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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva studiem enkapsulace nukleovych kyselin do liposomalnich
¢astic pripravovanych metodou ultrazvukové sonifikace. Nukleové kyseliny, jako jsou DNA
a RNA, predstavuji vyznamné biomolekuly s Sirokym uplatnénim v oblasti biomediciny,
zejména pii vyvoji novych terapeutickych a diagnostickych metod. Jejich praktické vyuziti
je vSak limitovano nizkou stabilitou v biologickém prostfedi, kde podléhaji rychlé degradaci.
Jednou z efektivnich strategii ochrany téchto molekul je jejich enkapsulace do nanonosici, jako
jsou napiiklad liposomy. Cilem této prace byla optimalizace metody piipravy liposomalnich
Castic s enkapsulovanou plazmidovou DNA a syntetickymi  oligonukleotidy
a nasledné hodnoceni jejich enkapsulac¢ni G¢innosti a stability. V rdmci optimalizace byly
v experimentalni ¢asti piipraveny liposomy s riznym pomerem lecitinu a cholesterolu, do nichz
byly nasledné¢ enkapsulovany nukleové kyseliny. Pro charakterizaci pfipravenych ¢astic byla
vyuzita metoda dynamického rozptylu svétla (urceni velikosti a polydisperzity ¢astic) a metfeni
zeta potencidlu (posouzeni jejich stability). Enkapsula¢ni G€innost byla hodnocena pomoci
horizontalni elektroforézy. Za nejvyznamnéjsi vysledek této prace lze povazovat optimalizaci
ptipravy liposoml pifi mensim reakénim objemu a dosaZeni vysoké enkapsula¢ni Ui€innosti
u komeréné dodanych syntetickych nukleotidd, zatimco u plazmidové DNA byla u¢innost nizsi,
zejména pti vyssich koncentracich. Tyto poznatky poskytuji pevny zéklad pro dalsi Gpravy
téchto systémill smérem k jejich vyuziti v biomedicinskych aplikacich.

KLICOVA SLOVA

liposomy, enkapsulace, nukleové kyseliny, plazmidova DNA, oligonukleotidy, ultrazvukova
sonifikace, enkapsula¢ni G€innost, nanonosice, dynamicky rozptyl svétla, zeta potencial,
stabilita, biomedicinské aplikace



ABSTRACT

This bachelor's thesis focuses on the study of nucleic acid encapsulation into liposomal particles
prepared using ultrasonic sonication. Nucleic acids, such as DNA and RNA, are essential
biomolecules with broad applications in biomedicine, particularly in the development of novel
therapeutic and diagnostic approaches. However, their practical use is limited by their low
stability in biological environments, where they are rapidly degraded. One effective strategy
for protecting these molecules is their encapsulation into nanocarriers, such as liposomes.
The aim of this work was to optimize the method of preparing liposomal particles encapsulating
plasmid DNA and synthetic oligonucleotides, and to evaluate their encapsulation efficiency and
stability. During the optimization process, liposomes with various lecithin-to-cholesterol ratios
were prepared and subsequently loaded with nucleic acids. The resulting particles were
characterized using dynamic light scattering (to determine particle size and polydispersity) and
zeta potential measurements (to assess their stability). Encapsulation efficiency was evaluated
by horizontal gel electrophoresis. The most significant outcome of this study is the successful
optimization of liposome preparation in a smaller reaction volume and the achievement of high
encapsulation efficiency for commercially supplied synthetic nucleotides, while the efficiency
for plasmid DNA was lower, particularly at higher concentrations. These findings provide
a solid foundation for further development of these systems toward their application
in biomedical fields.

KEYWORDS

liposomes, encapsulation, nucleic acids, plasmid DNA, oligonucleotides, ultrasonic sonication,
encapsulation efficiency, nanocarriers, dynamic light scattering, zeta potential, stability,
biomedical applications
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1 UVOD

Liposomy jsou povazovany za vyznamny nastroj v oblasti biomediciny a farmaceutického
vyzkumu, zejména jako nosice 1éCiv a genetického materialu [1]. Diky své lipidové dvojvrstve,
ktera napodobuje biologické membrany, je umoznéna enkapsulace hydrofilnich i hydrofobnich
latek a jejich cilené doruceni do bun¢k [2]. Tento mechanismus je vyuzivan nejen v terapii
nadorovych onemocnéni a vakcinaci, ale také v oblasti genové terapie, kde je aplikovan
k transportu nukleovych kyselin [3].

RNA (ribonukleova kyselina) a G-kvadruplexové aptamery jsou v soucasnosti povazovany
za vyznamné biomolekuly s Sirokym vyuzitim v modernich biotechnologiich. RNA se jednak
uplatnuje u fundamentélnich biologickych procesi podilejicich se na regulaci genové exprese,
ale lze ji rovnéz vyuzit pro moderni terapeutické ucely [4], jako je tomu naptiklad
u specifickych oligonukleotidl, jako jsou aptamery MS3, které je mozné uplatiit pii cilené
terapii genetickych onemocnéni. Aptamery formujici tzv. G-kvadruplexové struktury jsou navic
cenény pro svou odolnost vii¢i enzymim. Bylo prokazéano, Ze aptamer MS3 zistava stabilni
v séru po dobu az 48 hodin, coz naznacuje, ze by mohl byt vysoce u¢inny i pii bézné 1ékaiské
praxi [5]. Presto zlstava celkova stabilita nukleovych kyselin (zejména RNA) v biologickych
podminkach vyzvou, jelikoz v téle pacientt jsou degradovany enzymy, napiiklad nukledzami,
amohou byt rychle eliminovany z obéhu. Enkapsulace nukleovych kyselin do liposom je proto
povazovana za jednu z nejucinnéjSich metod ochrany nukleovych kyselin zajistujici taktéz
zvySeni jejich biodostupnosti [1].

Cilem této prace je optimalizace metody enkapsulace nukleovych kyselin riznych délek
do liposomalnich ¢astic pomoci ultrazvukové sonifikace a nasledné vyhodnoceni vlivu délky
nukleovych kyselin na G¢innost enkapsulace a stabilitu ptfipravenych systémil. Pro pocatecni
optimalizaci metody byla jako modelovy systém pouzita plazmidovda DNA, a to vzhledem
k omezenému mnozstvi dostupnych syntetickych oligonukleotidti (MS3-17, MS3-17RNA,
RAN-17 a RAN-17RNA). Nasledné byly pfipraveny a charakterizovany funkcionalizované
vezikuly s enkapsulovanymi RNA strukturami riiznych délek. K analyze byly vyuzity metody
horizontalni 1 vertikalni elektroforézy, dynamického rozptylu svétla (DLS) a méteni zeta
potencidlu, jimiZ bylo umoZnéno stanoveni enkapsulacni ucinnosti a sledovani kratkodobé
1 dlouhodobé stability ¢astic. Vysledky této studie mohou byt vyuZity pro dalsi vyzkum v oblasti
cileného doru¢ovani RNA a vyvoj efektivnich liposomalnich nosi¢i pro biomedicinské
aplikace.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou zésadni biomolekuly, které uchovévaji a predavaji genetickou
informaci v§em zivych organismti a mnoha virti [6]. Prvni zminky o jejich existenci pochéazeji
z roku 1869, kdy Svycarsky lékar Friedrich Miescher pii zkoumani bilych krvinek izolovanych
z hnisu nemocnicnich obvazi objevil novou latku, kterou nazval nuklein [7]. Pozd¢&jsi vyzkumy
prokazaly, ze se jednd o univerzalni slozku bunék, kterou lze najit v riznych biologickych
materidlech [6].

Existuji dva hlavni typy nukleovych kyselin — DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA
(ribonukleova kyselina). DNA a RNA jsou zékladni nukleové kyseliny, které zajist'uji uchovani
a pfenos genetické informace. Prestoze ob¢ molekuly sdileji podobnou strukturu, existuji mezi
nimi klicové rozdily. DNA je stabilni, obvykle dvoutetézcova (dsDNA), molekula zodpovédna
za dlouhodobé uchovavani genetickych instrukci, zatimco RNA, kterd je obvykle
jednovldknova molekula (ssRNA) zajistujici zdsadni roli pfi pfenosu genetické informace
a syntéze proteinti [8].

Jak DNA, tak RNA jsou tvofeny nukleotidy, coZz jsou zékladni stavebni jednotky slozené
z dusikaté baze, pent6zového cukru a fosfatové skupiny. Nukleotidy se vzajemné propojuji
fosfodiesterovymi vazbami, coz umoziuje vznik dlouhych fetézci, které se podileji na riznych
biologickych funkcich [8].

2.1.1 Dusikaté baze

Dusikaté baze jsou heterocyklické slouceniny, které tvoti zdkladni stavebni jednotky DNA
a RNA. Baze adenin (A) a guanin (G) patii mezi purinové baze, zatimco baze cytosin (C),
thymin (T) a uracil (U) jsou odvozeny od pyrimidinu. Adenin, guanin a cytosin se vyskytuji
v obou typech nukleovych kyselin, pfi¢emz thymin je pfitomen pouze v DNA, zatimco uracil
se nachazi vyhradné v RNA. Vedle téchto zakladnich bazi mohou byt v nékterych DNA
detekovany modifikované baze, jako je methylcytosin, ktery vznikd chemickou
modifikaci — methylaci a hraje roli v regulaci genové exprese [6].

Dusikaté baze tvofi prostfednictvim slabych nekovalentnich interakci komplementarni pary,
pficemz vazby vznikaji ve vét§in€ sekundarnich struktur mezi purinovou a pyrimidinovou bazi.
V DNA se adenin paruje s thyminem prostiednictvim dvou vodikovych vazeb, zatimco guanin
tvoii tfi vodikové vazby s cytosinem. Tyto interakce hraji klicovou roli pii stabilizaci
dvousroubovice DNA, pfi¢emz trojnasobna vazba mezi guaninem a cytosinem prispiva k vétsi
stabilité téchto usekil ve srovnani s pary adenin-thymin [9].

V RNA se princip parovani bazi 1i§i v tom, Ze misto thyminu se v RNA vyskytuje uracil,
jak je uvedeno na obrazku 1. Adenin tedy v RNA tvoii dvé vodikové vazby s uracilem, zatimco
se guanin paruje s cytosinem prostiednictvim tii vodikovych vazeb. Na rozdil od DNA se RNA
vyskytuje pievazné ve formé jednovldknovych molekul, které mohou vytvaret sekundarni
struktury, jako jsou vladsenkové smycky a pseudouzly, kde dochazi k lokdlnimu parovani bazi



[10]. Tyto struktury jsou dulezité pro rtzné biologické funkce RNA, jako je katalyza
(ribozymy), pienos genetické informace, nebo transport aminokyselin [8].
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Obrazek 1: Parovani bazi RNA [11] (upraveno).

Vodikové vazby mezi bazemi v DNA i RNA jsou zasadni nejen pro stabilizaci jejich struktur,
ale také pro zajiSténi presnosti procesi, jako je replikace DNA, transkripce a translace.
Komplementarni parovani bazi tak predstavuje zékladni princip genetické informace a jejiho
pfenosu v Zivych organismech [9].

2.1.2 Tvorba nukleosidi a nukleotidii v nukleovych kyselinach

Nukleosidy se tvofi propojenim dusikaté baze s cukernou sloZkou, kterou predstavuje
bud’ ribéza (RNA), nebo 2-deoxyribéza (DNA). Tento typ spojeni, oznaovany jako
N-glykosidicka vazba, vznikd mezi atomem dusiku heterocyklické baze a prvnim uhlikem
cukerné slozky [8]. Pokud je cukernou sloZkou p-D-ribofurandza, dochazi k syntéze
nukleosidu, jako jsou adenosin, guanosin, uridin, cytidin a tymidin. Pfitomnost 2-deoxy-p-D-
ribofurandzy vede k tvorbé deoxyadenosinu, deoxyguanosinu, deoxyuridinu, deoxycytidinu
a deoxytymidinu [12]. Pfipojenim fosfatové skupiny prostfednictvim esterové vazby, nejcastéji
na pozici 5' uhliku cukerné slozky, dochézi k pfeméné nukleosidu na nukleotid. Tato vazba
se vytvafi reakci hydroxylové skupiny cukru s kyselinou fosforecnou. Nukleotidy propojené
prostfednictvim fosfodiesterovych vazeb formuji polynukleotidového fetézce, ktery tvori
zakladni strukturu nukleovych kyselin [9, 12].

2.1.3 Struktura a biologicka funkce DNA
Nejcastéji se vyskytujici struktura DNA je tzv. B-DNA, ktera byla poprvé navrzena Watsonem
a Crickem v roce 1953. NavrZzeny model tzv. Watson-Crickovské DNA byl tvofen dvéma vldkny
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DNA zaujimajici tvar pravoto¢ivé dvousroubovice [10]. Pary bazi v B-DNA jsou orientovany
smérem dovnitt Sroubovice ve vzdalenosti pfiblizné 0,34 nm. Jedna plna otacka dvojité
Sroubovice obsahuje 10,50 part bazi, coz odpovida délce ptiblizné 3,40 nm. Tento pravidelny,
organizovany vzhled je nezbytny pro stabilitu molekuly a jeji funkei pfi replikaci a transkripci.
DNA také obsahuje dva zlabky, které se vzajemn¢ 1isi velikosti a thlem, ktery zaujimaji vici
sttedové ose DNA [13], a které jsou diilezité pro vazani riznych enzymu a proteinti nezbytnych
pro procesy jako replikace DNA, opravy poskozeni DNA a transkripce do RNA [10].

DNA mutze krom¢ B-DNA zaujimat i dal$i konformace, jako jsou A-DNA a Z-DNA
(viz Obrazek 2) [14]. A-DNA je rovnéz pravotociva dvousroubovice, jeji struktura je na rozdil
od B-DNA vice kompaktni a obsahuje 11 pard bazi v ramci jedné otocky, zatimco B-DNA ¢ita
10,5 paru bazi na otoCku. Z-DNA, na rozdil od A-DNA a B-DNA, je levotociva a jeji vyskyt
je spojen s konkrétnimi biologickymi procesy, jako je transkripce nebo odpoveéd na specifické
chemické signdly v buiice, jako je naptiklad methylace DNA nebo oxidacni stres [9]. Kromé
téchto forem muize DNA vytvaret také nekanonické sekunddarni struktury, které hraji
vyznamnou roli v riznych buné¢énych procesech. Mezi tyto struktury patii G-kvadruplexy, které
se tvofi v oblastech DNA bohatych na guanin a podileji se na regulaci genové exprese a stabilité
telomer [15]. Dalsi vyznamnou nekanonickou strukturou je triplexni DNA, kterd vznika
interakci tretiho vldkna nukleové kyseliny s béznou dvouSroubovici a muze ovlivilovat
transkripéni regulaci [16]. Palindromatické sekvence mohou indukovat tvorbu vlasenkovych
struktur, jez jsou spojovany s genetickou nestabilitou a regulaci replikace DNA [17].

