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Abstrakt

Praca sa zaobera vytvaranim apoferitinového nanotransportéru s enkapsulovanou
malou interferujicou RNA. Prva ¢ast prace popisuje teoretické vedomosti potrebné
pre pochopenie tematiky prace. Druha polovica prace obsahuje metddy pouZzité na
realizaciu prace a zhodnotené vysledky. Predmetom sd optimalizacia pH, mnoZstva
siRNA pri enkapsulacii siRNA do apoferitinu, fyzikalno-chemicka charakterizacia
vzniknutého nanotransportéru a jeho vplyv na expresiu proteinu Bcl-2. Vytvorené
nanocastice mali optimalnu velkost, dokazali uspeSne dopravit siRNA navrhnuti na
regulaciu expresie proteinu Bcl-2 do buniek aznizit expresiu tohoto

antiapoptického proteinu o 54%.

KI'icové slova
Nanocastica, nanotransportér apoferitin, siRNA, RNA interferencia, multi-liekova

rezistencia, nadorové ochorenie, enkapsulacia.

Abstract

This thesis is focused on creation of apoferritin nanocarrier with encapsulated small
interfering RNA. First part deals with theoretical knowledge necessary for
understanding the concept of this thesis. Second part describes used methods and
evaluated results. Main objectives are optimization of pH and amount of siRNA
encapsulated into apoferritin cavity, physicochemical characteristics of created
nanocarrier and his effects on expression of protein Bcl-2. Apoferritin nanocarriers
created in this thesis were optimal in size, able to transport siRNA designed to
down-regulate expression of Bcl-2 protein into cell line, and successfully knock

down expression of this antiapoptotic protein by 54%.

Keywords

Nanoparticle, nanocarrier, apoferritin, siRNA, RNA interference, multi drug

resistance, cancer, encapsulation.
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UvoD

Nadorové ochorenia si jednymi z ochoreni s celosvetovo najvy$Sou mortalitou.
Podl'a Svetovej Zdravotnickej Organizacie bude v roku 2018 odhadovany pocet
umrti sposobenych nadorovymi ochoreniami priblizne 9,6 miliéna [1]. Nadory pltc,
prs, prostaty, Zaladka, hrubého creva, pazeraka a peCene maju z pomedzi vSetkych
najvyssSiu incidenciu. Ztoho najvacsi pocet umrti je spojenych s nadorovymi
ochoreniami plic (az 1,76 miliéna), nasledujice si nadory zalidka a pecCene
s priblizne 780 000 Umrtiami ana Stvrtom mieste karcinom pfs so 627 000
umrtiami. VSetky hodnoty su Statisticky odhadované na rok 2018 [2].

NajpouzivanejSie metddy na liecbu nadorovych ochoreni su chemoterapia,
radioterapia a chirurgickd resekcia nadoru [3]. NajhlavnejSou znich je
chemoterapia, ktora spociva vo vyuziti cytotoxickych latok. Tie nddorové bunky
zabijaju alebo znemozinuju ich proliferaciu [4].

NajcastejSim dovodom zlyhania lie¢by pacientov s nddorovymi ochoreniami
je schopnost nadorovych buniek vytvorit si multi-liekovu rezistenciu (MDR). Ta
sposobuje, Ze nadorové bunky sd iminne voci spektru chemoterapeutickych lieciv
[6]. Existuju dva najhlavnejSie mechanizmy, ktorymi si nadorové bunky vytvaraju
MDR. Prvym z tychto mechanizmov je zvySovanie poctu efluxnych pimp v bunkovej
membrane nadorovej bunky. Efluxné pumpy su kanaly zavislé na energii dodanej
z ATP, ktoré aktivne transportuju lieciva von z bunky a tym zniZuju intracelularnu
koncentraciu lieciva, ¢im znemoZnuju chemoterapeuticku liecbu [5], [7]. Druhym
mechanizmom je aktivacia bunkovych antiapoptickych mechanizmov, Kktoré
znemoZiuju programovanud bunkovu smrt. Komercné chemoterapeutické lieciva su
robené tak aby bojovali proti naddoru aktivaciou apoptézy, co sposobuje, Ze
nadorové bunky vyuZiju svoje vlastné obranné mechanizmy MDR a zabranuju
liecbe. RieSenim je vytvorit kombindciu lieciv, ktord by dokazala naraz deaktivovat
efluxové pumpy a antiapoptické mechanizmy [8].

Mnohobunkové organizmy sa potrebuju zbavovat buniek, ktoré su
nepotrebné alebo by mohli naru$it homeostazu organizmu. Mechanizmus apoptozy
zabezpecCuje schopnost organizmu presne regulovat mnoZstvo buniek,

a ochranovat tkaniva pred mutaciami [9]. LenZe, nddorové bunky sa chovaju presne



naopak, ich cielom je delit sa na ¢o najvyssi pocCet. To znamend, Ze potrebuju
zastavit programovanu bunkovud smrt. Bcl-2 je protein kddovany BCL-2 génom [10].
ZvySena expresia génu BCL-Z2 znemoZiuje bunkam dosiahnut apoptézu, €o sa
priamo odzrkadl'uje na prezivani nadorovych buniek a na MDR [5].

Antiapoptické cesty by sa dali potencialne deaktivovat pomocou utlmovania
génov (gene silencing), presnejSie pomocou RNA interferencie (RNAIi). Je to metoda,
ktora dokaZe regulovat transkripciu génu. Utlmovanie génov zahriiuje viacero
mechanizmov. V tomto pripade je najlepSie vyuZitelny prave RNAi mechanizmus.
RNAi funguje tak, Ze biolatky zloZené z kratkych tusekov dvojretazcovej RNA,
napriklad malé interferujuce RNA (siRNA), dokdZu vdaka svojej Specificite
regulovat’ expresiu mutantnych nadorovych génov. [11], [12].

VyuZzitie ¢istej siRNA in vivo ma ale vel'’ké nevyhody. Cista siRNA ma vel'mi mald
uspesnost prechodu cez bunkovd membranu. Problematicky je aj jej transport
v tele, pretoZe je kvoli svojej malej vel'kosti filtrovana rendlnym systémom. siRNA
je taktieZ vel'mi nachylna na degradaciu endo- a exonukledzami buniek v tele [12],
[13].

Vd'aka svojej malej vel'kosti je siRNA vhodnym kandidatom na vyuZzite
nanotransportérov vyuzivanych v cielenej doprave lie¢iv. siRNA je moZné na takyto
transportér naviazat alebo ju enkapsulovat do jeho wvnutra. Povrch
nanotransportérov sa da pomocou ligandov upravit na cielenie receptorov
Specifickych pre nadorové bunky. Takto vytvoreny nanotransportér by nielen
ochranil siRNA pred prostredim tela ale zlepsil jej internalizaciu do buniek a taktiez

by mal zniZit cytotoxicitu pre okolité tkaniva [13].



1 NADOROVE OCHORENIA

Nadorové ochorenia postihuji kazdoroc¢ne vel'ké mnozstvo lI'udi. Je to skupina viac
ako 100 ochoreni sposobenych bunkami, ktoré preSli morfologickou
transformaciou, stratili regulaciu apoptozy a proliferacie. Mnohobunkové
organizmy vyuZzivaju bunkovu proliferaciu, CiZe delenie, na rozvoj tkaniva, jeho
udrzbu a taktiez opravy. Proliferacia ale moze byt vel'mi nebezpe¢ny mechanizmus,
ktory musi byt regulovany, akékol'vek genetické mutacie v mechanizme proliferacie

alebo jeho regulacie davaju moznost vzniku nadorovych buniek [14].

1.1 Dovody vzniku nadorovych ochoreni

Tieto ochorenia nie si sposobené len internymi faktormi ako dedi¢né genetické
mutdcie. Vznik nadorovych ochoreni primarne ovplyviiuje prostredie, v ktorom

postihnuti jedinci Ziju, a ich Zivotosprava [15].

1.1.1 Interné faktory vedice k vzniku nadorovych
ochoreni
V severskych krajinach Eurépy prebehol vyskum na takmer 45 000 dvojcatach,

ktorého cielom bolo zistit, ako ovplyviiuju dedi¢né faktory vznik nadorovych
ochoreni. Vysledkom Studie bolo zistenie, Ze dedi¢né faktory majd minimalny vplyv
na prejavenie nddorovych ochoreni [16].

Imunitny systém hra doéleZzita rolu pri boji proti nddorovym ochoreniam.
Ochraniuje organizmus pred virusmi, ktoré mézu sposobit nadorové ochorenia,
taktiez nici zapalové loZiska, ktoré mozu byt miestom vzniku nadorovych ochoreni.
Bunkova imunita zdravého jedinca by mala byt schopnda odstranit’ aj neoplastické
bunky. Tento proces sa nazyva imunitny dohl'ad (immune surveilance), ale kvoli
vysokej schopnosti nadorovych buniek adaptovat sa na zmenu podmienok nema

imunitny dohl'ad vysoku uspesnost [17], [18].



1.1.2 Environmentalne faktory, a faktory Zivotospravy
veduce Kk vzniku nadorovych ochoreni

Je vSeobecne zname, Ze niektoré faktory zlej Zivotospravy moézu priamo do tela
privadzat karcinogénne latky. Faj¢enie tabaku je primarnou pri¢inou nadorovych
ochoreni plic ¢o je zo vSetkych nadorovych ochoreni ochorenie s najvysSou
mortalitou. Dym z tabaku a decht obsahujua viac ako 50 karcinogénnych latok ako
napriklad polycyklické uhl'ovodiky a nitrosaminy [15], [19].

Alkohol nie je priamo karcinogénny, ale spaja sa ako faktor, ktory moze
spoOsobit’ vznik nadorovych ochoreni hlavne v oblasti horného traviaceho traktu,
peCene apankreasu. Oxidaciou etanolu v peceni vznikd acetaldehyd a volné
mutagénne radikaly, ktoré karcinogénne byt mézu [19].

Jednym moZnym faktorom je aj stres, pretozZe je dokazané, Ze stres dokaze
ovplyvnit spoluprdcu medzi nervovym aimunitnym systémom, ¢im priamo
ovplyvnuje funkciu B a T lymfocytov podielajtcich sa na imunite organizmu [20].
Obmedzena funkcia imunity zvySuje vnimavost organizmu na virusové infekcie ako
I'udsky papilomavirus (HPV), virus hepatitidy B resp. C (HBV, HCV), alebo virus
I'udskej imunitnej nedostatocnosti (HIV). VSetky tieto virusy mézu byt priamo
mutagénne [15], [18].

Znecistenie Zivotného prostredia je tiez spojené s vyskytom nadorovych
ochoreni. Hlavne v mestskom prostredi obsahuje ovzdusie produkty spal'ovania ako
polycyklické uhl'ovodiky, acetaldehyd, benzo[a]pyrén. VSetko st to mutagénne latky
sposobujice nadorové ochorenia. V minulosti sa ako poziarna izolacia v stavbach
pouzival material azbest, ktory je taktieZ velmi silny karcinogén. Dusi¢nany, ktoré
sa vyuzivaju ako hnojiva, sice nie-sd priamo karcinogénne, ale dostavaju sa do
rastlin a spodnej vody. V tele sa dusi¢cnany mo6Zu transformovat na nitrosaminy,

ktoré karcinogénne su [15], [19], [21].

1.2 MozZnosti liecby

Liecbou nadorovych ochoreni sa vyskumné strediska zaberaju uz desiatky rokov. Aj

ked’ neustdle prebieha vyskum novych metdd na liecbu nadorovych ochoreni, tak



najvyssiu uspesnost v zneSkodneni nadorov maju tie, ktoré st zname uz od konca

druhej svetovej vojny [22].

1.2.1 Operacné zakroky

Operacie nadorovych ochoreni sa vyvijali od zac¢iatku 20teho storocia. Do roku 1960
boli aj s radioterapiou zakladom lie¢cby nadorovych ochoreni. Tato liecba nemala
velki UspeSnost, pretoZze nedokonalost zobrazovacich modalit tej doby
neumoZziiovala zobrazovat mikrometastazy, ktoré sa pred chirurgickym
odstranenim primarneho nadoru vytvorili v tele. Tieto metastazy sposobili to, Ze sa
uz vylie¢enému pacientovi nadorové ochorenie vratilo. Uspe$nost chirurgickej

liecby je teda vel'mi zavisla na skorom odhaleni tvorby primarneho nadoru [3], [22].

1.2.2 Radioterapia

Radioterapia je sposob liecby nadorovych ochoreni s vyuZitim ionizujiceho
Ziarenia. Hlavnym ciel'om radiacnej terapie je poSkodenie DNA nadorovej bunky do
takej miery, Ze vyvola apoptézu alebo znemoZzni d'alSie delenie buniek. Pri kontakte
ioniza¢ného Ziarenia, napriklad Rontgenového Ziarenia, sa z atomov buniek
uvolfiuji vol'né vysoko energetické elektrony, ktoré interaguji s vodou a produkuju
vol'né radikaly ako hydroxylovy radikal. Tieto radikaly mo6Zu vytvorit zmeny v DNA
poskodzovanim vazieb medzi nukleovymi Kyselinami. Radioterapia sa moze
prejavit aj negativne. Je Sanca, Ze nadorové bunky nezareaguju na liecbu, alebo mdze
dojst k eSte vacsim mutacidm genetickej informdcii nddorovych buniek. TaktieZ je
Sanca, Ze pri radioterapii budu zasiahnuté aj zdravé bunky, ¢o moZe sposobit ich

transformaciu na karcinogénne [23].

