Abstrakt

Cysticka fibr6za je onemocnéni, u kterého dochazi k mutaci CFTR genu kédujiciho
stejnojmenny protein, jehoZ hlavni funkci je pfenos chloridovych iontl. K napraveni
tohoto defektu byla vradmci diplomové prace vybrana genova terapie. Byly
syntetizovany dva typy stabilni mRNA obsahujici minimalné 200 adeninti na 3‘ konci, 25
% pseudouridinu, 25 % 5-methylcytidinu a na 5° konci budto klasickou cepicku
(enzymova mRNA) nebo analog cepicky 3°-0-Me-m7G(5)ppp(5)G (tzv. ARCA mRNA).
Byly pouZity bunécné linie od zdravych jedincli (NuLi-1) a pacienti trpicich cystickou
fibr6zou s mutaci F508del (CuFi-1).

Vizualizace CFTR proteinu pomoci optimalizované metody nepiimé
imunofluorescence potvrdila zvySeni exprese CFTR proteinu u obou bunéc¢nych linii

CuFi-1 a NuLi-1, a to jak pri pouZziti ARCA mRNA tak pri pouZiti enzymové mRNA.

Funkcénost CFTR proteinu byla stanovena prostiednictvim fluorescencéniho
barviva N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolinu (MQAE), kterym byly bunécné
linie pfedem obarveny a které je specificky zhaSeno halogenovymi ionty. Transport
iontl skrze tento kanal byl ovéren pouzitim CFTR(inh)-172, ktery specificky tento kanal
inhibuje svou vazbou na R doménu. Po 24h transfekci ARCA mRNA bunécné linie CuFi-1

doslo k obnové jeho funkce.

V neposledni fadé byla studovana adheze bakterii Pseudomonas aeruginosa, které
by se mély diky zméné vlastnosti buné¢ného povrchu snadnéji vazat na bunécnou linii
CuFi-1. Po 24h transfekci ARCA mRNA je zrejmé, Ze u bunécné linie CuFi-1 dochazi ke

sniZzeni adheze bakterii aZ na uroven adheze na bunéc¢nou linii NuLi-1.

Lze tedy shrnout, Ze uvedené modifikované CFTR-mRNA jsou stabilni a diky jejich
transfekci do bunécné linie CuFi-1 s mutaci F508del dochazi ke zvySeni exprese CFTR
proteinu, ktery je zabudovan do membrany a je funkc¢ni, nebot skrze néj dochazi
k transportu iontd. Navic po transfekci této linie CFTR-mRNA dochazi ke snizeni

bakterialni adheze.
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