DNA je citliva na zmény v prostredi. Pti zvysené teploté, zmeénach pH nebo pii vystaveni DNA
organickym rozpoustédlim a tenzidim muze dojit k procesu zvanému denaturace. Béhem
denaturace se ob¢ vlakna DNA oddé¢li, coz vede k rozruSeni ptivodni struktury a vytvoieni
neuspotadané formy DNA. Proces denaturace je zpisoben narusenim nekovalentnich interaket,
jako jsou vodikové vazby a Van der Waalsovy sily, které stabilizuji dvousroubovici. Denaturace
je reverzibilni proces — pfi navratu k normalnim podminkam muiZe dojit k renaturaci, pii které
se vlakna DNA opét spoji diky obnoveni nekovalentnich interakci, coz vede k obnoveni
puvodni strukturu dvousroubovice [9].

Molekula DNA nejen Ze slouzi jako nositel genetické informace, ale jeji struktura je rovnéz
klicova pro efektivni organizaci genetického materidlu v jadie eukaryotickych bunék. V téchto
organismech je DNA dale organizovana do chromozomt, coz umoziuje nejen efektivni
regulaci genové exprese, ale také ochranu genetické informace béhem bunécéného déleni [18].
Modifikace chromatinové struktury piedstavuji zdsadni mechanismus regulace genové exprese.
Histonové modifikace, zejména acetylace a deacetylace, jsou klicovymi procesy ovliviiujicimi
uroven kondenzace chromatinu. Tyto zmény nasledné determinuji pfistupnost DNA
pro esencialni bunécné procesy [19]. Transkripce zaujima centralni postaveni v regulaci genové
exprese. Tento komplexni proces zajistuje piepis genetické informace do RNA molekul, které
nasledné slouzi jako templat pro syntézu proteinii. Pfesna regulace téchto procesi je nezbytna
pro zachovani spravné bunécné funkce a homeostazy [20]. Vyznamnou roli v ochrané
genomove¢ integrity hraji telomery. Tyto specializované struktury, charakterizované ptitomnosti
repetitivnich sekvenci bohatych na guanin, vytvareji specifické G-kvadruplexové struktury
[21]. Telomery tak efektivné chrani terminalni oblasti chromozomu pied nezadouci degradaci
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a zkracovanim béhem procesu bunééného déleni. Tento ochranny mechanismus je esencialni
pro zachovani genomové stability, kterd pfimo ovliviiuje bunécnou proliferaci a celkovou
zivotnost bun¢k [22].

A-DNA B-DNA Z-DNA

Obrazek 2: Srovnani struktur A-DNA, B-DNA a Z-DNA [23] (upraveno).

2.1.4 Extrachromozomalni DNA

Extrachromozomdlni DNA pfedstavuje geneticky materidl, ktery se nachidzi mimo
chromozomalni DNA. Extrachromozomalni DNA miize byt pfitomna jak u prokaryotickych,
tak u eukaryotickych organismt a Casto plni specializované funkce. Mezi nejvyznamngjsi
formy extrachromozomalni DNA patii plazmidova DNA (pDNA) u bakterii, mitochondrialni
DNA (mtDNA) u eukaryot a plastidova DNA (ptDNA) u rostlin a nékterych protist [24].

2.1.4.1 Plazmidova DNA

Plazmidova DNA je cirkuldrni, extrachromozomalni DNA, ktera se nachazi v bakterialnich
bunikach jako doplnék k chromozomalni DNA. Jeji molekulova hmotnost je nizsi
neZ u chromozomalni DNA a typicky se vyskytuje ve form¢ kovalentn& uzavienych kruznic
[7]. Ackoli je chemicka struktura pPDNA identicka se strukturou chromozomalni DNA, jeji
uspofadani a vlastnosti ji umoZziuji vykonavat specifické funkce. Plazmidovd DNA existuje
v nckolika strukturnich formach, mezi néz patii nadSroubovicova struktura, kovalentné
uzaviena kruznice (ccc—zangl.: covalently closed circular), oteviena kruznice
(oc—zangl.: open circular) a linearni forma. NejCastéj$i pfirozenou formou plazmidu
Vv buiikach je kovalentné uzaviena kruznice [7, 25].

Pocet kopii plazmidu v jednotlivych buiikach zavisi na jeho velikosti a mechanismu replikace
a obvykle se pohybuje mezi jednou a stovkami kopii [25]. Molekuly pDNA piitomné v jedné
burice mohou byt identické nebo se mohou lisit, cozZ poskytuje prostor pro funkéni rozmanitost.
Plazmidovda DNA neni pro pteziti bakteridlni bunky nezbytnd, avSak Casto ji propljcuje
selektivni vyhody jako je napft. rezistence vuci antibiotiklim, t€zkym koviim ¢i jinym toxickym
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latkdm [25, 26]. Plazmidovda DNA hraje zasadni roli v oblasti genového inZenyrstvi diky
své schopnosti autonomni replikace, ktera je nezavisla na chromozomalni DNA. Tato vlastnost
¢ini plazmidy idealnimi nastroji pro molekularni klonovani [27].

2.1.4.2 Mitochondrialni a plastidova DNA

Mitochondrialni DNA hraje kli¢ovou roli v bunécné energetice, jelikoz koduje vybrané
proteiny a transferovou RNA (tRNA) nebo ribozomalni RNA (rRNA), které jsou nezbytné
pro funkci mitochondrii. Na rozdil od jaderné DNA je mtDNA cirkularni a pfitomna ve vice
kopiich v mitochondridlni matrix. Jeji replikace a transkripce probihaji nezévisle na bunééném
cyklu, pficemz mitochondridlni RNA polymeraza zajistuje syntézu mRNA, tRNA a rRNA
potiebnych pro mitochondrialni translaci [28]. In vitro transkripce mtDNA se vyuziva zejména
pfi studiu mitochondridlnich chorob, kde se analyzuje exprese mutovanych variant
mitochondrialnich gent. Tento ptistup umoziuje lepsi pochopeni molekularnich mechanismu
mitochondrialnich dysfunkci, které jsou spojovany s neurodegenerativnimi onemocnénimi,
metabolickymi poruchami ¢i procesy starnuti [29].

Plastidova DNA (ptDNA) je pfitomna v chloroplastech rostlin a nékterych protistti, kde koduje
proteiny podilejici se na fotosyntéze a dal§ich metabolickych procesech. Podobné jako mtDNA
je 1 ptDNA cirkuldrni a vykazuje autonomni replikaci. Transkripce plastidové DNA je fizena
specifickymi RNA polymerazami, které se déli na jaderné kodované polymerazy (NEP)
a plastidové kodované polymerazy (PEP). In vitro transkripce ptDNA nachazi vyuziti v syntéze
ribozomdlnich a messengerovych RNA pro studium genové exprese plastidovych gend,
coz ma zasadni vyznam pfi genetické modifikaci rostlin, naptiklad za ucelem zvySeni
fotosyntetické G€innosti nebo zlepsSeni odolnosti viici stresovym faktoriim prostiedi [30].

Stejné jako v ptipadé plazmidové DNA piedstavuje transkripce mtDNA a ptDNA in vitro cenny
nastroj pro biotechnologicky vyzkum a terapeutické aplikace. Vyvoj metod pro piesnou syntézu
RNA z téchto extrachromozomalnich genoml umoznuje detailni analyzu mechanismii genové
regulace [26].

2.1.5 Struktura a biologicka funkce RNA

RNA je tvofena nukleosidfosfaty obsahujici ribozu spojenymi fosfodiesterovymi vazbami. Jeji
hlavni funkci je pfenos genetické informace a transfer aminokyselin pfi syntéze proteinii. RNA
existuje v riiznych typech podle jeji struktury a funkce: ribozomova RNA (rRNA), transferova
RNA (tRNA) a mediatorovd RNA (mRNA). Ribozomova RNA je zdkladni slozkou ribozom1,
které jsou nezbytné pro syntézu proteind, a tvoii ptiblizné 80 % RNA v burice. Transferova
RNA transportuje aminokyseliny z cytoplazmy na ribozomy béhem translace, pticemz kazda
aminokyselina ma svou specifickou tRNA. Mediatorovd RNA pienasi genetickou informaci
z jadra bunky do cytoplazmy, kde slouzi jako Sablona pro tvorbu proteini. Jeji Zivotnost je vSak
kratka, protoze po translaci je rychle degradovana [9, 12].
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2.1.6 Vyuziti nukleovych kyselin v biomediciné

Nukleové kyseliny hraji klicovou roli jak v diagnostice, tak i v 1€¢bé riznych onemocnéni.
V diagnostice jsou primarné vyuzivany pro detekci patogenti, biomarkerii onemocnéni
a genetickych mutaci. Napfiklad polymerazova tetézova reakce (PCR) a jeji modifikace
umoznuji presnou identifikaci specifickych sekvenci DNA ¢i RNA ve vzorcich [31].
Sekvenovani nukleovych kyselin poskytuje komplexné€jsi informace o genomu patogent nebo
zménach v genomu pacienta. Kromé toho je mozné molekuly DNA i RNA uplatnit i pii vyvoji

modernich terapeutickych ptistupl v ramci cilené terapie [32].

Mezi hlavni ,,RNA technologie® patii vakciny na bazi medidtorové RNA (mRNA), malé
interferujici RNA (siRNA) a mikroRNA [4]. Vakciny zalozené¢ na mRNA, které se zacaly
intenzivné pouzivat béhem pandemie SARS-CoV-2, funguji na principu pfenosu genetické
informace do bunck, které na zdkladé vlozené mRNA exprimuji proteiny specifické
pro patogen. Tyto proteiny nésledné indukuji aktivaci imunitniho systému [4]. Oproti tomu
malé interferujici RNA cilené potlacuje expresi vybranych genii pomoci mechanismu zvané¢ho
RNA interference (RNA1). RNAI je biologicky proces, ktery umoziuje sekvenéné specifickou
inhibici exprese cilovych genli [33]. Mechanismus vyuzivad kratké dvouvldknové RNA
molekuly, jako jsou malé interferujici RNA a mikroRNA, které zpusobuji degradaci
dvouvlaknovych RNA (dsRNA) enzymem Dicer na kratké duplexni RNA fragmenty o délce
20-25 nukleotidi [34]. Tyto fragmenty jsou ndsledné inkorporovany do multiproteinového
komplexu zvaného RNA indukovany tichy komplex (RISC; z angl.: induced silencing
complex), kde siRNA slouzi jako voditko pro cilovou mRNA. Po navdzani RISC na cilovou
mRNA muze dojit k degradaci mRNA nebo k blokovani translace, coz efektivn¢ potlacuje
expresi daného genu [33]. Tato technologie se vyuziva hlavné v onkologii a virologii k eliminaci
gent spojenych s onemocnénimi. MikroRNA pak reguluje genovou expresi pfirozené a vyuziva
se pii 1écbé geneticky podminénych onemocnéni [35].

V terapeutickém vyuziti, se kromé¢ vySe zminénych mRNA vakcin a RNAi technologii,
uplatiiuji 1 dalsi pfistupy zalozené na nukleovych kyselindch. Mezi tyto pfistupy patii zejména
aptamery a G-kvadruplexové antisense oligonukleotidy (G4-ASO) [31, 32]. Aptamery jsou
kratké, jednovlaknové sekvence DNA nebo RNA (obvykle o délce 20—80 nukleotidl), které
se specificky vazou na cilové molekuly diky své unikatni trojrozmérné struktuie [31]. Jsou
oznacovany jako "chemické protilatky", jelikoz podobné jako protilatky imunitniho systému
rozpoznavaji a vazou se na cilové molekuly s vysokou afinitou a specificitou [36]. Na rozdil
od ,,béznych* protilatek, aptamery nabizeji nckolik vyhod —jsou stabiln€jsi, mohou byt
syntetizovany chemicky (bez potieby Zivych organismil), jsou mensi, sndze modifikovatelné
a obvykle nevyvolavaji imunitni odpovéd’ [37]. V diagnostice jsou aptamery vyuzivany
jako biorozpoznavaci elementy v biosenzorech, kde jejich navazani na cilové molekuly (napf.
proteiny, toxiny nebo patogeny) mtize byt detekovano riznymi metodami. Terapeutické vyuziti
aptamertl zahrnuje cileni 1€¢iv, inhibici proteinli souvisejicich s onemocnénim a modulaci
bunécénych signdlnich drah [5]. Aptamery jsou ziskdvany procesem zvanym SELEX (z angl.:
systematic evolution of ligands by exponential enrichment), ktery zahrnuje opakované cykly
selekce a amplifikace vedouci k identifikaci sekvenci s nejvyssi afinitou k cilové molekule [36].
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Soucasny vyzkum se zaméfuje na vyvoj modifikovanych aptamerii se zvysenou stabilitou
v biologickych tekutindch a na zlepsSeni metod jejich dorucovani do cilovych tkani [5].

G-kvadruplexové antisense oligonukleotidy (G4-ASO) predstavuji inovativni pfistup v oblasti
terapeutickych nukleovych kyselin. G4-ASO kombinujici vlastnosti G-kvadruplext (specifické
sekundarni struktury bohaté na guanin) a antisense oligonukleotidl pro cilené ovlivnéni genové
exprese [32]. G-kvadruplexy jsou c¢tyfvlaknoveé struktury nukleovych kyselin, které se tvori
v sekvencich bohatych na guanin diky Hoogsteenovu parovani bazi. Tyto struktury hraji
dalezitou roli v regulaci genové exprese, replikaci DNA a telomerové homeostaze. Vélenéni
G-kvadruplexovych motivi do antisense oligonukleotida vede k vytvoteni hybridnich molekul
s vyssi stabilitou, lepSim bunéénym vychytavanim a siln¢jSim inhibi¢énim t¢inkem na cilové
geny [32]. G4-ASO vykazuji potencidl v 1é¢bé nadorovych onemocnéni, virovych infekci
a genetickych onemocnéni. Jejich vyhodou je zvySena odolnost vici nukleazam, lepsi
farmakokinetické vlastnosti a moznost modulace jejich G¢inku prostfednictvim strukturnich
modifikaci. Vyzkum ukazuje, ze G4-ASO mohou efektivné inhibovat expresi onkogenti a genti
podilejicich se na rezistenci vici 1éciviim [32].