1.2.3 Chemoterapia

Operacie a radioterapie su dobré moznosti lieCby pre primarne pevné nadory, ale
problém nastane ked nador metastazuje, alebo sa nachaddza na mieste
nepristupnom pre tieto metddy. Chemoterapia sa podava taktieZ pred chirurgickym
odstranenim nadoru, po operaciach ako prevencia vzniku druhotnych nadorov a na
odstranenie zhubnych buniek, ktoré ostali po odstraneni nadoru. Chemoterapia je
typ lieCby, ktora vyuZziva cytotoxickych lieCiv na zastavenie nekontrolovatelného

delenia nadorovych buniek a ich smrt. Problémom je podobnost nadorovych buniek



stymi zdravymi. Hlavnym cielom chemoterapie je maximalna umrtnost
nadorovych buniek, pricom sa musi akceptovat aj Ciasto¢nda toxicita k zdravym
bunkam. Najviac ohrozené su rychlo sa deliace bunky ako vlasové folikuly, kostna
dren, sliznica gastrointestinalneho traktu alebo pohlavné bunky. Hlavnymi

priznakmi su potlacenie tvorby ¢ervenych krviniek, zvracanie, nevolnost a strata

vlasov [24], [25]

1.2.4 Nové smery liecby nadorovych ochoreni

Sl'ubna sa zda byt imunoterapia, ktora vyuzZiva imunitny systém na boj proti
nadorom [26]. Virusy si pocas evollcie vytvorili mnoZstvd mechanizmov na
infekciu, replikaciu v l'udskych bunkach aich zabijanie. V minulosti uz vyskum
viroterapie prebiehal, ale upustilo sa od neho kvdli vysokej toxicite pre zdravé
tkanivo. Z rozvojom genetického inZinierstva sa otvarajui moZnosti navrhovania
virusov, ktoré by sa replikovali len v ramci nadorovych buniek a pacientovi by
sposobili minimalne zdravotné problémy [27]. DalSou moznostou lie¢by je génova
terapia, ktora sa pokusSa upravovat geném nadorovych buniek pre terapeutické
Ucely. Patri sem napriklad pokus o obnovenie funkcie tumor supresorovych génov
ako p53, ktoré su kvoli mutacii v nadorovych bunkach deaktivované. Potom je tu
moznost vyuzitia RNA interferencie na ovplyvnenie transkripénych a translacnych

procesov tvorby proteinov [26] comu sa tato praca venuje.

1.3 Multi-liekova rezistencia

Vd'aka pocetnym mutaciam, ktoré v naddorovych bunkach existuji, maju tieto bunky
velmi vysoku schopnost vytvarat si imunitu na lieky vyuZivané v chemoterapii.
Mechanizmy imunity sa m6Zu prejavit' ako napriklad strata receptorov na povrchu
alebo transportérov v membrane bunky, upraveny metabolizmus lie¢iva a mnoho
inych. V takomto pripade sa vyuZziva kombindcia lie¢iva, ktoré napadaji nadorové
bunky réznymi so sebou nesuvisiacimi sp6sobmi. VyuZitim tejto metody sa zvySuje
uspesSnost liecby nadorovych ochoreni [28]. Nadorové bunky maju castokrat
schopnost branit sa aj kombinacii lieCiv, tuto vlastnost spoésobuje MDR. MDR sa

prejavuje pomocou takzvanej pumpovej a nepumpovej rezistencie [8], [22].



Pumpova rezistencia je spOsobend proteinmi nachadzajicimi sa
v cytoplazmatickej membrane, ktoré tvoria aktivne efluxné pumpy. Tieto pumpy su
pohanané adenozintrifosfatom (ATP). Ich tlohou je aktivne transportovat molekuly
cytostatik ale aj inych latok von zbunky, ¢im znizuji koncentraciu lieciv
v intracelularnom priestore a znemoznuju ich spravnu funkciu. NajdoleZitejSim
proteinmi podiel'ajicimi sa na pumpovej rezistencii st membranové proteiny P-
glykoprotein (Pgp) s velkostou 170 kDa a MRP (multidrug resistance associated
protein, proteiny asociované s multi-liekovou rezistenciou) s velkostou 190 kDa
(6], [7], [8].

Nepumpova rezistencia sa prejavuje zneSkodnenim apoptickych ciest, cize
znemoZnenim programovanej bunkovej smrti. Prejavuje sa napriklad zvySenou
expresiou antiapoptického proteinu Bcl-2 [8], proteinu Mcl-1 [5], alebo inaktivaciou

tumor supresorového proteinu p53 [22].



2 UTLMOVANIE GENOV

Utlmovanie génov zabezpecuje prirodzent reguldciu génovej expresie. Utlmovanie
moZe prebiehat pocas transkripcie, vtedy hovorime o transkripnom utlmovani
génov, alebo pocas translacie, to sa nazyva post-transkrip¢né utlmovanie génov

[29].

2.1 RNA interferencia

RNA interferencia patri do skupiny post-transkrip¢ného utlmovania génov.
V poslednych rokoch sa RNAi povaZuje za jednu z najsl'ubnejSich metdd v terapii
nadorovych ochoreni. Je to prirodzeny mechanizmus, kedy eukaryotické bunky
vyuzivaju dvojvlaknové RNA na regulaciu zvySenej expresie niektorych génov.
Rastliny vyuzivajd RNAIi aj ako doleZziti sucast imunitnej ochrany pre virusmi [30].
Na RNAi sa primarne vyuZzivaji dva druhy dvojvlaknovych RNA ato malé
intererujuce RNA (siRNA) a mikro RNA (miRNA) [12]. miRNA je syntetizovana
priamo v tele a siRNA je moZné vytvarat v laboratérnych podmienkach a aplikovat’
do buniek, ¢o neumoznuje lieCit len nadorové ochorenia ale aj iné, ktoré su

konvenénymi metéddami neliecitel'né [11], [31].

2.1.1 RNAi s pouZitim miRNA
Mikro RNA st kratke tseky dvojvlaknovej RNA s diZkou priblizne 21-25

nukleotidov. Na 5‘ konci maju fosfatovd skupinu a na 3‘ konci dva vol'né nukleotidy.

Jednotlivé vlakna nie su Uplne komplementarne [27].

Pre-miRNA sa syntetizuje v jadre bunky odkial' je nasledne vypustena do
cytoplazmy (Obrazok 1). V cytoplazme reaguje s nukledzou RNaza IIl nazyvana aj
DICER a ktora z nej vytvori miRNA. miRNA sa spoji s niekol’kymi enzymami do
komplexu RISC (RNA induced silencicng complex, RNA indukovany tlmiaci
komplex), o je ribonukleoprotein, ktory z miRNA odstrani druhé vlakno a ostane
iba naviazané vodiace vldkno. Takto vytvoreny RISC je aktivny a méZe blokovat

translaciu [31].



DICER

RISC

[TTTTTTTTTTT

dsRNA

siRNA

mRNA

!

Preseknutie mRNA

Cytoplazma

DICER

RISC

—l \
T T

m Pre-miRNA

miRNA

mRNA

!

Blokovanie translacie

Obrazok 1: Schematické zobrazenie RNA interferencie. Prepracované podl'a [46]

2.1.2 RNAIi s pouzitim siRNA

Malé interferujice RNA st dvojvlaknové a dlhé 19-23 nukleotidov, jednotlivé vlakna
su komplementarne a na kazdom 3‘ konci st dva vol'né nukleotidy nesparované

s opacnym vldknom, 3‘ konce st ukoncené hydroxylovou skupinou. Na 5 konci maju

obe vlakna fosfatova skupinu (Obrazok 2) [32].

V organizme vznika siRNA z dlhych dvojvlaknovych RNA (dsRNA), ktoré su
vacSinou exogénneho povodu, méZu mat taktieZ virusovy povod [33], alebo moZu
byt do bunky pridané aj experimentalne [34]. dsRNA reaguju s enzymom DICER
(Obrazok 1), ktory z dlhej dvojvlaknovej RNA spravi kratke siRNA, tvorba komplexu
RISC prebieha tak isto ako pri miRNA. Rozdiel medzi nimi je ale v tom, Ze siRNA je

komplementarna k cielovej mRNA a translaciu neblokuje, ale dojde priamo

k preseknutiu cielovej mRNA [31].
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Obrazok 2: Schematické zobrazenie siRNA. Prepracované podla [47]

2.1.3 Stabilita siRNA

Za fyziologickych podmienok je siRNA vel'mi nestabilna. Pri priamom transporte
Cistej siRNA krvou, je siRNA velmi rychlo enzymaticky degradovana sérovymi
nukleazami [34]. A kvdli svoje malej velkosti (priblizne 13 kDa) je zkrvi

odfiltrovana rendlnou filtraciou [35].
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3 NANOTRANSPORTERY

Kvoli svojej malej Zivotnosti je pre vyuZzitie siRNA v liecbe nadorovych ochoreni
nevyhnutné vyuZit na jej transport castice, ktoré by ju dokazali ochranit pred
pOsobenim nepriaznivého prostredia organizmu.

Ako vSetky bunky tak aj tie nadorové potrebujua Ziviny pre svoju existenciu.
Malé nadory do 2 mm?3 dokaZu prezit zo ziskavania Zivin difdziou. Nadory, ktoré tito
velkost prerastl, stavaju sa hypoxickymi a zacnu vysielat angiogénne faktory
a potlacat angiogénne inhibitory. Takto vzniknuté cievne siete su nedokonalé
a kvoli medzeram medzi bunkami endotélia zvysSuju permeabilitu svojho obsahu do
intersticidlneho priestoru nadorov. Velkost tychto dier sa pohybuje od 100 do
780 nm, kontraste k normalnym rozmerom endotéliovych poérov, ktoré si od 10 do
50 nm [36], [37].

Z tohoto pohl'adu najlepsim rieSenim vyuzitie nanocastic na transport siRNA.
Nanocastice st dostatocné malé na to aby sa dokazali dostat cez diery v cievach
zasobujucich nddorové tkanivo a akumulovat sa v priestoroch nadorov. Tento jav sa
vola pasivne cielend doprava [38]. Aby mohlo byt pasivne cielenie zabezpecené,
nanocastice by mali byt mensie ako 100 nm ale vacsie ako 10 nm, ¢o je pribliZna
vel'kost poérov v zdravych bunkach. Vyhodou je aby boli nanocastice vacsie ako
20 nm pretoZe, 20 nm je maximalny rozmer castic odstraniovanych glomerularnou
filtraciou [43].

Okrem pasivneho cielenia je vyhodou moZnost tipravy povrchu nanocastice na
aktivne cielend dopravu. Niektoré receptory na povrchu nadorov je mozno vyuzit
na cielenti dopravu nanocastic. Sta¢i pritom upravit povrch nanocastice pomocou
receptorovych ligandov. Nanocastice upravené ligandami sa viazu na receptory na
nadorovych bunkach ainternalizuju sa pomocou receptormi sprostredkovanej
endocytozy. Po internalizacii je obsah nanocastice vypusteny ¢i uz do cytoplazmy
alebo v jadre. Vd'aka rozmanitosti receptorov na povrchoch buniek mézu byt tymito

ligandami peptidy, vitaminy, protilatky ale aj mnohé iné biologické zluceniny [39].
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3.1 Proteinové nanotransportéry

3.1.1 Albumin

Albumin je nanotransportér, ktory sa da I'ahko ziskat' z mnohych zdrojov napriklad
vajecné bielko, hovadzi sérovy albumin alebo I'udsky sérovy albumin. Albumin je vo
vode rozpustny protein, ktory sa podiela na udrZiavani osmotického tlaku
a transportu zivin do bunky. Je stabilny v rozsahu pH od 4 do 9 a dokaZe vydrzat
teplotu 60 °C po dobu 10 hodin bez akejkolvek znamky denaturacie. Je casto
vyuzivany na konstrukciu nanokapsul. Nanotransportéry vytvorené z albuminu sd
biodegradovatelné, 'ahko sa vytvaraju a majd na povrchu funkéné miesta (thio-,
amino- a karboxyskupiny) na ktoré sa mozu viazat ligandy pre cielent dopravu.
Uvolnenie lie¢iva z albuminového nanotransportéru je dosiahnuté pomocou

enzymu proteazy [40], [41].

3.1.2 Zelatina

Je to jeden z najpouzivanejSich zvieracich proteinov ziskavanych kontrolovanou
hydrolyzou kolagénu, ktory je najvac¢Sou zlozkou koZe, kosti a chrupaviek. Zelatina
je povaZzovana za bezpectnu na pouZitie pre medicinske ucely a dlhti dobu sa pouziva
na vyrobu liekovych kapsul. Je biodegradovatel'né a I'ahko chemicky upravitel'na,
tize je perfektnym kandiddtom na vyuZitie ako nanotransportér. Dalsie vyhodné
vlastnosti su, Ze je lacng, nepyrogenicka, a nevyvolava reakcie imunitného systému.
Obsahuje mnoho ionizovatelnych skupin ako karboxylové alebo amino skupiny,
ktoré mozu sluzit ako potencialne miesta pre ligandy alebo iné chemické upravy.
TaktieZ sa pridavaju do Zelatiny zosietovacie c¢inidla ako glutaraldehyd, ktory
dodava surovej Zelatine stabilitu, tvar zniZuje rozpustnost pri vysokych teplotach
a taktieZ zvysSuje cirkula¢ny Cas in vivo. Uvol'nenie obsahu Zelatiny zavisi na Grovni

zosietovania [40], [41].

3.1.3 Apoferitin

Feritiny je skupina proteinov, ktoré su hlavnymi skladovatelmi Zeleza v tele.
Nachadzaja sa v takmer vSetkych organizmoch od tych najkomplikovanejsich az po
jednoduché mikroorganizmy. Ulohou feritinov je predist nebezpe¢nej akumulacii

Zeleza v organizme tym, Ze ho uskladnia pre neskorSie pouzitie. V normalnom stave
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su feritiny naplnené ionmi Zeleza, ale po jeho odstraneni maju Struktaru dutej gule
do ktorej je mozné uzatvarat organické alebo anorganické latky. Feritin, ktory
neobsahuje Zelezo sa nazyva apoferitin [42].

