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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Farmaceutické technologie

Skolitel: PharmDr. Ondiej Holas, Ph.D.

Student: Hana FéldeSova

Nazev diplomové prace: Nanocasticové nosice pro vakciny zalozené na nukleovych

kyselinach: prehled literatury

Vakciny zalozené na nukleovych kyselinach jsou prelomem ve vyvoji vakein, a to diky
moznosti in situ exprese antigenu a rozvoji genového inzenyrstvi. AvSak kvili nizké
stabilité in vivo je vétSina téchto vakcin zaloZena na nosicich, tzv. vektorech, pro
zvySeni stability a zajisténi specifické distribuce do antigen prezentujicich bunék
a rozvoji imunitni odpovédi. Vektory obecné délime na virové a nevirové, piicemz se

tato prace zabyva nevirovymi vektory zaloZenych na nanocasticich.

Cilem této prace je vytvotit aktudlni piehled nejcastéji pouzivanych nanoc¢asticovych
systémll pro dodani vakcin zalozenych na nukleovych kyselindich — lipidickych
nanocastic, systémech na bazi peptidi, polymernich nanocésticovych systémech
a anorganickych nanocastic. Bylo zjiSténo, ze u téchto systému se vytvaii takzvané
hybridni nanocasticové systémy vzajemné kombinujici své vyhody v podobé
napiiklad kationickych nanoemulzi, lipidickych polymernich hybridnich nanocastic,
lipopolyplexti a kombinaci polymert s protaminem. V zavéru této prace byly zminény
anorganické nanoc¢asticové systémy se systémem NanoVac, ktery je aktualné zkouman

spolec¢nosti Luna Labs, se slibnymi vyhlidkami do budoucna.

Kli¢ova slova: vakciny, antigen, DNA, plazmid, RNA, imunitni systém



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of: Pharmaceutical Technology

Consultant: PharmDr. Ondrej Holas, Ph.D.

Student: Hana FdldeSova

Title of Thesis: Nanoparticle carriers for nucleic acid-based vaccines: a literature

review

Nucleic acid-based vaccines represent a groundbreaking advancement in vaccine
development, due to the possibility of in sifu antigen expression and the progress in
genetic engineering. However, due to their low in vivo stability, most of these vaccines
rely on carriers, known as vectors, to enhance stability and ensure targeted delivery to
antigen-presenting cells, thereby stimulating an immune response. We generally
classify vectors into viral and non-viral types, with this work focusing on nanoparticle-

based non-viral vectors.

The aim of this thesis is to provide an up-to-date overview of the most commonly used
nanoparticle systems for delivering nucleic acid-based vaccines — lipid nanoparticles,
peptide-based systems, polymeric nanoparticle systems, and inorganic nanoparticles.
It was found that these systems often form hybrid nanoparticle systems, combining
their advantages, such as cationic nanemulsions, lipid-polymer hybrid nanoparticles,
lipopolyplexes, and polymer-protamine combinations. The thesis concludes with
a discussion of inorganic nanoparticle systems and the NanoVac system, which is

currently being researched by Luna Labs and shows promising prospects for the future.

Keywords: vaccines, antigen, DNA, plasmid, RNA, immune system



Seznam zkratek

AdV — adenovirus

Ag — antigen

APB— antigen prezentujici bunky

CNT — uhlikové (carbon) nanotrubice

CPPs —Cell Penetrating Peptides = peptidy penetrujici buiiku
CVC — ,Zastice v astici®

DB — dendritické bunky

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DOPE — dioleoylphosphatidylethanolamin

DOTAP — 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan
DSPC-1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

EPI — epitop

FDA — Food and Drug Administration

HIV — virus lidské imunodeficience

IVT — in vitro transkribované

KNE — kationicka nanoemulze

L-PBAE — poly(B-aminoestery)

MHC — hlavni histokompatibilitni komplex = major histocompatibility complex
mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

NA — nukleova kyselina = nucleic acid

NLC— nanostrukturovana lipidické &astice

NC — nanodastice



PAMAM — polyamidoamin

pDNA — plazmidova DNA

PEG — polyethylenglykol

PEI — polyethylenimin

PLA — polymlécna kyselina = polylactid acid
PLC— pevné lipidické &astice

PLGA — poly(lactic-co-glycolic acid)
PVA — poly(vinylamin)

RNA — ribonukleova kyselina
saRNA — samoamplifikujici RNA
siRNA — ,,small interfering RNA

VLPs —Virus like particles = ¢astice podobné virim



Uvod a cil prace

Obecn¢ objev, vyvoj a zlepseni vakcin bylo usnadnéno aplikacemi novych technologii,
a to diky stale zlepSujicimu se vyzkumu na celém svété. Prelomem ve vyvoje vakcin
bylo pouzivani vakcin zaloZenych na nukleovych kyselinach, které maji moznosti in

situ exprese antigenu.

Vakcinace pomoci nukleovych kyselin je relativné nova technologie, kterd vyuziva
metody genového inzenyrstvi k vyvolani imunitni odpovédi. Prvni objevy ohledné
vakcin zalozenych na nukleovych kyselinach byly az pfed vice nez dvaceti lety.
Nevyhodou téchto vakcinacnich latek je vSak nizka stabilita in vivo, a proto je vétSina
téchto vakcin zalozena na nosicich tzv. vektorech pro zvyseni stability a specifické
distribuce antigen prezentujici buiiky. Vektory obecné délime na virové a neviroveé,
pfi¢emz pro tuto praci jsou nejdilezitéj$i nevirové vektory zalozené na nanocasticich.
Pravé vyzkum, vyvoj a optimalizace nanoc¢asticovych vektort je klicovy k dal§imu

vyuzivani téchto vakcin pro humanni pouziti.

Cilem této prace je zpracovat piehled literatury nejcastéji pouZivanych
nanocasticovych nosicii vakcin zalozenych na nukleovych kyselinach. Déle objasnit
pouzivani vakcin zaloZenych na nukleovych kyselinach a ukazat, ze nanoc¢asticové

systémy mohou byt velkym tématem pro dal$i vyzkum.



Soucasny stav poznani

1.1 Vakcinace

Vakcinace, jak jiz bylo v tvodu zminéno, je jednim z nejvétSich tspéchii v oblasti
vefejného zdravi minulého stoleti a zachrani odhadem 2-3 miliony lidskych Zivott
ro¢n€. Aktudln¢ dostupné vakciny mohou zabranit vice nez 30 riznym infekénim
chorobam, z nichz nékolik 1ze kombinovat do jednotlivych vakcin. (1-5) Vakciny tedy
slouzi jak k prevenci infekénich onemocnéni, tak 1 k redukei spotteby antibiotik. (6)
V preklinickych studiich se setkavdme s pouzitim vakcin nejen u infek¢nich

onemocnéni, ale také v 1é¢b¢ rakoviny a autoimunitnich onemocnénich. (7)

V naésledujicich podkapitoldch bude popsan zakladni prehled vyvoje vakcinacnich

latek, rozvoj imunitni odpovédi a faktory ovliviiuji u€innost vakcin.

1.1.1 Historie vakcinace

Slovo vakcina pochazi z roku 1798, kdy Eduard Jenner izoloval virus kravskych
neStovic proti pravym neStovicim. Lingvisticky je slovo vakcina odvozeno

z latinského slova vacca, v ptekladu krava. (8)

Prvni generace vakcin byla vyvinuta na pfelomu 19. stoleti a patii zde Zzivé
atenuované (neboli oslaben¢) vakciny vztekliny ¢i neStovic. (5) Déle pak celobunécné
vakciny proti bfisnimu tyfu, cholete a vztekliné byly zaloZeny na jejich usmrcenych

puvodcich. (9)

Na konci 20. stoleti se zacaly vyvijet vakciny druhé generace. Podjednotkové vakciny
proti antraxu, zaloZené na proteinech, ¢i proti vztekling, zaloZzené na polysacharidech.
Diky rozvoji genového inZenyrstvi na konci 20. stoleti védci vyvinuli vakcinu proti

hepatitid¢ typu B obsahujici rekombinantni virovy antigen (Ag) (Virus-like). (2,9)

Nejvetsi rozvoj tireti generace vakcin zalozenych na nukleovych kyselinach (NA)
nastal v obdobi pandemie COVID-19. (3, 10) Diky vakciné Comirnaty od spole¢nosti
Pfizer dostala povédomi o vakcinach zalozenych na NA 1 Siroké vetejnost, kdy byla
na svét privedena prvni medidtorova ribonukleovd (mRNA) vakcina pro humanni

pouziti. Déle svlij rozvoj zaznamenaly vakciny zaloZzené na deoxyribonukleové
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kyselin¢ (DNA) i ostatnich ribonukleovych kyselinach (RNA). (10) V tabulce 1 je

shrnut zdkladni pfehled vakcin.

Tabulka 1 generace vakcin vytvoreno podle (11)

typ vakcin priklad onemocnéni
1.generace 7ivé atenuované vzteklina, neStovice

inaktivované vakciny bfisni tyfus, cholera
2.generace podjednotkové vakciny anthrax, vzteklina

rekombinantni vakciny hepatitida typ B, Rota
virus

3.generace DNA, RNA vakciny COVID-19, Ebola

1.1.2 Rozvoj imunitni odpovédi

Vramci imunitni odpovédi je dilezité si nejprve objasnit zdkladni pojmy
v imunologii. (12) Imunita slouzi k obran¢ téla proti infekcim a obecné infekce
patogeny vedou k aktivaci nespecifické (vrozené) a specifické (ziskané) imunitni
odpovédi. Nespecifické imunitni odpovédi nevyzaduji specifické rozpoznani Ag
a zahrnuji aktivaci makrofagtl, pfirozenych zabijecskych bun¢k a produkci cytokini.
Specifické imunitni odpovédi jsou zavislé na Ag a fadime sem i1 o¢kovani. (13, 14)
Specifické imunitni odpovédi vyzaduji aktivaci lymfocytd k produkci specifickych
protilatek a Ag-specifickych CD4+ a CD8+ T bunék. (12)

V predchozim textu byly zminény Ag, coZ je specificky znak daného patogenu, ktery
vyvolava tvorbu protilatek a proti nému se rozviji imunitni odpovéd organismu. Jako
Ag slouzi napiiklad NA snavazanymi proteiny ¢i polysacharidy. (15) Dale
adjuvantni prostiedky, které samy o sob¢ nevedou k indukci imunitni odpovédi, ale
spole¢né s Ag poméhaji indukovat ochranu a dlouhodobou pamét. Mezi adjuvancia
patii slouCeniny hliniku, lipopolysacharidy, olejové emulze, lipozomy apod. (14)
Protoze protilatky nereaguji s celou molekulou Ag, existuji také Ag determinanty tzv.
epitopy (EPI). (16) EPI jsou obvykle derivaty télu nevlastnich proteinii a mohou
se vyskytovat jak na povrchu Ag, tak i uvnitt. (17) Diky EPI se Ag navaze na protilatku
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a indukuje imunitni odpovéd’. (16) Pravé schopnost indukovat imunitni odpoveéd

se nazyva imunogenicita.

Na obrazku 1 je uveden rozvoj primarni imunitni odpovédi, kdy specializované
antigen prezentujici builkky (APB), do nichz patfi tzv. dendritické buiiky (DB),
zachycuji Ag a migruji s nim do lymfatické uzliny. Zde pfichazi do kontaktu
s T lymfocyty. T lymfocyty obsahuji CD4+ znak rozpoznavajici Ag na hlavnim
histokompatibilitnim komplexu (MHC) II. tfidy a CD8+ znak rozpoznavajici Ag na
MHC 1. tfidy. MHC se nachazejici na APB, popt. DB a umoziiuji rozeznat cizi tkan
od tkané vlastni. Dochazi k rozpoznani Ag systémem MHC a nasledné vazbé na
CD4+, nebo CD8+ u T lymfocytl a indukci protilatkové odpovédi. (18) Vznikaji tedy
CD8+ pamétové T lymfocyty a CD8+ efektorové T lymfocyty. (3)

Plazmatickd B-bufika

— @ —
CD4 T B-burika (CD8+)
MHC I ? ﬁ‘ J‘
¥ ¥
v
A 3y
MHC |

CD8'T-burika
‘9-
Pameétova B-bunka

CD8" pamétova CD8" efektorova
T -burika T-bufika

i Migrace do
\9\ / lymfatické
% uzliny
g .

