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Nazev rigorézni prace: Optimalizacia LbL kapsul PEl a pDNA

Cielfom tejto prace bolo vytvorit nevirovy nosic¢ (kapsulu) plasmidu DNA (pDNA)
obsahujuci polymér polyethylénimin (PEI), ktory prejde do jadra rakovinovej
bunky s ciefom indukovat’ expresiu chybajucej bielkoviny, ktora stoji za vznikom

choroby.

Ako prvé bolo potrebné vytvorit stabilnu kapsulu metédou vrstvenia (LbL), ktora
obsahuje polymér PEI. Tento polymér ma kazdy treti atom dusik, ktory méze

byt protonizovany, ma vysoku transfekénu ucinnost’ a stabilitu.

Pri tvorbe kapsule som nadviazala na moju diplomovu pracu a pokracovala som
v optimalizacii spravnej kombinacie polymérov, ktoré sa vrstvili na jadro CaCO,.
Bolo potrebné ziskat' biodegradovatelnu kapsulu a nasledne do nej

inkorporovat pDNA.

Fluorescen¢ne znaceny PEI bol pouZzity, aby sa mohol pomocou
fluorescenéného mikroskopu potvrdit vznik kapsul. Nasledne bol rastovaci
elektrénovy mikroskop pouzity na presnejSiu vizualizaciu kapsul.
Ultrafialovo-viditelna spektroskopia a Dapi farbenie boli pouzité s ciefom overit,

Ci bol plasmid DNA do kapsule naviazany.



Dalsim krokom boli in vitro bunkové experimenty na bunkach mysieho nadoru
pfs 4T1 s kapsulou obsahujucou pDNA a to konkrétne skumanie prestupu
nevirového nosic¢a (kapsuly) do bunky a jeho cytotoxicita. Na zobrazenie

ucinnosti bol pouzity fluorescencny mikroskop.

2 typy kapsul - jeden so sietovanym linearnym polyethyleniminom (CL-LPEI) a
poly(alylamin) a jeden s polyargininom a CL-LPEI boli uspeSne formulované, s
minimalnou agregaciou, podrobené bunkovym experimentom a podla
mikroskopického pozorovania sa da predpokladat, ze presli do buniek a su

biokompatibilné.
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Title of rigorous thesis: Optimization of PEI base LbL capsules with pDNA

In this thesis, we focused on the development of polyethylenimine (PEI) based
non-viral capsules, which will enter nucleus of the cancer cell and lead to the

expression of the lacking protein, which causes disease.

At first, PEI based layer-by-layer (LbL) polymer capsules were formed. PEI has
many advantages - it has protonable amines, good stability and transfection
efficiency. When forming the capsule, | followed up on my diploma thesis and
continued to optimize the most suitable combination of polymers, that were
layered on the CaCO, core. The aim was to obtain a biodegradable capsule and

then to incorporate plasmid DNA (pDNA) therein.

Fluorescently labelled PEI was used as the last layer to visualize particles in
fluorescent microscope. Then a scanning electron microscope (SEM) was used
to observe capsules in more details. UV-VIS and Dapi staining were used to see

whether there is pDNA bound in capsules.

Next steps were in vitro cell experiments on mouse mammary cancer cells -
cytotoxicity and cellular intake. Visualisation was provided with fluorescent
microscopy. 2 types of capsules - one with cross-linked linear polyethylenimine
(CL-LPEI), poly(allylamine) (PAH) and other one with CL-LPEI, polyarginine



(PARG) were formed. They were subjected to cell experiments, and microscopic
observation suggests, that capsules have passed into cells and are

biocompatible.
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1. Zoznam skratiek

CL-LPEI

DS
DSP
FBS
FITC
LbL
LPEI
mRNA
PAH
pARG
PBS
pDNA
PEI
PEG

RISC

SEM

siRNA

sietovany linearny polyethylénimin z anglického cross linked

linear polyethylenimine

dextransulfat
dithiobis(sukcinimidylpropionat); Lomantovo ¢inidlo
fetalni bovinni sérum

fluorescein izotiokyanat
layer-by-layer metdda

linearny polyethylénimin

mediatorova ribonukleova kyselina
poly(alylamin)

polyarginin

fyziologicky roztok pufrovany fosfatom
plasmidova DNA

polyethylénimin

polyethylenglykol

umiCovaci komplex indukovany RNA z anglického RNA-indused

silencing complex

rastrovaci elektronovy mikroskop z anglického scanning electron

microscope

small interfering RNA



2. Uvod

Génova terapia je novym, sflubnym spésobom lie€by mnohych dedi¢nych Ci
ziskanych ochoreni, z ktorych viaceré sa v su€asnosti povazuju za nelieCitelné.
Jej podstata spociva v transfere exogénneho genetického materialu do bunky
za cielom prevencie, €i lieCby choréb. Pri génovej terapii sa dnes pouZzivaju

najma 3 druhy nukleovych kyselin:

1. olinukleotidy,

2. takzvané small interfering RNA (siRNA),
3. pDNA.

Kym oligonukleotidy a siRNA inhibuju expresiu bielkoviny, pDNA indukuje

expresiu chybajucej bielkoviny.

Nukleové kyseliny su velké makromolekuly s negativnym nabojom a to im
znemozfuje moznost' preniknut cez membranu bunky a do jadra. Taktiez su
nachylné na enzymaticku degradaciu a preto sa pouzivaju r6zne metody
prenosu genu. Holé nukleové kyseliny su v krvi rychlo degradovane, ale mézu
sa upravit’' a podat lokalne pomocou fyzikalnych metdd, alebo sa pouzivaju

vektory, ktoré nukleovym kyselinam pomézu preniknut az do cielovej bunky.

Pozname 2 typy vektorov: virové a nevirové. Kym virové maju dobru
transfekénu ucinnost, spdsobuju mnohé neziaduce ucinky a tak je pouzitie
nevirovych ¢oraz va¢sim predmetom zaujmu. NajCastejSie formy nevirovych
vektorov su lipoplex, polyplex a lipopolyplex. Ide o formulacie, kedy sa na
zaklade elektrostatickych interakcii spoji negativne nabita nukleova kyselina s
pozitivne nabitym polymérom/lipidom. Pomocou metddy nazyvanej
layer-by-layer (LBL) sa daju vrstvit rézne opacne nabité polyméry a do vrstiev
sa da inkorporovat’ aj nukleova kyselina. Medzi najcastejSie pouzivané polyméry
patri polyethylénimin (PEI), ktory ma vysoku timiacu kapacitu a umozriuje
jednoduché uvolnenie génu z endozému. V tejto praci sme nadviazali na

diplomovu pracu a sustredili na pokracovanie optimalizacie tvorby kapsul



metoddou LbL, ktoré obsahuju jednu z vrstiev PEI a to konkrétne linearny PEI, {j.
LPEI, a CL-LPEI a tiez pDNA.



3. Teoreticka cast

3.2. Génova terapia

Génova terapia je perspektivnou moznostou lie€by mnohych, geneticky
podmienenych choréb. Umozriuje nam vpravit do bunky nukleové kyseliny a
zaistit expresiu génu. Jej hlavné vyhody su presné cielenie na poskodené
bunky, velké mozZnosti modifikacie a predpokladaju sa aj menSie neZiaduce
uCinky, v porovnani s dalSimi moznostami lieCby. Jedna z aktualnych vyziev v
dopraveni nukleovych kyselin do buniek, je skumanie réznych nevirovych
nosicov, ktoré by mohli nahradit’ virové vektory s ich neziaducimi u€inkami
(Mulligan 1993).

Aj napriek velkému progresu v tejto terapii po€as poslednych rokov, stale
zostava otazka bezpecénosti a efektivnosti nosiCov nukleovych kyselin velkou

Vyzvou.

Génova terapia pozostava z 3 hlavnych krokov:
1. tvorba vektora, ktory nesie gén,

2. dopravenie vektora s génom do ciefovej bunky,

3. expresia neseného génu.



3.2. Nukleové kyseliny a ich terapeutické vyuzitie

LieCebné prostriedky na baze nukleovych kyselin maju uplatnenie v lieCbe
rakoviny, AIDS, Alzheimerovej choroby ¢i Parkinsonovej choroby. Terapeutické
vyuzitie nukleovych kyselin zahffia pouzitie oligonukleotidov, siRNA i pDNA
(Stull a Szoka 1995, Patil a Burgess 2003).

3.2.1. Antisence oligonukleotidy

Oligonukleotidy su kratke, jednovlaknové useky DNA, ktoré sa viazu na
mediatorovu ribonukleovu kyselinu (mMRNA) a inhibuju expresiu jedne;j
bielkoviny. Ich dizka sa pohybuje medzi 12-28 nukleotidmi z toho dévodu, Ze
kratSie by mohli sp6sobovat’ neSpecifické interakcie a dlhsie by mohli mat
problém s prestupom do bunky (Crooke 1999). Oligonukleotidy su fahko
degradované nukleasami kvoli fosfodiesterovému koncu. Prave modifikacia
tohto chvosta pomaha ich stabilite. Naj¢astejSia modifikacia zahffia zavedenie
fosforothioatovej a metylfosfonatovej vazby do chvosta kyseliny (Matteucci
1996).

