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WYKORZYSTANIE ERYTROCYTOW SSAKOW JAKO
PRZENOSNIKOW LEKOW I INNYCH SUBSTANCJI BIOLOGICZNYCH
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In order to minimize the side toxic effects of drugs the new delivery systems such as nanospheres, liposomes or monoclonal
antibodies are used. Recently, a number of investigators have been focusing their attention on the encapsulation of drugs and other
substances within erythrocytes. Erythrocytes appear to be very convenient carriers. They are naturally occurring biodegradable and
non-immunogenic potential biocompatible vectors for different bioactive substances, including drugs.

WSTEP

W  chemioterapii powaznym problemem sa skutki
uboczne stosowanych lekow. Niejednokrotnie, zwlasz-
cza u osob cierpiacych na choroby serca lub nerek leki
nie moga by¢ stosowane z uwagi na duze ryzyko $mier-
ci. Leki przeciwnowotworowe skierowane sa wprawdzie
przeciwko komérkom nowotworowym, ale podawane sa
glownie w postaci wlewow dozylnych i dopiero z krwia
rozprowadzane sa po organizmie. Duze ich stgzenie
wystepuje wigc w osoczu. Podczas przeptywu krwi leki
dziataja nie tylko na komoérki nowotworowe ale rowniez
na wszystkie inne komorki, ktére spotkaja na swej
drodze. Stad wynikaja skutki uboczne dziatania lekow.
Aby przeciwdziala¢ tym niepozadanym dziataniom
chemioterapii prowadzone sa badania, w ktorych
poszukuje si¢ nowych analogéw lekow, ktore charakte-
ryzowalyby si¢ wigksza skutecznos$cia w zwalczaniu
nowotworé6w przy jednoczesnym zminimalizowaniu
szkodliwych dziatan dla organizmu. Drugi kierunek
badan obejmuje stosowanie réznego rodzaju przenos$ni-
koéw lekow. Ich zadaniem jest dostarczanie leku do
miejsc zmienionych nowotworowo, gdzie nastgpuje
stopniowe uwalnianie leku przy jednoczesnym ogra-
niczeniu jego kontaktu z komoérkami zdrowymi.

Takiego idealnego przenos$nika jeszcze nie ma, ale
badania ciagle trwaja i skupiaja si¢ wokoét kilku grup
przenos$nikéw. Zaliczy¢ mozna do nich: niewielkie
polimery (Duncan, 2003), przeciwciala monoklonalne,
dendrymery (Patri, Majoros & Baker, 2002) oraz
najczesciej stosowane liposomy. (Marcucci & Lefoulon,
2004). Liposomy sa sztucznie otrzymanymi, mikrosko-
pijnymi pecherzykami lipidowymi, zbudowanymi z
jednej lub wielu koncentrycznie utozonych dwuwarstw

lipidowych. (Marcucci & Lefoulon, 2004). Maja one
jednak pewne wady. Jako czynniki syntetyczne wpro-
wadzane do organizmu sa dla niego ciatami obcymi. Sa
immunogenne oraz szybko wychwytywane z organizmu
przez komorki uktadu siateczkowo-§rédbtonkowego.
Maja ograniczone mozliwosci w docieraniu do tkanek
nie zawierajacych tego ukladu. Ponadto krotki okres
péltrwania roéwniez ogranicza ich stosowanie. Dlatego
tez w poszukiwaniu bardziej selektywnego przenosnika
uwage skupiono na krwince czerwonej. (Schrijvers,
2003).

ERYTROCYTY — INFORMACIJE PODSTAWOWE

Erytrocyty tworza najwigksza populacje komodrek krwi i
sa glownymi przeno$nikami tlenu do tkanek i narzadow.
Zawieraja one w duzych ilo§ciach bogata w jony zelaza
hemoglobing i dzigki temu moga by¢ tatwo izolowane
poprzez wirowanie. Dojrzate erytrocyty czlowieka sa
pozbawione jadra i maja dwuwklgsly ksztatlt.

