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Abstrakt

Cysticka fibroza je genetické onemocnéni zptisobené mutaci v CFTR genu. To ma za
nasledek absenci ¢i Spatnou funkénost CFTR chloridového kanalu, ktery je i zadsadnim
regulatorem dalSich iontovych kanal. Tato prace se zaméfila na studium genové terapie
cystické fibrézy pomoci genového pirenosu CFTR-mRNA. K urceni exprese CFTR
proteinu bylo pouzito metod nepfimé imunofluorescence a Western blot imunodetekce.
Zaroven byla stanovena relativni mira genové exprese CFTR genu pomoci kvantitativni
PCR. K experimentim byly pouzity bunétné linie zdravého plicniho epitelu (NuLi-1),
plicniho epitelu s homozygotni mutaci F508del (CuFi-1) a zarode¢ného ledvinného epitelu
(HEK293S).

CFTR protein byl vizualizovan uvedenymi metodami pomoci Sesti primarnich
protilatek (432, 450, 570, 596, 769, CF3). Pro detekci CFTR proteinu pomoci metody
nepiimé imunofluorescence byly jako nejvhodnéjsi vybrany primarni protilatky 570 a CF3.
V piipadé¢ metody Western blot byla pro detekci uvedeného proteinu vhodna pouze
protilatka CF3. Stanovenim relativni miry genové exprese CFTR genu bylo zjisténo, ze
tento gen je exprimovan u studovanych bunéénych linii v malém mnozstvi, pfi€emZ mira
jeho exprese je v bunécné linii CuFi-1 pfiblizné Sestkrat vyssi neZ v bunééné linii NuLi-1.

Byla zkoumdna téZ ucinnost transfekce bunééné linie CuFi-1 pomoci CFTR-mRNA.
Buné¢na linie byla transfekovana dvéma druhy in vitro syntetizované CFTR-mRNA
obsahujici: a) nemodifikované nukleotidy, b) 25% pseudouridinu a 25 %
5-methylcytidinu. Transfekce bunécné linie obéma druhy CFTR-mRNA vedla ke zvySeni
mnozstvi CFTR proteinu v bunkach. Navic bylo zjisténo, Ze CFTR-mRNA
s nemodifikovanymi nukleotidy pusobila na bunky toxicky jiz v nizkych koncentracich
(0,5 pg/ml). Oproti tomu CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy piisobila toxicky az
pfi koncentraci 2,0 pg/ml. Transfekce pomoci CFTR-mRNA tedy pfedstavuje teoreticky

mozny zpusob terapie cystické fibrozy.

Klicova slova:
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blot, kvantitativni PCR, pfenos mRNA.



Abstract

Cystic fibrosis is a genetic disease caused by a mutation in the CFTR gene. This leads
to an absence or a malfunction of CFTR chloride channel, which is also a crutial regulator
of other ion channels. This thesis was aimed at gene therapy of cystic fibrosis using CFTR-
mRNA gene transfer. To determine the expression of CFTR protein, methods of indirect
immunofluorescence and Western blot immunodetection were utilized. Also relative gene
expression levels of CFTR gene were assessed by quantitative PCR. Experiments were
carried out on a healthy lung epithelial cell line (NuLi-1), a lung epithelial cell line with
F508del mutation (CuFi-1) and an embryonic kidney epithelial cell line (HEK293S).

CFTR protein was visualized by previously mentioned methods using six primary
antiobodies (432, 450, 570, 596, 769, CF3). Primary antibodies 570 a CF3 were found as
optimal for the detection of CFTR protein by the method of indirect immunofluorescence,
whereas for the detection of this protein by the method of Western blot only the CF3
antibody was suitable. It was also determined that CFTR gene is expressed in overall small
levels. Its relative gene expression in the CuFi-1 cell line was approximately six times
higher than in the NuLi-1 cell line.

The efficiency of transfection of CuFi-1 cell line by CFTR-mRNA was also studied.
The cell line was transfected by two types of in vitro synthetised CFTR-mRNA containing:
a) unmodified nucleotides, and b) 25 % of pseudouridine and 25 % of 7-methylcytidine.
Transfection of the cell line by both types of CFTR-mRNA resulted in increased levels of
CFTR protein. CFTR-mRNA with unmodified nucleotides was found to be toxic even at
small concentration (0,5 pg/ml). CFTR-mRNA with modified nucleotides was, however,
found to be toxic only at concentration 2,0 ug/ml. In conclusion, transfection by CFTR-

mRNA is a theoretically possible way of treatment of the cystic fibrosis.
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1. Uvod

1.1. Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) byla poprvé popsana v roce 1938 a je nejcastéji se vyskytujicim
smrtelnym genetickym onemocnénim [1]. Postihuje zejména pfisluSniky takzvané
»kavkazské“ populace, tedy jedince pivodem z Evropy [2]. Udéava se, ze v celosvétovém
méfitku této populace je incidence CF 1:2 500, coz znamend, Ze na jedno dité narozené
s CF ptipada 2 500 zdravych. V Ceské republice je CF méné Gastd, na jedno dité s CF se
narodi 4 023 zdravych, coz ¢ini 30 novych pacientli rocné [3]. Pro obyvatele Blizkého a
Délného vychodu ¢ini incidence CF piiblizné 1:90 000 [4].

CF je autosomaln¢ recesivni onemocnéni, postihuje tedy vSechny jedince, ktefi maji
defektni ob¢ alely s pfisluSnym genem, nehledé na jejich pohlavi. Heterozygotni jedinci
nemoci postiZzeni nejsou a nemaji ani zadné jiné ptiznaky, slouzi pouze jako ptenaseci [4].
CF zasahuje zejména organy pokryté epitelem, tedy mimo jiné plice, slinivku bfi$ni, potni
zlazy, travici trakt a pohlavni organy. Nékteré projevy CF jsou letdlni, zejména pak ty
projevujici se v plicich. Typickym znakem CF je nadmiru slany pot, poprvé popsany v roce
1953 [5]. Dokud nebyla zndma podstata tohoto onemocnéni, bylo vyjimecné, aby lidé
narozeni s CF pftezili prvni rok Zivota. Nyni s pomoci neustdle se rozvijejici 1écby se
pacienti s CF dozivaji v priméru Ctyficeti let.

Ac¢ byla nemoc CF znama jiz od roku 1938, jeji molekularni podstata byla popsana az
vroce 1989, kdy byl identifikovan gen zodpovédny za toto onemocnéni [6]. Jiz dlouho
bylo na zaklad¢ riznych projevii CF patrné, ze dany gen musi kodovat protein, ktery
n¢jakym zplsobem ovliviluje iontovy pfenos pies plasmatickou membranu a tim 1
transmembranovou vodivost. Tento gen byl tedy nazvan zkratkou CFTR (z angl. Cystic

Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), stejn€ jako jeho proteinovy produkt [7].

1.2. CFTR protein

CFTR protein se nachazi na apikélni strané¢ plasmatické membrany epitelidlnich
bunck [8]. Jest€ nez byla identifikovana jeho pravd povaha, panovaly dvé zdkladni
ptredstavy o jeho funkci. Prvni tvrdila, Ze CFTR protein je nejspiSe chloridovym kandlem,

nebot’ u pacienti s CF byla mimo jiné pozorovana razantné snizend vodivost téchto
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aniontl. Druha hypotéza tvrdila, Ze by se mohlo jednat o protein, ktery svou aktivitou
¢innost iontovych kanalt reguluje a ze CFTR protein sdm iontovym kanalem neni. Této
hypotéze nahravala skuteCnost, ze primarni aminokyselinova sekvence CFTR proteinu
neodpovidala zddnému do té doby znamému iontovému kanalu [8]. Jak se ukazalo pozdéji,
obé hypotézy byly vlastné spravné, nebot’ CFTR protein je chloridovym kanalem, ktery

nicméné vykazuje schopnost regulovat ¢innost ostatnich iontovych kanali.

1.2.1 Struktura CFTR proteinu

CFTR protein patii do rodiny ABC (z angl. ATP-binding cassette) pienaseci, Siroké
skupiny proteinovych ptfenaSecl nachazejicich se napfi¢ vSemi zZivociSnymi fiSemi. Tyto
proteiny vyuzivaji hydrolyzy ATP k transportu riznorodych substrati pies bunécnou
membranu. Mezi takové substraty patii napiiklad cukry, anorganické ionty, aminokyseliny,
proteiny a cizorod¢ latky [9]. Jejich funkce je vyuzivano mimo jiné v metabolismu,
pfenosu signalu a proteinové sekreci. ABC proteiny jsou také zodpovédné za bakteridlni
rezistenci na antibiotikum nebo netcinnost chemoterapie [10, 11]. Vyznaénym rysem
eukaryotickych ABC proteini je, Ze se vSechny domény nachézeji v ramci jednoho
polypeptidového fetézce. V bakteriich a archebakteriich se domény vyskytuji volné
v cytoplasmé/membrané a fzuji pouze za potieby tvorby prenasece [12].

Z celé siroké rodiny ABC proteint v§ak z4dny nevykonéava funkci iontového kanélu,
pouze CFTR protein [13]. Stejné¢ jako ostatni ABC proteiny i on sestdva ze dvou
transmembranovych domén (TMD) a dvou domén vézajicich nukleotid (NBD, z angl.
nucleotide-binding domain). Oproti zbylym ABC pfenasecim vSak CFTR protein
disponuje jesté patou, regulacni (R) doménou [14].

Vzhledem ktomu, ze je hlavni pfi¢inou CF, CFTR protein je jednim z nejlépe
probadanych ABC proteind. Jeho strukturu tvofi 1480 aminokyselin (AMK), pfi¢emz
pofadi jeho domén je od N-konce néasledovné: TMD1, NBD1, R, TMD2 a NBD2. Dalsi
zvlastnosti oproti typickym eukaryotickym ABC proteinim jsou prodlouZené terminalni
sekce proteinu: u N-konce o 80 AMK a u C-konce o 30 AMK [15].

V zavislosti na glykosylaci se udavaji tfi molekulové velikosti CFTR proteinu:
127 kDa pro neglykosylovany protein, 131 kDa pro ¢astecné glykosylovany a 168 kDa pro
pln€ maturovany CFTR protein [16].
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Glykosylace

Obrazek ¢. 1: Struktura CFTR proteinu. Skrze plasmatickou membranu prostupuji dve
transmembranové domény (TMD1 a TMD2). Kazda z nich disponuje Sesti transmembranovymi a-
helixy. Dvé nukleotid vazajici domény (NBD1 a NBD2) jsou prostorové blokovany regulacni (R)
doménou. Prvni extracelularni smycka TMD2 je glykosylovana. Je-li aktivovana, kazda NBD
doména vaze ATP a nasledné spolu ob¢ tvoii dimer (znazornéno v ramecku). Obrazek prevzat a
upraven z [17].

Pro ABC proteiny je charakteristické, Ze jejich NBD domény sdili vysokou homologii
(v pruméru 80 %). NBD domény CFTR proteinu oproti tomu maji homologii pouhych
29 %, coz zpusobuje jeho netypické fungovani jako iontovy kanal (viz kapitola 1.2.2.1.)
[18]. NBD domény jsou schopné vazat ATP, a pokud tak ucini, obé domény formuji dimer
hlava-ocas. Predpoklada se, Ze tvorbou dimeru NBD domén se otevird por CFTR kanélu.

Kazdd TMD doména CFTR proteinu prostupuje na Sesti mistech plasmatickou
membranou, tvoii tedy tfi extraceluldrni smycky (obrazek €. 1). Obé domény dohromady
formuji iontovy por, skrze ktery probihd samotny iontovy transport [13]. Prvni
extracelularni smyc¢ka TMD2 domény CFTR proteinu je N-glykosylovana. Intracelularni
smycky TMD domén pravdépodobné slouzi k pfenosu signdlu mezi NBD a TMD
doménami [17, 19].

Regulacni R doména, nachazejici se uprostied proteinu, neni strukturovana. Pouze
5 % jejiho fetézce zaujima tvar a-helixu. Pfedpoklada se, Ze R doména interaguje s obéma
NBD doménami, s intracelularnimi smyckami TMD domén a s C-koncem CFTR
proteinu [20]. R doména disponuje vysokym elektrickym nébojem a obsahuje 9 mist

vhodnych pro fosforylaci cAMP-dependentni proteinkinasou A (PKA), proteinkinasou C
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(PKC) a jinymi kinasami [21]. Fosforylace R domény je zdsadni pro spravnou funkci
CFTR proteinu. Jakmile dojde k fosforylaci, R doména, kterd do té doby prostorové branila
formovani dimeru NBD domén, odstupuje a umoznuje tak otevieni iontového péru [17,

20].

1.2.2. Funkce CFTR proteinu

CFTR protein v organismu plni dvoji funkci: jednak vykonava tulohu iontového

kanalu, jednak je schopen regulovat aktivitu dalSich iontovych kanalt.

1.2.2.1. CFTR protein jako iontovy kanal

CFTR protein funguje zejména jako Cl™ iontovy kandl, ale diky nespecifité svého
iontového poru je schopen pfenaSet i HCO3;™ a nékteré organické ionty. lonty jsou
prendseny samovolné dle elektrochemického gradientu [22].

Mezi charakteristické vlastnosti CFTR kanalu patii, ze ma nizkou jednokanalovou
vodivost (6-10 pS), jeho zavislost proudu na napéti (I-V) je linearni a jeho propustnost
aniontl ma pomeérné netypické potfadi Br™ > Cl” > 1™ > F~. Aktivita CFTR proteinu je
rovnéZ netypickad zavislosti na cAMP-dependentni fosforylaci a svym vyuzitim ATP [4,
17, 23]. Pravé ATP se vaze na kazdou NBD doménu, ¢imZ spolu obé domény vytvori
dimer. Tvorba dimeru zplsobi otevieni iontového poru. Nutno zminit, Ze oproti béZnym
ABC proteiniim, které k pfenosu vyuzivaji hydrolyzy ATP, CFTR proteinu pro otevieni
staci pouhé navazani ATP [24]. Energie hydrolyzy ATP je naopak vyuZivana k uzavieni
iontového poru [25]. Je ale tieba dodat, Ze dle nckterych studii bylo mozné pozorovat
aktivitu CFTR kanalu i v prostfedi bez ATP a 1 v pfipadech, kdy byla z proteinu odstranéna
sekvence pro NBD2 doménu. Aktivita kandlu byla ale udajné podstatné niZsi, nez je bézné
[17, 24,26, 27].

Pro zformovani dimeru NBD domén CFTR proteinu je zapotiebi 2 molekul ATP.
Kvili rozdilnym vlastnostem téchto domén probihd hydrolyza ATP navdzaného na NBD2
doméné snaze nez ATP navazaného na NBD1 doméné. ATP navazané na NBD2 doméné
je tak hydrolyzovano diive nez ATP na NBD1 doméné¢, ¢imZ se narusuje dimerni struktura
NBD domén a uzavira se iontovy por. Oviem ATP na NBD1 doméné zistava stale
navazano. Navaze-li se na NBD2 novd molekula ATP, je tvorba dimeru NBD domén

mnohem rychlejsi, nez kdyby kazd4d z NBD domén musela pfijmout novou molekulu ATP.

15



CFTR kanal je tim schopen bud bézného ptenosu iontli, béhem nc¢hoz jsou mezi
jednotlivymi otevienymi stavy kanalu dlouhé prodlevy (na NBD doménach se hydrolyzuji
ob¢ jednotky ATP) [28], nebo velice rychlého stiidani otevieného a uzavieného stavu, kdy
je interval mezi jednolivymi otevienymi stavy podstatné kratsi a je tak umoznén mnohem
rychlej$i a intenzivnéj$i pfenos iontil (na NBDI1 doméné zistdvd navazéno ATP,
hydrolyzuje se pouze ATP na NBD2 domén¢) [13, 24]. Funkce CFTR jako iontového

kanalu je schematicky zndzornéna na obrazku ¢. 2.

bl

Obrazek €. 2: Funkce CFTR chloridového kandlu. Tmaveé modry obdélnik predstavuje TMDI1
doménu, svétle modry obdélnik TMD2 doménu. Tmavé zelend doména piedstavuje NBDI
doménu, zatimco svétle zelends NBD2 doménu. Fialovy oval predstavuje R doménu. Sedé &ary
naznacuji plasmatickou membranu. Bilé P v ¢erveném kruhu znaci fosfatovy zbytek. Pti vychozim
stavu R doména prostorové brani tvorbé dimeru NBD domén. Pokud je fosforylovana, ustupuje. Na
kazdou NBD doménu se vaze ATP a obé domény vzapéti formuji dimer. Tim se otevird iontovy
por tvofeny TMD doménami. Pii hydrolyze ATP navazan¢ho na NBD2, dochézi k rozvolnéni
dimeru NBD domén a naslednému uzavieni poéru. ATP na NBD1 doméné zlstava stale navazano.
Na NBD2 doménu se pak mize vazat dalsi ATP, coz vede k novému otevieni iontového poéru.
Ptipadné je ATP na NBD1 doméné¢ hydrolyzovano a CFTR protein se mtze vratit do vychoziho
stavu. Pfevzato a upraveno z [17].
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Aktivita CFTR kanalu je regulovana fosforylaci R domény [29, 30]. V klidovém stavu
neni R doména fosforylovéna a jeji pisobeni inhibuje pfipadnou aktivitu CFTR proteinu.
Bylo zjisténo, Ze pokud je R doména odstranéna, CFTR kanal je aktivni neustale [31]. R
doména ma celkem 9 mist urCenych pro fosforylaci, ale pouze 7 z nich ma stimulacni
ucinky, zbyld 2 mista, jsou-li fosforylovdna, plisobi na aktivitu CFTR proteinu
inhibicné [32]. Je dllezité zminit, ze s ptibyvajici fosforylaci R domény se kumulativné
zvysuje afinita NBD domén k ATP. Zadné z fosforyla¢énich mist nemé vysadni postaveni.
Fosforylaci R domény zajistuje nejcastéji PKA. PKC, PKC2 a cGMP-dependentni
proteinkinasa G2 (PKG2) jsou ale rovnéz schopny CFTR protein aktivovat [17, 20, 33,
34].