3.2.2. Small interfering RNA

siRNA su kratke dvojvlakna RNA o dizke 21-23 nukleotidov, ktorych frekvencia
je komplementarna k mRNA proteinu, ktorého transkripciu chceme bloknut.
siRNA sa teda pouziva na timenie génov, ktoré su zodpovedné za chorobu.
Mechanizmus ich ucinku spociva, po vstupe do bunky, v asociacii s dalSimi
proteinmi, ¢im sa formuje umlCovaci komplex indukovany RNA (RISC).
Nasledne sa formuje jednovlaknova siRNA, ktora je su¢astou RISC komplexu a
mdze najst komplementarny usek mRNA. Dochadza k navazaniu na mRNA, jej

rozstiepeneniu az dbjde k umli€aniu génu (Bertrand et al. 2002).

siRNA molekuly mézu byt bud' syntetizované chemicky a doru¢ené do bunky,
alebo sa mézu vytvorit' in vivo. In vivo syntéza siRNA zahffia pouzitie enzymu

Dicer, ktory dvojvlaknové RNA rozstiepi na siRNA (Kurreck 2003).



V porovnani s ostatnymi nukleovymi kyselinami maju siRNA vyhodu v tom, Ze
su velmi Specifické pre urcity typ mRNA, su neimunogénne, su odolné voci
ribonukleasam a su bezpecnejSie nez plazmidy, kedZze nezasahuju do gendmu
(Bertrand et al. 2002). Ich dalSia vyhoda spociva v tom, Ze nepotrebuju,
narozdiel od plazmidu, preniknut do jadra a tak je ich proces dopravenia na
miesto pdsobenia jednoduchsi. No a v neposlednom rade, ich mala velkost
mo&ze umoznit’ prenos viacerych typov siRNA, ktoré naraz zasiahnu viaceré

defektné gény (Patil et al. 2005).

3.2.3. Plasmid DNA

Plasmidova DNA je vysokomolekularna, dvojvliaknova DNA, ktora kdduje
Specifické bielkoviny. pPDNA méze byt na molekularnej urovni definovana ako
prolieCivo, ktoré po vstupe do bunky, transkripcii a translacii, syntetizuje
bielkoviny (Uherek a Wels 2000).

V génovej terapii sa pDNA pouZziva na vnorenie génu do bunky, ktorej chyba
schopnost si vytvorit’ vplyvom daného chybajuceho génu, bielkovinu. M6zZe byt
tak pouzita na opravu genetickych chordb. pDNA sa pouziva tiez aj v
samovrazednej génovej terapii. Ide o metddu, kedy dochadza k transfekcii
nadorovych buniek génom, ktory po génovej expresii premeni podané netoxické
prolieCivo na toxické - tejto premeny su schopné len nadorové bunky, preto ide

0 samovrazednu génovu terapiu (Patil et al. 2005).

pDNA obsahuje niekolko regulacnych signalov. Medzi najdélezitejSie patria
promotér a enhancer. Promotér je sekvencia, na ktoru sa naviaze RNA
polymeraza a zacne sa proces transkripcie. Tato sekvencia sa vacsinou ziskava
z virov. Vacsia ucinnost plazmidu sa dosiahne tak, Zze sa pouZije Specificky
promoteér pre dané tkanivo ¢i nador. Enhancery su sekvencie pDNA, ktoré
dokazu mnohonasobne zvysit produkciu daného génu. Efektivita transkripcie
méze byt vdaka spravne vybranému enhancery ovela vyssia (Walther a Stein
1996).



3.3. NosiCe nukleovych kyselin

Aplikacia holej DNA priamo do cielovej bunky je najjednoduchsia a
najbezpecnejSia moznost prenosu genetickej informacie. Pouzivaju sa fyzikalne
metddy. Patri sem napriklad elektroporacia, gene gun (mechanicky prenos DNA
absorbovanej na kovovej €astici pomocou tlaku plynu i mikroexplézie),

ultrazvuk €i injek€na aplikacia (Niidome a Huang 2002).

KedZe hola DNA ma vyznam len pri priamej aplikacii do tkaniv, bolo potrebné
najst vhodné nosiée pre pripady, kedy aplikacia nie je mozna. Uspech génovej
terapie zavisi prave na spravne zvolenom nosici nukleovych kyselin (Niidome a

Huang 2002). V praxi sa uplatfiuju 2 typy nosiCov: virovy a nevirovy.

3.3.1. Virovy vektor

Virovy vektor bol na zaciatku skumania moznosti prenosu nukleovych kyselin
Siroko pouzivany. Ide o chemicky a geneticky upravené viry. Su schopné
priamo infikovat bunku a vpravit do nej svoj geneticky material. Medzi
najCastejSie pouzivané patria adenoviry, adeno-asociované viry, retroviry a
herpesviry (Huang a Kamihira 2013). Ide zatial o najefektivnejsi systém
prenosu genov, no ich nevyhodou je uzke spektrum pouzitia a horsi

bezpecnostny profil (Zhang et al. 2012).

3.3.2. Nevirovy vektor

Vzhfadom na nevyhody virovych vektorov sa zacali blizSie skumat' nevirové
nosice. Ich vyhoda spociva v nizSej toxicite, vacsich moznostiach modifikacie a
moznost prenosu velkého mnozstva nukleovych kyselin. Nevirové vektory su z
biokompatibilnych materialov, avSak proti virom nedosahuju taku ucinnost
(Zhang et al. 2012). Medzi naj¢astejSie nevirové vektory patri lipoplex, polyplex

a lipopolyplex.



Lipoplex

Nukleové kyseliny maju vdaka svojmu negativnemu naboju schopnost' tvorit
komplex s pozitivne nabitymi lipidmi a vytvarat takzvany lipoplex. Vo vela
pripadoch vSak vzniknu fyzikalne nestale a morfologicky nejednotné Castice,
ktoré sa musia pripravovat tesne pred pouzitim. Uz v roku 1987 Felgner
uskuto€nil prvu uspesnu in vitro transfekciu pomocou lipoplexu (Felgner et al.
1987). Odvtedy sa vyskumu podrobilo mnoho kationickych lipidov za u¢elom
ziskania lipidu s dobrym bezpecnostnym profilom a vysokou transfekénou

ucinnostou, no zatial sa nenasiel ziaden, ktory by bol vyslovene preferovany.

Transfekéna efektivita lipidov zavisi aj na ceste podania a preto musi byt
optimalizacia vektoru individualizovana pri kazdom podani (Li a Huang 2000).
Lipoplex bol pouzity pri viacerych klinickych studiach lie€by rakoviny aj cystickej
fibrozy a vykazuje relativne dobru bezpeé&nost pri malych davkach. Uginnost
prenosu genetického materialu vo forme lipoplexu v8ak ovplyvriuje mnoho
faktorov - metdda a pomer pri mixovani lipidu a nukleovej kyseliny, koncentracia
nukleovej kyseliny, idnova sila timiaceho roztoku a velkost lipozomov (Zelphati
et al. 1998).

Vyhoda lipoplexu oproti polyplexu je ta, Ze vykazuje ovela menej rozdielov pri
prenose siRNA a pDNA. Uvolnenie genetickej informacie nesenej lipoplexom po
prestupe do bunky endocytézou je zaloZzené na rozdielne nabitych povrchoch
lipoplexu a vnutornej membrany endozoému. Dochadza k tvorbe neutralneho
paru a destabilizacii membrany endozému, ¢o ma za nasledok uvofnenie

nukleovej kyseliny do cytoplazmy (Xu a Szoka 1996).
Polyplex

Nevirové vektory s pouZzitim polymérov su Coraz viac vyuzivané. Kedze, ako
bolo uvedené predtym, nukleové kyseliny maju negativny naboj, fahko tvoria
komplexy s kladne nabitymi polymérmi a vytvara sa takzvany polyplex. NielenzZe
tym polyméry pomahaju chranit nukleové kyseliny pred enzymatickou

degradaciou, ich velkost sa tiez vyrazne zmenSi (Co je délezité u pDNA, ktora je



oproti siRNA mnohonasobne vacsia), kedZe sa zbalia do nanoStruktury a su

schopné prejst do bunky pomocou endocytdzy.

Medzi najCastejSie pouzivané polymeéry patri zmieneny PEI a polypropylénimin
(Spagnou et al. 2004, Scholz a Wagner 2012). Existuju aj prirodné polyméry,
ako napriklad chitosan, ktoré sa daju pouzit' a maju nizSiu toxicitu, no je

potrebné ich Castokrat chemicky modifikovat (Wang et al. 2004).
Polyplex na baze PEI

Jeden z naj¢astejSie pouzivanych polymérov je PEI. Spojenie nukleovej
kyseliny s PEI vedie k vytvoreniu polyplexu, ktory ma vlastnosti potrebné k
uspesSnému prenosu genetického materialu na miesto pésobenia. Vyhoda PEI
je ta, ze kazdy treti atdbm dusika mdze byt protonizovany, ma vysoku

transfekénu ucinnost a stabilitu (Remy a Behr 1996, Boussif 1995).

Polyplex sa da pripravovat’ pri roznych pomeroch nukleovych kyselin a PEI -
tento pomer sa nazyva N/P pomer (N je poCet dusikov, ktoré mézu prijat protén
v PEI, P je pocCet fosfatovych skupin v nukleovej kyseline) a tento pomer ma
vplyv na mnoho faktorov. Nizka hodnota pomeru N/P ma za nasledok vznik
takmer negativne nabitého polyplexu s vysokou tendenciou k zhlukovaniu sa a
vacsou velkostou. Naopak vysoka hodnota pomeru N/P vedie k tvorbe

polyplexu malej velkosti (Scholz a Wagner 2012).