O;y e

™\

dendriticka bufika

Jf( @

Q

Obrazek 1 Rozvoj imunitni odpovedi

Nésledné je jednim z dilezitych mechanismi vyvolat imunologickou pamét’, kdy
vznikaji dlouhodobé Zzijici pamétové lymfocyty. V prabehu interakce imunitniho
systému s patogenem nesouci Ag vznikaji tzv. klony B lymfocytt, které se pozdéji
diferencuji do nékolika typi. (19-21) Cast z nich jsou bunky plasmatické zodpovédné
za tvorbu protilétek, a dalsi pamét’ové buflky migruji do kostni dfené, kde mohou
reaktivaci specifick¢ sekundarni imunitni odpovédi pfi reinfekci. Tyto pamétové

lymfocyty pfi dal$i invazi Ag zajisti velice rychlou reaktivaci protilatkové odpovédi
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a likvidaci téchto Ag. (20, 21) Shrnuti rozdilii mezi primérni a sekundarni imunitni

odpovédi je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2 Rozdily mezi primarni a sekundarni imunitni odpovedi, vypracovano dle (21,22)

Primarni imunitni odpovéd’ Sekundarni imunitni odpovéd’
charakteristika odpoveéd na prvni kontakt s Ag odpovéd na druhy a dalsi kontakt s
Ag
doba nastupu obvykle 5-10 dni obvykle 1-3 dny
imunitni odezvy
intenzita imunitni nizka vysoka
odpovédi
mnoZstvi protilatek | nizké (obvykle Imunoglobulin M) | vysoké (obvykle Imunoglobulin G)
hladina protilatek relativné rychle klesa klesa pomalu

Timto mechanismem miizeme shrnout hlavni podstatu vakcinace. MiZzeme dosahnout
i celozivotni imunity pomoci vhodné volené¢ho imuniza¢niho schématu, kdy prave
celozivotni imunita je srovnatelna simunitou po prodélaném infekénim

onemocnénim. (20)

U pandemie onemocnéni COVID-19 jsme byli svédkem, Ze dané infek¢ni agens mtize
mit proménlivou Ag vybavu, tudiZ se mohou nékteré infekce opakovat 1 po vakcinaci.
Problém je, ze buiiky nerozeznaji variantu viru a pacienti znovu onemocni, jako se to

délo a déje v ptipadé onemocnéni COVID-19. (20, 23)

1.1.3 Faktory ovliviiujici uéinnost vakcin

Nejen samotné slozeni a konstrukce vakcin, ale 1 dal§i faktory mohou ovliviiovat
ucinnost, bezpecnost a stabilitu vakcin. Mezi nejznaméjsi faktory patii individudlni
imunitni reaktivita a jednonukleotidové polymorfismy. Vyznamnou roli hraji také
epigenetické faktory, mezi néZ fadime faktory vyZzivy ¢i pfirozenou mikrobiotu. (24)
Veékova skladba oCkovanych je dalSi vyznamny faktor, kdy je nutné reflektovat
progresivni starnuti populace a zaméfit vyvoj konstrukce vakein na zlepSeni odezvy
starnouciho imunitniho organismu. (25) Dale pak velmi silnou roli hraji pohlavni
hormony, kdy je nejspiSe rozdilna citlivost T bun¢k k estrogenlim u zen a muzu. (24,
26) Zenské hormony maji stimulaéni vliv na aktivni imunizaci, a je také vhodné zvazit

podéavani vakciny béhem téhotenstvi. (26, 27) Z formulacnich faktora je to zejména
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zajisténi dostatecné stability NA, tak aby bylo umoznéno dosazeni APB jako cilové

populace bunék.

Prave stabilita, bezpecnost a imunogenicita jsou hlavni priority v oblasti vyvoje treti
generace vakcin a jejich nosicli zalozenych na NA, podrobné rozebranych v této

diplomové praci. (11, 28)
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1.2 Vakciny zaloZené na NA

NA vakciny jsou genové vakciny, které jsou zalozené na DNA a RNA kodujicich Ag,
Ag tedy nepochazi z téla ptivodce onemocnéni. (28, 29) Vyhodou téchto o¢kovacich
latek je rychly vyvoj, vyroba a nasledna syntéza urcitého Ag v téle ockovaného. Mezi
nevyhody patii pfedevSim nestabilita vii¢i vyssi teploté a omezend imunogenicita

vyzadujici opakované podani vakciny. (28, 30)

V nasledujici tabulce 3 jsou uvedeny zékladni rozdily mezi DNA a RNA vakcinami,

které budou u jednotlivych typt rozebirany v dalSich kapitolach.

Tabulka 3 rozdily DNA/RNA vakcin

DNA vakciny RNA vakceiny

potieba transkripce v jadie neni potieba transkripce v jadie

zalozené na plazmidu (cirkularni DNA) | zalozené na mRNA

nizkd imunogenicita vys$§i imunogenicita
pouze v klinickém zkousSeni registrovand mRNA vakcina pro humanni
pouziti

1.2.1 DNA vakciny

DNA vakciny fadime do tfeti generace vakcin a byly objeveny v roce 1990 Wolfem
a kol. (31) Jak je uvedeno na obrazku 2, tyto vakciny indukuji imunitni odpovéd’ tak,
ze jsou urceny k absorpci DNA vakciny prostfednictvim endocytdzy do hostitelské
bunky. Nasledné¢ dochdzi k transkripci DNA do mRNA v jadie buiky, a poté
k translaci mRNA do struktury protektivnich Ag na ribozomu. Ag jsou dale
zpracovavany a prezentovany pomoci APB. Déle dochazi k rozpoznani Ag pomocnym
T lymfocytem a indukci specifické imunitni odpovédi, kterd byla podrobné rozebrana

jiz diive v kapitole rozvoji imunitni odpovédi. (30-33)
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Obrazek 2 mechanismu ucinku DNA vakciny vytvoreno v programu BioRender dle (33)

DNA se ve vakcinich vyskytuje ve strukture plazmidové DNA (pDNA), a to
z diivodu lepsi imunogenicity a ve srovnani s linedrni DNA mé pDNA niz$i schopnost
integrace do hostitelského genomu, coz ma za nasledek minimalizaci mutageneze
a jinych nezadoucich ucinkl. (32, 34) pDNA uvedend na obrazku 3 se sklada
z transkripni jednotky a vyrobni jednotky. Transkripcni jednotka se sklada
z promotoru (I), intronu (II), Ag (IIT) a polyadenylované ¢asti (IV). Vyrobni jednotka
se sklada z replika¢niho pocatku (V), ze sekvence genli antibiotické rezistence (VI)
a z plazmidové kostry. Plazmidova kostra lze modifikovat sachar6zou za ucelem

zvyseni Ag exprese. (32)

Transcription Unit Production Unit

polyA (1V) ! Origin of Replication (V)

Antigen of Interest (11}

Antibiotic

Resistance (V)

Intron (11)

Promoter (1) Plasmid Backbone

Obrazek 3 schéma pDNA (32)
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V nasledujici tabulce 4 muzete porovnat vyhody a nevyhody DNA vakcin.

Tabulka 4 Vyhody a nevyhody DNA vakcin vypracovano dle (1,5,35)

nevyhody

DNA vakciny vyvoléavaji protektivni
humoralni a bunéénou imunitni

odpoveéd

omezeno na proteinové Ag (nelze

pouzit pro bakterialni Ag)

DNA vakciny jsou stabilni

vyvolavaji tvorbu protilatek proti DNA

maji schopnost enkapsulace
(opouzdieni) dulezitou pro prenos

a protekci genetické informace

DNA vakciny mohou mit relativné
nizkou imunogenicitu oproti RNA

vakcinam

jednoduchy vyvoj a vyroba

mohou vyvolat imunologickou toleranci

Ag vyjadienou uvnitt hostitelské bunky

smes plazmidi by mohla byt pouzita

k Sirokospektralni vakcing

nutnost pouZiti ochrannych

polysacharidovych Ag

maji malo nezadoucich u¢inkl

riziko integrace do genomu organismu

Kviili nizké imunogenicité a riziku integrace DNA do hostitelského genomu nejsou
podle dosavadnich vyzkumt DNA vakciny Gsp€sné registrovany pro pouZziti u lidi.
AvSak Food and Drug Administration (FDA) ve Spojenych statech schvalila DNA
vakciny pro prevenci a 1écbu veterinarnich onemocnéni. Probihaji pouze preklinické
a klinické studie pro né€kolik onemocnéni, jejichz zékladni vyvoj zminim v této

kapitole a dalsi ptiklady budou uvedeny u jednotlivych vektort. (1, 30, 35, 36)

Dle dosavadnich vyzkumt by DNA vakciny mohly byt v budoucnu pouzity v 1é¢be
proti rakoviné délozniho ¢ipku (NCTO03185013), prostaty (NCT01341652), prsou
(NCT02204098), plic (NCT02179515) a mozku (NCT03491683). Ukazuje se, ze ve
srovnani s RNA vakcinami exprimuji dlouhodobéji nddorove specifické Ag. (35-37)
DNA vakcinace je také jeden z novych pfistupll vyvoje vakein nové generace proti

malarii. Zejména kombinovanda DNA vakcina zaméfend na rtizna stadia piivodce
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onemocnéni prvoka Plasmodium muze byt velkym pfinosem v 1é€bé malarie. AvSak

stale se jedna o data z preklinického a klinického zkouseni (NCT03341754). (35, 38)

V Cesku a celosvétové je velice frekventované onemocnéni chiipka. Vakciny proti
chiipce musi byt také aktualizovany tak, aby byly co nejucinngj$i proti noveé
vznikajicim kmenlim, které se budou v dané obdobi na tzemi statu vyskytovat.
Ptiprava a imunologicka u¢innost DNA vakciny proti chiipce byla také diskutovana,
avSak zatim pouze v preklinickém testovani na mySich modelech a v prvni fazi
klinického zkouseni (NCT00375206). (35, 39) Dale pak celd fada DNA vakcin byla
pouzita v klinickych studiich k feSeni virovych, bakterialnich infekci a parazitarnich

onemocnéni. (35)

Vyzvy u DNA vakcin jsou zejména obtizné dodani genetického materidlu do cilovych
bun¢k piesn¢ a bezpecné, ¢i nizka imunogenicita. (1) Vybrané vyzvy, jako je

problematika dodavani DNA vakcin, jsou blize popsany v kapitole 1.3.

1.2.2 RNA vakciny

Tyto vakciny indukuji specifickou imunitni odpovéd’ prostfednictvim mRNA. Prvni
uspesné dodani mRNA do buiiky bylo publikovano v roce 1989 Malonem a jeho
kolektivem. Pfi dodavani by méla mRNA kodujici Ag odolavat degradaci RN4zami
a cilit na APB pomoci vektort. (40-41)

Na obrazku 4 je uveden zjednoduSen¢ mechanismus u¢inku mRNA vakciny. mRNA
jsou vychytavany receptorem, zprosttedkovanou endocytézou a sméfovany pies endo-
lysozomalni kompartment. Oproti DNA vakcinam nedochéazi k transkripei v jadie
apfimo se vaze na ribozomy, zatimco nejvétsi mnozstvi molekul mRNA je
degradovano. (5) Dale dochazi stejné jako u DNA vakcin k translaci mRNA do
struktury protektivnich Ag na ribozomu, ke zpracovani Ag v APB a indukci specifické

imunitni odpovédi. (33, 42)
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Obrazek 4 Mechanismus ucinku mRNA vakciny vytvoreno v programu BioRender dle (33)

RNA se ve vakcinach vyskytuje ve formé in vitro transkribované (IVT) mRNA. Na

obrazku 5 je uvedenou néckolik strukturnich prvki IVT mRNA, které Ilze

optimalizovat, modifikovat za ucfelem modulace stability, translacni kapacity

a imunostimula¢niho profilu RNA. Otevieny ¢teci ramec mRNA muze byt sekvencné

upraveny strukturalnimi neptekladatelnymi prvky ¢i guanosin-cytosinovymi motivy.

Dale muze byt modifikovan nukleosidy ¢i mize obsahovat samoamplifikujici RNA

(saRNA). Na 5° konci se nachazi tzv. anti-reverse cap modifikace zajist'ujici ¢inné

navazani 5¢ konce mRNA na ribozomy. Koncové struktury mohou byt modifikovany

polyadenylaci ¢i kruhovou mRNA. (41)

IVT mRNA & modifications

nucleoside-modified mRNA

e.g., ¥ my, Smec\

Cap analogs 5'Cap

e.g., ARCA, \
B-S-ARCA

open reading frame

5'UTR 3'UTR

self-amplifying mRNA

I

nonstructural subgenomic
(replicase) promotor

sequence-engineered mRNA

.

e.g., GC motifs,
structural UTR elements

end structures

e.g., Polyadenylation,
circular mRNA

Obrazek 5 IVT mRNA a jeji modifikace (41)
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V nasledujici tabulce 5 jsou stejné jako u DNA vakcin shrnuty hlavni vyhody
a nevyhody RNA vakcin.

