi do bardziej pic;no,,-łzego ich
ulłierunkorvania i wzlostu gruhości lrłony. Kon-
densujący wpły-ł cholesterolu na błonv pęche-
rzyków prorł,adzi do znacznej rerlr-rkcji ich prze-
puszczalności dla anionów, kationów, wody i
szeregu nieelektrolitólv (29).

Szereg doś.,viadczeń wylrazało, że rozmaite
komór1..i hoclowane źn uźt. o mogą u,budowywać
pęcherzyki o rozmaitym skłł.tjzie lipido-lzym.
bez ,wtd-acznego ef ektu cytotoksy,cznego. Kornór-
ki ssaków 1,.iy}.,azują znaczny a,oetyt ,łr stosr.łnku
do pęcherzyi<órlr lipido"wych, Wbriclowanie do
1XlC0 pęchcrz},ków na jedną korrórkę jest łat-
uro osiąga,]ne i nie zrnniejsza iej zywctności oraz
zrlolności do narnnazania (4B)" KJneivl<a inkor-
poracji linosomów d.o kornórlłi vr 3?oC jest po-
cJr;}:nł r.,, róznych t.vpa.ch konóreli, z szybkim
pochłanlilniem pęcherz,7lrów rv ciągu pielr,vszych
dwóch godziir i nastepną siahilizecją trlvaiącą
3-8 godzin. Fochłanianie MJP nra c]rara]<ier,
linio.,v-,; w szerokim zakresie ich stęzeń, jednak
przy w;z5g]tich stęzeniach (porrerl 5X106 plęche-
rzyków na konórl<ę) ohserrvuje sie zmiany u
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lvyglądzie komórek i tempie ich wzrostu. Obec-
nośó }ub }:rak dodatniego albo ujemnego ładun-
ku pecherz , względnie ich otrzym_anie z 1i-
pidów ,,sia lub ,,płynn;"rch" w 37"C posia-
da niewielki r,vpłyvr na liczbę inkorporowanych
pęchelzyków. Jednak ładunek powierzclrni, ja_}<

i stan f tz-słczny ich lipidólv są znaczące dla me-
chanizmu r,vbuCowyvrania. do wnętrza i<omórki.

łJbserrą,acje nad inl<orporacją MJP zawierają-
cych jeden znacznik izotopor,vy w błonie, inny
r,:.:.i: lve wnętrzu wylłazały, ze obydwa sl.,ładni-
iłi .łŁlldorvy,ń/ują się clo lłornórkj w identycz-
nyc}i ilośr:ia.ch. DorłroCzi io, że N{JP poc}ri.ariia-
nr -q4 p;:z.r:z konrórki jako trienaruszcne siruk-
trrly. Dal,sz;rin do-wodern, że pęcherzyki Tz?czy-
,ł,iścic inkorporują się do wnętrza komórki (,,l,

przr:cil,łieirst-wie do nrostego wiązania Co jej po-
.l,,jerzchni). jest odzyskanie ich składnikólv z
fra_kcii subkomórkowych (26). Widziano też
skiadnlki pęcherzyków we wnętrzu komórki.
stosując metody histochernii elektronowomikro-
skopo.rej i autoradiografii (26). W kcńcu wy
]lązanc. ze mąteriały hioiogicznie atywne, wplo-
wadzorre za pośrednictrnlerrr pęcherzykó\^, wy-
v,,ołuią speclificzne zmiarry w metabolizmie ko-
rnórek_.

Ciriocllala.zyna B harnuje enclocytozę skład-
nilió,,v rv wielu_ typach komórek. Harnuje też
llocllłanjanie MJP i 1iposorrró,ł przez komórki
żn uil,ro. jakkolwiek nasilenie tego procesu za-
itż;,, o;1 siiłłciu lipidovlego pęcherzykó.v (48).
Podobnie - 11pl7gflnie podanje inlribitorów gii-
i<oiiz1, i odclychania rverłlnątrzkomórkoweqo po-
viodu_ je całkowite zahamowanie pochłaniania
,,płynnych" obojętnych i,,stał}rch" naładowa-
nych iiposomów, lecz pothłanianie,,płynnych"
naładowanych liposomów jest hapowane tylko
rv 400/o. Rezutrtaty te wskazują, że pęcherzyki
obojętne i ,,stałe" ujemnie naładorvane są wbu-
dowyvu,ane do komórek przede wszvstkin na
d,roclze endocytozy, podczas gdy przynajmniej
6C0/o,,płynnych" ujemnie naładowanych pęche-
rzyków osiąga wnętrze komórki na drodze nie-
enclocytarnc.j t4B). Sądzi się, że terr ostatni nre-
llazino, ze rnat,.riały biologicznie akiywne, wplo-
ich fuzję z błaną komórkową. Istotnie, fuzję
niqdzy błoną komórkową a ,,płynnym" nała-
do. rarr}rm I{JIJ i błoną komórkową a 1iposonrem
o-bserwor,vano tez łv nrikroskopie elektronowvi1l
(3 B).