Molekularni nestabilita pfedstavuje jeden z hlavnich problémt pifi vyuzivani RNA
v biomedicing, jelikoz tyto molekuly jsou nachylné k degradaci ribonukledzami, coz omezuje
jejich terapeutickou ucinnost [31, 36]. K ptekondni této piekazky jsou vyvijeny ochranné
systémy, jako jsou nanonosice a liposomy [1]. Dalsi vyzvou je inkorporace RNA do bungk,
limitovana hydrofobni povahou bunéénych membran a negativnim nabojem RNA molekul.
Obdobné problémy se tykaji i vyuziti aptamerti a G4-ASO pii dalSich terapeutickych pristupech
[31, 32]. Piesto je vyuziti 1éCiv zaloZzenych na nukleovych kyselinach slibnou alternativou
pro cilenou a personalizovanou 1é¢bu, pricemz pokracujici vyzkum chemickych modifikaci
a dorucovacich systému postupné prekonéava tyto limitace a otevira cestu k Sir§imu klinickému
vyuziti téchto inovativnich biomolekul [5, 31].

2.2 Liposomy

Liposomy jsou sférické vezikuly s dvojvrstvou lipidovou membranou, které vznikaji
samovolnou reorganizaci fosfolipidi, naptiklad fosfatidylcholinu, ve vodném prostiedi. Termin
liposom poprvé pouzil Alec Douglas Bangham v roce 1964 k oznaceni vezikul s dvojitou
membranou, jejichz hlavni slozkou je lecitin nebo jeho rizné derivaty, napiiklad
dipalmitoylfosfatidylcholin [2]. Tyto struktury mohou byt tvofeny mastnymi kyselinami
s riznou délkou fetézcli (nad C14) a odliSnym stupném nasyceni [38] a zarovenl mohou
obsahovat 1 dal$i fosfolipidy, jako je fosfatidylglycerol, fosfatidyletanolamin a sfingomyelin
[39]. Kromé& fosfolipidii se pii tvorbé liposomu Casto pouziva také cholesterol, ktery snizuje
jejich fluiditu, ¢imZ ovliviiuje stabilitu a propustnost membrany. Primér liposomt se pohybuje
v rozmezi od 20 nanometrii (nm) az po n€kolik mikrometrd (um) [40]. Struktura liposomu
se sklada z lipidové dvojvrstvy tvofené amfifilnimi lipidy, pfiCemz jejich hydrofilni ¢asti
smétuji k vnéjsimu povrchu membrany a lipofilni ¢asti jsou orientovany dovnitt, ¢imz vytvareji
hydrofobni vnitini vrstvu. Tato dvojvrstva, ktera ma tloustku ptiblizné 5 nm formuje uzaviené
lamelové membrany oddé&lujici vnitini vodni prostor od vnéjsi vodni faze, jak je znadzornéno
na obrazku 3 [1].
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Liposomy, diky svym specifickym vlastnostem, pfedstavuji perspektivni nosic¢e biologicky
aktivnich latek, a to nejen v kosmetickém primyslu, ale i v 1€kafstvi a farmacii [3, 41, 42].
Tvorba liposomélnich systémli umoziiuje uzavieni hydrofilnich i lipofilnich molekul,
coz zvySuje stabilitu téchto latek a zajistuje jejich ochranu pied degradaci, ¢imz se zvySuje
jejich biologicka dostupnost. Tento ptistup vede k potencidlnimu zvySeni terapeutické ucinnosti
1é¢iv a soucasné k redukci jejich toxicity pii zachovani potfebného terapeutického ucinku [1].
V oblasti mediciny jsou liposomy S$iroce vyuzivany pro cilenou a kontrolovanou distribuci
farmaceutickych latek, jako jsou chemoterapeutika, antibiotika nebo vakciny, ¢imz dochazi
k minimalizaci nezddoucich vedlejSich u¢inkd. Kromé toho se liposomy uplatiiuji i v genové
terapii, kde slouzi jako nosice pro pfenos genetického materidlu do specifickych bun¢k [3].
V kosmetologii se liposomy vyuZivaji pro efektivni transport aktivnich slozek, jako jsou
vitaminy, antioxidanty ¢i hydratacni latky, do hlubSich vrstev pokozky, coz zvysuje jejich
penetraci a uc¢innost [41].

s hydrofilni
4 %/ vrstva
. cholesterol

s,wa

jhdro £ fosfolipidy

Obrazek 3: Schematické zndazornéni liposomii [1] (upraveno).

2.2.1 Klasifikace liposomii

Liposomy lze klasifikovat na zakladé velikosti a poctu lipidovych dvojvrstev, ozna¢ovanych
jako lamely. Tato charakteristika vedla k rozd€leni liposomti do n€kolika hlavnich kategorii:
unilameldrni vezikuly (ULV), multilamelarni vezikuly (MLV) a multivezikularni vezikuly
(MVYV). Unilameléarni liposomy, které¢ obsahuji pouze jednu lipidovou dvojvrstvu, mohou byt
dale rozd¢€leny do tii podkategorii v zavislosti na jejich velikosti (viz Obrazek 4) [43]:

e Malé unilameldrni vezikuly (SUV)-—tyto vezikuly maji primér v rozmezi
20-100 nanometrd (nm). Diky svym malym rozmértim jsou jejich fyzikaln&-chemické
vlastnosti vyrazné ovlivnény elektrostatickymi interakcemi mezi fosfolipidovymi
vrstvami.
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e  Velké unilamelarni vezikuly (LUV) — jejich primér presahuje 100 nm, coz snizuje vliv
elektrostatickych interakci na jejich fyzikalné-chemické vlastnosti.

e  Obfi unilamelarni vezikuly (GUV) — tyto vezikuly maji pramér ptfesahujici 1 000 nm
a jsou vhodné pro specifické aplikace vyzadujici vétsi objem vodné faze.

Multilamelarni vezikuly mohou byt dale rozdéleny na zaklad¢ poctu lamel a jejich uspotadani.
Prvni skupinu tvoii oligolamelarni vezikuly, které obsahuji omezeny pocet lipidovych
dvojvrstev. DalSim typem jsou multilamelarni vezikuly, jez zahrnuji vétSi mnozstvi lamel,
coz je ¢ini komplexné&jSimi strukturami. Dale existuji vezikuly s koncentrickym uspofadanim
lamel, u nichz jsou jednotlivé lamely organizovany do soustfednych kruhovych struktur.
Posledni kategorii jsou vezikuly s nekoncentrickym usporadanim lamel, jejichz lamely nejsou
usporadany pravidelné€ a vykazuji nepravidelnou strukturu. Jejich velikost se obvykle pohybuje
v rozmezi od 100 nm do 20 um [43, 44].

Multivesikularni vezikuly jsou komplexni liposomalni utvary, které obsahuji vice menSich
vezikul, pficemz tyto jednotlivé vezikuly mohou mit rizny nebo stejny pocet lamel [43].
Velikost téchto struktur se pohybuje v rozmezi od 100 nm do 20 pm. Multivesikularni vezikuly
se Casto formuji jako vedlejsi produkty béhem piipravy multilamelarnich liposoma [44].

MLY MVV

SuUv

Obrazek 4: Rozdeleni liposomii podle velikosti [43].

2.2.2 Déleni liposomu podle naboje

Liposomy jsou univerzalni nosiCe, které se klasifikuji nejen podle velikosti, po¢tu lamel
a struktury, ale také podle povrchového naboje, ktery hraje klicovou roli v jejich fyzikéalné-
chemickych vlastnostech, biologickych interakcich a aplikaénim potencialu. Na zikladé
povrchového nédboje 1ze liposomy rozdélit do tfi hlavnich kategorii: neutralni, kationtové
a aniontové liposomy. Tento parametr neovliviiuje pouze interakce liposomu s biologickymi
membranami, ale také hraje klicovou roli v jejich stabilit€, zptisobu rozlozeni v organismu
a efektivité pii transportu aktivnich latek [44].

Neutralni liposomy maji na svém povrchu nulovy elektricky naboj. Tento typ liposomu
je obvykle tvofen fosfolipidy, které neobsahuji ionizovatelné skupiny, napfiiklad
fosfatidylcholin. Vyhodou neutralnich liposomt je jejich minimalni interakce s negativné
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nabitymi molekulami v biologickych prostiedich, coz zajistuje jejich stabilitu a prodluzuje
ob¢hovy Cas v krevnim fecisti [45].

Kationtové liposomy, které nesou pozitivni naboj, jsou Siroce vyuzivany v biotechnologiich,
pfedevSim pro transfekci bunék. Tento pozitivni naboj je obvykle zajiStén piitomnosti
kationtovych lipidi, jako je 1,2-dioleoyl-3-trimethylamonium-propan (DOTAP) nebo
stearylamin [44]. V nékterych pfipadech jsou kationtové liposomy specificky navrzeny
pro ucely transfekce bunék a obsahuji kladny fosfolipid znamy jako cytofektin, coz je termin
odvozeny od slov "cyto" (bunika) a "fectin" (transfekce). Cytofektin hraje kli¢ovou roli
pii zajistovani pozitivniho naboje na povrchu liposomu, coz je zasadni pro jejich schopnost
interagovat s negativné nabitymi biomolekulami, jako jsou nukleové kyseliny (DNA, RNA)
a proteiny [46].

Aniontové liposomy jsou charakterizovany zapornym nabojem, ktery vznikd pouZzitim
aniontovych lipid, jako jsou fosfatidylglycerol (PG), fosfatidylinositol (PI) nebo
fosfatidylserin [47]. Tento z&porny naboj ma vliv na interakce liposomi s biologickymi
membranami, pfi¢emz vykazuji nizsi afinitu k bunéénym membranam, coz mtize omezit jejich
intracelularni dodani. Na druhé strané, niz$i afinitou k bunéénym membrandm je spojena
1 snizena imunogenita téchto liposomt. Tato vlastnost aniontovych liposomil je vysoce cenna
pro aplikace, kde je kladeno diiraz na omezené interakce s buiikami nebo na specifické cilené
dodavani terapeutickych latek [44, 47].

2.3  Metody pripravy liposomii

Piiprava liposomu piedstavuje klicovy krok v jejich vyuziti jako nosi¢u 1é¢iv. Metody jejich
ptipravy lze rozdé€lit na pasivni a aktivni techniky enkapsulace 1éCiv, pticemz kazda z téchto
strategii nabizi specifické vyhody, ale i ur¢itd omezeni, napfiklad rozdilnou uc¢innost
zapouzdieni nebo stabilitu vysledné formulace [48].

Pasivni techniky zahrnuji mechanické disperzni metody a metody zaloZzené na disperzi
rozpoustédla. Mezi mechanické disperzni metody patii sonikace, extruze, metoda hydratace
tenké vrstvy (TFH), lyofilizace nasledovana rehydrataci lipidového filmu a mikroemulgace.
Tyto pfistupy umoznuji pfipravu liposomd s riznymi velikostmi a lamelarni strukturou
v zavislosti na podminkéch procesu a pouzité¢ metod¢ [48].

Dalsi skupinu pasivnich metod enkapsulace ptedstavuji techniky vstfikovani organického
rozpoustédla, mezi néz se fadi zejména ethanolové vstfikovani, které patii k nejcastéji
vyuzivanym postupiim. Tento proces spo¢iva v rychlém vstfikovani lipidového roztoku
rozpusténého v ethanolu do vodného roztoku pfti teploté 55-65 °C, coz vede k postupnému
odpatfovani organického rozpoustédla a néasledné tvorbé liposomi [49]. Dalsi vyznamnou
metodou je technika reverzni faze, pfi niz dochézi k inicidlni tvorbé micel, které se nasledné
transformuji na liposomy v pribéhu odstraiovani organického rozpoustédla [50]. Kromé
pasivnich metod se v enkapsulaci vyuzivaji i aktivni techniky, pfi nichZ jsou latky vkladany
do jiz vytvofenych liposomil, napifiklad pomoci pH gradientu. Tato metoda umoziuje
dosdhnout az 100 % enkapsulacni UCinnosti, zejména u latek s protonizovatelnymi
aminoskupinami [51].
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Sonikace predstavuje efektivni metodu pro ptipravu liposomt, kterd vyuziva ultrazvukové viny
k vytvofeni homogennich a malych vezikul, jez funguji jako nosiCe terapeutickych nebo
bioaktivnich latek [48]. Tento proces spociva v aplikaci ultrazvukové energie na lipidovou
suspenzi, coz vede k jeji fragmentaci a naslednému vytvareni stabilnich liposomalnich ¢astic
[52]. Mechanismus sonikace zahrnuje generovani kavita¢nich bublin, jejichz rychly rast
a kolaps vyvoléavaji lokalni vysoké teploty a tlaky, coz napomaha rozstépeni vétsich lipidovych
agregati a tvorbé homogennich nanostruktur [53]. Ultrazvukova sonikace je zvlasté ucinna pii
priprave unilamelarnich liposomu z hydratovanych multilamelarnich vezikul [54]. Proces miize
byt realizovan dvéma zakladnimi zptisoby - pomoci sondového sonikatoru nebo ultrazvukové
lazné, pficemz klicovymi faktory ovlivitujicimi vyslednou velikost a stabilitu liposomi jsou
intenzita ultrazvukového signalu, doba expozice a teplota [55]. Optimalizace téchto parametr
je nezbytna pro dosazeni pozadované velikosti a homogenity ¢astic [56]. Mezi hlavni vyhody
sonikace patii jeji jednoduchost a rychlost pfi pfipraveé liposomli s homogenni velikosti.
Nicméné tento proces miize vést k degradaci citlivych molekul enkapsulovanych v liposomech,
pfedevsim vlivem lokalniho zahtivani zptsobeného intenzivnim pisobenim ultrazvukové
energie [57]. Sonikace je povazovana za spolehlivou a efektivni metodu pro pfipravu
liposomalnich nosici, ktera umoziuje ziskani malych, uniformnich ¢astic s vysokym zatizenim
bioaktivnimi latkami, pfi¢emzZ je mozné presn¢ regulovat parametry ultrazvukového procesu,
jako jsou amplituda, energie, Cas a teplota [54].

Metoda tenké lipidové vrstvy je jednou z nejcastéji pouzivanych technik pro ptipravu liposomu
pro enkapsulaci RNA, véetné kratkych oligonukleotidl. Tento postup je populdrni pro svou
jednoduchost a Setrnost k citlivym molekulam, jako je RNA, ¢imz poskytuje idealni podminky
pro zachovani jeji struktury a funkcénosti [44, 58]. Inicidlni faze pfipravy liposoml zahrnuje
vytvofeni lipidového filmu. Tento proces zaina rozpuSténim specifickych lipidl, zejména
kationickych lipidli, pomocnych lipidi a cholesterolu, v organickém rozpoustédle, nejcastéji
se vyuziva chloroform nebo smés chloroform/methanol. Néslednd evaporace rozpoustédla
za sniZzeného tlaku vede k formaci tenkého lipidového filmu na st€n€ naddoby. V nasledujici fazi
dochézi k hydrataci lipidového filmu vodnym roztokem obsahujicim nukleové kyseliny (DNA
nebo RNA). Tento proces probiha za specifickych teplotnich podminek, které musi pievySovat
teplotu fazového prechodu pouzitych lipidil, coz vede k spontdnni formaci multilamindrnich
vezikul. Pro ziskani uniformni populace liposomi definované velikosti je nezbytna nasledna
aplikace fyzikalnich metod (naptiklad sonifikace). Finalni krok ptipravy zahrnuje purifikaci
vzniklych lipoplexi od nezaclenénych nukleovych kyselin. K tomuto Ucelu se vyuzivaji
separacni metody jako centrifugace nebo gelova chromatografie, vybér konkrétni metody zavisi
na fyzikalné-chemickych vlastnostech piipravenych castic a pozadované cistoté finalniho
produktu [58].