Liczba erytrocytow u mezczyzn i Kobiet wynosi
odpowiednio 5,4x10° i 4,8x10° na pl. Rozwijaja sie one
z macierzystych komorek szpiku (stem cells). W
procesie dojrzewania traca jadro, przybieraja dwuwkle-
sty ksztalt i rozpoczynaja produkcje hemoglobiny. U
czlowieka zyja okoto 1204+20 dni, a nastgpnie ulegaja
rozpadowi w §ledzionie. W ciagu tych 120 dni zachodza
w nich liczne przemiany gléwnie kataboliczne, ktore
prowadza do utraty elastyczno$ci komorek. Zmiany te
utrudniajq poruszanie si¢ krwinek w naczyniach wloso-
watych co moze prowadzi¢ zaréwno do lizy w krwio-
obiegu jak i fagocytozy w ukladzie siateczkowosrod-
btonkowym (RES). W zasadzie potencjalnie wszystkie
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komorki uktadu siateczkowo-§rodblonkowego moga
niszczy¢ erytrocyty, ale $ledziona najlepiej wykrywa
nieprawidlowe erytrocyty i1 je usuwa. W ukladzie
siateczkowo-$rodblonkowym erytrocyty sa atakowane
przez enzymy lizosomalne, ktére powoduja uszkodzenia
blony komorkowej i degradacjg hemoglobiny. Choé
wigksza czg$¢ starych krwinek czerwonych jest usuwana
w ukladzie siateczkowo-§rodblonkowym to okoto 10%
komorek zanika w uktadzie krazenia a procent ten wyra-
Znie si¢ zwigksza w niektorych stanach patologicznych
(Dabrowski, 1998; Klinken, 2002) .

Erytrocyty stanowia potencjal biokompatybilnych
przeno$nikéw dla réznych substancji w tym lekow i
biatek. Pierwszy krok do wykorzystania erytrocytow
jako przeno$nikéw zostal poczyniony juz w latach 70-
tych, kiedy to rozpoczgto proby umieszczania lekow w
tych komorkach, a nastgpnie roéwniez enzymoéw i
peptydow. (Spandel & Way, 1997). Obecnie erytrocyty
stuza do przenoszenia wielu substancji. Tabela 1
przedstawia zestawienie najczgsciej  stosowanych
zwiazkow.

Tabela 1. Przyktady substancji umieszczanych w erytrocytach.
(Millan, Castaneda, Marinero, & Lanao, 2004).

Leki Aktynomycyna D

przeciwnowotwo- Metotreksat

rowe Bleomycyna
Adriamycyna
Daunomycyna
Etopozyd
Karboplatyna
Idarubicyna

Inhibitory Enaraprilat

enzymu

konwertujacego

angiotensyneg

(ACE)

Czynniki Gentamycyna

antyinfekcyjne Metronidazol
Primaquine
Imizol (Imidokarb dipropionianu)

Antyoksydanty Chelatory zelaza

Kortykosteroidy Deksametazon

Enzymy Dehydrogenaza alkoholowa (ADH)
Dehydrogenaza aldehydowa (AIDH)
Oksydaza alkoholowa (AIOx)
Dehydrogenaza glutamate
L-asparaginaza

Urykaza

Urokinaza

Arginaza

Peptydy i biatka Peptydy przeciw HIV
Heparyna
Interleukina 3

ZALETY Il WADY WYKORZYSTYWANIA
ERYTROCYTOW JAKO PRZENOSNIKOW

Erytrocyty stosowane w terapiach, gléwnie przeciw-
nowotworowych moga by¢é wykorzystane jako
przeno$niki dla lekéw i innych substancji, ktére moga
dozowa¢ lek, powoli uwalniajac go wewnatrz
organizmu. Drugim celem takiego przenosnika jest
skierowanie leku do uktadu siateczkowosrodbtonko-
wego watroby, Sledziony i szpiku kostnego, w ktorym
nastgpuje rozpad erytrocytow 1 gdzie moze by¢
uwalniana duza ilo§¢ zmagazynowanej substancji. (Bax,
Bain, Talbot, Parker-Williams & Chalmers, 1999;
Millan, Castaneda, Marinero & Lanao, 2004). Wtasci-
wos¢ ta moze jednak w pewnych przypadkach stanowic¢
takze wadeg. Uwalnianie bowiem zbyt duzych stezen
zwiazkow w ukladzie siateczkowo-$rodbtonkowym
moze byc toksyczne dla ukladu. Zaletami erytrocytow
jest to, ze nie sa immunogenne. Sg to autologiczne
komorki — sam chory jest ich dawca. Krew jest pobie-
rana od pacjenta a nastgpnie po zaladowaniu leku
erytrocyty ponownie wprowadzane sa do krwioobiegu.
Maja takze dlugi okoto 120 dniowy okres pottrwania.
(Gothskar, 2004). Po modyfikacjach spowodowanych
stosowanymi procedurami okres ten ulega wprawdzie
skréceniu ale w poréwnaniu z kilkugodzinnym okresem
poéltrwania liposomow jest to czas na tyle dlugi aby
zapewni¢ powolne uwalnianie leku. Erytrocyty ulegajac
catkowitej biodegradacji nie sa toksyczne dla organiz-
mu. Niewatpliwa zaleta jest tatwos§¢ ich pozyskiwania
oraz to, ze mozna w nich umiesci¢ duze stezenia
potrzebnych zwiazkow, jako ze objetos¢ krwinki
czerwonej wynosi okoto 85-91 fl (um’). (Guyton &
Hall, 1996) Substancje zamykane w erytrocytach sa
chronione przed przedwczesna degradacja i unikaja
reakcji immunologicznych. To, ze leki sa zamknigte w
erytrocytach znaczaco obniza zasigg skutkéw ubocz-
nych. Jest to szczegdlnie wazne w odniesieniu do
niektorych lekow silnie toksycznych takich jak leki
przeciwnowotworowe czy antybiotyki aminoglikozy-
dowe. Leki nie traca swoich wlasciwosci farmakologi-
cznych i toksykologicznych. Dodatkowo erytrocyty
moga dzigki systemowi enzymatycznemu uaktywniaé
nieaktywne postaci leku zwigkszajac ich reaktywno$¢ a
tym samym i skuteczno$¢ dziatania. Pozwalajq takze na
umieszczanie peptydow o wysokiej masie czasteczkowej
(Grimaldi, Lisi, Gozzi & Santoro, 1997; Magnani,
Rossi, Fraternale, Bianchi,  Antonelli, Crinelli &
Chiarantini, 2002; Hamidi & Tajerzadeh, 2003;
Gasparini, Chiarantini, Kirch & DeLoach, 1992; Bax,
Bain, Talbot, Parker-Williams & Chalmers, 1999).
Jednym z probleméw ograniczajacych uzycie
erytrocytow jako przeno$nikow zwiazkow jest szybkie
wydostawanie si¢ niektoérych substancji z komorek,
ktére maja dobrze rozwinigty system detoksykacyjny.
Ponadto niektore czasteczki moga zmienia¢ wlasciwosci