1.2.2.2. Regula¢ni funkce CFTR proteinu

I kdyz se o presném mechanismu regulace ostatnich proteinti prostfednictvim CFTR
proteinu diskutuje, je nesporné, Ze mnoh¢ iontové kanaly vykazuji odli$né fungovani, neni-
li CFTR protein pfitomen nebo funguje-li chybné. Mezi tyto proteiny patii napiiklad
sodikovy kanal ENaC (z angl. epithelial Na“ channel), jehoz aktivitu CFTR protein
inhibuje a ktery je zodpovédny za vaznou patogenesi v plicich. Dal§im iontovym kandlem
je naptiklad chloridovy kanal ORCC [35] (z angl. outwardly rectifying C1” channel), jehoz
sniZzena aktivita v tkanich postizenych CF byla natolik patrna, Ze byl po dlouhou dobu
povazovan za puvodce CF [4]. Draslikovy kandl ROMK (z angl. renal outer medullary
potassium channel) je pravd&podobné také ovliviiovan CFTR proteinem, stejné jako Ca®’
regulovany chloridovy kanal CaCC (z angl. calcium-activated chlorid channel) [4].

CFTR protein je navic schopen ovliviiovat aktivitu aquaporinil [36] a spekuluje se i o

jeho vlivu na parakrinni/endokrinni funkci z1az a genovou expresi jinych proteint [4].

1.3. CFTR gen a CF

1.3.1. Mutace CFTR genu

CFTR gen se nachéazi na dlouhém raménku chromosomu 7, sestava z 27 exonl a jeho
délka ¢ini piiblizné 250 kb [6, 7]. Jeho RNA piepis je dlouhy 6,5 kb. V soucasnosti je
popsano pres 2 000 jeho mutaci, pficemz naprosta vétSina z nich je vzacnych a pouze 11 se

vyskytuje u vice nez 100 pacientt [4, 37]. Nejrozsifenéj$i mutaci je delece tii kodont pro
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fenylalanin v pozici 508 (F508del), kterou ma celosvétové ptiblizné¢ 70 % pacientd s CF.
Vyskyt jednotlivych mutaci je podminén geograficky. Napiiklad mutace F508del ma 100%
zastoupeni na Faerskych ostrovech, zatimco pouhych 18 % v Tunisku [4]. V Ceské
republice bylo zjisténo 91 rtiznych mutaci CFTR genu, pticemz F508del mutaci mélo 67 %
pacientt [3].

Podle jejich vlivu na funkci CFTR proteinu lze mutace CFTR genu rozd¢lit do Sesti

tfid. VSechny tiidy jsou znazornény na obrazku €. 3 na strané 19.

Trida 1
Prvni tfida zahrnuje takové mutace, které vedou k poruse syntézy CFTR proteinu.

Patii sem mutace zplsobujici posunuti ¢teciho rdmce a piedCasné stop kodony. Mutace

wev

Mezi tyto mutace patii naptiklad R553X, W1282X a G542X [38].

Tiida IT

vvvvvvv

coz vede k jeho pfedcasné degradaci. Do této tfidy patii mutace F508del. Vzhledem ke
znacné velikosti, a tedy 1 obtiZnému sbaleni CFTR proteinu, byva fyziologicky
degradovano piiblizné¢ 75 % vytvoteného proteinu, avSak v ptipadé¢ F508del-CFTR se
jedné o vice nez 99 % proteinu [4].

Mimo F508del mutaci do této skupiny patii naptiklad N1303K mutace.

T¥ida 111

Mutace treti tfidy nezasahuji do procesu tvorby CFTR proteinu, ale znemoZiuji jeho
funkci. CFTR protein je spravné dopraven do plasmatické membrany, ale neni citlivy viici
cAMP ani ATP, nemtze byt proto aktivovan [39]. Postizena byva zejména R doména nebo
NBD domény. VSechny tyto mutace znemoziuji vazbu ATP a tim i funkci proteinu
(obrazek ¢. 2, strana 16), coZ je do jisté miry spolecné i mutacim IV. t¥idy [33].

Mezi tyto mutace patii naptiklad G551D a Y569D [4].
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Obrazek €. 3: Tridy mutaci CFTR genu. Mutace CFTR genu se d€li na Sest tfid. Prvni az treti tfida
tvotfi nejzavaznéjsi formy CF onemocnéni, protoze CFTR kanal bud’ chybi v plasmatické
membréang, nebo je nefunkéni. Ctvrta az Sesta tiida mutaci pedstavuji leh&i formy CF onemocnéni.
Ptevzato a upraveno z [40].

Trida IV

Ctvrta tiida mutaci CFTR genu vede k syntéze proteinu, ktery je sice funkéni, ale neni
schopen dostatecné vodivosti. Pfenos C1I” a HCO;™ iontl pfes membranu je tak sniZen.

Mezi mutace ¢tvrté tiidy patii R347P, R117H a D1152H [4].

Trida V

Pata tfida zahrnuje mutace zptsobujici nizkou produkci CFTR proteinu, ktery je ale
pln€ funkéni. Do této tiidy patfi mutace v promotoru genu a mutace ovliviiujici RNA
sestfih. Spatny sestiih CFTR pre-mRNA miZe vyustit napiiklad v ¢asteéné vystiizeni
exonu nebo zaclenéni intronu do sekvence.

Mezi mutace paté ttidy patii 3849+10kb C—T, 3272-26 A—G anebo G576A [4].

Trida VI

Posledni tfida mutaci snizuje stabilitu CFTR proteinu v plasmatické membran¢ a vede
tak k jeho zvySené degradaci.

Mezi tyto mutace patii napiiklad 4326delTC a Gln1412X [40].
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1.3.2. Projevy CF

Vzhledem k tomu, Ze se CFTR kanal nachézi v epitelidlni tkdni mnohych organt,
postihuje CF, jak jiz bylo feceno, téméi cely lidsky organismus. Mezi zasazené organy
patii slinivka bfisni, stfeva, jatra, opérnd soustava, rozmnozovaci soustava a predevsim
plice.

Jednim z typickych projevi CF je nezvykle slany pot, zptisobeny Spatnou reabsorpci
NaCl. Udava se, ze mnozstvi soli v potu pacientit s CF je az pétkrat vyssi nez u zdravych
jedinct.

Dalsim charakteristickym projevem CF je ztrata endokrinni funkce u slinivky bfisni.
Nasledkem je Spatné traveni potravy a snizeni pfijmu zivin, coZ zpusobuje Spatné
prospivani a mensi vzrast [41]. Problémy traviciho ustroji lze vSak dobie kompenzovat
doplnky stravy [4].

U jater zplsobuje CF cirhozu a zvySenou viskozitu ZIu€i. Ve stfevech, stejné jako
v dal$ich orgénech, je hlavnim problémem chybny transport vody a elektrolytl, coz muize
zpusobit prijmy i zacpy [42].

Rozmnozovaci soustava je taktéz zasazena, tfebaze u kazdého pohlavi jinak. Zeny
maji zpozdéné pohlavni dospivani, ale jsou schopné pocit. T€hotenstvi je ovSem pro
pacientky s CF zna¢né rizikovou zélezitosti. U muzl naproti tomu CF zpisobuje takika
naprostou sterilitu, ackoliv se najdou velice vzacné ptipady, kdy je muz s CF plodny [4,
43, 44].

Se stale se zvySujicim veékem, kterého se pacienti s CF doZivaji, se objevuji 1 nové
projevy CF, jako jsou poruchy opérné soustavy. Mezi n& patii naptiklad artritida,

vaskulitida a kiehkost kosti, zptisobena nizkym obsahem minerald [4].

1.3.3. Patogenese plic

Symptomy CF v plicich zapfi€inuji vétSinu umrti na toto genetické onemocnéni, jsou proto

24
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necekané zadusit ptilis hustym hlenem v plicich, ktery jim ucpe prudusinky [4].
Povrch dychacich cest je pokryt tenkou vrstvou ochranné kapaliny, takzvané ASL (z
angl. airway surface liquid). Tato kapalina se sklada ze dvou slozek: vrchniho viskézniho

hlenu a spodni, fidsi, mezitasinkové kapaliny (PCL, z angl. periciliary liquid) [45].
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Obrazek €. 4: Model patogenese CF v plicich. a) Povrch lidského plicniho epitelu je pokryt tenkou
vrstvou povrchové kapaliny (ASL). Objem ASL je regulovan vyvazenym iontovym pienosem. b)
U bunék postizenych CF dochéazi k nadmérné absorpci Na' iontli a vody, coZ zmensuje objem ASL
a znemoznuje pohyb fasinek epitelu. ¢) V nepohyblivé ASL se usazuji neCistoty a patogeny a
zpisobuji chronickou zanétlivou odpovéd. Zarovenn dochazi k nadmérné sekreci hlenu a k
metaplazim poharkovych bunék. Prevzato a upraveno z [4].

Viskozni hlen slouZi k zachyceni Skodlivych a drazdivych latek, které jsou jim
obaleny a nasledné transportovany ven z plic. Hlen tedy vykonava prevazné mechanickou
obrannou ulohu.

PCL, oddé&lujici horni hlen od povrchu fasinkového epitelu, umoziiuje volny pohyb
fasinek a tim i1 postupné puzeni hlenu ven. Tloustka vrstvy PCL je v priméru piiblizné
7 um, coz odpovidd délce natazené epitelialni fasinky [46]. Je tedy velice dilezité, aby
rozméry PCL neklesly pod urCitou hranici, kdy by se fasinky jiz nebyly schopné
pohybovat. Tomu napomaha i sam hlen, ktery se vyznacuje schopnosti zadrzovat kapaliny.
Udava se, ze nez se ztrata vody projevi na PCL, mlze povrchovy hlen ztratit aZ polovinu
svého objemu [47].

ASL navic obsahuje vysoké mnozstvi latek zprostiedkovavajicich ochranu, jako jsou

napiiklad lysozymy, imunoglobuliny, muciny, laktoferriny, defensiny a jiné [48].
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Velikost ASL je regulovana epitelialni tkani a submukosalnimi Zlazami. Chemicky je
objem vody v ASL ur€ovan mnozstvim v ni rozpusténé NaCl [49]. Hlavnim faktorem,
ovlivitujicim mnozstvi kapaliny v ASL, jsou tedy iontové kanaly, zejména pak sodikovy
kanal ENaC. Aktivita tohoto sodikového kandlu je, jak bylo feceno v kapitole 1.2.2.,
inhibovana CFTR kanalem. Pokud tedy v buiice CFTR protein chybi nebo je nefunkéni,
dochazi k razantnimu zvyseni aktivity ENaC kandlu a s tim i k nadmérné absorpci soli
z ASL. Spolecné s NaCl je pomoci osmotického tlaku odCerpana i voda, coz vede
k vymizeni kapaliny z povrchového hlenu, a nasledné 1 z PCL. Zahustény hlen piilehne na
tfasinkovy epitel a znemozni jeho pohyb. ASL se tak stdva nehybnou (obrazek ¢. 4, strana
21) [50].

Neschopnost odstranéni vdechnutych patogeni vede k imunitni odpovédi, ustici
v zanétlivou reakci, aniz by skute¢né probihala bakteridlni infekce [51]. ZvySena aktivita
imunitniho systému vede k zvySené produkci mucint, které dale zahustuji a zvétsuji
povrchovy hlen. Jakmile tloustka hlenu dosdhne 100 pum, piestane byt prodysny a ve
spodnich vrstvach dojde k vy€erpani kysliku [52]. V nové vzniklém anaerobnim prostiedi
prezivaji bakterie jako Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Burkholderia
zpusobuji chronickou infekci. V piipad€ bakterie Pseudomonas aeruginosa, jakmile je
pfizplsobend anaerobnimu prostiedi, stava se az o dva fady mén¢ citliva k antibiotikiim

[53].

1.4. Farmakoterapie CF

Farmakoterapie CF ptfedstavuje formu lécby, pfiniz jsou pomoci chemickych latek
kompenzovany defekty zpisobené chybou v CFTR proteinu. Terapie je bud’ cilena na
symptomy CF (hustd ASL, bakterialni infekce apod.), nebo se snazi zvysit mnozstvi CFTR

proteinu, ptipadné podporuje jeho aktivitu.

1.4.1. Symptomaticka 1é¢ba CF

Hlavnim divodem zavaznych plicnich projevii CF je odCerpani vody z ASL. Pro
obnoveni objemu ASL, a tim umoZnéni odstranéni nahromadéného hlenu, by bylo potieba

ASL znovu hydratovat. MozZné fesSeni tohoto problému je relativné prosté - lze totiz vyuZit
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osmozy pro vytazeni vody skrze plicni epitel. K tomu se vyuziva bud’ hypertonického
roztoku soli, nebo ve vod¢ rozpustného prasku (mannitolu).

Terapie hypertonickym roztokem soli je velice rozsifena a télem dobie tolerovana. In
vivo testy prokazaly, ze se jejim plusobenim stav plic skutecné zlepsi, naptiklad u studie,
kdy pacienti vdechovali dvakrat denné 4 ml 7% roztoku soli po dobu 48 tydnt [54]. I pies
dobré vysledky je zjevnou nevyhodou této 1écby fakt, ze se ji musi pacienti podrobovat
nekolikrat denn€, coz je muze velice omezovat.

Za ucelem vytvoreni vétsiho osmotického tlaku s delsim tuc¢inkem byl misto
hypertonického roztoku pouzit praSkovy mannitol (420 mg). Pacienti jej vdechovali
dvakrat denné¢ po dobu dvou tydnu [48, 55, 56].

Dal$im pfistupem ke kompenzaci projevii CF je inhibice ENaC kanalu, jehoz
nadmeérnd aktivita zpisobend absenci CFTR proteinu je hlavnim diivodem patogenese plic.
Pro tento ucel byla navrzena celd fada inhibitord, z nichz prvni byl amilorid, jehoz
vlastnosti byly nasledn¢ zdokonaleny v latkdch P-680 a P-1037 od Parion Science.
Zasadnim rizikem inhibitort ENaC proteinu je, Ze se tento sodikovy kandl nevyskytuje
pouze v plicnim epitelu, ale napiiklad i1 v distdlnim tubulu nefronu, jeho inhibice by tedy
mohla vyvolat nejen plicni otoky, ale i hyperkalemii [33, 48, 57, 58].

Krom¢ inhibice ENaC kanalu se 1ze zaméfit na stimulaci aktivity jinych chloridovych
kanalt, které by tak kompenzovaly absenci ¢i nedostate¢nost CFTR kanalu. Zde je
pozornost zaméfena hlavné na CaCC chloridovy kanal. Denufosol, latka in vitro navySujici
CaCC aktivitu, byla bohuzel shledana net¢innou v ramci 3. faze klinické studie [59]. Za
dalsi farmakologicky cil je momentalné povazovin TMEM16A, chloridovy kanal z CaCC
rodiny [60].

Pacientim s CF rovnéZz velice pomaha fyzioterapie, béhem niz je masaZemi
vytlacovan husty hlen usazeny v plicich.

Dulezitym prvkem symptomatické 1écby CF je terapie antibiotiky. Pacientim jsou
pravidelné€ podavana rizna antibiotika, kterd maji za tikol potlacit bakterialni infekci.

Plice pacienti sCF jsou mnapadany velkym mnoZstvim riznych bakterii,
rizikem terapie antibiotiky je vytvofeni rezistence, pacienti s CF by se tedy mezi sebou

neméli stykat, aby se zabranilo pfenaSeni ptipadnych rezistentnich kment [4, 53].
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1.4.2. Modulatory CFTR proteinu

Dalsi u¢innou formu terapie CF predstavuji takzvané modulatory CFTR proteinu.
Spolecné se symptomatickou lé¢bou se jednd o zatim jediné dostupné formy 1écby CF.
Modulator CFTR proteinu je souhrny ndzev pro dvé skupiny latek: korektory a
potenciatory.

Korektory CFTR proteinu jsou farmakologické chaperony, které napomahaji
spravnému sbaleni proteinu a tim i jeho ,zachrané* pred degradaci. Nejznaméj$im
predstavitelem korektort CFTR proteinu je VX-809, znamy téz jako lumacaftor.
Lumacaftor se vaze na TMD1 doménu a svym piisobenim umoziuje az 15% obnoveni
funkce CFTR kandlu v lidskych plicnich epitelidlnich bunikach [61]. Samotny F508del-
CFTR vsak nefunguje stejné jako CFTR protein nezasazeny mutaci. LéCba korektory
CFTR proteinu tedy vétSinou probiha v kombinaci s potenciétory.

Potenciatory CFTR proteinu jsou latky schopné navysit aktivitu kanalu. Zatimco
korektory se uzivaji zejména pro tiidu Il mutaci CFTR genu, potenciatory jsou vhodné i
pro mutace tfid Il a IV, v nichz je zasaZen iontovy transport CFTR kanalu. Nejznamé&j$im
potencidtorem je VX-770, znamy téZ jako ivacaftor. Jeho Uc¢inek byl nejprve testovan u
mutaci G551D a nasledné¢ 1 u mutacich G1244E, G1349D, S125IN [33]. Ttebaze je
nejuzivangjsi potenciatorem, mechanismus Uc¢inku ivacaftoru neni dosud piesné znam. Pro
jeho vysvétleni byly navrzeny dva mechanismy. Podle jednoho ivacaftor stimuluje
schopnost CFTR proteinu otevfit iontovy por, zatimco podle druhého udrzuje iontovy pér
otevieny po delsi dobu. Neni vylouceno, Ze ivacaftor plisobi obéma mechanismy a ne jen
vyluéné jednim z nich [33, 62].

Ivacaftor se nejCastéji pouziva v kombinaci s lumacaforem, ¢imz vznikd 1€k nazvany
Orkambi. Touto kombinaci korektoru s potenciatorem lze velice efektivné 1€cCit 1 poruchy
zpiisobené F508del mutaci, vii¢i nimZ byl samotny ivacaftor neucinny.

V souCasné dobé se jednd o nejucinnéjsi lécbu, zaméfenou na opravu funkce
samotného CFTR kanalu. I tak Orkambi nedosahuje tak vysoké ucinnosti, jaka byla
ocekavana. Diivod této snizené ucinnosti je neznamy, existuji ovSem hypotézy, ze interakci
s ivacaftorem dochazi k destabilizace F508del-CFTR kanalu v plasmastické membrané
[63].

Dal$imi modulatory CFTR proteinu jsou napiiklad QBW251 od firmy Novalis nebo
GLPG1837 od firmy Galapagos. Firma Vertex Pharmaceutics, ktera vyvinula jak
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lumacaftor, tak ivacaftor, dale testuje vylepSenou verzi lumacaftoru (VX-661) a ivacaftoru

(CTP-656) [33].