2.4 Hodnoceni stability liposomii pomoci dynamického rozptylu svétla

Liposomy jsou ¢asto hodnoceny podle jejich stability, coZ je klicovy faktor pro jejich Gspésné
pouziti v riznych aplikacich, véetné¢ farmaceutického a kosmetického primyslu [3, 41].
Stabilita liposomli miize byt ovlivnéna mnoha faktory, jako je velikost ¢astic, jejich povrchovy
naboj, sloZeni lipidll a vnéjsi podminky (napf. pH a teplota). K hodnoceni stability liposomt
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se pouziva né€kolik technik, jako je dynamickd svételna rozptylenost (DLS), méfeni zeta
potencialu, mikroskopie a turbidimetrie. Pfi méfeni zeta potencidlu je rozptyl svétla
v elektrickém poli vyuzivan pro vypocet potencidlu Castic, coz poskytuje diilezité informace
o stabilité¢ disperze [59].

Dynamicky rozptyl svétla je neinvazivni technika pouzivana k méfeni velikosti ¢astic v roztoku
na zakladé¢ analyzy fluktuaci intenzity rozptyleného svétla zptisobenych Brownovym pohybem
¢astic, kde mensi molekuly se pohybuji rychleji nez vétsi. Velikost ¢éstic je ur€ena pomoci
Stokesova-Einsteinova vztahu [60]. DLS je idedlni pro analyzu castic v Sirokém rozsahu
velikosti, od nanometrii po mikrometry, coz je uzitecné napiiklad pii studiu liposomt. Kromé
stanoveni velikosti ¢astic mtize DLS poskytovat informace o jejich stabilité, ale pro konkrétni
hodnoceni stability, zejména indikaci agregace nebo destabilizace systému, je klicové méteni
zeta potencialu. Zeta potencial umoznuje sledovat interakce mezi ¢asticemi a predikovat jejich
tendenci k agregaci nebo dispersnim zménam v prubéhu ¢asu [59, 60].

Pti aplikaci metody dynamického rozptylu svétla je na vzorek smérovano koherentni laserové
svétlo, které je nasledné rozptylovano casticemi pritomnymi v roztoku (viz Obrazek 5).
Intenzita rozptyleného svétla vykazuje fluktuace, které jsou monitorovany detektorem
a podrobeny analyze pomoci autokorelacni funkce. Tyto fluktuace jsou piimo zavislé
na rychlosti pohybu &astic, které jsou v roztoku podrobeny Brownovu pohybu. Cim vétsi jsou
Castice, tim pomaleji se pohybuji, coz vede k pomalejSim fluktuacim intenzity svétla. Naopak
mensi ¢astice se pohybuji rychleji, coz se projevuje rychlejsimi fluktuacemi rozptyleného svétla
[61]. Tato dynamika pohybu c¢astic je klicova pro vypocet velikosti ¢astic a jejich rozdéleni
ve vzorku [60].

ND filter
vzorova komora
laser
autokorelaéni ;
Detector )
analyza dat z
lavina fotodioda = ik

Diameter (nm)
distribuce velikosti

Obrazek 5: Schéma méreni DLS [62] (upraveno).

2.5 Elektroforeticky rozptyl svétla a méreni povrchového naboje

Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS) je analytickd technika, kterd umoziuje meéieni
povrchového ndboje Castic na zakladé jejich pohybu v elektrickém poli [63]. Tento proces
vychézi z principu elektroforézy, kdy nabité Castice migruji v kapalném médiu pod vlivem
aplikovaného elektrického pole, ptficemz rychlost jejich pohybu, oznafovand jako
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elektroforetickd mobilita, je pfimo umeérnad jejich zeta potencidlu. Meéfeni probiha
prostiednictvim laserového paprsku, ktery interaguje s casticemi a sleduje zmény ve frekvenci
rozptyleného svétla, coz odpovida Dopplerovu efektu [64].

Povrchovy naboj ¢astic hraje klicovou roli v jejich interakcich a celkové stabilité koloidnich
systému. Dispergované nabité Castice vytvareji elektrickou dvojvrstvu, kterd se sklada ze dvou
hlavnich oblasti: Sternovy vrstvy, kde jsou ionty pevné vazadny na povrch ¢astice
elektrostatickymi a adsorpénimi silami, a difazni vrstvy, kterd obsahuje volné pohyblivé ionty
s dynamickou strukturou ovlivnénou faktory, jako je iontova sila a koncentrace soli. Uvnitf
difazni vrstvy se nachdzi tzv. rovina skluzu, ve které je méfen zeta potencidl — elektricky
potencial klesajici se vzdalenosti od povrchu castice (viz Obrazek 6) [63].

Hodnota zeta potencialu je zasadnim ukazatelem stability koloidniho systému. Systémy, u nichz
se zeta potencidl pohybuje v rozmezi pfiblizn€ -25 mV az +25 mV, jsou povazovany za mén¢
stabilni, protoze slabé elektrostatické odpudivé sily umoznuji agregaci ¢astic. Naopak systémy
s vysSimi absolutnimi hodnotami zeta potencidlu, tedy nad +25 mV nebo pod -25 mV, vykazuji
siln€j$i odpudivé sily, coz ptispiva k vétsi elektrostatické stabilité a omezuje tendenci Castic
ke shlukovani [65]

Charakter zeta potencialu liposomi je pfimo determinovan chemickym slozenim jejich lipidové
dvojvrstvy. Liposomy obsahujici aminofosfolipidy mohou vykazovat pozitivni zeta potencial,
coz je dusledkem ionizace aminovych skupin, které¢ vedou k tvorb¢ kladného naboje. Naopak
liposomy tvofené aniontovymi fosfolipidy, jako je fosfatidylglycerol, obvykle disponuji
negativnim zeta potencidlem, jenz vyplyva z pfitomnosti zaporn¢ nabitych funkénich skupin
téchto fosfolipidi [59]. Diky své schopnosti poskytnout dilezité informace o elektrostatickych
interakcich v roztoku se ELS Siroce vyuziva k charakterizaci koloidnich systémi, vcetné
liposomalnich formulaci. Ptfesné urceni zeta potencidlu pomoci této metody umoziuje
optimalizaci slozeni a podminek ptipravy castic s cilem zajistit jejich dlouhodobou stabilitu
a ucinnost [63, 64].

negativné nabita ¢astice

sternova
vrstva

_skluzova
rovina

Zeta potencial

Obrazek 6: Schéma elektrické dvojvrstvy a zeta potencidalu [64] (upraveno).
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2.6  Stabilizace nanocastic

Stabilita liposomil je kliCovym faktorem pro zachovani jejich Gc¢innosti a bezpecnosti jako
nosica 1é¢iv. Hlavnimi mechanismy destabilizace jsou hydrolyza esterovych vazeb fosfolipidi
a oxidace nenasycenych vazeb [66]. Hydrolyza esterovych vazeb vede k tvorb¢ lysofosfolipidd,
kter¢ mohou byt toxické a zplsobuji zmény ve vlastnostech membran. Tento proces
je minimalni pfi neutralnim pH a teplotach 1-25 °C, pfi¢emz jeho monitoring lze provadét
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) nebo vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC) [67]. Oxidaci nenasycenych vazeb lze efektivné inhibovat pfidavkem antioxidantt,
jako je vitamin E, nebo chelatacnich ¢inidel, naptiklad kyseliny ethylendiamintetraoctové
(EDTA). Dulezitym preventivnim opatienim je také skladovani pti 4 °C a ochrana pied expozici
kysliku a svétlu [68]. Chemicka nestabilita mize vést k uniku enkapsulovanych latek, fizi nebo
agregaci Castic [69].

Stabilitu liposomalnich systému lze vyznamné zvysit nékolika zptsoby. Pfitomnost nabitych
lipidd, jako je fosfatidylglycerol, zvySuje elektrostatické odpuzovani mezi ¢asticemi, ¢imz brani
jejich agregaci. Cholesterol pfispiva ke stabilizaci membrany sniZenim jeji propustnosti
a zvySenim odolnosti va¢i vn&j$im vlivim [70]. Vyznamnou roli hraje také
pH prostiedi — neutralni pufry minimalizuji hydrolyzu lipida.

Lyofilizace pfedstavuje efektivni metodu pro dlouhodobou stabilizaci liposomti. Proces
vyzaduje pouziti lyoprotektiv, pfedevsim neredukujicich disacharidd jako sacharoza, které
chrani liposomy béhem zmrazovani, dehydratace a rehydratace [71]. Tyto cukry interaguji
s polarnimi skupinami fosfolipidii, snizuji teplotu fazového piechodu membranovych
fosfolipidii a udrzuji lipidy v tekutém stavu i v nepfitomnosti vody [72].

Pro dosazeni optimalni stability je nezbytné dodrzovat specifické podminky pfipravy
a skladovani, v¢etné prace s Cistymi lipidy a rozpoustédly, kontroly teploty a pH, minimalizace
pristupu kysliku a zajiSténi sterility prostfedi. Tyto faktory spolecné urcuji dlouhodobou
stabilitu a funk¢nost liposomalnich systémii [73].

2.7  Stabilizace RNA v nanodasticich

Stabilita a biologicka G€¢innost RNA v nanocasticovych systémech zavisi kriticky na riznych
ochrannych mechanismech. Chemickd modifikace RNA piedstavuje jeden ze zédkladnich
ptistupil ke zvySeni stability a terapeutického potencidlu RNA-zaloZenych nanoterapeutik [74].
Pro zlepSeni stability a biologické aktivity RNA molekul bylo vyvinuto né€kolik klicovych
modifikacénich strategii.

Nahrada 2'-hydroxylové skupiny specifickymi substituenty pfedstavuje jeden z nejucinngjSich
pfistupi ke stabilizaci RNA. Byly prokdzany dva hlavni typy modifikaci s vyznamnym
potencialem:

e 2'-O-methyl modifikace: Tato modifikace zahrnuje nadhradu hydroxylové skupiny na 2'
pozici methylovou skupinou, ¢imZ vytvafi sterickou bariéru, kterd chrdni RNA pied
degradaci nukleazami pii zachovani jeji prostorové konfigurace a biologické aktivity [75].
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e 2'-fluoro modifikace: Pfi této modifikaci dochazi k nahrazeni 2' hydroxylové skupiny
fluorem, coz prokazatelné¢ zvySuje termodynamickou stabilitu a zlepSuje vazebné
interakce. Vyzkumy prokazaly, ze 2'-fluoro modifikace vyznamné zlepsuji u¢innost RNA
interference a termalni stabilitu [76].

Strukturdlni modifikace fosfodiesterové patefe RNA piedstavuji dalsi pfistup ke zvySeni
stability. Methylfosfonatova modifikace, spocCivajici v piidani methylové skupiny
na fosfodiesterovou vazbu, prokazala schopnost udrzet stabilitu RNA pifi nizsi toxicité
ve srovnani s jinymi modifikacemi patete [77].

Kromé chemickych modifikaci 1ze RNA stabilizovat pomoci strategii zalozenych na polymerni
ochrané. Interakce mezi polykationtovymi materidly a negativné nabitou RNA ptedstavuje
ucinny pfistup k ochrané. Polyethylenimin (PEI) komplexy, tyto vysoce vétvené struktury
ucinné neutralizuji negativni naboj RNA a zaroven usnadiniuji bunéénou internalizaci [78].
Systémy zalozZené na dendrimerech nabizeji definovanou molekularni architekturu a variabilni
povrchovy naboj, coz umoziuje presnou kontrolu nad enkapsulaci a uvoliiovanim RNA [79].
Ochrana zalozena na chitosanu spoc¢iva v jeho polykationtové povaze, kterd umoznuje silnou
interakci s nukleovymi kyselinami. Diky tomu chitosan vytvafi ochranné komplexy, které
zvySuji bunéény pfijem a zaroven brani degradaci nukledzami [80]. Chitosanové oligomery
mohou podporovat stabilizaci RNA prostfednictvim vicendsobnych elektrostatickych
interakei [81].

Tyto rizné piistupy ke stabilizaci RNA casto pilisobi synergicky a jejich kombinace
v nanoCasticovych systémech muize maximalizovat jak stabilitu, tak terapeutickou
ucinnost [74].
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3  CILE BAKALARSKE PRACE
Cilem této bakalaiské prace je prozkoumani vlivu délky RNA na jeji enkapsulaci
do lipozomalnich ¢astic. Prace se zaméfuje na optimalizaci piipravy stabilni formy
funkcionalizovanych vezikul metodou ultrazvukové sonifikace a jejich naslednou
charakterizaci s ohledem na enkapsula¢ni ucinnost a kratkodobou i dlouhodobou stabilitu.
Soucasti prace je dosazeni nasledujicich dil¢ich cilt:

1) Literarni reSerSe na téma nanocastic a nukleovych kyselin

2) Ptiprava RNA struktur riznych délek

3) Studium vlivu délky struktury na stabilitu RNA molekul a stabilitu samotnych ¢astic

4) Stanoveni enkapsulacni ucinnosti (elektroforéza), velikosti liposomti (DLS)
a dlouhodob¢ a kratkodobé stability ptipravenych funkcionalizovanych ¢astic (DLS)
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4

4.1

EXPERIMENTALNI CAST

Materialy

Materidly a pfistroje potiebné pro izolaci plazmidové DNA (E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi
Kit, elektroforetickd aparatura Mini-Sub Cell GT, zdroj napéti PowerPac 300) byly poskytnuty

Oddé¢lenim biofyzikalni chemie a molekularni onkologie Biofyzikéalniho ustavu Akademie véd

Ceské republiky, v.v.i. Ultrazvukova sonifikace byla provedena pomoci ultrazvukového

homogenizatoru/dispergatoru Bandelin Sonopuls HD 3000 (Sonorex Technik, Némecko).

Veskeré materialy pouzité pii piipraveé nanocastic a piistroje pro méteni dynamického rozptylu
svétla (DLS) a zeta potencialu (Zetasizer Nano ZS) byly poskytnuty Fakultou chemickou

Vysokého uceni technického v Brné. Podrobnosti k pouzitym piistrojim a materidlim
jsou uvedeny v kapitolach 4.1.1,4.1.2 a4.1.3

4.1.1

Pouzity geneticky material

V prubéhu experimentl byl pouzit nasledujici geneticky material:

Bakterialni kultura Escherichia coli TOP10 (obsahujici plazmidovou DNA pBluescript)
DNA zebticek (1 000 bp DNA Ladder; New England Biolabs)

DNA zebti¢ek (O'RangeRuler 10 bp DNA Ladder, ready-to-use; Thermo Scientific)
Izolovana pDNA (o koncentraci 114 pg/ml)

Syntetické oligonukleotidy (Eurofins Genomics; viz Tabulka 1)

Tabulka 1: Oligonukleotidy pouZité pro enkapsulaci do liposomi.