Tabulka 5 vyhody a nevyhody RNA vakcin vypracovano dle (33 ,41, 43)

nevyhody

koduje vysoky pocet Ag determinant problematicky ,,endosomal escape

pfima translace mRNA do struktury Ag | je stale potieba jejich formulace ke

(proteinu) zvysSovani jejich stability

rrrrr

nevstupuje do jadra buné€k, nehrozi soucasné podavani 1€kt mize ovlivnit

interference s genomy cilovych bunék | ucinnost metabolismu mRNA vakcin

vnitini adjuvacni efekt

Pouziti vakcin zalozenych na mRNA je dalezitym milnikem, kdy byla zavedena prvni
vakcina zalozena na mRNA pro huménni pouziti v rdmci terapie pandemie virového
onemocnéni COVID-19.(10) Tyto vakciny vytvaii Ag proti SARS-CoV-2, kdy
nejvyssi ucinnost ve III. fazi klinického zkouSeni vykazovaly vakciny od spolecnosti
Pfizer/BioNTech (BNT162b2) (NCT04368728) a Moderna (mRNA-1273)
(NCT04283461). (44) Diky ucinnosti vice jak 95 % v klinickém zkousSeni, ziskala tato

vakcina podminecnou registraci v Evropské unii v roce 2020. (45)

V klinickém testovani se také objevuji mRNA vakciny vl1écbé rakoviny
(NCT02316457). Jedna se o mRNA vakciny, jejichZ cilovymi buitkami jsou DB. Tyto
vakciny jsou pouze zatim v klinickém testovani. Déle jsou DB mRNA vakciny
testovany proti virovym onemocnénim, jako je virus lidské imunodeficience (HIV-1)
(NCTO00833781), kdy pacienti infikovani HIV obdrzeli HIV-1 Ag kdédujici mRNA
vakcinu. V klinickém testovani jsou mRNA vakciny proti Zika viru (NTC04064905),
tuberkuléze (NCT01669096), Ebole (NCT02485912) ¢i stejn¢ jako u DNA vakcin
proti chiipce (NCT03076385). (46)

Slibnou budoucnost maji mRNA vakciny proti rakoviné a infekénim chorobam.
AvSak, stejné¢ jako u DNA vakcin, vhodné dodéavaci systémy mohou piekonat

omezenou stabilitu a efektivitu translace nahé mRNA. (47)
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1.3 Vektory pro dodavani DNA a RNA vakcin

Jak jiz diive bylo zminéno je kliové zvySit imunogenicitu, stabilitu, biologickou
dostupnost u DNA a RNA vakcin. (1, 3, 28, 47) Dale je dulezité, aby vakciny zalozené
na DNA a RNA byly efektivné dodavany do cilové buiiky, a také aby dochazelo

k fizenému uvolilovani téchto vakcinacnich agens. (28)

Nah¢é vakciny zaloZzené na NA jsou v lidském téle nestabilni, mohou byt enzymaticky
degradovany, musi projit bunéénymi bariérami, cytoplazmou, a v piipadé¢ DNA také
sténou jadra. (4) Prave vektory funguji jako nosice genetické informace do bunék. (48)
Diky vhodnym vektorim je docileno fizeného uvoliiovani NA do cilovych bun¢k,

a také hraji klicovou roli pfi zvySovani stability NA. (28, 49)

Idealni vektor by mél chranit jadro NA pred enzymatickou degradaci, usnadnovat
bunécné vychytavani a endosomalni unik, a také vykazovat minimalni toxicitu. (49,
50) Obecné tyto vektory délime na virové a nevirové. Zasadni rozdil je ten, ze virové
jsou zalozené na virech a obecné jsou vysoce imunogenni, avSak nevirové mohou byt
zaloZené na fyzikalnich ¢i chemickych vektorech a jsou mén€ imunogenni. Dalsi

rozdily jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Rozdily virové a nevirové vektory vypracovano dle (40, 49, 50)

vlastnost viroveé vektory nevirové vektory
zakladni rozdil zalozené na virech fyzikalni/chemické
vektory

imunogenicita vysoce imunogenni mén¢ imunogenni

tkanova transdukce lehka transdukce riznymi | slaby transduk¢ni
typy bun¢k a tkani potencial

geneticka modifikace potfebna nemusi se vyZadovat

chemicka modifikace nezavazna potiebna

typ bunky somatické a zarode¢né somatické

Vyzkum vektorti vedl k pralomu ve vyvoji 1€¢iv zaloZenych na NA a v nasledujicich

kapitolach jsou probrany jednotlivé typy téchto vektort. (49)
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1.3.1

Virové vektory

V této kapitole jsou zminény samotné virové vektory, kde na obrazku 6 je uvedeno

velmi jeho zjednodusené schéma se zabudovanou DNA. Diky virovym vektorim

dochazi k procesu zvanému transfekce, kdy virové vektory s NA jsou zavadény do

eukaryotické bunky za ucelem zmény genetické vybavy buiiky. (51)

Obrazek 6 schematicky zndzorneny virovy vektor s DNA vytvoreno s pouzitim programu BioRender

Viry svysoce U¢innou transfekci a pouzivané virové vektory jsou vytvoreny

prostfednictvim virové replikace. (40, 50, 51) Hlavnim ukolem téchto vektort je

zvyseni exprese Ag in situ a bezpecné kodovani pozadovaného genu. (40, 51, 52) Proto

je také dulezité zminit mechanismus Gc¢inku téchto vektori, ktery je uveden na obrazku

7 na ptikladu adenovirového (AdV) vektoru. Tento vektor se vaZe na piisluSné

receptory v buiice. Poté se prostfednictvim receptorem zprostiedkované endocytdzy

internalizuje do cytosolu a nasledné viralni DNA vstupuje do jadra. (50)

CD46

B g

Coxsackie and &
Adenovirus h

Receptor (CXADR)
endosomal
trafficking \

Desmoglein-2

Nucleus

; G/'

Obrazek 7 mechanismus AdV vektoru (50)
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Virové vektory jsou dodavany do bunky nejen prostfednictvim receptorem
zprostiedkované endocytdzy, ale také prostou fuzi, jak je uvedeno v tabulce €. 7. (53)
Zde jsou také srovnany ostatni typy virovych vektori v rdmci rozvoje imunitni

odpovédi a jejich kapacitou.

Tabulka 7 virové vektory (AAV=Adeno-asociovany virus, HSV= Herpes simplex virus) (53-55)

Poxvirus Retrovirus | AdV AAV HSV
mechanismus | fazi fazi receptory | receptory fazi
vstupu
imunitni vyrazna minimdlni | vyrazna zadna vyrazna
odpoveéd
kapacita (kb) | 7,5 8 36 4 30

Bezpecnost a imunogenicita byla prokdzana u AdV vektoru a dale u poxvirovém
vektoru v klinickych zkouskach. (40, 54-56) Zadna imunitni odpovéd’ byla u Adeno-
asociovaném virovém vektoru, naopak vyrazna byla pozorovana u Herspes simplex
virového vektoru. (53-55) Pravé bezpecnost aimunogenicita jsou velice
diskutabilnimi problémy, a to hned z n¢kolika divodi. Bylo prokazano, ze virové
vektory jsou pivodné odvozeny z divokych patogennich virG a miize u nich dojit
k mutaci do plvodniho virulentniho stavu. (40) DalSim problémem je, ze virové
vektory exprimuji virové Ag, také jsou tyto vektory zcela imunogenni (tj. vytvareji
reakci proti samotnym vektorim), a dokonce mohou byt toxické pro hostitelskou
bunku. (40, 52) Tento problém se pak fesi pravé pouzitim AdV, ktery se u lidi bézné
nevyskytuje. (40, 56)

Mezi vyhody patii, Ze obal viru chrani DNA v ném obsazenou, a dale, Ze neni potfeba
chemicka modifikace. (40, 50) Virové vektory, jak bylo zminéno v tabulce 6, cili na
bunky somatické, tak i na builky zdrode¢né a dochéazi k velmi lehké transdukci
(pfenosu) mezi riznymi tkanémi. (50) Virové vektory maji rtizné ,,tvary* a ,,formy*.
Déale mohou byt obalené ¢i neobalené, jednoduché ¢i slozité a nést jedno nebo dvou

fetézcové NA, DNA a RNA. (57)

S vakcinami zaloZenymi na virovych vektorech jsme se v minulosti setkali u 1écby

infek¢nich onemocnéni jako je napt. Zika virus, HIV, Ebola virus a malarie. Diky tomu
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se zefektivnil vyvoj NA vakciny proti onemocnéni COVID-19 a dale doslo k urychleni

vyvoje virovych vektora. (58)

Ptikladem DNA vakcin dodavanych pomoci AdV vektoru jsou vakciny AstraZeneca
(NCT043246), Johnson and Johnson (NCT045099) a Gam-COVID-vac (Sputnik V)
(NCT044364). AdV vakciny koéduji produkci SARS-CoV-2 spike proteinu, ktery je
primarnim cilem pro neutralizaci protilatek generovanych piirozenou infekci. (44)
Pravé AdV vektor ma u téchto vakcin slibné vysledky jako platforma pro dodavani
vakcinacnich agens, a to diky velké kapacité a vyrazné imunitni odpovédi. (53, 56)
Nevyhoda je vSak, ze AdV vytvafi specifickou imunitu, cozZ mize omezit ucinnost
opakovanych booster davek v diisledku imunitné zprostfedkovanou clearance vektoru.

(44)

1.3.2 Nevirové vektory

Jak uz znazvu vyplyva, nevirové vektory nepouzivaji virus jako nosi¢ genetické
informace. (48,59) Tyto vektory vyuzivaji dvé hlavni metody v doru¢ovani genetické

informace do buiiky, a to metodu fyzikalni a chemickou. (59)

Fyzikalni metoda umoziuje doddvat mechanicky geneticky material pfimo do buriky.
Tyto metody jsou znamé jako elektroporace, sonoporace, fotoporace, magnetofekce,
hydroporace a genové zbran uvedenych na obrazku 8. (36,59) Jako piiklady vakcin
s pouzitim fyzikalnich metod v klinickém zkouSeni jako ptiklady mohou slouzit
vakciny NWRDO08 DNA vakcina (NCT05905354), HPV DNA Plasmids Therapeutic
vakcina VGX-3100 (NCT03603808) a Hataan DNA vakcina/ Puumala DNA vakcina
(NCTO04333459). (36)

7T o C I

Electroporation Sonoporation Photoporation Magnectofection hydroporation

Obrazek 8 fyzikalni metody nevirovych vektorii (36)
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Chemické metody vyuzivaji pfirodnich, nebo syntetickych materialt, které jsou
kompatibilni s lidskym organismem, kde maji velky vyznam pravé nanocésticové

(NC) materialy kli¢ové pro tuto diplomovou préci.

Nanoéastice (NC) jsou &astice s velikosti od 1 nm-100 nm a existuje velké mnoZstvi
typtt NC, jak je uvedeno na obrazku 9. (60) Jsou pfipravovany metodami Top down
a Bottom up. Pifi metodé¢ Top down dochazi k redukci velikosti ¢astic vhodnou
metodou napiiklad mechanickym mletim. Naopak u metody Bottom up dochazi

ke zvétSeni ¢astic diky vzajemnému spojovani castic tzv. nukleaci. (61)

Obrazek 9 Jednotlivé typy NC: 1. polymerni NC s inkorporovanym lécivem, 2. micela s monomerni
Jjednotkou, 3. lipidova NC, 4. nanosféra, 5. nanokrystal, 6. zlata NC, 7. uhlikovd NC, 8.dendrimer,

9. ledovy krystal; vytvoreno s pouzitim programu BioRender

V soucasné dobé existuje fada NC terapeutik, zobrazovacich latek a technologii, které
byly schvaleny v mediciné pro klinické pouziti od FDA ve Spojenych statech nebo od

Evropské 1ékové agentury v Evropské unii. (62, 63) NC obecné zapouzdiuji 1é¢iva
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a diky tomu jsou schopné tizen¢ a cilené dodavat 1é¢ivo k nemocnym bunkam, a také
zvysuji jeho rozpustnost. NC maji velky pomér objemu k povrchu, modifikovatelny
vnéjsi obal, nékteré biologickou odbouratelnost a nizkou cytotoxicitu. Povrch tvofeny
NC zlepSuje ucinnost léku asoudasné snizuje davkovani na optimalizovany
farmakokineticky profil. (4,28,49,63) Prvni FDA schvaleny ,nanopfipravek® byl
v roce 1995 registrovan pod nazvem Caexyl jinym nazvem Doxil, sklddajiciho se
z liposomalniho antibiotika doxorubicinu. Dochdzi zde ke zvySeni distribuce do

nadoru, a tim ke snizeni systémové toxicity. (62)

NC hraji také stale vyznamngj§i roli ve vyvoji vakcin, kde zvysuji stabilitu Ag,
imunogenicitu, ale také cilené¢ dodavani ¢i zpomalené uvoliovani. (4, 28, 44, 63-64)
NC zde funguiji jako nosi¢ové systémy vakcin nebo také jako adjuvancia. Byly pouZity
v fad¢ riznych vakein jako jsou vakciny proti hepatitidé typu B, Newcastle chorobé

au DNA/mRNA vakcin. (44, 64)

V ramci NA vakcin se zkoumaji NC citlivé na endolysozomalni prostiedi, aby doglo
k zacileni uvolnéni NA do endozomalniho prostiedi. Jak jiZ bylo zminéno, dodavani
NA do buné¢k je velice obtiZzné. NA jsou citlivé na endogenni nukledzy a zaporné
naboje NA brani internalizaci bunék a nespecifické interferonové odpovédi spusténé
v cytoplazmé. (4, 36, 49) Vyhodné je, pokud NC piednostné cili na APB nebo
selektivné migruji do lymfatické tkané. To bylo docileno drenazi malych NC velikosti
od 10 nm do 100 nm, aby dochézelo k ovlivnéni B bunék, T bun¢k a APB v lymfatické
tkdni. (4, 65) U NA zejména vyuzivame organické nosiCe (zaloZzené na lipidech,
zaloZené na proteinech, polymerni ¢astice) a anorganické nosice (uhlik, kfemicitany,

zlaté NC, atd.) (62)

Na obrazku 10 je uveden zakladni ptehled nosi¢ii pro DNA vakciny jako jsou
polymerni ¢éstice, virosomy, lipozomy, biopolymery, peptidy penetrujici buiitku tzv.
Cell Penetrating Peptides (CPPs) a Zivé bakterie. (32) Zivé bakterie se ukazaly jako

zajimavé alternativni nosicové systémy samy o sob& nebo v kombinaci s NC. (66)
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Obrazek 10 Nosice DNA vakcin vytvoreno s pouzitim programu BioRender
Na obrazku 11 je uveden zakladni piehled nosic¢ii pro mRNA vakciny, a to na bazi
lipidii, na bazi polymerd, na bazi peptidd, virus-like ¢astic neboli ¢astic podobnym
viram (VLPs), kationtovych nanoemulzi (KNE), nah¢ mRNA a elektroporacni systém
s DB s mRNA kédujicimi Ag. (46)

lipidova nanotéstice  polymerni nosi¢ovy systém nosicovy systém na bézi peptidd
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Obrazek 11 Nosice RNA vakcin; vytvoreno s pouzitim programu BioRender