Brali zdolności,,stałych" ujetnnie nałaclor,va-
nych i ,,płvnnych" obojętnych pęcherzyków do
fuzjt z powierzchnią komórki zgadza się z ob-
serwacjami, że te klasy pęcherzyi<ów nie wy-
wołują fuzji komórek, który to proces wymaga
uprzeclniej fuzji pęcherzyków z powierzclrnią
komórki (3B), Pęcherzyki tego typu wykazują
też bardzo małą zdolność do fuzji z innymi pę-
cherzykami (44). Przeciwnie,,,płynne" nałado-
wane pęcherzyki silnie indukują fuzje komór-
kowe (3B), ulegają też łatwo fuzji z innymi pę-
cherzykami (44).

Nie wykazarro żadnych różnic w drogach wbu-
dowyrvirnia liposomów i MJP o identycznym



Nr5 M E DY C YNA v/ E T tr R Y N AR Y J }{ A Rok XLV

składzie, co wskazuje, że tizyczny stan lipidó,w
w błonie pęcherzyka i obecnośó lub brak ładun-
ku elektrycznego na jego p,owierzchni mają
większe znaczenie, niż ich rozmiary w okreś-
laniu czy endocytoza, czy też Iuzja z błoną ko-
mórkową jest dominrrjącą drogą ich wy'ottdo-
wywania do komórki (48). Uważa się, że liposo-
my są wybudowywane wyłączniL, na clrodze en-
clocytozy i nie ulegają fuzji z błoną komórko-
wą, jednak wydaje się, że takie uogólrrir:nie nie
jest słuszne.

istnieje niewiele łviadomości o mechaniz-
mach inkorporacji pęclrerzykóvł in uiua. Brak
jednak podstaw aby przypuszczać, że rr,echaniz,-
my działające zn użuo istotnie róznią się od lne-
chanizmów opisanych dla sytuacji źn uźtro. Rah-
man i Wright (52) obserwowali wbudowywa-
nie obojętnych liposomó.ł lecytynowo-choleste-
rolowyclr przez komórki wątroby żn uiuo. Licz-
rre badania wykazały, że liposomy i MJP są dob-
rze tolerowane plzez zwierzęta po wprowadze-
niu ich róznymi drogami: dożylną (9), dootrzew-
nową (19), podskórną (2) i po wstrzyknięciu do-
jądrowym (56).

To, że pęcherzyki mogą być użyte w charak-
terze nośników, celern wprowadzenia materia-
łów biologicznie aktywnych do wnętrza komór-
ki, wykazali jako pierwsi Magee i l\{iller (37).
Stwierdzili oni, ze poddanie komórek działanitt
liposomów zawiera jących IgG neutralizuiące
wirus Coxackie A-21, chroni je przed infekcją
wirusową. Liposomy zawierające IgG były
10 000 razy bardziej skuteczne w ochronie ko-
mórek, niż wolne przeciwciała w takim samym
stężeniu. Ponieważ bezpośrednia inkubacja 1i-
posomów zawierających IgG z izolowanymi wi-
rionami także powodowała zrraczrrą neutraliza-
cję wirusa, można przypulzczać, że IgG zwią-,
z,ane były z powierzchnią pęcherzyków, a nie
zarvarte w ich wnętrzu. Poniewaz IgG nie mo-
gły być usunięte z powterzchni komórek inten-
sywnym przemywaniem (w przeciwieństwie do
wolnych IgG) należy przypuszczać, że liposomy
uległv rzeczywiście fuzji z bloną komórkową,
wbudowując w nią bezpośrednio cząsteczki IeG,
Wykazano też, że li|osomy mogą być nośnika-
mi dla w,orowadzenia inwertazy do komórek -mutantów makrofagów mysich i fibroblastów
]lrdzkich, nie posiadających tego enzymu ho-
dowanych in użtro. Komórki znakowano uprzed-
nio 1nC-sacŁlarozą, która nie mogła być rozkła-
dana z powodu braku inwertazy, a następnie in-
kubowano z liposomami. Uwieńczony sukcesem
transport enzymu do komórek wykazano ich
zdolnością do hvdroliz;r 1aC-sacharozy do 1aC-

