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1. Uvod

Dosazend uroven poznatkd v oblasti genomiky polo-
zila zéklady k vyzkumu zaméfenému na vyuziti technolo-
gie genovych manipulaci pro 1é¢bu zdvaznych onemocnéni
(vrozené nebo ziskané metabolické poruchy, nadorova,
autoimunitni a infekéni onemocnéni) obecné nazyvanou
jako genova terapie. Problém, ktery v soucasnosti nejvice
limituje zavedeni genové terapie do bézné klinické praxe,
je nedostatecna Gcinnost transportu fragmentt nukleovych
kyselin (NK) pfes buné€cnou sténu a jejich néslednd inter-
nalizace do bun&ného jadra, tj. tzv. transfekce'. Zasadni
ulohu zde hraje proces penetrace negativné nabité¢ho frag-
mentu NK ptes fosfolipidovou dvojvrstvu tvorici bunéc-
nou sténu. Tento problém vyvolal v poslednim desetileti
rozsahly vyzkum zaméteny na vyvoj nosicu (tzv. vektori),
které by byly schopny efektivné transportovat fragment
NK ptes bunécnou membranu. Tyto vektory musi soucas-
né zajistit ochranu NK pred jeji enzymatickou degradaci
in vivo. S problémem efektivity transportu pies bunécnou
membranu se rovnéz setkdvame v ptipadé nukleotidovych
a oligonukleotiodovych antineoplastik a antivirotik®. Vek-
tory NK se déli na virové a nevirové. Ackoliv virové vek-
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tory predstavuji v soucasné dobé nejefektivnéjsi transfekc-
ni systém, je v soucasné dobé kladen zvySeny diraz na
vyvoj nevirovych vektorti s ohledem k moznym biologic-
kym rizikim virovych vektord. Jako nejperspektivnéjsi
nevirové vektory se v soucasnosti jevi polykationové sa-
moskladné lipidni struktury (tzv. polykationové liposomy)
(cit.**). Ty jsou tvofeny kationovym lipidem’ a neutralnim
kolipidem (odvozenym od pfirodnich lipidi).

2. Genova terapie

Pocatky genové terapie se datuji do prvni poloviny
90. let 20. stoleti. Princip genové terapie spociva v korekci
genové aktivity tim, ze se zavede novy gen (napf.
v podobé plasmidové DNA — pDNA) do buiky. Vnitini
bunéény mechanismus pouzije tento fragment nukleové
kyseliny k produkci specifického proteinu, ktery napravuje
urcity patologicky stav. Pfipadné za pomoci ¢ésti nukleové
kyseliny (antimediatorovy nukleotid nebo siRNA) dojde
k utlumeni aktivity nevhodného genu. Zvlastni kapitolou
genové terapie je geneticka vakcinace, kde se do cilové
buiiky (dendritické builky nebo myocytu) zavede plasmi-
dova DNA, ktera koduje antigenni protein. Ten se prezen-
tuje dal$im bufikdm imunitniho systému, coZ nasledné
vyvola specifickou antigenni odpovéd’. Genova terapie
byla jiz ve vybranych ptfipadech uspéSné pouZita, naptf. pro
1écbu uréitého typu tézké imunodeficience, nicméné stale
se jedna spise o experimentalni metodu®.

Prevazna vétSina soucasného vyzkumu se zaméfuje
na ziskané choroby, a to zejména na ty, které maji tézky
resp. letalni prubeh a kde zavedené 1écebné postupy selha-
vaji. Do této kategorie spadaji bezesporu nadorovad one-
mocnéni, a proto vyzkum v oblasti genové terapie zhoub-
nych nadori zaujimé celné postaveni. Dal§im neméné
vyznamnym faktorem je skute¢nost, ze je technicky mno-
hem jednodussi buiiku s transformovanym genomem gene-
tickou manipulaci zni€it, nez opravit, a ze ke znic¢eni nado-
rové buiky staci zpravidla kratkodoba exprese destruujici-
ho genu (tzv. molekularniho destruktoru nebo kladiva).
K rozvoji vyzkumu urcité prispiva ochota onkologickych
pacienti podstupovat nové experimentalni terapeutické
postupy7.

