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Abstrakt

Cysticka fibréza je onemocnéni, u kterého dochazi k mutaci CFTR genu
kédujiciho stejnojmenny protein, jehoz hlavni funkci je prenos chloridovych iontd.
K napraveni tohoto defektu byla v ramci diplomové prace vybrana genova terapie.
Byly syntetizovany dva typy stabilni mRNA obsahujici minimalné 200 adenint
na 3‘konci, 25 % pseudouridinu, 25 % 5-methylcytidinu a na 5° konci budto
klasickou ¢epicku (enzymovd mRNA) nebo analog Cepicky 3‘-0-Me-m7G(5)ppp(5)G
(tzv. ARCA mRNA). Byly pouZzity bunécné linie od zdravych jedinci (NuLi-1) a
pacientd trpicich cystickou fibrézou s mutaci F508del (CuFi-1).

Vizualizace CFTR proteinu pomoci optimalizované metody nepfimé
imunofluorescence potvrdila zvySeni exprese CFTR proteinu u obou buné¢nych linii

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

Funkcénost CFTR proteinu byla stanovena prostiednictvim fluorescencniho
barviva N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxychinolinu (MQAE), kterym byly
bunécné linie predem obarveny a které je specificky zhdSeno halogenovymi ionty.
Transport iontli skrze tento kanadl byl ovéfen 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 radé byla studovana adheze bakterii Pseudomonas aeruginosa,
které by se mély diky zméné vlastnosti bunécného povrchu snadnéji vazat
na bunécnou linii CuFi-1. Po 24h transfekci ARCA mRNA je zfejmé, Ze u bunécné linie
CuFi-1 dochazi ke sniZeni adheze bakterii az na Uroven adheze na bunécnou 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 funk¢ni, nebot skrze néj
dochazi ktransportu iontli. Navic po transfekci této linie CFTR-mRNA dochazi

ke sniZzeni bakterialni adheze.



Klic¢ova slova
Cysticka fibroza, epitelidlni buniky, CFTR protein, mRNA, fluorescenc¢ni znaceni,
nepiima imunofluorescence, MQAE, CFTR(inh)-172, bakteridlni adheze, Pseudomonas

aeruginosa



Abstract

Cystic fibrosis is a genetic disease caused by mutation of the CFTR gene coding
homonymous protein, whose main function is transport of chloride ions. In this
thesis, gene therapy was used for correction of this defect. Two types of stable mRNA
was synthetised - both contained at least 200 adenines on the 3‘ end, 25 % of
pseudouridine, 25 % of 5-methylcytidine and classical cap (enzyme mRNA) or cap
analogue 3-0-Me-m7G(5)ppp(5)G (ARCA cap) on the 5 end. Cell lines isolated from
healthy volunteer (NuLi-1) and those from patient suffering from cystic fibrosis with

F508del mutation (CuFi-1) were used.

The mRNA transfection efficiency was determined using different methods.
Increased expression of the CFTR protein was confirmed by visualization of this
protein by optimized immunofluorescence method in both cell lines while using both

ARCA mRNA and enzyme mRNA.

CFTR protein function was studied using fluorescent probe
N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinoline (MQAE), which is quenched by
halogen ions. CFTR channel ion transport was verified using CFTR(inh)-172. This
inhibitor specifically inhibits this channel through binding on the R domain of the
CFTR protein. CFTR protein function was restored after 24h transfection of the CuFi-1
cell line by ARCA mRNA.

The bacterial adhesion of Pseudomonas aeruginosa was the last studied
method. The adhesion of P. aeruginosa on the CuFi-1 cell line should be higher due to
their changed cell surface. After 24h transfection of CuFi-1 cells with ARCA mRNA, the
adherence of P. aeruginosa strain tested was markedly reduced up to the level of

NuLi-1 cells.

In conclusion, the transfection with synthesized CFTR-mRNAs is a promising

approach for the gene therapy of CF disorder.
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1. Seznam pouzitych zkratek

AAV
Ab
ABC
Ad
AD
AMK
ARCA
ASL
ATCC
BSA
cAMP
CAR
cDNA
CF
CFRD
CFTR
CFU
CO2
CpG
CR
DABCO
DIDS
DIOS
DMEM
DMSO
dsDNA
EDTA
ENaC
FBS
FIV
GL

Adeno-asociované viry

Protilatka

,ATP-binding cassette“

Adenovirus

»2Antibody Diluent”

Aminokyselina

»2Anti-reverse cap analog!

»2Airway surface liquid“

»~American type culture collection”
Hovézi sérovy albumin

Cyklicky adenosin monofosfat

,Coaxie virus and adenoviral receptor”
Komplementarni DNA

Cysticka fibroza

,Cystic fibrosis related diabetes”

,Cystic fibrosis transmembrane regulator”
,Colony-forming-unit”

Oxid uhlicity

Sekvence cytosin-pyrimidin-guanin
Ceska republika
1,4-diazabicyklo-[2,2,2]-oktan
»4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid”
Distalni intestinalni obstrukcéni syndrom
,Dulbecco’s modified eagle’s medium*
Dimethylsulfoxid

Dvouretézcova DNA
Ethylendiamintetraoctova kyselina
»Epithelial Na* channel”

Fetalni bovinni sérum

,Feline immunodeficiency virus“

Glykolipid
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GP
GTA
HEPES
HIV
HSPC
ICAM
IKEM
IL

ITR
IVT
L-M-MAX
LHC
LV
MQAE
mRNA
MSD
NBD
NF

NK
NKCC
NTP
ORCC
PBS
PEG
PEI
PKA
PKC
PNA
Poly(A)
Poly-K
PTM
rAAV

Glykoprotein

,Gene transfer agent”
,N-2-hydroxyethylpiperazine-N‘-2-ethanesulfonic acid“
,Human immunodeficiency virus“
,Hematopoietic stem and progenitor cells”
Intercelularni adhezni molekula

Institut klinické a experimentalni mediciny
Interleukin

sInverted terminal repeats”

In vitro transkripce

,Lipofectamine™ MessengerMAXT™*“
,Laboratory of human carcinogenesis”
Lentivirus
»N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium*
Messengerova ribonukleova kyselina
Membranu prostupujici doména
Nukleotid-vazajici doména

Nuklearni faktor

Nukleova kyselina

»,Na*/K*/2Cl- cotransporter”

Nukleosid trifosfat

,Outwardly rectifying Cl- channel”
,Phosphate buffered saline“
Polyethylenglykol

Polyethylenimin

Protein kinasa A

Protein kinasa C

,Peptide nucleic acid”

Polyadenylat

Poly-L-lysin

Pre-terapeuticka RNA molekula
Rekombinantni AAV
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RD
ROMK
RPM
SAM
Sec-R
SFHR
ssDNA
TB
TLR
™
TNF
uv

Regula¢ni doména

»,Renal outer medullary K* channel”
Otacky za minutu

A-adenosylmethionin

,Serpin-enzyme complex receptor”

»2omall fragment homologous replacement”
Jednoretézcova DNA

Trypanova modr

»Toll-like“ receptor

Transmembranovy segment

Tumor nekrotizujici faktor

Ultrafialové zareni
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2. Uvod

Cysticka fibréza je dédicné onemocnéni, které je zplisobeno mutaci v genu
kédujicim CFTR protein (z angl. ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator”). Pokud dojde k mutaci daného genu, je ovlivnéna produkce, ale i funkce
tohoto proteinu na membrané, kterou je transport chloridovych ionti pftes
membranu bunky. Z tohoto diivodu se u takovych jedincl nasledné rozvijeji vazné
zdravotni komplikace. Tato prace se zabyva moZznou opravou CFTR proteinu v buiice

pomoci genové terapie.

2.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) patii mezi nejcastéjsi geneticky podminéna onemocnéni,
vramci indoevropské populace se rofné udava vyskyt jednoho ditéte s CF na
2500 - 4 500 novorozenct, v neevropskych populacich je vyskyt vyrazné nizsi. Od
roku 2009 je v Ceské republice zaveden celoplo$ny novorozenecky screening tohoto
onemocnéni, diky cemuz byl stanoven jeho vyskyt na 1:6330, coZ odpovida spiSe
vzacnému onemocnéni. V roce 2014 byl pocet registrovanych pacientii v CR pies 580

[1,2,3].

Toto onemocnéni je zplsobeno mutaci pouze vjediném genu, je tedy
monogenni. Jednd se o autozomadlné recesivni typ dédiCnosti, tato dédi¢nost je
zndzornéna na obrazku €. 2.1 na strané 14. CF nastava, pokud pacient, homozygot, od
kazdého z rodict, ktefi jsou heterozygoty, ziska alelu s danou mutaci zpisobujici toto
onemocnéni. Mutace se muize vyskytovat pouze na autosomech somatickych bunék,
tedy na jejich nepohlavnich chromosomech. Pravdépodobnost, Ze se CF u
novorozence objevi, je 1:3. Pfiblizné kazdy 27. ¢lovék v CR je zdravym pienasecem

mutace v CFTR genu [1, 3, 4].
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? ‘ Zdravypfenaéeﬂ
A a A a

A a A a a a
Zdravy Zdravy prenased Nemocny
Jedmec 0% jedinec
(25%) (25%)

vvvvv

zdravych jedincu, ktefi jsou prenaseci nemoci a kazdy z nich ma jednu normalni a jednu
mutovanou alelu, bude potomek bud zdravy (25% pravdépodobnost), nemocny CF (25%
pravdépodobnost) nebo bude opét zdravym prenasec¢em nemoci (50% pravdépodobnost)

[1, 4]. Pfevzato a upraveno z [5].

2.1.1 Historie onemocnéni

Prvni priznaky CF byly popisovany jiZ ve stredovéku, a to zejména slana chut
potu déti. Vroce 1595 sepsal P. Pauw prvni zpravu o jedenactileté divce s téZkymi
patologickymi zménami pankreatu. DalSimi zminkami, které mohou byt spojovany
s CF, jsou pak napf. steatorea, mekoniovy ileus a bronchopneumonie. V roce 1938
byly poprvé presné definovany piiznaky D. Andersonovou, ktera toto onemocnéni
nazvala cystickou fibr6zou pankreatu. V tomto roce byla CF také poprvé rozpoznana u
ditéte, které se dozilo 11 let - v této dobé vétsSina déti s timto onemocnénim umirala

béhem prvniho roku Zivota [1, 6].

Po skonceni druhé svétové valky se vice objevuji zminky o pacientech
s onemocnénim plic, prijmy a pankreatickou insuficienci, a proto S. Farber zavedl
oznaceni ,mukoviscidosa“, aby upozornil na to, Ze se nejednd pouze o onemocnéni

slinivky, ale i dalSich organi s tvorbou hustého hlenu. Béhem dalsich let P. Di Sant’
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Agnese zjistil, Ze pacienti mohou mit pfi tomto onemocnéni i normalni exokrinni
funkci slinivky. Mimo to také zjistil, Ze déti s CF jsou nachylni na horké podnebi, ve
kterém mohou upadat do teplotniho Soku a byt téZce dehydratované. Proto zacal
studovat jejich pot, ve kterém se vyskytuje mnohem vice soli, nez u zdravych jedincg,
coZ mélo velky vyznam pro diagnostiku tohoto onemocnéni. Vznikl diky tomu potni
test, neboli pilokarpinova ionoforéza, pri které dochazi ke stimulaci potnich zZlaz a ke
stanoveni mnozstvi chloridii v potu. Diky zlepSujicim se znalostem tykajicich se CF
dochazi béhem let k postupnému prodluzovani Zivota pacienti. Dnes se pacienti s CF

dozivajiivice nez35let[1, 7, 8].

Prof. M. Quinton, ktery sam trpél CF, objevil, Ze permeabilita bunécnych
membran pro chloridové ionty je pii tomto onemocnéni defektni, coz byl dalsi
zasadni krok ve vyzkumu CF. Gen kdédujici CFTR protein byl lokalizovan roku 1987 a
v roce 1989 identifikovan [1, 9-12].

2.1.2 Projevy a priznaky CF

CF je multiorganové onemocnéni, pri kterém jsou postiZzeny zejména dychaci
cesty a pankreas, dale pak gastrointestinalni trakt, pohlavni Zlazy a dalsi organy.
V téchto organech Casto dochazi k tvorbé hustého hlenu, ktery zhorsuje jejich funkci.
Nejcastéjsi pricinou smrti je kardiovaskularni a respiracni selhani spolu s poSkozenim

plic [1, 2, 13]. Projevy typické pro CF jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2.2 na strané 16.

Témeér vsichni pacienti maji slanou chut potu, dochazi k vylu¢ovani zvyseného
mnozstvi chloridd a sodnych ionti a to az 5x vice neZ u zdravych jedinci. S vékem se
koncentrace chloridii v potu zvysuje, na kiiZi pacientli se mohou tvorit i krystalky soli.
Pokud je koncentrace u ditéte vyssi nez 60 mmol/l, u dospélého 70 mmol/l, jedna se s
velkou pravdépodobnosti o CF. Pokud je koncentrace nizsi, priblizné 40 - 60 mmol/],
mizZe se jednat o mirnou formu CF, tedy tzv. mirnou mutaci genu CFTR [1, 2, 9, 13,

14].

U novorozenci je nejcastéjSim projevem mekoniovy ileus. Mekonium, neboli
smolka, je prvni obsah stiev novorozence. Je tvoreno hlenem, ktery je u novorozenct

s CF velmi husty. Miize tak dojit k ucpani dolni casti tenkého stieva, mekonium
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nemiuZe byt vylouceno, dité zvraci a velmi rychle se zhorSuje jeho stav. DalSimi
projevy byvaji déle trvajici novorozenecka protrahovana Zloutenka vyvolana

cholestazou a malnutrice jedince [1, 2, 13].

Chronicka

sinusitida Nasalni polypy

Opakovane infekce Abnormalni
dolnich dychacich sekrece potu
cest (zvySené
mnozsivi
L sodnych a
Bronchiektazie chloridovych
iontd)

Onemocnéni

jat
jater Pankreaticka

o insuficience
hypertenze :
Zluénikové Diabetes
kameny

Palickaovité
prsty
Distalni intestinalni
obstrukéni syndrom
Osteopordza

Steatorea

Infertilita u
muZ

Artritida

Obrazek €. 2.2: Typické projevy souvisejici s CF. Pfevzato a upraveno z [15].

2.1.2.1 CF a dychaci cesty

NejzavaznéjsSim projevem CF je postiZeni plic a dychaciho ustroji, coZ je i
nejcastéjsi pricinou umrti (asi 90 % pacientii). Nejcastéji se vyskytuji vyristky - nosni
polypy, sinusitidy (zanéty vedlejsich nosnich dutin), zanéty priadusek nebo plic. Na
povrchu hornich a dolnich dychacich cest se vyskytuje tzv. povrchova plicni tekutina

(ASL, z angl. airway surface liquid“), ktera se pti CF zasadné méni. Absence CFTR

proteinu zpusobuje hyperabsorpci Na* iontii skrze kanal ENaC (viz niZe), a tim i vody
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z ASL do bunék. Tim se snizuje mnozstvi ASL, kterd slouzi zejména jako mechanicka
ochrana plic pred necistotami. Dochazi tak ke zhorseni mukociliarni clearance, neboli
odstraniovani necistot hlenem smérem ven z téla, a endogenni antimikrobialni funkce
ASL. Vytvari se zde velmi husty hlen, ktery se na sliznici hromadi a zabranuje pohybu
rasinek, které maji na starost prvotni obranu dychacich cest. Bakterie se zde z tohoto
dtivodu snaz usazuji, dochazi k infekci a ndslednému zanétu. Rozdil zdravych a CF plic

je znazornén na obrazku ¢. 2.3 [1, 2, 6, 13, 16-9].

a) Na+ CI. H2O b) -l-llll!.l!ll.ll.i-llloll

Al AN ARA

S — AN i l A A
NaK L v NaK pumpa . ., YR
pumpa iy ‘

Obrazek €. 2.3: Rozdil sloZeni a objemu povrchové plicni tekutiny (ASL) ve zdravych a CF
plicich. a) U zdravého &lovéka dochdazi k normélnimu transportu Na* a Cl” iontd — CFTR
kanal redukuje funkci ENaC kanalu. b) U pacienta s CF je CFTR kanal nefunkéni a funkce
ENaC kanalu je tak zvy$end — dochazi k hyperabsorpci Na® iontli a vody z ASL, diky ¢emu?

je jeji objem redukovén. ENaC — epitelidlni Na* kanal. PFevzato a upraveno podle [20].

2.1.2.2 Imunitni systém a infekce dychacich cest u pacientii s CF

Pfi CF je obrana imunitniho systému nedostatec¢nd, je omezena fagocytéza a
ucinnost defensint je sniZena. Je zvySena produkce prozanétlivych cytoking, jako jsou
napt. interleukiny IL-1, IL-6, IL-8 nebo tumor nekrotizujici faktor TNF-a, coZ je
zplUsobeno zvySenou aktivitou transkripcniho nuklearniho faktoru NF-B. Naopak
produkce protizanétlivych cytokinti, zejména IL-10, je sniZena. Dochazi ke zvySeni
mnozstvi neutrofilii v dychacich cestach, ty pak produkuji nadmérné mnozZstvi

prozanétlivych faktori (IL-8, leukotrieny) a kyslikovych radikalii a je u nich potlacena
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apoptéza. Mimo to dochazi knadprodukci prozanétlivého faktoru ICAM-1, ktery
prispiva k perzistenci zanétu. Produkty leukocytl ni¢i stény dychacich cest a
prispivaji ke vzniku bronchiektazii (vyduté na priduskach). Z odumielych leukocyti
hlenu dochazi kztzeni dychacich cest, coz miize vést az kjejich obstrukci, miize

nastat i fibrotizace plicniho parenchymu [21-25].