1.3.2.1 Lipidické NC
Velice vyznamné NC nosi¢e predstavuji lipidické NC, které jsou velmi Siroce

vyuzivané pro dodavani NA. (46, 62, 67, 68) Lipidické NC jsou vysoce pfizptisobivou
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ttidou nanonosicl, které muizeme obecné charakterizovat velikosti, povrchovym
nabojem a morfologii. (69) Lipidické NC se skladaji polyethylenglykolovanych
(PEGylovanych) lipidi, fosfolipidd, cholesterolu, esencidlnich ionizovatelnych

aminolipidl a kationtovych aminolipidi, jak je uvedeno na obrazku 12. (46, 69)

Phospholipids
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Obrdzek 12 rizné slozky lipidickych NC: DOPE, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DOPC) a
fosfadidylinositol, cholesterol, kationtové a ionizovatelné aminolipidy 1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propan (DOTAP), (1,2-dilinoleyloxy-3-dimethylaminopropan) (DIlin-MC3-
DMA)), a PEG lipidy(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglykol)]
(DSPE-PEG), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanol-amin-N-[succinyl(polyethylen glykol)] (DSG-
PEG)). (69)

PEGylované lipidy prodluzuji dobu cirkulace lipidickych NC, protoZe stericky brani
vazbé mRNA aplazmatickych proteint. Déle tyto lipidy zvySuji stabilitu,
biokompatibilitu a tlumi reaktogenitu. (46, 70) PEGylované lipidy se miizou vazat na
fosfolipidy, které spole¢né s cholesterolem stabilizuji lipidické NC. Jako ptiklad
fosfolipidu mizeme zminit vyznamny fosfolipid dioleoylphosphatidylethanolamin

znamy jako DOPE. (71, 72) Dal3i slozka cholesterol nejenze stabilizuje lipidické NC,
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ale také muaze zvysit aktivaci komplementu pfi vy$§im mnozstvi membranovych lipidi

(<70 %). (71, 72)

Esencidlni ionizovatelné aminolipidy umoznuji mRNA uniknout z endozomu diky
interakci negativné nabitych aminolipidii s endozomalni membranou. (70) V roce
2018 FDA schvalila formulaci ionizovatelného aminolipidu na bazi DLin-MC3-DMA.
(73) Ionizovatelné aminolipidy byly optimalizovany tak, aby dodavaly malé
interferujici RNA intraven6zné, a také jsou ucinnymi systémy pro dodavani mRNA
a samoamplifikujicich vakcin. To vede k tomu, ze fada ionizovatelnych aminolipidi
formulovanych s mRNA a samoaplifikujicimi vakcinami je zkoumana v klinickych
studiich pro 1é¢bu riznych infekénich onemocnéni (chiipky, viru Zika, viru vztekliny

a lidského cytomegaloviru). (73)

Kationtové aminolipidy pouzivané pro ptenos gend sdileji podobné vlastnosti:
hydrofilni hlava s kladn€ nabitym nabojem se spojuje se zdporné nabitymi NA
a hydrofobni lipidovy konec slouzi jako spojovnik mezi nimi. Uéinnost transfekce je
vysoké v zavislosti na tvaru molekuly, poctu nabitych skupin na molekule, povaze
lipidovych fetézcl a vazbé mezi kladn€ nabitym nédbojem a zdporné nabitymi NA.

(74, 75)

Diky kationtovym lipidiim dochazi také k doru¢ovani mRNA do jater, coZz ma za
nasledek obrovskou produkci proteind. (74) Existuji ale obavy zpouzivani
kationtovych aminolipidl kvili informacim, Ze jsou to zdroje bunééné toxicity. (69,

74, 76)

wev

zkoumanych kationtovych aminolipidi. (69, 74, 76) DOTAP se skladd z aminové
hlavni skupiny, ke které jsou pfipojeni pomoci vazby hydrofobni konce. (74, 76)
DOTAP neni jediny kationtovy aminolipid a v nasledujici tabulce €. 8 jsou prehledné
zndzornény dal§i kationtové aminolipidy s jejich vyhodami a nevyhodami
pouzivanych v klinickych zkouskach. (74) Z tabulky ¢. 8 vyplyva, Ze existuji
monokationtové a polykationtové aminolipidy, kdy polykationtové (DOSPER, GL-
67) zvySuji UcCinnost tranfekce, ale také srizikem zanétlivé toxicity. Déle pak
cholesterol miize byt také zabudovan do kationickych lipidii a je oznaCovan jako

vlozeny. (74-75)
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Tabulka 8 kationtové aminolipidy v klinické praxi (72, 74-75, 77)

kationicky naboj cholesterol vyhoda nevyhoda
aminolipid
DOTAP monokationtovy | nevloZeny dobie snizena cilena
DOTMA monokationtovy | nevlozeny | prostudované, | lokalizace
slibny
bezpecnostni
profil
DMRIE-Chol | monokationtovy | vlozeny zvySuji stabilitu | aktivace
DOTIM-Chol | monokationtovy | vloZeny lipozomu komplementu
diky
cholesterolu
DOSPER polykationtovy | nevlozeny | zvySena zvysena
GL-67 polykationtovy | vloZeny ucinnost toxicita/zanét
transfekce

Fan. a kol. zkoumali kationtovym aminolipidem asociované NC tzv. KLANy
k ptenaSeni a dodavani mRNA vakcin. KLANYy se skladaji z kopolymeru kationtového
aminolipidu a poly(ethylenglykolu)-blokpoly(kyseliny mlécné-ko-glykolové). (4, 78)
Dochézi zde k vyrazné specifické T-bunécné odpovédi a redukci nadoru u vakciny
KLAN/MRNA kodujici ovalbumin. KLANYy se tudiz jevi jako slibné nosi¢ové systémy
pro klinické zkouSeni. (79)

Lipidické NC maji dvé vyhody jako pro vektor mRNA vakeiny. Prvni vyhoda je, Ze
lipidické NC chrani mRNA pred degradaci enzymy z endozomu a jejich struktura
zaruCuje vysokou ucinnost zapouzdieni NA. (46, 80) Druha vyhoda je, ze maji
lipidické NC dobrou biokompatibilitu prostfednictvim fady biologickych procesii pro
dodani mRNA pro expresi Ag. Proto probihaji nejen preklinické studie, ale i klinické
studie faze 1. a I1., kdy se hodnoti vakciny mRNA na bazi lipidickych NC. (46)

Jak je uvedeno na obrazku 13 mezi Lipidické NC patii lipozomy, lipidické
nanoemulze, pevné lipidické &astice (PLC), nanostrukturované lipidické astice
(NLC) a lipidické polymerni hybridni NC, které jsou jednotlivé probrany v této
kapitole.
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Obrazek 13 typy lipidickych NC (69)

Lipozomy jsou dobie prozkoumané nanonosice pro cilené dodavani 1€kd. (72) Jedna
se o vezikuly s alespoil jednou lipidovou dvojvrstvou. V lipozomalnich formulacich

jsou NA rozptyleny v celé dvojvrstvé, jak je uvedeno na obrazku 14. (4)

é mRNA \{
X lonizable Lipid ~ Mixing W)

R Phospholipid

% Cholesterol '

% Lipid-Ancherod PEG

Obrdzek 14 Design lipozomdlnich NC pro bunécny prijem a endozomalni uinik (4, 81)

Lipozomalni vektory mohou byt navrzeny tak, aby na né reagovaly na kyselé prostiedi
uvniti nadoru nebo v bunéénych endozomech k uvolnéni terapeutika. (4) Vlevo na
obrazku 14 jsou ionizovatelné lipozomalni komplexy s negativné nabitou mRNA na
nizké urovni pH. To usnadiiuje endocytézu a endozomalni tnik. Fosfolipid poskytuje
strukturni integritu dvojvrstvdm a zaroven podporuje endozomalni inik mRNA do
cytosolu. (4, 81) Tyto fosfolipidy jsou v lipozomdlnich formulacich netoxické

a biodegradovatelné. (64, 82) Cholesterol pomaha stabilizovat lipozomalni NC
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apodporuje fuzi membran. PEG ukotveny v lipidech zabranuje agregaci
lipozomalnich NC a snizuje nespecifické interakce. Vpravo je snimek sférickych
lipozomalnich NC s multilamelarni strukturou vytvofeny pomoci elektronové

mikroskopie. (4, 81)
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Obrazek 15 Schéma enkapsulace RNA do lipozomu vytvoreno s pouzitim programu BioRender

Na obrazku 15 je uvedeno schéma enkapsulace RNA do lipozomu, kdy dvoulamelarni
lipidova céstice s kladn€¢ nabitym povrchem a wvnitinim jadrem elektrostaticky
interaguje se zdporn¢ nabitou RNA. Zaporné€ nabitda RNA pokryva povrch bilamelarni
lipidové Castice, kterd elektrostaticky interaguje s novou kladné nabitou bilamelarni
lipidovou ¢astici. Toto vytvaii multilamelarni castice, kde je RNA zachycena mezi

dvéma vrstvami lipidovych castic. (74)

Obecn¢ lipozomy samy o sobé nejsou imunogenni a kombinuji se
s imunostimulacnimi ligandy zndmymi jako adjuvancia k doddvéani vakcin. (82)
Lipozomy modifikované maleimidem jsou schopné tvofit vezikuly se zesiténou
dvojvrstvou, které se zejména hodi pro postupné uvolnovani Ag. (4, 64)
Nejenom maleinimidem lze modifikovat lipozomy, ale i dal§imi molekulami Ize

modifikovat lipozomalni systémy, jak je uvedeno na obrazku 16.
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Obrazek 16 schématické znazornéni lipozomalnich systémii (72) a) Konvecni lipozomy jsou nejstarsi
generaci lipozomalnich nosicu. (72) b) Jak jiz bylo zminéno diive hydrofilni PEGylované liposomy
stericky stabilizuji lipozomalni strukturu a zabranuji jejich agregaci. (4, 72, 81) ¢) Lipozomy Ize taky
modifikovat pro specifickeé cileni, a to diky pripojenim ligandii (napr. protilatek, peptidii a sacharidit)
na jejich povrch nebo na termindlni konec pripojeného retézce PEG. (72) d) Teranosticky lipozom

se sklada z jednoho systému NC, zamérovaciho prvku, zobrazovaci slozky a terapeutické slozky. (70)

Lipozomalni systémy jako dorucovaci systémy u vakcin jsou také schvalené
a zavedené pro pouziti u ¢lovéka u vakcin Inflexal® R a Epaxal®. (64, 84) Dile se
lipozomalni systémy pouZzivaji u DNA vakcin ve vyzkumu. Zde se zkouma kombinace
modifikovaného DOTAPu a kationtového polymeru nejcastéji protaminu s DNA jako

tzv. NC lipozom-polykation-DNA. (64, 83)

Vzhledem k velkému mnozstvi preklinickych toxikologickych udaji pro nékteré
nanolipozomy, mohou tyto latky poskytovat pfiméjsi cestu pro vyvoj jako vehikula
pro dodavani RNA v klinické praxi u lidi. (4) Lipozomélni NC maji hned nékolik
biologicky odbouratelné, snadno se piipravuji, chrani mRNA pred pﬁsobenim

nukledzami, vstupuji do buniky endocytézou a mRNA konci neporusend v cytoplazmé.
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(85) Diky tomu maji tyto lipozomalni systémy diilezitou roli ve vakcin¢ od Moderny
proti SARS-CoV-2 viru (NCT04470427), kdy dochazi k vyrazné produkci protilatek
proti tomuto viru a bezpecné aplikaci u lidi. (86) Dale Oberli a kol. formuloval
lipozomalni NC pro dodani mRNA vakciny k imunoterapii rakoviny, kdy schéma této

lipozomalni NC je uvedeno na obrazku 14. (4)

Lipopolyplexy (LPP) jsou velmi slozité lipozomalni struktury, které také muizeme
zafadit k hybridnim vektorG. Hybridni vektory jsou shluky vice materialii, které
vzajemné kombinuji své vyhody. (47) LPP se skladaji z polymeru s mRNA v jadie
takzvaného polyplexu, ktery je zapouzdien do lipidového obalu takzvaného lipolexu.
(87) V ramci dorucovani NA védci zkoumaji vice moznych modifikaci téchto LPP
a vyzkum se zamé&fuje predevsim na zvySovani bezpec¢nosti pii doruc¢ovani NA vakcin.

Dale je rozdéluji do zakladnich 4 typti uvedenych na obrazku 17. (88)

(¢} Lipopolyplexes with modi

(a) Lipopolyplexes with modified polymers

- QOO0 -§
Nucleic acid ‘.’ mﬁ‘ﬂ' F
eesetoegLy 5@3.
: ‘..
L)

J Modification ligands .
..