PEI sa vyskytuje v réznych velkostiach a v topoldgii - méze byt linearny, alebo
rozvetveny. Linearny PEI (LPEI, Obr. 1) vykazuje menSiu toxicitu v porovnani s
rozvetvenym PEI (Zou et al. 2000). Taktiez nizSia molekulova hmotnost’ PEI
vykazuje mensSiu toxicitu a vacsiu transfek&nu ucinnost v porovnani s vy§Sou
molekulovou hmotnostou. Rozvetvena PEI s DNA tvori menSie Castice v
porovnani s linearnou - pri linearnej je potrebna priprava s timiacimi roztokmi,
ktoré neobsahuju soli a s vy§Sim N/P pomerom, aby sa dosiahla mensia velkost
Castic (Ogris et al. 1998).
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Obr. 1 Struktara linearneho PEI. Prevzaté z Hosseinkhani et al. (2014)

Velkost Castic ma tiez vplyv na ucinnost prenosu. Kym vacsie Castice rychlejSie
sedimentuju a tym padom sa lah$ie dostanu do styku s povrchom bunky, malé
sa riadia brownovym pohybom. Tento rozdiel sa vSak da v prospech malych
astic zlepsit tym, Ze sa &as mixovania malych &astic s bunkami predizi, alebo

sa zmenSi objem transfekéného roztoku (Ogris et al. 1998, Boussif et al. 1995).

Nukleova kyselina v polyplexe s PEI, sa uvolfiuje z endozému vdaka
takzvanému proténovému Spongiovému efektu. PEI ma velku timiacu
schopnost a méze tak nasat vela proténov, ¢im sa do endozému nasledne
dostavaju aj chloridové iény, €o vyusti az do uvolnenia nukleovych kyselin do
cytosolu (Obr. 2, Behr 1997).

cytoplasmic release
of polyplexes

ADP + P,

nucleic acid/polymer complex swelling of endosome rupture of endosome
in endosome

endosomal acidification

Obr. 2: Proténovy Spongiovy efekt: Uvolnenie prenaSanych nukleovych kyselin z endozému
sa deje vdaka polyméru s dobrou timiacou schopnostou. Ten obsahuje protonizovatefné atémy,
na ktoré sa viazu protdny nasledované chloridovymi iénmi, az dojde k rupture endozému.

Prevzaté z Nguyen a Szoka (2012)
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Lipopolyplex

Okrem lipoplexu a polyplexu sa ako nevirovy vektor pouziva aj lipopolyplex.
Pridanim lipozémov do predom vytvoreného polyplexu vznikne takzvany
lipopolyplex. Fyzikalno-chemické vlastnosti ako je povrchovy naboj, Struktura Ci
stabilita, su zhodné s vlastnostami lipozému a nie su ovplyvnené polymeérom

(Scholz a Wagner 2012).



3.4. Vyzvy v oblasti doruCenia nukleovych kyselin
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NajddlezitejSia a najtazsia vyzva, ktoru treba pri génovej terapii riesit, je otazka

doruc€enia nukleovych kyselin az do jadra (v pripade pDNA). Schéma bariér je

zobrazena na obrazku 3. Medzi in vitro a in vivo su velké rozdiely a preto

niektoré kroky nie je jednoduché optimalizovat.
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olocjololololclollo RES
0 o PEG shedding
® © Oy —
Protein cpsonization Phagocyte
| i o ) & o - O & o -
Turnor sites Mormal tissues
EPR oy @
___._n_l'-( . __v:-w.
. &2
Cytoplasm
siAN ,
i A Translation
mAMA s
e S
'ﬁ’--f.._‘ i //,k =
f Q ; Nucleartrafhcklng — —— = |=
\ mANA
~ -.f—-’"ff
- MNucleus r"-"/\}
Transcription mANA

—
= ‘-.SJ\/

Obr. 3: Prehl'ad bariér pri doruéeni nukleovych kyselin. Prevzaté zo Zhang et al. (2012)

Clearance
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3.4.1. Cirkulacia v krvi

Po aplikacii musia nosice v krvi a extravazalnom priestore prekonat mnohé
bariéry. Aby nedochadzalo ku enzymatickej degradacii, nukleové kyseliny tvoria
lipoplex Ci polyplex. Avsak, kedZe su kladne nabité, dochadza v krvi ku
nedpecifickym interakciam so zaporne nabitymi sérovymi proteinmi, ¢o méze
viest az ku pred€asnému uvolneniu prenasanej genetickej informacie a jej

naslednej enzymatickej degradacii (Burke a Pan 2008).

Je teda nevyhnutné chranenie nosi€ov povrchovymi utvarmi - pouzivaju sa
nenabité hydrofilné polyméry, najcastejSie polyetylénglykol (PEG). Niektoré
tkaniva tiez vyzaduju okrem povrchovych utvarov aj dalSie aktivne ligandy, ktoré
pomdzu nosi¢om prejst k ciefovému miestu ur€enia - napriklad cez

hematoencefalicku bariéru (Scholz a Wagner 2012).

Pri cirkulacii v krvi je dblezita aj spravna velkost Castic, ktora ovplyvriuje to, Ci
nebudu Castice vychytavané retikuloendotelialnym systémom ¢i vyluCované
oblickami. Vhodna velkost je 50-150 nm (Scholz a Wagner 2012).

3.4.2. Hromadenie ¢astic v oblasti tumoru

Endotel nadorovej tkanivy ma oproti normalnemu tkanivu nesuvislu cievnu
Struktaru a horSiu lymfaticku drenaz - tento efekt sa nazyva zvySena
priepustnost’ a retencia. Nasledkom tohto efektu molekuly lahSie prestupuju
dnu. Tento efekt m6ze byt eSte vylepSeny povrchovou upravou nosi¢ov s PEG,
kedZe tumory maju slabé cievne zasobenie a vdaka PEG budu vektory v krvi
prudit’ dlhSiu dobu, ¢im sa zvySi Sanca, ze sa dostanu do oblasti tumoru (Scholz
a Wagner 2012, Maeda 2012).

3.4.3. Prestup do bunky

Kym PEG chrani nosice pri cirkulacii v krvi a zlepSuje ich hromadenie v oblasti
tumoru, na druhej strane zhorSuje vstup do bunky a nasledné uvolnenie
genetickej informacie a transfekciu. Tento problém sa da rieSit’ pouzitim

labilnych vazieb v Strukture PEG. V oblasti tumoru je niz8ie pH a pritomné su
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urcité Specifické enzymy - preto sa pouzivaju pH senzitivne ¢i enzym senzitivne
vazby (Guo a Szoka 2001).

Pre zlepSenie vstupu do bunky sa pouzivaju aj ligandy, ktoré sa umiestiuju na
povrch nosi¢ov a zlepSuju endocytozu sprostredkovanu receptormi (Zhang et al.
2012). Prave endocytdza je najCastejSim mechanizmom vstupu nevirovych
nosic¢ov do bunky a méze byt, okrem sprostredkovania cez receptory, aj
nespecificka. Vstup do bunky je v§ak pri nevirovych vektoroch v porovnani s
virovymi obtiaZznejsi. Pre vstup Castice do bunky je kfuova aj jej velkost - pri

endocytéze musi byt medzi 50-150 nm (Scholz a Wagner 2012).

3.4.4. Uvolnenie prenasanych nukleovych kyselin z endozomu

Prestup nevirovych vektorov do bunky pomocou endocytézy a uvolnenie
prenasanych nukleovych kyselin z endozému patri k vel'mi limitujucim krokom -
musi sa udiat’ skor, nez sa endozom dostane k lyzozomu, aby nedoslo k

enzymatickej degradacii (Scholz a Wagner 2012, Zhang et al. 2012).

Jednym zo spbsobov, ako mbze byt nukleova kyselina uvolnena, je formacia
neutralneho paru medzi zaporne nabitou membranou endozému a kladne
nabitym lipidom z lipoplexu, ktory ju prenasa. Vtedy déjde ku destabilizacii

membrany a nukleové kyseliny sa uvolnia (Xu a Szoka 1996).

Dalsia moznost Gniku prenasaného genetického materialu z endozému je
zaloZena na acidobazickych reakciach. Niektoré polyméry - napriklad PEI,

vyuzivaju protonovy Spongiovy efekt.

3.4.5. Vstup do jadra

Nukleové kyseliny maju odliSné miesta pésobenia - kym siRNA musi byt
uvolnena v cytosole, pDNA musi prejst’ az do jadra bunky. Pri deliacich sa
bunkach moZze prejst pDNA do jadra pocCas mitdzy, kedy dochadza ku jeho

deleniu a membrana zanika.

Pri nedeliacich sa bunkach je prechod pDNA do jadra ovela komplikovanejsi.

Mbze sa udiat cez pory jadra, no Castice musia mat velkost do 40 kDa. Vtedy
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musi byt pDNA v komplexe so signalnym peptidom, ktory ju premiestni cez poér

aktivnym transportom (Lam a Dean 2010).

Bolo vyvinutych mnoho jadrovych lokalizacnych signalnych peptidov, ktoré
zabezpecia prenos pDNA do jadra. |de o kratke zhluky aminokyselin, ktoré sa
kovalentnymi Ci nekovalentnymi interakciami spoja s pDNA. Vacsina pDNA,
ktora sa dostane do bunky, je vSak degradovana nukleasami a len mala Cast sa

nakoniec dostane do jadra (Zhang et al. 2012).
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3.5. Layer-by-layer metdda

LbL metdda je zalozena na postupnom vrstveni opacne nabitych polymérov na
povrch jadra (Obr. 4). Deje sa to na zaklade elektrostatickych interakcii. Tato
metdda vyuziva vlastnosti polymérov a nukleovych kyselin, za u€elom tvorby
stabilnych Castic, ktoré dokazu preniknut az do ciefovej bunky. Ako uz bylo
uvedeneé, nukleové kyseliny so svojim negativne nabitym koncom sa mézu
spojit' s pozitivne nabitymi lipidmi €i polymérmi, no nemaju jednotnu velkost a
tvar. Prave pouzitie pevného jadra, ktoré ma definovany tvar a velkost, tento

problém rieSi (Morton et al. 2013).