Pii infekci dychacich cest nejprve dochazi k napadeni virem, ktery narusi
dychaci sliznice, diky ¢emuz se zde snadnéji usazuji bakterie. Nejrozsirenéjsi mikroby
typické pro CF jsou Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae a Pseudomonas
aeruginosa, méné pak Burkholderia cepacia. Mimo to se u starSich pacienti vyskytuji i
fungi Aspergillus fumigatus nebo Candida albicans. Jako prvni bakterie se u mladych
pacientii objevuje S. aureus a H. influenzae, ktera je nejcastéjsi bakterii vyskytujici se
v dolnich dychacich cestach. P. aeruginosa se objevuje az v pozdéjSim véku.
U pacientt s CF, na rozdil od zdravych jedincti, zplisobuje zavazné infekce s poruchou
imunity. Chronicka infekce touto bakterii zptisobuje zhorseni funkce plic a poskozeni

dychacich cest srozvojem bronchiektazii. B. cepacia je pravdépodobné

vivs

vevs

zplUsobené bakterii P. aeruginosa [1, 2, 6, 13, 16, 21, 22, 24].

Respiracni epithelium je pokryto kontinudlnim filmem, tzv. mukus, ktery
u zdravych jedinci slouZzi jako prvotni obrana proti infekcim. U pacientti trpicich CF je
jeho sloZeni a objem zménén, a tak je usnadnéna adheze bakterii na epitelidlni buriky.
Pii bakteriadlni adhezi dochazi kvazbé povrchovych struktur mikroorganismi a
proteint nebo sacharidi na povrchu plazmatické membrany bunék. V submukéznich
zlazach priadusek jsou produkovany glykoproteiny muciny, které slouzi jako
receptory, na které se bakterie vaZou prostiednictvim adhezinti, predevsim lektint.
U pacientt trpicich CF dochazi k abnormalni glykosylaci (zména sulfatace, fukosylace,
sializace) sekretovanych a v membrané vazanych mucing, a tim ke zvySeni bakterialni

adheze. P. aeruginosa a dalSi patogeny obsahuji specifické glykosidasy, které jsou
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schopné zménit glykosylaci mucinl hostitelskych bunék a nasledné se na né snadnéji

navazat [26-28].

Bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa patfi mezi gram-negativni tycinkovité bakterie
dlouhé 1,5 - 3 pm, které zptlisobuji nemoci u rostlin i zvirat. Tato vSudypiitomna
aerobni bakterie je rezistentni k vétSiné antibiotik a vyskytuje se u mnoha zavaznych
onemocnéni, jako je napf. pneumonie, zanét mocovych cest a stredniho ucha,
popaleniny, autoimunitni onemocnéni nebo CF. Mimo to je schopna tvorit biofilm,
diky kterému je chranéna pred fagocyty a antibiotiky. Jako virulen¢ni faktor pouziva
exotoxin A, ktery inaktivuje eukaryoticky elongacni faktor 2, diky ¢emuz nedochazi
k proteosyntéze. Uvnitr téla se vyskytuje v anaerobnich podminkach - syntetizuje
vys$i mnozstvi algindtu a méni strukturu své vnéjsi membrany, ¢imz se stava jesté
vice rezistentni. Produkuje také vyssi mnozstvi extracelularnich proteas, které nici

okolni tkané, a 2 pigmenty - fluorescen¢ni pyoverdin a modry pyocyanin [27, 29-31].

2.1.2.3 CF a travici ustroji

Kromé dychacicho ustroji byva ovlivnéno i travici tstroji, zejména pankreas,
stfeva, jatra a Zlucnik. Stémito problémy také casto souvisi neprospivani,
hypoproteinémie a deficit vitamind. U pacienti sCF casto dochazi
k gastroezofagedlnimu refluxu, kdy neni dostate¢né sevien svéra¢ mezi jicnem a
zaludkem, coZ zplsobuje navrat obsahu Zaludku - tzv. paleni Zahy. Velmi Casto je
poruSeno traveni vlivem pankreatické insuficience, kdy nejsou vylucovany enzymy
(trypsin, lipasa, amylasa) a bikarbonat kvili vyskytu hlenu ve vyvodech pankreatu.
NedostateCnost mtze byt zplisobena poruchou zevni sekrece pankreatu,
pankreatitidou nebo diabetem souvisejicim s CF (CFRD - z angl. ,cystic fibrosis
related diabetes*), kdy je postupné sniZovana produkce inzulinu. Insuficience se mtize
objevit aZ v pozdéjSim véku, u lehc¢ich mutaci byva zevni sekrece pankreatu
zachovana. S CF také souvisi vyskyt distalniho intestindlniho obstrukéniho syndromu
(DIOS), pri kterém nastava ucpani stireva hustym hlenem. Prolaps rekta a steatorea se
mohou objevit uzZ u kojencii a batolat. Stolice je Castd, zapacha a dochazi k vyluc¢ovani

vétsStho mnozstvi lipidli z divodu jejich Spatného nebo nedostate¢ného vstiebavani.
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Jak uZ bylo zminéno, u novorozenctu se €asto objevuje mekoniovy ileus, pii kterém
miiZe dojit k ucpani stfev novorozence. Toto postiZeni je tieba feSit velmi rychle,
nejcastéji operativné. Dalsi poruchou traviciho tustroji miize byt postizeni jater a
ZluCovych cest, mohou se objevovat i Zlu¢nikové kameny (10 - 20 % nemocnych).
Ve ZluCovodech je Zluc vice zahusStovana, coz vede k zanétu jaternich bunék a k tvorbé

vaziva, nasledné muze dojit az k cirrhéze [1, 2, 13].

2.1.2.4 Dalsi postizené orgdany

U 98 % muzi se projevuje infertilita, kterd je zplisobena obstruktivni
azoospermii, kdy chybi vyvody nadvarlat. U Zen miZe byt plodnost vlivem vyskytu
hustého hlenu v pohlavnich cestach sniZena. U pacientti s CF se také mimo jiné miize
rozvijet osteopordza a artritida. Typickym projevem CF jsou také palickovité prsty.
Pacient ma zaoblenéjsi nehty (tvar hodinového skli¢ka) a klouby, coZ pravdépodobné

souvisi s nedostatecnym okyslicovanim krve [1, 2, 6, 13, 32-34].

2.2 Struktura a vyskyt CFTR proteinu

Jak jiz bylo teceno, CF je zplsobena mutaci v CFTR genu, ktery kdduje
stejnojmenny protein. Volné by se nazev dal prelozit jako regulator
transmembranové vodivosti iontd. Gen je uloZzen na dlouhém raménku
7. chromozomu (konkrétné 7q31.2) a sklada se z 27 exont. Vysledny protein je slozen
z 1480 aminokyselin a molekulovd hmotnost plné maturovaného proteinu je
priblizné 170 kDa [1, 6, 35]. Struktura CFTR proteinu je zndzornéna na obrazku ¢. 2.4

na strané 21.
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Obrazek €. 2.4: Schéma CFTR proteinu [36].

Vyskytuje se na apikalni strané plazmatické membrany epitelidlnich bunék,
napi. dychacich cest, pankreatu nebo stfev. U bunék potnich Zlaz se vyskytuje i
na basolateralni strané. Mimo to se nachazi i u organti, které nepatii mezi epitelialni,
jako jsou napft. buniky srdce, mozku, jater a ledvin [1, 35, 37, 38]. Obsahuje 5 domén -
2 membranu prostupujici domény (MSD1 a MSD2 - z angl. ,membrane-spanning
domain“), kazda je sloZena z Sesti transmembranovych segmenti (TM1 - TM12 -
z angl. ,transmembrane segment”) tvoricich kanal pro transport iontli, 2 nukleotid
vazajici domény (NBD1 a NBD2 - z angl. ,nucleotide-binding domain®), které jsou
schopné hydrolyzovat ATP, a 1 regula¢ni doménu (RD - z angl. ,regulatory domain®),
ktera obsahuje nékolik fosforylacnich mist. RD a obé NBD se nachazeji v cytoplazmé
buriky. CFTR protein je soucasti ATP-vazajicich transportnich proteint (ABC - z angl.
,ATP-binding cassette”), je oznaCovan jako ABCC7, které vyuzivaji ATP pro transport
daného substratu pres membranu [1, 6, 35, 39-41].

Pro aktivaci kandlu je Kklicova fosforylace serinovych zbytki na RD
prostrednictvim protein kinasy A (PKA), ktera je regulovana koncentraci cyklického
adenosin monofosfatu (cAMP) v buiice [6, 39, 42, 43-45]. Fosforylace miize byt

zprostredkovana i jinymi kinasami, napt. protein kinasou C (PKC) a tyrosin kinasami
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Src [38]. Zaroven je nutna hydrolyza ATP doménami NBD. Nasledné dochazi
k dimerizaci NBD domén, posunu regula¢ni domény a tim k otevieni kanalu
pro prichod chloridii podle elektrochemického gradientu [6, 40, 44-46]. Popsané

procesy jsou znazornény na obrazku ¢. 2.5.

Vné
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Obrazek ¢. 2.5: Schéma otevirani CFTR kandlu. a) Pro otevieni kandlu je nutna fosforylace
regulaéni domény a zaroven hydrolyza ATP prostfednictvim domén NBD, které nasledné
dimerizuji. Dochazi k posunu R domény a otevieni kanalu pro prichod chloridovych iontd.
Prevzato a upraveno z [6]. R — regulacni doména, NBD — nukleotid-vazajici doména, MSD —
membranu prostupujici doména, Pi — anorganicky fosfat, R-P — fosforylovana regulacni

doména.

2.2.1 Funkce CFTR proteinu

CFTR protein hraje velmi dutlezitou roli v transepitelidlnim transportu tekutin
a transportu elektrolytd - funguje jako iontovy kanal a zaroven ovliviiuje funkci
dalsich iontovych kanalli a transportérii na membrané epitelidlnich bunék. Jeho
hlavni funkci je prenos chloridovych iontii pres membranu. U potnich zZlaz stimuluje
reabsorpci soli, zatimco u intestinalnich, pankreatickych a respirac¢nich epitelidlnich
bunék stimuluje sekreci chloridd (Cl) a hydrogenuhli¢itanovych iontt (HCO3).
Mimo to je schopen transportovat také glutathion a ATP [6, 35, 37, 38, 47]. Zminéné
procesy jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2.6 na strané 23. Mezi dalSi funkce tohoto
proteinu patii regulace aktivity akvaporint, které ovliviiuji transport vody skrze
membranu bunék, regulace intracelularniho pH, zanétlivé odpovédi nebo apoptozy

[35,37, 42, 47, 48].
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Obrazek ¢. 2.6: Schéma multifunkénosti CFTR proteinu. (1) Pfenos chloridd, (2) usnadnéni

prenosu ATP do extraceluldrniho prostoru, (3, 4, 5) ovlivnéni kanalt ENaC, ORCC, ROMK-2.
ENaC — epitelidlni Na* kanal, ER — endoplazmatické retikulum, ORCC — kanal pfenasejici CI’
z buiky, ROMK-2 — rendini kandl nevyskytujici se v dfeni ledvin a pFfenasejici K™ ionty.

Pfevzato a upraveno z [47].

Mezi kandly, které CFTR protein ovliviiuje, patii zejména epitelidlni kanal
ENaC (z angl. ,epithelial Na* channel“), kanal ROMK (z angl. ,renal outer medullary
K* channel“) a kanal ORCC (z angl. ,outwardly rectifying Cl- channel“). Transport
sodnych a chloridovych iontl spolu silné souvisi, a proto je prvni zminény kanal
velice dulezity pro vyrovnani elektrochemického potencidlu - CFTR protein inhibuje
funkci ENaC kanalu, ktery transportuje Na* ionty do buriky. ROMK kanal ma nékolik
izoforem vyskytujicich se jak v ledvinach, tak v plicich. Vyskytuje se na basolateralni
strané membrany a podili se na homeostazi K*iontd, které sekretuje z buiiky ven.
Hraje také vyznamnou roli v udrZovani rovnovahy mezi Cl- a Na* ionty v dychacich
cestach. Prostrednictvim kanalu ORCC dochazi k sekreci Cl- iontG z bunky. Tento
kanal je stimulovan cAMP-dependentni PKA a PKC, regulace kinasami zavisi
na extracelularni koncentraci ATP, ktera je zajiStovana pravé CFTR proteinem, jenZz

transportuje ATP z buiiky ven [6, 47].

Pohyb chloridi skrze CFTR kanal probiha pouze diky elektrochemickému

potencidlu, ktery zavisi na absorpci Na* ionti pies kanal ENaC. Chloridové ionty jsou
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nejprve transportovany pies basolaterdlni membranu vyménou za HCO3- ionty nebo
kotransportem, ktery zprostiedkovava protein NKCC1 (,Na*/K*/2Cl- cotransporter®)
- 2 ionty CI jsou vyménény za Na* a K* ion. Chloridy jsou nasledné sekretovany
z bunlky ven pres apikalni membranu skrze CFTR kanal nebo kanal, ktery je zavisly

na intracelularni koncentraci vapenatych iontt (,,Ca2+-dependent channel“) [43, 48].

2.2.2 Mutace CFTR genu

Jak jiz bylo feCeno, CF je zplsobena mutaci vgenu CFTR, ktery je
za normalnich okolnosti exprimovan na CFTR protein a transportovan na membranu,
kde slouZi jako kandal pro prenos chloridi. Pokud vSak dojde k mutaci zminéného
genuy, je ovlivnéna produkce, aktivita i stabilita proteinu, ktery miiZe byt v membrané
méné funkéni nebo i zcela nefunkéni [35, 42, 43]. Zaroven je protein CFTR u pacienti

s CF exprimovan v mensi mife nez u zdravych jedinct [21].

V soucasnosti je identifikovano vice neZz 2000 mutaci CFTR genu, podle
databaze www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage. Nejcastéjsi pricinou mutaci
byva zaména aminokyselin (42%), dale miZze byt vloZzen jeden nebo nékolik
nukleotidd do ptivodni sekvence (23%), ¢imZ nastane zména Cteciho ramce. Muze
také dojit k vytvoreni stop kodonu z ptvodniho kodonu dané aminokyseliny (17%)
nebo k abnormalnimu sestfihu exont (12%). Nejméné pak dochazi k vynechani nebo
k pridani nasobku 3 part bazi DNA, pii které ale nedochazi ke zméné ¢teciho ramce
(6%). Mutace jsou nejcastéji lokalizovany v prvni poloviné proteinu, zejména v MSD1

a NBD1, zatimco napt. na R doméné se témér nevyskytuji [1, 6].

2.2.2.1 Tridy mutaci genu CFTR

Mutace CFTR genu se obecné déli na tézké (L., I1., II1. tiida) a lehké (IV., V. trida)
podle funkcni aktivity vin vitro bunécnych modelech. Existuje 5 zakladnich trid
mutaci rozdélenych podle efektu, ktery maji na syntézu a funkci CFTR proteinu.
Rozdéleni do téchto tiid je shrnuto v tabulce ¢. 2.1 na strané 26. Pozdéji byly tridy

rozSiteny o dalSi dvé (sniZena tvorba plné funkéniho proteinu a sniZeni funkce
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ostatnich iontovych kanalii), které jsou ale povazovany za nadstavbové [1, 6, 21, 25,

49, 50].

Trida 1
Produkce CFTR proteinu je sniZena nebo je zcela defektni. Vznika nefunkéni
nebo Spatné sbaleny protein, ktery neni dopraven na membranu. Nejcastéji dochazi

vvvvvv

ukonceni prepisu [6, 50, 51].

Trida Il

Dochazi ke Spatnému zpracovani proteinu béhem jeho sbalovani. Mutace
mohou byt nalezeny v kterékoli doméné CFTR proteinu. Protein je nadmérné
glykosylovan, tudiZ Spatné sbalen, zadrZzen v endoplazmatickém retikulu,

translokovan do cytoplasmy, oznacen ubikvitinem a degradovan v proteazomu [6,

50].

Trida 111

Tyto mutace se Casto vyskytuji v ATP-vazajicich doménach (NBDs) a jedna se
o mutace souvisejici soteviranim kanalu. Protein je dopraven na membranu
vnormalnim mnozZstvi, avSak neni regulovan prostfednictvim proteinkinasy A,

respektive ATP/cAMP, a nedochazi k pienosu chloridt pies membranu [6, 50, 52].

Trida IV

Tyto mirnéjSi mutace se vétSinou nachazeji v MSD, které tvori por kanalu.
Protein je dopraven na membrdnu vnormdalnim mnoZstvi, zajiStuje
cAMP-dependentni prenos chloridii pfes membranu, avsak se snizenou vodivosti.
Uvnitf kanalu totiZ chybi zaporné nabité aminokyseliny a ionty proto interaguji
s kladné nabitym proteinem [6, 50, 53].

Trida V

U posledni skupiny mutaci, které se také radi mezi mirné, je snizené mnozstvi
funk¢niho proteinu CFTR v membrané. VétSinou je ovlivnén pre-mRNA sestrih, kdy je

celkové nebo casteCné vystriZzen exon a C-konec proteinu je nestabilni. Vjiném

pripadé je zachovana produkce normalni mRNA, avSak v mens$i mire[6, 50].
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Tabulka ¢. 2.1: Klasifikace mutaci CFTR proteinu [1, 6, 42, 49].

Jzigze Priklady mutaci Zmény oproti spravné fungujicimu proteinu
I G5z\1/3>1<,21;g)5(3x, Defektni syntéza proteinu.

Il F508del, N1303K Defektni sbaleni proteinu.

i G17%§’5G1555 1D, Defektni regulace proteinu.

v G31§§'31:\1A} 7H, SniZeny pienos chloridd pies membranu.

% 33%47924-%2 llj; g:g’ SniZené mnoZstvi proteinu na membrané.