Apoferitin ma vel'mi stabilnd a odolnu Strukturu, je schopny ustat teplotu az
do 70 °C, a Siroky rozsah pH od 3,4 po 10 po relativne dlhy cas bez toho aby sa jeho
Struktdra poSkodila. M4 molekulovi hmotnost 450 aZ 475 kDa a tvori schranku
s vonkaj$Sim priemerom 12-13 nm avnutornym priemerom 7-8 nm v tvare
kosoStvorcového dvanaststenu s 4-3-2 symetriou. Apoferitin stavovcov je tvoreny
dvadsiatimi Styrmi podjednotkami, pricomvzdy dve podjednotky spojené
nekovalentnymi vazbami tvoria jednu stenu. Existuji viniom dva druhy
podjednotiek: tazké (H) al'ahké (L) s rozdielnymi molekulovymi hmotnostami 21
respektive 19 kDa a maju 53% podobnost. Kazda podjednotka je tvorena piatimi
alfa helixami, pri¢om prvé Styri majd paralelnt a anti-paralelnu orientaciu a piaty je
otoCeny o pribliZne 60 stupniov smerom dovnutra molekuly apoferitinu. Na
transport atbmov Zeleza slizia uzke kanaly zakomponované do Struktary schranky
[42], [43].

Velkou vyhodou apoferitinu pre pouZitie ako nanotransportér je zavislost
jeho Struktiry na okolitych podmienkach. DokadZe sa svojvolne rozloZit a zloZit
v zavislosti na pH. Nad pH 3,4 je apoferitin stabilny a ma duty gul'ovity tvar, pod 3,4
a stava nestabilnym a zacina sa rozpadat. Pokial’ je pH zniZené pod 0,8 tak sa
jednotlivé podjednotky zacinaju denaturovat a nenavratne tvorit agregaty. Proces
spatného skladania sa zahajuje zvySenim pH a zavisi na podmienkach rozkladu.
Apoferitin sa nikdy nedokaZe zloZit' do originalnej podoby. Pokial pri rozklade pH
dosiahlo hodnotu 1.96 a nizsie vysledna struktira zloZeného apoferitinu je tvorena
dvanastimi podjednotkami. Pokial' bolo pH v rozmedzi 2 aZ 3,4 tak ma gul'ovitu
Struktiru s dvomi 6.5 nm velkymi dierami na péloch a je tvoreny 24 podjednotkami
[42], [43].

Apoferitin dokaze dosiahnut ciel'ovych buniek pomocou pasivneho ale aj
aktivneho cieleného transportu. Jeho pasivny transport do nadorového tkaniva
zabezpecuju nedokonalé cievy zasobujice nadory. Do buniek sa prirodzene dostava
receptormi sprostredkovanou endocytézou. Existuju dva receptory pre apoferitin

a to SCARAS (pre apoferitin bohaty na l'ahké podjednotky) a TfR1 (pre apoferitin
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bohaty na taZzké podjednotky). Pocas internalizacie dochadza k acidifikacii
endozému a tym aj kuvolmovaniu obsahu apoferitinu. Povrch apoferitinu sa da
upravit protilatkami, proteinmi, peptidmi, vitaminmi, aptamérmi DNA alebo RNA
a mnohymi inymi latkami. Upravami sa roz$iruji moZnosti cieleného transportu, ale
aj zvacsuju rozmery apoferitinu z pévodnych 12-13 nm, ¢im sa zlepSuje pasivne

cielenie a taktieZ sa predchadza glomerularnej filtracii [42], [43].

4 KOMBINACNA LIECBA

MDR je velkym problémom pri liecbe nadorovych ochoreni, tvori ju pumpova
rezistencia, ktora je pohanana ATP dependentnymi pumpami v membranach buniek
a transportuje molekuly chemoterapeutickych lie¢iv von zbunky. DalSou je
pumpova rezistencia, ktorej hlavnym principom je aktivacia bunkovych
antiapoptickych mechanizmov sprostredkovanych hlavne proteinom Bcl-2. Vac¢Sina
lie¢iv na liecbu nadorovych ochoreni spdsobuje apoptézu, ¢im aktivuju obidva
sposoby obrany buniek, ktoré znemoZnuju bunkovu smrt. Pokial chceme dosiahnut
zlepSenie v efektivite chemoterapie, tak je nevyhnutné inhibovat obidva pumpové
aj nepumpové mechanizmy MDR. MoZnym rieSenim je vytvorenie kombinacnej
liecby za pouzitia RNA interferencie sprostredkovanej siRNA alebo miRNA, ktoré by
sa postarali o inhibiciu MDR a chemoterapeutickych lieCiv, ktoré by dosiahli
apoptézu naddorovych buniek. Pre takto vytvorené liecivo by bolo potrebné vytvorit
nanocasticu, ktora by bola schopna transportovat hydrofilné dvojvlaknové RNA ale

aj prevazne hydrofébne chemoterapeutické lieky [8].
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Chemikalie

Vsetky chemikalie pouZité v tejto praci boli kiipené od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), pokial’ to nie je inak uvedené. Na meranie pH bol pouzity pH meter pH 50+
DHS (XS Instruments, Carpi, Taliansko).

V tejto praci su pouzité tri druhy apoferitinu. Konsky apoferitin izolovany zo
sleziny a zloZeny z 22 l'ahkych a 2 tazkych podjednotiek (d’alej menovany ako
EcaLH), Ludsky apoferitin zloZeny z 24 tazkych podjednotiek (d'alej HsaH) a I'udsky
apoferitin s modifikaciou aminokyselin tvoriacich alfa helix smerujuci do vnutra, za
sekvenciu tvorenu kladne nabitymi aminokyselinami arginin a lyzin (d’'alej HsaH-
RK). Apoferitiny HsaH a HsaH-RK boli produkované rekombinantne a poskytnuté od
Dr. Vladimira Pekarika (Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta Masarykovej
univerzity, Brno, Ceska Republika).

Pre charakterizaciu vplyvu apoferitinu na bunky bola vybrana bunkova linia
HEK 293 kultivovana v médiu DMEM. Pri vSetkej praci boli bunky umiestnené
v inkubatore Galaxy 170 R (Eppendorf, Hamburg, Nemecko) pri teplote 37 °C, 5%
koncentracii CO2 a vlhkosti 100%.

ZloZenia roztokov a chemikalii pouzitych v praci:

e VSeobecne pouzivané roztoky:
- Fosfatovy pufor: (PBS) 137mM KCL, 1,4mM KH;PO: a 4,43mM
Na;HPO4 pri pH 7,4
- Ringerov roztok: chlorid sodny 7,2 mg/mlL, chlorid vapenaty
0,17 mg/mL a chlorid draselny 0,37 mg/mL
e Agarozova elektroforéza:
- Separacny pufor (TAE): 40mM Tris, 20mM Kkyselina octova, 1mM
EDTA
- Nanasaci pufor (GLS): 30% glycerol, 0,25% bromfenolova modra
- Gél: agaréza (1%, 2%), 50 mL TAE pufor, 1 uL etidium bromid
(10 mg/mL)
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e Denaturacnd (SDS) elektroforéza:
- Nanasaci pufor (PLB max): 20% glycerol, 0,1% bromfenolova modrj,
50mM Tris/HCI pH 6,8, 2% dodecylsiran sodny (SDS)
- Nanasaci pufor (PLB-R): 87% PLB max, 13% merkaptoetanol
- Nanasaci gél: akrylamid/bisakrylamid (29:1), 0,625M Tris/HCl
pH 8,8, , Milli-Q, N,N,N,N' - tetramethylethylendiamin (TEMED),
persiran aménny (APS), 0,5% SDS
- SeparaCny gél 12,5%: akrylamid/bisakrylamid (29:1), 1,88 M
Tris/HCI pH 8,8, Milli-Q, N,N,N,N° - tetramethylethylendiamin
(TEMED), Persiran amoénny (APS), 0,5% SDS
- Separacny pufor: 25mM Tris, 192mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3
e Coomassie Blue roztoky pre farbenie gélov:
- Roztok A: 0,05% Coomassie Brilliant Blue R250 (CBR 250), 25% 2-
propanol, 10% kyselina octova
- Roztok B: 0,005% CBR 250, 10% 2-propanol, 10% kyselina octova
- Roztok C: 0,002% CBR 250, 10% kyselina octova
- Roztok D: 10% kyselina octova
e Western Blot:
- Blotovaci pufor 2x: 150mM glycin, 25 mM Tris, 10% metanol
- Blokovaci roztok: 5% susené mlieko v PBS
- Protilatkovy pufor: 1 mg/mL hovadzieho sérového albuminu (BSA)
v PBS
- PBS-T: 500 pL. Tween® 20 v 1 L PBS

5.2 Kysla enkapsulacia siRNA do apofrerritinu

Enkapsulacny protokol kyslej enkapsulacie (KE) siRNA do kavity konského
apoferitinu EcaLH zahffia pridanie 10 pL fluorescenéne znacenej siRNA
s koncentraciou 10uM do zmesi 20 uL. 50 mg/mL Apo a 290 uL Milli-Q vody. 0,75 pL
1M Kkyseliny chlorovodikovej bolo pridanych na zniZenie pH roztoku a rozloZenie
EcaLH na podjednotky. Roztok bol nasledne 15 mintt premieSavany na rotatore

Multi RS-60 (BioSan, Riga, LotySsko). 0,6 uL 1M hydroxidu sodného bolo pouZitych
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na zvySenie pH a enkapsulaciu siRNA do EcaLH a vytvorenie EcaLHsiRNA. Vysledny
roztok bol premiesavany 15 minut na rotatore Multi RS-60. Na odstranenie
prebyto¢nej siRNA a podjednotiek EcaL.H ktoré sa nezloZili bola vyuzita diafiltracia
za pomoci filtrov Amicon® Ultra (0,5 ml 50K; Merck Millipore, Billerica, MA, USA)
v centrifige 5424R (Eppendorf, Hamburg, Nemecko) na 6 000 g 4 °C a 15 minut.
Diafiltracia sa opakovala 3%, po prvych dvoch diafiltraciach bol vzniknuty sediment
na spodnej casti filtru resuspendovany v Milli-Q vode. Po poslednej diafiltracii bol

resuspendovany na pévodnych 320 uL a presunuty do Cistej skimavky.

5.3 Charakterizacia vzniknutych nanocastic

Pre vzorky EcaLHsiRNA bola zist ovana enkapsulacna vytaznost, priemerna vel’kost
nanocastic, test dlhodobej stability ainternalizacie EcaLHsiRNA do buniek
pomocou fluorescenc¢nej znacky na siRNA.

Enkapsulacna vytaznost bola zistovana hned po vytvoreni EcalLHsiRNA.
Pouzita siRNA je fluorescenéne znacena farbivom Cy3 s excitaénou vinovou dizkou
554nm aemisnou vlnovou dizkou 570-580nm. Vzorka EcaLHsiRNA bola
diafiltrovana cez Amicon Ultra 0,5 mL 50K. 50 pL roztoku bolo napipetovanych do
UV transparentnej dosticky (Corning, Corning, NY, USA). Fluorescencia bola merana
pomocou spektrofotometru Infinite 200 Pro (Tecan, Minnedorf, Svaj¢iarsko).
Vzhl'adom k limitacii spektrofotometra, neumoziiujiiceho excitaciu pri vinovej dizke
554 nm za sti¢asného snimania emisie pri vinovych dizkach od 570 nm, bolo nutné
pre excitaciu pouZit svetlo s vinovou dizkou 540 nm. Enkapsula¢na vytaznost bola
vypocitana z fluorescencie pred filtraciou a po diafiltracii. Vysledné hodnoty boli
prevedené na percenta. Na porovnanie vysledkov bolo zistované aj absorpcné
spektrum od 230 nm po 850 nm. VSetky hodnoty fluorescencie a absorbancie boli
urcené ako priemer piatich merani.

Priemerna vel'’kost nanocastic bola zistovana dynamickym rozptylom svetla
v pristroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Spojené Kral'ovstvo).
Vzorky boli pred meranim riedené 200x Milli-Q vodou. 50 uL vzorky bolo pridanych
do jednorazovej polystyrénovej kyvety Zen0040 (Brand GmbH, Wertheim,

Nemecko). Merania prebiehali pri detektorovom uhle 173° a vinovej dizke 633 nm.
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Refrakény index disperznej fazy bol 1,46 aindex disperzného prostredia 1,333.
Vyrovnavaci ¢as bol 120 sekind. Kazdé meranie bolo opakované 6x.

siRNA enkapsulovana do EcaLH by sa mala svojvolne uvoltiovat v €o
najmensom mnoZstve, preto bola testovana stabilita nanocastic EcaLHsiRNA.
Pripravena bola vzorka EcaLHsiRNA podla postupu KE (kap. 5.2) v Ringrovom
roztoku, ktory ma napodobrniovat spravanie sa EcaLHsiRNA v krvnej plazme. Test
bol vykonany meranim fluorescencie pred diafiltraciou v Amicon® Ultra 0,5 mL 50K
a meranim fluorescencie po diafiltracii. Merania sa opakovali v ¢asovych intervaloch
0; 0,5; 1,5; 6; 24 hodin. V tych istych ¢asoch bola merana aj priemerna vel'kost

nanocastic.

5.4 Bunkova linia

Pre tuto pracu bola vybrata nemaligna bunkova linia HEK 293 kultivovana v médiu
DMEM so zmesou antibiotik Pen-Strep (100 U/mL penicilin, 0,1 mg/mL
streptomycin). Pre potreby internalizacie apoferitinov boli bunky kultivované v 12
jamovych dostickach (Corning, Corning, NY, USA). Pre funk¢nu transfekciu boli
bunky kultivované v 6 jamkovych dostickach (Corning, Corning, NY, USA).

V obidvoch pripadoch boli dosticky umiestnené v inkubatore.