Vyhodou terapie pomocou kapsul vytvorenych technikou LbL je tiez to, Ze sa
neziaduce u€inky mézu minimalizovat tym, Ze su Castice podavané v malych
davkach, lokalne a maju povrchové upravy, ktoré zlepSuju ich vlastnosti (Lessig
et al. 2011, Cortez et al. 2006, Rathmann et al. 2011).

3. (Polymer/Oppositely charged polymer adsorption)

1. Polymer adsorption

caco3

2. Oppositely charged polymer adsarption

4. EDTA
core removal

Obr. 4: LbL metéda - CaCO, Castice sluzia ako jadro, na ktoré sa postupne vrstia opacne
nabité polyméry. Po navrstveni poZadovanych pocet vrstiev sa jadra rozpustia pomocou EDTA

roztoku a zostanu kapsule. Prevzaté z Hurajova (2015)
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4. Ciel prace

Ciefom tejto vyskumnej prace bolo pripravit biodegradovatelné kapsule
obsahujuce PEI a pDNA, ktoré sa nasledne podrobili bunkovym experimentom
s ciefom zistit, Ci prebehol prestupu nevirového nosica (kapsuly) do bunky a
aka je jeho cytotoxicita. V buducnosti mézu tieto kapsule sluzit k lieCbe

mnohych zavaznych ochoreni vratane rakoviny.
S tymto cielom som sa sustredila na:

1. optimalizaciu kapsul obsahujucich PEI a pDNA 2 typov - s polymérom

poly(alylamin) (PAH) a polyargininom (pArg), ktoré su biodegradovatelné.
2. Optimalizaciu inkorporacie pDNA do kapsul a jej mnozstva.

3. In vitro bunkové experimenty s kapsulami obsahujucimi PEI a pDNA.
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5. Experimentalna Cast

5.1. Materialy

5.1.1. Chemikalie

Bezvody uhligitan sodny, Panreac Applichem, Spanielsko

Chlorid sodny, Panreac Applichem, Spanielsko

Dextransulfat (DS), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko

Dihydrat chloridu vapenatého, Merck KGaA Darmstadt, Nemecko
Dithiobis(sukcinimidylpropionat) (DSP), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
EDTA disodna sol dihydrat, VWR Inc., USA

Fetalni bovinni sérum (FBS), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
Fluorescein izotiokyanat, Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko

Fyziologicky roztok pufrovany fosfatom (PBS), Sigma-Aldrich Handles GmbH,
Rakusko

Hoechst farbivo, Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
Hydrogenuhli€itan sodny, Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko

L-Glutamin—Penicilin—Streptomycin roztok, Sigma-Aldrich Handles GmbH,
Rakusko

Poly(2-etyl-2-etoxazolin), 25 kDa, Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
Poly(4-styrénsulfonat sodny), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
Polyarginin (pPARG), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko

Roztok poly(alylaminu) (PAH), Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko
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RPMI1640 médium, Sigma-Aldrich Handles GmbH, Rakusko

Sodna sol dextransulfatu z Leuconostoc spp. 6,5 az 10 kDa, Sigma-Aldrich
GmbH, Rakusko

Sodna sol dextransulfatu z Leuconostoc spp. 9-20 kDa, Sigma-Aldrich Handles
GmbH, Rakusko

Uhli¢itan vapenaty o velikosti ¢astic 3 ym, PlasmaChem GmbH, Nemecko

5.1.2. Bunkoveé linie

Prsné nadorové bunky 4. stadium - 4T1 ATCC® CRL-2539™, ATCC, USA

5.1.3. Vybavenie

Eppendorf Research Plus pipeta, Eppendorf AG, Nemecko

Sartorius BP 210 D analyticka vaha, Sartorius AG, Nemecko

Inolab pH 7110 pH meter, WTW GmbH, Nemecko

16 Sartorius arium PRO VF ultrapure vodny systém, Sartorius AG, Nemecko

Heidolph MR 3001K magnetické mieSadlo, Heidolph Instruments GmbH & Co.,

Nemecko
Olympus BX 53 svetelny mikroskop, OLYMPUS, Japonsko
Paramix Il Julabo vortex mieSadlo, Julabo GmbH Seelbach, Nemecko

Thermo Scientific Heraeus Megafuge 16R centrifuga, Thermo Fisher Scientific,
USA

VWR Micro Star 17R microcentrifuga, VWR Inc., USA
VWR ultrazvukova cistica USC1200TH, VWR Inc., USA
Bruker Spectrospin 200 NMR spektrometer, Bruker, Nemecko

Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Velka Britania



FEI XL30 rastrovaci elektronovy mikroskop, FEI Company, USA
AE31 fluorescenény mikroskop, Motic, Hong Kong

Nunc komora, Thermo Fisher Scientific, USA

20
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5.2. Metédy

5.2.1. Syntézy

Syntéza LPEI spojeného disulfidovou vazbou (CL-LPEI)
1. 252.3 mg LPEI (2,2 kDa) bolo rozpustenych v 10 ml chloroformu.
2. Nasledne sa rozpustilo 18,4 mg DSP v 5 ml chloroformu.

3. Tieto dva roztoky sa zmieSali a nechali sa premieSavat pod spatnym

chladiCom poc€as 12 hodin.

4. Chloroform sa odstranil pomocou rotacnej odparky.
5. Zvysok sa rozpustil v 5 ml 1 M HCI.

6. Na precipitaciu sa pridalo 1 M NaOH.

7. Precipitat sa prefiltroval cez filtrany papier a premyl s pouzitim 10 ml

destilovanej vody.

8. Zvysok sa resuspendoval v 5 ml destilovanej vody a lyofilizoval sa.
9. Konecny produkt sa skladuje pri -20 ° C.

Znacenie LPEI fluorescein-izotiokyanatom (FITC-LPEI)

100 ml roztoku LPEI (2 mg/ml) v pufri uhliitanu sodného a hydrogenuhli€itanu
sa necha miesat so 4 ml roztoku FITC (2 mg/ml, dimetylsulfoxid) pri izbovej
teplote cez noc, prikryté hlinikovou féliou. Po 48 hodinach sa urobila dialyza

proti destilovanej vode. Produkt sa zmrazil pri -80 ° C a lyofilizoval 48 hodin.
Znacenie CL-LPEI fluorescein-izotiokyanatom (FITC-LPEI)

25 ml roztoku CL-LPEI (2 mg/ml) v pufri uhliCitanu sodného a
hydrogenuhli€itanu sa necha miesat so 1 ml roztoku FITC (2 mg/ml,

dimetylsulfoxid) pri izbovej teplote cez noc, prikryté hlinikovou foliou. Po 48
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hodinach sa urobila dialyza proti destilovanej vode. Produkt sa zmrazil pri -80 °

C a lyofilizoval 72 hodin.
Znacenie pDNA Hoechst farbivom

Hoechst farbivom sa znacili nosice, ktoré mali jednu z vrstiev pDNA a bolo
zistované, €i sa pDNA naviazala. Odstredena vzorka po poslednom umyvacom
kroku sa zmieSala so 100 pl Hoechst 1 mg/ml. Po 15 minutach inkubacie sa
vzorka odstredila a premyla vodou. Nasledne sa pozorovala pod

fluorescencnym mikroskopom.
Syntéza jadra typ 1

V diplomovej praci bola optimalizovana syntéza jadra CaCO,, na ktoré sa vrstvili
polyméry a pDNA (Hurajova 2015). Syntéza prebiehala v 50 ml skiimavke.
Najskor sa pridalo 5 ml destilovanej vody a nasledne 625 pl 1M CaCl,. Poc¢as
miesania na vortexe sa k roztoku pridalo 625 pyl 1M Na,CO,. Pokracovalo sa v
mieSani 30 sekund a roztok sa odstredil pri 600 g 2 minuty. Supernatant bol
odstraneny. Vytvorené jadro sa premylo dvakrat s 10 ml destilovanej vody,

centrifugacia 600 g 5 minut.
Syntéza jadra typ 2

Syntéza jadra typu 2 bola uskuto¢nena s ciefom ziskania jadier mensich ako 5
um. Rovnako ako v predchadzajucom pripade bola syntéza optimalizovana v
diplomovej praci. Do malej banky sa pridalo 615 pl 0,33 M CaCl, a mieSacia tyc.
Pocas mieSania pri 1000 otaCok za minutu na magnetickom mieSadle sa pridalo
615 pl 0,33 M Na,CO,. Po 30 sekundach mieSania sa zmes nechala 3 minuty
bez mieSania a odstredila sa pri 6000 otacok za minutu pocas 5 sekund.