Wykorzystanie Erytrocytow... 3

fizjologiczne erytrocytow co moze powodowad
skrocenie ich zycia. Ze wzgledu na to, Ze erytrocyty sa
pochodzenia biologicznego, moga wykazywaé wigksze
zroznicowanie osobnicze, niz sztucznie zbudowane
przeno$niki oraz mniejsze ujednolicenie w pordwnaniu z
innymi systemami. Rowniez przechowywanie takich
zatadowanych lekiem erytrocytow stanowi problem.
(Jain & Jain, 1997; Moss, Tebbs, Faroqui, Herbst, Isaac,
Brown & Elliott, 2000; Valbonesi, Bruni, Florio, Zanella
& Bunkens, 2001; Ugai, Ugai & Fuse, 2001).

METODY UMIESZCZANIA SUBSTANCIJI W
ERYTROCYTACH

Pierwszym istotnym etapem w metodach umieszczenia
zwiazkow w erytrocytach jest pozyskanie oczyszczo-
nych komorek. Moga by¢ one preparowane z krwi
zarowno cztowieka (Magnani, Rossi, D’ascenzo,
Panzani, Bigi & Zanella, 1998) jak i réznych gatunkow
zwierzat takich jak szczury (Mishra & Jain, 2002),
myszy (Kravtzoff, Ropars, Laguerre, Muh & Chasaigne,
1990), kroliki (Hamidi, Tajerzadeh, Dephour &
Ejtemaee-Mehr, 2001), psy (Tonetti, Astroff, Satterfield,
De Flora, Benatti & DeLoach, 1991) i inne. Krew jest
pobierana na antykoagulant. NajczeSciej stosuje sig¢
EDTA, ktory nie zaburza wlasciwosci fizykochemicz-
nych komorek krwi. Niektorzy autorzy stosuja rowniez
heparyne (Hamidi & Tajerzadeh 2003) lub mieszaning
cytrynianu, glukozy i kwasu cytrynowego (ACD)
(Szwarocka, Kowalczyk, Lubgan, & Jozwiak, 2001)
badz cytrynianu, fosforanu i dekstrozy (CPD) (Bourget,
Boucher & Ropars, 1992). Swiezo pobrana krew jest
wirowana i kilkakrotnie przemywana w roztworze
izoosmotycznym co pozwala na usunigcie pozostatych
elementow morfotycznych krwi. Tak oczyszczone
erytrocyty mozna poddawa¢ dalszym procedurom
umieszczania w nich zwiazkéw chemicznych.

Obecnie istnieje szereg metod, za pomoca ktoérych
dokonuje si¢ zamykania lekow, enzymow i peptydow w
erytrocytach. Zalicza si¢ do nich metody osmotyczne
(Millan, Marinero, Castaneda & Lanao, 2004),
endocytoz¢ (Matovcik, Junga & Schrier, 1985), metody
chemiczne (Szwarocka & Jozwiak, 1999) i najnowsza —
elektroporacj¢ (Lizano, Perez & Pinilla, 2001),
wykorzystujaca zewngtrzne pole elektryczne.