5.5 Internalizacia EcaLHsiRNA do buniek

Médium pouZité na kultivaciu buniek bolo odstranené. Potom bolo do Styroch
jamiek pridanych 500 pL roztoku EcaLHsiRNA pripraveného podla postupu KE
v kapitole 5.2 zmiesaného s médiom DMEM (70 uL EcaLHsiRNA + 440 uL. DMEM).
Do d'alSich Styroch jamiek bolo pridanych 500 uL. DMEM, tieto jamky sluZzili ako
kontrola. Zber buniek prebiehal v ¢asovych bodoch 12, 24, 48 a 72 hodin. Médium
bolo odpipetované do uzatvaratelnych skimaviek pre pripad, Ze by boli niektoré
bunky odsadnuté. Jamky boli dvakrat premyté pomocou 500 pL. PBS. Po premyti
bolo pridanych 250 pL akutdzy. Dosticka bola umiestnend do inkubatora na
priblizne 5 minut, pokial' nebolo viditelné odsadnutie buniek od dna dosticky.

Ut¢inky akutdzy boli inhibované pridanim 500 uL. DMEM. Odsadnuté bunky
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s médiom a akutazou boli premiestnené do prislusnych skimaviek a centrifugované
pri 400 g a teplote 4 °C po dobu 5 minut. Vzniknuty supernatant bol odstraneny,
pelet na spodku skimavky bol resuspendovany v 500 uL. PBS s teplotou 4 °C
a centrifugovany pri rovnakych podmienkach. Po druhej centrifugacii bol
supernatant opat odstraneny a findlny pelet resuspendovany v 300 uL. 3% FBS
v PBS s teplotou 4 °C. Kvantifikacia internalizacie EcaLHsiRNA prebiehala pomocou
merania na prietokovom cytometri BD Accuri C6 (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA). Prietok cytometrom bol nastaveny na 35 uL/min, analyza prebiehala na

100 000 bunkach, alebo maximalne 250 pL vzorky.

5.6 Internalizacia EcaLH, HsaH a HsaH-RK do buniek

80 uL apoferitinu EcaLH, HsaH alebo HsaH-RK s koncentraciu 35 mg/mL bolo
zmieSanych s 8 uL fluorescencnej farby Cy5 NHS ester (Lumiprobe, Hanover,
Nemecko)a doplnené do objemu 500 pL 0,05M boratovym pufrom spH 8,5.
Vzniknuté roztoky sa nechali inkubovat hodinu pri teplote 25 °C. Vzorky boli 5 krat
diafiltrované cez Amicon Ultra 100K pri 6 000 g a teplote 4 °C po dobu 15 minut, po
centrifugacii boli vZdy resuspendované v 500 uL boratového pufru.

Médium bolo odstranené z jamiek a nahradené 26 uL vzoriek doplnenych
médiom DMEM do objemu 500 pL. Ku kaZdej vzorke bola vytvorena kontrola
s 500 pL ¢istého média. Inkubdcia s bunkami prebiehala po dobu 12, 24 a 48 hodin.
Zber buniek a priprava vzoriek a meranie na prietokovom cytometri prebiehali

podla postupu v kapitole 5.5.

5.7 Zasadita enkapsulacia siRNA do apoferitinov

Protokol zasaditej enkapsulacie (ZE) je pre vSetky tri druhy apoferitinu EcalLLH, HsaH
a HsaH-RK rovnaky. 40 pL apoferitinu s koncentraciou 35 mg/mL bolo zmieSanych
s 30 uL Milli-Q vody, pridanych bolo 10 uL 1M roztoku NaOH, vzniknuty roztok bol
premieSany pipetou a uloZeny na 5 minut do stojanu. Pocas tejto doby roztok NaOH
disocioval Strukturu apoferitinu. Po piatich minutach bolo pridanych 10 pL

fluorescencne znacenej siRNA (karboxyfluorescein - FAM) s 10uM koncentraciou.
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Roztok bol dobre premieSany pipetou a odloZeny na dobu 15 sekund. Poslednym
krokom bolo pridanie 10 puL. 1M roztoku HCl a dokladné premieSanie. Vysledny
roztok sa nechal 5 minut stat' v stojane, pricom sa Struktura apoferitinu skladala

naspat.

5.8 Schopnost EcaLH, HsaH a HsaH-RK enkapsulovat’

siRNA
Schopnost’ enkapsulacie siRNA do EcaLH, HsaH, a HsaH-RK bola overena
elektroforeticky pomocou agarézovej elektroforézy. Vzorky boli pripravené
duplicitne podl'a postupu ZE v kapitole 5.7. Do jedného z duplikatov bola pridana
RNaza na odstranenie vol'nej siRNA. Ku vzorkam boli taktieZ pripravené kontroly
siRNA v Milli-Q s rovnakou koncentraciou siRNA ako vo vzorkach, pricom do jednej
z nich bola pridana RNaza.

10 uL. kazdej vzorky bolo zmieSanych s5 uL nanasacieho pufru (GLS)
a napipetovanych do jamiek 1% agarézového gélu s etidium bromidom (EtBr).
Separacia prebiehala 30 minat pri napati 90V. Fluorescencia FAM
a interkalovaného EtBr bola zobrazend pomocou azure c600 (Azure Biosystems,
Dublin, CA, USA). Proteiny boli zafarbené pomocou Coomassie Blue a fluorescencia
Coomassie Blue bola zobrazena pri excitacii svetlom s vlnovou dizkou 700 nm na

Azure c600.

5.9 Internalizacia EcaLH, HsaH a HsaH-RK
s enkapsulovanou siRNA do buniek

Médium bolo odsaté z jamiek a nahradené 70 uL vzoriek pripravenych postupom
z kapitoly 5.7 zmieSanych s 440 uL kultiva¢ného média DMEM. Vytvorena bola
taktiez kontrola s ¢istym médiom a kontrola s rovnakym mnoZstvom FAM znacenej
siRNA ako vo vzorkach feritinov. Inkubéacia prebiehala po dobu 12 a 24 hodin. Zber
buniek apriprava pre meranie na prietokovom cytometri prebiehali podla
rovnakého postupu ako v kapitole 5.5. Prietok vzoriek cytometrom bol nastaveny

na 35 uL/min, analyzovalo sa 120 000 buniek alebo 250 uL vzorky.
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5.10 Optimalizacia koncentracie chlorokvinu

Na bunky bolo nanesenych 35 puL. HsaH-RK znaceného fluorescencnym farbivom
Cy5 doplneného do objemu 250 uL. médiom DMEM. Ku kazdej jamke prislichala
kontrola s médiom DMEM. Po 1 a pol hodine od zaciatku inkubacie bol ku jamkam
obsahujucim HsaH-RK pridany chlorokvin (CQ) s vyslednymi koncentraciami 25, 50
a 100uM. Cas 1,5 hodiny bol vybraty z dévodu, Ze pri predoslych experimentoch
bolo zistené, Ze 1,5 hodiny je ¢as, v ktorom su bunky na pritomnost apoferitinov uz
pozitivne. Subceluldrna lokalizacia HsaH-RK boli fotena na mikroskope EVOS FL
Auto (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) v ¢asovych bodoch 0,1,2,4a 8
hodin.

5.11 Charakterizacia HsaH-RK s enkapsulovanou siRNA

Pre charakterizaciu nanotransportéru HsaH-RKsiRNA bola zist ovana enkapsulacna
vytaznost, stabilita v rozmedzi 0 aZ 72 hodin a vel'kost Castic.

Enkapsulacna vytaznost bola zistovana pomocou elektroforézy v 1%
agar6zovom gélom s EtBt kde bolo napipetovanych 10 pL kontrolnej vzorky
pripravenej podla postupu ZE (5.7) zmieSanych s 5 pL nanaSacieho pufru GLS.
Rovnaké objemy a postup boli vytvorené pre vzorku, ktorej enkapsula¢na vytaznost
bola zistovanad, s tym rozdielom, Ze bol do nej pridany 1 uL. RNazy na odstranenie
volnej siRNA. Pred pipetovanim do gélu boli vzorky 30 minut inkubované pri 37 °C

. Separacia prebiehala 30 minat pri 90 V.

uc,

Youotmens = 100 — ———+
A’uvolnene AUCZ +AUC3

X 100 (5.11.1)

Vyssie uvedena rovnica popisuje vypocet percenta siRNA uvolnenej z HsaH-

RK. Kde AUC1 je plocha pod krivkou bandu feritinu, ktorého vytaznost bola

zistovanda, AUC2 je plocha pod krivkou feritinu z kontrolnej vzorky, AUC3 je plocha
pod krivkou vol'nej siRNA z kontrolnej vzorky.

Ako pri stabilite EcaLHsiRNA, tak aj pri HsaH-RK so siRNA sa ocakava, Ze

samovolné uvolnovanie siRNA v Ringrovom roztoku simulujicom prostredie
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krvnej plazmy by malo byt minimalne. Pripravené boli dve vzorky HsaH-RK
s enkapsulovanou siRNA podla protokolu ZE (kap. 5.7). Po priprave boli obidve
vzorky spojené do jedného celku a diafiltrované pomocou Amicon® Ultra (0,5 mL
100K; Merck Millipore, Billerica, MA, USA) vcentrifige 5424R
(Eppendorf, Hamburg, Nemecko) na 6 000 g pri 4°C apo dobu 15 mintt. Pri
diafiltracii sa odstranila siRNA ktord sa neuzavrela do HsaH-RK, a taktiez
podjednotky, ktoré sa nepodarilo zapojit pri spatnom skladani Struktiry HsaH-RK.
Sediment vo filtri bol resuspendovany na pévodny objem 200 pL Ringrovym
roztokom. Do roztoku bol pridany 1 uL. RNazy. RNaza sluzi na Stiepenie uvol'nenej
siRNA. Vzorky boli po celd dobu inkubované vtermoboxe pri teplote 37 °C.
Vyhodnocovanie uvoltiovania siRNA prebiehalo elektroforézou na 1% agarézovom
géle s EtBr s rovnakymi podmienkami ako v kapitole 5.7. Elektroforéza sa opakovala
v ¢asovych bodoch 0; 0,5; 1,5; 6; 24 hodin. Hodnotenie gélov prebiehalo ako pri
urcovani enkapsulacnej vytaznosti. V rovnakych casovych bodoch bola merana aj

priemernd vel'kost Castic podl'a postupu vysvetleného v kapitole 5.3.

5.12 Transfekcia s anti-Bcl-2 siRNA

Transfekcia prebehla so vzorkami HsaH-RK s enkapsulovanou siRNA navrhnutou na
down-regulaciu expresie génu BCLZ (Ambion, ID-214532) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Funkcénost siRNA bola overend transfekciou pomocou komercéného
transfektancného cinidla Metafectene (Biontex, Mnichov, Nemecko) zaloZeného na
baze lipidov. S Metafectene boli vzorky pripravené podl'a protokolu vyrobcu. Vzorky
obsahujuce HsaH-RKsiRNA boli pripravené pomocou protokolu zasaditej
enkapsulacie podl'a kap. 5.7 arozdelené do troch alikvot po 140 pL. Prva vzorka bola
doplnena do objemu 1 mL médiom DMEM. Do vzorky 2 a 3 bolo pridanych 835 uL
resp. 810 uL. média. Vzorky boli aplikované do jamiek s bunkami, pri vzorke 2 a 3
bol po jeden a pol hodine pridany CQ. Vytvorené boli aj dve kontroly, jedna s Cistym
médiom a druha s médiom zmieSanym so 14 uL samotnej anti-Bcl-2 siRNA. VSetky
vzorky boli pripravené duplicitne, pre evaluaciu na arovni RNA a drovni proteinov.

Inkubacia prebiehala po dobu 48 hodin.
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5.13 Izolacia RNA

RNA bola izolovana 48 hodin po transfekcii pomocou High Pure RNA Isolation Kitu
(Roche, Bazilej, Svaj¢iarsko). Zjamiek bolo odstranené médium a bunky boli
premyté s PBS. Do jamiek bolo pridanych 400 pL lyzacného pufru, nasledne boli
bunky zoSkrabané pomocou skrabky a presunuté do Cistej skimavky. Kazda vzorka
bola priblizne 15 sekind vortexovana a presunuta do pripravenej izolatnej kolony
so zbernou skimavkou. Vzorky boli centrifugované pri 8 000 g a 20 °C po dobu 1
mindty. Supernatant bol zo zbernej skimavky odstraneny, a do kolony bolo
pridanych 10 uL. DNazy zmieSanej s 90 uL. DNazového pufru. Roztok bol inkubovany
20 minuat pri 20 °C. Po inkubacii bolo pridanych 500 uL. premyvacieho pufru I.
Kolony boli znova centrifugované pri rovnakych podmienkach. Supernatant bol
odstraneny a do kolony bolo pridanych 500 pL premyvacieho pufru II. Centrifugacia
prebehla za rovnakych podmienok. Zberna kolona bola vyprazdnena a pridanych
bolo 200 uL pufru II, vzorky boli centrifugované pri 12 000 g a 20 °C po dobu
5 minut. Po tomto centrifugovani bola kolona premiestnena do sterilnej skimavky
zbavenej RNaz. Pridanych bolo 50 pL elu¢ného pufru. vzorky boli inkubované

2 minuty pri 20 °C a centrifugované pri 8 000 g po dobu 2 minut.

5.14 Cistota a koncentracia izolovanej RNA

Cistota a koncentracia RNA bola zistovana spektrofotometricky pomocou dosti¢ky
NanoQuant Plate (Tecan, Mannedorf, Svajéiarsko) a spektrofotometru. Najprv boli
napipetované 2 pL elu¢ného pufru pouZitého na izolaciu RNA. Cielom bolo zistit
bazalne absorbancie. Elu¢ny pufor bol odstraneny a napipetované boli 2 pL kazdej
vzorky. Vsetko pipetovanie prebehlo v duplikatoch. Cistota vzoriek bola
vyhodnotena ako pomer absorbancii na vinovych dizkach 260 a 280 nm. Idealne
Cista RNA ma pomer absorbancii rovny 2, ale pouzitel'né su hodnoty v obore 1,8 az

2,2.
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5.15 Reverzna transkripcia

[zolovana RNA bola prepisana na cDNA za pouZzitia Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kitu (Roche, Bazilej, Svaj¢iarsko). Ako primere boli zvolené nahodné
hexaméry. 11 uL. (500 ng RNA) vzorky bolo zmieSanych s 9 ul. mastermixu
pripraveného podla postupu vyrobcu aumiestnenych do termocykléru
Mastercycler Nexus (Eppendorf, Hamburg, Nemecko), s teplotnymi a Casovymi
nastaveniami 25°C/10 minat pre nasadanie primerov, 55°C/30 minut pre
polymerizaciu cDNA a 85 °C/5 minut pre deaktivaciu reverznej transkriptazy. Po

skoncenti boli vzorky 20x nariedené vodou bez RNaz.