Nejcastéjsi a vlibec prvni odhalenou mutaci genu CFTR je delece 3 bazi
v 10. exonu, kterd zpusobuje ztratu fenylalaninu v pozici 508, konkrétné na NBD1.
Doména je Spatné sbalena a energeticky a kineticky nestabilni. Tato mutace je
oznacovana jako F508del, nebo také AF508, a nachazi se priblizné u 70% pacienti
trpicich CF, a to jak celosvétové, tak v Ceské republice. Protein neni dopraven
na membranu - je Spatné sbalen a zadrZzen v endoplasmatickém retikulu a posléze je
degradovan v proteazomu [2, 21, 36, 38, 42, 43, 50, 54]. V Ceské republice se ve vyssi
mire vyskytuji jeSté mutace typu G551D a CFTRdel21kb. Ostatni mutace jsou spiSe
vzacné a jen nékteré byly identifikovany u vice nez 100 pacientd. Tyto vzacné mutace

maji v§ak vysokou incidenci u izolovanych populaci [6, 55].

2.3 Genova terapie CF

Cilem genové terapie CF je izolovat CFTR gen, dopravit ho v dostatecném
mnozstvi do postizenych bunék a vyuZit genovou transfekci pro jeho expresi
v cilovych bunkach tak, aby u vysledného proteinu byla zachovana jeho normalni
funkce. Exprese CFTR komplementdrni DNA (cDNA) mize byt sledovana
molekularnimi nebo elektrofyziologickymi technikami. Nejcastéji postizenym
organem u CF jsou dychaci cesty, a proto se genova terapie zaméruje pravé
na epitelialni bunky tohoto organu. Vyhodou je, Ze pripadné vyvinuta 1é¢iva mohou

byt podavana inhala¢né [56-61].
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Po identifikaci CFTR genu se zdala CF jako idedlni onemocnéni, které by se
dalo 1éc¢it genovou terapii - mutace je pouze v jediném genu a plice jsou snadno
pristupné. Avsak Zadné Kklinické studie zatim neprokazaly Uplné napraveni defektl

této nemoci [56-61].

2.3.1 Genova terapie prostrednictvim DNA

V pripadé genové terapie pomoci DNA je pro transfekci epitelidlnich bunék
vyuzivana synteticky pripravena CFTR cDNA, kterd je uvniti bunikky dopravena
do jadra. Pri pouZiti ,holé“ cirkularni plazmidové DNA bylo dosaZeno pouze nizkého
stupné transfekce, v plicich je netcinna a zaroven je uvniti bunky degradovana
endonukleasami. Proto se zacaly vyuZivat nosice (GTA, z angl. ,gene transfer agents*)

virové i nevirové povahy [56-61].

Takové nosice musi byt schopné pojmout DNA, kterd obsahuje opraveny gen a
regulacni elementy, a musi byt cileny do respiracnich epitelidlnich bunék. Mimo to je
nutné, aby exprese opraveného proteinu trvala po cely zZivot pacienta. To muze byt
zajiSténo vybranim takového nosice, u kterého je mozné opakované podani, nebo

transfekci kmenovych bunék, coz je ale velice obtiZné a naro¢né [56-61].

2.3.1.1 Virové genové nosice

Prvni volbou genové terapie pro prenos pozadovaného genu do cilovych
bunék byly virové nosice. Maji tu schopnost, Ze snadno infikuji dychaci cesty,
pronikaji do bunék a exprimuji v nich svou genetickou informaci. Jako prvni byly
pouzity adenoviry (Ad) a adeno-asociované viry (AAV), jejichZ receptory se vSak
vyskytuji na basolateralni membrané a proto nemohou byt pouzity in vivo. Z tohoto
divodu byly jejich povrchy modifikovany, aby byl mozny kontakt s apikalni
membranou. Také byly pouZity jiné sérotypy viru [57-59, 61, 62].

Obé formy vektora vSak vyvolavaji odpovédi imunitniho systému, zanét nebo

cytotoxicitu, coz muize vést k anafylaktickému Soku az smrti pacienta. Nevyhodou
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AAV je také neschopnost pojmout velkou CFTR cDNA. Proto byly vyuZity napt. dva
riizné vektory, které byly spojeny az in vivo [57-59, 61, 62].

Adenovirdlni vektory

Adenovirus (Ad) je neobaleny dsDNA virus s genomem o velikosti priblizné
40 kb. Viralni kapsida nejprve interaguje s CAR receptorem (z angl. ,Coaxie virus and
adenoviral receptor”) a nasledné i s integrinovymi koreceptory. Po vstupu do bunky
unika endosomu a vstupuje do jadra prostiednictvim mikrotubuldi, resp. nuklearnich
port, kterymi dovnitf vpravuje sviij genom. Tento virus napada Siroké spektrum
bunék vcetné respiracnich epitelidlnich bunék, makrofagii, hepatocytli nebo gliovych
bunék. Zptlisobuje infekce dychacich cest, jater, ledvin a mocovych cest [57, 58,

61- 64].

U prvni generace Ad vektorl doslo k deleci urcité c¢asti genomu, diky cemuz
doslo ke sniZeni mnoZstvi proteinti na membrané a zaroven ke snadnéjsimu sbaleni
vektoru. Bohuzel nebylo tento vektor moZné pouzit plicni cestou. Jednim z divodi
byla, jak jiZz bylo feCeno, pritomnost Ad-receptoru na basolaterdlni strané
respiracnich epitelidlnich bunék. Mimo to vektor zpiisobil reakce imunitniho systému,
zanét a cytotoxicitu. Proto byla vyvinuta druha generace Ad vektort, u kterych doslo
k deleci dalSich ¢asti genomu, aby byla sniZena toxicita. Exprese CFTR byla ale pouze
docasna (30 - 45 dni) a stale dochazelo k humoralni i adaptivni reakci imunitniho
systému pacientl. Dal$i modifikace Ad vektorli vedly ke zvySeni exprese, ktera byla
zaroven dlouhotrvajici (15 tydni), a sniZeni toxicity deleci vSech virovych proteint.
Pro prinik Ad skrze basolateralni membranu byl pripojen k molekule
lysofosfatidylcholin, ktery zpisobil naruseni tésnych spoji mezi bunnkami a zaroven
dopraveni vektoru na dané misto. Transfekce vSak byla nizka a kvili naruseni tésnych
spoji hrozil priinik patogend na basolateralni membranu bunék. Zaroven byla stale
zvySena adaptivni humoralni odpovéd imunitniho systému. Z toho divodu byl
nasledné Ad vektor stericky obalen polyethylenglykolem (PEG), coZ sniZilo imunitni

odpoveéd protilatek a T-bunék [57, 58, 62-64].
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AAV vektory

Adeno-asociované viry (AAV) jsou malé neobalené ssDNA viry, které patii
krodiné Parvoviridae o velikosti genomu 4,7 kb s pozitivni i negativni polaritou
vlakna DNA. Vektor je sloZen z promotoru transgenu s polyadenyla¢nim signalem
obklopenym sekvencemi ITR (z angl. ,inverted terminal repeats“) a ze separovaného
plasmidu obsahujictho AAV a pomocné virové proteiny. Rekombinantni AAV (rAAV)
je moZno pouzit pro transfekci nedélicich se bunék (napt. bronchidlni epitelidlni
buiiky), nezplisobuje toxicitu ani neni patogenni. AAV se mohou délit na nékolik
sérotypi (AAV1, AAV2, ..), které se liSi svymi antigennimi vlastnostmi. Pfi pouziti
AAV2 je nevyhodou, Ze mnozstvi receptorii na apikalni membrané je malé a detekce
mRNA je nizkd. Opét dochazi k adaptivni odpovédi imunitniho systému.
Pri modifikaci povrchu pomoci PEG je zvySena ucinnost AAV2 a je mozné opakované
davkovani. Pri pouziti AAV1 je vektor uc€innéji dopraven do epitelialnich bunék. AAV6
a AAV9 lépe pronikaji do dychacich epitelidlnich bunék. Specialné upraveny vektor
(AAV5-CB-A264CFTR), u kterého byl zkracen dsek genomu koédujici TM doménu a
pouZit silny hybridni slepici beta-aktinovy promotor, vykazuje vysokou miru exprese
a zlepSeni prichodnosti chloridovych iontl skrze kanal. AAV cekaji klinické testy,

avSak lze dopredu usuzovat, Ze terapeutické ucinky budou pouze docasné [56-58,

61-63, 65].

Dalsi virové nosice

Lentiviry (LV) odvozené od HIV typu 1 (z angl. ,human immunodeficiency
virus) a FIV (z angl. ,feline immunodeficiency virus“) by mohly byt vyuZity
pro genovou terapii CF diky své schopnosti integrace do nedélicich se bunék. Zaroven
maji del$i dobu exprese, pokud je pouzit naptiklad obalovy glykoprotein GP-64 viru
chripky. Mimo to je moZné opakované podavani. Avsak existuji obavy z jejich mozné

rekombinace [56, 58, 61, 63, 65, 66].

Respiracni viry, jako napf. Sendai virus, respiracni syncytidlni virus nebo
lidsky parainfluenza virus, jsou velmi u€inné, co se tyce transfekce epitelialnich bunék
dychacich cest - dochazi k vazbé na kyselinu sialovou a cholesterol, které jsou

pritomné na apikalni strané plazmatické membrany. Tyto viry se replikuji
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v cytoplazmé, a tak nehrozi inzeréni mutageneze, tedy inzerce urcité sekvence viru
do genu hostitele. Je ale tfeba stanovit, jestli je mozné opakované davkovani [56, 58,

61, 63, 65, 66].

2.3.1.2 Nevirové genové nosice

Aby se predesSlo problémim a obavdm spojenym s virovymi vektory, byly
vyvinuty vektory nevirové povahy. Byly vytvoireny komplexy DNA s lipidy (lipoplexy)
nebo s molekularnimi konjugaty (polyplexy). Oproti virovym vektoriim jsou vSak

méné ucinné a zptisobuji cytotoxickou odpovéd’ imunitniho systému [56-58, 61-63].

Kationtové liposomy

Tyto nevirové vektory se skladdaji z kationtovych lipidd, které jsou doplnény
o cholesterol a dioleoylfosfatidylethanolamin. S DNA interaguji prostrednictvim
elektrostatickych interakci a tvori pozitivné nabité lipoplexy o velikosti v priméru
100 - 500 nm, které ucinné fazuji s membranou a prostupuji do bunék. Jejich
vyhodou je, Ze v buiice nepodléhaji nukleasové degradaci a nezaleZi na velikosti
dopravované DNA na rozdil od virovych vektori. Nevyhodou je naopak nizka
ucinnost v nedélicich se bunkach epitelu a pomala disociace lipidi z DNA, ktera brzdi

transkripci.

Byl vS8ak pripraven glykolipid GL-67, diky némuZ dochazi aZ k stonasobné vyssi
expresi DNA oproti ostatnim pouzivanym liposomim. Avsak bylo prokazano, Ze tento
lipid zplisobuje in vivo cytotoxickou odpoveéd, infiltraci plic neutrofily a zvySeni
mnozstvi prozanétlivych cytokinl. Cytotoxicka odpovéd je spojena s bakterialnimi
nemethylovanymi sekvencemi cytosin-pyrimidin-guanin (CpG), které jsou pritomny v
plazmidech DNA. Reakci 1ze zabranit odstranénim neesencidlnich CpG sekvenci nebo
inhibici jejich signaliza¢ni drahy. Methylace CpG mize snizit zanétlivou odpovéd,

avs$ak snizuje i expresi daného genu [57, 58, 61, 62, 67].
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Kationtové polymery

Posledni skupinou transfekénich nosic¢li pouzivanych pro genovou terapii CF
jsou kationtové polymery, jako napf. dendrimery obsahujici poly-L-lysin (poly-K),
polyethylenimin (PEI) nebo polyamidoamin. Reakci s DNA vznika castice, ktera je
stejné jako u liposomi pozitivné nabita, a proto snadno reaguje s negativné nabitou
membranou a zarovei je rezistentni vici intracelularnim nukleasam. Mimo to mohou

byt tyto nanocastice ucinné transfekovany do nedélicich se bunék [57-59, 61, 62, 67].

PEI-DNA polyplexy jsou pozitivné nabité castice, které vazi negativné nabité
ionty, ¢imz snizuji osmoticky potencial. Zptisobuji tak bobtnani a nasledné i praskani
endosomul. Pfi intravendéznim podani u mysi byly PEI vektory lokalizovany
preferencné v plicich a to blizko alveoldm, ale ne v epitelidlnich buinkach. Naopak
pii pouziti aerosolu byly zejména v epitelidlnich bunikach. Kvili velké molekulové
hmotnosti bohuzel PEI polymery nejsou biodegradovatelné, 5-10ndsobné zvysuji
mnozstvi prozanétlivych cytokinli a kvili jejich schopnosti nic¢it endosomy zarover

zpusobuji toxicitu in vitro i in vivo [57-59, 61, 62, 67].

Polymery obsahujici aminokyseliny (napt. poly-K) mohou byt modifikovany
tak, aby byly nasledné cileny na specifické burky. Konjugace poly-K s ligandy
pro membranové receptory, napt. sec-R (z angl. ,serpin-enzyme complex receptor”)
nebo polymerni imunoglobulinovy receptor, zprostfedkovava ac¢inny in vivo prenos
genu do dychacich epitelidlnich bunék. Pro modifikaci postrannich fetézct byl pouZit
PEG, ktery stabilizuje polymery ve fyziologickém prostredi, brani reakci imunitniho
systému na CpG sekvence a zarovein neprokazuje Zadnou toxicitu in vivo. PEG-poly K
polyplexy s DNA mohou byt podavany opakované, aniz by doSlo ke sniZeni u€innosti
vlivem imunitniho systému. U mysi bylo pozorovano casteCné opraveni transportu
chloridovych iontd u nosnich epitelidlnich bunék. Z téchto divodl jsou provadény

Klinické studie téchto polymeri [57-59, 61, 62, 67].
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Tabulka €. 2.2: Genové nosice pouzivané pro terapii CF. Pfevzato a upraveno z [58].

e Ué¢innost v | Uéinnostv Prinik do jadra  Uéinnost pii
Typ GTA ii vivo délicich se | nedélicich | vnedélicich se  opakovaném
bunkach | se bunkach bunkach davkovani
Adenoviry | Chranéno Vysoka Vysoka Vysoky Omezena
Adeno-
asociované | Chranéno | Vysoka Vysoka Vysoky Omezena
viry
Nizka v
»~Hold" plicich,
| Vysoce -y . A .
plazmidova nachving Nizka vysoka v Neucinny Vysoka
DNA y jatrech a
svalech
Nizka v
Lipopl Chrané Vysoka Nizky Vysoka
ipoplexy ranéno ysoka plicich izky ysoka
Vysoka
Polyplexy | Chranéno Vysoka ;}),181 (c)ica;lv Vysoky Vysoka

2.3.1.3 Prekazky genové terapie pri prenosu DNA

Pro uspésné dopraveni proteinu na plazmatickou membranu epitelidlnich
bunék je nutno prekonat jak mechanickou bariéru danou hustym hlenem
vyskytujicim se v plicich pacientd s CF, tak i bariéru, kterd je zptsobena imunitnim

systémem reagujicim na cizorodé latky [56, 57, 61, 67, 68].

Husty hlen v dychacich cestach slouZzi k odstranéni cizorodych latek, tedy i
vektort, které jsou inhalovany. Viskozita hlenu mlize byt sniZzena pouzitim lidskych
DNas, transport vektoru je tim usnadnén. Vné bunék se vyskytuje také glykokalyx,
ktery mize branit vazbé vektoru na bunécny receptor. Jsou vyuzivany enzymy,
napr. neuraminidasy, které odstranuji slozky glykokalyxu, a tim zvySuji citlivost
k virovym vektortim. NejvétSim problémem je vSak nedostatek virovych receptori
na apikalni strané membrany bunék. Mezi epitelialnimi bunikami jsou tésné spoje,
které jsou dobte prlichozi pro ionty, avSak pro vétsi latky prostupné nejsou, coz

zabranuje prostupu vektort z lumen do intersticia [56, 57, 61, 68].
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DalSim problémem je diferenciace epitelidlnich bunék dychacich -cest.
Epitelidlni buriky jsou diferencovany jednou za nékolik mésici a jejich mozna
bunécéna smrt negativné ovliviiuje ucinnost GTA. Z tohoto diivodu se nyni vyzkum
zaméruje na identifikaci plicnich kmenovych bunék, diky kterym by mohla byt
zajiSténa dlouhotrvajici exprese CFTR proteinu. Aby doSlo k napravé transportu
chloridovych iontd, je potfeba 6 - 10 % bunék se spravné fungujicim CFTR
proteinem. AvSak k opravé kanall prenasejicich sodné ionty toto mnoZstvi nestaci, a

proto zlistava zachovana jejich hyperfunkce [57, 61].

Imunitni systém je dalS$i vyraznou prekdzkou pii vyuZiti genové terapie.
Makrofagy fagocytuji GTA, a sniZuji tak jejich mnoZstvi. Dochazi ke zvySeni odpovédi
cytotoxickych T lymfocytii, které ni¢i transfekované buiiky, a k tvorbé protilatek a

tzv. Toll-like receptorii [57, 61, 67, 68].

Po proniknuti vektoru do bunky nastavaji dalsi problémy. Prvni z nich je
endozomalni, resp. lysozomalni degradace vektoru. Predejit tomu lze pouzitim
pH-senzitivnich protonovanych vektort, které nejsou degradovany. Kromé toho jsou
nékteré viry schopné se této degradaci vyhnout. Napf. Sendai virus flazuje
s membranou a geneticky material vypousti pfimo do cytoplazmy. Syntetické vektory,
tedy napf. plazmidovda DNA, maji nizkou ucinnost kvili rychlé degradaci
cytoplazmatickymi Ca2*-senzitivnimi nukleasami. Mimo to jsou nékteré virové

vektory oznaceny ubikvitinem a degradovany v proteasomu [61, 58, 67].