1.4.3. Dalsi formy farmakoterapie

Velkym problémem u tfidy I mutaci CFTR genu jsou piedCasné terminalni kodony,
které¢ znemoziuji tvorbu plnohodnotného CFTR proteinu. Na tento problém se zamétila
dalsi skupina farmakoterapeutik, kterd svym ucinkem zasahuji do procesu translace a
umoznuji pominuti ptedCasného stop kodonu dosazenim aminokyseliny s podobnym
kodonem [64]. Proteosyntéza CFTR kandlu tak mlze probihat az do vzniku
plnohodnotného proteinu [65]. Mezi tyto latky patfi zejména aminoglykosidicka
antibiotika, zejména pak gentamycin. Jak se ale ukézalo, gentamycin pfi dlouhodobém
uzivani zpusoboval rendlni toxicitu a ototoxicitu. Byla proto navrzena dal§i 1écCiva,
jmenovité ataluren nebo synteticky aminoglykosid NB124. Klinické studie s atalurenem
vSak byly zastaveny ve tfeti fazi pro nedostateCny ucinek [66]. NB124 oproti tomu
vykazuje lepsi vlastnosti nez gentamycin, navic umocnéné pridanim ivacaftoru [67].

Za zminku rovnéz stoji latky, které obnovuji funkci CFTR proteinu tim, Ze zasahuji do
bunécnych procesti kontroly kvality proteind. Mezi né patii naptiklad latka cavosonstat,
ktera ovliviluje signalizacni drahy proteasomu a zabratnuje tak degradaci CFTR proteinu.
Dalsi postupy vétsinou cili bud’ na chaperony (potlaceni exprese proteinu Ahal), nebo se

snaZzi snizovat miru ubiquitinilace proteint (zvySena exprese proteinu USP10) [33, 68, 69].

1.5. Genova terapie CF

Zatimco se vétSina lécby CF zaméfuje na symptomy vyvolané nedostate¢nosti ¢i
absenci CFTR proteinu, popiipad¢ se pokousi o opravu jiz existujictho CFTR proteinu,
genova terapie CF pfedstavuje zpisob, jak vyfeSit samotnou pfi¢inu nemoci - mutaci
v CFTR genu.

Genova terapie od svého pocatku piedstavovala idedlni formu lécby genetickych
onemocnéni, jakym jsou napiiklad CF nebo Duchennova muskularni dystrofie. Jeji
potencial se vSak v prabéhu let podstatné rozrostl a genova terapie nasla uplatnéni 1 na
mnoha dalSich polich, takZe dnes tvoii svébytnou a velice obsahlou védeckou oblast. Jako

ptiklad uplatnéni genové terapie 1ze uvést jeji vyuziti pro 1écbu rakoviny [70], diabetu [71]
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¢i v boji proti virim, jako je HIV [72]. Genova terapie skryva veliky potencial, ktery
dodnes ¢eka na své plné vyuziti.

Pristupti ke genové terapii je nékolik. Nejnovejsi, a do budoucna pravdépodobné
prevratnou, formu genové terapie piedstavuje cileny zdsah do genomu bunék a s nim
spojené prepisovani genetické informace. Dalsi formou genové terapie jsou snahy o zasah
do splicingu pre-mRNA, pfipadn¢ hybridizace CFTR-mRNA pomoci kratkych
oligonukleotidovych sond. Tteti, a nejstarsi, formou genové terapie je prenos genetické
informace do cilové bunky/tkané. Zatimco piedchozi dvé formy piedstavuji bud’ relativné
experimentalni, nebo alesponi doposud ne tak hojné vyuzivané odvétvi genové terapie,

genovy pienos ma za sebou jiz bohatou historii.

1.5.1. Prepis genu

Je-li jadrem problému genetického onemocnéni porucha v genetickém kodu, je feSeni
zdanlivé nasnad€ — opravit dany gen. AZ do neddvné doby se vSak jednalo o témcf
neproveditelnou zaleZitost. PfestoZe se v porovnani s genovym pfenosem jednd o velice
mladou formu terapie, piepis genu predstavuje zdsadni nastroj v 1é€bé genovych nemoci.
Ovsem jako u kazdé formy terapie, i zde se nachazeji tiskali, zejména pak tiskali moralni.
Pokud by totiz cilem byla systémova oprava genetické poruchy, musel by se pfepis daného
genu provadét na Grovni oplodnéného vajicka.

V soucasné dobé existuji tfi nastroje pro prepis geni: ZNF-HDR (z angl. zinc-finger
nuklease homology directed repair), TALEN (z angl. transcription activator-like effector
nuclease) a CRISPR (z angl. clustered regulary interspaced short palindromic repeats),
spojeny s nukleasou Cas9. VSechny tfi techniky vyuZivaji nukleasy, které jsou schopny na
patfiéném misté v genu rozstépit obe vlakna DNA. Pokud ma burika k dispozici homologni
sekvenci k mistu, kde byl zlom proveden, opravi pomoci ného plvodni DNA. Za
predpokladu, Ze je do buiiky takovd homologni sekvence vpravena, je umoznéno cilené
pfepisovani genomu [73].

ZNF-HDR byl pouzit v rdmci genové terapie raznych genetickych onemocnéni, jako
jsou naptiklad srpkova anemie a hemofilie [74, 75]. U CF byla provedena korekce mutace

F508del v kultufe imortalizovaného plicniho epitelu [76].
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Metoda TALEN byla pouZita pro opravu pluripotentnich kmenovych buné¢k ziskanych
od pacienta s F508del mutaci. Modifikované buriky ale nebyly navraceny do téla pacienta
[77].

Nejnoveéjsi, nejlevnéjsSi a nejsnazsi technikou je metoda CRISPR/Cas9. Jedna se o
vyuziti pfirozeného obranné¢ho systému prokaryotickych bunék proti virové DNA. Na
zaklad¢ kratké RNA sekvence (s typickymi palindromatickymi CRISPR motivy)
identifikuje patficna nukleasa (v tomto piipad¢ Cas9) ,,cizorodou” DNA a $tépi ji. Pro
cileny zasah do genomu je tedy potfeba pouze této nukleasy a RNA s CRISPR sekvenci.

CRISPR/Cas9 technika byla pouzita pro opravu CFTR genu ve stievnich organoidech
(zjednodusené laboratorni modely organu) s mutaci F508del. Modifikované organoidy po
genovém zéasahu vykazovaly obnoveni funk¢nosti CFTR proteinu [78]. CRISPR/Cas9 byl
zaroven pouzit pro funkéni uml¢eni CF7R genu v Calu-3 buiikéach, které maji za béZnych

podminek vysokou expresi CFTR proteinu [79].

1.5.2. Oprava mRNA

DalSim zptsobem jak opravit mutaci v CFTR genu je vyuZiti antisense kratkych
oligonukleotidovych sond nebo oligonukleotidovych duplexti. Takové duplexy byly
pouzity pro in vitro opravu CFTR-mRNA a néslednou obnovu funkce CFTR proteinu [80].

Firma ProQR Therapeutics vyvinula latku QR-101, jednovlaknovy modifikovany
oligonukleotid, ktery pfi aplikaci in vivo tdajn€ dosahl dobrych vysledkli u pacientl
s F508del mutaci [81].

Odlisna strategie, ktera necili pfimo na mRNA, ale na sestiih pre-mRNA, se jmenuje
SMaRT (z angl. spliceosome-mediated RNA trans-splicing). Vyuziva RNA molekul
komplementarnich k pre-mRNA tim zplsobem, Ze probéhne trans-sestiih, neboli Ze dojde
k rekombinaci exonil ze dvou molekul pre-mRNA. Takto by mohly byt opraveny poruchy

v sestfihu CFTR pre-mRNA stejné jako pfipadné mutace [82].

1.5.3. Genovy pienos

Jiz od roku 1989, kdy byl identifikovan CFTR gen [6], byla mySlenka genového
pfenosu pro terapii CF v popiedi védeckého zdjmu. Jak se ale zahy ukézalo, genova terapie

CF se musi potykat s mnohymi naro€nymi prekazkami.
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Genova terapie CF od svého vzniku cilila zejména na plicni projevy nemoci. Zaroven
diky své relativné snadné piistupnosti tvoii plice zdanlivé idedlni cil pro genovou terapii.
Plicni (inhala¢ni) podani ma vsSak nékolik skali. Prvnim je husty, mélo propustny hlen,
ktery predstavuje vyraznou piekazku pro virové i nevirové prenasece. Virové pienasece se
navic museji potykat s vysokou imunologickou aktivitou plic. Zaroven plicni epitel, na
ktery je genova terapie CF zamétena, neproliferuje, ptipadna indukce CFTR exprese je tak
nutn¢ doCasna a vyvstava potieba opakovatelnosti podani 1éku.

Hlavni forma genového pienosu byla pomoci CFTR-cDNA, v posledni dob¢ se vSak
objevuje dalsi, a sice pienos pomoci CFTR-mRNA. Nize zminéné ptfenasece se tykaji

zejména prenosu DNA, ale nékteré (pfedevsim nevirové) lze pouzit i pro prenos RNA.

1.5.3.1. Virové prenaSece

Viry jsou zivotni formy, které se vyvinuly, aby pronikaly do hostitelskych bunék a
exprimovaly vnich svou genetickou informaci. V hledani genového prenasece tak
predstavuji idedlniho kandidata. Pro terapii CF byly pfedevs§im pouzity adenoviry (AV) a

adeno-asociované viry (AAV), ale 1 jiné, naptiklad lentiviry nebo sendai virus.

Adenoviry

AV patii mezi neobalené DNA viry. Jejich télo mé tvar dvacetisténu, méti v priméru
60-90 nm a jeho molekulova velikost je ptiblizné 150 MDa [83]. Geneticka informace ve
form¢ linearni dvouietézcové DNA o velikosti 30-40 kb je zakoncend kovalentné
napojenym proteinem na 5’-konci. AV se déli do 7 druht, pfi¢emz vice nez 50 sérotypli je
schopno infikovat ¢lov€ka. Pro genovou terapii jsou nejvice uzivany sérotypy 2 a 5 [84,
85].

AV jsou zndmé pro infekce dychaci soustavy. Do buiky vstupuji pomoci CAR
receptoru (z angl. coxsackie-adenovirus receptor), nasledné unikaji z endosomu a predavaji
svou genetickou informaci do bunééného jadra pomoci jadernych péri. CAR receptor se
typicky nachazi na apikalni stran¢ epitelidlnich bun¢k. Vyjimku ale tvofi zejména lidské
plice, kde je umistén na stran¢ basolateralni [86, 87]. Aby proto transfekce AV viry byla
uspesnd, je nutné spolecné s rekombinantnimi viry podavat i latky pro rozvolnéni tésnych
spojii  plicniho  epitelu.  Alternativné jsou AV  vektory modifikovany a-

lysofostatidylcholinem, ktery plni stejnou funkci [86, 88]. Velkou nevyhodou rozvolnéni
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tésnych spoji plicniho epitelu u pacientlh s CF vSak je skutecnost, ze jejich plice jsou
kolonizovany velkym poctem patogentl, které timto ziskavaji ptfistup do hlubSich vrstev
plic. ZvySuje se tak riziko systémového Sifeni bakterie a zhorSeni celkového stavu
pacienta.

AV vektory byly pfipraveny v nékolika generacich, v zavislosti na tom, jak velkd cast
jejich pivodniho genomu byla vystfizena a nahrazena rekombinantni DNA. Prvni generace
AV vektori méla vysttizeny jenom dva az ti1 geny (E1A, E1B a nékdy i E3 [85]), zatimco
treti generace AV vektora uz piedstavovala pouhou holou virovou ,,schranku®, do niz byla
vlozena DNA pro ptenos [89]. Tato generace AV vektori vyzadovala pomocné viry, aby
byla schopna exprimovat nesenou DNA.

Pacienti s CF, ktefi byli léeni AV vektory, mnohdy trpéli pfiznaky podobnym chiipce
a zanétlivymi reakcemi v plicich. Se snizujicim se mnoZzsvim virové DNA tyto projevy sice
mizely, avSak samotnd schrana viru se ukazala jako imunogenni [90]. S opakovanym
podanim rekombinantniho AV vektoru se kumulativné zvySovalo mnozstvi protilatek proti

nému, zatimco uz tak nizkd exprese CFTR proteinu se nezvySovala [91].

Adeno-asociované viry

AAYV jsou neobalené jednovldknové DNA viry s primérem 18-25 nm [85]. Na rozdil
od AV vektorti nejsou prakticky viibec imunogenni a jsou schopny transfekovat terminalné
diferencované bunky [92]. AAV vektory zprosttedkovani genova exprese ma také delsi
trvani nez v ptipadé¢ AV. Velkou nevyhodou AAV vsak je jejich pomérné mald velikost.
Jejich gen ma pouhych 4,7 kb [85].

Probéhlo celkem 6 rlznych klinickych studii s ptenosem CFTR genu pomoci AAV
vektort (presnéji sérotypu 2 - AAV2). Ukazalo se, Ze tiebaze terapie AAV?2 pienaseci byla
bez vedlejsich uc¢inkd, jimi vyvolana exprese CFTR proteinu byla proménliva. Pouze 2
z ptivodnich 6 klinickych studii postoupily do faze 2, v nizZ bylo testovano op&tovné podani
AAV2 rekombinantniho vektoru. TtiebaZze transfekce byla uspésnd, nebot se vektor
nachazel v cilovych buiikach, CFTR-mRNA detekovana nebyla [93]. Zaroven Ucinek 1éCby
nebyl vaci placebu signifikantni. Také se ukazalo, ze AAV2 vektor byl rozpoznan
adaptivnim imunitnim systémem, nebot” pacienti jim 1é¢eni méli proti nému az ¢tyfnasobné

mnozstvi protilatek [86].
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Ostatni virové vektory

Tiebaze AV a AAV patii mezi nejuzivanéjsi virové pienasece pro 1écbu CF, nejsou
jedinymi. Jako dal$i zastupce virovych vektorii 1ze uvést naptiklad SV40 (z angl. simian
vacuolationg virus 40), RNA viry a lentiviry.

SV40 je DNA virus s cirkularni DNA, ktery svou genetickou informaci integruje do
hostitelského genomu. Jeho pouziti pro terapii CF vSak zpiisobuje zanétlivou odpovéd.
Navic jeho maléd velikost neumozituje pienos kompletni genové informace pro CFTR
protein [94].

RNA viry nepronikaji do bunécného jadra, misto toho ziistavaji v cytosplasme, kde
pfepisuji svou RNA do cDNA. Mezi tyto viry patii napiiklad parainfluenza virus,
respiracni syncytidlni virus nebo sendai virus. Pfestoze napiiklad sendai virus je schopen
vysoce ucinné transfekce, doba jeho ucinku je velice kratkd (fddové ve dnech, misto
potfebnych mésicti) a ve zvifecich modelech byla proti nému detekovana tada protilatek
[95].

Lentiviry jsou dal$i RNA viry, které maji navic schopnost integrovat svou genovou
informaci i do ned¢licich se bun¢k. Podobné jako u AV vektorti je problematicky vstup do
plicniho epitelu. Jimi zprostiedkovana exprese CFTR proteinu vSak trvala 12 az 18 mésict
po jediné déavce. Opétovna podani vSak byla neefektivni z divodu imunitni odpovédi

hostitele [96].

1.5.3.2. Nevirové pirenasece

Nevirové vektory piedstavuji riznorodou skupinu latek, kterych je vyuzivano pro
vneseni genetické informace do cilové builky, aniz by pii tom byla pouZzita virova Castice.
Hlavnim pozitivem nevirovych vektort je, Ze na rozdil od téch virovych jsou podstatné
mohou mit vyssi tkanovou specifitu a mohou prenaset i velké molekuly nukleové kyseliny.
Rovnéz jejich ptiprava je jednodussi a levnéjsi. Jejich nevyhodou vsak byva riziko toxicity
a nizkd mira transfek¢ni uc¢innosti [97]. Z velkého mnoZstvi nevirovych ptfenost uvadim

jen ty, pro né€z je pouzito kationtovych liposomt a kationtovych polymert.
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Kationtové liposomy

Kationtové lipidy patii k nejhojnéji pouzivanych nevirovych pienasect. Jednd se o
amfifilni molekuly slozené z hydrofilni hlavicky, spojovace a hydrofobni kotvy.

Jako hydrofilni hlavicka byvaji pouzity zejména aminy, a to jak primarni aminy, tak
sekundarni a tercidlni, v¢etné kvartérnich amoniovych soli. Jako dalsi 1ze uvést naptiklad
amidin, guanidin a slou¢eniny na bazi imidazolu [98—100]. V zavislosti na poc¢tu nabitych
skupin mohou byt kationtové lipidy bud’ monovalentni, nebo multivalentni. Pro pienos
zaporné nabité nukleové kyseliny se osvédCily zejména multivalentni kationtové lipidy
[101].

Hydrofobni kotvu tvofi bud’ alifatické uhlovodiky, cholesterol nebo vitamin D [102].
Vétsina hydrofobnich kotev sestava ze dvou uhlovodikovych fetézct, s délkou mezi 12-18
uhliky. Retézce mohou byt nasycené i nenasycené [103].

Ob¢ vyse zminéné Casti kationtového lipidu jsou spojeny spojovacem, jehoz povaha
zodpovida zejména za moznost biodegradace a ovliviiuje tedy i pfipadnou toxicitu
kationtového lipidu [104].

Kationtové lipidy jsou velice Casto pouzivany v kombinaci s pomocnymi lipidy, které
vylepsuji jejich vlastnosti (DOPE, cholesterol) [105].

Kationtové lipidy diky své amfifilni povaze tvofi ve vodnych roztocich kulovité
utvary sestavajici z lipidové dvojvrstvy, nazyvané liposomy. V jadru liposomu a na jeho
povrchu se nachazi vysoka koncentrace kladnych naboju, které elektrostaticky interaguji se
zéporn¢ nabitou nukleovou kyselinou a ta pak s liposomem tvoii komplex oznacovany jako
lipoplex. Prvotni asociace liposomu s nukleovou kyselinou je spontanni a prudka, poté
nasleduje pozvolnéjsi zména struktury lipidd v komplexu [106]. Bylo popsano nékolik
uspotradani nukleové kyseliny-liposomu v lipoplexech. Nukleovéa kyselina byla nalezena
jak sbalena uvnitt liposomu, tak i namotana na jeho povrchu [107-110]. Velikost lipolexi
se pohybuje mezi 100-500 nm.

Trebaze kationtové liposomy patfi mezi nejprozkoumanéjsi nevirova transfekéni
¢inidla, samotny mechanismus jejich priniku do bunky neni zcela znamy. Predpoklada se,
Ze se jako lipoplexy vazi na zaporn€ nabitou plasmatickou membranu, s niZ posléze bud’
fazuji, nebo jsou endocytovany. Z téchto dvou cest byva castéjsi endocytdza [111].