METODY BAZUJACE NA ZJAWISKACH
OSMOTYCZNYCH

Zamykanie substancji w erytrocytach oparte na
zjawiskach osmotycznych jest do$¢ popularne. W
technice tej wykorzystuje si¢ fakt, ze erytrocyty
umieszczone w hipotonicznym roztworze zwigkszaja
swoja objetos¢. Sprzyja temu dwuwklesty ksztalt
fizjologiczny tych komorek. Pegcznienie to jest
odwracalne w okreSlonym zakresie tonicznoéci. Punkt
krytyczny (bezposrednio przed liza komoérki) ma
miejsce w erytrocytach czlowieka przy tonicznoSci
roztworu okoto 150 mosm. W tych warunkach komorka
zwigksza swoja objetos¢ o okolo 25% a pojawiajace si¢
pory w blonie osiagaja wielkosé 200-500 A (Jain & Jain,
1997; Hamidi & Tajerzadeh, 2003). W tej grupie metod
wykorzystywane jest wiele technik, z ktorych
najczesciej stosowana jest dializa hipotoniczna. Jest to
metoda ktéra najmniej zmienia biochemiczne i
fizjologiczne wlasciwosci erytrocytow. (Dale, 1987,
Alvarez, Jordan, Caleja, Lotero, Olmos, Diez & Tejedor,
1998)

Rysunek 1 pokazuje przyktadowe etapy tej procedury.
Substancja, ktora ma by¢é zmagazynowana w
erytrocytach jest umieszczona razem 2z zawiesina
erytrocytow w worku dializacyjnym, utworzonym z
btony potprzepuszczalnej. Worek z kolei umieszczony
jest w buforze hipotonicznym, zwykle o pH 7.4.
Osmomolarnos¢ takiego buforu waha si¢ w granicach od
100 mosM/kg u psow do 200-220 mosM/kg dla
erytrocytow owcy. Zalecana osmomolarno$¢ roztworu
dla komorek cztowieka to 120 mosM/kg (DeLoach,
Droleskey & Andrews, 1991). Stosowany jest do$¢
wysoki hematokryt 50-90%. Czas inkubacji waha sig
migdzy 20 a 180 min (Sanz, Lizano, Luque &
Pinilla,1999; Perno, Santoro, Balestra, Aquaro, Cenci,
Lazzarino, Di Pierro, Tavazzi, Balzarini, Garaci,
Grimaldi & Calio, 1997). Dopuszcza si¢ réwniez
rozpuszczenie substancji w zewngtrznym buforze
dializacyjnym i wtedy czasteczki tej substancji najpierw
przenikaja przez blong worka dializacyjnego a nastgpnie
dopiero wnikaja do komorki. (Chiarantini, Cerasi,
Fraternale, Andreoni, Scari, Giovine, Clavarino,
Magnani, 2002). Stosowane worki dializacyjne zwykle
maja pory pozwalajace na przenikanie substancji o
masie 12-14 kDa, chociaz w niektorych przypadkach
moga by¢ mniegjsze, okoto 10 kDa czy nawet 3,5 kDa.
Niektorzy badacze uzywaja rowniez dwoéch typow
membran z otworami o roéznych S$rednicach (Corsi,
Galluzzi, Crinelli & Magnani, 1995).
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Bufor izotoniczny
Temperatura: 4°C

Przemywanie ;
zas: 5-15 min

Erytrocyty >

< < Substancja umieszczana w erytroc ytach
< Worek dializacyjny
| Bufor hypotoniczny
<4——— Mieszadlo

Dializa hipotoniczna

Hartowanie

Zamykanie porow

Hematokryt: 50-90%
Osmomolarno$¢: 26-20 mOsm/kg
Temperatura: 4°C

Czas: 20-180 min

Stosunek dbjetasciowy: 1/10-1/300
pH: 7,4

Temperatura:25-39°C
Czas: 10-180 min
Bufor izotoniczny
pH: 7.4

l

Stosunek objetoéciowy: 1/0.1-1/30
Temperatura: 4-39°C

Czas: 560 min

pH: 7,4

Bufor izotoniczny

Przemywanie [ Temperatura: 4°C
Czas: 5-15 min

Erytrocyty napelnione

Rys. 1. Schemat procesu zamykania substancji w erytrocytach metoda dializy hipotonicznej (Millan, Castaneda, Marinero & Lanao, 2004).