Posledni prekazkou je prinik skrze jadernou membranu. Pfi pouziti
nevirového vektoru dochazi ke vstupu DNA pouze pii déleni bunék, proto je
u epitelidlnich bunék velmi nizka ac¢innost transfekce. Zaroven skrze jaderné péry
prochazi pouze mensi slouCeniny, nez je DNA. Rozvoj peptidovych nukleovych kyselin
(PNA, z angl. ,peptide nucleic acid®), u kterych jsou sacharidy a fosfaty nukleovych
kyselin nahrazeny syntetickymi peptidy, napomaha vyreSeni tohoto problému. PNA
jsou schopné navazat DNA-specifické sekvence a zaroven jaderny lokalizacni signal,
diky ¢emuz dochazi kjejich prenosu do jadra. Import do jadra vSak neni limitujici

pro viry, jejichZ replikace i transkripce probiha v cytoplazmé [61, 67, 68].
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2.3.2 Genova terapie prostrednictvim mRNA

Dal$i moznosti opravy poSkozeného CFTR proteinu v cilovych bunkach je
kromé prenosu DNA také prenos messengerové RNA (mRNA) spojené s PEG. Tato
relativné nova metoda ma oproti pouZiti plazmidové DNA nékolik podstatnych vyhod:
(1) ucinnost exprese zaleZi pouze na procesu odehravajicim se v cytoplazmé, nemusi
tak byt prekonana prekazka transportu genu do jadra, (2) nedochazi k inzerc¢ni
modifikaci genomu pacienta, (3) exprese je ucinna u nedélicich se savcich bunék a
tkani; (4) je pouzito nevirové c¢inidlo, a tak by nemeélo dochazet k tak velké reakci
imunitniho systému; (5) mRNA je podstatné mensi nez DNA a (6) miZe byt podavana

opakované [69].

Tato metoda ma i sva uskali. Molekula mRNA je pomérné nestabilni a kvili
tomu dochazi k odpovédi imunitniho systému. Zanétliva odpovéd’ je pravdépodobné
zprostredkovana prostiednictvim Toll-like receptorti (TLR). Nestabilité mRNA a
naslednému spusténi imunitni odpovédi lze predejit pouZitim umeéle syntetizované
molekuly, kterd by méla mit dostatecné dlouhy 3‘ poly-A konec (100 a vice
adenosinii) a zaroven 5 N7-methylguanosinovou c¢epicku. Dale je moZno baze mRNA

upravit a pouzit napft. 5-methylcytidin nebo N6-methyladenosin [56, 69, 70-75].

Dal$i nevyhodou pouziti mRNA je sniZeni exprese, ke kterému dochazi jak
in vitro, tak i in vivo a je nutné Casté opakované podani, které mize opét vyvolat

negativni odpovéd’ imunitniho systému [56, 69, 71-75].

Pro prenos mRNA do buiiky se vyuZivaji jak virova GTA, napt. Sendai virus, tak
nevirova transfekcni cinidla, zejména pak lipofektamin a lipofektin (kationtové
lipidy) nebo vétveny PEI o velikosti 25 kDa, respektive linearni o velikosti 22 kDa
(kationtové polymery) [76, 77].

2.3.3 Dalsi metody genové terapie CF

Kvili problémlm tykajicich se priiniku GTA do epitelidlnich bunék dychacich
cest a diky snaze ziskat permanentni expresi proteinu bylo vyvinuto nékolik dalSich
strategii. Mezi né patii napt. vyuZiti oligonukleotidii a kmenovych bunék, dale pak

metoda CRISPR a SMaRT a fyzikalni metody nebo fetalni genova terapie.
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2.3.3.1 VyuZiti oligonukleotidii

Diky své velikosti jsou oligonukleotidy, neboli kratké tuseky DNA, schopné
snazstho priniku do bunék a jadra. Specifickd sekvence je nahrazena kratkymi
fragmenty exogenni DNA, které jsou homologni k cilové endogenni DNA sekvenci
kromé téch part bazi, které je treba modifikovat, aby mél vysledny protein normalni
funkci. Metoda se nazyva ,small fragments homologous replacement” (SFHR) a jeji
vyhodou je, Ze nedochazi k reakci imunitniho systému a exprese je dlouhotrvajici a

tkanoveé specificka [63, 78].

Oligonukleotidy mohou byt pouZity také jako ,antisense“ molekuly, které
hybridizuji s komplementarni mRNA. Dochazi diky nim k opravé sestrihu CFTR nebo
ke zvySeni mnoZstvi normalné fungujiciho CFTR proteinu. Tato metoda by mohla byt
vyuzita pro zlepSeni nékterych problémi tykajicich se CF, jako je napt. produkce

mucinl nebo hyperabsorbce sodnych iontt [68, 79].

2.3.3.2 ,Spliceosome-mediated RNA trans-splicing“ (SMaRT)

V této metodé je vyuZit endogenni aparat sestrihu pro modifikaci pre-mRNA.
Jsou vyuzity pre-terapeutické RNA molekuly (PTM), které jsou navrZeny tak, aby byly
komplementarni k intronu cilové pre-mRNA. Zamezuji cis-sestifihu a naopak posiluji
trans-sestfih mezi PTM a cilovou pre-mRNA. Cis-sestfih probihd vramci jedné
molekuly, zatimco trans-sestrih spojuje exony dvou rtiznych molekul pre-mRNA [80].
Cilem je oprava mutované molekuly pre-mRNA a ziskani opravené mRNA, ktera je

translatovana a upravena na spravné fungujici CFTR protein [68, 81-83].

2.3.3.3 Vyuziti kmenovych bunék

Objev zmén u cirkulujicich bunék imunitniho systému pfti CF vedlo k moZnosti
genové terapie za vyuziti hematopoietickych kmenovych a progenitorovych bunék
(HSPCs, z angl. ,hematopoietic stem and progenitor cells“). Polymorfonuklearni
leukocyty exprimuji funkéni CFTR protein, ktery ndasledné reguluje funkci
fagolysozomu. U alveolarnich makrofagt kontroluje acidifikaci fagosomu a usmrceni

bakterii. Krevni desti¢ky hraji roli pri zanétu - u CF uvolnuji lipoxiny, které jsou
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mediadtory zanétlivé odpovédi. HSPCs jsou schopné se délit, obnovovat se a zaroven
produkovat diferencované dceriné buiiky. Cilem je transplantovat kmenové bunky
k postizenym kmenovym bunkam pacienta, aby doslo k diferenciaci na epitelidlni
buriky. Kmenové buriky by mély byt ziskany od pacienta, ex vivo upraveny o sekvence
wild-type CFTR genu a znovu lokdlné podavany do plic pacienta, aby doSlo
k nahrazeni postiZzenych bunék buiikami funkénimi. Timto zpisobem by nemélo
dochazet k reakci imunitniho systému ani k vyvoji zanétu. Systematické
intratrachedlni podavani kmenovych bunék kostni diené u mysi zplsobilo nartst
epitelidlnich bunék a jejich transplantaci zejména do alveol a privodnich dychacich
cest. Celkové se vSak zatim jedna o neucinnou metodu - pouze malé mnoZstvi
(<0,01-0,025%) plicnich epitelidlnich bunék je ziskdno z transplantovanych
kmenovych bunék kostni diené, stejné jako pri pouziti embryondlnich kmenovych
bunék, mezenchymovych kmenovych bunék pupecénikové krve i kmenovych bunék
z plodové vody. Avsak aby bylo dosaZeno terapeutického uc¢inku kmenovych bunék,
musi dojit k vyrazné obnové dychacich epitelidlnich bunék. Transplantace kmenovych
bunék kostni difené do plic mySi ma ale vliv na sniZeni infekce bakteriemi
P. aeruginosa (sniZeni mortality bylo az 50%). Dal$im predmétem studia by mohly byt
mezenchymové kmenové bunky kostni diené vzhledem k jejich schopnosti stat se
epitelidlnimi bunkami (in vitro studie) a schopnosti opravit tkané uvolnénim
rozpustnych faktort blokujicich apoptézu, zanét a dalsi odpovédi imunitniho systému

[56,57, 61, 84, 85].

2.3.3.4 Fetdlni genovd terapie

Dalsi alternativou genové terapie mize byt prenatalni prenos genu do plné
vyvinutych plic. Vyhodou muze byt zacileni na tkané nebo organy drive, nez se objevi
jejich poskozeni. Touto metodou miiZze byt dosazeno permanentni exprese proteinu
u kmenovych bunék pouzitim integrujicich se vektorl a zaroven muize byt vyvolana
tolerance k tomuto vektoru a vyslednému proteinu. Tento zplsob terapie byl
zkouman u hlodavci a byl prokazan efektivni pfenos a exprese genu ve vSech tkanich,
které mohou byt nasledné postiZzeny CF. Zaroven byla zjisténa postnatalni tolerance
daného proteinu a transfekce kmenovych bunék. Exprese byla ucinna pri pouziti LV a

AAV vektord. Zde vsSak hrozi riziko onkogeneze. DalSimi nevyhodami je vneseni
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bakterii a dalSich cizorodych castic a také toxicita transgenniho proteinu. Metodu je
nutno naddle studovat kviili témto a dalSim moZnym problémiim, jako je napft. vliv
na pre- a postnatalni vyvoj nebo risk onkogenetickych a degenerativnich procest

[56].

2.3.3.5 Fyzikalni metody

Mezi pouzivané fyzikalni metody genové terapie patii napft. elektroporace
nebo vyuZziti magnetismu a ultrazvuku pro zvyseni genové transfekce. Napr. aplikace
magnetického pole na epitelidlni bunky dychacich cest, které byly nejprve
transfekovdny DNA  plazmidem smichanym se  superparamagnetickymi

nanocasticemi, zptisobila vice nez stonasobné zvysSeni genové transfekce [68].

2.3.3.6 Metoda CRISPR/Cas9

Systém CRISPR/Cas9 je relativné novou metodou a slouzi k upraventi cileného
genomu. Jednd se o prokaryoticky systém, ktery slouZi jako obrana proti utocicim
virim a plazmidovym DNA. Pomoci ného dochazi k uklddani kratkych sekvenci
plazmidové DNA do genomu hostitele, diky ¢emuz dochdazi k ,zapamatovani“ dané
infekce - vznikd misto CRISPR (z angl. ,clustered regularly interspaced short
palindromic repeats“). Nasledné dochazi ktranskripci na CRISPR-RNA (crRNA),
navazani nosiCovych proteinli a CRISPR-asociované nukleasy (Cas). Opakovana
infekce zpulsobuje spojeni komplementarni sekvence scrRNA a tracrRNA
(z angl. ,trans-activating crRNA“), Cas9 nukleasa nasledné Stépi cizorodou dsDNA
na specifickém useku. Proces 1ze naprogramovat i na endogenni DNA diky pouZiti
specifického useku RNA, ktery je komplementarni k danému genu. Diky tomu dochdazi
k inaktivaci, resp. vysStépeni napf. mutovaného genu CFTR ajeho nahrazeni

napt. homologni rekombinaci [86-88].
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo studium mozZného vyuZiti in vitro

syntetizované mRNA kddujici CFTR protein v buiikach plicniho epitelu.
V ramci této prace byly reSeny nasledujici ukoly:

e Prace sbunéfnymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1, ktera zahrnovala
rozmrazeni a subkultivaci bunék, stanoveni jejich viability a pripravu
vhodnych kultivac¢nich lahvi.

e Transfekce zminénych bunécnych linii in vitro syntetizovanou mRNA
kédujici CFTR protein.

e Ovéreni uCinnosti transfekce bunécnych linii prostrednictvim detekce
CFTR proteinu pomoci neprimé imunofluorescence za vyuziti
specifickych protilatek.

e Ovéreni funkCnosti CFTR proteinu po transfekci bunécnych linii
syntetizovanou mRNA pomoci sledovani transportu
chloridovych/jodidovych ionti.

e Sledovani vlivu transfekce na adhezi bakterii Pseudomonas aeruginosa

u studovanych bunécnych linii.

38



4. Material a metody

4.1 Pouzité pristroje
Analytické vahy 40 SM

Autoklav Varioklav®

Centrifuga Eppendorf 5415 R
Centrifuga Eppendorf 5430
Centrifuga Micro Star 12
Centrifuga Hettich Universal 320 R
CO2 inkubator

Laminarni box BIO 126

Laminarni box MB 20

Magnetickd michacka s ohfevem Lavat-MM4

Mikroskop Motic AE31
Mikroskop Nikon ECLIPSE TE2002-U
- Program NIS-Elements AR 2.30
Mini Rocker MR-1
Minicentrifuga Spectrafuge™
pH metr HI 2211
Pipetovaci nastavec MidiPlus
Pipety
Multikanalova pipeta (8, 12 kanali)
Spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 Pro
- Programi-control 1.8
Spektrofotometr Spectronic Helios alpha
Vodni lazen

Vortex

Box pro zamraZeni Nalgene™ Cryo 1°C

Freezing Container
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PESA, Svycarsko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Eppendorf, USA

Eppendorf, USA

VWR, Labogene Aps, Dansko
Hettich Zentrifugen, Némecko
ShellLab, CR

Labox, CR

Labox, CR

Lavat, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

Biosan, LotySsko

Labnet, USA

Hanna Instruments, CR
Biohit, UK

Biohit, UK; Nichiryo, USA
Socorex, Svycarsko

Tecan, Svycarsko

Thermo Scientific, USA

Memmetr, Némecko

IKA, Némecko; GVLab, Italie; GILSON,

USA
Thermo Fisher Scientific, USA



4.2 Pouzity material

96-jamkové desticky
Cerné s prithlednym dnem
Alexa Fluor® 555 barvivo
AquaClean
Azid sodny (NaN3z)
BSA
CFTR Antibody CF3
Chlorid draselny (KCI)
Chlorid sodny (NaCl)
Cold fish skin gelatin

Collagen type IV from human placenta

D-glukosa
DABCO® 33-LV

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného

(NaH2P04:2H20)

Dihydrat chloridu vapenatého (CaClz-:2H20)

DMEM kultiva¢ni médium

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Cell culture grade

Dodekahydrat hydrogenfosforetnanu sodného

(NazHPO4-12H20)
Donkey Serum
Dusi¢nan draselny (KNO3)
Dusi¢nan horecnaty (Mg(NO3)2)
Dusi¢nan sodny (NaNO3z)
Dusi¢nan vapenaty (Ca(NO3z)2)
Ethanol
Fetalni bovinni sérum (FBS)
Formaldehyd

Geneticin

Corning (CellBind®), USA; Techno
Plastic Products, Svycarsko
Thermo Scientific, USA

Chemos, CR

Sigma, USA (Fluka)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko
Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA; Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Lach-ner, CR

Sigma-Aldrich, USA
Lonza Biotech s.r.o., Svycarsko; PAA
Laboratories GmbH, Rakousko

AppliChem GmbH, Némecko

Lach-ner, CR

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Lachema, CR

Lonza Biotech s.r.o., Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Gibco™ Invitrogen, UK



Gentamicin

HEPES

Hexahydrat chloridu hotecnatého
(MgCl2-6H20)

Human CFTR C Terminus Antibody

Human CFTR R Domain Antibody

Hydrat jodidu vapenatého

Jodid draselny

Jodid hotecnaty

Jodid sodny

KIT PKH67 (MINI67-1KT)

Biochrom AG, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

R&D systems, USA

R&D systems, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell Membrane Labeling

KIT PKH26 (MINI26-1KT)

Sigma-Aldrich, USA

Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell Membrane Labeling

Kryozkumavky
USA
Kultivacni lahve (25 cm?, 75 cm?)

Products,

Kyselina octova
L-Glutamin
LHC-9 kultiva¢ni médium
Lipofectamine™ MessengerMAX™ Reagent
Mowiol
MQAE
Opti-MEM™ Serum Reduced Medium
Parafilm
Peha Soft nitrilové rukavice (bez pudru)
Plastové sterilni pipety (1 - 25 ml)
Plastové sterilni zkumavky Falcon

(15 ml, 50 ml)
RNA free Spicky ExpellPLUS™
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Nunc InterMed, Dansko; Corning,

Corning, USA; Techno Plastic
Svycarsko

Lachema, CR

PAA Laboratories GmbH, Rakousko
Gibco™ Invitrogen, UK

Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Gibco™ Invitrogen, UK

Bemis, USA

Hartmann, CR

Corning, USA

Sigma-Aldrich, USA; Techno Plastic
Products, §V}'Icarsko

CAPP, Dansko



Sterilni mikrofiltry (0,22 um) Corning, USA; Merck Laboratories,

Rakousko
Stiikacky Chirana T. Injecta, Slovensko
Spicky Biohit, UK
Tablety PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco™ Invitrogen, UK
Triton® X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko
Trypanova modr 0,4% Sigma-Aldrich, USA

Trypsin-EDTA (10x koncentrovany roztok) PAA Laboratories GmbH, Rakousko
Zkumavky Eppendorf Eppendorf, Némecko
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4.3 Prace s bunécnymi liniemi

Pro studium CF, stejné jako mnoha jinych nemoci, jsou vyuZzivany tkanové a
bunécné linie. Jsou vhodné ke studiu aktivity iontovych kandlG stejné jako
ke sledovani terapeutického ucinku mnoha 1éCiv. Pro tuto praci byly zvoleny
adherentni plicni bunécné linie NuLi-1 zdravého jedince a CuFi-1 pacienta trpiciho CF

s mutaci F508del.

Bunécné linie NuLi-1 (ATCC® CRL-4011) a CuFi-1 (ATCC® CRL-4013) jsou
imortalizované linie bunék ziskané z plicniho epitelu, které jsou komercné dostupné.
Bunécna linie NuLi-1 je ziskavana od zdravych jedinctli, doba zdvojeni je priblizné
43 hodin. CuFi-1 je bunécna linie od pacientt, ktefi trpi CF s mutaci F508del, a jejich
doba zdvojeni je priblizné 26 hodin. U této bunécné linie sice dochazi k expresi CFTR
proteinu, ale nasledné nedochazi kjeho zabudovani do membrany, a proto je

transport chloridovych iontl pres plazmatickou membranu omezen [89, 90].