Oligonukleotid Sekvence 5-3°
MS3-17 DNA AGGGAGGGAGGGAGGGA
RAN-17 DNA GATTGCCATTCTCTCAA
MS3-17 RNA AGGGAGGGAGGGAGGGA
RAN-17 RNA GAUUGCCAUUCUCUCAA

4.1.2 Pristroje a pomiicky

Spektrofotometr NanoDrop 2000, Thermo Scientific, (USA)

Transiluminator Amersham Imager 680, Cytiva, (USA)

Software pro denzitometrickou analyzu elektroforetickych pruhi ImagelJ, National
Institutes of Health (NIH, USA)

DLS analyzator — Zetasizer Nano ZS, Malvern (UK)

Analytické vahy, Boeco (Nemecko)

Automatické pipety v réznom rozsahu objemu — Discovery (Nemecko), Biohit
(Nemecko)

Mikrocentrifiga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Nemecko)

Temperovana trepacka, Hiedolph Inkubator 1000 (Nemecko)

Ultrazvokovy homogenizator/dispergator — Bandelin Sonoplus HD3000 — Sonorex
Technik (Nemecko)

Centrifuga, Mini Spin plus, Eppendorf (Némecko)
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4.1.3

Inkubator, Innova 44, New Brunswick Scientific (USA)

Magnetickd michacka, MSH-30 A, WiseStir (Jizni Korea)

Ptredvazky, TE 412, Sartorius (Némecko)

MikrovInny autoklav, Microjet Personal Microwave Autoclave, Enbio (Svycarsko)
Vortex, IKA 4 digital, IKA (Némecko)

Zdroj napéti, PowerPac 300, Bio-Rad (USA)

Elektroforeticka aparatura, Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad (USA)

Elektroforeticka aparatura, Mini Protean Tetra Cell System, Bio-Rad (USA)
Laminarni box, Biosan, Biotech spol. s r.o. (Ceska republika)

Chemikalie

V pritbéhu experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici chemikalie a reagencie:

4.14

Ampicilin (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit — izolace pDNA (Omega BIO-TEK, USA)
Ethanol (100 %) (Penta, Cesko)

Lecitin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Cholesterol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Agardza (Serva, Némecko)

GEL Red — fluorescen¢ni barvivo pro vizualizaci DNA (Sigma-Aldrich, Némecko)
Akrylamid:bisakrylamid 19:1 (Serva, Némecko)

Butanol (Penta, Cesko)

LB nanaseci barvivo 6x DNA Loading Buffer, ready-to-use; (Thermo Scientific, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA; Lach-ner, Cesko)

Kvasinkovy extrakt (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

Kyselina octova (Lach-ner, Cesko)

Peroxodisiran amonny (Promega, USA)

Tetramethylethylendiamin — TEMED (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Tris (Serva, Némecko)

Trypton (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

Chlorid sodny — NaCl (Penta, Cesko)

Chlorid draselny — KCI (Penta, Cesko)

Sachar6za (Lach-ner, Cesko)

Trypton (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

Kvasinkovy extrakt (Duchefa Biochemie, Nizozemsko)

PCR-grade voda bez nukleaz (Sigma-Aldrich, Némecko)

50x TAE puft: Tris, kyselina octova, EDTA (vlastni pfiprava)

1% TBE puft: Tris, kyselina boritd, EDTA (vlastni ptiprava)

PBS — fosfatovy pufr (VWR, USA)

Pouzita média a roztoky

Phosphate Buffered Saline (PBS), 10x, Ultra Pure Grade, VWR, USA.
LB médium (100 ml): 1 % trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl,
LB nanaseci pufr (10 ml): 40% sachardza.
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e Agarozovy gel (50 ml): 1,0 % (w/v) agarozy, 2,0 % (v/v) 50x TAE pufru a 0,002 % (v/v)
GelRedu.

e Polyakrylamidovy gel (10 ml): 8,0% (v/v) roztoku 19:1 akrylamid:bisakrylamid,
33,0 % (v/v) 1x TBE pufru (z 0,33% zasobniho roztoku), 50 mM KCI, 0,005 % (w/v)
persiranu amonného a 0,003 % (v/v) tetramethylethylendiaminu (TEMED).

e 50x TAE pufr: 24,2 % (w/v) Tris, 1,86 % (w/v) EDTA, a 5,71 % (v/v) kyseliny octové.

4.2  Izolace plazmidové DNA (pDNA)

Proces izolace plazmidové DNA zahrnoval pfipravou a kultivaci bakterialni kultury a naslednou
izolaci pDNA pomoci komerc¢n¢ dostupného kitu. Byla provedena extrakce a purifikace
plazmidové DNA z 50 ml kultury E. coli TOPI0. Nasledna izolace probihala v souladu
s protokolem dodanym v soupravé E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit (Omega Bio-tek).
Po extrakci byla stanovena koncentrace izolované pDNA pomoci spektrofotometrického
meéfeni na pfistroji Nanodrop. Plazmidova DNA byla nasledné uchovéna pfi teploté -20 °C
pro dlouhodobé skladovani a dalsi experimentalni pouziti.

4.3  Horizontalni elektroforéza pDNA

Byl pfipraven 1 % agarézovy gel s pridavkem 0,002 % (v/v) interkalacniho barviva (GelRed).
Elektroforetickd vana byla naplnéna 1x koncentrovanym TAE pufrem tak, aby agardzovy gel
byl zcela ponotfen. Do jednotlivych jamek gelu byly pipetovany pfipravené smési obsahujici
DNA, barvivo (LB nanaseci pufr) a deionizovanou vodu. Pro kazdou jamku byla pfipravena
smés obsahujici 100 ng DNA, 2 ul LB nanéseciho barviva o koncentraci 6% a deionizovanou
vodu do celkového objemu 12 pl. Jako molekularni standard byl pouzit 1 000bp DNA Zebrticek,
ktery slouzil k pfesnému urceni velikosti izolovanych fragmentt.

Elektroforéza byla provedena pii konstantnim napéti 90 V po dobu 45 minut. Po ukonceni
elektroforézy byl gel vyjmut a sniman na transiluminatoru. Vzorky izolované pDNA byly
pro zajisténi uniformity vzorki spojeny a vysledna koncentrace byla upravena na 114 pg/ml.

Enkapsulaéni Uc¢innost byla vyhodnocena na zakladé porovnani intenzity elektroforetického
pruhu volné pDNA v supernatantu se signalem odpovidajicim stejné koncentraci pDNA pied
enkapsulaci. Analyza byla provedena pomoci programu ImagelJ, kde byly kvantifikovany
plochy pruhti (intenzity signalu). Enkapsula¢ni ucinnost (EE) byla vypoctena podle
nasledujiciho vztahu:

EE (%) =100 — (%= x 100), (1
0

kde A5 je plocha pruhu volné pDNA v supernatantu, 4y je plocha pruhu referen¢niho vzorku se
stejnou koncentraci pDNA pted enkapsulaci.

4.4  Vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

Stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti u vzorkll liposomalnich ¢astic obsahujicich syntetické
oligonukleotidy bylo provedeno pomoci vertikalni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
a nasledného stanoveni denzitometrické analyzy programem ImgelJ. Do gelu bylo pfidano
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interkala¢ni Cinidlo GelRed (Sigma-Aldrich) v koncentraci 0,005 % (v/v) pro néslednou
vizualizaci DNA.

Elektroforeticka vana byla naplnéna pufrem tak, aby hladina pokryvala povrch gelu a umoznila
rovnomérné vedeni elektrického proudu. Do jednotlivych jamek byly aplikovany smési
obsahujici DNA a LB nandSeci pufr. Pro kazdou jamku byla pfipravena smés o celkovém
objemu 48 ul, kterd obsahovala 40 pl vzorku supernatantu po enkapsulaci a 8 pl zatézového
barviva (40 % sachar6za). Jako molekularni standard byl pouzit 10 bp DNA Zzebficek, slouzici
k ptfesnému urceni velikosti fragmenti. Elektroforéza byla provedena pii konstantnim napéti
50V po dobu 90 minut. Po jejim ukonceni byl gel vyjmut a vizualizovdn pomoci
transiluminatoru.

4.5  Odstranéni lecitinu ze vzorki DNA

Za ucelem odstranéni interferujici absorpce zplsobené pritomnosti lecitinu ve vzorcich DNA
byly testovany dvé purifikacni metody: precipitace ethanolem a ¢iSténi pomoci komeréné
dostupného kolonkového systému urceného k izolaci plazmidové DNA. Obé& metody byly déle
vyhodnoceny z hlediska u¢innosti odstranéni lecitinu, vytézku DNA a vhodnosti pro nasledné
spektrofotometrické stanoveni.

4.5.1 Izolace pomoci precipitace ethanolem

V piipad¢ precipitace ethanolem byl ke 50 pul vzorku DNA obsahujicimu lecitin pfidan
2,5nasobny objem (125 pl) ledoveé vychlazeného 100 % ethanolu. Smés byla jemné promichana
pfevracenim zkumavky a inkubovéna pti -20 °C ptes noc, pro dosazeni Uplné precipitace DNA.
Nasledné byl vzorek centrifugovan pii 14 000 ot/min po dobu 15 minut pii 4 °C. Po odstranéni
supernatantu byla peleta promyta 200 pl 70 % ethanolu (rovnéz ledové vychlazeného) a opét
odstfedéna. Peleta byla poté ponechana voln€ vyschnout na vzduchu (5—10 minut) a znovu
rozpus$téna v 10 pl sterilni deionizované vody. Pro podporu rozpusténi byla provedena inkubace
pti 37 °C po dobu 10-15 minut.

4.5.2 Izolace pomoci kolonek

Druhou testovanou metodou byla purifikace pomoci kolonek z komeréné dostupné izolacni
sady pro pDNA. Do vzorku byla pfidiana potfebnd mnozstvi ethanolu a roztok byl aplikovan
na ¢istou kolonku. Po odstfedéni pti 12 000 ot/min po dobu 1 minuty bylo provedeno promyti
kolonky 500 pl isopropanolu (centrifugace 14 000 ot/min, 5 minut) a nasledné 700 pl ethanolu
(centrifugace 14 000 ot/min, 30 sekund). Po diikladném vysuSeni byla DNA eluovana do Cisté
zkumavky pomoci 10 pl elu¢niho pufru s Sminutovou inkubaci.

4.6  Ptiprava liposomu

Pro naslednou enkapsulaci plazmidové DNA byly pfipraveny liposomalni vzorky s navazkami
lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg, 4,5 mg a 0,5 mg, piicemz byl v kazdém ptipad¢ zachovan molarni
pomeér lecitin:cholesterol 9:1. Vzorky byly doplnény deionizovanou vodou do celkového
objemu 1 ml. Mnozstvi jednotlivych lipidovych slozek bylo ve variantich vzorkt umérné
upraveno dle zvolené navazky lecitinu. Podrobné sloZeni jednotlivych vzorka je uvedeno
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v tabulce 2.  Pfipravend  smés  byla  nasledné  sonifikovdna  ultrazvukovym
homogenizatorem/dispergatorem Bandelin Sonopuls HD 3200, Sonorex Technik, Némecko,
pfi intenzité¢ 50 % po dobu jedné minuty (pulzni rezim: 6% 10 sekund), pfi¢emz byla soucasné
chlazena ve vodni lazni.

Tabulka 2: Pouzité koncentrace lipidovych slozek pro pFipravu liposomii.

Oznaceni MnoZstvi lecitinu [mg/ml] MnoZstvi cholesterolu [mg/ml]
Vzorek 1 18,0 2,0
Vzorek 2 9,0 1,0
Vzorek 3 4,5 0,5
Vzorek 4 1,8 0,2

4.6.1 Enkapsulace plazmidové DNA do liposomii

Ptiprava liposomli s plazmidovou DNA byla provadéna ve sterilnim prostiedi za pouziti
laminarniho boxu Biosan, dodaného firmou Biotech spol. s r.o., Ceskd republika.
Pro enkapsulaci DNA byly pfipraveny tii varianty liposomalnich vzorki lisici se koncentraci
lipidovych slozek, a to vzorek 1, vzorek 2 a vzorek 3, které jsou uvedeny v tabulce 2. V ramci
optimalizacniho procesu byly do kazd¢ smési enkapsulovany ¢tyfi rizné koncentrace pDNA
(1,00 5,00 0,10 a 0,01 pg/ml). Pfipravené smési byly nasledné sonikovany, jak je popsano
v kapitole 4.6. Pelet obsahujici enkapsulované castice spDNA byl resuspendovan
v deionizované vodg.

4.6.2 Enkapsulace syntetickych oligonukleotidii

Na zaklad¢ ptedchoziho optimalizaéniho procesu byly stanoveny podminky pro piipravu castic
s plazmidovou DNA a néasledné aplikovany také pii pfipravé castic se syntetickymi
oligonukleotidy. Syntetické oligonukleotidy od spole¢nosti Eurofins Genomics byly pied
enkapsulaci rozpuStény ve sterilnim prosttedi v1ml PCR vody bez nukledz.
Po centrifugaci pti 14 000 otackach za minutu po dobu 60 minut byl supernatant odebran a pelet
obsahujici enkapsulované castice byl resuspendovan a inkubovéan v PBS pufru temperovaném
na 37 °C.

4.7  Stanoveni velikosti a stability ¢astic

Resuspendované vzorky byly 100x nafedény destilovanou vodou. Velikost ¢astic byla ur¢ena
pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) za pouZiti pfistroje Zetasizer. Roztoky ¢astic byly
prevedeny do kyvety a nasledné¢ byla zméfena distribuce velikosti, primérnd velikost
a polydisperzita Castic.