Szok osmotyczny na ktory sa narazone erytrocyty
powoduje ich pgcznienie i tworzenie poréw, bez wido-
cznych oznak lizy komorki. Przez te pory lek wnika do
komoérki na drodze dyfuzji. Kiedy nastgpnie komorki
znajda si¢ ponownie w warunkach fizjologicznego
ci$nienia osmotycznego pory si¢ zamykaja i substancja
pozostaje w komoérce. W koncowej fazie procedury
erytrocyty sa przemywane kilka razy w buforze izoto-
nicznym w temperaturze 4°C i zawieszane w autologicz-
nym osoczu (Sanz, Lizano, Luque & Pinilla, 1999).
Niektorzy autorzy zalecaja dodatkowe przemywanie
erytrocytow w roztworze hipotonicznym. Pozwala to na
usunigcie najbardziej nietrwatych komoérek. W ten
sposob uzyskujemy bardziej homogenna zawiesing i
zwigkszamy szanse przezycia komodrek po wprowadze-
niu do krwioobiegu. Omawiana procedura pozwala na
umieszczenie w komorkach okoto 40-50% substancji z
worka dializacyjnego. Przenos$niki preparowane ta
metoda wykazuja stosunkowo male modyfikacje
wiasciwosci biofizycznych i immunologicznych blony w
pordwnaniu z przenosnikami uzyskanymi innymi
metodami (Zolla, Lupidi, Marcheggiani, Falcioni &
Brunori, 1990; Millan, Castaneda, Marinero & Lanao,

2004) Erytrocyty wypeklnione substancja maja zblizony
czas pottrwania w krwioobiegu do komorek
kontrolnych. Zachowuja rowniez funkcje metaboliczne
i status energetyczny (Fazi, Mancini, Piatti, Accorsi &
Magnani, 1991). Sa jednak bardziej kruche, wykazuja
wigkszy stopien hemolizy w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi. Zastosowanie mikroskopu skaningowego
pozwolito stwierdzi¢, ze erytrocyty w procesie dializy
hipotonicznej poczatkowo przybieraja  postac
echinocytow a ostatecznie tworza heterogenna zawiesing
komorek prawidlowych i o zmienionym ksztalcie.
Transport leku do komérek zachodzi tu gtéwnie poprzez
transport pasywny. Okoto 20% erytrocytow tworzy
wakuole, co powoduje, ze czgsciowo substancje moga
dostawa¢ si¢ do erytrocytow réowniez na drodze
endocytozy (DeLoach, Droleskey & Andrews, 1991).
Dodatkowa zaleta tej metody jest to, ze dializa
hipotoniczna pozwala na umieszczanie w erytrocytach
wszystkich rodzajow czasteczek, w tym lekéw oraz
enzymow i peptydéow o masie czasteczkowej nawet do
50 000 Da. (Zolla, Lupidi, Marcheggiani, Falcioni &
Brunori, 1991).
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Istotne znaczenie dla uzyskania zadowalajacego efektu

koncowego maja czynniki takie jak sklad i
osmomolarno$¢ buforu hipotonicznego, czas dializy,
stezenie substancji umieszczanej. Nieprawidtowo

dobrane moga spowodowaé¢ zmiany w zachowaniu
erytrocytow ponownie umieszczonych w krwioobiegu.
Nalezy podkresli¢, ze nie tylko sole, ale takze inne
sktadniki takie jak glukoza, zredukowany glutation
(GSH) i ATP powinny znalez¢ si¢ w $rodowisku w
ktorym zawieszone sa erytrocyty. Dostarczaja one
bowiem energii i pozwalaja na zachowanie wlasciwego
$rodowiska wewnatrz erytrocytow. (Franchetti, Sheikha,
Cappellacci, Marchetti, Grifantini, Balestra, Perno,
Benatti, Brandi, Rossi & Magnani, 2000).

Aby zwigkszy¢ wydajno$é procesu umieszczania sub-
stancji w erytrocytach stosuje si¢ rézne modyfikacje.
Magnani, Rossi, D’ascenzo, Panzani, Bigi & Zanella
(1998) dokonali zmian procedury w celu wykorzystania
jej do umieszczenia w erytrocytach lekow niedyfunduja-
cych do komorki. Metoda ta polega na stosowaniu
przemywania erytrocytow w dwoch nastgpujacych po
sobie hipotonicznych roztworach o réznej osmomola-
rnosci.

Dializa hipotoniczna jest ulepszona wersja stosowanej
na poczatku lat 70-tych metody przemywania
hipotonicznego (hypotonic dilution). Procedura ta
polegata na umieszczaniu upakowanych erytrocytow w
wodnym roztworze leku (2-20 objetosci). Tonicznosc
zawiesiny regulowano nastgpnie poprzez dodanie buforu
hipertonicznego. Po kilkakrotnym przemyciu w buforze
izotonicznym w celu zamknigcia powstatych porow,
otrzymywano komorki wypetnione lekiem (lher, Glew

& Schnure, 1973; Ihler & Tsang, 1987). W
rzeczywisto$ci jak si¢ okazalo w pdzniejszych
badaniach, uzyskiwane ta metoda komorki byty

pozbawionymi hemoglobiny pgcherzykami nazywanymi
»white ghost” (Lewis, 1984). Cechowatly si¢ one bardzo
krotkim czasem zycia po wprowadzeniu do organizmu i
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niskim  wspoélczynnikiem  wychwytywania lekow.
(Jaitely, Kanaujia, Venkatesan, Jain & Yyas, 1996).