Obé bunécné linie vyzaduji pro sviij rast specificky povrch potazeny
kolagenem (viz 4.3.6). Vtéto praci byl pouzit kolagen typu IV ziskany zlidské
placenty. Pro kultivaci bunécénych linii bylo pouzito médium LHC-9
(z angl. ,Laboratory of Human Carcinogenesis“), které neobsahuje fetalni bovinnni
sérum (FBS) a je specidlné vyvinuto pro kultivaci plicnich epitelidlnich bunék [91].
Mimo ristové faktory obsahuje také fenolovou Cerven pro indikaci zmény pH [92].
Do média bylo pridavano antibiotikum Geneticin (G418), jehoZ vysledna koncentrace

v médiu byla 50 pg/ml [93].

Pouzité bunécné linie byly inkubovany pti 37°C a 5% COz. S bunécnymi liniemi
bylo pracovano ve specialni mistnosti urCené pouze pro tkanové kultury, aby nedoslo
ke kontaminaci. Prace byla vZdy provadéna v laminarnim boxu BIO 126. Pro praci byl
vyuzZivan pouze jednorazovy sterilni material nebo material, ktery byl sterilizovan

v autoklavu pri 121°C.
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4.3.1 Rozmrazeni bunécnych linii

Bunécné linie jsou dlouhodobé uchovavany zamrazené v tekutém dusiku nebo
pri -80°C. Diky tomu jsou linie zachovany a maji zajiSténou genetickou stabilitu.
Kryozkumavky obsahuji DMSO, které slouzi jako kryoprotektant. Tato latka je ale
pro bunécné linie c¢asteCné toxicka, a proto se pri jejich rozmrazovani musi
postupovat velmi rychle. Pfi rozmraZeni jsou bunécné linie nasazovany ve vétsi
hustoté neZ pribézné subkultivaci, aby se lépe adaptovaly a byly zajiStény lepsi

podminky pro jejich zmnoZeni.

Pfed samotnym rozmraZenim bylo nejprve pripraveno médium LHC-9
s geneticinem (vysledna koncentrace v médiu byla 50 pug/ml). Toto médium bylo

temperovano ve vodni lazni na 37°C.

Bunéc¢né linie byly rozmraZeny ve vodni 1azni (37°C) a nasledné byl 1 ml
bunécné suspenze pieveden do zkumavky Falcon. Do této zkumavky byl poté
piidavan vzristajici objem temperovaného média LHC-9 dle tabulky ¢. 4.1. Buiiky se

tak 1épe adaptuji na zménu osmolality a pH.

Tabulka ¢. 4.1: Objem priddvaného média LHC-9 k 1 ml bunécné suspenze.

Cas/min 0] 1] 2|3 | 4|5 |6 |7 18109

Objem pridavaného |, \ |15 0151019 | 0,26 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
média/ml

Bunécna suspenze byla centrifugovana (5 min, 1000 RPM, centrifuga Hettich
Universal 320R) a vysledna peleta byla resuspendovana v 1 ml temperovaného média
LHC-9. Suspenze byla prevedena do vhodné kultiva¢cni nadoby (25 cm?, povrch
potazeny kolagenem) s médiem a tato nadoba byla uloZena do inkubatoru. Z bunécné
suspenze byl odebran maly alikvot pro stanoveni viability bunék a jejich poctu

pomoci barviva Trypanova modr (TB, z angl. ,Trypan blue“) (viz kapitola 4.3.4).

4.3.2 Subkultivace bunécnych linii

Subkultivace obou bunéc¢nych linif NuLi-1 a CuFi-1 je shodnd a byla provedena

vidy po 6 - 7 dnech, kazdé 2 - 3 dny bylo vyménéno kultivatni médium.
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Pred samotnou kultivaci bylo pripraveno kultivacni médium LHC-9 s geneticinem
(vysledna koncentrace v médiu byla 50 pg/ml) a nasledné temperovano ve vodni
lazni na 37°C. VeSkeré dale uvedené objemy plati pro kultivacni lahev s povrchem

75 cm?Z.

Po odebrani ptvodniho kultiva¢éniho média bylo k buiitkdm priddno 4 - 5 ml
0,25% trypsinu s EDTA (0,53mM). Po 10 minutach vinkubatoru byla reakce
zastavena pridanim stejného mnozstvi (tedy 4 - 5 ml) 1% FBS. Pomoci pipety bylo
nutno nékolikrat dikladné oplachnout kultiva¢ni povrch pro uvolnéni co nejvétsiho
poctu bunék. Suspenze byla prevedena do sterilni zkumavky Falcon a centrifugovana
(5 min, 1000 RPM, centrifuga Hettich Universal 320R). Ziskana peleta byla
resuspendovana v 1 ml piipraveného média LHC-9 a z této suspenze bylo odebrano

200 - 300 pl do nové kultivacni lahve potaZené kolagenem (viz kapitola 4.3.5).

Do kultivacni lahve bylo davano 15 - 16 ml kultivacniho média LHC-9.

Pro kultivaci bunécné linie NuLi-1 bylo davano vzdy o 50 pl vice bunécné suspenze.

4.3.3 ZamraZeni bunécnych linii

Po subkultivaci dané bunécné linie (viz kapitola 4.3.2) byla ziskana peleta
promyta a znovu centrifugovana za vySe uvedenych podminek. Vysledna peleta byla
resuspendovana v zamrazovacim médiu obsahujicim LHC-9 médium, 30% FBS (v/v)
a 10% DMSO (v/v). Bunécnd suspenze byla rozdélena po 1ml alikvotech
do oznacenych kryozkumavek a ty byly nasledné uloZeny do zamrazZovaciho boxu
Nalgene™ Cryo 1°C freezing Container, ktery byl uloZen pres noc do -80°C. Diky
tomuto boxu je zajiSténo ochlazovani kryozkumavek ptiblizné o 1 °C za minutu az

na vyslednych -80°C.

4.3.4 Stanoveni viability a poctu bunék
Pro urceni poctu a viability bunék byly bunky nejprve obarveny barvivem TB.
Zivé buriky zlstavaji po obarveni svétlé, protoze dochazi k aktivnimu pienosu barviva

pres membranu, zatimco mrtvé bunky jsou obarveny na modro.
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Z bunécné suspenze ziskané po subkultivaci bunék bylo odebrano 20 pl
do zkumavky eppendorf a smichano 1:1 s 0,4% barvivem TB (w/v). Tato obarvena
suspenze byla pipetovana na mrizku Blirkerovy komtrky (tzv. hemocytometr), ktera
byla nasledné umisténa na mikroskop Motic. VZdy byly pocitany bunky v péti velkych
Ctvercich, v kazdém malém ctverci byla vzdy zapocitana pouze horni a prava strana,
aby nedoSlo ke znasobeni poctu bunék. Mrtvé bunky (obarvené modre) nebyly
zahrnuty do vysledného poctu. Vysledny pocet bunék n na mililitr byl stanoven podle

nasledujiciho vzorce:

n = pocet bunék ve velkém ctverci x 10 000 x redéni

Pokud byl pocet bunék v jednom velkém ctverci vyssi nez 100, byla obarvena

suspenze naiedéna kultiva¢nim médiem, aby se predeslo ndsobnému pocitani bunék.

4.3.5 Priprava kultivacnich lahvi potazenych kolagenem

Adherentni linie NuLi-1 a CuFi-1 vyZaduji pro sviij rist specialni povrch
potaZeny kolagenem. Byl pouzit kolagen typu IV z lidské placenty, ktery byl nejprve
nafedén 0,25% Kkyselinou octovou na koncentraci 1,8 mg/ml. Tento roztok byl

uchovavan ve sklenéné lahvicce v chladu.

Pro potah lahvi byl zasobni roztok kolagenu dale redén pufrem PBS, pripadné
destilovanou vodou, na koncentraci 60 pg/ml a prefiltrovan pres sterilni mikrofiltr
(0,22um). Do lahvi s povrchem 25 cm? a 75 cm? byly pipetovany 2 ml, resp. 5 ml
pripraveného roztoku kolagenu. Nasledné byly lahve ponechdny minimalné 18 hodin
v laminarnim boxu a zbyly roztok kolagenu byl odebran. Lahve byly 3x promyty PBS
a byly ponechany vlaminarnim boxu vyschnout dnem vzhiru, aby nedochazelo
k vytvoreni krystalki PBS na kultivatnim povrchu. Nakonec byly sterilizovany
minimalné 3 hodiny (1épe pres noc) UV zarenim v laminarnim boxu a uzavéry byly
prekryty parafilmem. Takto pripravené kultivacni lahve byly uloZeny v chladu az

do nasledného pouZiti.
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4.4 Syntéza mRNA

Syntéza mRNA koédujici CFTR protein byla provedena v Institutu klinické a
experimentalni mediciny (IKEM) RNDr. TomaSem Koblasem, Ph.D., ktery zaroven
poskytl veSkeré chemikalie, reagencie a pristroje pro tuto praci. CFTR-mRNA byla

syntetizovana podle plazmidu DNA, ktery je znazornén na obrazku ¢. 4.1.

pUC Origin T7p
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HSV-TK polyA Signal \ ety GFTTN D A o)

/,..

pSTI-A120/hCFTRcDNA

Noemycin
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SV40p ——»
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SV 40 polyA Signal
Sac | (4872)

——» Sap | (4860

——— Poly-A-Schwanz
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\

Eco R1(3590)

Xhol

2BglobinUTR
Sac 1(4460) Rolckin

Obrazek €. 4.1: Plazmid DNA kédujici CFTR protein pouZity pro in vitro syntézu mRNA.

In vitro syntéza mRNA byla provedena dle komer¢niho navodu T7 mScript™
Standard mRNA Production System (CELLSCRIPT™) [94]. Tento kit obsahuje veskeré
enzymy a reagencie pro syntézu 5°-koncové cepicky a 3‘-polyadenylovaného konce
mRNA. Takto ziskanA mRNA ma vysokou stabilitu, zvySuje ucinnost translace
ve vétSiné eukaryotickych bunék a je mozno ji pouZit k transfekci, mikroinjekénim
experimentim i u in vitro translacnich systémii. Pro dUspéSnou praci je dulezité
pracovat ve sterilnim prostredi bez RNas a pouZivat pouze roztoky, pipety a

zkumavky predem zbavené RNas [94].
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Byly syntetizovany 2 typy mRNA sriizné pripojenou cepickou na 5° konci.
»Anti-Reverse Cap Analog“ (ARCA) je ¢epicka syntetickd, na 5 konec je rovnou vazan
N7-methylguanosin. Pozice 2°-OH druhého nukleotidu smérem od 5° konce je
methylovana prostfednictvim 2‘-O-methyltransferasy. U druhého typu mRNA dochazi
pomoci enzymové syntézy nejprve knavazani guanosinu a teprve poté kjeho
methylaci na pozici N7. K methylaci druhého nukleotidu na pozici 2-OH v tomto

pripadé nedochazi.

Methylace na 2-OH pozici druhého nukleotidu ma tu vyhodu, Ze nasledujici
nukleotid miize byt navazan pouze jednim zplsobem, a to na pozici 3-OH. To je
klicové pro vazbu dalSich nukleotidli. Pokud na této pozici nukleotid methylovan
neni, miiZze se stat, Ze se na tuto pozici navaze nasledujici nukleotid a dojde
k ukonceni syntézy mRNA. Obé struktury mRNA jsou znazornény na obrazku ¢. 4.2

na strané 49 [94, 95].

Proces syntézy mRNA je rozdélen do nékolika krokl. Nejprve je podle
templatu jednoretézcové DNA (ssDNA) transkribovana in vitro RNA. DNA templat je
poté odstranén pomoci DNasy I a ziskanou IVT (z angl. ,in vitro transcribed“) mRNA
je tfeba purifikovat a to za pouziti ethanolu a octanu amonného, diky ¢emuz jsou
odstranény veskeré proteiny a dochazi k selektivni precipitaci RNA. Nasledné dochazi
k pripojeni cepicky, a to enzymové (pridani GTP) (dale enzymovd mRNA) nebo
synteticky za pouziti ARCA analogu (didle ARCA mRNA). Pro vytvoreni
polyadenylového konce je nutno ke smési v dalSim kroku pridat poly(A)-polymerasu,
diky které dochazi kpridani priblizné 200 - 300 nukleotidi na 3‘-konec
syntetizované mRNA. VysledndA mRNA je purifikovana eluci na kolonce,
defosforylovana na 5‘-konci pomoci antarktické fosfatasy a znovu eluovana.

Pro dlouhodobé uchovani je mRNA zamrazena v -80 °C [94].
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Obrazek ¢. 4.2: Struktury na 5°-konci transkriptu pri in vitro syntéze mRNA. a) Struktura

o~

ARCA mRNA — na druhém nukleotidu smérem od 5‘-konce methylovana 2-OH pozice
transkriptu (synteticka metoda). b) Struktura enzymové mRNA — pozice 2-OH na druhém
nukleotidu smérem od 5‘-konce transkriptu methylovana neni (enzymova metoda).

Pfevzato a upraveno podle [94].

4.5 Transfekce bunécnych linii CFTR-mRNA

Pii transfekci dochdazi k prenosu cizorodé NK (DNA nebo RNA) do cilovych
eukaryotickych bunék. Jako transfek¢ni cinidlo byl pouZit kationtovy liposom
Lipofectamine MessengerMAX (300 ng/ul). Diky své kladné nabité casti na sebe
snadno vaZe zaporné nabitou molekulu NK, a zaroven obsahuje nepolarni ¢ast, diky

které dobre pronika skrze plazmatickou membranu do bunék [74].

Pfed samotnou transfekci bunék in vitro syntetizovanou mRNA byly dané
bunécné linie nasazeny do cerné 96-jamkové desticky s prihlednym dnem (Corning
CellBind®) v koncentraci 10> bunék/jamku tak, aby byl povrch jamky pokryt
ze 70 - 90% bunkami. Objem kultivacniho média v jamce byl 200 pl. Byla pouzita dvé
riznd mnozstvi ,Lipofectamine™ MessengerMAX™“ (L-M-MAX) Ccinidla (0,15 a
0,3 ul) a dvé razné syntetizované mRNA (ARCA, enzymovd). Transfekce mRNA do
bunéfnych linifi NuLi-1 a CuFi-1 byla provedena dle Lipofectamine™

MessengerMAX™ Reagent manualu [96].

V zavislosti na poctu jamek bylo odpovidajici mnoZstvi L-M-MAX C¢inidla
smichdno s Opti-MEM™ médiem, tj. na 1 jamku bylo 5 pl Opti-MEM™ média
smichano s 0,15 pl, resp. 0,3 pl L-M-MAX c¢inidla. Tyto roztoky byly dobie promichany

a inkubovany 10 minut pii pokojové teploté. Béhem této inkubace byla mRNA
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naredéna Opti-MEM™ médiem tak, aby jeji koncentrace byla 0,2 pg/jamku. Poté byla
pridana k jiz pripravenému L-M-MAX médiu v poméru 1:1. Tento komplex byl
inkubovan 5 minut pri pokojové teploté. Vjednotlivych jamkach bylo ptvodni
kultiva¢ni médium vyménéno za nové a do kazdé jamky bylo pridano 10 pl daného

komplexu, se kterym byly bunécné linie inkubovany 24 hodin pti 37°C.

4.6 Ovéreni ucinnosti transfekce

4.6.1 Vizualizace CFTR proteinu transfekovanych bunék

Pro vizualizaci CFTR proteinu po transfekci bunék syntetizovanou mRNA byla
zvolena metoda nepiimé imunofluorescence. Pii této metodé se vyuziva primarni
protilatka, kterd specificky interaguje s CFTR proteinem, a nasledné sekundarni

protilatka, ktera se vaze na primarni protilatku a je fluorescen¢né znacena.

Pro detekci CFTR proteinu byly pouzity tfi rtzné primarni protilatky.
Protilatka CF3 je mysi monoklondlni protilatka, ktera se vaze na treti extracelularni
smyCku proteinu CFTR (103. - 117. AMK) [97]. Dale byla pouzita kombinace dvou
mysich monoklonalnich protilatek, proti C konci (1477. - 1480. AMK) a R doméné
(729. - 736. AMK) CFTR proteinu. Tyto dvé protilatky byly smichany v poméru 1:1,
aby byla zajiSténa lepsi detekce CFTR proteinu [98].

Jako sekundarni protilatka byla pouZita mysi anti-IgG s fluorescenc¢ni znackou

Alexa Fluor® 555, kterd ma excita¢ni vinovou délku 555 nm a emisni 580nm [99].

Modré barvivo Hoechst, které se specificky vaze na DNA, a barvi tedy bunécné

jadro, bylo pouzito jako kontrola po¢tu bunék [100].

4.6.1.1 Metoda neprimé imunofluorescence
Pfed samotnym experimentem bylo nutno metodu optimalizovat vybérem
vhodné koncentrace primarni protilatky, sloZenim blokovaciho roztoku a roztoku,

kterym byla redéna primarni protilatka (viz kapitola 5.1.1.1).
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Pouzité roztoky:
e Blokovaci roztok obsahoval 0,01M glycin, 5% (v/v) Donkey serum,
0,05% (v/v) Triton X-100a 0,01M PBS (pH=7,2 - 7,4).

e Roztok pro fedéni primarni protilatky (dale AD, z angl. ,antibody
diluent“) obsahoval 1% (w/v) BSA, 0,1% (w/v) ,cold fish skin gelatin®,
0,5% (v/v) Triton X-100, 0,05% (w/v) azid sodny a 0,01M PBS (NaC],
NazHPO4-12H20, NAH2P04-2H;0). pH tohoto roztoku bylo upraveno na
7,2 - 7,4 a nasledné byl prefiltrovan. V pripadé detekce CFTR proteinu
pomoci protilatky CF3 byly oba roztoky pripraveny bez pridani
Tritonu X-100.

e DABCO-Mowiol obsahoval 2,4 g mowiolu, 6 g glycerolu a 6 ml vody.
Smés byla michana po dobu 3 hodin, nasledné k ni bylo pridano 12 ml
0,2M Tris-Cl a pH bylo upraveno na 8,5. Roztok byl michan jesté
10 minut pri 50°C a nasledné centrifugovan (5000 g, 15 min). Bylo
pridano cinidlo DABCO tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2,5%.
Zkumavky s 500pul aliquoty byly uchovavany v -20°C.

