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Genova terapie je nadéjny obor, ktery nabizi potencial k 1é€bé mnoha nevylécitelnych
chorob. Je zprostfedkovana modulaci genové exprese ve specifickych bunikdch pomoci
dopraveni exogenni nukleové kyseliny do téchto bunék. Jednou ze soucasnych vyzev
dopravovani nukleovych kyselin je vyzkum syntetickych vektorti, které maji potencial
piekonat nevyhody bé&zné pouzivanych vektori virovych. Tato prace je zaméfena
na rizné typy nanocastic zaloZenych na polyethyleniminu pro dopravovani plasmidové

DNA (pDNA) a small interfering RNA (siRNA).

Spojeni kontrastnich zobrazovacich ¢inidel se systémy pro dopravovani gent nabizi
mnoho vyhod pro sledovani procesu dopravovani genti jak in vivo tak i in vitro. Kontrastni
¢inidla zalozend na gadoliniu (napft. kyselina gadoterova) vykazuji potencial pro aplikaci
v zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI — magnetic resonance imaging). Nicméné
spojeni gadoterové kyseliny s polyethyleniminem muaze ovlivnit jeho schopnost
transfekce. Za timto ucelem byly testovany polyplexy zaloZené na linedrnim
polyethyleniminu (LPEI) znaceném gadoterovou kyselinou (LPEI-DOTA-Gd) s cilem
zhodnotit jejich ucinnost v pDNA transfekci. Tato u¢innost byla zkouméana na A549
a CT26 buiikkach a vyhodnocena pomoci reportérového luciferdzového testu (Firefly
luciferase reporter gene assay) s vysledkem nevykazujicim negativni efekt konjugace

s gadoterovou kyselinou na LPEI transfek¢ni schopnost v porovnéni s neznac¢enym LPEI.



V dalsi ¢asti této prace byly testovany polyplexy pro dopravovani siRNA zalozené
na ruznych typech polyethyleniminu: linearnim (LPEI), rozvétveném (branched) (BPEI)
a disulfidicky kroslinkovaném linearnim polyethyleniminu (c-LPEI), s cilem nalézt
optimalni parametry polyplexti a inkuba¢ni parametry pro ucinné dopravovani siRNA
vedouci k snizeni exprese cileného genu, v této praci genu pro svétluséi (Firefly)
luciferazu. Utinnost dopravovani siRNA byla hodnocena na buitkach stabilng
exprimujicich gen pro svétluséi luciferazu a vyhodnocena na zaklad¢ poklesu aktivity této
luciferazy. Polyplexy zalozené na BPEI byly nejucCinnéjsi v dopravovani siRNA
vedoucimu ke snizeni exprese cileného genu, coz ndm umoznilo definovat optimalni

koncentraci, parametry polyplext a inkubacni parametry.

Poslednim typem nanocastic testovanych pro dopravovani siRNA byly tzv. “vrstvu po
vrstveé sestavené zlaté nanocastice” slozené z riznych vrstev zahrnujicich BPEI nebo
c-LPEL Vysledkem pilotniho in vitro testovani téchto nanocastic, také vyhodnoceného
pomoci reportérového luciferdzového testu, bylo specifikovani rozsahu koncentraci z
hlediska toxicity a potencidlni u¢innosti pfi snizovani genové exprese, coz mize byt

vyuzito v budoucich experimentech.