-glukozy i laC-fruktozy. Wiele badań prowadzo-
nvch na lrodowlach fibroblastów pochodzącvch
od chorych z niedoborami enzymów lizosomal-
nych wykazało, że dodanie brakuiącego enzymu
do hodowli powoduje jego wbudowywanie się
do lizosomów i prowadzi do cofnięcia się stanu
niedoborow,ego (6, 35). Stwierdzono też, że wbu-
dowanie peroksydazy inkorporowanej do lipo-
somów do fagocytów psa morskiego, jest 100

niż do tarvio-
lnego e twier-
dowani rrała-

d.owan5zch elelttrycznil MJP zav,liera jących
cA\{P do komórek 3T3 myszy i lromórek 3T3,
tr:tore uległy transformacji wirusowej (SV3T3)

wanie wzrostu komórek powodował cA},{P za-
warty w ,,płynnych" naładowanych eiektrycz-

tyrn przypuszczeniem.
Z Wpro-
p do ko-
To ość ko-

lności błony przy pomocy
zamieralność komórek (66
jednak wątpliwy, gdyż d

same przez się powodu ją znaczną cytotoksvcz-
nośó, a to komplikuje ocenę łr,artości 1eku. Uży-
cie pęcherzyków zawierających lek, celem
wzmózenia przyjmowania go przez komórkę od-
porną o nislriej pTzepuszczalności b, stlva-
iza pewne mozlirvości rozwiązania t proble-
mu.
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do wzrostu w środowisku o wysokim stężeniu
aktynomycyny D, będącej silnie toksyczną dla
wrażliwej na lek 1inii macierzystej DC3F. In-
kubacja komórex DC3F-ADX z ,,płynnymi" na-
ładowanymi elektrycznie MJP zawierającymi
aktynomycynę D powodowała 5-krotny wzrost
stężenia leku w ich wnętrzu w porównaniu z
ekspozycją kornórek na takie same stężenie wol-
nego leku, powodując tym samym znaczne za-
hamowanie syntezy RNA przez komórki i za-
hamowanie ich wzrostu przy stężeniach leku,
które nie wywierają wpływu, gdy stosowane są
w postaci wolnej jako dodatek do płynu hodow-
1anego.

W 1932 r. Johnson opatentował sposób, w któ-
ry,,prepalaty" farmaceutyczne przeznaczone do
iniekcji dożylnych lub podskórnych mogą bvć
otrzymywane przez połączenie leku z cieczami
takimi jak tłuszcze i oleje, a jeżeli zachodzi ko-
nieczność - z woskami lub substancjami wos-
kopodobnymi, względnie z innymi płynami.
Czynnik loznoszący lek po organizmie pozwala
na utrzymarrie każdej wymaganej dawki leku
i uwalnia go w poządanym momencie, pozosta-
wiając tylko niewielkie niewykorzystane reszt-
ki w organizmie ..." (30). Pęcherzyki lipidowe
odpowiadają w pełni tej charakterystyce. Np.
czynnik zapewniający stopniowe uwalnianie
strofantyny w ustroju jest określany jako
,,emulsja otrzymana z 25 części lecytyny, 20
części wody, 1,5 części cholesterolu, 0,03 części
strofantyny i 0,5 części Nipasolu" (ester propy-
Iowy kwasu p-hydroksybenzoesowego), Według
Banghama i wsp. (5) jest prawdopodobne, że
sukcesy tego preparatu nalezy przynajmniej w
części przypisać fakto ć leku
zatrzymana została w lipido-
wej, tj. w liposomach. pęche-
rzyków lipidowych jako nośników substancji
czynnych cieszy się coraz większym zaintereso-
waniem (17).

Umieszczenie czynników terapeutycznych iub
innych biologicznie aktywnych
wnętrzu pęcherzyków dla ich w
komórek in uźuo posiada szereg
naniu z podawaniem wolnego 1eku. Wiele sub-

odp gvczną ze

;;, TiĘIj-
nych. Zamknięcie materiału we wnętrzu immu-
nologicznie nieaktywnych pęcherzyków 1ipido-
wych zmniejsza, a być może całkowicie usuwa
to ryzyko (2). Chroni też lek przed szybkim
rozłożeniem go pod działaniem enzymów obec-
nych we krwi i -ł płynach ustrojowych.

wielkie zainteresowanie wzbudza możliwość
wykorzystania pęcherzyków lipidowvch,iako
nośników lekółv w chemioterapii nowotworów.
Rahman i rł,sp. (50) rvykazali, że wstrzyknięcie
MJP zawierających aktynomycynę D myszom
z guzem Ehrlicha znacząco wydłuża czas pTze-
zycia w porównaniu ze zwierzętami nie leczo-
nymi tym lekiem w postaci wolnej, Podobne
rezultaty uzyskano też w innych badaniach (19)
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używając MJP zawierających aktynomycynę D
ce]em wydłużenia przeżywalności m;rszy inoku-
lowanych komórkami białaczki.