Den po transfekci bunék in vitro syntetizovanou mRNA (viz kapitola 3.5) bylo
odebrano kultiva¢ni médium a jamky byly 3x promyty 200 ul PBS obsahujicim 1%
FBS (v/v). Nasledné byly bunky fixovany na dno jamky 100 pl 4% formaldehydu
v PBS (w/v). Tento roztok byl pripraven vzdy cerstvy tésné pred experimentem.
Po 20 minutové inkubaci stimto roztokem pfti pokojové teploté byly jamky opét

promyty 3x 200 ul PBS.

Poté bylo do kazdé jamky pridano 100 ul blokovaciho roztoku spole¢né s 1 pl
barviva Hoechst. Nasledné byla desticka zatemnéna alobalem a inkubovana 30 minut

pri pokojové teploté.

Blokovaci roztok byl odebran a do kazdé jamky bylo pridano 100 pl primarni
protilatky. Primarni protilatka CF3 byla fedéna 1:600 v AD, smés protilatek
proti Ckonci a R doméné CFTR proteinu smichanych v poméru 1:1 byla redéna
vpoméru 1:400 v AD. Primarni protilatka byla s bunéénymi liniemi inkubovana

pres noc pri 4°C za mirného trepani na trepacce Mini Rocker MR-1.
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Nasledujici den byl odebran roztok primarni protilatky a jamky byly 3x
promyty 200 pl PBS. Do kazdé jamky bylo pridano 100 pl sekundarni protilatky, ktera
byla redéna 1:500 v blokovacim roztoku obsahujicim Triton X-100. Desticka byla
prekryta alobalem a inkubovana 30 minut pti 37°C. Nasledné byly jamky 3 x promyty
200 pl PBS a do kazdé jamky bylo pridano 20 pl roztoku Dabco-Mowiol v glycerolu.
Buniky s detekovanym CFTR proteinem byly nasledné pozorovany mikroskopem

Nikon ECLIPSE TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30.

4.6.2 Studium transportu iontti prostiednictvim CFTR kanalu
Funkcnost CFTR proteinu po transfekci bunék in vitro syntetizovanou mRNA
byla sledovana prostrednictvim transportu chloridovych iontd skrze tento kanal.
Pro studium transportu bylo vybrano fluorescenc¢ni barvivo
N-(ethoxykarbonylmethyl)-6-methoxychinolin (MQAE), které je specificky zhaSeno
halogenovymi ionty [101]. Jeho struktura je zndzornéna na obrazku ¢. 4.4. Barvivo
MQAE patii mezi fluorescenc¢ni barviva na bazi chinolinu. Toto barvivo ma excita¢ni
vlnovou délku 350 nm, emisni pak 460 nm, jedna se tedy o modre fluoreskujici
slou¢eninu [102]. V ramci bakalarské prace [103] byly obé vlnové délky
optimalizovany: excita¢ni vinova délka byla 362 nm, resp. emisni vinova délka

452 nm, desticka byla ¢tena zespodu s vickem.

N+/ Br
KfrovCHg,

O

Obrazek €. 4.4: Struktura barviva MQAE [104].

Transport chloridovych/jodidovych iontd byl méren vZdy stejnym zplisobem
uvedenym v kapitole 4.6.2.2. Fluorescence byla mérena na spektrofluorimetru Tecan

Infinite M200 Pro za vyuziti programu i-control 1.8.
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4.6.2.1 Stanoveni vlivu NaCl, resp. KI na fluorescenci MQAE

Byly pripraveny 3 riizné koncentrace roztoku NacCl, resp. KI, a to 0,4mM, 4mM
a 40mM. V tomto poradi byly postupné pipetovany do jamek 96jamkové desticky
obsahujici 10mM MQAE v roztoku SR- (sloZeni viz 4.6.2.2). Fluorescence barviva byla

meérena na spektrofluorimetru Tecan v riznych ¢asovych intervalech.

4.6.2.2 Studium transportu iontii v bunécnych liniich obarvenych MQAE
PouZité pufry:

e Pufr SR* obsahoval jodidové ionty (,lodide containing standard ringer*)
- Nal (140 mM), KI (5 mM), Calz-H20 (1,5 mM), Mgl, (1 mM), HEPES
(5 mM), D-glukosa (5 mM).

e V pufru SR byly jodidové ionty nahrazeny dusi¢nanovymi ionty
(,lodide free standard ringer”) - NaNOs (140 mM), KNO3 (5 mM),
Ca(NO03)2 (1,5 mM), Mg(NO3): (1 mM), HEPES (5 mM), D-glukosa
(5 mM). Pufry byly pripraveny v destilované vodé, vysledné pH mélo
hodnotu 7,4.

Bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly nasazeny v koncentraci 10> bunék/jamku
do 200 pl kultivacniho média. Po vytvoreni konfluentni vrstvy byly bunécné linie
inkubovany s 10mM barvivem MQAE v LHC-9 médiu pres noc pii 37°C. Kultiva¢ni
médium bylo odebrano spolu s barvivem, které neproniklo do bunék. Nasledné byly
bunécné linie promyty 3x 100 pl pufru SR*, se kterym byly nasledné také po dobu
2 hodin inkubovany pri 37°C. Poté bylo pridano 100 pl pufru SR- a ihned byla mérena
zména fluorescence na spektrofluorimetru Tecan. Uvedena metoda byla upravena a
optimalizovana na zakladé jiz drive popsané metody a mnou vypracované bakalarské

prace na toto téma [103, 105].

53



4.6.2.3 Stanoveni viability bunék béhem studia transportu jodidovych iontii
v burikach obarvenych MQAE

Bunécné linie byly nasazeny a obarveny 10mM MQAE stejnym zptlisobem,
ktery je uveden v kapitole 4.6.2.2. Pro tento experiment byly vyuZity nasledujici
skupiny: (a) prvni skupina byla obarvena 10mM MQAE, (b) druha skupina byla
po obarveni 10mM MQAE navic promyta 100 pl pufru SR+, s nimZ byla 10 minut
inkubovana, (c) ve treti skupiné byl po promyti pufrem SR* tento pufr nahrazen
100 pl SR-, s nimZ byly bunécné linie inkubovdny 15 minut, coZz odpovida dobé
méreni ve spektrofluorimetru pri klasickém provedeni experimentu, a nasledné byla
stanovena viabilita bunék. Kazda testovana skupina obsahovala 3 jamky a byla u ni

stanovena viabilita bunék podle kapitoly 4.3.4.

4.6.2.4 Vyuziti CFTR(inh)-172 pro stanoveni transportu ionti
prostrrednictvim CFTR kandlu

CFTR(inh)-172 je jednim z nejucinnéjsich inhibitort CFTR kandlu - stabilizuje
uzavieny stav tohoto kanalu svym navazanim na NBD [106, 107]. Jeho struktura je

znizornéna na obrazku ¢. 4.5.

Pfed samotnym experimentem byl inhibitor rozpusStén v DMSO tak, aby
vysledna koncentrace zasobniho roztoku byla 24mM. Aby nedoslo k naruseni viability
bunék, byl tento roztok nasledné ziedén pufrem SR- (sloZeni viz 4.6.2.2). Vysledna

koncentrace DMSO v jamkach byla 4 % (v/v).

CF;

0O
O
AIss

Obrazek €. 4.5: Struktura inhibitoru CFTR(inh)-172 [107].
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Do 96-jamkové desticky byly pipetovany roztoky o sloZzeni: 100 pl pufru SR-
obsahujictho 10mM MQAE v SR- pufru a 25uM, 50uM nebo 100pM CFTR(inh)-172.
Veskeré roztoky byly pripraveny tak, aby obsahovaly stejné mnoZzstvi DMSO (a to 4 %
(v/v)). Kazda skupina obsahovala 8 jamek. Nasledné byla mérena fluorescence

na spektrofluorimetru Tecan v riiznych ¢asovych intervalech.

4.6.2.5 Ovéreni funkcnosti CFTR kandlu po transfekci bunécnych linii in
vitro syntetizovanou mRNA

Bylo testovano celkem 7 skupin, kazda z nich obsahovala 4 jamky. Skupiny (1)
a (2) byly u bunécné linie CuFi-1 po vytvoreni konfluentni vrstvy bunék
transfekovany mRNA (viz kapitola 4.5) o koncentraci 0,2 pg/jamku. U bunécné linie
NuLi-1 bylo do obou skupin pridano 0,3 ul transfekéniho cinidla Lipofectamine.
Nasledujici den byly vSechny skupiny obarveny 10mM MQAE. Skupiny (1), (3) a (5),
resp. (2), (4), a (6), byly trikrat promyty a inkubovany se 100 pl pufru SR*, resp. SR*
obsahujicim 50uM CFTR(inh)-172 po dobu 2 hodin pti 37°C. Skupiny (1) - (4) byly
po inkubaci jednou promyty 100 pl pufru SR-. Po promyti byl ke skupinam (1) a (3),
resp. (2) a (4), pridan pufr SR, resp. SR- s 50uM CFTR(inh)-172. Posledni skupina (7)
slouzila jako kontrolni, byla obarvena 10mM MQAE. Nasledné byla meérena

fluorescence MQAE na spektrofluorimetru v riznych ¢asovych intervalech.

4.6.2.6 Zpracovdni vysledkii

Pro zpracovani namérenych vysledki byla vzdy autofluorescence bunék
(pozadi) odectena od namérené hodnoty fluorescence. Dale byla data prezentovana
jako fluorescence dana rozdilem fluorescence F: namérené v case t a pocatecni
fluorescence Fyp namérené v cCase 0 minut. Tato data byla vramci kazdé skupiny

zprimeérovana a byla ur¢ena smérodatna odchylka této hodnoty.
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4.6.3 Studium adheze bakterii Pseudomonas aeruginosa u plicnich
bunécnych linii
Ke studiu adheze bakterii Pseudomonas aeruginosa na bunky plicniho epitelu

byl pouZit kmen ST 966 izolovany z pacientli trpicich CF, ktery byl poskytnut fakultni

nemochnici v Motole v Praze.

Pro barveni plicnich i bakterialnich bunék byly pouzity kity poskytované
firmou Sigma-Aldrich. Byly pouZity fluorescencni slouceniny PKH67 (excitace
470 nm, emise 505 nm) a PKH26 (excitace 522 nm, emise 569 nm), které obsahuji
dlouhé alifatické retézce, kterymi se snadno vazi na lipidové ¢asti membrany bunék.
Dle vyrobce by fluorescence PKH67 méla pretrvavat 10 - 12 dni, u PKH26 aZ nékolik
tydnii [108]. Excitace a emise u PKH26 byly upraveny tak, aby nedochazelo

k prekryvu fluorescence s barvivem PKH67.

4.6.3.1 Fluorescenc¢ni znac¢eni monovrstvy plicnich bunék

Bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly nasazeny do 96-jamkové desticky
v koncentraci 105 bunék/jamku. Po vytvoreni konfluentni monovrstvy bunék bylo
zjamek odebrano ptvodni médium a prididno do kazdé jamky 25 pl Diluentu C.
Nasledné bylo do jamek ptidano stejné mnoZstvi Diluentu C obsahujictho barvivo
PKH67 vpoméru 1:124 (25 pl Diluentu C + 0,2 pl PKH67). Buiiky byly s timto
barvivem inkubovany 10 minut, barveni bylo zastaveno ptidanim 50 pl
100% FBS/jamku. Jamky byly poté promyty 1x 1% FBS a 5x 150 ul LHC-9 média.
Nasledné bylo do kazdé jamky pridano 200 pl média LHC-9 a desticka byla uloZena
do inkubatoru (37°C, 5% CO3).

4.6.3.2 Fluorescencni znaceni bakterii Pseudomonas aeruginosa

Den pred samotnym experimentem byl rozmrazen bakteridlni kmen PA966.
Bylo smichano 100 pl bakteridlni suspenze PA966 s 5 ml plného bakteridlniho média.
Toto médium obsahovalo 1,6% (w/v) pepton, 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy
hydrolyzat, 0,5% (v/v) glycerol, 57mM K2S04 a 15mM MgCl,. Bakteridlni suspenze

byla michdna na trepacce pri stiednich otackach a 37°C pres noc.
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Druhy den byla ziskand bakteriadlni suspenze centrifugovana (12000 RPM,
5min, Centrifuga Eppendorf 5415R) a dvakradt promyta pomoci PBS pufru
(12000 RPM, 5 min, Centrifuga Eppendorf 5415R). Peleta byla resuspendovana
v 250 pl Diluentu C, ke kterému bylo nasledné pridano stejné mnoZstvi Diluentu C
obsahujici barvivo PKH26 (20uM roztok). Tento roztok byl inkubovan 30 min za
laboratorni teploty bez pristupu svétla. Barveni bylo zastaveno pridanim 1 ml
1% BSA v PBS (w/v) a tato bakteridlni suspenze byla centrifugovana (13000 RPM,
10 min, Centrifuga Eppendorf 5415R). Peleta byla nasledné 2 x promyta pomoci pufru
PBS (12000 RPM, 5 min, Centrifuga Eppendorf 5415R).

Koncentrace bakterii v obarvené suspenzi byla stanovena z méreni optické
denzity pti 600 nm (spektrofotometr Helios alpha). Jako blank byl pouzit roztok PBS.

Pro vypocet byl pouZit vzorec:
CFU = A¢00'6°108-Tedéni,

kde CFU je koncentrace bakterii v 1 ml (z angl. ,Colony-forming-unit®).

4.6.3.3 Bakterialni adhezni test po transfekci bunécnych linii ARCA mRNA
Pfed samotnym experimentem bylo nutno metodu optimalizovat vybérem

vhodné koncentrace pridavanych fluorescencné znacenych bakterii (viz kapitola

5.1.3.1).

Po 24hodinové transfekci bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1 (viz kapitola 4.5)
byly bunikky o koncentraci 10> bunék/jamku obarveny pomoci barviva PKH67
(viz kapitola 4.6.3.1) a ponechany pti 37°C. Bakterialni suspenze byla fluorescentné
znacena pomoci barviva PKH26 (viz kapitola 4.6.3.2). Buniky byly 2x promyty 150 pl
pufru PBS a do kazdé jamky bylo poté ptidano 108 fluorescen¢né znacenych bakterif
(80 ul/jamku). Bakterie byly s butitkami inkubovany po dobu 2 hodin za laboratorni
teploty bez pristupu svétla.

Po inkubaci bylo provedeno kontrolni méreni fluorescence. Vinové délky
excitace/emise pro slouceninu PKH26 byly 522/569 nm (gain 133), pro slouceninu
PKH67 470/505 nm (gain 135). Desticka byla ¢tena zespodu bez vicka. Po zméreni
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byly jamky promyty 3x 150 ul PBS, pievrstveny 50 ul PBS a zméreny pfi totoZném
nastaveni spektrofluorimetru Tecan. Na zavér byly bunky s bakteriemi hodnoceny

vizualné na mikroskopu Nikon ECLIPSE TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30.
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5. Vysledky

Pro experimentalni praci byly vyuzity komercné dodavané (ATCC®) bunécné
linie NuLi-1 a CuFi-1, coZ jsou imortalizované bunécné linie z plicniho epitelu. Linie
NuLi-1 byla ziskdna od zdravych jedinct, jeji doba zdvojeni je priblizné 43 hodin.
Linie CuFi-1 byla ziskdna od pacienti trpicich CF, u kterych se vyskytuje nejcastéjsi
mutace F508del. Jeji doba zdvojeni je kratsi, a to priblizné 26 hodin. U této bunécné
linie sice dochazi kexpresi CFTR proteinu, ale ten je Spatné sbalen, a proto
degradovan. Nasledné neni zabudovan do plazmatické membrany, ¢imZ je narusen

transport chloridovych iontl pres membranu [51, 52].

Pocet subkultivaci obou linii by mél byt omezen na patnact, protoZe
pii nasledném pouziti jiz miize dochazet ke zméndm vlastnosti dané bunécné linie,

jako je napft. zména poctu nebo aktivity iontovych kanala [59].

Po rozmrazeni zminénych bunécénych linii byla jejich viabilita priblizné 70%,
pii nasledujicich subkultivacich se vSak viabilita zvySovala. Pro experimenty byly

pouzity asi 14 dni staré kultury, jejichz viabilita dosahovala zhruba 95 %.

Dané linie jsou adherentni, a proto s nimi bylo pracovano v 96-jamkovych
destickach Corning Cellbind, jejichZ povrch je specidlné upraven tak, aby béhem
experimentu nedochazelo k odmyti bunék. Konfluentni vrstva linif NuLi-1 a CuFi-1 je
znazornéna na obrazku ¢. 5.1 na strané 60. Snimky byly pofizeny na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 za pouZiti filtru VIS pro

viditelné zareni, kamery Mutech a rozliSeni LWD 10x/0,4.
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Obrazek €. 5.1: Mikroskopické snimky konfluentni vrstvy bunécnych linii. Vlevo je bunécna
linie NulLi-1, vpravo CuFi-1. Snimky byly potizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U
v programu NIS-Elements AR 2.30 — kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.

5.1 Studium transfekce bunécnych linii CFTR-mRNA

Pro tuto diplomovou praci byla vyuzita CFTR-mRNA, ktera byla syntetizovana
RNDr. Tomasem Koblasem, Ph. D. (IKEM). Byly syntetizovany dva rtizné typy mRNA.

Prvni typ mRNA obsahoval na 5‘ konci tzv. syntetickou ¢epicku ,anti-reverse
cap analog“ (ARCA) - 3‘-0-Me-m7G(5)ppp(5)G. Pozice 2-OH druhého nukleotidu

smérem od 5‘ konce je methylovana 2‘-0-methyltransferasou.

Druhy typ mRNA ma na 4‘ konci cepicku, kterd je pripojena enzymoveé.
Pfi enzymové syntéze dochazi nejprve k navazani guanosinu a poté k jeho methylaci

na pozici N7. Pozice 2-OH methylovana neni.