Premytie sa uskutocCnilo trikrat s pouzitim 2 ml destilovanej latky.
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5.2.2. Priprava roztokov

Roztok LPEI (22 kDa) 5 mg/ml v 0,5 M NaCl

75 mg LPEI sa prenieslo do 15 ml skimavky a pridalo sa 6 ml 0,5 M NaCl. Po
30 s mieSania bolo pH kontrolované pomocou pH papiera. Na dosiahnutie pH 7
az 8 v roztoku sa kontinualne pridava 1 M HCI. Ked sa dosiahlo pH 7 az 8
prebehla sonikacia, az kym nebol LPEI rozpusteny. Hoci roztok bol
transparentny, niekolko plavajucich viakien bolo mozné pozorovat - su typicke
pre rozpusteny LPEI. Roztok sa prelial do novej skimavky a pridal sa NaCl, aby
sme mali kone¢ny objem 15 ml. Nakoniec bol roztok filtrovany pomocou
striekacky s pripojenym 0,45 pm filtrom a filtrat sa alikvotoval do 1 ml zasob a

uskladnil pri -20 °C az do dalSieho pouzivania.
Roztok CL-LPEI 5 mg/ml v 0,5 M NaCl

50 mg CL-LPEI sa prenieslo do 15 ml skumavky a pridalo sa 5 ml 0,5 M NaCl.
Po 30 s mieSania bolo pH kontrolované pomocou pH papiera. Na dosiahnutie
pH 7 az 8 sa kontinualne pridava 1 M HCI. Ked bolo pH v rozmedzi 7-8 roztok
sa sonikoval, az kym sa LPEI rozpustil. Roztok bol preliaty do novej skumavky a
pridalo sa také mnozstvo NaCl, aby bol kone¢ny objem 10 ml (v pripade, ze
mnozstvo CL-LPEI bolo presne 50 mg). Nakoniec bol roztok filtrovany pomocou
striekacCky s pripojenym 0,45 pm filtrom a filtrat sa alikvotoval do 1 ml zasob a

uskladnil pri -20 ° C az do dalSieho pouzivania.
Roztok FITC-LPEI 5 mg/ml v 0,5 M NaCl 10 ml

50 mg FITC-LPEI sa navazilo, rozpustilo a alikvotovalo rovhakym sposobom

ako v pripade zasobného roztoku LPEI.
Roztok FITC-CL-LPEI, 5 mg/ml v 0,5 M NaCl 10 ml

50 mg FITC-CL-LPEI sa navazilo, rozpustilo a alikvotovalo rovnakym spésobom

ako v pripade zasobného roztoku CL-LPEI.
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Roztok PAH, 1 mg/ml v 0,5 M NaCl 10 ml

290 mg NaCl bolo rozpustenych v 9,9 ml destilovanej vody a potom sa pridalo
100 pl 10% vodného roztoku PAH.

Roztok timivého roztoku uhli¢itanu sodného a hydrogenuhli¢itanu
sodného, 0,2 M 200 ml

212 mg bezvodého Na,CO, sa zriedilo v 5 ml destilovanej vody a nasledne sa
objem doplnil na 10 ml. 1,68 g NaHCO, sa zriedilo v 50 ml destilovanej vody a
potom sa objem doplnil na 100 ml. Nakoniec sa zmiesali 4 ml roztoku Na,CO; a
46 ml roztoku NaHCO, spolu so 100 ml destilovanej vody. Kone¢ny objem sa

doplnil na 200 ml.
Roztok pARG 1mg/ml v 0,5 M NaCl 10 ml

10 mg pARG sa rozpustilo v 7 ml 0,5 M NaCl. Kone¢ny objem sa doplnil na 10

ml.
Roztok CaCl, 1 M

7,35 mg CaCl, sa rozpustilo v 40 ml destilovanej vody. Kone€ny objem sa

doplnil na 50 ml.
Roztok CaCl, 0,33 M

4,85 mg CacCl, sa rozpustilo v 80 ml destilovanej vody. Konecny objem sa

doplnil na 100 ml.
Roztok Na,CO, 1 M

5,23 mg Na,CO, bolo rozpustenych v 40 ml destilovanej vody. Kone€ny objem

sa doplnil na 50 ml.
Roztok Na,CO, 0,33 M

3,50 mg Na,CO, bolo rozpustenych v 80 ml destilovanej vody. Konecny objem

sa doplnil na 100 ml.
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5.2.3. Layer-by-layer metdda

Uhli¢itan vapenaty bol pouzity ako koloidné jadro, na ktoré sa vrstvili opacne
nabité polyméry a pDNA za ucelom ziskania stabilnych kapsul (nosi¢ov
genetickej informacie). pDNA sa pouzila ako posledna, negativne nabita vrstva
a na nu sa nasledne navrstvil fluorescencne znaceny polymér s pozitivnym

nabojom.

Castice uhligitanu vapenatého sa najskor premyli 1 ml vody a centrifugaciou sa
usadili na dno, supernatant sa pomocou pipety odstranil. Po umyti sa Castice
zmieSali s nadbytkom polyméru a pri pomalom mixovani sa polymér mohol
naviazat na povrch a vytvorit film. Pomocou centrifugacie sa €astice usadili na
dno a roztok s nenaviazanym polymérom sa mohol odpipetovat. Nasledne sa
Castice 3 x premyli vodou - 1 ml vody sa zmieSal s Casticami, s trepackou typu
vortex sa dobre premiesali a pomocou centrifugacie a pipety sa supernatant
odstranil. Rovnaky postup sa opakoval s opa¢ne nabitym polymérom/pDNA, az
kym sa nenavrstil pozadovany pocet polymérov a pDNA. Nasledne sa jadro
rozpustilo pridanim 1 ml roztoku EDTA (0.2 M, pH 5.2), po 5 minutach jemného
mixovania sa pomocou centrifugacie odstranil roztok EDTA a kapsule sa 4 krat
premyli destilovanou vodou. Predtym, nez sa vrstvila pDNA sa objem ¢astic v
poslednom umyvacom kroku zniZil na 100 pl a nasledne sa tomu prispésobili aj
objemy pridavanych roztokov a vody - vzdy 100 ul. V poslednom umyvacom

cykle sa kapsule pozorovali v mikroskope.

5.2.4. Charakterizacia

Svetelny mikroskop

Svetelny mikroskop sluZil na pozorovanie Castic v priebehu vrstvenia. Na
zaklade pozorovania bolo mozné sledovat’ zhlukovanie Castic po naneseni
pozadovaného poctu vrstiev, ich velkost a po odstraneni jadra bolo mozné

sledovat aj kapsule. Nasledne boli robené fotografie.
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Fluorescenény mikroskop

Fluorescen¢ny mikroskop bol pouzity za ucelom sledovania Castic a kapsul,
ktoré obsahovali vrstvu s FITC alebo HOECHST farbivom. FITC farbivo sa
pouzilo na oznaCenie polymérov LPEI/CL-LPEI, ktoré boli vrstvené ako
posledné. Hoechst farbivo sa pouzilo ozna¢enie pDNA - pomocou neho sa dalo

zistit, Ci sa uspesSne pDNA naviazala na povrch nosica.
Rastrovaci elektronovy mikroskop

Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) bol pouzity na skiimanie morfolégie a
velkosti kapsul. Tento mikroskop pouZziva elektrony na zobrazenie povrchu
skumanych €astic a ma vysoku rozliSovaciu schopnost. Vzorka sa kvapla na
sklicko a nechala sa zakryta cez noc vysusit. Nasledne sa vzorka skumala na
FEI XL30 SEM.

Meranie zeta potencialu

200 pl vzorky v 3. premyvacom kroku bolo odobranych a zriedenych s 500 pl
destilovanej vody. Vzorka sa premiesSala a preliala do kyvety, ktora sa
umiestnila do koloidného analyzatora Malvern Zetasizer Nano ZS. Nasledne sa

zmeral zeta potencial.
Meranie koncentracie pDNA

Ultrafialovo-viditefny spektrofotometer bol pouzity na meranie koncentracie

pociatoCnej a prebytocnej pDNA, ktora sa nenaviazala na Casticu.

Najskoér bola urobena kalibracia merania pomocou rozpustadla meranej vzorky.
Nasledne boli pipetou nanesené 2 pl roztoku pDNA, ktory sa neskér zmiesal s
Casticami, aby sa vytvoril film obsahujuci pDNA. Meranie bolo zopakované este
raz a z nameranych 2 hodnét sa urobil priemer. Roztok pDNA sa 30 minutach
mixoval s Casticami a po centrifugacii sa zmerala koncentracia supernatantu

(nenaviazanej pDNA) rovnakym spésobom.
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5.2.5. Bunkové experimenty

In vitro bunkovy experiment s LbL kapsulami obsahujucimi LPEI a pDNA -

skumanie prestupu kapsul do bunky a ich cytotoxicity

Uspesne formulované kapsule, ktoré neboli velmi agregované (z
najuspesnejsich experimentov), sa pouzili v bunkovom experimente za ucelom
skumania ich prestupu do buniek. Boli pouZité prsné nadorové bunky 4. stadium

- 4T1 ktoré sa kultivovavali podla pokynov vyrobcu.

Postup:

1. Obidve vzorky s kapsulami sa odstredili pri 4500 g 3 min, aby sa ziskal pelet.
2. Pelet bol resuspendovany v 10 ul roztoku PBS a nechal sa v roztoku 30 min.

3. Po 30 min sa pridalo 90 yl média (RPMI1640, L-glutamin, 10% FBS, 1%

penicilin/streptomycin).

4. Priprava buniek.

a, Trypsinizacia buniek.

b, PocCitanie buniek pomocou prietokovej cytometrie.

¢, Nasadenie 40000 buniek do 1 jamky v Nunc komore v 500 yl médiu.

d, Pridanie 50 pl kapsul a nechanie ich v kontakte s bunkami po dobu 48 hod.
e, Bunky boli nasledne premyté PBS.

f, Pozorovanie buniek pod fluorescenénym mikroskopom.