5.16 Kvantitativna polymerazova retazova reakcia

Na kvantitativnu polymerazovu retazovu reakciu (Real-time PCR, gPCR) bol pouZity
Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswitch, MA, USA). Pre
kazda vzorku bolo zmieSanych 9 uL 2x riedeného mastermixu, 0,5 puL
dopredného, 0,5 uL. spatného primeru a 10 uL. (25 ng RNA) produktu reverzne;j
transkripcie. 5 uL kazdej vzorky bolo napipetovanych do qPCR dosti¢ky (Eppendorf,
Hamburg, Nemecko) triplikatoch. Dosticka bola prekryta féliou a umiestnena do
termocykléru Mastercycler EP (Eppendorf, Hamburg, Nemecko). Nastavenie
termocykléru pouZitého pre qPCR bolo: 90 °C/5 mintt pre pociato¢nu denaturaciu,
95 °C/20 sekiund pre denaturaciu a 60 °C/20 sekind pre elongaciu. Cyklus
denaturacia elongacia sa opakoval 40x, 60-95°C/20 minut pre vyhodnotenie
kriviek topenia a nakoniec schladenie na 4 °C. Sekvencie a charakteristika pouzitych

primerov su uvedené v tabul’ke 1.

Tm Primer Produkt
Nazov Gén Sekvencia
[°C] (Bp) (Bp)
GAPDH 64,3
. Glyceraldehyd-3- AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT
fosfat 21 206
GAPGH 64,5
R dehydrogenaza CCCCACTTGATTTTGGAGGGA
BCL2 F BCL2 regulator AGGATTGTGGCCTTCTTTGA 61,8 20 115
BCL2 R apoptozy GCCGGTTCAGGTACTCAGTC 63,8

Tabulka 1: Sekvencie pouzitych primerov
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Hodnota génovej expresie bola vypoclitana pomocou upravenej Livakovej
metddy, priCom na ziskanie hodnét Cr (hodnota v ktorej amplifika¢cna Kkrivka
prekrocila stanovenu hranicu) bol vyuzity softvér Realplex (Eppendorf, Hamburg,
Nemecko), presnejsie algoritmus CalQplex (Eppendorf, Hamburg, Nemecko).

Hodnota ACr bola vypocitana podla niZsie uvedeného vzorca kde, C1: je
hodnota referencného génu GAPDH a Cre je hodnota BCLZ.
ACy = Cpp — Cre (5.16.1)

AACrt bola vypocitana ako rozdiel hodndét ACr jednotlivych vzoriek a ACrx
kontroly.
AACy = ACy — ACry, (5.16.2)

Nakoniec bola vypocitana vel'kost relativnej génovej expresie (Fold change)
ako exponent AACr so zakladom 2 pre kazdu vzorku.

Fold change = 22A¢r (5.16.3)

5.17 Kontrola produktov

Produkty qPCR boli kontrolované pomocou agaré6zovej elektroforézy. Pripraveny
bol 2% agaro6zovy gél s EtBr. Do prvej jamky boli napipetované 3 pL 100 bp rebricku
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) nasledované 5 uL. amplifikovanej cDNA.

Separacia vzoriek prebiehala pri napati 85 V po dobu 55 minut.

5.18 Izolacia proteinov

Bunky pre izolaciu proteinov boli zbierané 48 hodin od transfekcie. Médium
z jamiek bolo presunuté do Cistych sterilnych jednorazovych skimaviek. Bunky
v jamkach boli odsadnuté 250 upL trypsinu pri 37 °C. Pridanych bolo 500 puL
kultivacného média DMEM na inhibiciu G¢inkov trypsinu. Cely objem bol presunuty
do prislusnych skimaviek. Od tohoto bodu bolo nutné drzat bunky na I'ade aby sa
zabranilo degraddcii proteinov. Nasledne boli centrifugované pri 200 g a4 °C 10

minudt. Supernatant bol odstraneny, bunky resuspendované v 200 uL. PBS (4 °C)
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a centrifugované pri rovnakych podmienkach. Supernatant bol odstraneny
a nahradeny 99 pL lyzacného roztoku RIPA s 1 uL inhibitoru proteaz. Kazda vzorka
bola vortexovana aspon 15 sekind aumiestena do chladni¢ky vl'ade na 15-30
minut. Vzorky boli nakoniec centrifugované na 15 000 g pri teplote 4 °C po dobu 45
minudt. Supernatant premiestneny do sterilnej skimavky sa bud’ d'alej spracovaval,

alebo bol uloZeny do -80 °C.

5.19 Koncentracia proteinov

Roztok BSA s koncentraciou 0,5 mg/mL bol nariedeny na koncentracie 0,5; 0,25;
0,125; 0,0625, 0 (cisté Milli-Q). Tieto roztoky sluzili ako referencné roztoky pre
kalibra¢na krivku. Reagencia Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) bola zriedena v pomere 1:4 s Milli-Q vodou. Vzorky lyzatov boli
zriedené 20x. 10 uL kaZdej vzorky bolo napipetovanych v triplikatoch do dosticky
(Greiner Bio-lab, Kremsmiinster, Rakuisko) do kazdej jamky bolo pridanych 200 uL
Bio-Rad Protein Assay. Merand bola absorbancia na vinovej dizke 595 nm.
Z priemerov absorbancii roztokov PBS bola zostrojena kalibra¢na krivka a podl'a jej

rovnice vypocitané koncentracie proteinov v lyzatoch.

5.20 SDS Polyakrilamidova gélova elektroforéza (PAGE)

Na separaciu proteinov pre western blot bol pouzity 12,5 % SDS gél. 10 uL
bunkového lyzatu bolo zmieSanych s5pul nanaSacieho pufru PLB-R
a denaturovanych 5 minuat pri 95 °C. Do gélu boli napipetované 3 uL rebricku
Precision Plus Protein Dual Xtra standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

USA) a 15 pL kaZdej vzorky. Gél bol separovany 35 minut pri 200 V.

5.21 Western blot

Blotovacia membrana bola 30 sekind aktivovana v metanole aumiestnena
s filtra¢nym papierom a gélom do blotovacieho roztoku. Po piatich minutach bol
zostrojeny blotovaci sendvic (tri vrstvy filtracného papiera, gél, membrana a tri

vrstvy filtracného papiera.) bubliny spomedzi vrstiev boli odstranené pomocou
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valCeka. Prenos proteinov na membranu prebiehal 50 minut pri 0,9 mA na 1 cm?
membrany. Membrana bola hodinu blokovana v blokovacom pufri na trepacke.
Potom premyta od zbytku blokovacieho pufru pomocou PBS-T a umiestnena do
primarnej protilatky pri 20 °C na 1 hodinu na rotator. Primarne protilatky boli
z monoklonalnych mysich protilatok proti GAPDH (1:700, ID: sc-365062) a Bcl-2
(1:200, ID: sc-7382), obe protilatky boli od vyrobcu (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA). Protilatky boli riedené protilatkovym pufrom. Membrana bola
premyta pomocou PBS-T 4x po 15 minut a umiestnena na hodinu do sekundarnej
zajacej anti-mySej protilatky znacenej avidin-peroxidazou (Dako North America,
Santa Clara, CA, USA) riedenou protilatkovym pufrom bez azidu sodného v pomere
1:5 000. Po inkubacii so sekundarnou protilatkou bola membrana premyta 4 x po 15
minudt s PBS-T. Namembranu s GAPDH bol aplikovany chemiluminiscen¢ny substrat
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) membrana
so substratom bola inkubovana 5 minut v plastovej f6lii. Pre vyvolanie membrany
s Bcl-2 musel byt z dovodu nizkej expresie proteinu Bcl-2 pouzity silnejsi substrat
Immobilon Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
Membrana bola inkubovana so substratom vo f6lii jednu minutu.
Chemiluminiscencia membran bola zobrazovana pomocou Azure c600.

Zo zobrazenych membran bola zistovana plocha pod krivkou jednotlivych
bandov zodpovedajucich vzorkdm. Na vyjadrenie relativnej expresie bolo treba
najprv vycislit podiel ploch pod krivkou.

AUCBCLZ

podielAUC = ——————
AUCGappH

(5.21.1)

Porovnavana bola vZdy plocha pod krivkou rovnakej vzorky. (napr.
AUCkontrola B2/ AUCkontrola cappH)- Vyjadrenie relativnej expresie (fold change) bolo

podl'a nizSie uvedeného vzorca.

podiel AUC,,orka
pOdielAUCkontrola

fold change = (5.21.2)

5.22 Pouzité programy

Vsetky fotky v tejto praci boli spracovavané vo fotografickom programe Affinity

Photo (Serif, West Bridgford, UK), pre denzitometrické vyhodnocovanie fotiek bol
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pouzity program Image] (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA,). Data boli Statisticky spracovavané na online platforme GraphPad (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

28



6 VYSLEDKY

6.1 Optimalizacia pH pre Kyslu enkapsulaciu siRNA do
kavity konského apoferitinu

Enkapsulacia siRNA do EcaLH, ale aj jeho spidtné uvolnenie su zavislé na pH. Pri
zniZeni pH roztoku obsahujiuceho EcalLH dochadza k Strukturalnym zmenam
proteinu. V nizkom pH disociuje. Po zvySeni pH sa sklada napat, ale jeho Strukttra
sa neobnovi na 100 %.

Bolo vytvorenych 5 vzoriek. Prva vzorka bola kontrolna 300 pL Milli-Q vody
s 20 uL apoferitinu z konskej sleziny. Pre vzorky 2-5 bolo pouzitych 100 uL Milli-Q
vody a 20 uL. EcaLH. Do vzorky 3 a 5 bolo pridanych 200 puL oligonukleotidu A-cap,
ktory nahradzal siRNA. Potom bolo do vzorky 3 pridanych 2,5 uL. 1M roztoku HCI
ado vzorky 5 0,75 uL. 1M HCL. Do vzorky 2 a 4 bolo pridanych 2,5 puL resp. 0,75 uL
1M HCI. Vzorky sa 15 minat premieSavali na rotatore. Zmerané bolo pH roztokov 2
az 4 (tab. 2). Na zvySenie pH bol pouzity 1M roztok NaOH. Pre vzorku 2 bolo
zmieSanych 2,5 uL. NaOH s 200 uL A-cap a pridanych do vzorky 2. Do vzorky 3 bolo
pridanych 2,5 uL. NaOH. Do vzorky 4: 200 uL A-cap, nasledne 0,6 uL. NaOH a do
vzorky 5: 0,6 uL. NaOH. Vzorky sa premieSavali 15 minut na rotatore a potom bolo
zmerané pH (tab. 2). Vzorky sa 4x diafiltrovali v centrifige za pouZitia diafiltracnych
kolon Amicon Ultra 50K. Pred a po filtracii bolo merané absorp¢né spektrum od
230nm po 850 nm a fluorescencia s excitdciou pri 540 nm aemisiou 570 nm.
Hodnoty fluorescencie boli pouzité na vypocet enkapsulacnej vytaznosti (tab. 2).
Pre vSetkych 5 vzoriek bola zistend priemerna velkost vzniknutych nanocastic

pomocou Zetasizer Nano ZS (tab. 3).
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Vzorka pH - pH + | Enkapsula¢na vytaznost [%]
1 - - 0
2 2,9 8 30
3 3 7,3 51
4 4,15 6,5 62
5 4,53 6,5 100

Tabul'’ka 2 : Tabul'ka hodnét zvySenia a znizenia pH pri enkapsulacii a velkosti

enkapsulacnej vytaznosti.

Vzorka Velkost [nm] Pocet [%] PdI
1 8,72 23,89 0,21
2 21,04 20,99 0,3
3 18,17 16,45 0,45
4 10,1 22,24 0,9
5 11,69 25,95 0,7

Tabul'ka 3 : Najvyssi pocet castic v zavislosti na vel'kosti a polydisperzny index.

Z biochemickych vlastnosti apoferitinu je zname, Ze optimalna hodnota pH
pre rozklad na podjednotky je v rozmedzi 3,4 aZ 2. Pri zvySovani pH nie st udané
presné optimalne hranice, iba maximalna hranica pH 10 po ktorej prekroceni sa
nemusi $truktira apoferitinu zlozit spravne. Cisty apoferitin je duty vndtorny
priemer ma 7-8 nm a vonkajsi priemer 12-13 nm [43]. Polydisperzny index (PdI)
(tab. 3) udava rozmanitost’ velkosti castic, ¢cim vyssSie je PdI, tym rozdielnejsie
vel'kosti Castic sa v roztoku nachadzaju (polydisperzny), ¢im je niZsi, tym viac roztok
monodisperzny. Pdl mézZe mat rozsah od 0 po 1, ale pre medicinske tucely je
pouzitelné Pdl maximalne 0,3 pre anorganické nanocastice a maximalne 0,6.