Oba typy mRNA byly pripraveny tak, aby kromé standardnich nukleotid
obsahovaly také 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu. Vysledna koncentrace
ARCA mRNA byla 340 ng/pl, enzymové mRNA méla koncentraci 300 ng/pl.

Transfekce bunécnych linii in vitro syntetizovanou mRNA byla nejprve
optimalizovdna. Byla zvolena dvé rozdilndA mnozZstvi transfekéniho Ccinidla
(Lipofectamine™ MessengerMAX™) a to 0,15 pl, respektive 0,3 ul/jamku. P¥i pouziti
0,3 ul transfekéniho cinidla/jamku bylo dosaZeno po 24h transfekci vyssi exprese
CFTR proteinu (data neuvedena). Proto bylo v dalSich experimentech pouZivano toto

mnozstvi transfekéniho ¢inidla.
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U metody nepiimé imunifluorescence byly v pripadé obou typli mRNA pouzity
dvé rizné koncentrace, a to 0,1 a 0,2 pg/jamku (viz kapitola 5.1.1.2). V ostatnich

experimentech byla pouzita pouze koncentrace 0,2 pg/jamku (viz dale).

5.1.1 Detekce CFTR proteinu metodou neprimé imunofluorescence
Na obrazku ¢. 5.2 jsou zobrazeny bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1, kde byl CFTR
protein oznacen jednou z pouZzitych primarnich protilatek proti tomuto proteinu
(CF3) a poté fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou Alexa Fluor® 555
(na obrazku ¢ervena barva). Modrym barvivem Hoechst byla zna¢ena bunécna jadra.
Je ziejmé, Ze u bunécné linie CuFi-1 je v membrané pritomno velmi malé mnoZstvi
CFTR proteinu, a proto dochadzi kminimdalni vazbé primdarni, resp. sekundarni
protilatky. Naopak u bunécné linie NuLi-1 dochazi k normalni expresi CFTR proteinu,
a tudiz je vice patrna fluorescence sekundarni protilatky ve srovnani s bunécnou linii

CuFi-1.

Obrazek €. 5.2: Fluorescencné znacené bunécné linie. Vlevo je bunécna linie NulLi-1, vpravo
CuFi-1. Cervena barva oznacuje CFTR protein — znageny primarni protilatkou proti tomuto
proteinu (CF3) a poté fluorescencné znacenou sekundarni protilatkou Alexa Fluor® 555.
Modra barva Hoechst oznacuje bunécné jadro. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon
Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702 a 31000
DAPI C80600, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.
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5.1.1.1 Optimalizace metody neprimé imunofluorescence

Nejprve byla stanovena optimalni koncentrace primarni protilatky, pti které je
byla zajiSténa jeji specifita. V této radé experimentl byla pouZita pouze bunécna linie
NuLi-1. Byly studovany 3 rizné protilatky proti tomuto proteinu — CF3, ktera se vaze
na extracelularni smycku CFTR proteinu, a smés protilatek proti C konci a R doméné
CFTR proteinu. Protilatka CF3 byla redéna v poméru 1:200, 1:400, 1:600 a 1:800,
smeés protilatek proti C konci a R doméné CFTR proteinu smichanych v poméru 1:1
byla dale redéna v poméru 1:50, 1:100, 1:200 a 1:400. Jednotlivé snimky jsou
znazornény na obrazku €. 5.3a/b na strané 62, resp. 63. V pripadé protilatky CF3 bylo

zvoleno redéni 1:600, pro smés protilatek fedéni 1:400.

Obrazek €. 5.3a: Detekce CFTR proteinu u bunécné linie Nuli-1 pomoci protilatky CF3.

RGzné koncentrace uvedené primarni protilatky — zleva nahofe pomér 1:800, 1:600, 1:400,
1:200. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu
NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Obrazek ¢. 5.3b: Detekce CFTR proteinu u bunécné linie Nuli-1 pomoci smési protildtek

proti C konci a R doméné CFTR proteinu. Rizné koncentrace smési uvedenych primarnich
protildtek — zleva nahofe pomér 1:400, 1:200, 1:100, 1:50. Snimky byly pofizeny
na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil
C87702, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.

Déle byl sledovan vliv sloZeni blokovaciho roztoku na kvalitu detekce CFTR
proteinu, a to jak u bunéc¢né linie NuLi-1 tak u linie CuFi-1. Opét byly pouZity tfi rlizné
protilatky. V blokovacim roztoku bylo pritomno bud’ tzv. Donkey serem (DS) nebo
suSené mléko. Obé tyto latky byly ve vysledném roztoku obsazZeny v poméru 1:9
(0,1 g mléka, resp. 100 ul DS na 1 ml roztoku). Vysledky tohoto stanoveni jsou
zobrazeny na obrazcich ¢. 5.4a/b na strané 64 a 65. Pri pouziti suSeného mléka
nebyly vysledné snimky zobrazujici CFTR protein tak kvalitni, a proto bylo vybrano
DS.
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Obrazek ¢. 5.4a: PouZiti rozdilnych blokovacich roztok( pri pouZiti primdrni protildtky CF3.

Snimky vlevo — vroztoku obsaZzeno tzv. Donkey serum, snimky vpravo — v roztoku
obsaZeno suSené mléko. Na hornich snimcich je bunécna linie Nuli-1, na dolnich CuFi-1.
Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR
2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x%/0,4.
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Obrazek ¢. 5.4b: PouZiti rozdilnych blokovacich roztok( pri pouZiti smési primdrnich

protilatek proti C konci a R doméné CFTR proteinu. Snimky vlevo — v roztoku obsazeno
tzv. Donkey serum, snimky vpravo — v roztoku obsazeno susené mléko. Na hornich
snimcich je bunécna linie NuLi-1, na dolnich CuFi-1. Snimky byly pofizeny na mikroskopu
Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702,
kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.

Posledni optimalizovanou slozkou byla pritomnost detergentu Triton X-100
v blokovacim roztoku a roztoku, kterym byla fedéna primarni protilatka,
tzv. ,antibody diluent“ (AD). Tento detergent permeabilizuje membrany bunék, a
proto ma vliv na prinik primarni protilatky dovnitf bunky. V tomto pripadé byla
pouzita pouze primarni protilatka CF3, nebot' se vaZe na extracelularni epitop CFTR
proteinu, a tim by méla pri vylouceni Tritonu X-100 zroztoki detekovat pouze
protein, ktery je zanofen v membrané. Pro sniZeni nespecifity sekundarni protilatky

byla tato protilatka vZdy redéna blokovacim roztokem s Tritonem X-100.

Z obrazku €. 5.5 na strané 66 je ziejmé, Ze pti pouziti vyse zminénych roztokil

bez pritomnosti Tritonu X-100 dochazi k detekci CFTR proteinu, ktery je zanofen
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v

v membrané. Dale je patrné, Ze bunécna linie NuLi-1 obsahuje v membrané vétsi
mnoZstvi tohoto proteinu nez linie CuFi-1. Pfi pouZiti roztoki s detergentem Triton

X-100 detekuje protilatka CF3 nejspiSe i protein nachazejici se uvnitr bunky.

Obrazek €. 5.5: Detekce CFTR proteinu pomoci primdrni protildtky CF3 fedéné roztokem

v nebo bez pfitomnosti detergentu Triton X-100. Vlevo byly pouzity roztoky obsahujici
Triton X-100, vpravo Triton X-100 obsaZen nebyl. Na hornich snimcich je bunécna linie
Nuli-1, na dolnich CuFi-1. Snimky byly potizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U
v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera Mutech, rozliseni
LWD 10x/0,4.

5.1.1.2 Ovéreni ucinnosti transfekce bunécnych linii pomoci CFTR-mRNA
metodou neprimé imunofluorescence

Bunéc¢né linie NuLi-1 a CuFi-1 byly transfekovany obéma typy syntetizované
mRNA (ARCA i enzymova) ve dvou rtiznych koncentracich - 0,1, resp. 0,2 g
mRNA/jamku. Po 24 hodinach byl CFTR protein vizualizovan metodou neptimé

imunofluorescence.
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Podle vysledkd uvedenych v predeslé kapitole byla primarni protilatka CF3
fedéna 1:600 a roztok, kterym byla fedéna, neobsahoval Triton X-100. Jak jiZ bylo
feCeno, byl timto typem vizualizace detekovan pouze CFTR protein internalizovany
v membrané. Smés primarnich protilatek proti C konci a R doméné CFTR proteinu
smichana vpoméru 1:1 byla redéna 1:400 a roztok pro jeji redéni obsahoval
Triton X-100. V tomto pripadé bylo detekovano celkové mnozZstvi CFTR proteinu

pritomné v burikach.

Opét bylo potvrzeno, Ze bunécna linie NuLi-1 obsahuje v membrané vice CFTR
proteinu ve srovnani s linii CuFi-1 (obrazky ¢.5.6a/b). Pfi pouZiti primarni protilatky
CF3 vsak po 24h transfekci linie CuFi-1 jak ARCA mRNA (obrazek ¢. 5.6a, strana 68)
tak enzymovou mRNA (obrazek ¢. 5.6b, strana 69) doslo ke zvySeni exprese tohoto
proteinu a jeho internalizaci do membrany, které bylo srovnatelné nebo i vyssi nez
u linie NuLi-1. Transfekce 0,1 pg enzymové mRNA byla nejicinnéjsi. Transfekce
bunéc¢né linie NuLi-1 obéma typy mRNA nevedlo ke znatelnému zvySeni CFTR

proteinu v membrané bunék ve srovnani s kontrolou, ktera transfekovana nebyla.

Pii pouziti smési primarnich protilatek proti C konci a R doméné CFTR
proteinu detekujici celkové mnoZstvi CFTR proteinu v buiice je jasné patrny
koncentra¢né zavisly nariist exprese tohoto proteinu jak pii pouziti ARCA mRNA
(obrazek ¢. 5.6c, strana 70), tak pri pouziti enzymové mRNA (obrazek ¢. 5.6d,

strana 71) u bunécné linie NuLi-1 i CuFi-1.

Bylo tedy prokazano zvySeni exprese CFTR proteinu pri pouZiti zminénych

mRNA.
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Obrazek €. 5.6a: Transfekce bunécné linie NulLi-1 (horni fada) a CuFi-1 (doini fada) ARCA
mMRNA. Vlevo je kontrola (bez transfekce mRNA), uprostfed transfekce 0,1 pug
mRNA/jamku, vpravo transfekce 0,2 pg mRNA/jamku. Vizualizace CFTR proteinu
provedena metodou nepfimé imunofluorescence za pouZiti primdrni protilatky CF3.

Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR
2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Obrazek ¢. 5.6b: Transfekce bunécné linie Nuli-1 (horni fada) a CufFi-1 (dolni rada)
enzymovou mRNA. Vlevo je kontrola (bez transfekce mRNA), uprostied transfekce 0,1 ug
mRNA/jamku, vpravo transfekce 0,2 pg mRNA/jamku. Vizualizace CFTR proteinu
provedena metodou nepfimé imunofluorescence za pouZiti primdrni protilatky CF3.

Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR
2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera Mutech, rozliseni LWD 10x%/0,4.
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Obrazek €. 5.6c¢: Transfekce bunécné linie NulLi-1 (horni fada) a CufFi-1 (dolni fada) ARCA
mMRNA. Vlevo je kontrola (bez transfekce mRNA), uprostfed transfekce 0,1 pug
mRNA/jamku, vpravo transfekce 0,2 pg mRNA/jamku. Vizualizace CFTR proteinu
provedena metodou nepfimé imunofluorescence za pouziti smési primarnich protilatek
proti C konci a R doméné CFTR proteinu. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon
Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera
Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Obrazek ¢. 5.6d: Transfekce bunécné linie Nuli-1 (horni rfada) a CuFi-1 (dolni rada)
enzymovou mRNA. Vlevo je kontrola (bez transfekce mRNA), uprostied transfekce 0,1 pg
mRNA/jamku, vpravo transfekce 0,2 pg mRNA/jamku. Vizualizace CFTR proteinu
provedena metodou nepfimé imunofluorescence za pouziti smési primarnich protilatek
proti C konci a R doméné CFTR proteinu. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon
Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30 — filtr 31002 Rdil C87702, kamera
Mutech, rozliseni LWD 10x/0,4.

5.1.2 Studium transportu iontii prostirednictvim CFTR proteinu

transfekovanych bunék

Funk¢nost CFTR proteinu, neboli transport iontii skrze tento kanal, byla
pozorovana pomoci fluorescencniho barviva MQAE, které je senzitivni vici
halogenovym iontiim. Metoda byla optimalizovana v ramci mé bakalarské prace
[103]. Fluorescence barviva byla mérena na spektrofluorimetru Tecan Infinite M200
Pro za vyuziti programu i-control 1.8 vzdy vriznych casovych intervalech.

U veskerych experimentti byla viabilita bunék vzdy vice nez 70%.
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5.1.2.1 Vliv Na(l, resp. KI na fluorescenci MQAE

JiZz vramci bakalaiské prace bylo zjiSténo, Ze reprodukovatelnost uvedené
metody je problematickd. Proto byla sledovana citlivost této metody. Z literarni
resSerSe bylo zjisSténo, Ze fluorescence barviva MQAE je zhasena nejen chloridy, ale
také jodidy [103]. Byla tedy studovana citlivost barviva MQAE vic¢i uvedenym
halogenlim v porovnani s kontrolni skupinou, kde byla pridavana pouze destilovana
voda misto halogenidd. Z uvedenych vysledkl (graf na obrazku €. 5.7) je ziejmé, Ze
jodidové ionty vice zhaSeji fluorescenci MQAE neZ ionty chloridové. V dalSich
experimentech proto bylo pracovano s jodidovymi ionty, pomoci nichz je také mozno
studovat aktivitu CFTR kanalu. Bunéc¢né linie vSak musi byt alespont 1 hodinu
inkubovany v pritomnosti pufru obsahujicim jodidové ionty, aby doslo

k intracelularni zaméné za ionty chloridové.
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Obrazek ¢. 4.7: Vliv halogenidi na fluorescenci 10mM MQAE. Kontrolni vzorky obsahovaly
destilovanou vodu. Méfeno na spektrofluorimetru Tecan, 362/452 nm, gain 80, dolni ¢teni

desticky bez vicka. Smérodatna odchylka nebyla vice nez 6 %.

5.1.2.2 Stanoveni zmény fluorescence MQAE vlivem CFTR(inh)-172
CFTR(inh)-172 je jednim zneucinnéjSich inhibitord CFTR kanalu. Pomoci
tohoto inhibitoru je ovérovano, zda meéreny transport iontli skrze tento kanal

probiha.
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Nejprve bylo pozorovano, zda samotny inhibitor neovliviiuje fluorescenci
barviva MQAE. Byly pouZity 3 riizné koncentrace tohoto inhibitoru, a to 25uM, 50uM
a 100uM. Fluorescence MQAE byla mérena na spektrofluorimetru Tecan v riznych
Casovych intervalech. Vysledny graf je zndzornén na obrazku ¢. 5.8. Bylo zjiSténo, Ze

CFTR(inh)-172 nijak neovliviiuje fluorescenci barviva MQAE.
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Obrazek ¢. 5.8: Viiv CFTR(inh)-172 na fluorescenci 10mM MQAE. Byly pouZity
3 koncentrace tohoto inhibitoru - 25uM, 50uM a 100uM. Méreno na spektrofluorimetru
Tecan, 362/452 nm, gain 80, dolni ¢teni desti¢ky bez vicka. Smérodatnd odchylka nebyla

vice nez 7 %.

5.1.2.3 Ovéreni funkénosti CFTR kandlu po transfekci bunécnych linii in
vitro syntetizovanou mRNA

Pro 24h transfekci bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1 byla vyuzita syntetizovana
ARCA mRNA v mnozstvi 0,2pg/jamku. Jamky byly po 24 hodinach obarveny 10mM
MQAE a nasledné byl sledovan transport jodidt skrze CFTR protein.

U bunécné linie CuFi-1 skupina (1) byla transfekovina mRNA a promyta
pufrem SR-, skupina (2) navic obsahovala 50uM CFTR(inh)-172. Tyto skupiny byly

srovnavany s kontrolnimi skupinami (3) a (4), které nebyly transfekovdny mRNA.
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Skupina (3) obsahovala pufr SR-, skupina (4) navic 50uM CFTR(inh)-172. U bunéc¢né

linie NuLi-1 bylo misto mRNA pridavano 0,3 pl transfekcniho ¢inidla Lipofectamine.

Vysledky byly zpracovany tak, Ze od fluorescence danych skupin v daném case
byla odectena vzdy hodnota fluorescence v Case 0, tedy fluorescence skupiny (5)
obsahujici pufr SR*, resp. (6) obsahujici pufr SR* a 50uM CFTR(inh)-172.
Fluorescence MQAE byla méfena na spektrofluorimetru Tecan v rtznych ¢asovych
intervalech. Vysledky jsou zndzornény na grafu na obrazku ¢. 5.9a/b na strané 75 a

76.

Transport jodidovych iontd u bunécné linie NuLi-1 vzristal s Casem a byl
inhibovan CFTR(inh)-172. Transfekéni Ccinidlo Lipofectamine signifikantné

neovlivnilo transport téchto iontii skrze CFTR kanal (obrazek ¢. 5.9a, strana 75).

U bunécné linie CuFi-1 nedochazi kinhibici CFTR kandlu inhibitorem
CFTR(inh)-172. Av$ak po 24h transfekci ARCA mRNA dochazi ke zvySeni transportu
jodidovych iontl a navic je tento transport inhibovan zminénym inhibitorem. Je tedy
zirejmé, Ze doslo k napraveni funkce CFTR proteinu transfekci bunécné linie CuFi-1

ARCA mRNA (obrazek ¢. 5.9b, strana 76).
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Obrazek €. 5.9a: Vliv CFTR(inh)-172 na transport jodid( skrze CFTR kandl u bunécné linie
Nuli-1 obarvené 10mM MQAE. Skupina (1) obsahovala transfekéni Cinidlo Lipofectamine a
byla promyta pufrem SR’, skupina (2) obsahovala navic 50uM CFTR(inh)-172. Skupina (3)
byla promyta pufrem SR’, skupina (4) obsahovala oproti skupiné (3) 50uM CFTR(inh)-172.
Méreno na spektrofluorimetru Tecan, 362/452 nm, gain 80, dolni ¢teni desticky bez vicka.