Pro klinickou terapii CF byly kationtové lipidy vyuzivany zejména v devadesatych
letech, kdy probihalo hned osm klinickych studii v 1. fazi. Tti z nich vyuzivaly kombinaci
lipidd DC-Chol/DOPE, jedna lipid DOTAP a jedna EDMPC. Zatimco téchto pét studii
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ukézalo pomérn¢ dobrou toleranci 1éku, jeho ucinky byly pfili§ malé, aby bylo mozné
pokrocit do dalsi faze. Ve vétsiné pripadi nebyla detekovana CFTR-mRNA. Dvé studie
vyuzivaly kationtovy lipid GL67, ktery sice pfi inhalacnim podani v mySim modelu
vykézal markantné vysokou transfekcni t¢innost (az 100x vyssi nez u jinych kationtovych
liposomt), kdyz byl ale zkouSen u lidi, vétSina testovanych pacientll prodélala zavazné
zanétlivé reakce a horecky [112]. Od té doby probihaji snahy o snizeni toxicity GL67.
Posledni, osma studie z devadesatych let porovnavala ucinnost transfekce GL67 viici
nechranéné plasmidové DNA. Z nedavné doby je tfeba zminit klinickou studii,
zkoumajici jednorazové podani modifikovaného GL67A (pGM169/GL67A). Jeji vysledky
ukazuji, ze doslo k zlepseni nasalniho rozdilu potencialti v bronchialnich bunkach, a tedy i
k obnové funkce CFTR proteinu. Horecky, typické pro podani pivodni formy GL67,
nebyly pozorovany [113].

Kationtové polymery

Dal$im transfekénim cCinidlem, které vyuziva elektrostatické interakce s nukleovou
kyselinou a zaporn¢ nabitou plasmatickou membréanou, jsou kationtové polymery. Jedna se
o skupinu latek, kterd za fyziologického pH disponuje vysokym mnozstvim kladné
nabitych funkénich skupin. Bylo vytvofeno velké mnozstvi riznorodych kationtovych
polymert, které lze rozdélit na Cctyfi charakteristické skupiny: piirodni polymery
(chitosan), dendrimery (polyamidoamin PAMAM), polypeptidy (poly-L-lysin PLL) a
ostatni polymery (polyetylenimin PEI). Pro zlepSeni urcitych vlastnosti je mozné polymery
riznymi zpisoby modifikovat. Napiiklad pro genovou terapii CF bylo vyuzito konjugace
PLL s ligandem pro buné¢ny receptor SecR (z angl. serpin-enzyme complex receptor).

Kationtové polymery disponuji zejména aminovymi funkénimi skupinami. Jejich
komplexy s DNA ¢i RNA se nazyvaji polyplexy. Jednd se o nanocastice, jejichZ celkova
velikost klesd se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Napiiklad polyplexy vytvoiené
pomoci 54kDa PLL maji pramér pfiblizn€ 25 nm, zatimco priamér polyplexti z 10kDa PLL
¢ini 40 nm [114]. Se zvySujici se molekulovou hmotnosti se zaroven zvysuje transfekéni
ucinnost, roste ale i cytotoxicita [115].

Podobné jako u kationtovych lipid uc¢innost transfekce kationtovymi polymery neni
vysokd. Trebaze se polyplexy uspéSné vazaji na plasmatickou membranu a jsou snadno

endocytovany, hlavni pfic¢ina jejich nizké transfekéni ucinnosti spocivd v neschopnosti
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opustit endosom diiv, nez je jeho vnitiek hydrolyzovan. Toto je problém zejména pro PLL,
ktery je jinak diky své peptidové podstaté¢ vhodnym transfekénim cinidlem. Pro zvySeni
ucinnosti transfekce byva PLL podavan spolecné s polyethylenglykolem (PEG) [116-118].

Za pravdépodobné nejucinnéjsi kationtovy polymer je povazovan PEI, ktery je
schopny kondenzovat i velké molekuly nukleovych kyselin. PEI polyplexy jsou snadno
endocytovany a jsou schopné uspé$né unikat z endosomu pomoci takzvaného ,jevu
protonové houby* [119].

PEI neni biodegradabilni a pti velkych molekulovych velikostech zptisobuje zdvaznou
cytotoxicitu. Pro transfekci se tedy vyuzivaji mensi PEI polymery, zejména pak linearni
22kDa PEI nebo rozvétveny 25kDa PEI [115]. Pro ziskani vysoké transfekéni ti¢innosti
jsou malé PEI molekuly propojovany ve vétsi celky. Spoje jsou pfitom biodegradabilni,
snizuje se tak i riziko toxicity [120, 121].

Kationtové polymery mohou byt rovnéz pouzity v kombinaci s kationtovymi lipidy.
Komplex kationtového polymeru s nukleovou kyselinou je tak obsazen v kationtovém
liposomu. Vysledna ¢astice ma mensi velikost nez lipoplex samotny [122]. Ptipadné je
mozné vyuzit kombinace polyplexu s aniontovymi lipidy [123].

Jak bylo feceno vyse, pro ucely terapie CF bylo vyuzito PLL v kombinaci s ligandem
SecR receptoru. Na tento ligand se vSak zdhy utvofila imunitni odpovéd’ a zamezila tak
opctovnému podani komplexu. Byla rovnéZ pouzita kombinace PEG-PLL, stejn¢ jako PEI,
ale 74dnd zvariant transfekénich cinidel nebyla bud dostate¢né UCinna, nebo se

projevovala toxicky [86].

1.5.3.3. Pfrenos mRNA

Tradi¢ni pfistup ke genovému pienosu sestava ze snahy vlozit do cilové buinky
molekulu DNA patfi€éného genu. Alternativou k pfenosu DNA by mohl byt pfenos mRNA,
ktera oproti prenosu DNA poskytuje n¢kolik vyhod:

— mRNA je pfekladana ptimo v cytosolu, nevyzaduje tedy pfenos do bunécného
jé&dra, ¢imZ mizi jedna zasadni bariéra isp&$né transfekce;

— pomoci mRNA lze G¢inné transfekovat 1 neproliferujici bunkys;

— jedna se o mensi molekulu nez DNA;

— u ptenosu mRNA nedochazi k riziku mutagenese [124].
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Oproti DNA je vSak mRNA nestabilnéjsi molekulou a enzymy §tépici RNA, vzhledem
ke své vSudyptitomnosti, predstavuji znacné riziko. Pred¢asné degradaci prenaSené mRNA
1ze zamezit dostatn¢ dlouhym polyadenylovym fetézcem na 3’-konci (100-200 A [125]),
stejné jako piipojenim Cepicky na 5’-konci.

RNA ziroven mulze byt imunogenni, protoze se sav¢i organismus evoluéné naucil
rozpoznavat svou RNA od bakteridlni pomoci specifickych modifikaci nukleovych bazi
(napt. methylace). Pokud je tedy dana RNA nemodifikovana, je zahy rozpoznéana
imunitnim Toll-like receptorem jako bakteridlni.

Ttebaze je pfenos mRNA znamy uz od osmdesatych let dvacatého stoleti, teprve
nedavno se dostal do popiedi zdjmu. V soucasné dob¢ neustdle roste mnozstvi praci
zkoumajicich moZznost vyuziti pifenosu mRNA pro genovou terapii, v¢etné terapie CF [124,

126].
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2. Cil prace

Cilem této prace bylo charakterizovat zkoumané bunécné linie (NuLi-1, CuFi-1,

HEK293S) na zaklad¢ jejich exprese CFTR genu a CFTR proteinu. Na takto

charakterizovanych buné¢nych liniich byla néasledné testovana uc¢innost transfekce pomoci

in vitro syntetizované CFTR-mRNA.

Hlavnimi tkoly prace bylo:

optimalizovat detekci CFTR proteinu metodami nepiimé imunofluorescence a
Western blot imunodetekce za pouziti Sesti primarnich protilatek;

stanovit relativni miru genové exprese CFTR genu pomoci metody
kvantitativni PCR;

in vitro syntetizovat CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy a CFTR-
mRNA s 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu;

transfekovat bunécné linie pomoci CFTR-mRNA;

za pouziti metod nepiimé imunofluorescence a Western blot imunodetekce

stanovit miru exprese CFTR proteinu po transfekci pomoci CFTR-mRNA.
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a pristrojové vybaveni

3.1.1. Pristrojové vybaveni

CO; inkubator MCO-170AIC
centrifuga Hettich Micro 220 R
centrifuga Hettich Universal 320 R
centrifuga Eppendorf 5418
centrifuga Eppendorf 5415 R
centrifuga vysokorychlostni

cycler Rotor-Gene 2000

cycler T-personal

cycler Techgene

fluometr Qubit

inkubator mini Dry Bath MiniB-100
laminarni box BIO 126

laminarni box MB 120

mikroskop Motic AE31

mikroskop Nikon Eclipse TE2000-U
spektrofotometr DS-11
spektrofotometr Tecan Sunrise
termoblok LS-1

Themormixer comfort
transluminator Dark Reader

vodni lazen

vortex VELP

zamrazovaci box Nalgene™ Cryo 1'C

Freezing Container

zatizeni pro Western blot

Panasonic, Japonsko

Hettich Zentrifugen, Némecko
Hettich Zentrifugen, Némecko
Eppendorf, USA

Eppendorf, USA

HWLAB, Cina

Corbett research, Australie
Biometra, Némecko

Techne, UK

Invitrogen, UK

MIULAB, Cina

Labox, CR

Labox, CR

Motic, Némecko

Nikon, Japonsko

DeNovix, USA

Tecan, Svycarsko

VLM, Némecko

Eppendorf, USA

Clare Chemical Research, USA
Memmert, Némecko
Scientifica, Italie

Thermo Fisher Scientific, USA

Biometra, Némecko
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3.1.2. Material a chemikalie

0,25% Trypsin + EDTA
2-merkaptoethanol

agarosa

akrylamid, bisakrylamid
Alexa Fluor 555
antarktické fosfatasa
anti-CFTR (CF3) mysi Ab
anti-CFTR 432 mysi Ab
anti-CFTR 450 mysi Ab
anti-CFTR 570 mysi Ab
anti-CFTR 596 mysi Ab
anti-CFTR 769 mysi Ab
anti-GAPDH krali¢i Ab
anti-mouse IgG — Alkaline Phosphatase krali¢i
anti-rabbit IgG — Alkaline Phosphatase kozi
APS

bromfenolova modft

BCIP

BSA

CBB

CuFi-1

Complete inhibitor protease
DABCO

Direct-zol RNA MiniPrep
DMSO

Donkey Serum

EDTA

EMEM

ethanol

Sigma-Aldrich, USA

Fluka, Svycarsko

Invitrogen, UK

Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher Scientific, USA
New England Biolabs, USA
ThermoFisher Scientific, USA
Cystic fibrosis foundation, USA
Cystic fibrosis foundation, USA
Cystic fibrosis foundation, USA
Cystic fibrosis foundation, USA
Cystic fibrosis foundation, USA
Abcam, USA

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

ATCC®, USA

Roche Diagnostics, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Zymo research, USA
AppliChem GmbH, Némecko
Jackson ImmunoResearch, USA
Sigma-Aldrich, USA

ATCC®, USA

Lach:Ner, CR

37



Fast Start Essentian DNA Probes Master
FBS

gelatin from cold water fish skin
Geneticin

glycin

HEK293S

HEPES

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Hoechst 33258

cholat sodny

IDT sonda pro CFTR

kolagen IV

kyselina borita

kyselina octova

LHC-9

Lipofectamine MessengerMAX
MEGAclear

Microplate BCA™ Protein Assay Kit
Mowiol

NaCl

Na,HPO4

NaH,PO4

NaNj

NBT

NuLi-1

Optimem medium

PBS tablety

paraformaldehyd
Poly(A)Polymerase, Yeast

Precision Plus Protein Dual Color Standards
PVDF membrana

QIAfilter Plasmid Midi Kit

RNA Loading Dye (2x)

Roche, Svycarsko
Gibco™ Invitrogen , UK
Sigma-Aldrich, USA
Gibco™ Invitrogen , UK
PENTA, CR

ATCC®, USA
Sigma-Aldrich, USA
Applied Biosystems, USA
ThermoFisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
IDT, USA

Sigma-Aldrich, USA
Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Gibco™ Invitrogen , UK
ThermoFisher Scientific, USA
Life Technologies, USA
Thermo sciences, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
ATCC®, USA

Gibco™ Invitrogen , UK
Gibco™ Invitrogen , UK
Sigma-Aldrich, USA
affymetrix USB, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo sciences, USA
QIAGEN, Nizozemsko
New England Biolabs, USA
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RNA Loading Dye (6x)

SDS

skalice modra

ssRNA Ladder

sterilni vybaveni tkanové laboratote
susené mléko

SYBR™ Green II

T7 mScript™ Standard mRNA Production System
TagMan sondy pro CFTR a GAPDH
TEMED

Tris-HCl

Triton X-100

trypanova modif 0,4%

Whatman filtra¢ni papiry

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach:Ner, CR

New England Biolabs, USA
TPP, Svycarsko

Laktino, CR

ThermoFisher Scientific, USA

CELLSCRIPT™, USA

ThermoFisher Scientific, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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3.2. Prace s bunécnymi liniemi

Jako experimentalni bunécné kultury byly vyuzity tyto linie: CuFi-1, NuLi-1 a
HEK293S. CuFi-1 je imortalizovana bunécna linie lidského plicniho epitelu, ziskaného od
mladé pacientky trpici CF, homozygotni s mutaci F508del. NuLi-1 je imortalizovana
bunécna linie zdravého plicniho epitelu. HEK293S je zarodecna ledvinna epitelidlni
bunécna linie. Prace s bunécnymi liniemi probihala v lamindrnim boxu MB 120 (Labox) za

pouziti sterilniho vybaveni.

3.2.1. Kultivace bunéénych linii

Veskeré bunécné linie byly uchovavany v laboratofi pro kultivaci tkanovych kultur.
Byly umistény v CO, inkubatoru MCO-170AIC (Panasonic) za teploty 37°C pii 5%
nasyceni CO,. V inkubatoru byla udrZzovana stala vlhkost.

Bunééné linie CuFi-1 a NuLi-1 byly kultivovany v mediu LHC-9, vyvinutém
specialné pro plicni epitelidlni bunky. K mediu LHC-9 bylo pfidavano antibiotikum
Geneticin tak, aby jeho vyslednd koncentrace byla 50 pg/ml. Aby bylo docileno
adekvatniho rastu, ob¢ plicni bunétné linie byly kultivovany v kultivaénich lahvich
s povrchem potazenym kolagenem IV (viz kapitola 3.2.2.).

Bunécna linie HEK293S byla kultivovana v mediu EMEM, do néhoz bylo ptfidavano
fetalni hovézi sérum (FBS), aby jeho vysledna koncentrace byla 10 % (v/v). Ptidavkem
FBS bylo zajisténo, ze jinak suspenzni bunécnd linie HEK293S adherovala na povch
kultivaéni lahve.

Vsem bunéénym liniim bylo dvakrat tydné ménéno kultivaéni medium. Do
kultivaénich lahvi s povrchem 75 cm® bylo pfidavano 15-16 ml kultivaéniho media, do

kultivaénich lahvi s povrchem 25 cm® 5-10 ml kultivaéniho media.

3.2.2. Priprava kultivacnich lahvi s povrchem potazenym

kolagenem IV

Bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1 potfebuji pro spravny rlst povrch potazeny

kolagenem IV. Lahve s takovym povrchem je mozné bud’ zakoupit komercn€, nebo je

40



vyrobit pomoci komeréné doddvaného lyofilizovaného kolagenu IV, pochéazejiciho z lidské
placenty.

Kolagen IV byl rozpustén v 0,25% (v/v) kyseliné octové, aby jeho vysledna
koncentrace ¢inila 1,8 mg/ml. Takto ziskany roztok slouzil jako zasobni a uchovéval se ve
sklenéné nadob¢ v chladu za nepfistupu svétla.

Zasobni roztok kolagenu IV byl fedén fosfatovym pufrem (PBS) na konecnou
koncentraci 60 pg/ml. Redény roztok byl nasledné filtrovan pies 0,22um filtr. Roztokem
bylo pievrstveno dno kultivagnich lahvi. Do lahvi s kultivaénim povrchem 25 cm® byly
pfidavany 2 ml tohoto roztoku, zatimco do nadob s povrchem 75 cm® bylo roztoku
nanaseno 4-5 ml.

Kultivaéni nadoby s roztokem kolagenu IV byly inkubovdny do druhého dne pii
laboratorni teploté. Roztok byl nésledné slit a naddoby byly dvakrat promyty 4-5 ml PBS
pufru. Poté byly nadoby obraceny dnem vzhiru a ponechany k vyschnuti s povolenymi
vicky. Suché lahve byly nakonec minimélné 2 hodiny sterilizovany UV zéafenim. Hrdla
lahvi byla zapeceténa pomoci parafilmu. Lahve byly skladovany v chladovém boxu pfi

4°C. Pfed pouzitim byl jejich vnitfek vymyt sterilnim PBS pufrem.

3.2.3. Subkultivace bunéénych linii

Subkultivace bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1

Subkultivace bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1 byla provadéna jednou tydné. Bylo
odstranéno kultivaéni medium a k buitkdm bylo ptfidano 2-3 ml 0,25% roztoku trypsinu
s 0,53mM EDTA (pro kultiva¢ni lahve s povrchem 25 cm?® 1-2 ml). Bunky byly s roztokem
inkubovany 8 minut pfi teploté 37°C (inkubator MCO-170AIC). Pusobeni trypsinu bylo
nasledné zastaveno ptidavkem 1% (v/v) FBS v PBS pufru.

Bunécna suspenze byla 5 minut centrifugovana (centrifuga Hettich, 1000 RPM). Po
centrifugaci byl supernatant odstranén a bunéfnd peleta byla resuspendovana v 1 ml
LHC-9 kultiva¢niho media, temperované¢ho na 37°C.

Do nov¢ kultiva¢ni lahve se dnem pokrytym kolagenem IV bylo odméfeno kompletni
LHC-9 medium (viz kapitola 3.2.1.). Do kultivacnich lahvi s povrchem 75 cm? bylo
ptidéno 0,6-1,0- 10° bunék. Do kultiva¢nich lahvi s povrchem 25 cm? 0,3-0,6-10° bungk.
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Subkultivace bunééné linie HEK293S

Pro kultivaci ledvinné bunééné linie HEK293S byly pouzity bézné kultivacni lahve.
Subkultivace linie HEK293S byla provadéna jednou tydné. Nejprve bylo odstranéno staré
medium a buiiky byly oplachnuty sterilnim PBS pufrem. Poté byly k buikdm ptidany
2-3ml 0,25% trypsinu s EDTA. Bunky byly inkubovany 4-5 minut pii 37°C (inkubator
MCO-170AIC), Aktivita enzymu byla zastavena ptidavkem 1% (v/v) FBS v PBS pufru.