Peptide-based
lipopolyplexes

Obrazek 17 typy LPP s ukotvenymi NA (88) a) LPP s modifikovanymi polymery (NA se navaze na
kationicky polymer s modifikovanymi ligandy) b) LPP zalozené na peptidech s ,, triojfunkcnim *
peptidem ¢) LPP s modifikovanymi lipidy (NA se taky navaze na kationicky polymer, ale lipolex je
modifikovan cholesterolem, cilicimi ligandy a PEGylovan) d) reverzni LPP (NA je navdzand vné na

kondenzacni peptidy)
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V preklinickych studiich byly oSetfeny mysi nesouci plicni metastatické nadory B16-
OVA exprimujici Ag ovalbuminu s LPP mRNA a bylo pozorovano vice nez 90%
snizeni nadorovych uzlin. (47, 87) V klinickém zkouSeni LPP/mRNA vakcina proti
melanomu se vyvinula proto, aby poskytovala dostatecnou ochranu molekul mRNA
pted degradaci plazmatickymi a tkafiovymi enzymy. Tato vakcina s jadrem a obalem
strukturované mRNA vstupuje do DB makropinocytéozou. (87) Jako dalsi
problematika se zkouma vyuziti LPP u kratkych vlasenkovych RNA a siRNA vakein.
(88) LPP také nachazi uplatnéni v enkapsulaci DNA vakcin, kdy diky kombinaci
vyhod polyplexu a lipolexu vykazuji vynikajici koloidni stabilitu, snizenou toxicitu

a vysokou ucinnost transfekce. (89)

Nanoemulze byly Siroce pouzivany ve farmaceutickém primysl pro dodavani léciv
Spatné rozpustnych ve vod¢ o velikosti mensi, nez je 200 nm. Nanoemulze se skladaji
se dvou nemisitelnych fazi olejové (0) a vodni (v) a mizeme je rozdélit na hydrofilni
(o/v) ahydrofobni (v/0). U hydrofilnich emulzi je wvnitini fazi olejova
s triacylglyceroly, diacylglyceroly ¢i monoacylglyceroly a u hydrofobnich je vnitini
faze vodni s polarnimi rozpoustédly ¢i kosolventy. (69, 90) Ve vyvoji vakcin jsou

optimalizované prave hydrofilni emulze s olejovou vnitini fazi. (91)

U nanoemulzi se miiZzeme setkat také s hybridnim vektorem KNE, ktera stejné jako
u LPP obsahuje shluky vice materidlt, které vzajemné kombinuji své vyhody. (47)
KNE je sloZena z kationtového lipidu DOTAP fixovaného kladnym nébojem a se
sloZzkami emulze adjuvans MF59. (90) Pravé DOTAP slouzi k fixaci NA v KNE diky
elektrostatickym interakcim. (90-93) MF59 je komercni adjuvans skladajici se ze
skvalenu, Spanu 85 a Tweenu 80. (94) Mechanismus ucinku MF 59 byl rozsahle
studovan. MF59 vyvolava bunéény infiltrat, ktery je dilezity pro jeho adjuvantni
aktivitu. Zajimavé je, Ze bylo prokazano, ze pocet infiltrujicich leukocytl vyvolanych

KNE a injekcemi MF59 byl srovnatelny. (91)

DalSimi sloZzkami jsou hydrofobni a hydrofilni surfaktanty slouzici ke stabilizaci

emulze. Schéma KNE je uvedeno na obrazku 18. (91)
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Obrazek 18 Schématicky nakres KNE; vytvoreno s pouzitim programu BioRender

Mezi vyhody pro dodavani NA pomoci KNE patii relativné nizké naklady na
pramyslovou vyrobu, stabilita béhem skladovani, vysoka biokompatibilita a dale
schopnost vyssi transfekce a niZsi toxicitu nez maji samotné lipozomy. (47, 91, 92, 95)
I pfes niZ8i cytotoxicitu nez u lipozoml se vyzkumnici snazi o sniZeni mnoZstvi

cytotoxickych kationtovych aminolipidd u NA vakcin zalozenych na KNE. (95)

KNE jsou vyvinuty pro saRNA vakciny. Tento nevirovy nosi¢ovy systém je zaloZen
na systému Novartis proprietdrnim adjuvans MF59, ktery je zaloZeny na klinicky
bezpecném profilu a dobré toleranci u déti, dospé€lych a seniort. (47) Jiz ve velice
malych davkach indukuji velmi silnou imunitni odpovéd’ a exprese proteinu je
podobna s virovym vektorem nebo pDNA dodavanou elektroporaci. (91) Také jsou
popsany KNE jako slibny vektor pro pDNA. (47) Je dok4zédno, ze bunétna imunitni
reakce vyvoland KNE se saRNA byla vyraznéjsi nez u VLPs. (46) Zatim probiha
klinické zkouSeni napf. u vakciny saRNA VEEV-TC 83 proti viru Venezuelské koniské
encefalitidy. Na zavér maji KNE velmi optimistické vyhlidky do budoucna. (91)

Pevné lipidické &¢astice (PLC) byly piivodné formulovéany jako malé kulovité ¢astice
s pevnym lipidovym jadrem pii pokojové teploté¢ a nasledny pokrok vedl k vyvoji
plochych elipsoidnich nebo diskovitych tvart. (69, 96-97) PLC vykazuji velikost mezi
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50 nm az 100 nm. (97, 99) V ramci PLC muZe byt uéinna latka inkorporovana do

lipidového jadra, lipidového obalu nebo dispergovana v celé lipidové matrici. (69)

Pevné lipidové jadro je novéjsi metoda pro zlepSeni stability Castic ve srovnani
s lipozomy. (97) Oproti lipozomim poskytuji také lepsi fizené uvoliovani 1éCiva, jak
je uvedeno na obrazku 19. (98) Zaclenéni kationtovych lipidi mtze zvysit bunéénou
internalizaci ¢astic a tim uleh¢it zacileni na nékteré bunécné struktury napiiklad
nadory, penetraci hematoencefalickou bariérou a ucinnost genové transfekce. (99)
Vn&jsi obal PLC mazZe byt modifikovan makromolekulami, jako jsou oligosacharidy,
proteiny, specifické ligandy a protilatky. Tato modifikace vede ke zvyseni specifity na

pozadované terapeutické cile. (69, 99)
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Obrdazek 19 uvoliiovani léciva ze PLC (99)

Mezi hlavni vyhody PLC patii nizka toxicita, vylep$ena farmakokinetika a Gi¢innost
1é¢iv potazmo vakcin. (99-101) Stale je vSak tfeba zlepSovat jejich pomér mezi
naklady a efektivitou, cilené uvolnovani a fyzikalné-chemickou a mikrobiélni stabilitu.
(100-101)

PLC nesou nékolik terapeutickych latek véetn& antioxidantd, proti rakovinovych latek,
NA, antibiotik, cytokinli a dal$ich hydrofobnich Ié¢iv. (69, 98, 101) V klinickém
testovani je vakcina ,,small interfering® mRNA (siRNA) zalozena na PLC cilici na

amyloidézu. (69) Dale pak v preklinickych studiich se pouzivaji pro dorucovani
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pDNA na myS$ich modelech k ochran¢é plazmidu ¢i u siRNA k jejimu pozvolnému

uvoliiovani ze PLC. (101-103)

Nanostrukturovana lipidicka &astice (NLC) je podobna PLC s tim rozdilem, ze
obsahuje nejen pevny lipid, ale i kapalny lipid, jak je uvedeno na obrazku 20. (86)
Pomér mezi pevnym lipidem (napf. cetylpalmitit) a kapalnym olejem (napf.
triglycerid kyseliny kaprylové) a povrchové aktivni latkou (napt. polysorbat 80) hraje
kli¢ovou roli pfi ur€ovani acinnosti zachyceni a stability terapeutickych ¢inidel in vivo.

(69, 104)

SLN

i
Solid lipid Liquid lipid

Surfactant : :
2 S

Obrazek 20 srovnani PLC(SLN) a NLC(NLC) (100)

Take se jim prezdiva takzvand druhé generace, protoZe jsou jejich vylepsenou formou.
(102, 105) Oproti PLC maji NLC nizsi krystalinitu. Niz§i krystalinita potladuje
vypuzovani 1é¢iva z matrice a zvysuje kapacitu pro lé&ivo. (86, 106) NLC nabizi
fizené uvoliovani a zvySenou stabilitu 1éCiva. Jsou biokompatibilni a biologicky
odbouratelné, coz z nich déla idealni nosice 1€ki. K feSeni téchto problémi a ukazani

plného potencialu NLC v terapii je ale zapotiebi dalsi vyzkum. (69)

NLC jsou u¢inné nosi¢e RNA a pDNA genové terapie a moduluji genovou expresi,
a tim dodavaji terapeutické proteiny. Timto mechanismem taky nabizi vSestrannou
platformu pro terapii zaloZenou na NA k lécbé genetickych onemocnéni a rakoviny.
NLC se ukézaly jako slibné v klinickych studiich pro riizna lé¢iva véetné mRNA
vakcin u onemocnéni COVID-19. Vakeiny zalozené na NLC s saRNA, mRNA 1273
a BNT162b2 mRNA jsou zatim v klinickém testovani. (69, 105, 107-108)
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Vakcina mRNA 1273 od Moderny a vakcina BNT162b2 od spolecnosti
Pfizer/BioNTech jsou vefejné zndmé. Vakcina mRNA 1273 od Moderny se sklada
z pomocnych lipidi (cholesterol, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (DSPC)),
PEGylovaného lipidu (DMG-PEG 2000) a kationického lipidu (SM-102). Vakcina
BNT162b2 od spolecnosti Pfizer/BioNTech se skladd z rovnéz z pomocnych lipidi
(cholesterol, DSPC), PEGylovného lipidu (ALC-0159) a kationického lipidu (ALC-
0315). Na obrazku 21 jsou uvedeny jednotlivé struktury obsazené v téchto dvou

vakcinach. (86)
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Obrazek 21 jednotlivé struktury lipidii ve vakcinach BNT162b2 a mRNA-1273 (86)

o]

Lipidické polymerni hybridni nanoéastice jsou hybridni NC lipidovych polymert,
které jsou dal§im typem lipidickych NC. Spojuji vyhody lipida a polymert pro
biomedicinské aplikace. (69, 109) Jedna se o relativné novou tfidu lipidem
modifikovanych polymernich poly(B-aminoester) (L-PBAE) prostfednictvim
enzymaticky katalyzované esterifikace a dalSi formulace L-PBAE s poly(d,l-laktid-
koglykolidem)-b-poly(ethylenglykol), coZz vede ksamovolnému sestaveni do
nanostruktury ,,éastice v ¢astici (CVC) pro dodani genu jak je uvedeno na obrazku
22. (110) Toto jedinecné strukturdlni sloZeni nabizi optimalni biokompatibilitu
a fyzikalni stabilitu, coz z nich ¢ini ideédlni prostiedek pro dodani 1éCiv pro dalsi

vyzkum. (69) Lipidické polymerni hybridni NC avsak &eli nékolika problémtim, a to
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potencionalni toxicita polymernich slozek, a potize s konzistentni velikosti a tvarem

&astic. (98)

;

*=, . .PLGA-PEG
g,;!f : L-PBAE

Ay plasmid/mRNA

Obrazek 22 schematicky zndzornénd Lipidické polymerni NC - L-PBAE (110)

Z 24 kandidati CVC je nejvykonngjsi NC PNC/C12-PBAE, ktera G¢inné dodava jak
DNA, tak mRNA in vitro a in vivo, pti¢emz vykazuje zvySenou uc¢innost transfekce.
Polymerni vakciny CVC COVID-19 zapouzdiené spike kédovanou plazmidovou
DNA a mRNA uspésné vyvolavaji specifické protilatky u imunizovanych mysi i po
12 mésicich lyofilizovaného skladovéani pfi -20 °C. Tento nové vyvinuty lipid-
polymerni hybridni CVC NC systém demonstruje novou strategii pro dodavani pDNA
1 mRNA se schopnosti dlouhodobého lyofilizovaného skladovani. (110)

1.3.2.2  Systémy NC na bdzi peptidi
Peptidy jsou pfirozené struktury pfitomné ve vSech biologickych systémech. (4) Samy
o sob& se pouzivaji jako ocCkovaci latky nebo také usnadiiuji dodavéani vakcin

zaloZenych na NA. (111)

Peptidy pouzivané¢ pro doddni NA jsou kladn€ nabité¢ diky inkluzi lyzinovych
a argininovych zbytkii a elektrostaticky vazi zaporné¢ nabit¢ NA =za vzniku
nanokomplexd. (4, 112) Tyto nanokomplexy lze povazovat za NC. Jejichz pozitivné
negativni pomér ovliviiuje tvorbu komplexu pozitivné nabitého peptidu s negativné

navazanou NA. (4)

Mezi hlavni vyhody peptidd patii jejich biodegradovatelnost, biokompatibilita
asnadnd biosyntéza v savéich ¢i bakteridlnich bunkach. Pouze u uméle

syntetizovanych peptidi je situace jind, zde je jejich syntéza narocna. (113)

Velkou nevyhodou je, Ze bézné pouzivané peptidy bohaté na arginin vykazuji

nefrotoxicitu a pii aplikace téchto slouCenin by mély byt vzdy zvazeny benefity
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arizika s nimi spojend. (114) Preklinické studie na mySich se zaméfuji na vyzkum
peptidi v DNA vakcinadch proti kolorektalni rakoving, maldrii, schistosomozy
a infekcich zptsobené lidskym papilomavirem. (115) JelikoZ jsou peptidy nedavno
vyvinuté systémy, je nutna jejich optimalizace, chemickd modifikace, skladovéani

a testovani na vétSich zviratech a dale i klinické zkousky. (4, 116)

Do peptidickych NC miizeme zatadit CPPs, protaminy, polypeptidy a VLPs. Tyto NC

jsou jednotlivé rozebrany nize.