Nové poznatky ziskané v oblasti imunologie zavaz-
nych infek¢nich a nddorovych onemocnéni umoznily apli-
kovat principy genové terapie do oblasti vakcinace. To
odstartovalo rozsahly vyzkum zaméteny na vyvoj genetic-
kych, terapeutickych a profylaktickych vakcin®. LéGeni
nadorovych onemocnéni vSak zlstdva nadéale jednim
z hlavnich cilti vyzkumu.

Metody pro vpraveni ¢asti NK do cilovych bunék se
obecné déli na metodiky vyuZivajici virové nebo nevirové
vektory’.
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Virové vektory pfedstavuji v soucasnosti nejefektiv-
né&jsi transfekéni systém. Prenos genetického materialu do
nitra butiky je v tomto pfipadé urychlen interakci povrcho-
vych regulacnich elementl virové Castice s receptory na
povrchu cilové buniky. Nicméné vzhledem k moZznym bio-
logickym rizikim (zejména nepiedvidatelnym imunitnim
reakcim) je zavedeni virovych vektorti do bézné klinické
praxe velice problematické’. Daldi komplikaci je jejich
narocna piiprava. Viry vyuzivané jako nosi¢e NK museji
byt geneticky upravené tak, aby ztratily svou schopnost
mnozit se. Mezi nejcastéji pouzivané virové vektory patfi
retroviry, adenoviry, proxiviry, adeno-asociované viry
a herpetické viry.

Nevirové vektory rozliSujeme podle zpisobu, jakym
je NK (oligonukleotid, antivirotikum) vpravovana do intra-
celularniho prostoru, na vektory fyzikalni a chemické.

Fyzikalni vektory umoziiuji vpraveni NK do intrace-
lularniho prostoru pomoci mechanického naruseni bunécné
membrany. Nejcastéji pouzivanymi technikami jsou mi-
kroinjekce, elektroporace a tzv. biobalistika'®. V ptipads
elektroporace se jedna o zvySeni prostupnosti bunécné
membrany kratkymi elektrickymi pulzy a v ptipadé bioba-
listiky je NK, navazana na Castice zlata, vstielovana do
butiky pomoci tzv. genové pistole.

Chemické vektory jsou zalozeny na polykationovych
polymerech nebo na supramolekularnich samo se organi-
zujicich lipidnich systémech (polykationovych liposo-
mech), které vytvoii s negativné€ nabitou NK komplex (tzv.
polyplex, resp. lipoplex), schopny piekonat bunécnou
membranu a ve kterém je NK soucasn€ chrancéna pied
enzymatickou degradaci v krevnim fecisti. Nejéastéji pou-
Zivanymi kationovymi polymery jsou DEAE-dextran, chi-
tosan, polylysin, polyethylenimin a polyamindendrimery.

Referat

Interakci negativné nabité NK s polykationovym lipo-
somem dochézi k jeji enkapsulaci za vzniku tzv. lipo-
plexu. Tvorba lipoplexu je spontanni velice rychly proces,
ve kterém se uplatiiuji pfedevsim elektrostatické interakce.
Mezi dalsi faktory ovliviiujici tento proces patii koncentra-
ce nukleové kyseliny a kationovych lipidd, iontova sila
prostiedi, pH a teplota. Lipoplex se v procesu transfekce
(lipofexe) asociuje s fosfolipidovou bunéénou membranou
a vstupuje do vnitrobuné¢ného prostoru ve formé tzv. ra-
ného endosomu. Ten se nésledné v cytoplazmé destabili-
zuje a dojde k uvolnéni aktivni latky, ktera pak mize splnit
svou terapeutickou funkci.