Bunééna suspenze byla nasledné 5 minut centrifugovéna (centrifuga Hettich, 1000
RPM). Supernatant byl odstranén a bunéfna peleta byla resuspendovdna ve 2 ml
kompletniho kultivacniho media (viz kapitola 3.2.1.).

Do kultivaéni lahve s povrchem 75 cm? bylo piiddno 16 ml EMEM media a poté
pfidano 0,6-1,0-10° bunék.

3.2.4. Stanoveni poctu bunék v suspenzi a jejich viability

Bunéény alikvot byl fedén kultiva¢nim mediem a nasledné 0,4% trypanovou moudii
vpomeru 1:1. V pfipadé¢ bunécnych linii CuFi-1 a NuLi-1 vznikl celkové 10x fedény
roztok, zatimco linie HEK293S byla fedéna 20x. Trypanova modif obarvuje mrtvé a
poskozené bunky.

Buné¢na suspenze obarvena trypanovou modii byla nanesena do Biirkerovy komurky.
Tato komurka obsahuje mtizku deviti velkych ¢tverct, z nichz kazdy je rozdélen na dalsi
¢tverce. Pod mikroskopem Motic AE31 bylo pocitdno mnozstvi bunck umisténych na péti

z deviti ¢tvercl. Vysledny pocet bunck byl ziskan ze vztahu uvedeného nize.

spolitané mnoZstvi bunék
n= — — - Fedéni roztoku - 10 000
mnozstvi pocitanych ¢tvrect

3.2.5. Zamrazeni bunéénych linii

Stejné€ jako v ptipadé subkultivace byly bunétné linie nejprve uvolnény pisobenim
0,25% trypsinu s EDTA a po ptidavku 1% FBS v PBS centrifugovany (viz kapitola 3.2.3.).

Po centrifugaci byl odstranén supernatant a buné¢éna peleta byla promyta 1 ml PBS pufru.

42



Vznikld suspenze byla opét 5 minut centrifugovéna (centrifuga Hettich, 1000 RPM).
Supernatant byl odstranén a bunécénd peleta byla resuspendovana v zamrazovacim mediu
(kultivaéni medium, 10% (v/v) DMSO, 30% (v/v) FBS). Objem ptidaného zamrazovaciho
media byl umérny mnozstvi bundk v suspenzi (na 10° bungk 1 ml media). Bundna
suspenze byla pipetovana do kryozkumavek, které byly umistény do zamrazovaciho boxu
Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container a ponechany pies noc v hluboko mrazicim boxu.
Zamrazené bunky byly bud’ kratkodobé uchovany pfi teploté¢ -80°C, nebo dlouhodobé¢
v tekutém dusiku (-196°C).

3.2.6. Rozmrazeni bunécnych linii

Kryozkumavka s Iml zamrazeného alikvotu bunécéné linie byla vnofena do vodni
lazné¢ o teplot¢ 37°C, dokud alikvot neroztdl. K alikvotu bylo nasledné v rozmezich

1 minuty pfidavano temperované medium podle tabulky ¢. 1.

Tabulka €. 1 Objem pridavkii media k bunécné suspenzi

Cas / min 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Objem
pridavaného 0,10 | 0,12 | 0,15 | 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
media / ml

Bunécna suspenze byla nésledné 5 minut centrifugovana (centrifuga Hettich Universal
320 R, 1000 RPM). Supernatant byl odstranén a bunécna peleta byla resuspendovana v 1
ml odpovidajiciho kultiva¢niho media. Ze vzniklé bunécéné suspenze byl odebran alikvot
pro stanoveni bunécné viability (viz kapitola 3.2.4.) a zbytek suspenze byl pieveden do

kultivaéni lahve s povrchem 25 cm’ do 8 ml kultiva¢niho media.

3.3. Metoda neprimé imunofluorescence

Pouzité roztoky

Fixacni roztok: 4% (w/v) paraformaldehyd, PBS, pH 7,2-7,4

Blokovaci roztok 1: 0,1 M glycin, 5% (v/v) Donkey serum, PBS, pH 7,2-7,4

Blokovaci roztok 2: 0,1 M glycin, 5% (v/v) Donkey serum, 0,5% (v/v) Triton X-100,
PBS, pH 7,2-7,4
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Roztok pro redeni primarni protilatky 1: 1% (w/v) BSA, 0,05% (w/v) azid sodny,
0,1% (w/v) ,,gelatine from cold water fish skin“, PBS, pH 7,2-7,4

Roztok pro redeéni primarni protilatky 2: 1% (w/v) BSA, 0,05% (w/v) azid sodny,
0,1% (w/v) ,,gelatine from cold water fish skin®, 0,5% (v/v) Triton X-100, PBS, pH 7,2-7,4

Roztok sekundarni protilatky: 0,1 M glycin, 5% (v/v) Donkey serum, 0,5% (v/v)
Triton X-100, 0,2% (v/v) Alexa Fluor 555, 0,1% (v/v) Hoechst 33258, PBS, pH 7,2-7,4

DABCO-Mowiol: Ptiprava: 2,4 g mowiolu (polyvinylalkohol), 6 g glycerolu, 6 ml
destilované vody. Vse bylo 3 hodiny michano. Poté bylo pfidano 12 ml 0,2M Tris-Cl
(pH 8,5). Roztok byl miniméln¢ 10 minut michan ve vodni lazni o teplot¢ 50°C, dokud
nebyl Cirym. Nasledné byl 15 minut centrifugovan (centrifuga HWLAB, 5000 g).
K supernatantu byl pfiddn DABCO, aby jeho vysledna koncentrace byla 2,5 % (w/w).

Princip

Pro stanoveni pfitomnosti CFTR proteinu pifimo v buitkich zkoumané linie bylo
vyuzivano metody nepiimé imunofluorescence. Tato metoda spoc¢iva v oznaceni hledaného
proteinu specifickou primarni protilatkou, kterd je vizualizovdna pomoci fluorescencéné
znacené sekundarni protilatky. Jako sekundarni protilatka byla pouzita Alexa Fluor 555
(excitace pfi 555 nm, emise pii 565 nm) [127]. Pro znaeni bun&nych jader byla pouzita
fluorescencni barva Hoechst 33258 (excitace pii 352 nm, emise pifi 461 nm).

Bylo testovano Sest rtiznych mySich primarnich protilatek proti CFTR proteinu, jejich

nazvy a mista vazby na CFTR protein jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢&. 2. Protilatky proti CFTR proteinu pouzité pro neprimou imunofluorescenci a

oznaceni mista interakce se specifickym epitopem CFTR proteinu.

Nazev
' 432 450 570 596 769 CF3
protilatky
Specifické NBD2 NBD2 MSD1
R doména | R doména | R doména
misto doména doména doména
. (762-770) | (696-705) | (731-742)
(epitop) (1204-1211) | (1204-1211) | (103-117)
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Postup

Bunécné linie byly nasazeny do 96jamkové cerné mikrotitraéni desticky s plochym
dnem v mnozstvi 4-10* bun&k v 200 pl kultivainiho media na jamku. Po vytvofeni
konfluentni vrstvy bylo odsato kultivaéni medium a bunky byly tfikrat omyty 200 pul PBS
pufru. Nasledné¢ bylo do jamek piidano 100 pl fixa¢niho roztoku, s nimz byly bunécné
linie inkubovany 20 minut pii laboratorni teploté. Fixacni roztok byl vzdy pfipravovan
cerstvy.

Po skonceni inkubace byly buniky opét tfikrat promyty 200 ul PBS pufru a bylo k nim
pfidano 100 pl blokovaciho roztoku. S blokovacim roztokem byly bunky inkubovany
30 minut pii laboratorni teplot¢.

Po skonceni inkubace byl blokovaci roztok odstranén a do jamek bylo pipetovano
100 pl roztoku primarni protilatky. Protilatky byly fedény v pomérech 1:250, 1:500 nebo
1:1000. S primarni protilatkou byly bunécné linie inkubovany pfes noc na orbitalni
ttepa¢ce Mini Rocker MR-1 v chladovém boxu pii teploté 4°C.

Nasledné byl odsat roztok primarni protilatky, bunky byly znovu tiikrat promyty
200 pl PBS pufru a bylo k nim ptidano 100 pl roztoku fluorescenéné znacené sekundarni
protilatky, s niz byly bunééné linie inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 37°C. Poté
byly bunky devétkrat promyty 200 pl PBS pufru. Nakonec byly do kazdé jamky pfidany
dvé kapky DABCO-Mowiol (30-40 pl). Buiky byly pozorovany na fluorescen¢nim
mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U v programu NIS-Elements AR 2.30. Byla pouZita
kamera MuTech s rozliSenim LWD 10x/0,4. Pro ¢ervenou fluorescenci (Alexa Fluor 555)
byl pouzit filtr 31002 Rdil C87702 a pro modrou fluorescenci (Hoechst 33258) byl pouzit
filtr 31000 DAPI C80600.

3.4. Lyze buné¢nych linii

Pro ucely separace CFTR proteinu pomoci diskontinudlni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfitu sodného (SDS-PAGE
elektroforéza) a nasledné imunodetekce bylo zapotiebi ziskat lyzat bunéénych kultur.

Buiiky ur¢ené k lyze byly nejprve vysety na sterilni Petriho misky o priméru bud’
4 cm (3-105 bun¢k, 2 ml kultivaéniho media), nebo 10 cm (7-105 bunék, 10 ml

kultivacniho media).
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Po vytvoteni bunééné monovrstvy bylo odstranéno kultivaéni medium a bunky byly
v zavilosti na velikosti Petriho misky dvakrat omyty bud’ 1 ml PBS pufru, nebo 5 ml.
Bunky byly lyzovany RIPA pufrem (150 mM NaCl; 50 mM Tris; 1% (v/v) Triton X-100;
0,5% (v/v) cholat sodny, 0,1% (v/v) SDS, pH 8) a to bud’ 100 pl, nebo 1 ml, podle
velikosti Petriho misky. Pro minimalizaci proteolyzy byla v 15 ml RIPA pufru rozpusténa
ctvrtina tablety ,,Complete inhibitor protease® a lyza¢ni pufr byl drzen na ledu.

Bunécny lyzat byl seSkraban stérkou a pieveden do mikrozkumavky, ihned dan na led
a nasledné centrifugovan 30 minut (centrifuga Eppendorf 5485 R, 13 000 RPM, 4°C).
Supernatant byl pfeveden do novych, sterilnich mikrozkumavek a zamrazen v tekutém

dusiku. Vzorky byly skladovany pfti -80°C.

3.5. Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA). Ke
stanoveni bylo pouzito komer¢niho kitu Microplate BCA™ Protein Assay Kit [128]. Do
96jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem bylo pipetovano 9 pl slepého vzorku
(destilovana voda) v triplikatu a poté proteinovy standard (hovézi sérovy albumin — BSA)
v paralelnim uspotfadani. Koncentrace standardu pro sestrojeni kalibraéni kiivky byly
nasledovné: 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 a 2,0 mg/ml. Vzorky lyzovanych bun¢k byly
pfipraveny v minimdlné dvou fedénich (2,5x; 5x a 10x) a nanaSeny v triplikdtnim
uspotadani. Do kazdé jamky byly nasledné pipetovany 4 ul ,,Compatability reagent™ a
260 pl ,,Working reagent*. ,,Working reagent* byl ziskdn smichanim ¢inidla A (2% (w/v)
Na,COs; 0,95% (w/v) NaHCOs3; 0,4% (w/v) NaOH; 0,16% (w/v) vinan sodno-draselny;
pH 11,25) s ¢inidlem B (4% (w/v) CuSO4-5H,0) v poméru 50:1.

Mikrotitracni desti¢ka byla poté inkubovana 30 minut pifi 37°C. Po skonceni inkubace
byla desticka temperovéna na laboratorni teplotu a pak byla zméfena absorbance pfi
562 nm na spektrofotometru Tecan Sunrise. Koncentrace proteini byla vyhodnocena

pomoci programu KIM 32.
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3.6. SDS-PAGE elektroforéza

Pouzité roztoky

10% (w/v) APS

10% (w/v) SDS

Pufr A: 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8

Pufr B: 1,0 M Tris-HCI, pH 6,8

Polymeracni roztok: 29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid

Elektrodovy pufr: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris-HCI; 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

Barvici lazen: 9,2% (v/v) kyselina octové; 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue
R-250 (CBB); 46% (v/v) ethanol

Odbarvovaci lazen: 10% (v/v) kyselina octova; 25% (v/v) ethanol

Redukujici vzorkovy pufr 4x koncentrovany: 0,063 M Tris-HCI, 2% (w/v) SDS,
10% (v/v) glycerol, 0,003% (w/v) bromfenolovd modf, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol,
pH 6,8

Gely

4% zaostrovaci gel: 1,5 ml destilované vody; 267 ul polymeraéniho roztoku; 250 pl
pufru B; 20 pl 10% SDS; 20 ul 10% APS; 2 ul TEMED
8% separacni gel: 2,3 ml destilované vody; 1,3 ml polymera¢niho roztoku; 1,3 ml

pufru A; 50 pl 10% SDS; 50 ul 10% APS; 3 ul TEMED

Postup

Vzorky na SDS-PAGE elektroforézu byly pfipraveny ndasledujicim zplsobem:
k bunéénému lyzatu byl pfidan 4x koncentrovany vzorkovy pufr a destilovand voda tak,
aby do 10jamkového gelu bylo naneseno stejné mnozstvi proteinti (25-50 ug, maximalné
40 pl). Ptipravené vzorky byly zahtaty v 1azni mini Dry Bath MiniB-100 na 70°C po dobu
6 minut. Jako marker molekulovych velikosti byl pouzit Bio-Rad Precision Plus Protein
Dual Color Standards. Elektroforéza byla provadéna pomoci soupravy Bio-Rad pfi napéti
200 V po dobu 60-80 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetickych
skel a pouzit bud’ pro Western blot elektroptenos, nebo byl ponechdn na 1 hodinu v barvici

lazni a poté dan minimalné na tfi hodiny do odbarvovaci 1azné.
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3.7. Metoda Western blot

Pouzité roztoky

Prenosovy pufi: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris/HCI

Blokovaci roztok: 5% (w/v) nizkotu¢né susené¢ mléko v PBS-Triton

Vyvolavaci pufr: 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, I mM MgCl,, pH 9

Vyvolavaci roztok pro alkalickou fosfatasu: 10 ml vyvolavaciho pufru; 66 pul NBT;
33ul BCIP

Ponceau cerven: 0,5% Ponceau; 1% kyselina octova

PBS-Triton: 1,38 mM Na,PO4, 1 mM NaH,PO4, 0,134 M NacCl, 0,3% (w/v) Triton
X-100

Primarni protilatky:

CF3 — anti-CFTR mysi Ab proti MBD1 doméng; 500x fedéna blokovacim roztokem
432 — anti-CFTR mysi Ab proti R doménég; 500x fedéné blokovacim roztokem

450 — anti-CFTR mysi Ab proti R doménég; 500x fedéné blokovacim roztokem

570 — anti-CFTR mysi Ab proti R doméné¢; 500x fedéna blokovacim roztokem

596 — anti-CFTR mysi Ab proti NBD2 domén¢; 500x fedéna blokovacim roztokem
769 — anti-CFTR mysi Ab proti NBD2 doméné; 500x fedéna blokovacim roztokem
anti-GAPDH krali¢i IgG; 5 000 x fedénd blokovacim roztokem

Sekundarni protilatky:

anti-mouse IgG — Alkaline Phosphatase; 1 429x fedéna blokovacim roztokem

anti-rabbit IgG — Alkaline Phosphatase; 20 000x fedéna blokovacim roztokem

Princip

Western blot je pfenosova metoda, pfi niZ jsou proteiny z SDS-PAGE gelu pienaSeny
elektrickym proudem na civou membranu [129]. Hledany protein je na membrané
identifikovan pomoci primarni protilatky, va¢i niz je specifickd sekundarni
protilatka, nesouci enzymatickou sondu. Velikost maturovaného CFTR proteinu je
168 kDa, Caste¢né maturovaného 131 kDa a nematurovaného 127 kDa. Pro kontrolu
jednotného mnozstvi proteini mezi vzorky byla mimo CFTR proteinu detekovéana
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH, 37 kDa), jejiz produkce je ve vSech

bunécnych liniich konstantni (tzv. house-keeping protein).
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Postup

Gel po SDS-PAGE elektroforéze byl ponechan 30 minut v pfenosovém pufru za
neustalého tfepani na tiepacce. Polyvinylidenfluoridovd (PVDF) membrana byla
ponechéna 30 sekund v methanolu, poté 1 minutu v destilované¢ vod¢ a nakonec 5 minut
v prenosovém pufru.

Na blotovaci zatizeni Biometra byly umistény tfi Whatman filtraéni papiry namocené
v prenosovém pufru, PVDF membrana, SDS-PAGE gel a dalsi tfi vlhké Whatman filtracni

papiry. Schéma usporadani je zndzornéno na obrazku €. 5.

@ KATODA
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/’ Membrana ,/’f

Filtra¢ni papiry ./

@ ANODA

Obrazek ¢. 5: Schéma usporadani pro Western blot elektroprenos. Prevzato a upraveno

z [130].

Elektropienos probihal 20 minut pii nastaveni elektrického proudu 0,8 mA/cm’
membrany, poté 60 minut pii 3,5 mA/cm” membrany.

Po skonceni elektroptenosu byl SDS-PAGE gel umistén na 1 hodinu do barvici 14zné
a nasledn¢ do odbarvovaci ldzn€. Membrana byla obarvena roztokem Ponceau ¢ervené. Po
omyti destilovanou vodou byla membrana inkubovéna 1 hodinu v blokovacim roztoku.
Poté byla vyndéana a byl k ni pfidan roztok primarni protilatky. S protilatkou byla pfes noc
inkubovéna v chladovém boxu pii 4°C na orbitélni tfepacce Mini Rocker MR-1.

Nasledujici den byla membrana Ctyfikrat po 5 minutach promyta blokovacich
roztokem. Po promyti byl k membrané pfidan roztok sekundérni protilatky, s nimz byla

membrana inkubovéana 1 hodinu. Nésledné byla membrana dvakrat po 5 minutach promyta
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blokovacim roztokem, dvakrat po 5 minutach PBS-Triton pufrem a jedenkrat 5 minut
destilovanou vodou. Byl pfipraven vyvolavaci roztok, v némz byla membrana smacena,

dokud se nevizualizoval protein. Sucha membrana byla vyfocena/oskenovana.