Z pohl'adu pH najlepSie vychadzaju vzorky 2 a 3 s 2,5 uL. HC], lenZe ked’ sa
pozrieme na enkapsula¢nu vytaznost tychto dvoch postupov tak je vidiet,, Ze je prilis
nizka 30 resp. 51 %, Co znamena3, Ze sa do vnutra EcalLH klietky dostalo len vel'mi
malo siRNA. Pokial’ berieme do tvahy aj velkost vzniknutych nanocastic, tak je
moZzné vidiet, Ze vzorka 2 mala najvyssi pocet Castic vo vel'kosti priblizne 21 nm.
Tato vel'kost znaci, Ze sa pri spatnom skladani EcaLH nezloZili spravne, ¢o mohlo

zapricinit aj malu enkapsulacnu vytaznost. Vzorka 3 na tom bola podobne ako
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vzorka 2. EcaLH sa taktieZ pravdepodobne nezloZili spravne pretoze najvyssi pocet
Castic mal vel'kost’ 18 nm. Pri vzorkach 4 a 5 nebola dosiahnuta optimalna hodnota
pH, ale enkapsula¢nu vytaznost mali vys$siu 62 resp. 100 %. Vzorka 4 mala najvyssi
pocet Castic vel'kosti 10 nm ¢o by mohlo znacit, Ze sa EcaLH zloZili spravne, ale
vysoké Pdl, CiZze zvysné castice mali vel'mi vel'ké rozdiely vel'kosti. Vzorka 5 mala
$tvrtinu &astic velkosti 12 nm. Co je podla literatiry [43] optimalna velkost
apoferitinu. Vzorka ¢islo 5 mala zvySené Pdl, ale z grafu 1 vidno, Ze vel'ka vacsina
Castic mala velkosti od 10,1 po 13,5 nm a priliS malé a priliS vel'ké castice sa

vyskytovali v malych mnoZstvach.

Rozlozenie velkosti Castic podla poctu
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Graf 1: Graf zobrazujuci rozloZenie vel'kosti vzniknutych nanocastic podl'a percentualneho

poctu pre vzorku 5.

Z vysledkov je mozné vidiet, Ze pri vzorkach 2 a 3 bolo pouZité prilis vel'a HCI
a NaOH, Co sposobilo nespravne skladanie EcaLH. TaktieZ pridanie oligonukleotidu
az po rozpadnuti vazieb medzi podjednotkami EcaLH (postupy 2 a 4) sposobilo
zniZenie enkapsulaCnej vytaznosti. Po zhodnoteni vysledkov sa ako najlepSia
ukazuje metdda pouzitd na vytvorenie vzorky €. 5, ¢ize pridat nukleotidové retazce
do EcaLH mieSaného s Milli-Q vodou a ¢o najskor pridat 0,75 puL. 1M HCl premiesat

15 minut na rotatore a pridat 0,6 uL. 1M NaOH a znova mieSat’ 15 minut.
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6.2 Optimalizacia mnozstva siRNA pre Kysla
enkapsulaciu do kavity EcaLH
Pre optimalizaciu mnozstva siRNA boli vytvorené 4 vzorky s rozdielnou
koncentraciou siRNA. Jednotlivé koncentracie v objeme 320 uL boli 39,06 78,13
156,25 a 312,5nM pri objemoch siRNA 1,25, 2,5, 5 a 10 uL. VSetky vzorky boli
pripravené podla postupu 5 z kapitoly 6.1. Chybajice objemy boli dorovnané do
320 pL Milli-Q vodou. Pred a po diafiltracii bola merana fluorescencia s excitatnou
vlnovou diZkou 540 nm aemisiou 570 nm. Merané bolo takisto aj absorp¢né
spektrum od 230 po 850 nm. Takisto bola merana priemerna vel'kost vzniknutych
nanocastic na Zetasizer Nano ZS a merania boli opakované pre vSetky vzorky.
Vtabulke 4 je mozné vidiet vysledky enkapsulacie réznych objemov
siRNA, vtabulke 5 priemerné velkosti vzniknutych nanocastic v zavislosti na
percentualnom pocte castic a Pdl. V prvej vzorke bolo pouZitych 1,25 pL siRNA,
enkapsulac¢na vytaznost bola 87 %, avyslednd koncentracia 33,82nM. 23,14 %
nanocastic malo velkost 10,1 nm, ¢o znaci, Ze sa EcaLH zloZili spravne, ani
polydisperzny index nebol prili§ vysoky 0,38. Vzorka 2 mala enkapsula¢nu
vytaznost 82 %, 23,5 % castic malo velkost 10.1 nm a mierne zvySeny Pdl. Vo
vzorke 3 bola enkapsulacna vytaznost 75 % a 22,89 % castic malo vel'kost 10,1 nm.
Zo Vsetkych Styroch vzoriek mala najvyss$i Pdl 0,65, znaciaci najvy$si pocet
agregovanych cCastic. Posledna vzorka ¢islo 4 mala nizSiu enkapsula¢nu vytaznost
76 %, ale spomedzi Styroch vzoriek mala najvyssi pocCet castic s velkostou 10,1 nm,

PdI bolo 0,57.

Vzorka Objem | Koncentracia | Enkapsulacna Enkapsula¢na
[uL] [nM] vytaznost [%] koncentracia [nM]
1 1,25 39,06 87 33,82
2 2,5 78,13 82 64,41
3 5 156,25 76 117,09
4 10 312,50 76 236,05

Tabul'ka 4 : Tabul'ka popisujica pouzité objemy, enkapsula¢nu vytaznost a enkapsulovany

objem siRNA v EcaLH.
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Vzorka | Velkost [nm] | Pocet [%] PdI
1 10,1 23,14 0,38
2 10,1 23,5 0,56
3 10,1 22,89 0,65
4 10,1 23,57 0,57

Tabul'ka 5 : Najvyssi pocet ¢astic v zavislosti na vel'kosti a polydisperzny index.

Z vysledkov je vidno Ze enkapsulacna vytaznost ma tendenciu klesat so
zvySujucim sa objemom siRNA, ale aj pri zniZenej vytaznosti ma objem 10 pL siRNA
najvyssiu vyslednu koncentraciu. 4 vzorka mala taktieZ najlepsi vysledok vel'kosti
Castic. Ma mierne vyssi PdI, ale podla grafu 2 je vidno Ze vacSina vzniknutych
nanocastic ma velkosti okolo hodnoty 10 nm. Bolo rozhodnuté Ze na dalSie

experimenty sa bude pouZivat objem 10 puL 10uM siRNA.

RozloZenie velkosti Castic podla poctu
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Graf 2: Graf zobrazujtci rozloZenie vel'kosti vzniknutych nanocastic podl'a percentualneho

poctu pre vzorky 4.

6.3 Stabilita vytvorenych EcaLHsiRNA

Pre test stability bola vytvorena vzorka podl'a postupu opisanom v kapitole 5.3.
Okrem fluorescencie a absorbancie bola pre vzorku v kazdom ¢asovom intervale

merana aj priemerna vel'kost nanocastic na pristroji Zetasizer Nano ZS. Vzorka
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EcaLHsiRNA vyrobena v Ringrovom roztoku bola podrobené testu stability po dobu

24 hodin pri teplote 37 °C.

Cas [h]

0 |05

1,5 6

24

Uvolnilosa [%] | O | 55,91

23,95 | 9,08

5,16

Tabul'ka 6 MnoZstvo uvol'nenej siRNA z EcaLH v roznych ¢asovych intervaloch.

Cas [h] | Velkost [nm] | Pocet [%] PdI
0 10,1 27,4 0,45
0,5 10,1 25,84 0,41
1,5 10,1 20,3 0,42
6 11,7 29,05 0,38
24 11,7 30,53 0,42

Tabul'ka 7: Najvyss$i pocet castic v zavislosti na vel'kosti a polydisperzny index pre

EcaLHsiRNA v Ringrovom roztoku.

Cas [h]

0 |05

1,5 6

24

Uvolnilosa [%] | 0 | 55,91

23,95 | 9,08

5,16

Tabul'ka 6 V Ringrovom roztoku sa pocas prvej pol hodiny uvolnilo 55,91 %

obsahu (tab. 6), pocas d’alSej hodiny 23,95 %. Za 24 hodin sa uvol'nilo viac ako 94 %

obsahu siRNA. Velkost' Castic bola stabilna (tab. 7) pocas celych 24 hodin. Vzorka

mali najvyssi pocet castic s velkostou 10,1 resp. 11,7 nm .

6.4 Internalizacia EcaLHsiRNA do buniek

Aj ked' vytvorené nanocastice EcaLHsiRNA neboli vel'mi stabilné, tak bola testovana

ich schopnost' transportovat siRNA do buniek pomocou snimania fluorescencie

siRNA FAM.
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Percento buniek pozitivnych na siRNA
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Graf 3: Percento buniek pozitivnych na siRNA po internalizacii EcaLHsiRNA v ¢asovych

bodoch 12, 24,48 a 72 hodin.

Z grafu 3 je mozné vidiet, Ze nanotransportér EcaLHsiRNA bol schopny
dopravit' do buniek minimalne mnoZstvo siRNA. Po dvanastich hodinach bolo len
0,3 % buniek pozitivhych na pritomnost siRNA. V bodoch 24, 48 a 72 hodin bola
pozitivita v rozmedzi 2-3 % s maximom v ¢ase 48 hodin a to 2,53 %. Kontrola siRNA
je len FAM siRNA bez transfekcnej reagencie, Cize sa od nej neocakava Ziadna

internalizacia.

6.5 Internalizacia EcaLH, HsaH a HsaH-RK do buniek

Vzhl'adom ktomu, Ze sa pomocou komer¢ného konského apoferitinu EcalLH
a z neho pripraveného nanotransportéru EcaLHsiRNA nepodarilo dostat do buniek
takmer Ziadnu siRNA, boli nasledne testované alternativne apoferitiny. Jednym
znich bol l'udsky feritin bohaty na taZzké podjednotky (HsaH), d'alsim HsaH
v ktorom doSlo k zamene aminokyselin tvoriacich 5. helix za kladne nabité
aminokyseliny aginin alyzin (HsaH-RK). VsSetky feritiny boli oznacené
fluorescencnou farbou Cy5 a v rovnakej koncentracii aplikované na bunky. Miera
internalizacie bola testovand pomocou prietokovej cytometrie. Pri vSetkych
apoferitinoch bolo v kazdom €asovom bode pozitivnych na pritomnost siRNA viac

ako 94% analyzovanych buniek.
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Graf intenzity fluorescencie v zavislosti na vzorke
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Graf 4: Zobrazenie zavislosti medianu intenzity fluorescencie na vzorek v Casoch 12,24 a 48
hodin. Vyssia intenzita znamend, Ze sa do buniek dostalo viac apoferitinov znacenych Cy5.
Signifikantny rozdiel (p<0,05) medzi vzorkami HsaH-RK a ostatnymi apoferitinami

v roznych casoch je v grafe (~) pre 12 hodin, (°) pre 24 hodin a (*) pre 48 hodin.

Vgrafe 4 je zobrazena zavislost medianu intenzity fluorescencie na
jednotlivych vzorkach. Cim vyssia je jeho hodnota, tym viac jednotiek apoferitinu sa
dostalo do buniek. Statistickym vyhodnotenim pomocou neparového t-testu sa
ukazalo, Ze vkazdom casovom bode je signifikantny rozdiel v intenzite
fluorescencie medzi HsaH-RK a ostatnymi feritinmi. Z vysledkov je moZné usudit, Ze
aj ked mali ostatné apoferitiny vysoké percento buniek pozitivnych na ich

pritomnost, tak sa do buniek nedostavali v takej miere ako HsaH-RK.

6.6 Schopnost EcaLH, HsaH a HsaH-RK enkapsulovat
siRNA

Vytvaranie nanotransportérov pomocou kyslej enkapsulacie (kap. 5.2) nemalo
vel'mi uspesSné vysledky. Z toho dévodu bol zvoleny iny enkapsulacny postup, a to
zasadita enkapsulacia (kap. 5.7). Overovana bola schopnost apoferitinov

enkapsulovat siRNA podl'a tohoto postupu.
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Obrazok 3: 1% agarézovy gél so vzorkami feritinov s enkapsulovanou siRNA. S RNazou (R+),
alebo bez RNazy (R-). Fotka spravena pomocou fluorescencnej znacky FAM (A), fotka
spravena pomocou interkala¢ného farbiva EtBr. Bandy 1 oznacuji polohu znac¢ky FAM na
siRNA, bandy 2 polohu voI'nych FAM znacenych siRNA a bandy 3 zase polohu zafarbenych

apoferitinov.

Na obrazku 3 je zobrazeny 1% agardzovy gél so vzorkami apoferitinov
s enkapsulovanou siRNA. Vzorka nal'avo vZdy obsahuje RNazu a vzorka napravo nie.
Cislom 1 st na obrazku 3 (A) oznacené bandy feritinu s enkapsulovanou siRNA
a ¢islom 2 bandy volnej siRNA v roztoku. Na obrazku 3 (B) je ten isty agarézovy gél
po farbeni Coomassie Blue. Cislom 3 st oznacené bandy zafarbenych nukleovych
kyselin feritinov. D6vodom tohoto dudlneho zobrazenia je urcenie toho, Ze bandy
FAM fotka (A) a bandy feritinov fotka (B) st na rovnakom mieste. Rovnaka pozicia
bandov znamend, Ze fluorescencne znacena siRNA je vo feritinoch uzavreta
a fluorescencna znacka FAM sa z nej pocas procesu enkapsulacie neuvolnila. Ako
vidiet' z obrazkov tak, bandy sa nachadzaji na rovnakych poziciach a znacka FAM sa
zo siRNA neodtrhla. Toto zistenie znaci, Ze bude moZna detekcia pritomnosti siRNA

v bunkach pomocou fluorescencie znacky FAM.

6.7 Internalizacia EcaLH, HsaH a HsaH-RK
s enkapsulovanou siRNA

Po dokazani, Ze apoferitiny dokdzu enkapsulovat siRNA pomocou zasaditej
enkapsulacie, bolo treba zistit, ako dokdZzu siRNA do buniek transportovat.

Vysledky z prietokového cytometra su zobrazené v grafe 5 a 6.
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Graf 5: Graf zavislosti medianu intenzity fluorescencie na vzorke v bunkach pri ¢asoch
inkubdcie 12 a 24 hodin. Vys$Sia intenzita znamen4, Ze sa v bunkach nachadzalo viac FAM
znacenej siRNA. Statisticky vyznamné rozdiely (p<0,05) medzi vzorkami HsaH-RK
a ostatnymi apoferitinami v roznych ¢asoch su v grafe oznacené (°) pre 12 hodin a (*) pre 24

hodin.