Używano też MJP jako czynników wprowa-
dzających środki chelatujące do komórek źn uź-
uo (51). W leczeniu zatruć metalami ciężkimi
używany jest EDTA, lecz jego efektywność jest
ograniczoną brakiem zdolności przedostawania
się do wnętrza komórek. Po wprowadzeniu
EDTA do wnętrza MJP wykazano, że iniekcja
tego środka myszom prowadzi do wyraźnego
usuwania złogów plutonu, ołowiu i rtęci.

Straub i wsp. donieśli, że iniekcje liposomów
i MJP zawierających syntetyczne polinukleoty-
dy powodują u myszy zoaczny wzrost produk-
cji interferonu, w porównaniu z iniekcją samych
polinukIeotydów (60).

Inbar i Shinitzky uzyli pęcherzyków lipido-
wych dla wywołania zmian w składzie błon pla-
zrnatycznych komórek nowotworowych. W re-
zultacie uzyskali zmniejszenie kancerogenności
wielu środków in uiuo (27).

Tak więc sterowanie składem lipidowym pę-
cherzyków pozwala na wpTowadzanie ich do
określonych rejonów komórki. Pęcherzyki po-
chłaniane przez komórki na drodze endocytozy
wraz z ich zawartością kierują się głównie do
]izosomów. Pęcherzyki zaś, których skład po-
woduje ich zdolnośc do fuzji z błonami komór-
kowymi, mogą być w
norvych składników ór
uwalniania zawartoś i<l

mogą być więc używane do wpro-
maitych suĘstratów bezpośrednio
celem badłnia aktywności enzy-

mów lizosomalnych i kinetyki rozkładu substra-
tów w różnych typach ko Interesrr-
jąca jest też możIiwość nia odpo-
wiednich enzymów celem rodzonych
niedoborów enzymów lizosomalnych. De Duve
i wsp. sugerują, że pęcherzyki zbudowane z ma-
teriału ulegającego biodegradacji, a inkorporo-
warre do komórki na drodze endocytozy, mogą
stanowić sposób na wplowadzanie nie przeni-
kających materiałów do wnętrza komórki (12).
Zjawisko to, zwane lizosomotropizmem pozwa-
la na kierowanie materiałów biologicznie aktyw-
nych zwtązanych z nośnikami do
gdzie materiał aktywny może być
pod działaniem enzymów lizosomalny
nośnikową. Po uwolnieniu mógłby on działać w
obrębie lizosomów, 1ub dyfundować do innych
części komórki. Jednakże możliwość degradacji
enzymatycznej materiału leczniczego w obrę-
bie lizosomu oraz inaktywacja w niskim pH śro-
dowiska wewnątrzlizosomalnego oraz ograni-
czola ptzepuśzczalność błony lizosomalnej su-
gerują, że dogodniejszą drogą wprowadzania ta-
kich substancji jest pominięcie endocytozy. Fu-
zja pęcherzyków z błoną komórkową może stwa-
rzać taką możliwość.

Oprócz kierowania pęcherzyków lipidowych
do specyficznych rejonów komórki, ich wartość
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OCHIAI K., TAKASHIMA L, HASHIMOTO N.: Ana-
|iza antygenowa wirusa japońskiego zapalenia mózgu
wyosobnionego w Hokkaido przy użyciu przeciwciał
monoklonalnych. Antigenic analysis of japanese en-
cephalitis virus isolated in trtrokkaido with monoclo-
nal antibodie§). Jpn. J. Vet, Res. 37, 21-26, 1989 (1)

Wirus japońskiego zapalenia mózgu przenoszony
przez komary wywołuje u ]udzi i u koni ciężkie za-
palenie mózgu, a u świń ciężarnych ronienia. Doty-
chczas nie -wiadomo w jaki sposób wirus przeżywa
w zimie. Mechanizm przenoszenia wirusa przebada-
no w Hokkaido, gdzie występują bardzo zróżnieowa-
ne warunki klimatyczne. Stosując szczepy wirusa ja-
pońskiego zapalenie mózgu izolowane z płodów poro-
nionych oraz przeciwciał monoklonalne d]a tych
szczepórv oraz dla wzolcowJich szczepów w-irusa za-
palenie mózggu wykazano, że szczepy wyosobnione
od poronionych płodów świń w Hokkaido różnią się
strukturą antygenową od standardowego szczepu
Nakayma, JaGAr-Ol. Różnią się też one od szczepów
izo]olvanych w l-Ionsiu. 
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