Takisto sa pozorovali aj kontrolné vzorky buniek, ktoré sa pripravili rovhakym

spdsobom okrem pridania kapsul.
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6. Vysledky

6.1. Optimalizacia kombinacie polymérov pri tvorbe kapsul s
pDNA

6.1.1. Nedegradovatelné kapsule s polymérom PAH

Experiment 1 - inkorporacia pDNA (nahradenie poslednej vrstvy polyméru
DS)

V diplomovej praci (Hurajova 2015) sa na syntetizované jadro CaCO, typu 1
vrstvili postupne opacne nabité polyméry. Ako prvy sa navrstvil negativne nabity
DS, ktory patri k najpouzivanejSim polymérom pri LBL metdde. Ako dalSi sa
navrstvil pozitivhe nabity polymér PAH, ktory tvori stabilny par s DS
(Anandhakumar et al. 2011). Tretia vrstva bol DS. Stvrty v poradi sa navrstvil
pozitivne nabity polymér LPEI, piaty DS a nakoniec pozitivne nabity FITC-LPEI,
ktory vdaka fluorescenénému signalu dovoluje pozorovat vytvorené kapsule
pod mikroskopom. Vznikli stabilné kapsule, a tak sme na tento experiment

nadviazali. Posledna vrstva DS sa nahradila pDNA (Obr. 5).
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DS

l LPEI

EDTA \ FITC-LPEIL/, pDNA

Obr. 5: LBL formulacia na jadro CaCO,: na Castice sa vrstvili postupne opacne nabité vrstvy.
Prva vrstva je negativne nabity DS, druha vrstva pozitivne PAH, tretia vrstva DS, Stvrta vrstva
pozitivne nabity LPEI, piata vrstva pDNA, Siesta vrstva pozitivhe nabity FITC-LPEI a jadro sa

rozpustilo pridanim EDTA, aby vznikli kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 9-20 kDa v koncentracii 1
mg/ml a PAH v koncentracii 1 mg/ml, LPEI o velkosti 22 kDa v koncentracii 0.5
mg/ml, FITC-LPEI o velkosti 22 kDa v koncentracii 0.5 mg/ml, 84,4 ul pDNA
bolo zmieSanych s 915,6 pl v 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované jadro typu 1,
centrifugacia prebehla pri 500 g po dobu 1 minaty. Jadro bolo rozpustené
pridanim 1 ml EDTA.

Tab. 1 LbL parametre experimentov

DS PAH pARG LPEI CL-LPEI FITC-LPEI FITC-CL-LPEI pDNA Jadro  Centrifugacia pri
Experiment 1 9-20 kDa v v v 84,4 ul pDNA v 915,6 pl 0.1 M NaCl typ 1 500g, 1 minuta
Experiment 2 9-20 kDa v v v 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl  typ 1 500g, 1 minuta
Experiment 3 9-20 kDa v v 4 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl  typ 1 500g, 1 minata
Experiment4 6-10 kDa 4 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl typ2 67749, 5 sekand
Experiment5 6-10 kDa 4 v 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl typ2 67749, 5 sekand
Experiment6 6-10 kDa v v v 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl typ2 67749, 5 sekand
Experiment 7 6-10 kDa v 4 21,1 yl pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl typ2 67749, 5 sekand
Experiment8 6-10 kDa v v/ 4 21,1 yl pDNA v 78,9 pul 0.1 M NaCl  typ2 67749, 5 sekund

Kapsule sa vytvorili, no boli agregované ako je vidiet na obrazku 6.
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Obr. 6: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, PAH, FITC-LPEI, je mozné

pozorovat agregované kapsule, ktoré su fluorescenéne znacené (zvacsenie 400x)
Experiment 2 - vySSia koncentracia pDNA

Na zaklade 1. experimentu, kde bola pozorovana vysoka tendencia kapsul k
zhlukovaniu sa a na nameranej absorbancii (detaily budu uvedené v kapitole
6.2.) sme usudili, Ze bola pouZita nizka koncentracia pDNA. PretoZe nebolo
dostatocné mnozstvo pDNA so svojim negativnym nabojom, nepokryl sa cely
povrch a dalSia pozitivhe nabita vrstva sa nedostatoCne naviazala.
Koncentracia sa zvysila nasledovne - namiesto pévodného mnozstva vzorky (1
ml), bolo pred pouzitim vrstvy pDNA odobratych len 100 ul vzorky pri tretom
premyvani vodou. Nasledne sa vzorka zcentrifugovala a zmieSala s 21,1 pl
pDNA v 78,9 ul 0.1 M NaCl.

Finalne LbL parametry boli (Tab. 1): DS o velkosti 9-20 kDa v koncentracii 1
mg/ml a PAH v koncentracii 1 mg/ml, LPEI o velkosti 22 kDa v koncentracii 0.5
mg/ml, FITC-LPEI o velkosti 22 kDa v koncentracii 0.5 mg/ml, 21,1 ul pDNA
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bolo zmieSanych s 78,9 pl 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované jadro typu 1,
centrifugacia prebehla pri 500g po dobu 1 minaty. Jadro bolo rozpustené
pridanim 100 pl EDTA.

Kapsule su len mierne agregované ako je mozné vidiet' na obrazku 7.

FITC- LFEI

P o

Obr. 7: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s PAH, FITC-LPEI a pDNA vo vyS$Sej

koncentracii, vdaka ¢omu su kapsule len mierne agregované (zvacsenie 400x)
Experiment 3 - inkorporacia polyméru CL-LPEI

Na zaklade uspesnej LbL formulacie v poradi
DS/PAH/DS/LPEI/pDNA/FITC-LPEI s malo agregovanymi kapsulami, bol
polymér LPEI nahradeny CL-LPEI za u€elom ziskania eSte mene;j
agregovanych kapsul (Obr. 8). Po 4. vrstve bolo pouzitych len 100 yl vzorky a
zmixovanych s 21,1 yl pDNA.
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l CL-LPEI

pDNA

Obr. 8: LBL formulacia na jadro CaCO,: na Castice sa vrstvili postupne opacne nabité vrstvy -
DS, PAH, DS, CL-LPEI, pDNA, FITC-CL-LPEI a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA, aby vznikli

kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 9-20 kDa v koncentracii 1
mg/ml a PAH v koncentracii 1 mg/ml, CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml,
FITC-CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml, 21,1 yl pDNA bolo zmieSanych s 78,9
Ml 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované jadro typu 1, centrifugacia prebehla pri

500 g po dobu 1 minuty. Jadro bolo rozpustené pridanim 100 pl EDTA.
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Kapsule sa vytvorili a nebola badatelna takmer Ziadna agregacia ako je mozné

vidiet na obrazku 9.

FITC-CL- LPE]

Obr. 9: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, PAH, FITC-CL-LPEI, kapsule

su takmer bez agregacie (zvacsenie 400x)
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KedZe iSlo o jednu z najuspesnejSich syntéz kapsul s pDNA, na detailnejSie
zobrazenie sa urobili zabery pomocou rastrovacieho elektronového mikroskopu
(SEM) - obrazok 10.

o ‘BeschleumgungsspannungVergroBerungAlb8|tsab=tand 02c1. tif i Beschleunigungsspannung| VergvoﬁemngArbewlsabstand
20 kV 9.8 mm 200 um- (9] 20 kV 200 x 9.9 mm —100 ym—

9.9 mm

A Besch\eungoulgglsspannung'VergroBerung‘Arbeitsabstand 02b4.tif

Obr. 10: SEM fotografie kapsul a) zvacsenie 151x, b) zva&Senie 200x, c) zvacsenie 3500x
6.1.2. Degradovatelné kapsule zalozené na polyméroch DS a pARG

Experiment 4 - inkorporacia polyméru pARG

Polyarginin — dalSi pozitivne nabity polymér bol pouzity za uelom tvorby kapsul
s pDNA. Ide o polymér, ktory je degradovatelny a tym padom vhodnejsi na
tvorbu kapsul. Formulacia kapsul bola s nasledovnymi vrstvami:
DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/pDNA/pARG (Obr. 11).
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Obr. 11: LBL formulacia na jadro CaCO;: na Castice sa vrstvili postupne opacne nabité vrstvy
- DS, pARG, DS, pARG, DS, pARG, pDNA, pARG a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA aby

vznikli kapsule

Po 6 vrstve namiesto 1 ml iba 100 pl vzorky bolo pouzitej a zmixovanej s 21,1 yl

pDNA. Taktiez sa kvéli pARG pouzilo syntetizované jadro typ 2.

Pripravili sa 4 vzorky, ktoré sme zafarbili farbivom Hoechst na zobrazenie

naviazanej pDNA:

e A (obsahuje pDNA, vzorka sa podrobila meraniu zeta potencialu -
nerozpustili sme jadro),
B (obsahuje pDNA, rozpustili sme jadro aby sme mohli sledovat, ¢i sa
vytvorili kapsule),

e C (kontrolna vzorka, neobsahuje pDNA, vzorka sa podrobila meraniu
zeta potencialu - nerozpustili sme jadro),

e D (kontrolna vzorka, neobsahuje pDNA, rozpustili sme jadro aby sme

mohli sledovat, &i sa vytvorili kapsule).