3. Liposomy

Liposomy jsou definovany jako sférické vesikuly,
které jsou vytvoreny z jedné nebo vice lipidovych dvojvrs-
tev. Mezi jednotlivymi dvojvrstvami je uzaviena vodna
faze. Lze je délit podle velikosti a poctu lipidovych dvoj-
vrstev/lamel na malé unilamelarni vesikuly (SUV) o prt-
méru ¢astic v rozmezi 15-50 nm, velké unilamelarni vesi-
kuly (LUV) o primeéru ¢astic 100 nm, multilamelarni vesi-
kuly (MLV) o priméru ¢astic 100-200 nm a multivesiku-
larni vesikuly (MVYV), které obsahuji nékolik vesikul
o rizném poctu lamel (obr. 1). Struktura a velikost liposo-
mi je zavisla na jejich chemickém slozeni a zptisobu pfi-
pravy.

Liposomy vytvareji amfifilni molekuly, které se skla-
daji ze dvou ¢asti, tj. hydrofobni a hydrofilni. V pfirodé se
tyto molekuly nachédzeji zejména jako zakladni stavebni
slozky biologickych membran tvofici lipidni dvojvrstvu.
Reprezentanty téchto piirozenych amfifild jsou rtizné gly-
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Obr. 1. SloZeni a déleni liposomi podle velikosti, struktury a po¢tu lamel
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cerofosfolipidy a sfingolipidy. Jejich molekuly vesmés
tvoii dvé hydrofobni domény uhlovodikového typu a hyd-
rofilni doména (neutralni, negativné nabitd, pozitivné nabi-
ta nebo zwitterointova), prezentované na glycerolové vét-
vici doméné. Nejcast&ji se vyskytujicimi hydrofobnimi
doménami jsou acylové zbytky odvozené od ptirozenych
nasycenych (lauryl, myristyl, palmitoyl a stearoyl) a nena-
sycenych mastnych kyselin (oleyl, linoleyl nebo linoleoyl),
piipojenych na vétvici doménu esterovou vazbou''. Nej-
Cast€jSimi hydrofilnimi doménami jsou fosfat pfipojeny na
vétvici doménu fosfoesterovou vazbou, ethanolamin, cho-
lin a hydroxy-aminokyseliny pfipojené na vétvici doménu
fosfodiesterovou spojkou a glykosidovou vazbou vazané
sacharidy. V ptipad¢ glycerofosfolipidi je vétvici doména
tvofena glycerolem. Struktura sfingolipidll je zaloZena na
vétvené molekule sfingosinu. Sfingosin je jediny pfirozeny
pozitivné nabity amfifil.

Liposomy staly na pocatku cesty k modernim cilenym
1éktim a liposomalni technologie patii k nejpropracované;j-
§im v oblasti nanostrukturovanych nosi¢i léki'2. Tvorba
samoskladnych lipidnich vesikul (liposomi) byla poprvé
popséna v roce 1965 A. D. Banghamem"?, ktery pozoroval,
ze fosfolipidy kombinované s vodou vytvareji spontanné
sférické utvary. Na rozdil od mnoha jinych nanosystému
jsou liposomy schopny enkapsulovat soucasné latky riz-
nych fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako jsou nizkomo-
lekularni hydrofilni nebo hydrofobni 1é¢iva ¢i biopolymery
(proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny). Hydrofilni
latky 1ze enkapsulovat do vnitfniho, vodou vyplnéného
prostoru, hydrofobni latky je mozné zabudovat do lipidni
dvojvrstvy. V soucasnosti je v klinickém pouziti nebo
v riznych fazich klinického vyvoje pomérné Sirokd paleta
liposomalnich preparatd (cytostatik, antibiotik, subjednot-
kovych a rekombinantnich vakcin).

3. Kationové lipidy

V roce 1987 Flenger a spol." pfipravili prvni kationo-
vy transfekéni lipid DOTMA, ktery byl Gspé$né€ pouZit pro
in vitro zavedeni plasmidu do buriky (obr. 2).

Od t¢é doby byla syntetizovana fada kationovych lipi-
dd, vykazujicich rtizné vysoké transfekéni vlastnosti in
vitro a in vivo. Mnohé z téchto kationovych lipidu jsou jiz
komerén€ dostupné jako transfek¢ni c¢inidla a nékolik
z nich pfipravenych liposomalnich formulaci bylo pouzito
v klinickych testech pro léc¢eni rakoviny a ostatnich gene-
tickych poruch'.