Stabilita castic byla hodnocena na zdkladé méfeni zeta potencidlu, rovnéz pomoci pfistroje
Zetasizer. Roztoky ¢astic byly opét 100x natedény. Do kyvety bylo pfemisténo 1 ml natedéného
roztoku, vlozen elektrodovy ndstavec a poté provedeno meéteni. Ze zjisténych hodnot zeta
potencialu byla odvozena stabilita ¢astic. Castice s hodnotou zeta potencialu vys§i nez £25 mV
jsou obecné povazovany za elektrostaticky stabilni, protoze odpudivé sily mezi nabitymi
Casticemi zabranuji jejich agregaci [65]
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Stabilita c¢astic byla hodnocena ve dvou odliSnych casovych obdobich, odpovidajicich
kratkodobému a dlouhodobému sledovani. Kratkodoba stabilita byla definovéana jako hodnota
zeta potencidlu namétfena bezprosttedné po pripravé castic. Dlouhodoba stabilita byla
hodnocena po jednom tydnu a nésledné¢ po dvou tydnech od ptipravy. Po celou dobu byly
vzorky uchovavany v roztoku PBS pufru (pH 7.,4) pfi teploté 37 °C a jemn¢ promichavany na
laboratorni tfepacce nastavené na 100 otacek za minutu. V jednotlivych casovych bodech byly
odebrany alikvoty, které byly podrobeny méteni zeta potencialu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pred samotnou enkapsulaci DNA a RNA oligonukleotidii a sledovanim dlouhodobé
1 kratkodobé stability piipravenych castic bylo nezbytné proces enkapsulace nukleovych
kyselin optimalizovat. K optimalizaci byla vyuzita plazmidova DNA o koncentraci 1,00; 5,00;
0,10 a 0,01 pg/ml, izolovana z bakteridlni kultury E. coli TOP10 navrzené pro vysokou
produkeci cilového plazmidu, a Ctyfi rizné smési s navazkami lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg, 4,5 mg
a 1,8 mg pi1 zachovaném molarnim poméru lecitin:cholesterol 9:1, u nichz byla sledovéana
velikost a polydisperzita vytvofenych c¢astic. Béhem procesu optimalizace byla na zakladé
enkapsulacni u¢innosti vybrana vhodna koncentrace nukleovych kyselin a nejvhodné&jsi smés
lipidovych slozek s navazkou lecitinu 18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg (molarni pomér 9:1), ktera
byla nasledné€ pouzita pro enkapsulaci syntetickych oligonukleotidt. U téchto vzorki byla dale
sledovana stabilita 1 v delSim ¢asovém obdobi.

5.1 Optimalizace sloZeni lipidové smési

Vzhledem k omezenému mnozstvi dostupného enkapsulovaného materialu a soucasné nutnosti
pracovat v minimélnich objemech bylo pfistoupeno k optimalizaci slozeni lipidové smési.
Optimalizace byla provedena za uclelem dosazeni dostateCné stability liposomi, vhodné
velikosti ¢astic a optimalnich fyzikalné-chemickych vlastnosti pro néaslednou enkapsulaci
plazmidové DNA. Zaroven bylo tieba ovéfit, jak budou liposomdlni systémy reagovat
na experimentadlni podminky v prosttedi s redukovanym objemem a pii pouziti zizené
sonikaéni sondy MS 72. SniZené pracovni objemy a limitované mnozstvi biologického
materialu neumoziovaly vyuziti diive zavedenych protokoll, a proto byla uprava slozeni
a koncentrace lipidovych slozek nezbytna.

Pro tento cel byly pfipraveny liposomy ve ¢tyfech variantach s riznymi navazkami lecitinu
(18,0 mg, 9,0 mg, 4,5 mg a 1,8 mg) pti zachovaném molarnim poméru lecitin:cholesterol 9:1,
jak je uvedeno v tabulce 2. Nasledné byly u vSech vzorkli analyzovany velikost cCastic,
polydisperzita (PDI) a zeta potencidl pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS),
jak je popséno v kapitole 4.7.

Vysledky téchto méfeni jsou shrnuty v tabulce 3 a zobrazeny na obrazku 7. Na zadkladé
ziskanych dat bylo zjiSténo, Ze vzorky pfipravené¢ s navazkami lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg
a 4,5 mg pti zachovaném molarnim poméru lecitin:cholesterol 9:1 vykazovaly nizkou hodnotu
polydisperzity (PDI<0,4) a dostatecné zéporny zeta potencidl v rozmezi -26,8+0,45
az -40,7+0,21 mV, coz svéd¢i o vyssi stabilité liposomalnich Castic [63, 65]. Naproti tomu
vzorek pripraveny s navazkou lecitinu 1,8 mg dosahoval méné negativni hodnoty zeta
potencidlu (-24,4+0,21 mV), coz miZe signalizovat niz$i stabilitu suspenze za danych
podminek. Velikost ¢astic se pohybovala v rozmezi 138,5+3,7 az 244,2 +4,1 nm, pficemz
s klesajici koncentraci lipidovych slozek dochdzelo k mirnému zmenseni prumérné velikosti
castic.

Na zaklad¢ téchto parametr byly jako nejvhodné&jsi pro néslednou enkapsulaci plazmidoveé
DNA vybrany vzorky pfipravené s navazkami lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg a 4,5 mg. Tyto vzorky
vykazovaly kombinaci nizké polydisperzity, dostate¢né zdporného zeta potencidlu a velikosti
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castic. Prestoze nékteré velikosti mirné ptesahuji literaturou doporu¢ovanou hranici 200 nm,
hodnoty zeta potencidlu u vSech vybranych vzorkii byly nizsi nez -25 mV, coz podle literarnich
udajii zajistuje elektrostatickou stabilitu koloidniho systému. Z téchto divodi lze uzavfit,
ze vybrané formulace svymi vlastnostmi obecné odpovidaji pozadavkim pro genové
dorucovani [48].

Tabulka 3: Prumérna velikost, polydisperzita a stabilita liposomii.

leci tin:ch?)lllzstserol [mg] Velikost [nm] Polydisperzita |[-] Zeta potencial [mV]
18,0:2,0 2442 +4,1 0,399 + 0,004 -40,7+0,21
9,0:1,0 2354+32 0,338 £0,001 -26,1 +£1,41
4,5:0,5 138,5+3,7 0,233 £ 0,001 -26,8+0,45
1,8:0,2 2272+1,5 0,286 £ 0,002 -24,4+0,21

Zeta potencial [mV]

T T T T
18,0:2,0 9,0:1,0 4,5:0,5 1,8:0,2

Stanovovany material [-]

Obrazek 7: Viiv navazek lecitinu a cholesterolu (v mg, pri zachovaném molarnim poméru 9:1) na
hodnotu zeta potencialu pripravenych liposomalnich castic. Cervend ¢dra zndzoriuje hranicni hodnotu

=25 mV, pod kterou jsou systémy povazovany za elektrostaticky stabilni.

5.2  Optimalizace pripravy Castic s pDNA

Vzhledem k omezené dostupnosti syntetickych oligonukleotidt byl jako modelovy systém pro
pocatecni experimenty zvolen plazmidovy DNA vektor pBluescript, jenz umozZnil ovéteni
a optimalizaci metodiky enkapsulace bez rizika spotteby syntetickych vzorkl. Plazmidova
DNA byla izolovana z bakterialni kultury E. coli TOP10 pBluescript za pouziti komercné
dostupné izola¢ni sady, a to podle postupu popsaného v kapitole 4.2

Po izolaci byla integrita a Cistota pDNA ovétena horizontalni elektroforézou v 1 % agar6zovém
gelu, jak je uvedeno v kapitole 4.3. Elektroforéza umoznila vizualizaci jednotlivych forem DNA
a zaroven posouzeni Uspésnosti izolacniho postupu (viz Obrazek 8). Celkem bylo analyzovéano
pét vzorkl s nasledujicimi koncentracemi — vzorek 1: 225,094 ng/ul, vzorek 2: 167,779 ng/ul,
vzorek 3: 30,671 ng/ul, vzorek 4: 49,519 ng/ul, vzorek 5: 27,528 ng/ul. Pro orientacni
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stanoveni velikosti fragmentl byl jako referen¢ni standard pouzit 1 000 bp DNA zebficek,
jehoz velikostni rozsah byl 500-10 000 bp. VSechny referencni hodnoty uvedené po levé
a pravé strané elektroforetického obrazu odpovidaji jednotlivym hmotnostnim standardim
tohoto Zebiicku (viz Obrazek 8). Vysledky elektroforézy potvrdily pfitomnost tifi forem
pDNA — nadsroubovicové, linearni a otevieného kruhu (tzv. relaxed circle). Nadsroubovicova
forma o velikosti pfiblizné 1 500 bp dominovala ve vSech vzorcich a odpovidala o¢ekavané
kompaktni struktute pBluescript [82]. Ve vzorcich 1 a 2 byla dale identifikovana linearni forma
(~3 000 bp) coz odpovida predpokladané velikosti plazmidu pBluescript II SK (-) [83], zatimco
vzorky 4 a 5 obsahovaly pievazné relaxovanou formu s odhadovanou velikosti kolem
10 000 bp. Na zaklad¢ elektroforetické analyzy bylo potvrzeno, Ze izolace probehla uspésné
a ze vysledné vzorky vykazuji dostateCnou cistotu i1 strukturalni integritu pro nasledné
experimenty.

s s Zebiitek 1 2 3 4 5 Zebiiek
’ (1kb) [ng/n] [ng/n] [ng/u [ng/n1 [ng/nl] (1kb)
21 225,094 167,779 30,671 49,519 27,528 - 11
-
!
!
!
!
.

10,0 kb — ~10,0 kb

8,0 kb

6,0 kb

5,0 kb

4,0 kb ~o

20kb ~3,0 kb

206

L5k Comar T T GRS e— ~1,5Kkb

1,0kb

|
{7

0,5kb

Obrazek 8: Analyza plazmidové DNA izolované z E. coli TOP10 pBluescript pomoci agardozové gelové
elektroforézy (1 % agaroza). Bylo analyzovano pét vzorkit pDNA o riznych koncentracich: vzorek 1:
225,094 ng/ul, vzorek 2: 167,779 ng/ul, vzorek 3: 30,67 ng/ul, vzorek 4: 49,519 ng/ul, vzorek 5:
27,528 ng/ul. Jako referencni standard byl pouzit 1 000bp DNA Zebricek (okrajové starty gelii vievo i
vpravo), jehoz velikosti jsou uvedeny po strandach gelu (rozsah 0,5-10,0 kb). Elektroforéza prokazala
pritomnost t7i forem plazmidové DNA: nadsroubovicové (~1 500 bp), linearni (~3 000 bp) a relaxované
(~10 000 bp) — odpovidajici velikosti zndazornény vpravo.

5.3  Testovani vhodnych metod pro stanoveni enkapsulaéni Gcinnosti

V ramci této faze experimentu byly testovany rtizné varianty vzorki pfipravenych s navazkami
lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg a 4,5 mg, pfi zachovaném molarnim pomeéru lecitin:cholesterol 9:1
(viz kapitola 4.6). Cilem bylo ovéfit vliv mnoZstvi lipidové faze na stabilitu pfipravenych ¢astic
a schopnost enkapsulace plazmidové DNA (pDNA). Za ucelem stanoveni enkapsulacni
ucinnosti bylo provedeno nékolik experimentt.
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Stanoveni enkapsula¢ni U¢innosti bylo provedeno ze supernatantu po centrifugaci vzorki pfi
14 000 ot/min po dobu 60 minut. Soucasn¢ byly testovany rtizné koncentrace pDNA (1,00,
5,00, 0,10 a 0,01 pg/ml) (viz kapitola 4.6.1). Tyto koncentrace byly zvoleny s cilem
optimalizovat podminky enkapsulace pro nizké mnozstvi nukleovych kyselin v malych
objemech a zaroven zohlednit omezené mnozstvi RNA pouzitelnych v dalSich experimentech.

Piimé stanoveni koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich je bézné provadéno pomoci
UV/VIS spektrofotometrie, ktera umoznuje kvantifikaci na zékladé absorbance pii 260 nm
[84]. Z tohoto dlivodu byly vzorky supernatantu ziskané po pfipraveé liposomalnich castic,
obsahujici potencialné¢ neenkapsulovanou pDNA, nejprve analyzovany pomoci kompaktniho
UV/VIS spektrofotometru uréeného pro praci s malymi (nano) objemy.

Vysledky spektrofotometrického méteni (viz Obrazek 9) ukdzaly, ze samotny cholesterol
vykazuje v rozsahu 220-400 nm velmi nizkou absorbanci, zatimco lecitin vykazuje vyraznou
absorpci v oblasti 220 az 300 nm [85], s maximem v blizkosti 260 nm. Tato skutecnost
znemoznila pfesné stanoveni koncentrace pDNA ve vzorcich supernatantu, nebot’ maximum
pDNA se nachazi rovnéz pii této vinové délce. Pritomnost lecitinu byla potvrzena i ve spektrech
vSech vzorki obsahujicich enkapsulovanou pDNA [65, 86]

Za ucelem odstranéni interferujici absorpce zpisobené lecitinem byly testovany dvé metody
purifikace: extrakce ethanolem (viz kapitola 4.5.1) a pouziti kolonek z komer¢ni izola¢ni sady
pro pDNA podle kapitoly 4.5.2. Ani jedna z metod vSak neposkytla uspokojivé vysledky.
Spektra po ethanolové extrakci nadale vykazovala absorpéni pasy odpovidajici lecitinu nebo
ethanolu. U kolonkami purifikovanych vzorkti byl navic zaznamenan nizky vytézek pDNA
(pouze 9,1 %), coz naznacuje vyrazné ztraty béhem procesu [87].

Z téchto ditvodl byla jako hlavni metoda pro kvantitativni stanoveni volné (neenkapsulované)
pDNA zvolena horizontdlni agarézova elektroforéza, jejiz vysledky byly nasledné
vyhodnoceny pomoci denzitometrické analyzy (Imagel). Tento piistup umoznil zohlednit vliv
pfitomnych lipidli a zaroven poskytl dostateCnou citlivost pro méteni nizkych koncentraci
nukleovych kyselin.
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= . leZé‘iltﬁ] %?égug/ml — Smés 9,0:1,0_0,10 pg/ml
8 80 — Smés 9,0:1,0_0,01 pg/ml
g | — Cholesterol 1 mg Smés 4,5:0,5_1,00 tg/ml
§ 60 — Smés 4,5:0,5_5,00 pg/ml
e} — Smés 4,5:0,5_0,10 pg/ml
< 1 Smés 4,5:0,5_0,01 pg/ml
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Obrazek 9: Absorpcni spektra vzorkii liposomalnich castic s enkapsulovanou pDNA, samotné pDNA a
Jednotlivych komponent (lecitin, cholesterol) v rozsahu 220—-400 nm. Oznaceni vzorkii ve formdtu ,,smes
XY Z* v legendé odpovida navazce lecitinu (Xmg) a cholesterolu (Y mg) pri zachovaném moldarnim
pomeéru 9:1, kde ,,Z* predstavuje koncentraci enkapsulované pDNA ve vzorku (v ug/ml). Napriklad
,Smes 18,0:2,0 1,00 oznacuje vzorek pripraveny s 18,0 mg lecitinu, 2,0 mg cholesterolu a 1,00 ug/ml
PpDNA..

