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 kanalt. Tato prace se zaméfila na studium genové terapie
cystické fibrézy pomoci genového pienosu CFTR-mRNA. Kuréeni 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 pripadé¢ 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.
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