ELEKTROPORACJA

Metoda ta polega na tworzeniu pordw w blonie
plazmatycznej przez dzialanie silnym zewngtrznym
polem elektrycznym. (Lizano, Sanz, Luque, Pinilla,
1998; Lizano, Perez & Pinilla, 2001; Dong & Jin, 2001).
Tworzace si¢ pory pozwalaja na przechodzenie
czasteczek o roznej wielkosci. Metodg te stosuje sig
glownie do umieszczania w erytrocytach enzymow
takich jak dehydrogenaza alkoholowa i aldehydowa
(Lizano, Perez & Piniola, 2001) oraz lekow takich jak
np. diklofenak (Dong & Jin, 2001).

Elektroporacja ma miejsce gdy aplikowane zewngtrzne
pole elektryczne przekracza pojemno$é elektryczna
btony komoérkowej. Woda zaczyna woéwczas wnikaé¢ do
komorki poprzez dieelektryczne przerwy i dochodzi do
tworzenia si¢ hydrofilowych porow. (Neumann, Kakorin
& Toensing, 1999; Gehl, 2003) (Rysunek 2a) Poniewaz
potencjal spoczynkowy blony jest bardziej ujemny na
zewnatrz komorki niz wewnatrz pory beda tworzyly sig
po stronie gdzie dziata elektroda dodatnia (Rysunek 2b).
Ta pierwsza faza elektroporacji nazywana jest faza
wzrostowa. Trwa w zalezno$ci od oczekiwanej wielko-
$ci poro6w od us do ms. Druga faza polega na zamykaniu
poréw po ustaniu dzialania pola elektrycznego. Proces
ten mozna podzieli¢ na 3 fazy: szybka (us), wolna (min)
i fazg catkowitego zamknigcia poréw, ktora trwa ponad
10 min. (Neamtu, Morariu, Turcu, Popescu & Copae-
scu, 1999). Po elektroporacji a przed ponownym
uszczelnieniem erytrocyty traca swoj dwuwklesty ksztatt
1 stajq si¢ sfero-stomatocytami oraz sferocytami. Obser-
wowane sa rowniez pewne wpuklenia i wypustki. Po
uszczelnieniu, btony nie wykazuja juz zadnych poréw
ani wpuklen. Komorki wracaja do postaci dyskocytow.

+ -

\\\\\)
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Rys. 2. Procesy zachodzace w blonie komorkowej podczas elektroporacji (Gehl, 2003).

Nieliczne pozostaja sferostomatocytami i  sfero-
cytami. Zaleta tej metody jest fatwa procedura i fakt, ze
zjawisko to moze dokonywaé si¢ w roztworach
izotonicznych. (Lizano, Perez, Pinio-la, 2001) W
tradycyjnym procesie elektroporacji cata populacja

komorek w postaci zawiesiny jest poddawana dzialaniu
jednorodnego pola elektrycznego. Pole to wytwarzane
jest miedzy duzymi elektrodami odleglymi od siebie o
milimetry lub centymetry. PrzyloZzone napigcie jest
rzedu setek lub tysigcy voltow. Ostatnio skonstruowano
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mikroelektrody z wiokien weglowych, ktére pozwalaja
na elektroporacje nawet pojedynczych komorek, co
otwiera nowe mozliwosci. Pozwala na umiesz-czanie
substancji w pojedynczych komorkach (Olofsson,
Nolkrantz, Ryttsen, Lambie, Weber & Orwar, 2003).
Zaleta metody elektroporacji jest rowniez fakt, ze
hemoglobina nie traci swojej zdolno$ci do przenoszenia
tlenu. (Lizano, Sanz, Luque & Pinilla, 1998). Proces
elektroporacji nie pozostaje jednak bez wptywu na btong
komoér-kowa. Po eksponowaniu erytrocytow na
dziatanie pola elektrycznego dochodzi do wzrostu
ruchli-wosci fosfolipidow. Wprawdzie w ciagu kilku
minut (przy 4°C) nastgpuje zmniejszenie tej ruchliwosci
do okreslo-nego stabilnego poziomu, jednak nawet
podczas przedtuzonego okresu zamykania porow (24-
27h) ruchliwo$¢ ta nie wraca do poziomu kontrolnego
(Haest, Kamp & Deuticke, 1997). Ponadto Haest, Kamp
& Deuticke, 1997 postuluja, ze wbrew wczesniej-szym
doniesieniom (Serpersu, Kinosita & Tsong, 1985; Rols
& Teissie, 1990) zamykanie poréw w temperaturze
37°C nie jest kompletne. Nawet przy elektroporacji
polem o umiarkowanej sile (4-8 KV cm™, © = 8-80ps)
blona komoérkowa pozostawata przepuszczalna dla
matych jonéw hydrofilowych (K") i dla wickszych
jonow  hydrofobowych (metylenotrifenylofosforano-
wych). Nie obserwowano przenikania wigkszych
hydrofilowych substancji takich jak mono czy
disacharydow. (Haest, Kamp & Deuticke., 1997).