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 6-10 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, 21,1 ul pDNA bolo zmieSanych s 78,9 pl
0,1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované jadro typu 2, centrifugacia prebehla pri

6774 g po dobu 5 sekund. Jadro bolo rozpustené pridanim 100 ul EDTA.
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Zeta potencial vzorka A: 10,6mV

45,8% vzorky malo hodnotu zeta potencialu -0,0612
30,8% vzorky malo hodnotu zeta potencialu 13,1
23,4% vzorky malo hodnotu zeta potencialu 28,4
Zeta potencial vzorka C: 40,9mV

75,8% vzorky malo hodnotu zeta potencialu 46,1
16,1% vzorky malo hodnotu zeta potencialu 16,1
8,1% vzorky malo hodnotu zeta potencialu 13,5

Zeta potencial ukazal, Ze v pripade pDNA je takmer polovica povrchu zaporne
nabita, o znaci, ze sa pravdepodobne nenaviazalo dostatoné mnozstvo
pPARG na pDNA.
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Kapsule sa vytvorili, no su agregované (obrazok 12 v Hoechst farbivom,

obrazok 13 svetelny mikroskop) a koreluju aj s nameranymi hodnotami zeta

potencialu.

- )

Sample C Sample D

Obr. 12: Fluorescen&né mikroskopické pozorovanie: a) nosi¢ s pDNA a jadrom, ktoré nebolo
rozpustené, b) vytvorené kapsule s pDNA, c) kontrolna vzorka - nosi¢ bez pDNA a s jadrom,

ktoré nebolo rozpustené, d) kontrolna vzorka - kapsule bez pDNA (zvac&Senie 400x)
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Obr. 13: Optické mikroskopické pozorovanie: a) nosi¢ s pDNA a jadrom, ktoré nebolo
rozpustené, b) vytvorené kapsule s pDNA, c) kontrolna vzorka - nosi¢ bez pDNA a s jadrom,

ktoré nebolo rozpustené, d) kontrolna vzorka - kapsule bez pDNA (zvacSenie 400x)
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Experiment 5 - kombinacia polymérov pARG a LPEI

Po uspesnej formulacii kapsul s pARG a pDNA bola posledna vrstva pARG
nahradena FITC-LPEI za ucelom inkorporacie polyméru LPEI a optimalizacie
agregacie kapsul. Formulacia kapsul bola s nasledovnymi vrstvami:
DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/pDNA/FITC-LPEI (Obr. 14). Po 6 vrstve sa

pokracCovalo opat len so 100 ul vzorky.

Obr. 14: LBL formulacia na jadro CaCO;: na Castice sa vrstvili postupne opacne nabité vrstvy
- DS, pARG, DS, pARG, DS, pARG, pDNA, FITC-LPEI a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA aby

vznikli kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 6-10 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, FITC-CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml,
21,1 pl pDNA bolo zmieSanych s 78,9 ul 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované
jadro typu 2, centrifugacia prebehla pri 6774 g po dobu 5 sekund. Jadro bolo
rozpustené pridanim 100 pyl EDTA.

Kapsule boli agregované, ako je mozné vidiet na obrazku 15.
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Obr. 15: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, pARG, FITC-LPEI, je vidiet,

ze doslo k velkej agregacii kapsul (zvacsenie 400x)
Experiment 6 - kombinacia polymérov pARG a CL-LPEI

V diplomovej praci (Hurajova 2015) sa na syntetizované jadro CaCO, typu 2
vrstvili postupne opacne nabité polyméry. Ako prvy sa navrstvil negativne nabity
DS, ktory patri k najpouzivanejSim polymérom pri LBL metéde. Ako dalsi sa
navrstvil pozitivne nabity polymér pARG, ktory tvori stabilny par s DS (Kastl et
al. 2013). Tretia vrstva bol opat DS, Stvrty v poradi pARG, piaty DS, Siesty
PARG, siedmy DS, 6smy pARG, deviaty DS a nakoniec pozitivhe nabity
FITC-CL-LPEI, ktory vdaka fluorescenénému signalu dovoluje pozorovat
vytvorené kapsule pod mikroskopom. Vznikli stabilné kapsule a tak sme na

tento experiment nadviazali. Posledna vrstva DS sa nahradila pDNA (Obr. 16).
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Obr. 16: LBL formulacia na jadro CaCO;: na Castice sa vrstvili postupne opacne nabité vrstvy
- DS, pARG, DS, pARG, DS, pARG, DS, pARG, pDNA, FITC-CL-LPEI/CL-LPEI a jadro sa

rozpustilo pridanim EDTA, aby vznikli kapsule

Po 8. vrstve sa pokracovalo s dvomi 100 ul vzorkami - vzorka A mala poslednu
vrstvu FITC-CL-LPEI, vzorka B CL-LPEI a tu sme potom podrobili farbeniu s

Hoechst farbivom na zobrazenie naviazanej pDNA.

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 6-10 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, FITC-CL-LPEI 0.5 mg/ml, 21,1 ul pDNA
bolo zmieSanych s 78,9 ul 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované jadro typu 2,
centrifugacia prebehla pri 6774 g po dobu 5 sekund. Jadro bolo rozpustené
pridanim 100 pl EDTA.

Kapsule sa formovali, bola pritomna mierna agregacia, zaroven je v8ak mozné
pozorovat na obrazku 17 aj jednotlivé, neagregované kapsule, ktoré by mohli
byt schopné prestupu do buniek. Vdaka farbivu Hoescht je mozné vidiet na

obrazku 17, Ze je pDNA uspesSne inkorporovana vo vytvorenej kapsuli.
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Obr. 17: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul a) vzorka A s poslednou vrstou
FITC-CL-LPEI, b) vzorka B s poslednou vrstvou CL-LPEI s Hoechst farbivom (zvacsenie 400x)

Experiment 7 - kombinacia polymérov pARG a CL-LPEI (menej vrstiev)

Rovnaka formulacia ako v predchadzajucom experimente bola pouzita, avSak
len s dvomi dvojvrstvami polymérov DS a pARG aby sme zistili, ¢i bude mat

pocet vrstiev vplyv na stabilitu a agregaciu kapsul (Obr. 18).

\, FITC-CL-LPEL /7,

Obr. 18: LBL formulacia na jadro CaCO,: na Castice sa vrstvili postupne opaéne nabité vrstvy
- DS, pARG, DS, pARG, pDNA, FITC-CL-LPEI a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA, aby vznikli

kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 6-10 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, FITC-CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml,
21,1 pl pDNA bolo zmieSanych s 78,9 ul 0.1 M NaCl. Pouzilo sa syntetizované
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jadro typu 2, centrifugacia prebehla pri 6774 g po dobu 5 sekund. Jadro bolo
rozpustené pridanim 100 pyl EDTA.

Kapsule su mierne agregované, ako je mozné vidiet na obrazku 19.

Obr. 19: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, pARG, FITC-CL-LPEI, je

mozné pozorovat miernu agregaciu kapsul (zvacsenie 400x)

Spolu s kapsulami z experimentu 3 sa pre detailnejSie zobrazenie kapsul pouZil
SEM (Obr. 20).
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-
[ i ]| Beschleunigungsspannung VQrgroBerungArbe\tsabstand‘Apenurblende 022.tif i ]| Beschleunigungsspannung|VergréRerung|Arbeitsabstand 023 tif
L] 20 kV 650 x 9.9 mm - —20 um— MY 20 kV 1500 x 9.9 mm 20 ym

Obr. 20: SEM fotografie kapsul a) zvacsenie 650x, b) zvacSenie 1500k, je vidiet vacsiu

agregaciu kapsul
Experiment 8 - polyméry pARG a CL-LPEI v odliSnej kombinacii vrstiev

Na zaklade uspesSne vytvorenych kapsul s polymérom PAH a CL-LPEI
(experiment 3), bol polymér PAH nahradeny pARG za ucelom ziskania kapsul s
nizsou toxicitou - pouZilo sa jadro typ 2, ktoré sa pouzivalo pri tvorbe kapsul s
pARG (Obr. 21).

l CL-LPEI

Obr. 21: LBL formulacia na jadro CaCO;: na jadro typu 2 sa vrstvili postupne opacne nabité
vrstvy - DS, pARG, DS, CL-LPEI, pDNA, FITC-CL-LPEI a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA,

aby vznikli kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 6-10 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml,
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FITC-CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml, 21,1 ul pDNA bolo zmieSanych s 78,9
bl 0,1 M NaCl. PouZilo sa syntetizované jadro typu 2, centrifugacia prebehla pri

6774 g po dobu 5 sekund. Jadro bolo rozpustené pridanim 100 pyl EDTA.

Kapsule su agregované ako je mozné pozorovat na obrazku 22.

Obr. 22: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, pARG, FITC-CL-LPEI, jadro

typ 2, je vidiet velké zhluky, kapsule su velmi agregované (zvacsenie 400x)
Experiment 9 - kombinacia polymérov pARG a CL-LPEI (odliSné jadro)

Rovnaky experiment, ako v predchadzajucom pripade (experiment 8) bol
prevedeny, no s odliSnym jadrom — typ 1, ktory sa pouzival pri polyméry PAH
(Obr. 23).
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PARG

l CL-LPEI

Obr. 23: LBL formulacia na jadro CaCO;: na jadro typu 1 sa vrstvili postupne opaéne nabité
vrstvy - DS, pARG, DS, CL-LPEI, pDNA, FITC-CL-LPEI a jadro sa rozpustilo pridanim EDTA,

aby vznikli kapsule

Finalne LbL parametre boli (Tab. 1): DS o velkosti 9-20 kDa v koncentracii 1
mg/ml a pARG v koncentracii 1 mg/ml, CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml,
FITC-CL-LPEI v koncentracii 0.5 mg/ml, 21,1 pul pDNA bolo zmieSanych s 78,9
ul 0,1 M NaCl. PouZilo sa syntetizované jadro typu 1, centrifugacia prebehla pri

500 g po dobu 1 minuty. Jadro bolo rozpustené pridanim 100 pyl EDTA.