Cell Penetrating Peptides tzv. peptidy penetrujici buiiku (CPPs) jsou skupina
malych peptidi obsahujici 9-30 aminokyselin. (114) Tyto peptidy jsou pravé dulezité
k naruSeni bunécné membrany a k doruceni NA do buiiky. (46) K poruseni membrany
muze dojit dvéma zplisoby, a to energeticky zavislymi ¢i nezavislymi, uvedenych na

obrazku 23. (113)

Energy Dependent internalization mechanisms

Macropinocytosis Clathrin-mediated

i Carpet Model \
Energy Independent internalization mechanisms

Obrazek 23 mechanismy poruseni membrany (113)
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CPPs lze kombinovat s polymernimi, lipidovymi ¢i anorganickymi slozkami a tim
vytvafet komplexy NA prostfednictvim elektrostatickych interakci. (117) CPPs
muzeme na zékladé fyzikalné chemickych vlastnosti dale rozd¢lit na zakladé naboje
na amfipatické a kationtové. Dale CPPs mzeme rozd¢lit na hydrofobni a hydrofilni.
(113) Bylo prokazéano zlepsSeni imunogenicity po poddni DNA vakcin s CPPs proti

virovym infekcim. (118)

Dale pak Udhayakumar a kol. demonstroval pouziti CPPs s amfipatickym peptidem
RALA pro dodani mRNA vakciny. RALA je amfipaticky peptid zobrazujici kladné
nabité argininové zbytky na jedné strané a na stran¢ druhé leucinové zbytky. RALA
dokazal kondenzovat mRNA do nanokomplexli se schopnosti membrany uniknout
z endozomil v zavislosti na kyselém pH. Byla také provedena vakcinace mRNA
zprostfedkovand RALA v porovnani s lipozomalni mRNA s kationtovym lipidem
DOTAP a fazogennim lipidem DOPE. Tato studie ukazala, ze RALA a dalsi CPPs

jsou velmi piizniva vehikula pro mRNA. (4)

Mezi dalsi CPPs patii R9-K-GALA. R9-K-GALA je hydrofobni amfipaticky
synteticky peptid a diky velkému mnozstvi argininu u né¢ho mirné prevlada kladny
naboj. Prave diky argininu dochdzi k navazani DNA/siRNA. Mezi hlavni vyhody patii
vysokd transfekcni aktivita a nizkd toxicita. Hlavni nevyhoda je ovSem ve slozité

vyrobé. (113)

Existuji také hybridni komplexni ¢astice kationickych peptidid s polymerem poly
(mlé¢né kyseliny) (PLA), jak je uvedeno na obrazku 24. Bylo prokazéano, ze PLA
zapouzdiuje nebo adsorbuje rizné Ag, imunostimulanty a jsou u¢inné piijimény DB.
Jak povrch PLA-NC, tak biomolekuly mRNA jsou negativné nabité, proto byly
pouzity kationické CPPs jako latky zprostfedkujici enkapsulaci mRNA na PLA-NC.
(4) Coolen a spolupracovnici vyvinuli platformy mRNA-PLA NC pomoci ti riznych
CPP jako kationtové meziprodukty pro mRNA na vektor PLA-NC. (46) Pfipravky

PLA-NC/peptid vykazovaly nejvy$§i expresi proteint in vitro prostiednictvim

vvvvvv
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4 A PLA-NP/peptid/mRNA
hola/naha mRNA peptid/mRNA pep
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kationické peptidy
(LARA, LAH4, LAH4-LT1)

PLA-NP

Obrazek 24 Vektorizace mRNA pomoci PLA-NC (na obrdzku se jednd o PLA-NP) s kationtovymi

peptidovymi meziprodukty; vytvoreno pomoci programu BioRender

Vektorizace mRNA probihd tak, ze zdporn€ nabitd mRNA se spojuje s kationtovymi
a amfipatickymi peptidy za vzniku polyplexti peptid/mRNA. Komplexni jsou, az dojde
k adsorpci na PLA-NC za vzniku nanokomplexu PLA-NC/peptid/mRNA. (46, 119)

Dalsi vyzkumy s CPPs mohou zahrnovat dalsi modifikace lipozomti, polymernich NC

a anorganickych nanocastic pro synergicky ucinek. (4, 119)

Protaminy jsou rodina malych peptida (cca 4 kDa) odvozenych od spermii ryb. Jedna
se 0 molekuly bohaté na arginin, které tvoii komplexy se zdporné nabitymi DNA
k jejich kondenzaci. (120) Prostfednictvim elektrostatickych interakci vytvari
protaminy komplexy s DNA, jak je uvedeno na obrazku 25. Protamin byl zkouman
vroce 1961 jako jeden z prvnich materiali pro transfekci dlouhych RNA. (93)
Protamin miiZe vytvafet komplexy s mRNA za tvorby pevné vazanych NC o velikosti
pfiblizné 300nm. Protamin:mRNA byvaji vétSinou v poméru 2:1. (93, 121) Ve své
protamin v kondenzované form¢ chrani mRNA proti degradaci ribonukleazou a je
znadmo zvyseni imunitni odpovédi jak in vitro, tak in vivo ve srovnani s nahou mRNA.

(122)
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fe e o Protamine/Nucleic Acid
WINYZNY/ N/ Complex
Nucleic Acid

Obrazek 25 Protamin/NA komplex (93)

Jednim ptikladem terapie mRNA vkomplexu s protaminem je technologie
RNActive© od CureVac. Vakcina mRNA, ktera se pfipravuje ze smési nahych mRNA
a komplext protamin/mRNA. (121) Pii intradermalnim podani umoziuje naha
mRNA kodujici Ag expresi, zatimco komplex protamin/mRNA také ptisobi jako
adjuvans. Tato vakcina nahé¢ mRNA a mRNA v komplexu s protaminem byla popséna

proti infekénimu onemocnéni proti chiipce u mysi, fretek a prasat. (93, 123)

Podobné tomu, jak bylo popsano u lipopolyplexti ¢i u KNE k tvorbé hybridnich
formulaci, je vyhodné kombinovat rizné materialy. U tohoto systému je vyhodné
zkombinovat NA s protaminem a lipidickymi ¢&i polymernimi NC. Kationické
slougeniny v lipidickych ¢&i polymernich NC slouzi k neutralizaci naboje na mRNA
a poskytuji nukledzovou ochranu a nasledné dodani komplexu na misto urceni. (93)
Prokazal se potencidl tohoto pfistupu pro intravenozni podani formulace
lipid/protamin/mRNA vakciny s 10pug modifikované mRNA kddujici gen herpes
simplex viru 1-thymidin kinazy pro cilenou nadorovou terapii u mysi (124). Bylo
popsano, ze mRNA dodané touto hybridni formulaci inhibuje rast nadoru. Kromé
toho, Ze dfive popsané NC byly vétsinou kationtového charakteru, aby se sparovali
s negativné nabitou mRNA, je mozné dodat -elektroneutrdlni komplexy
mRNA/protamin s vyrobenymi NC zneutralné nabitého polymeru, jako je
polykaprolakton. Toto by rozsitilo typy polymert, které by bylo mozné pouzit jako
materidly pro ptenos mRNA. (93)
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Syntetické polypeptidy byly jedny z prvnich pouzivanych polymernich peptidickych
NC systémii z poly-L-lysinu, které se pouZivaji ve vyzkumu pro DNA vakciny. (115)
Syntetické polypeptidy dosahuji velikosti az do 1000 nm a hraji dilezitou roli jako
vektory NA. (125)

K syntetickym  polypetidim fadime polyplexy, které spontdnné¢ vznikaji
z polykationtu a polyaniontu (napt. poly-L-lysinu). (125) M. Plebanski a kol.
kondensovaly pDNA kufeciho vejce ovalbuminu s poly-L-lysinem obalenymi
polystyrenovymi NC. Tento systém indukoval OVA specifické Ag u my3i jako dobry
inhibitor ristu tumoru. (126) H. Sasaki a kol. vytvofili aniontovy obal diky poly(y-
glutamové) kyseliné u polyethylenimin (PEI)/DNA komplexu DNA vakciny
(NCT04049864). (4, 127) Tento poly(y-glutamovy) obal redukoval vysokou
hepatotoxicitu kationtového PEIL Tento komplex DNA vakciny inhiboval rtist nadoru

recidivujiciho neuroblastomu. (4, 115, 127)

Systémy nanocastic na bazi Virus Like Particles (VLPs)jsou ¢asto nejpfirozenéjSim
nosi¢em pro vakcinaci. VLPs jsou virové strukturalni proteiny. Jedna se o spontanné
agregované proteiny izolované z viru a zbavené virové genetické informace. (4, 128)
Zbaveni virové genetické informace je &ini neinfekénimi Ag NC, které vyvolaly velky

zajem a rozvoj. (64)

VLPs mohou byt odvozeny od riznych virG s rozmezim velikosti od 20 nm do 800
nm, které¢ mohou byt vyrabény riznymi technologiemi. V historii dochazelo k vyrobé
in vivo, kde dochazi k sestaveni kapsidovych proteini do VLPs, poté je Castice
vyCisténa od kontaminanti. Nov€é se objevuje metoda sestavovani VLPs
prostiednictvim bezbunécného zpracovani in vitro. Dosud komercializované VLPs
jsou zaloZeny na sestavovani proteinli odvozenych z cilového viru. (64) VLPs mohou
byt funkcionalizovany peptidy, fragmenty protilatek nebo PEG pro cilenou distribuci
nebo pro prodlouzeni doby cirkulace. (129) Na obrazku 26 je uvedeno srovnani VLPs

a virion SARS-CoV-2.
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Virus-like particle SARS-CoV-2 ("COVID-19 virus")

Obrazek 26 Srovnani VLP s virionem SARS-CoV-2: VLP struktura je podobna s virionem SARS-CoV-
2 s rozdilem, ze VLP je synteticky vytvoreny vektor bez virdlniho genomu; vytvoreno s pouzitim

programu BioRender

VLPs vakciny na bazi NC jsou jedny z prvnich NC, které se dostaly na trh uz v roce
1986 u vakciny proti hepatitidé B. (64) V nanovakcindch maji VLPs nejslibngjsi
vyuziti pro bezpe¢né pouziti u lidi. (64, 129) VLP jsou u ostatnich vakcin idedlni
,hanovakcinovy* systém, protoze vyuzivaji vyvinutou virovou strukturu, ktera
pfirozené interaguje s imunitnim systémem, ale vyhne se infekénim slozkdm. (64)
Diky optimalizaci NC VLPs indukuji silné imunitni odpovédi, a to dokonce

1 v nepfitomnosti adjuvans (130)

VLPs mohou vyvolat imunitni reakce na sebe, a to je velky problém pro pouZiti VLPs
jako vakcina¢niho vektoru pro neseni cizi DNA. To je pak jedna z velkych vyzev pro
dalsi vyzkum VLPs jako NC nosi& pro NA vakeiny. (131) Jako dal§i nevyhoda je velmi
sloZity vyrobni proces VLPs. (46)

Kombinace DNA vakcin a VLPs jsou v klinickych vyzkumech u HIV A HPV infekci
(NCTO05334706). (132) V ramci RNA vakcin zaloZzenych na VLPs se setkavame ve
vyzkumu virovych onemocnéni, bakteridlnich onemocnéni a rakoviny. (46)
V budoucnu se d& ocekavat velky narlst vakcin na bazi VLPs oproti virovym

vektortim, a to diky nepfitomnosti virdlniho genomu. (36)

1.3.2.3 Polymerni NC

Vyznamny terapeuticky potencial ukazaly polymerni NC pro fizené dodavani 1é&iv.
(133) Polymerni NC piedstavuji vynikajici volbu jako nosi¢ové systémy pro NA
vakciny. Jednotlivi zastupci maji velmi rozdilné chemické a fyzikdlni vlastnosti.

Mohou ucinné¢ chranit NA pied degradaci a ddle umoziuji strukturalni modifikace za
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ucelem upravy fyzikalné-chemickych vlastnosti. VétSina polymeri také vykazuji
biokompatibilitu a biologickou rozlozitelnost. (4) Polymerni NC 1épe obaluji NA bez
jejich mozné degradace oproti lipidickych NC. Avsak polymerni NC jsou méné

klinicky zkoumany ve srovnani s lipidickymi NC. (46)

Polymery obecné délime na ptirodni (chitosan, polysacharidy, proteiny) a syntetické
(polypeptidy, degradovatelné polyestery, ostatni polyestery, polymer PEI, vinylové
polymery a dendrimery).

Piirodni polymery takzvané biopolymery jsou polymery pfirozené vytvorené zivymi

organismy a neddvno se ukdzaly jako vhodné materidly pro nosi¢e NA a vyznamné
zvySily potencidl formulaci NA vakcin. Ddle lze biopolymery definovat jako
syntetické polymery vyrobené z monomernich jednotek ziskanych z zivych organismu

(koryst, motskych tas a kukutice). (32, 134)

Biopolymery vykazuji fadu vyhod, a to vysokou fyzikdlné-chemickou vsestrannost
a nizkou toxicitu. Poskytuji ochranu pfed enzymy, které mohou interferovat se
strukturou vakciny a umoziiuji ndkladové efektivni vyrobu. Jsou pevnéjsi a stabilngjsi
nez lipozomy. (32) Dalsi vyhodou je, Ze biopolymery mohou poskytovat rizné
nanostruktury s riiznou velikosti a povrchovymi vlastnostmi. (64) Mezi dal$i vyhody
patii biologickd rozlozitelnost a Casto 1 snadna vyroba pomoci bakterii a enzymd.