Kationové lipidy se skladaji z:

hydrofobni domény, ktera prezentuje jeden nebo né-
kolik alifatickych fetézcl (nasycenych, nenasycenych
nebo fluorovanych) nebo steroidni zbytek.

kationové domény interagujici s negativn€ nabitou
nukleovou kyselinou nejCastéji protonaci jedné
(monovalentni lipid) nebo vice (multivalentni lipid)
aminoskupin(y).

spojky vytvérejici vazbu mezi vétvici doménou a hyd-
rofobni doménou nebo vétvici doménou a kationovou
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Obr. 2. Lipid DOTMA

doménou anebo piimo mezi kationovou doménou
a hydrofobni doménou. VétSinou se jednd o amido-
vou, esterovou nebo etherovou vazbu.

vétvici domény, kterd oddéluje kationovou doménu
a hydrofobni doménu. Vytvafi kostru, na které je kati-
onovy lipid postaven a rovnéz umoziuje nékolikana-
sobnou prezentaci hydrofobniho fetézce. NejCastéji se
jedna o glycerolovou vétvici doménu nebo o sekun-
darni amid (obr. 3). Vétvici doména muze v nékterych
pfipadech chybét, kde kationicka a hydrofobni domé-
na je spojena primo.

Nasledujici ptehled domén kationovych lipidi se
snazi identifikovat jejich vlastnosti ve vztahu mezi struktu-
rou a transfekéni aktivitou, které jsou spolecné pro rozdil-
né tiidy kationovych lipidu.

3.1. Hydrofobni doména

Hydrofobni doména je nejobjemnéjsi casti kationové-
ho lipidu, ktera nejvice ovliviiuje celkovy tvar molekuly,
coz ma zasadni vliv na utvafeni strukturnich fazi
v roztoku. Dulezitou ulohu zde hraje vzajemny vztah geo-
metrie hydrofobni a kationové domény. Pokud je polarni
konec $ir§i nez nepolarni, molekuly maji zvySenou tenden-
ci tvorit micelarni castice. Stejn¢ tak lipidy s pomeérné
uz§imi polarnimi konci snaze vytvaieji reverzni micely.
Obecné nejlepsi transfekeni aktivitu vykazuji lipidy s po-
dobnou geometrii a velikosti polarni a nepolarni casti.
Z tohoto divodu jako hydrofobni doména je nejcastéji
pouzivana dvouietézcova struktura, ktera nejsnaze vytvari
lipidni dvojvrstvu a ve vodném roztoku se samy uzaviraji
do sférickych struktur, liposomu (obr. 4).

Lipidy s jednim nebo tfemi alifatickymi fetézci, které
vytvareji micely, proto vSeobecné transfekuji hiire. Lipidy s

kationova Vvétvici doména

domeéna hydrofébni doména

|
e

Obr. 3. Obecné schéma kationového lipidu
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Obr. 4. Vliv geometrie kationového lipidu na utvareni strukturnich fazi

jednim alifatickym Fetézcem navic vykazuji vyssi toxicitu.

U lipidG se dvéma uhlovodikovymi fetézci bylo pro-
vedeno mnoho studii vlivu délky alifatického fetézce na
jejich transfekeéni aktivitu. Lze sjistym zjednoduSenim
konstatovat, ze nejleps$i vlastnosti vykazuji délky nasyce-
nych uhlovodikt v intervalu C;, az C;3. NejpouZzivangjsi
jsou acylové zbytky kyselin olejové, laurylové, myristoveé,
palmitové a stearové, z divodu jejich snadné dostupnosti
a biologické kompatibility”.

Na transfek¢ni aktivitu ma rovnéz vliv stupen nenasy-
cenosti alifatického fetézce, ktery vnasi pevnou geometrii
do hydrofobni domény. Vlozenim nenasyceného uhlovodi-
kového fetézce do polykationového lipidu se zvysi mem-
branova fluidita vzniklého liposomu. Ta je dilezita
k vytvoteni vhodného lipoplexu, a pfedpokladd se, Ze za-
sadn¢ ovliviiuje endozomalni membranovou fizi a uvolné-
ni DNA z endozomu.

hydrofilni doména

NH

o}
b4
hydrofobni doména

0]
b4
hydrofobni doména

Symetricka vétvici doména
symetricky glycerolového typu

hydrofobni doména w,,

Taktéz geometricka izomerie dvojné vazby ovliviiuje
transfek¢éni G¢innost kationovych lipidd, ovSem je nutno
podotknout, Ze obecné se predpoklada, ze uspotadani trans
je vyhodngjsi.