V grafe 5 je mozné vidiet, Ze Statisticky najlepsi bol v doprave FAM znacenej
siRNA nanotransportér HsaH-RKsiRNA. V obidvoch ¢asoch 12 aj 24 hodin mali
bunky inkubované s tymto nanotransportérom najvyssiu intenzitu, ale len 2,5 %
meranych buniek bolo pozitivhych na pritomnost FAM znacenej siRNA po 12
hodinach. Po 24 hodinach to bolo 5,8 %. Vzorky inkubované s nanotransportérmi
EcaLHsiRNA a HsaHsiRNA mali maximalny pocet buniek pozitivnych na siRNA
menej ako 2 %.

Na prietokovom cytometri boli merané okrem buniek aj extracelularne
vezikuly, apoptické telieska azbytky buniek. Vysledky tohoto nastavenia su
zobrazené v grafe 6. Vtomto pripade je moZno vidiet zase Statisticky vyznamny
rozdiel medzi medidnom intenzity fluorescencie buniek inkubovanych s HsaH-
RKsiRNA v obidvoch ¢asovych bodoch. Pri merani buniek a extracelularnch vezikul
bola zmena aj v pocte objektov pozitivnych na siRNA. Pri HsaH-RKsiRNA to bolo
22,6 % po 12 hodindch a36,6% po 24 hodinach. Hodnoty s EcaLHsiRNA
a HsaHsiRNA nepresiahli 1,5 %.
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Pritomnost siRNA v Casticiach a aj mimo buniek mo6Ze znacit' to, Ze aj ked’ sa
HsaH-RKsiRNA do bunky dostane tak je vel'mi rychlo z bunky odstraneny, alebo sa

pravdepodobne pri transporte do bunky neuvoltiuje z endocytov [49].

Graf medianu intenzity fluorescencie v bunkach a
extracelularnych vezikulach
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Graf 6: Graf zavislosti medianu intenzity fluorescencie na vzorke v bunkach
a extrecelularnych vezikulach pri ¢asoch inkubacie 12 a 24 hodin. VysSia intenzita znamena,
7e sa v bunkach nachadzalo viac FAM znacenej siRNA. Statisticky vyznamné rozdiely
(p<0,05) medzi vzorkami HsaH-RK a ostatnymi apoferitinami v roznych ¢asoch s v grafe

oznacené (°) pre 12 hodin a (*) pre 24 hodin.

Vzhl'adom k tomu, Ze EcaLLH a HsaH boli ispesné v doprave siRNA do buniek
iba v malej miere, bolo rozhodnuté, Ze pre funkénu transfekciu bude ako

nanotransportér pouzity iba apoferitin HsaH-RK.

6.8 Optimalizacia koncentracie chlorokvinu

Chlorokvin (CQ) je latka, ktora je znama svojou schopnostou narusat transportné
organely v bunke [48]. Tato vlastnost CQ by mala byt schopna zlepsit uvolfiovanie

HsaH-RKsiRNA do cytoplazmy a tim aj zvySsit efektivitu transfekce.
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Obrazok 4: Na obrazkoch je moZné vidiet rozmiestnenie Cy5 zna¢eného apoferitinu HsaH-
RK 8 hodin po pridani r6znych koncentracii CQ. (A) Vzorka s HsaH-RK bez CQ, (B) vzorka s
HsaH-RK a 25uM CQ, (C) vzorka s HsaH-RK a 50uM CQ a (D) HsaH-RK so 100uM CQ.

Na obrazku 4 je vidiet vplyv rozdielnych koncentracii CQ na uvoltiovanie Cy5
znaceného HsaH-RK v case 8 hodin od pridania CQ. Po aplikacii 25 a 50uM
chlorokvinu je moZné pozorovat rovnomernejSiu subcelularnu lokalizaciu
znaceného apoferitinu v cytoplazme buniek. Tato zmena by mala znacit, Ze
chlorokvin napomaha wuvoltiovaniu HsaH-RK ztransportnych organel do
cytoplazmy buniek. Tento jav sa pri koncentracii 100uM neprejavil, co

pravdepodobne vyplyva z cytotoxicity tejto koncentracie [50].
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6.9 Optimalizacia enkapsulacie siRNA do HsaH-RK

1 2 3 4 5 6
2 uL HsaH-RK | 2 pL HsaH-RK | 4 pL HsaH-RK | 6 pL HsaH-RK | 8 pL HsaH-RK
5,5 pL Milli-Q 5 puL Milli-Q 3 uL Milli-Q 1 pL Milli-Q 0 pL Milli-Q 9 uL Milli-Q
1 uL 1M 1L 1M 1uL 1M 1uL 1M 1uL 1M
NaOH NaOH NaOH NaOH NaOH
0,5 uL siRNA 1 puL siRNA 1 pL siRNA 1 pL siRNA 1 pL siRNA 1 pL siRNA
1 pL 1M HCI 1 uL 1M HC1 1 uL 1M HC1 1 uL 1M HC1 1 uL 1M HC1

Tabul'ka 8: Objemy pouzité pri optimalizacii mnozstva HsaH-RK pre enkapsulaciu siRNA

Obrazok 5: 1% agarézovy gél so vzorkami optimalizacie zobrazovany pomocou

fluorescenc¢nej znacky FAM na siRNA. Popis vzoriek je v tabul'ke 8. Band 1* znaci poziciu

HsaH-RKsiRNA a 2* volI'nui siRNA.

Vzorky boli pripravené zmieSsanim HsaH-RK s Milli-Q a pridanim 1M NaOH.

Nasledne sa nechali stat' 5 minut. Po piatich minutach bola pridana FAM znacCena

siRNA a roztok bol dékladne prepipetovany. Po 15 sekundach bola pridana 1M HCI

a roztok sa nechal stat. Vzorka 6 z obrazku 8 bola 1 pL siRNA zmieSany s 9 pL Milli-

Q.

Z obrazku je viditeI'né, Ze najvyssiu intenzitu spomedzi vrchnych bandov (1*)

zodpovedajucich HsaH-RKsiRNA (intenzitu urcuje mnozstvo siRNA enkapsulovanej

do HsaH-RK) mala vzorka 3, kde boli pouzité 4 uL. HsaH-RK. Z ¢oho bolo urcené, Ze

pre enkapsulaciu siRNA do HsaH-RK sa budu pouZzivat 4 uL. HsaH-RK a 1 uL. 10uM
siRNA na 10 pL vzorky.
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6.10 Charakterizacia HsaH-RK s enkapsulovanou siRNA

Diafiltracia nanocastic apoferitinov s enkapsulovanou siRNA nie je vhodna na
odstranovanie vol'nej siRNA v roztoku, pretoze sa pri vysokych otackach centrifugy
uvolnuje siRNA zo vnutra apoferitinovych nanotransportérov. Diafiltracia bola
nahradena pridanim enzymu RNazy ktora sa postarala o odstranenie prebytocnej
a uvolnenej siRNA.

Vyhodnocovanie vysledkov enkapsulacnej vytaznosti a stability prebiehalo
tak, Ze sa porovnavala intenzita bandov (plocha pod krivkou) medzi vzorkami
apoferitinu v rdmci jedného gélu.

Enkapsulacna vytaznost siRNA pri zasaditej enkapsulacii vysSla 79 %.
Vysledna koncentracia siRNA v roztoku je 0,78uM. Vytaznost tohoto postupu je

pribliZne rovnaka ako pri kyslej enkapsulacii kde jej hodnota bola 76 %.

Cas [h] 0,5 1,5 6 24
% uvol'nenej siRNA 34,24 | 36,36 | 21,04 | 2,76

Tabul'ka 9: Percenta uvol'nenej siRNA zo vzorky s RNazou proti kontrole.

Cas [h] Vel'kost [nm] Pocet [%] PdIl
0 13,55 24,73 0,88
0,5 15,69 29,60 0,76
1,5 37,84 20,99 0,67
6 37,84 21,68 0,52
24 37,84 24,91 0,86

Tabul'ka 10: Najvyssi pocet ¢astic v zavislosti na vel'kosti a polydisperzny index pre HsaH-

RKsiRNA v Ringrovom roztoku.

Vtabulke 9 sd zobrazené percentudlne hodnoty uvolnenej siRNA.
Porovnavané boli vZidy hodnoty v ramci jedného gélu. Medzi kazdym casovym
bodom sa uvol'nilo priemerne 26,9 % siRNA z komplexu HsaH-RKsiRNA.

Velkost' najvysSieho poctu castic sa behom 24 hodin zvacsila z 13,5 nm na
37,8 nm polydisperzny index bol pri vSetkych meraniach celkom vysoky, o znadi,

Ze v roztokoch sa nachadzali Castice s vel'a rozdielnymi vel'’kostami.
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6.11 Regulacia génovej expresie na arovni RNA

Optimalizovanym protokolom bola do HsaH-RK enkapsulovana siRNA a transfekcia
prebiehala po dobu 48 hodin. Uspesnost’ regulacie expresie BCL2 bola zhodnotena
pomocou kvantitativnej PCR (qPCR). Hodnotena bola relativna zmena génovej
expresie BCL2 vzoriek s Metafectene, HsaH-RKsiRNA, HsaH-RKsiRNA + 25uM CQ,
HsaH-RKsiRNA + 50uM CQ asamotnou anti-BCLZ2 siRNA v Milli-Q. Najprv bola
porovnavana kontrola bez siRNA s transfekovanymi vzorkami. Hodnoty ACr boli
porovnavané pomocou dvojvyberového t-testu a signifikantny rozdiel (p<0,05) bol
v grafe oznaceny (*).

Zistovany bol aj vplyv CQ na regulaciu relativnej expresie BCLZ2. Porovnavana
bola vzorka HsaH-RKsiRNA so vzorkami s réoznymi koncentraciami chlorokvinu.
Prislusné hodnoty ACt boli porovnavané pomocou dvojvyberového t-testu

a signifikantny rozdiel (p<0,05) bol v grafe oznaceny (**).
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Graf 7: Zmena relativnej génovej expresie 48 hodin od transfekcie. Statisticky bola
porovnavana kontrola bez siRNA so v§etkymi vzorkami, signifikantny rozdiel (p<0,05) je
v grafe vyznaceny (*), dalej bola porovnavana vzorka HsaH-RKsiRNA so vzorkami HsaH-

RKsiRNA s CQ. Signifikantny rozdiel (p<0,05) je v grafe vyznaceny (°).

Metafectene mal spomedzi vSetkych vzoriek najvy$Siu mieru regulacie expresie
58%. Tento vysledok bol o¢akavany, pretoZe je to komercne pouzivané transfekéné

¢inidlo. Druha najvysSia regulacia bola viditel'na pri vzorke HsaH-RKsiRNA + 50uM
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CQ (40 %) a o kasok nizsia (32 %) pri HsaH-RKsiRNA + 25uM CQ. Vzorka HsaH-
RKsiRNA mala zvySenu expresiu mRNA o 27 %.

6.12 Kontrola produktov qPCR
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Obrazok 6: Vlavo produkty GAPDH, vpravo produkty BCL2. K - kontrola, M - Metafectene, F -
HsaH-RKsiRNA, F25 - HsaH-RKsiRNA + 25uM CQ, F50 - HsaH-RKsiRNA + 50uM CQ, s - siRNA.

Pre overenie spravnosti qPCR bola overena vel'kost produktov pomocou agar6zovej
elektroforézy. Velkost produktov po separacii bola porovnavana s oCakavanymi
velkostami produktov GAPDH (206 bp) a BCLZ (116 bp). Z obrazkov je vidno Ze

vel'kosti produktov qPCR zodpovedaju ocakdvanym vel'kostiam.

6.13 Regulacia génovej expresie na urovni proteinov

Relativna expresia bola hodnotena pre vzorky transfekované s Metafectene, HsaH-
RKsiRNA, HsaH-RKsiRNA + 25uM CQ, HsaH-RKsiRNA + 50uM CQ, a anti-BCLZ siRNA.
Porovnavana bola hodnota podielAUC (kap. 5.21) kontroly s hodnotami vzoriek.
Porovnavané boli pomocou neparového t-testu a signifikantné rozdiely (p<0,05)
boli oznacené v grafe (*).

Nasledne boli porovnavané zmeny expresie medzi vzorkami HsaH-RKsiRNA
a HsaH-RKsiRNA s chlorokvinom. Tieto hodnoty boli taktieZ porovnavané

neparovym t-testom a signifikantné rozdiely (p<0,05) boli oznacené v grafe (**).
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Graf 8: Relativna zmena expresie Bcl-2 na proteinovej irovni 48 hodin od zaciatku
transfekcie. Statisticky bola porovnavana kontrola bez siRNA so v$etkymi vzorkami,
signifikantny rozdiel (p<0,05) je v grafe vyznaceny (*), dalej bola porovnavana vzorka HsaH-

RKSsiRNA so vzorkami HsaH-RKsiRNA s CQ. Signifikantny rozdiel (p<0,05) je v grafe
vyznaceny (°).
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Obrazok 7: Zobrazené western bloty. VI'avo GAPDH, vpravo Bcl-2. K - kontrola, M -
Metafectene, RK - HsaH-RKsiRNA, RK 25 - HsaH-RKsiRNA uM CQ, RK 50 - HsaH-RKsiRNA uM
CQ, s - kontrola siRNA.

Rovnako ako aj pri zmene expresie na urovni RNA tak aj na drovni proteinov mal
Metafectene najlepsie ucinky 91 % zniZenie hladiny proteinu Bcl-2. HsaH-RKsiRNA
+ 25uM CQ dokazal znizit expresiu Bcl-2 0 72 % a HsaH-RKsiRNA o 54 %. Pri HsaH-
RKsiRNA + 50 uM CQ nebol signifikantny rozdiel ani pri porovnani s kontrolou a ani

s HsaH-RKsiRNA expresia proteinu Bcl-2 bola pribliZne rovnaka ako v kontrole.
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7 DISKUSIA

Hlavnym ciel'om tejto prace bolo zistit vplyv apoferitinovych nanotransportérov
s enkapsulovanou siRNA navrhnutou na zniZenie expresie Bcl-2 proteinu.