3.8. Izolace RNA bunécnych linii

Pro izolaci RNA z bunécnych linii byl pouzit komercni kit Direct-zol RNA MiniPrep
od Zymo research [131]. Veskera prace pii izolaci RNA byla provadéna v laminarnim
boxu BIO 126 za pouziti sterilniho materialu bez nukleas.

Bunééné linie byly v tripletnim uspofdddni nasazeny na 6jamkovou desticku
vmnozstvi 7-10° bungk v 5 ml kultivaéniho media na jamku. Po vytvofeni souvislé
monovrstvy bylo odsato kultivaéni medium a buniky byly tfikrat oplachnuty PBS pufrem.
Poté bylo piidano 950 pl TRI-zol lyza¢niho ¢inidla (100 pl/cm? riistové plochy). Buiiky
byly lyza¢nim ¢inidlem diikladné oplachnuty a 5 minut inkubovany pfii laboratorni teploté.

Bunécény lyzat byl poté preveden do mikrozkumavek a 1 minutu centrifugovan
(centrifuga Eppendorf 5415 R, 12 000x g). Supernatant byl pfeveden do novych
mikrozkumavek spolu s ekvivalentnim mnozstvim cistého ethanolu a nasledn¢ nanesen na
Zymo-spin kolonku (maximalni kapacita 700 pl), ktera, umisténa ve sbérné¢ zkumavce,
byla 1 minutu centrifugovéana (centrifuga Eppendorf 5415 R, 16 000x g). Po piefiltrovani
celého objemu vzorki byla kolonka za stejnych centrifugacnich podminek dvakrat promyta
400 pl ,,RNA prewash™ pufru. Déle pak byla kolonka promyta 700 ul ,,Wash* pufru a
ponechéna k vyschnuti v termobloku LS-1 od VLM na 55°C. RNA, zachycena na kolonce,
byla eluovana 50 pl destilované vody bez nukleas. Ze ziskané¢ho roztoku eluované RNA
byl odebran alikvot na stanoveni Cistoty, koncentrace RNA a pro RNA agarosovou

elektroforézu. Zasobni roztok RNA byl uchovavan pii -80°C.

3.9. RNA agarosova elektroforéza

Pro ovéfeni spravné izolace RNA byla pouZzita agarosova elektroforéza s naslednou
vizualizaci nukleovych kyselin pomoci interkala¢niho barviva SYBR™ Green II. Separace
izolované RNA (viz kapitola 3.8.) byla provadéna v 1% (w/v) agarosovém gelu,
pfipraveném z250 mg agarosy a 25 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru (5x

koncentrovany TBE — 445 mM Tris, 445 mM kyseliny borité, 10 mM EDTA, pH 8).
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Vzorky pro agarosovou elektroforézu byly pfipraveny smichanim 2 pl roztoku
izolované bunééné RNA s 3 pl ultracisté vody a 1 ul 6x koncentrovaného vzorkového
pufru ,,Loading dye®. Jako marker byl pouzit ssSRNA ladder, jehoz 2 ul byly smichany
s 8 ul 2x koncentrovaného pufru ,,Loading dye*. Roztok markeru byl nasledn¢ zahtivan
2 minuty pii 90°C (inkubétor mini Dry Bath MiniB-100).

Agarosovy gel, umistény do horizontalni elektroforetické soupravy, byl zalit 280 ml
0,5x koncentrovaného TBE pufru. Do jamek gelu byl nasledné pipetovan cely objem
piipravenych vzorkd.

Elektroforéza probihala 45 minut p#i napéti 110 V. Po jejim skonceni byl agarosovy
gel tfepan 30 minut v roztoku barvy SYBR™ Green II, pfipraveném smichanim 5 pl
SYBR™ Green II s 50 ml I1x koncentrovaného TBE pufru. Vizualizace gelu probihala

v temné komoie za pouziti transluminatoru Dark reader.

3.10. Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA

Pro stanoveni koncentrace a &istoty RNA byla vyuzita UV spektroskopie. Cistota byla

vypocitana podle nasledujiciho vzorce [132].

Y. Az — Aszzo
Cistota = ——
280 — As20

Az — absorbance pri 260 nm, Aysg — absorbance pri 280 nm, A3z — absorbance pri 320 nm

Nukleové kyseliny absorbuji pfi 260 nm tak, Ze koncentrace 40 pg/ml vykazuje
jednotkovou absorbanci. Hodnota absorbance pii 260 nm je dale porovnavéna s absorbanci
pii 280 nm (absorpéni pas bilkovin) a s hodnotou pozadi pti 320 nm. Vzorky byly méteny

na spektrofotometru DeNovix proti ultracisté vodé.

3.11. Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci bylo pouzito komeréné dostupného kitu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit od firmy Applied Biosystems [133].
Veskera manipulace s RNA probihala v laminarnim boxu BIO 126 za pouZiti

sterilniho materidlu bez nukleas. Vzorky ziskané izolaci bunééné RNA (viz kapitola 3.8.)
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byly po rozmrazeni drZzeny na ledu. Byla pfipravena reakéni smés pro reverzni transkripci

o celkovém objemu 20 pl a nésledujicim slozeni:

I pg RNA

2 ul 10x koncentrovaného RT pufru

2 ul 10x koncentrovaného roztoku ndhodnych primert

0,8 ul 25x koncentrované smési deoxyribonukleotidii

1 pl inhibitoru RNas

destilovana voda bez nukleas pro doplnéni objemu

Z kazdého vzorku byly odebrany 2 pl jako negativni kontrola bez reverzni

transkriptasy. Ke zbylym 18 ul reakéni smési byl nasledné ptidan 1 ul roztoku reverzni

transkriptasy. VSechny vzorky byly poté umistény do thermocycleru Techgene. Reakce

probihala nasledovné:

25°C
37°C
85°C
4°C

10 min
120 min
5 min

Po skonceni reakce byly vzorky skladovany pti -80 °C.

3.12. Kvantitativni PCR

Pro qPCR byl pouzit kit Fast Start Essential DNA Probes Master od firmy Roche

[134]. Pro stanoveni CFTR-cDNA byly vyuZity dvé rtizné sady primert, jedna od firmy

TagqMan a druhd od firmy IDT. Jako referen¢ni gen byl zvolen GAPDH a primery k nému

specifické byly zakoupeny od firmy TagMan.

Celkovy objem reak¢ni smési pro qPCR byl 20 pl a jeho sloZeni bylo:

10 pl 2x koncentrovaného roztoku Master Mix

1 pl roztoku primeru s fluorescenéni sondou

52



4 ul vody uréené k PCR
5 ul 10x fedéného roztoku cDNA

gPCR byla provadéna v cycleru RotorGene 2 000 s rotorem na 36 vzorkii. Reakce

probihala podle uvedeného nastaveni:

95°C 10 min
95°C 15 min

} 50 cykla
60°C 60s

3.13. Izolace CFTR-cDNA

Jednim z cill této prace bylo studium vlivu transfekce bunéénych linii pomoci in vitro
syntetizované CFTR-mRNA. Za timto ucelem byl izolovan plasmid s CFTR-cDNA, jimz
byly transformovany bakterie E. Coli. Strukturu tohoto plasmidu ukazuje obrazek ¢. 6.
K izolaci plasmidové DNA byl pouzit komer¢ni kit QIAfilter Plasmid Midi Kit od firmy
QIAGEN [135]. VSechny roztoky pouzité pro izolaci byly soucasti tohoto kitu. Izolace
byla provddéna na Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) na pracovisti

RNDr. Tomase Koblase, Ph.D..

pUC Origin

Spel - 7
HSV-TK polyA Signal \ ' human CFTR cDNA (4443bp)

Noemycin
Resistenz
pSTI-A120/hCFTRcDNA

+——— Fco R 1(2102)

SV40p —»

Bla-Promotor ———»

SV 40 polyA Signal

Saci(wz) / / /
— Poly A Schwanz

\

Eco R1(3590)

- Sac(4602)

2 )
Sac | (4460) BlobinUTR

Obrazek €. 6: Struktura plasmidu s CFTR-cDNA
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Zamrazena peleta transformovanych bakterii E. Coli byla rozmrazena a
resuspendovana ve 4 ml lyza¢niho pufru P1, do n¢hoz byl pfidan roztok RNasy. Po
kompletni bakterialni lyzi byly k lyzatu pfidany 4 ml pufru P2. Zkumavka s lyzatem byla
dikladn¢ promichéna a inkubovana pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Nasledné byly
k lyzatu ptidany 4 ml vychlazeného pufru PS. Lyzat byl pfeveden na QIAfilter kolonku,
kde byl inkubovan 10 minut, aby k nému mohly byt pfidany 4 ml pufru QBT. Lyzat byl
nasledné pod tlakem prefiltrovan ptes kolonku, ktera byla dvakrat promyta 10 ml pufru
QC. Po promyti byla zachycend DNA eluovana 5 ml pufru QF. DNA byla ze ziskaného
roztoku precipitovana 3,5 ml isopropanolu, cely roztok byl promichan a centrifugovan po
dobu 30 minut (centrifuga Hettich Micro 220 R, 15 000x g, 4°C). DNA peleta byla
promyta 2 ml 70% ethanolu a 10 minut centrifugovéana za stejnych podminek. Peleta byla
poté ponechana k vyschnuti v pfistroji Thermomixer comfort (Eppendorf) a nésledné byla
resuspendovana v 10mM Tris-HCI pufru o pH 8,5. Koncentrace DNA byla zmétfena na
spektrofotometru Qubit fluorometr (Invitrogen).

Z izolované¢ DNA byl odebran alikvot, k némuz byla pfidana restrikéni endonukleasa
pro nastépeni plasmidového kruhu a snimz byla nasledné provedena agarosova
elektroforéza (1% agarosovy gel, 150 minut, 60 V). Timto byl identifikovan plasmid
nesouci CFTR-cDNA, ktery byl z gelu vyfiznut a pouzit pro in vitro syntézu CFTR-
mRNA.

3.14. In vitro syntéza CFTR-mRNA

In vitro syntéza CFTR-mRNA podle izolovaného plasmidu (viz kapitola 3.13) byla
také provadéna v ustavu IKEM. Pro ptepis plasmidové CFTR-cDNA do RNA byl pouzit
komeréné dostupny kit T7 mScript'™ Standard mRNA Production System od firmy
CELLSCRIPT™ [136]. Veskera prace probihala se sterilnim materidlem bez nukleas.

Byly syntetizovany dva typy CFTR-mRNA. Prvni typ byl tvofen standardnimi,
nemodifikovanymi nukleotidy, druhy obsahoval 25 % pseudouridinu a 25 %
5-methylcytidinu.

Vytvafend CFTR-mRNA byla opatfena syntetickym analogem 7-methylguanosylové
Cepicky ARCA (z angl. anti-reverse cap analog) na 5'-konci a polyadenylovym fetézcem

na 3’-konci.
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Reakéni smés pro syntézu CFTR-mRNA méla celkovy objem 10 ul a néasledovné

slozeni:

1 pg linearizovaného DNA plasmidu

1 ul 100mM roztoku ATP

0,75 pl 100mM roztoku ARCA

0,5 pul 30mM roztoku GTP

0,6 ul 100mM roztoku CTP / 100mM roztoku 25% SmC/CTP
0,8 ul 100mM roztoku UTP / 100mM roztoku 25% PU/UTP
1,1 pul 100mM roztoku dithiotritolu (DTT)

0,5 pl inhibitoru RNas

1,1 ul 10x koncentrovaného reakéniho pufru

0,5 ul ,,mScript™ T7 Enzyme* roztoku

0,125 pl anorganické pyrofosfatasy (0,1U/ul)

destilovana voda bez nukleas pro doplnéni objemu

Smés byla zahtata na 37°C (Biometra T-personal cycler), zatimco k ni bylo kazdych
30 minut dopliovano 1,5 pul 30mM roztoku GTP. Plny objem roztoku GTP nebyl do smési
dan ihned proto, aby se zvysila Sance inkorporace ARCA na 5’-konec syntetizovaného
fetézce.

K izolaci vzniklé RNA bylo pouzito 30K Nanosep kolonky. Na kolonku byl nanesen
cely objem reakéni smési a 1 pl 500mM EDTA s 400 pl destilované vody bez nukleas.
Kolonka se sbérnou mikrozkumavkou byla centrifugovana 25 minut (centrifuga Hettich
220 R, 5 000x g) a nasledné byla promyta 400 pl destilované vody bez EDTA. RNA byla
poté eluovana do objemu 36 pl a inkubovéana 5 minut pfi 65°C (Eppendorf Thermomixer
comfort). Poté byla prudce ochlazena, aby se zamezilo vytvotfeni sekundarni struktury.

Pro ptipad, Ze béhem transkripce vznikla RNA bez ¢epicky na 5’-konci, byla v tomto

okamziku provedena nésledujici enzymaticka reakce. Slozeni reakéni smési bylo:

36 ul roztoku mRNA

2,5 pl 20mM roztoku GTP

1,25 pul 20mM SAM roztoku

5,0 ul 10x koncentrovaného ,,ScriptCap™ Capping* pufru
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0,5 pl inhibitoru RNas
2,0 ul ,,ScriptCap 2’-O-methyltransferasy*
2,0 ul ,,ScriptCap Capping* enzymu

Reakce probihala 30 minut pti 37°C (Biometra T-personal cycler). Smés byla poté
opét nanesena na 30K Nanosep kolonku spolu s 1 pl 500mM EDTA a 450 ul destilované
vody. Kolonka byla nasledn¢ 25 minut centrifugovana (centrifuga Hettich 220 R, 5 000x g,
10°C) a pak dvakrat promyta 450 ul destilované vody. RNA byla eluovdna do objemu 38
pl. Roztok RNA byl zahtat na 65°C (Eppendorf Thermomixer comfort) a poté opét prudce
zchlazen.

Jako dalsi krok byl mRNA enzymaticky syntetizovan polyadenylovy fetézec na
3’-konci. K tomu byl pouzit kit Poly(A) Polymerase, Yeast od affymetrix USB. Reak¢ni

smés méla slozeni:

38 pul roztoku mRNA

2 ul destilované vody bez RNas

0,75 pul 100mM roztoku ATP

10,0 ul 5x koncentrovaného reakéniho pufru
0,5 pl inhibitoru RNas

0,75 pl roztoku Poly(A) polymerasy

Reakce probihala 2 hodiny pii 37°C (Biometra T-personal cycler). Poté bylo do
reakéni smési pfiddno 5 pl roztoku antarktické fosfatasy s 5 pul AP reakéniho pufru
(soucasti kitu od New England Biolabs). Antarktické fosfatasa se pouziva pro defosforylaci
ptipadnych trifosfat na 5 -konci.

Reakce s antarktickou fosfatasou probihala 4 hodiny pii 37°C a poté ptes noc pii 10°C
(Biometra T-personal cycler). Smés byla znovu filtrovana pies 30K Nanosep kolonku.

Pro konecnou izolaci in vitro syntetizované CFTR-mRNA a jeji pfecisténi byl pouzit
kit MEGAclear od Life Technologies, jehoz soucasti byly vSechny pouzité roztoky a
kolonky.

Izolovana CFTR-mRNA byla doplnéna na 100 pl pomoci ,,Elution solution® a
nasledné bylo k roztoku pipetovano 350 pl ,,Binding solution® a 250 pl Cistého ethanolu.

Roztok byl nanesen na kolonku a centrifugovan 15 s — 1 min (centrifuga Hettich 220 R,
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5000x g). Kolonka byla dvakrat promyta 500 pl ,,Washing solution“. Centrifugace
probihala za stejnych podminek. Na kolonku bylo naneseno 75 pl ,,Elution solution*
predehiatého na 95 °C. Kolonka byla nésledné dana na 10 minut na thermotiepacku
(Eppendorf Thermomixer comfort, 600 RPM, 70°C). CFTR-mRNA byla poté eluovana
centrifugaci (centrifuga Hettich 220 R, 10 000x g, 2 min). Koncentrace CFTR-mRNA byla

zmeétena na spektrofotometru Qubit fluorometr (Invitrogen).

3.15. Transfekce bunécnych linii pomoci CFTR-mRNA

Bunécné linie byly transfekovany dvéma riznymi typy CFTR-mRNA (viz kapitola
3.14.): a) CFTR-mRNA bez modifikovanych nukleotidi a b) CFTR-mRNA, ktera
obsahovala 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu. Transfekce bunécnych linii
probihala ve sterilnim prostiedi za pouziti materialu bez nukleas.

Pro vizualici CFTR proteinu pomoci metody nepfimé imunofluorescence byly bunky
transfekovany na 96jamkové desti€ce. Pro vizualizaci tohoto proteinu prostfednictvim
Western blot imunodetekce byly buniky transfekovany na Petriho miskach o priméru 4 cm.
Na 96jamkovou mikrotitraéni destiku byly buiiky nandseny v mnozstvi 4-10* bungk
v 200 pl kultivaéniho media na jamku. Na Petriho misky o priméru 4 cm bylo pipetovano
3-10° bun&k ve 2 ml kultivaéniho media.

Po vytvofeni monovrstvy bylo odsato kultivaéni medium a k buikdm bylo pipetovano
cerstvé kultivaéni medium v nasledujicim mnozstvi: 100 pl na jamku 96jamkové desticky,
1 ml na Petriho misku.

Poté byla pfipravena transfekéni smés. Na 100 pl kultivaéniho media bylo pouzito
0,3 pl transfekéniho ¢inidla (liposom Lipofectamine MessengerMAX, 300 ng/ul) s 5 pl
Opti-MEM media, temperovaném na 37°C. Tento roztok byl inkubovdn 10 minut pfi
laboratorni teploté. B&hem inkubace byl pfipraven roztok in vitro syntetizované CFTR-
mRNA s Opti-MEM mediem tak, aby vyslednd koncentrace CFTR-mRNA v jamce byla
nasledujici: 0,5 pg/ml; 1,0 pg/ml nebo 2,0 pg/ml. K takto nafedénym roztokim CFTR-
mRNA bylo pfiddno ekvivalentni mnozstvi roztoku transfek¢éniho ¢inidla v Opti-MEM
mediu. Vysledny roztok byl inkubovan 10 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl
kone¢ny roztok CFTR-mRNA s transfekénim ¢inidlem pfidan k buiikdm do kultiva¢niho
media. Kontrolni vzorky obsahovaly pouze roztok transfekéniho cinidla. Transfekce

probihala 24 hodin. CFTR protein byl vizualizovan pomoci metody nepifimé
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imunofluorescence (viz kapitola 3.3.), nebo Western blot imunodetekce (viz kapitola 3.7.).

Byly pouzity primarni protilatky 570 a CF3.