Smérodatna odchylka nebyla vice nez 25 %.
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Obrazek ¢. 5.9b: Viiv transfekce ARCA mRNA na transport jodidi skrze CFTR kandl
obarvené 10mM MQAE za vyuZiti CFTR(inh)-172. Skupina (1) byla transfekovana ARCA
mRNA a promyta pufrem SR’, skupina (2) byla transfekovdana ARCA mRNA a navic
obsahovala 50uM CFTR(inh)-172. Tyto skupiny byly srovnavany s kontrolnimi skupinami
(3) a (4), které nebyly transfekovany mRNA. Skupina (3) byla promyta pufrem SR, skupina
(4) obsahovala oproti skupiné (3) 50uM CFTR(inh)-172. Méfeno na spektrofluorimetru

Tecan, 362/452 nm, gain 80, dolni ¢teni desticky bez vicka. Smérodatna odchylka nebyla

vice nez 25 %.

5.1.3 Ovéreni ucinnosti transfekce prostrednictvim zmény adheze

bakterii Pseudomonas Aeruginosa

Bylo studovano, zda zvySeni exprese CFTR proteinu po transfekci bunécnych
linif NuLi-1 a CuFi-1 syntetickou ARCA mRNA ovlivni bakterialni adhezi P. aeruginosa
(kmen €. 966). Pro vizualizaci a kvantifikaci bakterii bylo pouzito fluorescencni
barvivo PKH26, u plicnich bunék fluorescen¢ni barvivo PKH67. Byla porovnavana
adheze bakterii na bunécnou linii NuLi-1 a CuFi-1. Optimalizace této metody byla
provedena Mgr. LibuSi Noskovou v ramci jeji bakalarské, resp. diplomové prace [109,

110]. Vysledné grafy byly zpracovany jako vzajemné poméry fluorescenci

PKH26/PKH67. Fluorescence byla mérena na spektrofluorimetru Tecan.
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5.1.3.1 Vybér vhodné koncentrace fluorescencné znacenych bakterii
Bylo pouzito 5 koncentraci fluorescencné znacenych bakterii pridavanych
k fluorescen¢né znacenym bunkam, a to 107, 2:107, 5-107, 108, 2-108 bakterii/jamku.

Vysledny graf je znazornén na obrazku ¢. 5.10.

Z vysledkl je zrejmé, ze se zvySujicim se mnoZstvim bakterii vzrista jejich
adheze na pouZzité bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1, priCemz v pripadé bunécné linie
CuFi-1 je tato adheze vys$Si. Pro dalSi experimenty byla vybrana koncentrace

108 bakterii/105 bunék/jamku.
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Obrazek €. 5.10: Vybér vhodné koncentrace fluorescencné znacenych bakterii. Méfeno na
spektrofluorimetru Tecan, 470/505 nm pro PKH67 (gain 135), 522/569 nm pro PKH26

(gain 133), dolini ¢teni desti¢ky bez vicka. Smérodatna odchylka byla maximalné 36 %.

5.1.3.2 Bakteridlni adhezni test po transfekci bunécnych linii ARCA mRNA
Po 24h transfekci buné¢nych linii syntetickou ARCA mRNA byla sledovana
adheze bakterii P. aeruginosa na tyto linie. U obou linii byly testovany tri skupiny
bunék. Prvni skupina byla kontrolni, ke druhé skupiné bylo pridano pouze
transfekéni cinidlo Lipofectamine, treti skupina byla transfekovana ARCA mRNA

(0,2 pg/jamku). Vysledny graf je znazornén na obrazku €. 5.11.
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U bunécné linie CuFi-1 doslo po transfekci ARCA mRNA k poklesu relativni
fluorescence PKH26/PKH67, tedy ke sniZeni adheze bakterii témeér na uroven
bunécné linie NuLi-1. Ke sniZeni bakteridlni adheze doslo také po ptidani
transfekéniho cinidla Lipofectamine, které zplsobuje penetraci bunék. Adheze

bakterii na bunécnou linii NuLi-1 se neméni ani v jednom pripadé.
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Obrazek ¢. 5.11: Bakteridlni adhezni test po transfekci bunécnych linii ARCA mRNA.
Méreno na spektrofluorimetru Tecan, 470/505 nm pro PKH67 (gain 151), 522/569 nm
pro PKH26 (gain 142), dolni ¢teni desti¢ky bez vicka. Smérodatna odchylka nebyla vice nez
9 %.
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6. Diskuze

Cysticka fibréza je geneticky podminéné onemocnéni, které je zplisobeno
mutaci vgenu CFTR kdédujicim stejnojmenny protein. Dochazi tak k produkci
defektniho proteinu nebo k jeho Uplné absenci na membrané [6]. Pacienti s CF vazné
trpi mnoha sekundarnimi projevy spojenymi s CF, jejich stav miize kon¢it az smrti [1,
2]. Nejvhodnéjsi metodou pro napraveni primarni priciny onemocnéni, tedy defektni
syntézy CFTR proteinu, se zda byt genova terapie. Cilem této metody je vpravit
do bunék genetickou informaci, z niZ je nasledné prostiednictvim buné¢ného aparatu

syntetizovan funkéni protein [57 - 59].

V ramci této diplomové prace byla vyuzita jako genovy material syntetizovana
mRNA. Vyhodou terapie pomoci mRNA je oproti DNA sniZeni rizika inzercni
mutageneze. AvSak tato metoda se potyka i s nékolika problémy. NejvétSim z nich je
nestabilita mRNA uvnitf bunky, nebot' dochazi k endogenni degradaci. Mimo to je
transfekce poZadovaného genu pouze prechodna, a proto musi byt mRNA podavana
opakované, ¢imz se miize objevit cytotoxicka odpovéd imunitniho systému
na podanou mRNA [57, 69, 71, 72, 74]. Témto problémiim vsak Ize zabranit pouzitim
upravené CFTR-mRNA, ktera obsahuje dostate¢né dlouhy poly(A) 3' konec
(minimalné 120 adenint) a ¢epicku na 5' konci (m7G(5")ppp(5')G). Takto upravena
mRNA je translatovana mnohem vice neZ mRNA, ktera modifikovana neni, a zaroven

je méné imunogenni [70, 73, 75, 95, 111].

Proto byla mRNA pouzivana v rdmci této prace upravena, a to dvéma zptsoby,
enzymové a synteticky pouzitim ARCA analogu. Oba typy mRNA obsahuji minimalné
200 adenint 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). Vyhodou tohoto analogu je, Ze diky methylaci
na pozici 3'-OH muze byt nasledujici nukleotid béhem in vitro transkripce navazan
pouze na 5' konec a translace in vivo je tak uc¢innéjsi [73, 95]. VSechny uvedené
Upravy, jak jiZz bylo feceno, by mély vést kvysSi stabilité a ucinnéjsi

translatovatelnosti mRNA.
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Aby byla transfekce ucinng, je kromé uUpravy mRNA dileZité vybrat také
vhodny genovy nosic. Pro transfekci mRNA jsou vhodné nevirové genové nosice, jako
jsou napft. kationtové liposomy nebo kationtové polymery, které jsou z pohledu
imunity méné invazivni [63, 67]. Napr. za pouZiti CFTR-DNA a liposomalniho
komplexu pGM160/GL67A byla provedena klinicka studie, pti které byla potvrzena
stabilizace funkce plic po jednom roce podavani [112]. V této diplomové praci byl

zvolen kationtovy liposom Lipofectamine™ MessengerMAX™,
Utinnost transfekce CFTR-mRNA byla ovéfena nékolika metodami.

V prvni metodé byla vyuZita pro vizualizaci CFTR proteinu po transfekci
bunécnych linif syntetizovanou mRNA metoda nepfimé imunofluorescence, pri které
se na protein nejprve navaZze primarni protilatka, na kterou se nasledné vaze
fluorescencné znacena sekundarni protilatka, diky které je CFTR protein
mikroskopicky vizualizovan. Jako primarni protilatka byla pouzita protilatka CF3,
kterd se vaze na extracelularni smycku CFTR proteinu, a také smés protilatek proti
Ckonci a R doméné CFTR proteinu. Pfi optimalizaci metody byla stanovena vhodna
koncentrace primarni protilatky a sloZeni blokovaciho roztoku a roztoku pro redéni
primarni protilatky (tzv. ,antibody diluent, AD). Pro experimenty byla vybrana
takova koncentrace primarni protilatky, ktera dobre detekuje protein CFTR a zaroven
je co nejnizs$i, aby byla zajiSténa jeji specifita. Blokovani bylo provedeno
prostiednictvim tzv. Donkey sera (DS) a suSeného mléka. Vzhledem k zakaleni a
intenzité fluorescence vyslednych roztoki bylo zvoleno pro dalsi experimenty DS.
Posledni optimalizovanou slozkou byl detergent Triton X-100, ktery byl, resp. nebyl
pritomen v blokovacim roztoku a roztoku AD. Tato latka permeabilizuje membrany
bunék, a proto na ni zavisi, zda se primarni protildtka dostane dovnitf bunék.
Pri pouZiti protilatky CF3, ktera se vaZe na extracelularni ¢ast proteinu, nebyl pouZit
Triton X-100, a tim nedoslo k priniku protilatky dovnitr bunék, a proto je detekovan
pouze protein, ktery je zanofen v membrané. Naopak pri pouZiti smési protilatek
proti C konci a R doméné CFTR proteinu byl v roztoku pritomen Triton X-100, a tim
bylo detekovano celkové mnozstvi tohoto proteinu. Pro sniZeni nespecifity byla

sekundarni protilatka vzdy redéna v blokovacim roztoku obsahujicim Triton X-100.
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Bylo potvrzeno, Ze bunécna linie NuLi-1 obsahuje v membrané vice proteinu
CFTR neZ bunéc¢na linie CuFi-1. VSechny pouzité primarni protilatky velmi dobre
detekuji CFTR protein. Pri pouziti protilatky CF3 po 24hodinové transfekci linie
CuFi-1 obéma typy syntetizované mRNA dosSlo ke zvyseni exprese CFTR proteinu a
jeho zabudovani do membrany. MnozZstvi proteinu bylo srovnatelné s mnoZstvim
detekovanym u bunécné linie NuLi-1, u které nebyla pozorovana vyrazna zména
mnoZzstvi CFTR proteinu na membrané ve srovnani s kontrolni netransfekovanou
linii. Transfekce 0,1 pg enzymovou mRNA byla nejucinnéjsi. AvSak pri detekci
celkového mnozstvi CFTR proteinu v burice, tedy pfi pouZiti smési protilatek, doslo
k vyraznému koncentrac¢né zavislému nartistu exprese tohoto proteinu jak u bunéc¢né
linie NuLi-1, tak i CuFi-1, a to jak pii pouziti ARCA mRNA, tak pfi pouZiti enzymové
mRNA.

Funk¢nost CFTR proteinu po transfekci bunécnych linii, neboli transport iontt
skrze tento kanal, byla pozorovana za pouZiti fluorescen¢niho barviva MQAE, které je
specificky zhaseno halogenovymi ionty. Vyhodou pouziti fluorescen¢niho indikatoru
oproti fyzikalnim metodam (napft. Ussing chamber, Voltage clamp, ...) je neinvazivnost
v burice, jednoducha manipulace a moznost méreni velmi rychlych transportd iontd
pfes membranu [113]. Princip metody spociva ve sledovani ubytku iontG uvnitr
bunék, tedy zvySovani fluorescence predem obarvenych bunék barvivem MQAE.
Po obarveni jsou buné¢né linie inkubovany s pufrem, ktery obsahuje vysoké mnoZstvi
sledovaného iontu, jenz se tak ve velké miie dostava dovnitt bunék. Po jeho odebrani
je nahrazen pufrem, ktery naopak obsahuje nulové mnoZstvi sledovaného iontu, coz
ma za nasledek vyplavovani iontli ven z bunék, ¢imz se s casem zvysuje fluorescence,

az do vyrovnani vnitini a vnéjsi koncentrace iontti [105, 106, 114].

Bylo stanoveno, Ze barvivo MQAE je lépe zhaSeno jodidovymi nez
chloridovymi ionty, a proto bylo v dalSich experimentech pracovano s jodidovymi
ionty. Avsak aby doslo uvniti bunék k vyméné chloridovych iontl za jodidové, bylo

potieba bunécné linie inkubovat s pufrem obsahujicim jodidy minimalné 1 hodinu.

Pro ovéreni, Ze jsou ionty transportovany skrze CFTR kanal, byl pouZit
inhibitor CFTR(inh)-172, ktery stabilizuje uzavieny stav CFTR proteinu tim, Ze se

vaze na NBD. Samotny inhibitor neovliviioval fluorescenci MQAE. Vzhledem k tomu,
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Ze u bunécné linie CuFi-1 je vmembrané piitomno velmi malé mnozstvi CFTR
proteinu, coz bylo potvrzeno i dalSimi experimenty, nedochazi k inhibici transportu
iontli inhibitorem CFTR(inh)-172. Naopak u bunéc¢né linie NuLi-1 je tento transport

uvedenym inhibitorem vyrazné sniZen.

Avsak po 24h transfekci bunécné linie CuFi-1 ARCA mRNA doslo ke zvySenému
transportu sledovanych iontli oproti kontrolnim liniim a tento transport byl
inhibovan zminénym specifickym inhibitorem CFTR kanalu. Je proto moZné
konstatovat, Ze po transfekci bunécné linie CuFi-1 ARCA mRNA doslo ke zvySeni
syntézy funkcniho proteinu CFTR, a tedy i jeho mnoZstvi na membrané bunék, coz
zplUsobuje snadnéjsi a rychlejsi vyplavovani sledovanych iontl z bunék, a tedy i
zvySeni fluorescence MQAE, coZ je ve shodé s drive publikovanymi vysledky [105,

106, 114].

Posledni metodou stanoveni ucinnosti transfekce bylo sledovani adheze
bakterii Pseudomonas aeruginosa na buiilky plicniho epitelu, tedy linie CuFi-1 a
NuLi-1. Infekce touto bakterii jsou nejcastéjsi pri¢inou chronickych infekci a umrti
u pacientl trpicich CF. Jak jiz bylo feceno, u pacienti s CF majicich naruSeny
transport chloridovych iontl dochazi ke snazsi kolonizaci plic touto bakterii kviili
zméné vnitiniho prostiedi - dochazi k tvorbé hustého hlenu a ke zméné glykosylace

povrchovych struktur bunék plicniho epitelu [26 - 28].

Pro kvantifikaci byly buriky znaceny fluorescen¢nimi barvivy PKH67 (buriky
plicniho epitelu) a PKH26 (bakteridlni burnky). Tato barviva by neméla ovliviiovat
povrchové struktury bunék, a tedy ani bakteridlni adhezi. V pripadé bunécné linie
CuFi-1, jejiz bunécné povrchy jsou abnormadlné glykosylovany, je adheze bakterii
vyssi. Bylo zjisténo, Ze pro miru adheze je diilezity pomér mezi mnoZstvim bakterii a
bunék. Nejvétsi rozdil v adhezi bakterii mezi sledovanymi liniemi byl pfi pouZiti
108 bakterii/10> bunék/jamku, a proto byla tato koncentrace vybrana pro dalsi

experimenty.

U bunécné linie NuLi-1, ktera ma CFTR protein neposkozen a plné funk¢ni,
dochazi knizsi bakteridlni adhezi neZ u bunécné linie CuFi-1, kterd nema tento

protein plné funkéni a navic ma pozménény bunéclny povrch umoziujici lepsi
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interakci s bakteriemi. Po transfekci bunécnych linii ARCA mRNA je ziejmé, Ze
u bunécéné linie CuFi-1 dochazi ke sniZzeni adheze bakterii az na uUroven adheze

na bunéc¢nou linii NuLi-1.

[ vlivem samotného transfek¢niho c¢inidla Lipofectaminu, které zpiisobuje
penetraci bunék pro snazs$i prinik mRNA, dosSlo ke sniZeni adheze bakterii
na bunécnou linii CuFi-1. Samotny nosi¢ ma pravdépodobné také vliv na okolni

prostredi bunék.

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 nejspiSe zabudovan do membrany a je funké¢ni, nebot’ skrze
néj dochazi k transportu iontl. Navic po transfekci této linie CFTR-mRNA dochazi

ke snizeni bakterialni adheze.
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7. Shrnuti

Pro transfekci bunécnych linii CuFi-1 a NuLi-1 byla pouzita stabilni mRNA
kédujici CFTR protein, ktera byla syntetizovana dvéma zptisoby, synteticky za pouziti

ARCA analogu a enzymové.

Vizualizace CFTR proteinu pomoci optimalizované metody neprimé
imunofluorescence potvrdila zvyseni exprese CFTR proteinu u bunéénych linii CuFi-1

a NuLi-1, a to jak pii pouziti ARCA mRNA, tak pii pouziti enzymové mRNA.

Funkcnost CFTR proteinu byla potvrzena sledovanim transportu jodidovych
iontli skrze tento kanal pomoci fluorescen¢niho barviva MQAE a specifického
inhibitoru CFTR(inh)-172). Po 24h transfekci bunécné linie CuFi-1 doslo k obnové
funkce CFTR kanalu.

U¢innost transfekce byla ovéfena také prostiednictvim adheze bakterif
Pseudomonas aeruginosa na obé bunécné linie. Po transfekci buné¢nych linii ARCA
mRNA je zifejmé, Ze u bunécné linie CuFi-1 dosSlo ke sniZeni adheze bakterii az

na uroven adheze na bunéc¢nou linii NuLi-1.
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