Kapsule su mierne agregované, ako je mozné pozorovat na obrazku 24.
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Obr. 24: Mikroskopické pozorovanie vytvorenych kapsul s pDNA, pARG, FITC-CL-LPEI, jadro

typ 1, je vidiet miernu agregaciu ale aj samostatné kapsule (zvacSenie 400x)
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6.2. Optimalizacia koncentracie pDNA

V prvom experimente sme pouzili 1 ml ¢astic a zmixovali ich s 1 ml pDNA (84,4
ul pDNA v 915,6 yl v 0,1 M NaCl). Absorbancia pDNA vo vzorke bola 42,2 pl/ml
a po mixovani s nosiCom a naslednej centrifugacii bola absorbancia 0,5 pl/ml.
To znamena, Ze celé mnozstvo pDNA sa viaze a je potrebné pouZit vacsie

mnozstvo, aby bolo isté, ze su vSetky Castice pokryté vrstvou pDNA.

Koncentracia sa zvysila nasledovne - namiesto pévodného mnozstva vzorky (1
ml), bolo pred pouzitim vrstvy pDNA odobratych len 100 ul vzorky pri tretom
premyvani vodou. Nasledne sa vzorka zcentrifugovala a zmieSala s 21,1 pl

pDNA v 78,9 ul 0,1 M NaCl.
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6.3. In vitro bunkové experimenty

6.3.1. Prestup kapsul do buniek

Kapsule z experimentu 3 DS/PAH/DS/CL-LPEI/pDNA/FITC-CL-LPEI

Po 48 hodinach, kedy boli 4T1 bunky v kontakte s kapsulami, ktoré mali
poslednu vrstvu oznacenu FITC farbivom, sa bunky premyli a nasledne
pozorovali pod fluorescenénym mikroskopom. Ako je vidiet na obrazku 25,
podla zelenej farby kapsul ktoré su v oblasti vyskytu buniek sa da predpokladat,
Ze kapsule presli do buniek (kapsule maju poslednu vrstvu znaenu FITC
farbivom). NavySe sa zda morfoldgia buniek v poriadku aj po 48 hodinovom

kontakte s kapsulami, ¢o indikuje moznu biokompatibilitu nosica.
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Obr. 25: Mikroskopické pozorovanie prestupu kapsul do buniek a) bunky s kapsulami s
fluorescenénym signalom - zelena farba su fluorescencéne farbené kapsule b) bunky s
kapsulami fluorescencne znacenymi po tme c) bunky s kapsulami bez fluorescenéného signalu

d) kontrolna vzorka buniek bez kapsul (zvaésenie 100x)

Kapsule z experimentu 6 vzorka A

Po 48 hodinach, kedy boli 4T1 bunky v kontakte s kapsulami, ktoré mali
poslednu vrstvu oznacenu FITC farbivom, sa bunky premyli a nasledne
pozorovali pod fluorescenénym mikroskopom. Ako je vidiet na obrazku 26,
podla zelenej farby kapsul, ktoré su v oblasti vyskytu buniek sa da
predpokladat, ze kapsule presli do buniek (kapsule maju poslednu vrstvu
znacenu FITC farbivom). NavySe sa zda morfolégia buniek v poriadku aj po 48

hodinovom kontakte s kapsulami, ¢o indikuje moznu biokompatibilitu nosic¢a.
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Obr. 26: Mikroskopické pozorovanie prestupu kapsul do buniek a) bunky s kapsulami s
fluorescenénym signalom - zelena farba su fluorescenéne farbené kapsule b) bunky s
kapsulami fluorescencne znacenymi po tme c) bunky s kapsulami bez fluorescenéného signalu

d) kontrolna vzorka buniek bez kapsul (zvacSenie 100x)
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7. Diskusia

Za uCelom ziskania kapsul obsahujucich polymér PEI a pDNA boli
optimalizované viaceré parametre. Dva typy syntetizovaného jadra boli pouzité
na zaklade uspesnych predchadzajucich vyskumov (Kastl et al. 2013, Volodkin
et al. 2004) a modifikovali sa, aby sa ziskali ¢im najmenej agregované Castice
(Hurajova 2015).

Boli vytvorené kapsule s dvoma typmi pozitivne nabitych polymérov - PAH a
PARG. Ako prvy sa pouzil PAH, ktory na zaklade vyskumu (Anandhakumar et
al. 2011) tvori stabilny par s DS. V uspesnej formulacii v diplomovej praci
(Hurajova 2015) v sekvencii DS/PAH/DS/LPEI/DS/FITC-LPEI bola posledna
vrstva DS nahradena pDNA, avSak vznikli agregované kapsule. Na zaklade
vysokej tendencii kapsul k zhlukovaniu sa a na nameranej absorbancii sme
usudili, Ze bola pouzita nizka koncentracia pDNA (nedostatoné mnozstvo
pDNA viedlo k tomu, Ze sa nepokryl cely povrch a pozitivhe nabity polymer sa
nemohol naviazat na cely povrch). Koncentracia sa zvysSila a vznikli len mierne
agregované kapsule - v dalSich experimentoch sa pouzivala vzdy zvySena

koncentracia.

CL-LPEI bola syntetizovana a pouzita namiesto polyméru LPEI kvéli nizkej
cytotoxicite a vysokej transfekénej ucinnosti (Bonner et al.2013, Breunig et al.
2007). Vznikli kapsule takmer bez agregacie a preto sa tieto kapsule podrobili
bunkovym experimentom. Na zaklade mikroskopického pozorovania sa da
predpokladat, Ze kapsule presli do buniek. Kapsule su totiz znacené FITC
farbivom a ich vyskyt koreluje s vyskytom buniek (Obr. 25). Rovnako morfologia

buniek bola v poriadku, ¢o indikuje moznu biokompatibilitu kapsul.

Kombinacia polyméru DS a pARG bola adaptovana z protokolu (Kastl et al.
2013) a vrstvy polyméru LPEI aj CL-LPEI boli pouzité. Kapsule s vrstvami v
poradi DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/pDNA/FITC-LPEI a

DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/pDNA/pARG boli agregované a tym padom

nevhodné na bunkové experimenty. Kapsule v sekvencii vrstiev
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DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/DS/pARG/pDNA/FITC-CL-LPEI boli takmer bez
agregacie a podrobili sa bunkovym experimentom. Na zaklade mikroskopického
pozorovania sa da predpokladat, Ze aj tieto kapsule presli do buniek a su

biokompatibilné (Obr. 26).

Uspesne formulované kapsule ktoré presli do buniek je potrebné podrobit
dalSim experimentom - najma transfekcii, aby sa zistilo €i prenadana pDNA

indukovala expresiu bielkoviny.

Predpoklada sa, Ze jednym z dévodov nestability kapsul moze byt prilis silny
pozitivny naboj LPEI, ktory méze vytrhavat z vrstiev predtym naviazanu
negativne nabitu vrstvu popripade s fiou vytvarat komplexy. Aj ked su Castice
jadra pred vrstvenim neagregované, postupnym pridavanim vrstiev sa vzdy
zacnu viac ¢i menej zhlukovat’ a tak je potrebné optimalizovat eSte jednotlivé
vrstvy polymérov a pDNA, nasledkom ¢oho mézu vzniknut uplne neagregované
kapsule schopné prestupu do bunky. Kvoli Casovej limitacii sme uz viac

jednotlivé vrstvy nestihli viac optimalizovat’ a je to predmet na dalSi vyskum.
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8. Zaver

Ciefom tejto prace bolo pripravit kapsule obsahujuce PEI (polymér s vysokou
transfekénou kapacitou) a pDNA. Kapsule sa podrobili bunkovym experimentom

za ucelom skumania ich prestupu do buniek a cytotoxicity.

Najskér sa optimalizovali kapsule obsahujuce polymér PAH a LPEI. Prvé
kapsule boli agregované, ¢o znemoznuje ich dalSie pouzitie a prestup do bunky
a tak sa v dalSich experimentoch pouzivala len mala Cast vzorky, aby bola
vy8Sia koncentracia pDNA. Na zaklade merania absorbancie sa zistilo, Ze celé
mnoZzstvo pDNA sa naviazalo na kapsule a bolo potrebné pouzit’ vysSiu

koncentraciu pDNA, aby sa zaistilo Ze su vSetky Castice pokryté vrstvou pDNA.

Ako dalSie sa pripravili kapsule obsahujuce polymér PAH a CL-LPEI, ¢o viedlo

ku kapsulam takmer bez agregacie.

Dalsi, pozitivne nabity polymér pARG bol pouZzity za ciefom vytvorenia
stabilnych kapsul. V kombinacii s polymérom LPEI a pDNA boli kapsule
agregované. Kombinacia s polymérom pARG a CL-LPEI bola prevedena a
vznikli len mierne agregované kapsule - bolo mozné pozorovat aj jednotlivé,

neagregované kapsule.

Dve najuspesnejsie formulacie - s polymérom PAH v sekvencii vrstiev:
DS/PAH/DS/CL-LPEI/pDNA/FITC-CL-LPEI, a s polymérom pARG v sekvencii
vrstiev: (DS/pARG),pDNA/FITC-CL-LPEI boli podrobené in vitro bunkovym
experimentom. Skumal sa prestup do buniek a cytotoxicita. Na zaklade
mikroskopického pozorovania sa da predpokladat, ze kapsule presli do buniek a

su biokompatibilné.
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