Celkové lepsi transfekéni u€innost vykazuji kationové
lipidy obsahujici nenasycené alifatické fetézce. Jistou ne-
vyhodou je jejich sniZena stabilita pfi skladovani, kde mu-
ze dochazet k oxidaci dvojné vazby.

Dalsim proménnym faktorem ovliviiujicim transfekc-
ni aktivitu kationovych lipidi je asymetrie hydrofobni
domény. Tu lze vytvofit pouzitim ruznych alifatickych
fetézcl, nebo pouZzitim asymetrické vétvici domény
(obr. 5).

Ackoliv se pro genovou transfekci pouzivd mnoho
symetrickych kationovych lipidi, obvykle asymetrické
lipidy vykazuji lepsi transfek¢ni aktivitu. Pfi velké asyme-
trii transfekéni aktivita klesa. Jistou nevyhodou asymetric-

awhydrofilni doména

07> NH
"NO
hydrofobni doména

Asymetricka vétvici doména
glycerolového typu

Obr. 5. Symetricka a asymetricka vétvici doména glycerolového typu

649



Chem. Listy 106, 646—652 (2012)

l
/N\/\NH (e)

Obr. 6. DC-Cheol
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Posledni vyznamnou modifikaci ovliviiujici trans-
fekéni aktivitu amfifild je zavedeni fluorované casti do
alifatického fetézce. Fluorofilni ¢ast hydrofobni domény
vytvati v liposomech vnitini film, ktery zvétSuje trvanli-
vost liposomd, je rezistentni k detergentim a tudiz ma
dlouhy cirkula¢ni ¢as in vivo.

Jeste je nutno podotknout, Ze hydrofobni doména neni
prezentovana pouze alifatickym fetézcem. VyuZivan je téz
steroidni zbytek, ktery je nejCastéji zastoupen cholesterolo-
vym zbytkem. Ten je pfevazné pouzit z divodi vysoké
biokompatibility a cenové dostupnosti. Predpoklada se, ze
lipidy obsahujici steroidni jednotku maji tendenci zpeviio-
vat lipidni dvojvrstvu. Prvnim pfipravenym steroidnim
kationovym lipidem byl DC-Chol'® (obr. 6).

Novymi steroidnimi kationovymi lipidy jsou napf.
BGTC nebo komercéné dostupny C-DAN, ktery se prodava
pod znatkou Avanti® Polar Lipids, Inc. (obr. 7).

Ve vétsing piipadi je pouzita jen jedna steroidni do-
ména. Nicméné v nékolika ptipadech bylo publikovano pou-
ziti dvou steroidnich zbytki. Taktéz byly Gispésné vyzkouse-
ny i jiné steroidni zbytky odvozené od cholestan-3p-olu nebo
kyseliny lithocholové , kterd je navazana amidovou vaz-
bou na kationovou doménu.

HzN/\/NH\/\/NH\/\NH'U\
C-DAN

Obr. 7. Steroidni kationové lipidy
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3.2. Kationova doména

Kationova doména je velmi dilezitou c¢asti molekuly
ovliviiyjici iontovou silu kationového lipidu. Podle ni jsou
klasifikovany vsSechny kationové lipidy pouzivané pro
transfekci (kvarterni amoniové lipidy, lipopolyaminy, gu-
anidiniové lipidy, heterocyklické kationové lipidy atd.).
Nejjednodussi a velice rozSifend kationiovd doména
v zavedenych amfifilech je kvarterni amoniova sil. Dule-
zity parametr k pfedpovédi transfekéni efektivity tako-
vychto lipidu je sterické branéni kvarterniho dusikového
atomu, které inhibuje interakci s negativné nabitou DNA
s kationovym liposomem. Pokud ve fosfolipidu (obr. 8)
obsahujicim trimethyl amoino skupinu nahradime methyl
za jinou skupinu, dosdhneme postupného snizovani trans-
fekéni aktivity v fadé ethyl, isopropyl, allyl, kyanomethyl,
methoxykarbonylmethyl.