5.4  Velikost a stabilita liposomi s plazmidovou DNA

Liposomy s plazmidovou DNA byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.1.
U pftipravenych vzorkl byla provedena charakterizace velikosti ¢astic podle kapitoly 4.7, déle
byly stanoveny hodnoty polydisperzniho indexu (PDI) a zeta potencialu (ZP) (viz kapitola 4.7),
pfi¢emz hodnota ZP byla pouZita jako ukazatel koloidni stability ¢astic. Ziskané hodnoty byly
nasledné porovnany mezi jednotlivymi vzorky s cilem vyhodnotit vliv mnozstvi lipidové faze
a koncentrace enkapsulované¢ DNA na fyzikalné-chemické vlastnosti systému.

Bylo ptipraveno celkem 15 vzorkl, které zahrnovaly jak referen¢ni kontrolni vzorky
bez ptidavku plazmidové DNA, tak vzorky s rGznymi koncentracemi plazmidové DNA
a rozdilnym sloZenim lipidové smé&si. Navazky lecitinu a cholesterolu v jednotlivych smésich
byly zvoleny tak, aby odpovidaly hmotnostnim kombinacim 18,0 mg:2,0 mg, 9,0 mg:1,0 mg
a 4,5 mg:0,5 mg (lecitin:cholesterol), pfi¢emz ve vSech ptipadech byl zachovan molarni pomér
9:1. Tyto varianty byly déle oznaceny jako smés A (18,0:2,0 mg), smés B (9,0:1,0 mg) a smé&s
C (4,5:0,5 mg); jejich konkrétni slozeni je uvedeno v tabulce 2. Piehled ptipravenych vzorkt
zahrnoval referen¢ni kontrolni vzorky, tedy liposomy pfipravené ze Smési A, Smési B a Smési
C bez pfidavku plazmidové DNA, a dale vzorky s enkapsulovanou plazmidovou DNA
v koncentracich 1,00, 5,00, 0,10 a 0,01 pg/ml, pfipravené ze Smési A, Smési B a Smési C.

Na zakladé vysledkti uvedenych v tabulce 4 bylo zjiSténo, ze vzorky piipravené ze smesi A
vykazovaly nejnizsi hodnoty primérné velikosti ¢astic (224,0+ 1,1 az 250,7 £2,5 nm), nizké
hodnoty PDI (0,392 +0,001 az 0,434+0,012) a vyrazné zaporné hodnoty zeta potencidlu
(-36,5+0,6 az -42,5+0,6 mV), coz naznacuje vysSsi koloidni stabilitu téchto liposomalnich
systému (viz Obrazek 10).
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U vzorkt ptipravenych ze smési B a smési C byly naopak naméteny vyssi hodnoty pramérné
velikosti ¢astic (az 370,9 =30,1 nm), vy$si hodnoty PDI (az 0,744 +0,012) a méné€ negativni
hodnoty =zeta potencidlu (-19,5+0,8 az -27,2+0,3mV). Tyto vysledky poukazuji
na niz$i koloidni stabilitu a vyssi heterogenitu velikostniho rozlozeni ¢astic [65].

Tabulka 4: Priimérné hodnoty velikosti castic, polydisperzniho indexu (PDI) a zeta potencialu (ZP)

liposomui pripravenych ze Smési A, B a C po enkapsulaci plazmidové DNA v riiznych koncentracich.
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ smerodatna odchylka

Koncentrace Zeta potencial
Smés pDNA ve vzorku | Velikost [nm] Polydisperzita |[-] P
[mV]
[ng/ml]
1,00 2455+9,7 0,434+0,012 -36,5+0,6
5,00 224,0+1,1 0,392 +0,001 -419+0,5
A (18,0:2,0) 0,10 248,9+3.6 0,433+ 0,002 -42.5+0,6
0,01 250,7+2,5 0,414 +0,001 -37,0+£2,1
1,00 370,9+30,1 0,744 +0,012 -19,7+0,9
B (9,0:1,0) 5,00 279,4+179 0,548 +£0,006 -19,5+0,8
[ 0,10 214,5+3,5 0,438 +0,003 -24,4+0,4
0,01 2323+5,6 0,417+ 0,005 -23,0+1,3
1,00 169,0+ 4,5 0,448 £ 0,007 -272+0,3
5,00 227.5+10,7 0,399 +0,001 -21,7+0,7
C (4,5:0,5) 0,10 2450+9,4 0,456 +0,008 -23,1+1,1
0,01 193,8+7,8 0,490 + 0,003 -24,7+0,8
>
)
=
£
s
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Obrazek 10: Zeta potencial liposomalnich castic pripravenych z lipidovych smési A (18,0 mg:2,0 mg),
B (90mg:1,0mg) a C (4,5mg:0,5mg) pri riuznych koncentracich enkapsulované plazmidové DNA
(1,00; 5,00; 0,10 a 0,01 ug/ml). Osa X oznacuje konkrétni kombinaci lipidové smési a koncentrace
PDNA pouzité ve vzorku. Cervend cara zndzorituje hodnotu —25 mV, kterd predstavuje hranicni mez pro
elektrostatickou stabilitu koloidniho systému — hodnoty pod touto hranict jsou obecné povazovany za
stabilni.
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5.5 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti horizontalni elektroforézou

Za ucelem stanoveni enkapsulacni UcCinnosti byla provedena horizontalni agar6zova
elektroforéza (viz kapitola 4.3), jejiz vysledky jsou uvedeny na obrazku 11. V ramci této faze
experimentu byly testovany rtizné varianty liposomalnich vzorkl pfipravenych s navazkami
lecitinu 18,0 mg, 9,0 mg a 4,5 mg (smési A, B a C), pficemz ve vSech ptipadech byl zachovan
molarni pomér lecitin:cholesterol 9:1. Soucasné byly pro kazdou variantu testovany Ctyfi
koncentrace plazmidové DNA: 1,00; 5,00; 0,10 a 0,01 pg/ml. Na gel byly naneseny vzorky
samotné¢ pDNA, kontrolni vzorky liposomalnich ¢astic bez pDNA a vzorky obsahujici
enkapsulovanou pDNA. Ve vSech piipadech byl zachovan konstantni objem nanesené¢ho
vzorku, aby bylo mozné porovnavat intenzitu elektroforetickych pruhi. U nékterych vzorkt
neenkapsulovanych lipidovych slozek, zejména lecitinu a cholesterolu, jez se vyskytovaly
jak ve vzorcich s pDNA, tak i v kontrolnich vzorcich bez pDNA.

Enkapsulacni ucinnost byla GspéSné stanovena u vzorkil pfipravenych s navazkou lecitinu
18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg pii zachovaném moldrnim poméru lecitin:cholesterol 9:1.
U vzorku obsahujiciho liposomy a pDNA v koncentraci 1 pg/ml ¢inila enkapsulacni u¢innost
8,7 % + 0,35 %. U vzorku s koncentraci pDNA 5 pg/ml byla stanovena enkapsulaéni Gi¢innost
34,6 % + 1,38 %. U ostatnich vzorki nebyly ziskany definovatelné hodnoty z divodu vysokého
pozadi zpisobeného ptitomnosti lipidovych slozek [65, 86].

Vysledky byly porovnany s dostupnou literaturou — napt. se studii Bailey a Sullivan et al.
(2000) [88], v niz byly plazmidové DNA enkapsulovany do liposomii pomoci sonifikace.
Ve zminéné praci byly pfipraveny stabilni liposomy o velikosti pfiblizné¢ 150-200 nm
se zapornym zeta potencidlem okolo -40 mV a s vysokou enkapsulacni u¢innosti dosahujici
az 80 %. V porovnani s touto studii byly v prezentovaném experimentu ziskany liposomy
s obdobnymi hodnotami ZP, avSak vy$§imi velikostmi ¢astic a niz§i enkapsulacni G€¢innosti,
coZz muze byt zplsobeno rozdilnymi pomeéry lipid/DNA, odliSnymi parametry sonifikace
¢1 sloZzenim lipidovych slozek.

Na zéklad¢ téchto vysledki byla pro dalsi enkapsulacni experimenty s oligonukleotidy zvolena
lipidova smés pfipravend s navazkou lecitinu 18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg pfi zachovaném
molarnim poméru lecitin:cholesterol 9:1 a koncentraci oligonukleotidd 5 pg/ml, kterad
se v predchozich experimentech ukdzala jako nejvhodnéjsi z hlediska stability systému
a méfitelnosti enkapsulacni G€innosti.
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Obrazek 11: Horizontalni agarozova elektroforéza vzorkii pDNA a liposomii s riznymi poméry
lecitin:cholesterol (18:2; 9:1; 4,5:0,5) a koncentracemi pDNA (1,00, 5,00; 0,10; 0,01 ug/mi).
Drahy 2—5: samotna pDNA (1,00; 5,00, 0,10, 0,01 ug/ml); drahy 6-8: prazdné liposomy (18:2; 9:1;
4,5:0,5); drahy 9—12: liposomy 18:2 s pDNA (1,00; 5,00, 0,10; 0,01 ug/ml); drahy 13—16.: liposomy 9:1
s pDNA (1,00; 5,00; 0,10; 0,01 ug/ml); drahy 17-20: liposomy 4,5:0,5 s pDNA (1,00; 5,00, 0,10;
0,01 ug/ml). Intenzita pruhit odpovida mnozstvi volné pDNA v supernatantu po centrifugaci.

5.6  Analyza stability a velikosti ¢astic oligonukleotidii

Nanocastice se syntetickymi oligonukleotidy byly pfipraveny podle postupu popsaného
v kapitole 4.6.2. Na ziklad¢ optimalizacnich experimenti s plazmidovou DNA
(viz kapitola 5.5) byla pro dalsi praci zvolena lipidova smés piipravend s navazkou lecitinu
18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg (oznatovana jako smés A), kterd vykazovala nejvyssi
enkapsulaéni u¢innost. Pro enkapsulaci syntetickych oligonukleotidl byla pouzita koncentrace
5 pg/ml, a to v souladu s vysledky optimalizace diskutovanymi v kapitole 5.5. Nasledné byla
provedena analyza velikosti a stability téchto ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla
(DLS), jak je uvedeno v kapitole 4.7. Vysledky méteni jsou shrnuty v tabulce 5.

Z vysledkti vyplyva, Ze primérnd velikost Castic se pohybovala v rozmezi 188,6 £2,2 nm
az 209,2+1,3 nm. Nejvétsi primérnd velikost byla zaznamenidna u vzorku DNA-RAN
(209,2 £ 1,3 nm), zatimco nejmensi u vzorku DNA-MS3 (188,6 +£2,2 nm). Vzorky s RNA
vykazovaly sttedni hodnoty (189,0 £ 2,2 nm a 198,3 + 2,2 nm), pfi¢emz rozdily mezi nimi byly
minimalni. Polydisperzni index (PDI), indikujici homogenitu velikosti ¢astic v suspenzi, byl
u vSech vzorkli pod hodnotou 0,400 (0,355-0,368), coz poukazuje na dobrou uniformitu
a potencialni stabilitu pfipravenych nanocastic [89]. Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou,
ktera uvadi, Ze pro efektivni genové dorucovani jsou optimalni castice o velikosti pod 200 nm
s nizkou hodnotou PDI. Naptiklad Danaei et al. (2018) zdiraziuji vyznam téchto parametri
pfi navrhu lipidickych nanonosict pro farmaceutické aplikace [89]. Podobné Bailey a Sullivan
et al. (2000) uvad¢ji, ze cCastice o velikosti kolem 200 nm s nizkym PDI jsou vhodné
pro dorucovani plazmidové DNA [88].
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Tabulka 5: Vysledky mérent velikosti nanocastic s enkapsulovanymi oligonukleotidy (DNA a RNA) v
liposomech, stanovené metodou dynamického rozptylu svétla (DLS). Hodnoty jsou vyjadieny jako
prumer ze ti'l nezavislych méreni (triplikatii) £ smérodatna odchylka.

Oznacdeni vzorku Velikost ¢astic [nm] Polydisperzita [-]
DNA-MS3 188,6 £2,2 0,366 = 0,026
DNA-RAN 2092+ 1,3 0,359 +0,012
RNA-MS3 189,0 £2,2 0,355 + 0,006
RNA-RAN 198,3£2,2 0,368 + 0,023

Stabilita liposomalnich nanocastic enkapsulujicich rizné typy nukleovych kyselin byla
hodnocena na zakladé zmén zeta potencidlu v Case. Méifeni byla provadéna v PBS pufru
pti 37 °C a za soucasné mechanické zatéze simulované pomoci ttepacky (110-130 rpm), které
bylo zvoleno jako modelové in vitro prostiedi pro hodnoceni stability nanoc¢astic. Timto
zpusobem byly napodobeny fyziologické podminky vcetn¢ dynamického prostiedi organismu.
Kratkodoba stabilita byla hodnocena bezprosttedné po pripraveé vzorku, zatimco dlouhodoba
stabilita byla sledovdna po jednom a dvou tydnech inkubace. Vysledky jsou uvedeny
na obrazku 12.

Pro porovnani byly vysledky stability nanocastic s enkapsulovanymi syntetickymi
oligonukleotidy doplnény o hodnotu zeta potencidlu ziskanou u Castic s plazmidovou DNA
(pDNA) pftipravenych za identickych podminek —tedy se smési A a koncentraci 5 pg/ml
pDNA, jak je uvedeno v kapitole 5.4. Tato hodnota ¢inila -41,9 0,5 mV. Ziskané vysledky
ukazaly, ze Castice s enkapsulovanymi syntetickymi oligonukleotidy mély bezprostiedné po
pfipravé vyrazné¢ niz$i (tedy stabilngj$i) hodnoty zeta potencidlu nez Castice
s pPDNA — naptiklad vzorek RNA-MS3 dosahl hodnoty az - 61,5+ 0,7 mV. Tento rozdil lze
vysvétlit rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi obou typti nukleovych kyselin. I kdyz
plazmidovd DNA obsahuje vice zaporné€ nabitych fosfatovych skupin diky své délce kolem
5000 az 10 000 part bazi (bp), jeji prostorové usporadani a vétsi velikost mohou ovliviiovat
distribuci naboje na povrchu liposomalniho systému [88]. Syntetické oligonukleotidy o délce
17 nukleotidl, pouzité v této praci, mohou byt vzhledem ke své mensi velikosti efektivnéji
zabudovany do liposomalni struktury, coz miZze vést k vys$§imu vyslednému zapornému
povrchovému ndboji a tim 1 vySsi elektrostaticke stabilité systému [88, 89].