58



4. Vysledky

Pro experimentalni ¢ast této prace byly vyuzity tfi komeréné dostupné bunécné linie:
NuLi-1, CuFi-1 a HEK293S. NuLi-1 je imortalizovanou linii plicniho epitelu, ziskanou od
zdravého jedince. CuFi-1 je imortalizovanou linii plicniho epitelu, ktera byla ziskana od
pacientky nesouci homozygotni mutaci F508del. Kvuli této mutaci nedochazi ke
spravnému sbaleni CFTR proteinu a ten je pak pfedcasné degradovan. Buniky CuFi-1 linie
tedy sice CFTR protein exprimuji, ale jeho zastoupeni v plasmatické membrané by mélo
byt minimalni [4]. HEK293S je embryonalni ledvinnou epitelidlni linii postradajici
schopnost vytvaret komplexni N-glykanové struktury. Podle jiz publikovanych studii by
tato bunécna linie neméla produkovat CFTR protein, proto byla v této praci testovana jako
kontrolni skupina [137].

Nejprve byla optimalizovdna metodika detekce CFTR proteinu pomoci technik
nepiimé imunofluorescence a Wester blot elektropfenosu, pficemz byly testovany rizné
monoklonalni protilatky proti uvedenému proteinu. Zaroven byla provedena charakterizace
bunécnych linii z hlediska miry relativni genové exprese CFTR genu s vyuzitim metody
qPCR.

Optimalizovana detekce CFTR proteinu byla néasledné vyuzita ke studiu transfekce
bunéénych linii dvéma typy in vitro syntetizované CFTR-mRNA. Jako transfekéni ¢inidlo

byl pouzit kationtovy liposom Lipofectamine MessengerMAX.
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4.1. Optimalizace detekce CFTR proteinu pomoci
metody neprimé imunofluorescence

Vizualizace CFTR proteinu pomoci metody nepifimé imunofluorescence probihala na
¢ernych 96jamkovych mikrotitraénich destickach (viz kapitola 3.3.). K detekci CFTR
proteinu bylo testovano Sest riznych primarnich mySich monoklonalnich protilatek: 432,
450 a 570, specifickych proti R doméné; 596 a 769, specifickych proti NBD2 domén¢; a
CF3, ktera je specificka proti extracelularnimu epitopu MSD1 domény. S vyjimkou CF3
protilatky bylo k buitkadm ptidavéano ¢inidlo Triton X-100, aby mohly protilatky proniknout
skrze plasmatickou membranu. Pomoci CF3 protilatky byl tedy stanovovan CFTR protein
integrovany do plasmatické membrany, pomoci ostatnich protilatek celkovy obsah CFTR
proteinu v bufice. Pro oznaceni primarni protilatky byla pouzita protilatka Alexa Fluor 555
nesouci fluorescencni sondu. Bunéfna jadra byla barvena fluorescencni slouceninou
Hoechst 33258. Snimky byly pofizeny na mikroskopu Nikon Eclipse TE2002-U
v programu NIS-Elements AR 2.30 kamerou MuTech s rozliSenim LWD 10x/0,4. Pro
detekci CFTR proteinu byl pouzit filtr 31002 Rdil C87702 a pro detekci jaderné DNA byl
pouzit filtr 31000 DAPI C80600.

Na obrazku €. 7 je ukazan modelovy snimek bunééné linie NuLi-1. CFTR protein byl

oznacen protilatkou 570, fedénou v pomé&ru 1:250 (Cerveny signal).

Obrazek ¢&. 7: Fluorescencné znacena linie Nuli-1. Pro detekci CFTR proteinu byla pouzita
primarni protilatka 570 v fedéni 1:250 a nasledné sekundarni protilatkou Alexa Fluor 555 (Cerveny
signal). Modry signal odpovida jaderné DNA obarvené slouceninou Hoechst 33258. Mikroskop
Nikon Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtry 31002 Rdil C87702 a 31000
DAPI C80600, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Utelem optimalizace detekce CFTR proteinu bylo nalézt vhodnou primérni protilatku
schopnou selektivné rozpoznavat tento protein. Nejprve byla studovana metodou nepiimé
imunofluorescence tfi rizna fedéni vyse uvedenych protilatek proti CFTR proteinu (1:250,
1:500 a 1:1000).

Na obrazku €. 8 (strana 62) je shrnuta detekce CFTR proteinu v bunééné linii NuLi-1.
Z obrazku je patrné, Ze nejintenzivnéjsi signal odpovidajici CFTR proteinu byl ziskan
pomoci protilatek 570 a CF3. Odezva signalu byla umérnd fedéni protilatky. Jako treti
nejzietelngjsi byla detekce pomoci primarni protilatky 596.

Obdobné vysledky byly ziskany pti detekci CFTR proteinu v bunééné linii CuFi-1
(obrazek €. 9, strana 63).
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Obrazek &. 8: Detekce CFTR proteinu v bunécné linii NuLi-1. Sest primarnich protilatek (769,
596, 570, 450, 432, CF3) bylo fedénych v pomérech 1:250, 1:500 a 1:1000. Mikroskop Nikon
Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD
10x/0,4.
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Obrazek &. 9: Detekce CFTR proteinu v bunécéné linii CuFi-1. Sest primarnich protilatek (769,
596, 570, 450, 432, CF3) bylo fedénych v pomérech 1:250, 1:500 a 1:1000. Mikroskop Nikon

Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD
10x/0,4.
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Na obrazku ¢. 10 (strana 65) je zobrazena detekce CFTR proteinu v bunécné linii

HEK?293S. Jak jiz bylo uvedeno, HEK293S je buné¢nou linii, kterd by podle studii neméla
produkovat CFTR protein [137]. Metodou nepiimé imunofluorescence by tedy nemél byt
ziskan zadny signal. Jak se vSak ukazalo, pfi detekci CFTR proteinu vSemi primarnimi
protilatkami 1ze pozorovat fluorescenci. U protilatky 432 se jedna o fluorescenci nepatrnou
a zanedbatelnou. Naopak detekce protilatkou CF3 je oproti ostatnim velice vyrazna.
Fluorescence u detekce ostatnimi protilatkami je patrna, a pfestoze nedosahuje intenzit
jako u detekce CFTR proteinu v liniich NuLi-1 nebo CuFi-1 (obrazky 8 a 9, strany 62 a
63), nelze ji povazovat za zanedbatelnou.
1:500. Na obrazku €. 11 (strana 66) jsou srovnany jednotlivé bunééné linie v daném fedéni.
Pfi porovnani bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1 je zfetelny rozdil. Nejvice je patrny u
protilatky 570, ale 1ze ho pozorovat i u protilatek 432 a 596. Zatimco v ptipadé bunécné
linie NuLi-1 je fluorescenéni signal nejvice soustiedén po bunécném obvodu, v piipade
bunék linie CuFi-1 je signal rovhomérné rozloZen v ramci celé bunky. V piipadé protilatky
CF3 je znatelny rozdil v sile signdlu v bunéénych liniich NuLi-1 a CuFi-1. U buné&né linie
HEK?293S je fluorescencni signal slabsi nez u bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1, vyjimkou
je detekce pomoci CF3 protilatky, kdy je signal silné&jsi.

Pro dal$i experimenty byly vybrany dv€ primarni monoklonalni protilatky — 570 a

CF3.
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Obrizek &. 10: Detekce CFTR proteinu v bunécéné linii HEK293S. Sest primarnich protilatek (769,
596, 570, 450, 432, CF3) bylo fedénych v pomérech 1:250, 1:500 a 1:1000.. Mikroskop Nikon
Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD
10x/0,4.
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Obrazek ¢. 11: Srovnadni detekce CFTR proteinu bunécnych linii Nuli-1, CuFi-1 a HEK293S.
Protilatky 769, 596, 570, 450, 432 a CF3 byly fedény v poméru 1:500. Mikroskop Nikon Eclipse
TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Pro podrobnégjsi porovnani studovanych bunécénych linii je zde uveden obrazek ¢. 12
s detekci CFTR proteinu pomoci protilatek 570 a CF3. Z obrazku je patrné, ze je-li
detekovano celkové mnozstvi CFTR proteinu pomoci protilatky 570, je ho v bunécnych
liniich NuLi-1 a CuFi-1 podobné mnozstvi. Rozdil je vSak v rozlozeni CFTR proteinu,
nebot’ vlinii NuLi-1 se nachazi zejména v membrané, zatimco v linii CuFi-1 je
rovnomérn¢ rozprostien po celém objemu buniky. U detekce protilaitkou CF3, ktera
vizualizuje pouze membranovy CFTR protein, je fluorescencni signal bunécné linie

NuLi-1 zfeteln¢ vyssi nez u linie CuFi-1.
Obrazek ¢&. 12: Srovnani detekce CFTR proteinu v bunécnych liniich NuLi-1 a CuFi-1 metodou
nepiimé imunofluorescence. Pouzité protilatky: 570 a CF3. Redéni 1:500. Mikroskop Nikon

Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD
10x/0,4.

NuLi-1

CuFi-1
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4.2. Optimalizace detekce CFTR proteinu pomoci
metody Western blot

Pro ucely metody Western blot byly bunécné kultury lyzovany pomoci RIPA pufru
s pfidavkem inhibitoru proteas (viz kapitola 3.4.). CFTR protein byl opét detekovan
pomoci vyse zminénych monoklondlnch primarnich protilatkek (432, 450, 570, 596, 769,
CF3). Velikost maturovaného CFTR proteinu je 168 kDa, ¢aste¢né maturovaného 131 kDa
a nematurované¢ho 127 kDa. Postup, jakym byla provadéna SDS-PAGE elektroforéza a
nasledny Western blot elektroptenos, je posan v kapitolach 3.6. a 3.7.

Na obrazku ¢. 13 na strané 69 je ukazan piehled imunodetekce CFTR proteinu za
pouziti Sesti primarnich protilatek. Vzorky byly nandSeny v mnozstvi 35 pg na jamku
10jamkového elektroforetického gelu. V piipadé pouZiti protilatek 432, 596 a 769 nebyl
detekovan CFTR protein. V ptipadé protilaitek 450 a 570 lze pozorovat slaby signal
v oblasti odpovidajici ~130 kDa. PIné¢ maturovany CFTR protein byl detekovan pomoci
CF3 primarni protilatky v oblasti molekulové velikosti ~170 kDa, jeho mnoZstvi je vSak
v porovnani s GAPDH proteinem malé. Signal CFTR proteinu ziskany pomoci protilatek
je u bunécnych linii NuLi-1 a CuFi-1 srovnatelny. U bunééné linie HEK293S je rovnéz

patrny signal odpovidajici CFTR proteinu.
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pomoci Sesti primarnich protilatek (432, 450, 570, 596, 769, CF3) v bunéénych linicich NuLi-1,

Obrazek ¢. 13: Detekce CFTR proteinu metodou Western blot. C

CuFi-1 a HEK293S. Vzorky byly nanaSeny v mnozstvi 35 pg/jamka. Byla provedena detekce

GAPDH proteinu (37kDa) pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi proteinti.
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4.3. Charakterizace bunécnych linii z hledika relativni
miry genové exprese CFTR genu

Pro stanoveni relativni miry genové exprese CFTR genu byly pouzity dvé sady
specifickych fluorescencnich sond — prvni od firmy IDT, druh4 od firmy TagMan. Jako
referencni gen byl uréen GAPDH. Postup qPCR je popsan v kapitole 3.12.

Na obrazku ¢. 14 je zobrazena relativni mira genové exprese CFTR genu v bunéénych
liniich NuLi-1 a CuFi-1. Buné¢na linie NuLi-1 byla brana za kontrolni skupinu.

Pti pouziti jak fluorescencnich sond od firmy IDT (Cervené sloupce), tak od firmy
TagMan (modré sloupce) bylo zjiSténo, ze relativni mira genové exprese CFTR genu je
v bunééné linii CuFi-1 pfiblizné Sestkrat vyssi neZ v bunécné linii NuLi-1. V obou liniich

bylo zjisténo velmi malé mnozstvi CFTR-mRNA.
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Relativni mira genové exprese CFTR genu

NuLi CuFi

Obrazek €. 14: Relativni mira genove exprese CFTR v bunécnych linich Nuli-1 a CuFi-1. Byly
testovany dvé sady fluorescencnich sond: od firmy IDT (Cervené sloupce) a od firmy TaqMan
(modré sloupce). Bunééna linie NuLi-1 byla brana za kontrolni skupinu.
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4.4, Stanoveni ucinnosti transfekce pomoci CFTR-

mRNA

4.4.1. Stanoveni ucinnosti transfekce CFTR-mRNA pomoci

metody nepiimé imunofluorescence

Bunécna linie CuFi-1 byla transfekovana pomoci dvou typit CFTR-mRNA za pouziti
transfekéniho c¢inidla Lipofectamine MessengerMAX. Postup transfekce byl popsan
v kapitole 3.15.

Bunééna linie CuFi-1 byla transfekovéana nasledujicimi typy CFTR-mRNA: a) CFTR-
mRNA obsahujici nemodifikované nukleotidy, b) CFTR-mRNA obsahujici 25 %
pseudouridinu a 25 % S5-methylcytidinu. Byly pouzity tfi rizné koncentrace CFTR-mRNA:
0,5 pg/ml, 1,0 ug/ml a 2,0 pg/ml. CFTR protein byl vizualizovan pomoci primarnich
protilatek 570 a CF3. Protilatky byly fedény v poméru 1:500.

Na obrdzku €. 15 (strana 72) je ukdzana vizualizace CFTR proteinu pomoci CF3
protilatky po transfekci bunécné linie CuFi-1. Z obrazku je patrné, ze se vzrustajici
koncentraci ptisobi CFTR-mRNA na bunky toxicky. Uz pfi koncentraci 0,5 pg/ml se
projevila urcita toxicita CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy. Oproti tomu pfi
transfekci pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy se toxicky uc¢inek zacal
projevovat az pii koncentraci 2,0 pg/ml. Pii této koncentraci lze zaroven pozorovat
nejvyssi expresi CFTR proteinu.

Na obrazku €. 16 (strana 73) je porovnana morfologie bun¢k linie CuFi-1 pied a po
transfekci bud'to 0,5 pg/ml CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy, nebo 2,0 pg/ml
CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy. Z obrazku je zfejmé, Ze po transfekci CFTR-
mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy je bunék mnohem méné nez u bunék, ke kterym
nebyla pfiddna CFTR-mRNA. Monovrstva bunck transfekovanych pomoci CFTR-mRNA
s modifikovanymi nukleotidy je jen misty porusena.

Na obrazku ¢. 17 (strana 73) je podrobn&jsi srovnani bunék linie CuFi-1, ke kterym
nebyla pfiddna CFTR-mRNA, s bunkami, které byly transfekovany bud'to 0,5 pg/ml
CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy, nebo 2,0 pg/ml CFTR-mRNA
s modifikovanymi nukleotidy. U transfekovanych bun€k lze pozorovat zvySenou expresi

CFTR proteinu a navySeni jeho mnoZzstvi v plasmatické membrané.
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CFTR-mRNA
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CFTR-mRNA
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CFTR-mRNA
CuFi-1
2,0 pg/ml
CFTR-mRNA

Obrazek €. 15: Transfekce bunécné linie CuFi-1 pomoci CFTR mRNA. Bunky linie byly
transfekovany pomoci CFTR-mRNA ve tfech koncentracich (0,5 ug/ml, 1,0 ug/ml a 2,0 pg/ml).
Pouzité transfek¢éni ¢inidlo Lipofectamine MessengerMAX. Pouzita CFTR-mRNA: A)
s nemodifikovanymi nukleotidy. B) s 25 % pseudouridinu a 25 % S5-methylcytidinu. Detekce
pomoci primarni protilatky CF3, fedéni 1:500. Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U, program NIS-
Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Obrazek & 16: Mé}fbloéié bunék linie CuFi-1 bfed a ;0 z‘mn;fekcz p_omoc; CF TR—%RNAQA)
Bunky bez pfidavku CFTR-mRNA. B) Bunky transfekované 0,5 pg/ml CFTR-mRNA s
nemodifikovanymi nukleotidy. C) Buiky transfekované 2,0 pg/ml CFTR-mRNA s25 %
pseudouridinu a 25 % 5S-methylcytidinu. Pouzité transfekéni c¢inidlo Lipofectamine
MessengerMAX. Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U, program NIS-Elements AR 2.30, viditelné
svétlo, rozliSeni LWD 10x/0,4.

A

Obrazek €. 17: Detailni srovnani bunék linie CuFi-1 pred a po transfekci CFTR-mRNA. A) Buiky
bez ptidavkn CFTR-mRNA. B) Buiky transfekované 0,5 pg/ml CFTR-mRNA s
nemodifikovanymi nukleotidy. C) Bunky transfekované 2,0 pg/ml CFTR-mRNA s25 %
pseudouridinu a 25 % S5-methylcytidinu. Detekce pomoci primarni protilatky CF3, fedéni 1:500.
Pouzité transfekéni Cinidlo Lipofectamine MessengerMAX. Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U,
program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD 10x/0,4.
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Na obréazku €. 19 (strana 75) je ukdzana vizualizace CFTR proteinu pomoci primarni
protilatky 570 po transfekci bunécné linie CuFi-1. I v tomto ptipad¢ byly ziskany obdobné
vysledky jako pii pouziti CF3 protilatky. Jako nejicinngjsi a zaroven nejméné toxicka pro
bunécnou linii se ukazala CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy o koncentraci
0,5 pg/ml. Intenzita signdlu u ptezivSich bunék je mnohem vétsi nez u bunék
transfekovanych pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy.

Obdobné jako u vizualizace CFTR proteinu pomoci CF3 protilatky pii transfekci
pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy byl toxicky ucinek detekovan pfi
koncentraci 2,0 pg/ml.

Na obrazku ¢. 18 je podrobnéjsi srovnani bunck linie CuFi-1 bez ptitomnosti
CFTR-mRNA s buiikkami, které¢ byly transfekovany bud'to 0,5 pg/ml CFTR-mRNA
s nemodifikovanymi nukleotidy, nebo 2,0 pg/ml CFTR-mRNA s modifikovanymi
nukleotidy. U bun¢k transfekovanych pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy

si 1ze pov§imnout navyseni intenzity signalu po obvodu bunék.