Vyssi transfekeni efektivity a niz$i toxicity je mozné
dosadhnout zdménou dusikového atomu za fosfor nebo do-
konce arsen (tj. pfechodem na fosfoniové nebo arseniové
kationové domény).

Dalsi vyznamnou kationovou doménou jsou polyami-
ny, formaln¢ odvozené od pfirozenych transfekénich poly-
amind tj. sperminu nebo spermidinu. Lipopolyaminy patii
mezi nejuspé$néjsi tiidu kationovych lipidi, nebot’ ucinné
neutralizuji a enkapsuluji DNA. Délka polyaminu je dile-
zita pro transfekeni aktivitu, kde delsi fetézce transfekuji
lépe nez fetézce kratsi. Rostouci délkou polyaminového
fetézce ovSem stoupa pocet moZnych protonovatelnych
aminoskupin v krevnim fecisti, které snizuji transfekcni
aktivitu. Polyaminové kationovd doména je navézdna na
hydrofobni doménu amidovou vazbou pies primarni ami-
noskupinu a nebo pres sekundarni aminoskupinu sekun-
darni amidovou vazbou, za tvorby tzv. ,,T-shaped* katio-
novych lipida (obr. 6).

Pro transfekci gent byla taktéz pouzita guanidinova
kationova doména vyskytujici se v pfirodnim pojivu DNA
histonu, ktera je schopna efektivné vazat DNA v zavislosti
na pH za tvorby silnych paralelnich vodikovych mistkt
s bazemi nukleovych kyselin.

Je nutno poznamenat, zZe zde nelze vyjmenovat vSech-
ny typy kationovych domén. Nicméné stoji za to jesté zmi-
nit lipidy obsahujici nasycené, nenasycené a aromatické
heterocykly, napf. morfolin, piperazin, imidazol, pyridin,
dihydropyridin nebo nuklobaze. Jako kationovd doména

R = hydrofobni fetézec
R' = Me, Et, iPr, allyl, CH,CN, CH,COOCH;
n=1-3

Obr. 8. Obecny vzorec lipidu s kvarterni amoniovou skupinou
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byly pouzity aminokyseliny ornitin, lysin, arginin, histidin
a tryptofan. V téchto pripadech se jako nejslibnéjsi jevi
lysin a arginin. Rovnéz byly provedeny studie kratkych

sekvenci polylysinii.
3.3. Vétvici doména

Vétvici doména (,,backbone) vytvari kostru kationo-
vého lipidu, coz predevsim umoziuje vicenasobné prezen-
tovat hydrofobni doménu. Jak u pfirodnich, tak i u synte-
tickych amfifilli je nejrozsifenéjsi glycerolova vétvici do-
ména, ktera vychazi z nejcastéji se vyskytujiciho motivu
v biologickych membranovych lipidech, fosfatidylcholinu
a fosfatidylethanolaminu.

Kratké peptidy a aminokyseliny jsou rovnéz pouziva-
ny diky vysoké strukturni variabilité, ktera umoziuje vytva-
feni vysoce vétvenych systémil a propracovanou syntézu'’.

Jako vétvici doména byly pouzity také substituované
aromatické kruhy pro jejich strukturni univerzalnost. Pti-
kladem mohou byt kationové lipidy obsahujici 3,5-di-
hydroxybenzylalkohol, nebo 3,4-dihydroxybenzoovou
kyselinou (obr. 9).

3.4. Spojka

Spojka (,.linker bonds®) je urCity strukturni motiv,
ktery propojuje vyse uvedené domény, jedna se napiiklad
o karbamaty, karbonaty, amidové, etherové a esterové
vazby. Pro lipid obsahujici vétvici doménu jsou typické
dvé spojky. Jedna je mezi vétvici doménou a kationovou
doménou a druha mezi vétvici doménou a hydrofobni do-
ménou. Vazba mezi vétvici doménou a kationovou domé-
nou urcuje biodegradabilitu kationového lipidu, kde ovliv-
fiuje odstépeni kationové domény in vivo.