Vybraty bol komercny apoferitin z konskej sleziny s 22 I'ahkymi a 2 tazkymi
podjednotkami, do ktorého bola enkapsulovana fluorescen¢ne znacena siRNA.
Roztok nanotransportéru EcaLHsiRNA bol pridany na bunky, lenZe ani po
72 hodinach od aplikacie nebolo na pritomnost siRNA pozitivnych viac ako 2 %
buniek.

Do avahy prisli d'alSie dva l'udské apoferitiny, obidva zloZené z 24 tazkych
podjednotiek, HsaH a HsaH-RK. Pricom HsaH-RK mal v podjednotkach upraveny a
kladne nabity piaty alfa helix. Takmer vSetky merané bunky boli pri inkubacii s Cy5
znaCenymi apoferitinami pozitivne na jeho pritomnost, ale najvy$si merany median
intenzity Cy5 v bunkach bol pri HsaH-RK. Tento vysledok znaci, Ze HsaH-RK sa
dostal do buniek vnajvy$Som mnoZstve. Po nedspechu protokolu Kkyslej
enkapsuldcie bol testovany iny postup. VSetky tri apoferitiny boli schopné
enkapsulovat' siRNA do svojho vnutra podl'a nového protokolu. Po pridani vSetkych
troch apoferitinov s enkapsulovanou siRNA k bunkam bolo zistené, Ze EcaLH nie je
ani s novym protokolom schopna dopravit siRNA do buniek, HsaH nebol v doprave
uspeSny taktieZ. Pri HsaH-RK bol namerany najvy$Si median intenzity FAM
zmacenej siRNA v bunkach a po 24 hodinach bolo poztivnych na pritomnost siRNA
58 % buniek. Po tom, ako boli okrem buniek zaratané do vysledkov aj
extracelularne vezikuly, apoptické telieska a ¢asti mrtvych buniek, bolo pri HsaH-
RK pozitivnych na pritomnost siRNA 36,6% objektov namerana bola pri nom aj
najvyssia intenzita. Toto zistenie vyvolalo otazku, ¢o sa vlastne s bunkami po
internalizacii HsaH-RKsiRNA deje. Do uvahy pripada viacero moZnosti, bud’ sa pri
internalizacii neuvol'nia nanocastice z endozémov a su odstranované z bunky [49],
alebo internalizacia a transfekcia siRNA niektorym bunkdm velmi neprospela
a doSlo k bunkovej smrti [51].

Pre pripad prvych dvoch moZnosti bol testovany vplyv chlorokvinu, ktory je
znamy tym, Ze je schopny naruSovat Struktiru transportnych vezikal [48].

Testované boli tri koncentracie: 25, 50 a 100uM. Kvoli nizkej schopnosti transportu
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siRNA do buniek bolo rozhodnuté, Ze sa apoferitiny EcalLH a HsaH pre ucely tejto
prace d’alej nebudu pouzivat. Na bunky bol aplikovany fluorescen¢ne oznaceny
apoferitin HsaH-RK po jeden a pol hodine boli pridané na bunky tri koncentracie
chlorokvinu. Cas 1,5 hodiny bol zvoleny pretoZe pri experimente s internalizaciou
prazdnych apoferitinov bolo zistené, Ze bunky st na ich pritomnost pozitivne uz
vtomto case. Bunky sréznymi koncentraciami chlorokvinu boli zobrazované
v priebehu 8 hodin na fluorescencnom mikroskope. Z fotiek buniek bolo zistené, Ze
chlorokvin s koncentraciami 25 a 50uM mal ucinok na transportné vezikuly a po
dsmych hodinach bol apoferitin viditelne lep$ie rozmiestneny vnutri buniek. U¢inky
chlorokvinu s koncentraciou 100uM sa na bunkach viditel'ne nepreukazali.

Dalej bola zistovana enkapsulaéna vytaznost’ a stabilita nanocastic HsaH-
RKsiRNA. Enkapsula¢na vytaznost pomocou zasaditej enkpasulacie bola 79%. Co
zodpovedalo priblizne 0,78uM koncentraci siRNA v 100 pL roztoku nanocastic.
Enkapsulacna vytaznost ZE a KE sa vel'mi nelisila (79 % oproti 76 %). Rozdiel bol
v koncentraciach pretoZe pri KE bol pripravovany 3 krat vacsi vysledny objem s tym
istym objemom a koncentraciou siRNA ako pri ZE. Domnienka bola, Ze z1é vysledky
stability nanocastice EcaLHsiRNA (pripravované KE) boli spésobené diafiltraciou
roztoku cez filtre Amicon. Z toho dovodu bola diafiltracia pri ZE a stabilite HsaH-
RKsiRNA nahradend pridanim RNazy ktora volnu a uvol'nenu siRNA rozloZila. Z1é
vysledky stability HsaH-RKsiRNA tuto domnienku vyvracaju ajedinou logickou
moznostou je, Ze sa pouZzitd fluorescen¢ne znaCena siRNA dokaZe uvolnit
z apoferitinu cez defekty, ktoré vznikaju v Struktire pri disociacii a naslednom
spatnom zloZeni apoferitinu [43]. Priemerna vel'’kost castic sa z 13 nm behom 24
hodin takmer strojnasobila. Dévod zvySenia velkosti nie je presne znamy, pretoZe
HsaH-RK je novy opraveny apoferitin ajeho vlastnosti nie si eSte presne
charakterizované.

Vplyv HsaH-RK s enkapsulovanou anti-BCLZ2 siRNA bol zistovany na urovni
expresie RNA a proteinov. Na urovni RNA mal najvysSie zniZenie expresie génu BCLZ2
podla oCakavania komercne pouzivany Metafectene, do ktorého bola uzavreta
siRNA. Zo skimanych vzoriek apoferitinu HsaH-RK s siRNA vysSiel najlepsie HsaH-
RK s 50uM CQ, nasledovany HsaH-RK s 25uM CQ so zniZenim hladiny mRNA o 40
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resp. 32 %. Pri vzorke HsaH-RK bez pouzitia CQ bola hladina mRNA zvySena o 27%
oproti kontrole. Tento vysledok by bolo mozné od6vodnit’ tym, Ze ku zniZeniu mRNA
vo vzorke s HsaH-RK dojst mohlo, ale ¢asové okno 48 hodin bolo prilis velké na
a zachytenie vysledkov a bunky stihli odpovedat na zniZenie hladiny mRNA jej
syntézou a teda aj zvySenou hladinou vo vysledkoch.

Ku zniZeniu hladiny proteinu Bcl-2 doSlo vo vzorkach s Metefectene, HsaH-
RK a HsaH-RK s 25uM CQ s uzavretymi siRNA. 91 % zniZenie bolo pri Metefectene,
54 % pri HsaH-RK a 72 % s HsaH-RK 25uM CQ. Pri porovnani vysledkov hladin
mRNA a proteinov je vidiet, Ze na proteinovej urovni je vidite'ne vacsi pokles, ¢o
daval vacsi zmysel myslienke, Ze bunky si zacali syntetizovat novdi mRNA pre
protein Bcl-2. ZvlaStne je, Ze HsaH-RK s 50uM CQ mal zniZenie expresie mRNA, ale
na proteinovej drovni bola hladina Bcl-2 priblizne rovnaka ako pri kontrole.
Vysvetlenie tohoto fenoménu sa nepodarilo najst ani v odborenej literattre.

Z vysledkov tejto prace je mozné usudit, Ze pre transfekciu siRNA navrhnuta
na zniZenie hladiny expresie génu BCLZ ¢i UZ na drovni mRNA alebo proteinov je
okrem Metafectene najlepSi apoferitin HsaH-RK s 25uM CQ. Rozdiel utlmovania
medzi tymito dvomi transfekénymi ¢inidlami bol na obidvoch drovniach 19 %.

Spolo¢ny transport siRNA a chemoterapeutickych lieCiv by bol vel'mi
prinosny v liecbe nadorovych ochoreni. Chemoterapeutikd funguji na principe
indukcie apoptézy vnadorovych bunkich [44]. Jednou zhlavnych zbrani
nadorovych buniek proti chemoterapii je zvysit hladinu antiapoptického proteinu
Bcl-2 [5]. Vel'kou vyhodou spolotného transportu by bolo aj zniZenie cytotoxicity
zdravych buniek vd'aka mozZnosti pasivneho a aktivneho cielenia nanocastic do
nadorovych buniek [38], [39].

V tejto praci sa podarilo dokazat, Ze apoferitin je schopny dopravit siRNA
navrhnutt pre zniZenie hladiny proteinu Bcl-2 azniZit' hladiny proteinu Bcl-2
a taktieZ mRNA pre syntézu tohoto proteinu.

V publikacii [45] Dostalova aost. (2017) zistili, Ze apoferitin je schopny
uzavriet chemoterapeutické lieCivo doxorubicin a internalizovat ho do buniek.
Apoferitin bol taktieZ schopny stabilne v sebe udrZat toto lie¢ivo po dobu 12

tyzdiiov.
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Spolo¢na doprava chemoterapeutik a siRNA bola rieSena v publikacii [8] kde
Chen a ost. (2009) pouZili mezopordézne nanocastice SiO2 na spolo¢ny transport
doxorubicinu a anti-BCL2 siRNA s vynikajucimi vysledkami podarilo sa im zniZit
expresiu mRNA proteinu Bcl-2 a Gspesne zvysit efektivitu doxorubicinu.

Vysledky tejto bakalarskej prace aprace Dostdlovej aost. znacia, Ze
apoferitin by mohol byt teoreticky pouzitelny na spolo¢ni dopravu siRNA

a chemoterapeutik do buniek.
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8 ZAVER

Cielom tejto prace bolo wurcit efekt apoferitinového nanotransportéru
s enkapsulovanou siRNA na expresiu antiapoptického proteinu Bcl-2. Najprv bolo
treba optimalizovat postup enkapsulacie siRNA do apoferitinu, urcit jeho fyzikalno-
chemické vlastnosti a zistit ako Ucinne dokaZe takto vytvoreny nanotransportér
dopravit siRNA do nadorovych buniek. Pocas experimentov bolo zistené, Ze
apoferitin z konskej sleziny (EcaLH) nie je schopny transportovat siRNA do buniek
v signifikantnom mnoZstve. Z toho dévodu boli testované dva iné apoferitiny,
z ktorych bol uspeSny len jeden, ato HsaH-RK. Je to l'udsky apoferitin zlozeny
z tazkych podjednotiek, ktory ma upraveny piaty helix v podjenotkach tak, aby bol
kladne nabity. Pri obidvoch apoferitinoch (EcaLH aj HsaH-RK) bol problém so
signifikantnym uvolfiovanim uzavretej siRNA v Ringrovom roztoku. Tento jav moZe
byt sposobeny unikom enkapsulovanej siRNA z dutiny apoferitinu. Pri zistovani
schopnosti dopravy siRNA do buniek pomocou apoferitinu HsaH-RK bolo zistené, Ze
vel'ké percento siRNA je odstranované z bunky pomocou extracelularnych vezikul.
Z tohoto doovodu boli testované viaceré koncentracie chlorokvinu ktory je znamy
svojou schopnostou nartiSat membranu tychto vezikul a tym zlepSit uvoltiovanie
ich obsahu do priestoru bunky.

Chlorokvin bol pouZzity aj pri transfekcii siRNA navrhnutej na down-regulaciu
expresie génu BCLZ2. Vyhodnocované boli vplyvy nanotransportéru na expresiu
mRNA proteinu Bcl-2 a aj samotného proteinu. Bunky boli transfekované 48 hodin
po tomto Case bola izolovana RNA a proteiny z buniek. Zmena expresie mRNA bola
zistovana pomocou qPCR a proteinu pomocou western blotov.

Najvyssi pokles v mRNA 40% mala vzorka s transportérom HsaH-RK's 50 uM
CQ, nasledovana HsaH-RK s 25uM CQ. Vzorka s HsaH-RK bez CQ mala zvySenu
expresiu mRNA o 27%. Na proteinovej trovni to bola vzorka s HsaH-RK s 25uM CQ
72% a HsaH-RK bez CQ dosiahol znizZenie hladiny Bcl-2 o 54%. Vzorka s HsaH-RK
a 50 uM CQ nemala zmenenu expresiu proteinu Bcl-2. Z vysledkov je mozZné usudit
Ze najuspesnejsi z apoferitinovych transportérov v regulacii expresie génu BCLZ2 bol

HsaH-RK's 25uM CQ.
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Tato bakalarska praca poskytla zaujimavé vysledky v zmene expresie génu
BCLZ2. Pre idedlne vysledky je, ale potrebné zlepsit stabilitu apoferitinového
nanotransportéru s enkapsulovanou siRNA a optimalizovat transfekény proces tak,

aby nemusel byt pouZivany chlorokvin, ktory méze byt pre bunky toxicky.
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Zoznam symbolov, velicin a skratiek

MDR

dsRNA
siRNA
AposiRNA
EcalLHsiRNA
HsaHsiRNA
HsaH-RKsiRNA
ATP

Apo

BSA

FBS

PBS

PdI

EV

CcQ

multi liekova rezistencia (multidrug resistence)
dvojretazcovd RNA

mala interferujica RNA

apoferitin so siRNA

apoferitin EcaLH s enkapsulovanou siRNA
apoferitin HsaH s enkapsulovanou siRNA
apoferitin HsaH-RK s enkapsulovanou siRNA
adenozintrifosfat

apoferitin

bovinny sérovy albumin

fetalne bovinné sérum

fosfatovy pufor

polydisperzny index

enkapsulacna vytaznost’

chlorokvin
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