A B

Obrazek €. 18: Detailni srovnani bunék linie CuFi-1 pred a po transfekci CFTR-mRNA. A) Buiky
bez ptidavkn CFTR-mRNA. B) Buiky transfekované 0,5 pg/ml CFTR-mRNA s
nemodifikovanymi nukleotidy. C) Bunky transfekované 2,0 pg/ml CFTR-mRNA s25 %
pseudouridinu a 25 % S5-methylcytidinu. Detekce pomoci primarni protilatky 570, fedéni 1:500.
Pouzité transfekeni Cinidlo Lipofectamine MessengerMAX. Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U,
program NIS-Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliseni LWD 10x/0,4.
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A B
CuFi-1 bez
CFTR-mRNA
CuFi-1
0,5 pg/ml
CFTR-mRNA
CuFi-1
1,0 pg/ml
CFTR-mRNA
CuFi-1
2,0 ng/ml
CFTR-mRNA

Obrazek €. 19: Transfekce bunécné linie CuFi-1 pomoci CFTR-mRNA. Buiky linie byly
transfekovany pomoci CFTR-mRNA ve tfech koncentracich (0,5 ug/ml, 1,0 ug/ml a 2,0 pg/ml).
Pouzité transfekéni ¢inidlo Lipofectamine MessengerMAX. Pouzita CFTR-mRNA: A) s
nemodifikovanymi nukleotidy. B) s 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu. Detekce pomoci
primarni protilatky 570, fedéni 1:500. Mikroskop Nikon Eclipse TE2002-U, program NIS-
Elements AR 2.30, filtr 31002 Rdil C87702, rozliSeni LWD 10x/0,4.
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4.4.2. Stanoveni ucinnosti transfekce pomoci CFTR-mRNA

metodou Western blot

Utinnost transfekce pomoci CFTR-mRNA metodou Western blot byla stanovena
vizualizaci CFTR proteinu primérni protilatkou CF3 (1:500). Bunécna linie CuFi-1 byla
transfekovana pomoci 1,0 pg/ml CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy a CFTR-
mRNA s 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu. Jako transfekéni ¢inidlo byl pouZit
Lipofectamine MessengerMAX. Bunécna linie NuLi-1 slouzila jako kontrolni skupina.
Vzorky byly na 10jamkovy elektroforeticky gel nanaSeny v mnozstvi 30 pg na jamku. Pro
kontrolu mnozstvi proteinli nanesenych na elektroforeticky gel byla pouzita detekce
GAPDH proteinu (37 kDa).

Na obrazku ¢. 20 je ukazéna detekce CFTR proteinu primarni protilaitkou CF3. U
vSech vzorkd lze pozorovat signdl v oblasti ~170 kDa a dalsi slabsi signal v oblasti
~130 kDa. MnozZstvi CFTR proteinu v bunécnych liniich je v§ak malé a metoda Western
blot neni natolik citliv4, aby byla schopna spolehlivé detekovat mensi zmény v proteinové

expresi. Z obrazku tedy nelze s jistotou fici, zda doslo k navySeni mnozstvi CFTR

proteinu.
CuFi-1 CuFi-1
NuLi-1 bez CuFi-1 bez CFTR-mRNA  CFTR-mRNA
CFTR-mRNA CFTR-mRNA nemodifikovana modifikovana
250 kDa
150 kDa
100 kDa
37 kDa

Obrazek €. 20: Transfekce pomoci CFTR-mRNA. Detekce metodou Western blot za pouziti
primarni protilatky CF3. Bunécna linie CuFi-1 byla transfekovana pomoci CFTR-mRNA v
koncentraci 1,0 pg/ml. Pouzité transfekéni Cinidlo Lipofectamine MessengerMAX. Byla pouzita
CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy a CFTR-mRNA s 25 % pseudouridinu a 25 %
S-methylcytidinu. Vzorky byly nanaSeny v mmozstvi 30 pg/jamka. Byla provedena detekce
GAPDH proteinu (37kDa) pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi proteinti.
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5. Diskuze

CF je geneticka choroba zpiisobend mutaci v CFTR genu, ktery koduje stejnojmenny
protein. Projevy CF jsou zavazné a postihuji témér celé lidské télo. Nékteré projevy jsou
pro pacienta smrtelné. I pies znacnou rtznorodost 1écebnych postuptl, cilenych na
jednotlivé prvky CF, neexistuje zatim forma terapie, kterd by poskytovala spolehlivy
zpusob, jak vylécit samotné jadro nemoci — defektni CFTR protein. K tomu je momentalné
nejzpusobilejsi genova terapie, ktera si klade za cil bud’ opravit CFTR gen samotny, nebo
stimulovat tvorbu funkéniho CFTR kandlu vlozenim genové informace do burky.
V soucasné dobé¢, i po mnoha letech narocného vyzkumu, je v§ak genova terapie stale jeste
pouze teoretickou formou lécby CF.

V této praci byla zkoumana detekce CFTR proteinu pomoci dvou metod: neptimé
imunofluorescence a Western blot imunodetekce. Zaroveini s tim byla stanovena relativni
mira genové exprese CFTR genu ve zkoumanych bunéénych liniich. Optimalizovana
metodika byla pouzita pro kvalitativni stanoveni Uc¢innosti genového ptfenosu CFTR-
mRNA a nésledné exprese CFTR proteinu.

V této praci byly vyuzivany tii bunééné linie: zdrava plicni epitelidlni bunécéna kultura
NuLi-1, plicni epitelidlni bunécné kultura CuFi-1, kterd nese homozygotni F508del mutaci
v CFTR genu, a HEK293S, embryondlni ledvinna bunécna epitelidlni linie, ktera by
neméla produkovat CFTR protein.

V ramci optimalizace detekce CFTR proteinu metodami nepfimé imunofluorescence a
Western blot imunodetekce bylo testovano Sest primarnich monoklonalnich protilatek: dvé
protilatky se specifickymi misty na NBD2 doméné¢ CFTR proteinu (769 a 596), tii
protilatky se specifickymi misty na R doméné (570, 450 a 432) a jedna se specifickym
mistem na MSD1 domén¢ (CF3).

Prvni metodou, jiZ byla charakterizovana produkce CFTR proteinu ve zkoumanych
bunéénych linii, byla metoda nepfimé imunofluorescence. Princip tohoto stanoveni je
zaloZzen na specifické detekci hledaného proteinu pomoci primarni protilatky, kterd je
nasledné vizualizovana fluorescencné znacenou sekundérni protilatkou. V této praci bylo
vyuzito sekundarni protilatky Alexa Fluor 555. Pro obarveni jaderné DNA byla pouZita
fluorescencni sloucenina Hoechst 33258 (viz kapitola 3.3.).

Za ucelem optimalizace detekce CFTR proteinu touto metodou byly protilatky

testovany ve tfech riiznych fedicich pomérech (1:250, 1:500, 1:1000). Z téchto pomért byl
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pro dal$i experimenty vybran pomér 1:500, nebot’ pfedstavoval dostatecné ziedéni, aby se
minimalizovaly nespecifické interakce protilatky, a zaroven poskytoval dostatecnou miru
fluorescence pro vhodnou detekci CFTR proteinu. Z testovanych protilatek byly z diivoda
vysoké specifity k CFTR proteinu vybrany primarni protilatky CF3 a 570.

Pomoci této metody bylo stanoveno, ze zdrava bunécnd epitelidlni linie NuLi-1 ma
v plasmatické membrané inkorporovano vétsi mnozstvi CFTR proteinu nez bunécna linie
CuFi-1 postizena CF. Toto bylo zjisténo pomoci protilatky CF3, jejiz specificky epitop se
nachazi v extracelularnim prostoru. Do roztoku této protilatky nebylo ptidavano
permeabilizac¢ni Cinidlo Triton X-100, protilatka tedy nemohla vstoupit do bunky a
detekovala tak pouze CFTR protein pfitomny v plasmatické membrang.

Pomoci protilatky 570 bylo stanoveno, ze bunécnd linie CuFi-1 a bunécna linie
NuLi-1 obsahuji srovnatelné mnoZstvi celkového CFTR proteinu, avSak jeho rozloZeni
v bunice je rozdilné. CFTR protein se v bunécné linii CuFi-1 nachazi témét vyhradné
v cytoplasmé, kde je kvuli Spatnému sbaleni degradovan rychleji, nez je mu umoznéno
zacClenit se do plasmatické membrany, zatimco u bunééné linie NuLi-1 je lokalizovan po
obvodu bun¢k [4].

U bunécné linie HEK293S, ktera by podle publikovanych studii neméla CFTR protein
produkovat [137], byla za pouziti vSech Sesti primarnich protilatek pozorovana
fluorescence. Z toho je tedy pravdépodobné, ze bunécna linie HEK293S produkuje CFTR
protein.

Druhou metodou, jiz byla provadéna detekce CFTR proteinu, byla metoda Western
blot imunodetekce. Stejné jako u metody nepiimé imunofluorescence i zde bylo testovano
vSech Sest primarnich protilatek (432, 450, 570, 596, 769, CF3), a to v fedicim poméru
1:500. CFTR protein se vyskytuje ve tfech molekulovych velikostech: velikost 168 kDa
odpovida pln€¢ maturovanému proteinu, 131 kDa ¢aste¢né glykosylovanému proteinu a
127 kDa neglykosylovanému proteinu.

Ze vSech primarnich protilatek se jako nejvhodnéjsi pro detekci CFTR proteinu
ukdzala protilaitka CF3. Jako jedind byla schopna detekovat plné¢ maturovany CFTR
protein, zatimco protilatky 450 a 570 detekovaly pouze protein o velikosti ~130 kDa.
Ostatni protilatky (432, 596 a 769) se ukazaly jako nevhodné pro detekci CFTR proteinu
metodou Western blot.

Touto metodou nebylo mozné poznat rozdily v mnozstvi detekovaného CFTR

proteinu mezi bunéénymi liniemi NuLi-1 a CuFi-1. OvSem v bunécné liniit HEK293S byl
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detekovan protein o stejné molekulové velikosti jako v bunéénych liniich NuLi-1 a CuFi-1.
Ve spojeni s vysledky danymi nepifimou imunofluorescenci lze konstatovat, ze bunééna
linie HEK293S skute¢né produkuje CFTR protein.

Jednim z moznych diivodl netcinnosti vétSiny testovanych primarnich protilatek pro
detekci metodou Western blot by mohla byt skutecnost, ze se CFTR protein nachazi
v denaturované formé¢, jeho antigenni mista tedy nemusi byt kvili zméné prostorové
konformace protilatkou rozpoznany.

Jako tieti technika k charakterizaci bunécénych linii byla pouzita qPCR. Byla
stanovena relativni mira genové exprese CFTR genu. Toto stanoveni bylo provadéno pouze
pro bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1. Byly testovany dvé sady fluorescencné znacenych
sond proti CFTR genu. Jako referencni gen byl pouzit lidsky GAPDH gen. Celkové
mnozstvi CFTR-mRNA obou buné¢nych liniich bylo velmi nizké. Ze stanoveni relativni
miry genové exprese CFTR genu obéma sadami fluorescencnich sond vyplynulo, Ze

bunécna linie CuFi-1 exprimuje CFTR gen v Sestkrat vét$i mife nez bunécna linie NuLi-1.

wrwe

ey e

ukdzaly, ze vtkanich s CF dochazi ke zvySené produkci faktorti, které podporuji
transkripci CFTR genu (IL-14 a NF-xB) [138, 139]. Samotna regulace exprese CFTR genu
vSak dosud nebyla pln€ objasnéna.

Po charakterizaci produkce CFTR proteinu a relativni genové exprese CFTR genu,
byla bunéénd linie CuFi-1 transfekovana pomoci CFTR-mRNA. Transfekce pomoci
CFTR-mRNA ma oproti transfekci pomoci DNA tu vyhodu, Ze se jedna o mensi molekuly,
podle nichZ je navic moZné syntetizovat protein pfimo v cytoplasmé. Z toho divodu neni
vyZadovan pienos pies jadernou membrdnu a nehrozi ani riziko piipadné mutagenese.
Nedostatkem genového prenosu mRNA je, Ze tyto molekuly mohou vyvolavat toxicky
ucinek. Jsou také méné stabilni nez DNA a sndze podléhaji degradaci [124, 126].

Za ucelem transfekce byly in vitro syntetizovany dva druhy CFTR-mRNA: a)
s nemodifikovanymi nukleotidy, a b) obsahujici 25 % pseudouridinu a 25 %
S5-methylcytidinu. Modifikované nukleotidy byly do mRNA zaclenény, aby vice
pfipominaly pfirozené se vyskytujici mRNA eukaryotickych bun&k. Eukaryotickd buika
totiz modifikuje baze své RNA, aby rozeznala endogenni genovou informaci od cizorodé
(napt. virové), kterd modifikovand nebyva [140]. Oba druhy CFTR-mRNA mély na
5’-konci misto obvyklé 7-methylguanosylové Cepicky synteticky analog ARCA, ktery
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zprostfedkovava lepsi translacni vlastnosti [141]. Oba druhy CFTR-mRNA rovnéZ na
3’-konci disponovaly polyadenylovym fetézcem o ptiblizné délce 200 A. Jako transfekéni
¢inidlo byl pouzit kationtovy liposom Lipofectamine MessengerMAX.

Byla studovana uc¢innost transfekce bunécnych linii pomoci CFTR-mRNA a nésledna
translace CFTR proteinu detekovandho metodami nepiimé imunofluorescence a Western
blot imunodetekce. Byly pouzity tii riizné koncentrace CFTR-mRNA: 0,5 pg/ml, 1,0 pug/ml
a 2,0 ug/ml. Buiiky byly transfekovany po dobu 24 hodin.

U bunék linie CuFi-1, transfekovanych pomoci CFTR-mRNA s nemodifikovanymi
nukleotidy, se projevila znac¢na toxicita. Ta byla patrna uz pti koncentraci 0,5 pg/ml, kdy
byla zaroven i nejvys$si u€innost transfekce. Se vzristajici koncentraci se zvySovala toxicita
CFTR-mRNA, aniz by se zvySovalo mnozstvi CFTR proteinu. Oproti tomu, kdyz byly
bunky linie CuFi-1 transfekovany pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy,
toxicky uc¢inek nukleové kyseliny se zacCal projevovat az pii koncentraci 2,0 pg/ml. Lze
tedy konstatovat, ze CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy je mnohem Iépe
tolerovana nez ta s nemodifikovanymi.

Pii detekci CFTR proteinu obéma protilatkami bylo zfejmé, Ze v transfekovanych
bunkach dochazi ke zvySené expresi CFTR proteinu. Bylo pozorovano zvySeni
fluorescen¢niho signalu po obvodu bunék, coZz naznacuje, ze dochdzi k tvorb& spravné
sbaleného CFTR proteinu, ktery je nasledné¢ dopraven do plasmatické membrany. Buiky
linie CuFi-1, které byly transfekovany pomoci CFTR-mRNA s nemodifikovanymi
nukleotidy, exprimovaly CFTR protein v mnohem vétSim mnoZstvi nez bunky
transfekované CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy. Je mozné, Ze pokud
transfekovana buitka odold toxickému U¢inku mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy,
probiha nasledna translace snaze a rychleji, nez pokud dand mRNA obsahuje modifikované
nukleotidy.

Lze konstatovat, Ze 1 pres svou transfekéni Gc¢innost CFTR-mRNA
s nemodifikovanymi nukleotidy neni vhodna pro genovy pifenos v zadné z testovanych
koncentraci. Pro genovy prfenos CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy je
nejvhodnéjsi koncentrace mezi 1,0 a 2,0 pg/ml, kdy se jesté neprojevuje toxicky. Presné
urceni vhodné koncentrance by vyzadovalo dalsi testovani.

Pro stanoveni ucinnosti transfekce bunécnych linii pomoci CFTR-mRNA metodou
Western blot imunodetekce byla pouzita primarni protilatka CF3. Buiky byly 24 hodin
inkubovany s obéma druhy CFTR-mRNA v koncentraci 1,0 pg/ml. 1 zde bylo mozné

80



pozorovat toxicky u€inek CFTR-mRNA bez modifikovanych nukleotidd, zatimco u bunck
transfekovanych pomoci CFTR-mRNA s modifikovanymi nukleotidy pozorovan nebyl.
Metoda Western blot je ovS§em méné citlivd nez metoda nepfimé imunofluorescence.
Vzhledem k celkové nizkému mnozstvi CFTR proteinu v bunécnych liniich nebylo pomoci
této metody mozné spolehlivé urcit, zda po transfekci pomoci CFTR-mRNA doslo

k navySeni proteinové exprese €i nikoli.
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6. Zavér

V této préci byla nejprve za pouZziti metod nepiimé imunofluorescence a Western blot
imunodetekce stanovena exprese CFTR proteinu v bunécnych liniich NuLi-1, CuFi-1 a
HEK293S. Byla porovnavana ucinnost detekce Sesti primarnimi monoklonalnimi
protilatkami (432, 450, 570, 596, 769, CF3) proti tomuto proteinu. Ukazalo se, Ze pro
detekci CFTR proteinu metodou nepiimé imunofluorescence jsou nejvhodnéjsi protilatky
CF3 a 570 v fedéni 1:500. Pro detekci tohoto proteinu metodou Western blot je vhodna
pouze protilatka CF3 v fedéni 1:500.

Byla stanovena relativni mira genové exprese CFTR genu v bunéénych liniich NuLi-1
a CuFi-1. Ukazalo se, ze mnozstvi CFTR-mRNA bylo v danych linich nizké. Exprese
CFTR genu bunééné linie CuFi-1 je ptiblizné Sestkrat vyssi nez u bunécné linie NuLi-1.

Buné¢na linie CuFi-1 byla transfekovana dvéma druhy in vitro syntetizované CFTR-
mRNA: a) snemodifikovanymi nukleotidy, b) s25 % pseudouridinu a 25 %
5-methylcytidinu. Byly testovany 3 koncentrace CFTR-mRNA: 0,5 pg/ml; 1,0 pg/ml a 2,0
ug/ml.

Transfekce pomoci CFTR-mRNA s nemodifikovanymi nukleotidy byla velice G¢inna,
ovSem zaroven se projevila zdvaznym toxickym u¢inkem. Pro jeji ptipadné vyuziti pro
genovou terapii by tedy bylo nutné pouzit koncentrace nizsi nez 0,5 pg/ml.

Transfekce pomoci CFTR-mRNA s 25 % pseudouridinu a 25 % 5-methylcytidinu
byla mnohem lépe tolerovana a toxicky Uc¢inek se zacal projevovat aZ pii koncentraci
2,0 pg/ml. Nejvhodnéjsi koncentrace pouZitelna pro transfekci se tedy nachdzi v rozmezi
1,0-2,0 pug/ml.

Pro stanoveni metodou Western blot byla bunéénd linie CuFi-1 transfekovana
1,0 pg/ml CFTR-mRNA. Tato metoda ovSem neni tak citlivd jako metoda nepiimé
imunofluorescence a neni tedy v tomto pfipad€ vhodna pro stanoveni u¢innosti transfekce

bunécnych linii pomoci CFTR-mRNA.
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