Spojky Ize klasifikovat podle jejich chemické stability
a biodegradability. Karbamaty,  karbonaty, amidové
a esterové vazby jsou povazovany za biodegradabilni
a etherové vazby jsou nebiodegradabilni. Z hlediska che-
mické stability jsou karbamaty, amidy a ethery povazova-
ny za stabilni a estery a karbonaty jsou chemicky nestabil-
ni. U ostatnich chemickych strukturnich motivti to uz neni
tak jednoznacné. Nejvice studovany aspekt je porovnavani
esterové a etherové vazby.

kationova kationova
doména doména
0 0.0
(0] (0] le)
H H o f
hydrofobni " hydrofobni
doména doména

Obr. 9. Lipidy s aromatickou vétvici doménou
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Obr. 10. Fluorescen¢né znacené liposomy v buiikach

Lipidy s esterovou vazbou jsou sice méné chemicky
stabilni, ale na druhou stranu jsou vice biokompatibilni,
coz vede ke snizeni toxicity kationového lipidu. Dalsi
efekt esterového napojeni spociva ve zvyseni tuhosti lipi-
dické dvojvrstvy. Bylo zjisténo, Ze esterové vazany choles-
teryl indukuje vétsi zaktiveni dvojvrstvy nez etherovy
protéjsek. Tento efekt je pravdépodobné zptisoben interak-
cemi dipo6l-dip6l mezi karbonylovymi vazbami esteru.

Funkci kationového lipidu ovliviiuje rovnéz délka
a polarita spojky, protoze induktivni efekt esterové vazby
snizuje bazicitu aminoskupiny kationové domény a tim
i transfekéni efektivitu. Tento jev je mozno kompenzovat
prodlouzenim spojky.

3.5. Ostatni skupiny ovliviiujici vlastnosti liposomu

Na z4&vé€r je nutno poznamenat, ze kationové lipidy
mohou byt modifikovany priddnim dalsi funkéni skupiny,
ktera ovliviiuje vlastnosti liposomt, jako je tfeba zavedeni
polyethylenglykolového motivu. Ten se vaze na neutralni
kolipid nebo je kovalentn€ navazan na kationovou doménu
polykationového lipidu. Takovato modifikace vede k vy-
tvofeni ,,neviditelnych* liposoma'®, u kterych je dramatic-
ky navySena doba cirkulace v krevnim fecisti (navySeni
cirkula¢niho polocasu) od n€kolika minut do deseti hodin.

Tento pfistup rovnéz umoznuje piipravit cilené lipo-
somy k urcitym tkdnim (buiikdm), a to zavedenim vektoro-
vych domén, jako jsou napi. glykoproteiny (transferin),
sacharidové a peptidové epitopy, nebo riizné protilatky”.

Stejny princip umozinuje ptipravu fluorescenéné zna-
cenych liposomu. Fluorescencni znacka napt. rhodamin
mize byt zavedena postliposomalni modifikaci (bez kova-
lentni vazby na lipid), na kolipid, nebo na kationovy lipid
(obr. 10).

4. Zaveér

Pochopeni zavislosti mezi strukturou kationového
lipidu a jeho transfek¢ni aktivitou a na jeho principu kon-
struovanych polykationovych liposomii je nezbytnym
pfedpokladem ke konstrukci novych transfekénich systé-
md, které budou schopny efektivné konkurovat virovym
vektortim.
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Gene therapy is often used in clinical research. It is
related to the delivery of nucleic acids and their compo-
nents to patient by a vector. Most current vector tech-
niques can be divided into viral and nonviral. Nonviral
vectors, such as cationic liposomes, are less toxic, less
immunogenic, and easier to prepare than viral vectors.
Hence they are more attractive for clinical applications.
This review focuses on the relations between the cationic
lipid structure and its transfection activity. To understand
the structure-activity relationships is of great importance
for synthesis of novel cationic lipids.