(32, 64)

Mezi nevyhody patii nadale nedostatecna imunitni odpovéd’ u lidi pfi podavani NA.
Vyzkum se bude muset zaméfit na predkladani slibnych vysledkt preklinickych studii
provadéné u malych savcil a primati do ucinné lidské terapie. Coz je velmi obtizné

kviili odli$né struktufe imunitniho systému u lidi a zvitat. (32)

Biopolymerni jadro miize byt modifikovano funkénimi skupinami nebo kopolymery
pro zlepSeni dodavek vakciny. (32) Pokrocilé systémy zahrnuji biopolymery
s kovovymi jadry nebo se také pouzivaji lipozomy ¢i hydrogely. (136-138) Tyto
modifikace funkénimi  skupinami ¢i kopolymery vramci spojeni NA
a biopolymerniho materialu jsou klicové pro sestaveni uspesného systému dodavani

NA. (32)
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Utinna vazba je duleZita k ochrané NA a zajisti efektivni piijem bunék. V piipadé
nestabilni vazby NA mtize dojit k jejimu pred¢asnému uvolnéni, coz ma za néasledek
niz$i transfekéni Gc¢innost, a tudiz slabsi imunitni odpovéd’. Nejrozsifenéjsi je opét
strategie kladného naboje na biopolymeru s negativné nabitymi NA na zaklad¢
elektrostatické interakce. (139) Na obrazku 27 jsou uvedeny jednotlivé strategie
imobilizace NA na pfikladu pDNA. Imobilizace probiha bud’ na zdkladé¢
elektrostatické interakce negativné nabitych fosfatovych skupin NA a pozitivné
vazanym polymerem obsahujici vnitini kladny ndboj, pfiddnim polymeru s pozitivné
vazanymi funkénimi skupinami, ¢i s pozitivné vazanym kopolymerem. Piipadné lze
pDNA hydrofobizovat napf. cetrimonium bromidem a pDNA je vazana na zakladé
hydrofobni interakce. Dale pak lze imobilizovat NA prostfednictvim vodikovych
interakci. Posledni strategii je moZznost imobilizace fosfatovych skupin NA pomoci

iontll (zine¢natych, nikelnatych, berylnatych atd.) za vzniku koordina¢ni vazby. (32)

Elektrostatické interakce

g .b Y A e % A R/
pozitivné vazany pozitivné vazane pozitivné vazany
polymer funkeéni skupiny kopolymer

Hydrofobni interakce Vodikové mastky Koordinaéni vazby

hydrofobni polymer
("hydrofobizovana
pDMA)

vodikové mastky
vytvarejici funkéni
skupiny

Obrazek 27 Strategie imobilizace pDNA; vytvoreno v programu BioRender
Déle je dulezité zvySeni stability biopolymernich NC, které ochotné agreguji
v biologickych médiich. Aby se zabranilo agregaci biopolymeri je duleZity povrch
s hydrofilnimi polymery jako jsou napt. PEG, poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA),

polydopamin, Zelatina, polyspermin, chondroitin sulfét, polyarginin a bovinni sérovy
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albumin. Pokud jde o chemickou stabilitu pDNA musi byt dobie chranéna pied
ptisobenim enzymti DNazy. Jeden zpisob je enkapsulovat pDNA do jadra NC
a blokovat pfistup enzymu. Dale pak degradace enzymu muze byt minimalizovana

absorpci pDNA na povrch nosice. (32)

wev

deacetylaci z chitinu. Chitosan je obecné gelotvorna latka a pouzivame ho v ptipadé
NC vektort ve formé nanogelu. Nanogely maji celou fadu vyhod, a to je jejich velka
plocha, flexibilni velikost a vysoky obsah vody. (64, 115) Chitosan obsahuje velké
mnozstvi aminoskupin interagujici s DNA do polyplext. Je také zndm pro svoji velmi
dobrou mukoadhezitivitu. Coz je vyhodné pro nasalni podani vakciny s DNA
a prodlouzenou clearance polyplexu. (115) Mezi dalsi vyhody patii dobry
bezpecnostni profil a levna produkce. Mezi nevyhody patii nizka transfek¢ni aktivita
a rozpustnost. (32) Chitosan byl zkouman u intranasalnich DNA vakcin proti
respiraénimu syncycialnimu viru a vykazoval protektivni imunitni reakci na mysich.
Byl taky modifikovdn manoézou pro cileni na receptor APBs. Dalsi pfilezitost je
v navazani alginatu na chitosan pro peroralni podani DNA vakcin. (115) Chitosan byl
také kombinovan se zlatem za vzniku zlaté chitosanové NC jako vektor pro DNA
vakcinu. Zde dochazi ke zvyseni imunitni odpovédi. (3, 136) Dale se chitosan vyuziva
u RNA vakcin proti chfipce a melanomu. Tyto chitosanové dorucovaci systémy s RNA

ukazaly uc¢innou indukci imunitni odpovédi in vivo. (140)
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Ostatni polysacharidy jsou v klinickém zkouseni u DNA vakcin proti Hepatitidé¢ B
¢i Herpes viru a v tabulce 9 jsou uvedeny jejich vyhody a nevyhody. (115)

Tabulka 9 vyhody/nevyhody ostatnich polysacharidii (32)

Alginat Dextran Chondroitin Hyaluronova Pullulan Pektin
sulfat kyselina
+ enkapsuluje prevence cili na CD44 schopna rozpustny pouziti
DNA akumulace receptory DNA v $irokém v potravinarském
v krvi kondenzace rozmezi pH pramyslu
mukoadheze rizné vyuziti gelova forma pouziva se pro cilené
chemické v biomedicinskych s vodou jako uvoliiovani se
modifikace aplikaci farmaceuticky pouziva
povlak s arabinozovymi
¢i galaktézovymi
postrannimi
fetézci
narazové enzymatickd | nutna modifikace rychla nutna velmi slozita
- uvolnéni degradace pro DNA degradace modifikace struktura
DNA kondenzaci pro DNA
kondenzaci

Proteinové biopolymery stejné jako u ostatnich polysacharidovych polymert je jejich
prehled vyhod a nevyhod uveden tabulce 10.

Tabulka 10 vyhody/nevyhody proteinovych biopolymerii (32)

Zelatina Albumin Protamin Listeriolysin DB cilici Epsilon
protein poly-L-lyzin
+ vyuziva se stabilni schopny DNA narusuje cili DNA do schopny
Vv potravinovém v rizném kondenzace endozomalni DBs DNA
pramyslu pH a teploté membarnu kondenzace
gelovati redukuje protektivni vici adjuvantni schopny pouzivany v
agregaci DNA aktivita pro DNA potravinafstvi
s krevnimi endonukledazdm | prozanétlivé | kondenzace
komponenty cytokiny
nutna modifikace nutna agregace nutna neni agregace
- pro DNA modifikace s krevnimi modifikace univerzalni s krevnimi
kondenzaci pro DNA komponenty pro DNA komponenty
kondenzaci kondenzaci

V pristich letech by se mohl objevit dalsi vyzkum oblasti DNA vakcin na bazi

biopolymeri ke zvySeni jejich in vivo Gi€innosti, a nakonec by mohly biopolymery
umoznit aplikaci v klinickém vyzkumu. (32)
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Syntetické _polymery taky vytvaii hydrogelové NC (nanogely), které vytvaii

hydrofilni trojdimensiondlni strukturu. (36) Tyto syntetické polymery jsou stejné jako
u LNC vétsinou kationtové povahy pro lepsi enkapsulaci zapornd nabitych NA.
Dochazi zde k elektrostatické interakci mezi zaporn€ nabitymi fosfatovymi skupinami
na NA a pozitivné nabitym polymerem do struktury polyplexu. Tento polyplex chrani
NA pifed degradaci nukledzou. (141-142) Mezi kationtové polymery patii PEIL
poly(vinylamin) (PVA), poly(beta-amino estery), poly (amino co-estery),
polyamidoamin (PAMAM) a poly(disulfid amin). Do kategorie aniontovych polymert
fadime i tzv. degradovatelné polyestery. Dale pak existuje specidlni skupina
vinylovych polymerti do kterych patii patii poly(metyl methakrylat), poly(2-
(dimethyloktyl)amonium methyl methakryldt brom) a poly(2-aminoethylakrylat).
(46, 115, 143)

Polyethylenimin snadno tvofi komplexy s nukleovymi kyselinami v dasledku
elektrostatické interakce mezi negativné nabitou fosfatovou NA a pozitivné nabitou
aminovou skupinou PEI. (4) Je to takzvany zlaty standart v polymernich nosi¢ich NA.
(115) PEI ma pozoruhodné vlastnosti, které pomahaji tvorbé NA komplexi, vcetné
vysoké pufrovaci kapacity v Sirokém rozsahu hodnot pH. (4) Tento nosiCovy systém
s velkou transfekéni G€innosti vytvari atraktivni nosi¢ DNA vakcin. (115) Soucasny
vyzkum se zamétuje na vyuziti tohoto nosie pro vysokou transfekéni €innost ale
také 1 diky nizké cytotoxicité. (143) Pouziti PEI u DNA vakciny proti chiipce zlepsilo
imunitni odpovéd’ v preklinickém vyzkumu. (144) DNA-PEI polyplex vakcina proti
neuroblastomu je aktualné v L. fazi klinického zkouseni. (4,145) Dale pak spole¢nost
BioNTech pracuje na vyuziti PEI u saRNA vakcin, kde studie v preklinickém zkouseni

pfinesla slibné vysledky pro dalsi vyzkum. (143)

Mezi dalsi kationtovy polymer patii PVA. PVA charakterizuje nejvyssi obsah amini
mezi kationtovymi polymery a vykazuje podobné vlastnosti jak jiz zminény PEI. Tian
akol. pouzil Xelorex™ RS 1100, komercné dostupny PVA, k dodani siRNA a miRNA
pro 1écbu rakoviny in vitro u mysi. Dale bylo zjisténo, ze PVA dosahuje mirné lepsi
transfekéni Gi€innosti nez u PEI a jeho pouZivani in vivo je nyni hodné diskutovéno.
PVA dosahuje totiz niz§i cytotoxicity nez PEI. Tian a kol. vSak jako prvni

optimalizovali nemodifikovany PV A a porovnali jej s PEI in vivo. Je zapotiebi provést
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vice studii in vivo, aby bylo mozné 1épe pochopit, jak mizeme srovnavat rizné typy

PVA a PEI v doru¢ovani NA. (143)

Za zminku stoji také nedavny vyzkum, ktery se zaméfil na dalsi kationtové polymery,
a to na poly(beta-amino estery) a jejich vylepSenou formu poly (amino co-estery). Tyto
kationtové polymery se pouzivaji ve vyzkumu jako nosice pro vakciny zalozenych na
siRNA a mRNA. Tyto kationtové polymery by mohly témto vakcinam umoznit
intranasalni, intravenozni, ale 1 inhalacni podani pifi vakcinaci alécbé rakoviny.

V soucasné dob¢ jsou oznacovany jako nova generace kationtovych polymert. (143)

Dendrimery reprezentuji dalsi rodinu kationtovych polymeri, které jsou zkoumany
jako robustni nosice NA. (3) Diky kationtovému néaboji opét 1épe vazi NA k efektivni
transfekeni aktivité. (115) Mezi dendrimery patii poly(propyl ether imin), ktery
stimuluje produkci neutralizacni protilatek u mysi proti vztekliné a PAMAM
modifikovany lyzinem. (146-147) PAMAM vétve jsou zalozeny na methylakrylatu,
ethylendiaminu a na koncich jsou aminové a karboxylové funkéni skupiny. PAMAM
dendrimery jsou hydrofilni, biokompatibilni vysoce rozvétvené kationtové polymery
sjedinecnou 3D  strukturou, kterd umoZnuje funkcionalizaci, a také
konjugaci/zachycovani terapeutika s NA. (4) Jak je uvedeno vySe, PAMAM ma dost
vyhod, ale také nevyhod. V porovnéni s PEI m4 vys$si molekulovou hmotnost a s tim
souvisejici vySs$i cytotoxicita a vyssi rychlost transfekce. (143) PAMAM dendrimery
byly zkoumany u DNA vakcin proti infekci S. japonica. (147). Chahal a kol.
modifikoval dendrimer PAMAM k vytvoieni modifikované dendrimerové NC saRNA
vakciny, ktery chrani mysi pted smrtelnou virovou infekci chiipky HIN1 nebo virem
Ebola. (3-4) V soucasné dob¢ se vSak dendrimery pftili§ nepouzivaji kviili omezenym

24

obrazku 28 je uveden schematicky dendrimer.
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dendrimer

Obrazek 28 Dendrimer, vytvoreno s pouzitim programu BioRender

Novinkou u kationtovych polymert je poly(disulfid amin), ktery by se pfi dalSim
vyzkumu mohl stit vyznamnym nosi¢ovym systémem u saRNA a u siRNA vakein.