ENDOCYTOZA

Substancje, ktére zdolne sa do przeksztatcania
erytrocytow w stomatocyty moga dostawaé sig¢ do
komorki na drodze endocytozy. Do zwiazkow takich
zaliczamy: primaquine, hydrokortyzon, vinblastyng,
chloropromazyng. (Matovcik, Junga & Schrier, 1985;
Tonetti, Astroff, Satterfield, De Flora, Benatti &
DeLoach., 1991). Efektywno$¢ tej metody jest bardzo
rézna, waha si¢ w granicach 3.8%-80%. Ze wzgledu na

matlg specyficzno$¢ metoda ta jest malo popularna.
Pojawia si¢ raczej jako ,skutek uboczny” dzialania
innych metod.

MODYFIKACJE CHEMICZNE BLONY
KOMORKOWEJ W CELU WIAZANIA
SUBSTANCJI W ERYTROCYTACH

Wiele lekéw po umieszczeniu w erytrocytach bardzo
szybko z nich wyplywa. Zastosowanie zwiazkow
sieciujacych pomaga ograniczy¢ ten problem. Sposrod
takich zwiazkéw najczesciej stosowane sa: aldehyd
glutarowy, dimetylosuberimidate, tolueno 2,4-diizocyja-
nian i inne (Jordan, Alvarez, Lotero, Olmos, Calleja,
Tejedor & Diez, 1998; Szwarocka & Jozwiak, 1999).
Zwiazki te tworza wiazania krzyzowe migdzy biatkami
btony komorkowe;j i stabilizuja ja. Poza tym zmiany w
btonie komorkowej powoduja, ze komorki te sa tatwiej
rozpoznawane przez makrofagi. Okoto 40% komorek
wigcej bylo wychwytywane przez makrofagi po
inkubacji z takimi czynnikami sieciujacymi jak
bis(sulfosukcyni-midylo)suberan (BS(3)) czy 3,3’-
ditiobis(sulfosukcyni-midylo  propionianu) DTSSP.
(Jordan, Alvarez, Lotero, Herraez, Diez & Tejedor,
2001)

Aldehyd glutarowy jest najpowszechniej stosowa-nym
czynnikiem sieciujacym. (Chwirot, 1997) Jeden =z
modeli unieruchamiania leku wewnatrz erytrocytu
zaktada, ze aldehyd glutarowy tworzy wiazania chemi-
czne migdzy zwiazkami zawierajacymi grupy aminowe.
W ten sposéb moga byé wiazane do komorki na
przyktad antybiotyki antracyklinowe. Moga one wiaza¢
si¢ poprzez aldehyd glutarowy z innymi sktadnikami
komorki zawierajacymi takie grupy np. z bialkami
blonowymi czy fosfolipidami (Lejeune, Moorjani,
Gicquard, Lacroix, Poyet & Gaudreault, 1994). Rysunek
3 przedstawia schemat wigzania czasteczki antracykliny
do biatek.
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Rys. 3. Kowalencyjne wigzanie daunorubicyny do biatka btony erytrocytu przez aldehyd glutarowy (Lejeune, Moorjani, Gicquard, Lacroix,

Poyet & Gaudreault, 1994).

Wykazano, ze zastosowanie aldehydu glutarowego
powoduje akumulowanie wigkszej ilosci lekow w
komorce (Szwarocka & Jozwiak, 1999; Szwarocka,
Kowalczyk, Lubgan & Jozwiak, 2001). Obserwowano
takze znaczne zmniejszenie tempa wycickania
antybiotykow antracyklinowych z wngtrza erytrocytow.
Ponadto stwierdzono, ze doksorubicyna podana w
erytrocytach inkubowanych z aldehydem znacznie
zmniejsza efekty uboczne zwiazane z dziataniem leku
oraz zwigksza znaczaco akumulacj¢ leku w zmienionej
nowotworowo  watrobie  myszy (Ataullakhanov,
Kulikova & Vitvitsky, 1996).

Traktowanie krwinek aldehydem glutarowym ma
wlasnie migdzy innymi na celu skierowanie leku do
watroby i $ledziony. Po zwigzaniu aldehydu z btona
komoérkowa ma miejsce obnizenie ptynnosci blony oraz
zachodza zmiany konformacyjne biatek btonowych.
Wzrasta wowczas antygenowos$¢ erytrocytow i1 sa one
szybko eliminowane przez organy bogate w komorki
uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego. Uzycie nizszego
stezenia aldehydu powoduje gromadzenie si¢ erytrocy-
tow w §ledzionie, natomiast przy wyzszym st¢zeniu
gromadza si¢ one w watrobie (Lejeune, Moorjani,
Gicquard, Lacroix, Poyet & Gaudreault, 1994).