Z namétenych hodnot vyplyva, Ze hodnota zeta potencidlu u vSech vzorkl v pribéhu inkubace
klesala. Tento pokles mtiZe byt zpiisoben degradaci lipidového obalu a postupnym uvoliiovanim
enkapsulovaného materidlu vlivem zvySené teploty a mechanického stresu [89, 90]. Nejvyssi
elektrostatickd stabilita byla pozorovana u vzorku RNA-MS3 ihned po pfipravé
(-61,5+0,7mV). Po dvou tydnech vSak doslo ke znatelnému poklesu (napi. RNA-MS3:
- 38,4+ 0,8 mV), coz potvrzuje ¢asteCnou destabilizaci systému. I piesto ziistavaly vSechny
vzorky v pribéhu celého experimentu pod hranici -25 mV, cozZ je obecné povazovano za mez
elektrostatické stability koloidnich systému [65]. Hodnoty zeta potencialu vyssi nez £25 mV
zpravidla indikuji dobrou elektrostatickou stabilitu [89], protoze silné odpudivé sily mezi
nabitymi ¢asticemi zabranuji jejich agregaci. Na zékladé téchto kritérii lze tedy konstatovat,
ze ptipravené liposomalni nanocastice si i pres Castecny pokles zeta potencialu zachovaly
dostatec¢nou stabilitu béhem celé sledované doby.

39



O_
_10_
= -20
)
S -30
(5]
g _ T
3 -40- €L _
- I ——— =
e ==
N 50 _ ==
60 3 |hned po pripravé
=3 Po 1 tydnu
=3 Po 2 tydnech
-70 T T T T
DNA-MS3 DNA-RAN RNA-MS3 RNA-RAN

Obrazek 12: Zmény zeta potencidalu liposomalnich castic s riiznymi oligonukleotidy (DNA, RNA) v Case.
Stabilita byla sledovana ihned po priprave, po I tydnu a po 2 tydnech inkubace pri 37 °C.

5.7 Enkapsulacni u¢innost oligonukleotidi

Na ptedchozi kapitolu hodnotici velikost a stabilitu ¢astic metodou DLS (viz kapitola 5.6)
navazuje analyza enkapsulacni u€innosti syntetickych oligonukleotidd, kterd byla provedena
pomoci vertikalni polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) podle kapitoly 4.4. Tento
pfistup umoznuje detailni separaci kratkych nukleovych kyselin a zhodnoceni mnoZzstvi
volného oligonukleotidu pfitomného v supernatantu po centrifugaci.

Vzorky testované v této Casti zahrnovaly oligonukleotidy RNA-RAN, RNA-MS3, DNA-RAN
a DNA-MS3, pficemz byly na gel naneseny jak kontrolni €isty vzorky obsahujici nukleové
kyseliny pfed enkapsulaci, tak vzorky po enkapsulaci. Elektroforetické pruhy ziskané po PAGE
byly podrobeny denzitometrické analyze v softwaru Imagel.

Vysledky ukdzaly vysokou enkapsulac¢ni u¢innost pro vSechny testované oligonukleotidy,
pricemz vétsSina materialu zlstala v peletu po centrifugaci (tedy byla enkapsulovana do
liposomalnich ¢astic). U vzorku DNA-MS3 nebyly ziskany definovatelné hodnoty kvtli nizké
intenzité signalu. Konkrétni hodnoty jsou ukézany v tabulce 6.

Tabulka 6: Porovnani enkapsulacni ucinnosti syntetickych oligonukleotidii (RNA, DNA) a plazmidové
DNA (pDNA) v liposomalnich casticich pripravenych se smeési A (lecitinu 18 mg a cholesterolu 2 mg).

Vzorky RNA/DNA byly enkapsulovany pri koncentraci 5 ug/ml. Hodnoty byly vypocteny pomoci
denzitometrické analyzy elektroforetickych pruhii v programu ImagelJ.

Vzorovy typ Enkapsulac¢ni u¢innost [%]
RNA-RAN (5 pg/ml) 98,44 +3,94
RNA-MS3 (5 pg/ml) 95,38 = 3,82
DNA-RAN (5 pg/ml) 98,16 + 3,93
DNA-MS3 (5 pg/ml) nedefinovano

pDNA (1 pg/ml) 8,70 £ 0,35
pDNA (5 pg/ml) 34,60 + 1,38
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Obrazek 13 elektroforetického gelu jasné ukazuje vyrazné sniZeni intenzity pruht
u enkapsulovanych vzorkll ve srovnani s odpovidajicimi vzorky nukleovych kyselin pred
enkapsulaci, coz potvrzuje tispéSnou enkapsulaci.

Pti srovnani s vysledky ziskanymi pro plazmidovou DNA (pDNA) bylo z elektroforetickych
méfeni stanoveno, ze enkapsulacni u¢innost Cinila 8,7 % + 0,35 % pfi koncentraci 1 pg/ml
a 34,6 % £ 1,38 % pfii koncentraci 5 pg/ml. Tyto vysledky naznacuji, Ze 1 dlouhé¢ molekuly
pDNA mohou byt G¢inn¢ enkapsulovany, zejména pfi niz$i koncentraci, a potvrzuji, ze volba
vhodného lipidového systému a optimalizace poméru lipid/DNA hraji klicovou roli. Podobné
trendy byly popsany i v literatufe — napt. Bailey a Sullivan (2000) uvadéji enkapsulacni
ucinnost pDNA v rozsahu 60-80 % pii pouziti malych neutrdlnich liposoma pfipravenych
metodou s vyuzitim ethanolu a vapenatych iontd [88].

V porovnani s oligonukleotidy, jejichz enkapsulacni ¢innost ve vétsing piipadu presahovala
95 %, jsou hodnoty u pDNA vyrazn¢ niz§i. Tento rozdil lze pficist vétSi velikosti, vyssi
molekulové hmotnosti a slozitéjsi terciarni struktufe pDNA, ktera miize snizovat i¢innost jejiho
zabudovani do vnitintho objemu liposomtl. Danaei et al. (2018) dale uvadéji, ze velikost
nukleové kyseliny je jednim z klicovych faktorti ovliviiujicich efektivitu enkapsulace, pticemz
kratsi fetézce jako oligonukleotidy maji vyssi afinitu k lipidovym membranam a lepsi difuzni
vlastnosti [89].

18:2
smés bez
nukleovych
kyselin

Vzorky RNA-RAN RNA-MS3 DNA-RAN DNA-MS3 RNA-RAN RNA-MS3 DNA-RAN DNA-MS3

po po po po bez bez bez bez
enkapsulaci enkapsulaci enkapsulaci enkapsulaci enkapsulace enkapsulace enkapsulace enkapsulace

Obrazek 13: Vysledky vertikalni polyakrylamidové elektroforézy vzorkit oligonukleotidit (RNA-RAN,
RNA-MS3, DNA-RAN, DNA-MS3) ve formé cistych (bez pritomnosti lipidi, pred enkapsulaci) a
enkapsulovanych vzorkii (v liposomalnich casticich, po enkapsulaci). Vzorky oznacené jako ,, bez
enkapsulace” obsahuji pouze volné oligonukleotidy bez pritomnosti lipidii, zatimco vzorky ,,po
enkapsulaci* predstavuji supernatanty ziskané po centrifugaci liposomdalnich castic s enkapsulovanymi
oligonukleotidy. Intenzita elektroforetickych pruhii byla analyzovana pomoci softwaru ImageJ za icelem
stanoveni podilu volnych oligonukleotidil v supernatantu. SnizZend intenzita pruhit u enkapsulovanych
vzorkit doklada vysokou enkapsulacni ucinnost.
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6 ZAVER

V této bakalaiské praci byla optimalizovdna metoda enkapsulace nukleovych kyselin
do liposomalnich ¢astic pomoci ultrazvukové sonifikace. Cilem bylo posoudit vliv délky a typu
nukleovych kyselin na jejich enkapsulacni G¢innost a stabilitu pfipravenych nanocastic.

Nejprve byla optimalizovana smés lipidovych slozek, pficemz nejvhodnéjsich vysledkl bylo
dosazeno u smési ptipravené s navazkou lecitinu 18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg pii zachovaném
molarnim poméru lecitin:cholesterol 9:1.Tyto vzorky vykazovaly priimérnou velikost ¢astic
2442 £ 4,1 nm, polydisperzni index (PDI) v rozmezi 0,355-0,368 a zeta potencial -48,3
az -61,5mV, coz jsou hodnoty obecné¢ povazované za ptiznivé pro stabilni a homogenni
nanonosi¢e vhodné pro genové dorucovani [63, 65].

Na zakladé vysledka gelové elektroforézy a nasledné denzitometrické analyzy byla stanovena
enkapsulacni uinnost, na jejimz zéklad¢ byly pro dalsi experimenty zvoleny optimalizované
podminky pfipravy liposomalnich nanoc¢astic, konkrétné koncentrace oligonukleotid 5 pg/ml
a lipidova smés s navazkou lecitinu 18,0 mg a cholesterolu 2,0 mg pii zachovaném molarnim
pomeéru lecitin:cholesterol 9:1.Tyto oligonukleotidy zahrnovaly jak sekvence s potencidlem
tvorby nekanonickych G-kvadruplexovych struktur, tak i sekvence bez tvorby sekundarnich
struktur. Pro plazmidovou DNA (pDNA) bylo stanoveno, Ze pifi koncentraci 1 pg/ml ¢inila
enkapsulaéni ucinnost 8,7 % +0,35 %, zatimco pii 5 pg/ml dosahovala 34,6 % + 1,38 %.
Vysoka enkapsulacni u¢innost byla prekvapive zjisténa i u syntetickych oligonukleotidti (RNA-
RAN, RNA-MS3, DNA-RAN), kde hodnoty ptesahovaly 95,38 % =+ 3,82 %, a v nékterych
ptipadech dosahovaly az 98,44 % =+ 3,94 %. U nékterych vzorkd, véetné DNA-MS3, nebylo
mozné enkapsula¢ni Gc¢innost spolehlivé stanovit, pravdépodobné¢ kvili velmi nizkému
mnozstvi volné frakce v supernatantu, které neumoznilo detekci elektroforézou. Tyto vysledky
potvrzuji, Ze 1 kratké molekuly RNA a DNA lze efektivné enkapsulovat do liposomalnich
nosicu.

Velikost a stabilita castic byla sledovana metodou dynamického rozptylu svétla (DLS)
a méfenim zeta potencidlu, pficemZ byla hodnocena kratkodobd i dlouhodoba stabilita.
U optimalizovanych vzorkl byla zaznamendna primérna velikost ¢astic 244,2 + 4,1 nm a zeta
potencidl v rozmezi -48,3 aZz -61,5mV. Po dvoutydenni inkubaci pfi 37 °C a mirném
mechanickém zatiZzeni zistdvaly hodnoty zeta potencidlu vSech vzorkd pod -25mV,
coz doklada zachovani elektrostatické stability systému. Tyto podminky inkubace (teplota
37 °C a mechanicka stimulace na tfepacce) byly zvoleny jako simulace fyziologického
prostiedi Cloveéka. Srovnani jednotlivych vzorkil ukazalo, Ze Castice obsahujici syntetické
oligonukleotidy (RNA-RAN, RNA-MS3, DNA-RAN, DNA-MS3) vykazovaly po piipravé
vyrazné vys$i (vice zdporn€) hodnoty zeta potencidlu nez referencni vzorek s plazmidovou
DNA (pDNA: -41,9+0,5 mV), coz muze souviset s efektivn¢jsi distribuci naboje u kratsich
molekul. Nejvyssi hodnoty stability byly zaznamendny u vzorki RNA-MS3 a RNA-RAN,
jejichz zeta potencialy bezprostifedné po piipravé dosahovaly az -61,5+0,7 mV, resp.
- 54,1+ 1,0 mV po tydnu. Ve srovnani se vzorky obsahujici DNA oligonukleotidy byla stabilita
RNA vzorkll vyssi 1 po dvoutydenni inkubaci, coZ mize souviset s rozdily v délce, sekvenci
a konformaci jednotlivych fetézcii. Tato pozorovani potvrzuji, Ze délka a struktura nukleové
kyseliny vyznamné ovliviiuji elektrostatickou stabilitu systému [88, 89].
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Tato prace tak pfispiva k pochopeni vztahu mezi typem nukleové kyseliny a efektivitou jeji
enkapsulace a poskytuje praktické poznatky vyuzitelné pro dalsi vyzkum a vyvoj liposomalnich
systému pro cilené doruovani genetického materialu v biomedicinskych aplikacich.
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C

DLS
DNA
DOTAP

EDTA
ELS

G

GuUVv
G4-ASO
HPLC
LUV
mikroRNA
MLV
mMtDNA
MVV
PEG

PEI

PG

Pl

PCR
PBS
PAGE

PtDNA
PDNA
RES

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

adenin

cytosin

dynamicky rozptyl svétla (z angl. dynamic light scattering)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

1,2-dioleoyl-3-trimethylamonium-propan, kationicky lipid pouzivany k
tvorb¢ liposomil

ethylendiamintetraoctova kyselina

elektroforeticky rozptyl svétla (z angl. electrophoretic light scattering)
E. coli Escherichia coli

guanin

unilameldrni vezikuly (z angl. giant unilamellar vesicles)
G-kvadruplexové antisense oligonukleotidy

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

velké unilamelarni vezikuly (z angl. large unilamellar vesicles)
kratké nekddujici RNA regulujici genovou expresi

multilamelarni vezikuly (z angl. multilamellar vesicles)
mitochondridlni DNA

multivezikularni vezikuly (z angl. multivesicular vesicles)
polyethylenglykol

polyethylenimin, kationicky polymer vyuzivany pfi stabilizaci RNA
fosfatidylglycerol (z angl. phosphatidylglycerol)

fosfatidylinositol (z angl. phosphatidylinositol)

polymerazova fetézova reakce

fostatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

polyakrylamidova gelova elektroforéza (z angl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

plastidovda DNA
plazmidovd DNA (z angl. plasmid DNA)

retikuloendotelovy systém
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rRNA
RNA
RNAI

RISC

ROS
rpm
SIRNA
SUvV
SELEX

TFH

TLC
TAE

TBE

tRNA
uLv

ribozomalni RNA (z angl. ribosomal RNA)
ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference, mechanismus regulace genové exprese
prostiednictvim siRNA nebo mikroRNA

molekularni komplex podilejici se na RNA interferenci (z angl. RNA-
induced silencing complex)

reaktivni kyslikové druhy (z angl. reactive oxygen species)
otaCky za minutu (z angl. revolutions per minute)

malé interferujici RNA (z angl. small interfering RNA)

malé unilamelarni vezikuly (z angl. small unilamellar vesicles)

metoda pro vybér specifickych ligandt pomoci cykli selekce (z angl.:
systematic evolution of ligands by exponential enrichment)

metoda hydratace tenké vrstvy (z angl. thin-film hydration)
thymin
tenkovrstva chromatografie (z angl. thin layer chromatography)

Tris-acetat-EDTA pufr pouzivany v elektroforéze (z angl. Tris-acetate-
EDTA)

Tris-boritan-EDTA pufr pouzivany v elektroforéze (z angl. Tris-borate
EDTA)

transferovd RNA (z angl. transfer RNA)
unilamelarni vezikuly (z angl. unilamellar vesicles)

uracil
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