(143)

U degradovatelnych polyesteri je nejvyznamngjsi kyselina PLGA, ktera je znama
pro svou bezpecnost a je jiz nékolik desetileti schvalena pro huménni pouziti. (115,
pro cileni na APB k indukci imunitni odpovédi. Mikrosféry pouZité jako DNA vakciny
byly podany oralné a parenteralné a indukovaly systémovou protildtkovou odpovéd'.
Tato formulace je efektivnim nevirovym vektorem napiiklad pfi dorucovani
profylaktické DNA vakciny proti viru slintavky a kulhavky. (143) Nevyhoda
degradovatelnych polyesterii je nizka transfekéni ucinnost kvili mozné degradaci
polyesterii in vivo pii doru¢ovani DNA vakcin, ale také RNA vakcin. Kvili této
nestabilité se pouZzivaji kationické lipidy (napf. jiz diive zminény DOTAP), aby zvysili
stabilitu DNA, popf. RNA vakcin a transfekéni ucinnost. (141, 143, 148) Mezi ostatni
polyestery patii poly(ortho estery), které také vytvari robustni Ag odpovéd u DNA
vakcin v preklinickém vyzkumu. Vyhoda je, Zze poly(ortho estery) muzeme
zpracovavat do riiznych forem mikrocastic a nanocéstic. Dale byly tyto systémy
doporuceny pro tvorbu hybridnich vektorii. Robustni Ag odpovéd’ je docilena
zrychlené degradaci téchto poly (ortho esterti) a uvolnénim DNA vakciny v reakci na

kyselé prostfedi v APB. (115)

Vinylové polymery jsou idealni polymerni nosi¢ové systémy pro DNA vakciny. Mezi
vinylové polymery patii poly(metyl methakrylatu), poly(2-(dimethyloktyl)amonium
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methyl methakrylat brom) a poly(2-aminoethylakrylat).(115) V roce 2004 J.M. J.
Fréchet a kolektiv pfipravili acidolabilni zesitované vinylové polymery, které byly
pouzity pro kondenzaci DNA. (149) Dalsi vinylové polymery piipravili Caputo
akolektiv pro HIV DNA vakcinu inkorporovanou do NC prostiednictvim
elektrostatickych interakei, kdy vnitini jadro bylo z poly(metyl methakrylatu) a vnéjsi
plast’ z poly(2-(dimethyloktyl)amonium methyl methakrylat brom) a PEG. U mysi
doslo k vyznamné specifické humoralni a bunécné odezvy a zvySeni T bunék proti
HIV. (150) Potencionalni nevyhoda vinylovych polymert jako prakticky vyuZitelnych
nosici DNA jsou jejich uhlikové fetézce, které nejsou biologicky rozlozitelné. Zbyva
proto prozkoumat moznost syntetizovat biologicky odbouratelné vinylové polymery.

(115)

1.3.2.4 Anorganické NC

Anorganické NC byly §iroce zkoumany pro dodavani NA. Anorganické NC maiji
obecné mensi velikost neZ polymerni, lipidické nebo lipozomalni NC. Uzka distribuce
velikosti a charakteristicky povrch je vhodny pro konjugaci ligandu. (4, 141)
Anorganické NC vhodné pro konstrukci NA vakcin jsou zlaté NC, mezoporézni NC

oxidu kiemigitého, uhlikové NC a NC fosfore¢nanu vapenatého.

Zlaté nanotastice jsou velmi stabilni anorganické NC a vzbudily pozornost k jejich
biomedicinskym aplikacim pti doddvani NA. Déle jsou Siroce pouzivany ve vyzkumu
a vyvoji pro jejich snadné chemické povrchové modifikace mnoha typy ligandi. Maji
velmi dobte kontrolovatelnou velikost (2-150 nm) i tvar (nanosféry, kubické, ty¢inky
atd.). (4, 141, 151) Na obrazku 29 jsou uvedeny typy zlatych NC a jejich §iroké vyuziti

naptiklad v terapii rakoviny, genové terapii a mnoha dalSich odvétvich. (151)
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Obrazek 29 Priklady zlatych NC a jejich Siroké vyuziti (151)

Mezi vyhody zlatych NC patii stabilita, upravitelny povrch a nizka toxicita. (141, 151)
Mezi jejich nevyhody patii problémy s doruéenim NA. Bylo prokazano, ze zlaté NC
jsou schopné konjugace s ligandy a vytvofeni komplexu s DNA vakcinou pro
uspésnou prevenci rastu nadoru. Stale neni dostatek informaci o tom, jak konjugované
ligandy mohou ovlivnit farmakokinetiku, biodistribuci a jaké to mizZze mit vedlejsi
ucinky. Ukdzalo se totiz, ze kationtové ligandy zvySuji toxicitu. Dalsi nevyhodou je,

ze nejsou biodegradovatelné. (151, 152)

Zlaté nanotycinky byly pouZity ve vyzkumu pro konstrukei vakciny proti respiracnimu

syncytidlnimu viru, nebo jako adjuvans pro HIV vakcinu. (4)

Vétsi zlaté NC (10-16 nm) zistavaji v cytoplazmé, coZ je ¢ini vyhodnymi nositeli pro
RNA vakciny, a mensi (2-6 nm) mohou vstoupit do jadra, coz je vyhodné pro DNA
vakciny. (151) Subkutanni poddvani DNA vakciny proti melanomu u mysi zaloZené
na zlaté NC ukézalo dlouhotrvajici protinddorovou imunitu. (4) Zlaté NC se také

ukazaly 1 jako vhodna adjuvancia do DNA vakein. (3, 64)

Dalsi typem anorganickych NC pro pfenos NA vakcin &i 16¢iv jsou mezoporézni
kiremicité NC (153) Jejich velikost je v praiméru od 100 nm do 250 nm a vaZou se na
NA pomoci slabych nekovalentnich interakci. (152) Jednd se o biologicky
odbouratelné a chemicky stabilni nanostrukturni materidly s jedinecné velkou
porovitosti. Tato pérovitost ndm umoziuje dostatecné velkou plochu pro chemickou

modifikaci mezoporézni kiemicité NC a navazani 1éCiva eventuelné vakciny. (154-
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156) Mikroporézni mezoporézni kiemi¢ité NC jsou typické pro dodavani malych NA
(siRNA) a klasické mezoporézni pro vétsi mnozstvi NA napt. pDNA a rychlejsi
rychlost uvoliiovani. (152) Povrch mezoporézni NC mize byt modifikovan jiz
zminénymi kationtovymi molekulami jako jsou PEI, PAMAM a kationtovymi lipidy
zaucelem adsorpce a doru¢eni NA. (152) Na obrazku 30 je uveden snimek Transmisni

elektronové mikroskopie mezoporézni kiemigité NC. (4)

200 nm
| =
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Obrdzek 30 mezoporézni kiremicité NC (Transmisni elektronova mikroskopie) (4)

Mezoporézni kiemicité NC navrhuji tak, aby napodobovaly virové ¢&astice
akumulujici se v APBs. O¢kovéani mysi s mezoporézni kiemigitou NC generovaly Ag
specifické cytotoxické T buniky a humorélni odpovéd’, ktera zvysila protinadorovou
ucinnost a minimalizovala systémové Sifeni a sniZovani toxicity vyvolané vakcinou.
Jedna se o pDNA vakcinu, ktera je navazana vné na mezoporézni kiemicitou NC, a to

diky modifikaci kladnym ndbojem aminové skupiny. (4, 157)

Pokud jde o mezoporézni kiemicité NC je zde jeden hlavni problém, ktery je
endozomalni zachyceni ¢astic, coZ vede k nizké uc¢innosti cytoplazmatického doruceni

a snizeny ucinnosti NA. (4)

Vys8i imunitni odpovéd’ se zjistila u pDNA vakciny pifi porovnavani holé
experimentalni vakciny pDNA a mRNA proti MERS-CoV. Dale se porovnavala hola
mRNA a mRNA vazana na MSNC zde byla popsana vy$§i imunitni odpovéd’ u

zformulované mRNA vakciny nez u holé mRNA vakciny. Pro dal§i mozny vyvoj
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téchto nosiét je klicové preklinické testovani. Zatimco u pDNA s MSNC nedoslo ke

zlepseni imunitni odpovédi. (158)

Uhlikové NC predstavuji platformu pro dodani Ag, kde v ramci experimentalnich
vakcin mizeme vidét slibné vysledky. (4) Jsou znamé pro svoji biokompatibilitu
a mohou byt pfipravovany do formy nanotrubic¢ek a mezoporéznich kouli. Primér
uhlikovych (karbonovych) nanotrubic (CNT) pouzivanych jako nosice je obecné 0,8-
2 nm o délce 100-200 nm, piicemz velikost mezoporéznich uhlikovych kouli je kolem

500nm. (64,159) Na obrazku 31 je schématicky znazornénd mRNA navazana na CNT.
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Obrazek 31 CNT s navazanou mRNA (160)

Mezoporézni uhlikové NC byly studovany hlavné pro oralni aplikaci vakcin. (64, 159)
V ramci testovani holé DNA vakciny a CNT-DNA vakciny u oc¢kovani ryb. Byly uryb
s CNT-DNA sledovéna vys§i produkce sérovych protilatek, enzymové aktivity

a imunitné souvisejici genova exprese. (161)

Jsou také studie o preklinickych zkouskach mRNA vakcinach zalozenych na CNT
proti HIV. Luna Labs vyviji platformu pro dodéavani kratkych CNT NanoVac, ktera
dokéze ucinné dorucit mRNA se zanedbatelnou toxicitou. Obecnd struktura CNT je
uvedena na obrazku 32. (162,163) Povrch NanoVac byl optimalizovan tak, aby fidil
hustotu a prezentaci Ag/mRNA pomoci PEI. Bylo navrzeno nékolik formulaci pro
intramuskularni 1 intranazalni podavéani. NanoVac prokazal imunogenicitu u kralika a
vyvolal bunéné a humordlni reakce u humanizovanych mys$i. Az 33 %
humanizovanych mysi infikovanych HIV-1 bylo zbaveno virové infekce do 8 tydnil
po infekci. Nakonec NanoVac stabilizoval mRNA proti degradaci v chladni¢ce po
dobu alespon tii mésict, ¢imzZ se snizila zat€z pro uchovavani CNT. V budoucnu
budou pokracovat studie toxicity se zvlastnim zaméfenim na intranazalni formulace

NanoVac. (162) Na obrazku 32 je uveden systém NanoVac.
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Obrazek 32 systém NanoVac (162)

NC fosfore¢nanu vapenatého lze vytvoiit kombinaci chloridu vapenatého,
hydrogenfosfore¢nanu sodného a citratu sodného za specifickych podminek nizké
teploty a prumérné velikosti Castic vétSich nez 1,2 um. (64, 164) Jsou netoxické
a mohou se tvofit do velikosti od 50nm do 100nm. Tyto NC jsou uzite¢nymi adjuvans
pro DNA vakciny a slizni¢ni imunitu a vykazuji vnikajici biokompatibilitu. (64)

Hlavnimi nevyhodami je drah4 vyroba a slaba interakce s Ag. (165)

U DNA vakcin proti rakoviné byly NC fosforeénanu vapenatého v preklinickych
studiich kombinovany s adenositrifosfatem jako efektivni systém dodavani NA. (166)
Jsou také zminky v preklinickych studiich na mysich o vyuziti téchto NC u mRNA
a siRNA vakcin proti rakoving. (165)

Studie proveditelnosti tzv. proof-of-concept u anorganickych NC nutné naznaéuji, ze
je zapotiebi dalsi optimalizace anorganickych NC pro poméry NA/ligandii. Dale je
dilezité testovani na vétSich zviratech, klinické zkousky a zlepSovani designu pro
budouci $kalovatelnost. (4) Postupné anorganické NC také nachézeji vice vyuziti

v DNA/mRNA nosic¢ovych systémech. (64)
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Z.avér

V praci byl uveden zédkladni ptehled vakcin zaloZenych na nukleovych kyselinach
a jejich nosicl v podobé virovych a nevirovych vektorii. Bylo prokazano, ze je nutné
se zajimat o tyto nosiCové systémy pro mozné dal$i vyuzivani téchto vakcin, a to
hlavné kvuli bezpe¢nému doruceni do cytoplazmy potazmo jadra. Byl zjistén velky
vyznam ve vyuziti nanocasticovych systému oproti virovym vektorim z pohledu lepsi

bezpecnosti a velkého mnoZzstvi typl téchto systému.

V ramci lipidickych nanocasticovych systémti bylo zminéno klicové pouzivani
kationtovych lipidt do jejich struktury pro lepsi inkorporaci nukleovych kyselin. Byly
popsany lipozomalni nanoc¢éstice, nanoemulze, pevné lipidické ¢astice, avsak posledni
studie naznacuji, Ze vyzkum spiSe sméfuje k vyuzivani specifickych hybridnich

lipidickych nanocésticovych systémi jako vektorti pro nukleové kyseliny.

U peptidickych nanocasticovych systémi byly popsany peptidy penetrujici butiku,
protaminy, polypeptidy a virus like particles, Stejné jako u lipidickych systémi byla

prokazana diilezitost hybridnich nanoc¢asticovych systémd.

Polymerni nanocésticové systémy byly rozdéleny na pfirodni a syntetické.
U pfirodnich byla diskutovana hlavné c¢innost mukoadhezivniho polysacharidu
chitosanu a véetn¢ jeho srovnani s ostatnimi biopolymerd. U syntetickych byl zminén
zlaty standart polyethylenimin a dale bylo zjiSténo u dendrimerd, Ze kvuli

nedostacujicim tidajim in vivo je pozastaven jejich vyvoj.

Bylo popsan zvySujici se zajem o anorganické nanocactice, které jsou aktualné horkym
tématem v ramci nosiCovych systémi pro vakciny zaloZenych na nukleovych
kyselinach. Byly popsdny zlaté nanocéstice, mezoporézni kiemicité nanocastice,

uhlikové nanocastice a nanocastice fosforeCnanu vapenatého.

Na zavér této prace je tfeba zdlraznit, Ze nanocCésticové systémy zaloZenych na
nukleovych kyselinach jsou v soucasné védecké komunité jednim z nejstudovanéjsich
témat a v nasledujicich letech se da ocekavat dynamicky rozvoj v této oblasti. Nejvetsi
potencial spatfuji ve vyzkumu hybridnich materidldi a wu anorganickych

nanocasticovych systému pro rozvoj modernich vakcin.
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