Badania wykazaty, ze aldehyd glutarowy wiaze lek z
erytrocytami niezaleznie od poczatkowego stgzenia
antybiotyku zaréwno w niskich jak i wysokich w
temperaturach. Ponadto lek, ktory znajduje si¢ w
erytrocytach zachowuje aktywnos¢ rzeciwnowotworowa
po zamrozeniu i ponownym rozmrozeniu przenosnika z
lekiem (Ataullakhanov, Kulikova & Vitvitsky, 1996).

Aldehyd glutarowy stosowany w wysokich st¢ze-niach
powoduje jednak duze zmiany strukturalne komorek,
zwlaszcza w blonie komorkowej. Zastoso-wanie metod:

Zwiazki tworzace wiazania w biatku pasma 3 to:
bis(sulfosuccinimidyl)suberate ~ (BS®)  oraz  3,3’-
ditiobis(sulfosuccimidyl proponiate) (DTSSP) (Jordan,
Murciano, Lotero, Herraez & Diez, 1997; Lotero, Olmos

Elektronowego Rezonansu paramagne-tycznego i
Spektroskopii  Fluorescencyjnej pozwolito dokonaé
kompleksowych badan dotyczacych zmian w obrgbie
dwuwarstwy lipidowej (w réznych jej obsza-rach),
konformacji bialek btonowych oraz mikrolepkosci
wnetrza erytrocytu i potencjatu blonowego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dochodzi do istot-nego
statystycznie zmniejszenia ptynnosci dwuwarstwy
lipidowej, zarbwno w powierzchniowych jak i hydro-
fobowych jej obszarach. Ma miejsce obnizenie parame-
tru W/S $wiadczacego o zmianach knformacyjnych
biatek btonowych. Dochodzi rowniez do wzrostu mikro-
olepkosci wnetrza erytrocytu oraz zaburzen potencjalu
btonowego.

Duze zmiany wykazane dla st¢zen aldehydu glutaro-
wego (0,025-0,035%) pozwalaja wykluczy¢ mozliwosé
zastosowania go w tych stezeniach do wiazania leku w
komorkach. Zaobserwowano trudno$ci z uwalnianiem
leku z erytrocytow przygotowywanych w tych warun-
kach. Niezwykle wazne wigc przy stosowaniu tej proce-
dury jest dobranie odpowiedniego st¢zenia aldehydu.

Przeprowadzone dodatkowo badania wptywu alde-
hydu glutarowego na hemoglobing potwierdzity silne
jego oddziatywanie z tym bialkiem (Szwarocka, Kowal-
czyk, Lubgan, Jozwiak, 2001; Szwarocka & Jozwiak,
1999)

Czgsto stosowanymi modyfikatorami blony sa zwiazki
tworzace wiazania krzyzowe z biatkiem pasma 3. W
wyniku ich stosowania komorki takie sa szybko
rozpoznawane przez makrofagi i dzigki temu wzrasta
stopienn fagocytozy umieszczonych w erytrocytach
zwiazkow (Jordan, Alvarez, Lotero, Olmos, Calleja,
Tejedor & Diez, 1998; Alvarez, Jordan, Caleja, Lotero,
Olmos, Diez & Tejedor, 1998).

& Diez, 2003). Za pomoca tej metody przenoszone sa
enzymy takie jak anhydraza wegglanowa (Jordan,
Alvarez, Lotero, Olmos, Calleja, Tejedor & Diez, 1998;
Alvarez, Jordan, Caleja, Lotero, Olmos, Diez &
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Tejedor, 1998), cytokininy w tym interleukina 3 (IL-3)
(Olmos, Lotero, Tejedor & Diez, 2000), antiretroviral
leki (Magnani, Casablanca, Fraternale, Brandi, Wessani,
Williams, Giovine, Damonte, De Flora & Benatti 1996),
glukokortykoidy przeciwzapalne i immunosupresyjne
(Magnani, Rossi, D’ascenzo, Panzani, Bigi & Zanella,
1998; Crinelli, Antonelli, Bianchi, Gentilini, Scaramucci
& Magnani, 2000; Rossi, Serafini, Cenerini, Picardi,
Bigi, Panzani & Magnani, 2000), leki
przeciwnowotworowe np. etopozyd — inhibitor
topoizomerazy II (Lotero, Olmos & Diez, 2003). Inne
zachecajace  metody  modyfikacji  chemicznych
erytrocytow to przylaczanie specyficznych przeciwciat
monoklonalnych do komoérki erytrocytarnej. Te
przeciwciala zdolne sa do rozpoznawania antygenowych
determinant na powierzchni komoérek rakowych i w ten
sposob moga selektywnie gromadzié si¢ w rejonie guza.
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