
Abstrakt 

Cystická fibróza je genetické onemocnění způsobené mutací v CFTR genu. To má za 

následek absenci či špatnou funkčnost CFTR chloridového kanálu, který je i zásadním 

regulátorem dalších iontových kanálů. Tato práce se zaměřila na studium genové terapie 

cystické fibrózy pomocí genového přenosu CFTR-mRNA. K určení exprese CFTR 

proteinu bylo použito metod nepřímé imunofluorescence a Western blot imunodetekce. 

Zároveň byla stanovena relativní míra genové exprese CFTR genu pomocí kvantitativní 

PCR. K experimentům byly použity buněčné linie zdravého plicního epitelu (NuLi-1), 

plicního epitelu s homozygotní mutací F508del (CuFi-1) a zárodečného ledvinného epitelu 

(HEK293S). 

CFTR protein byl vizualizován uvedenými metodami pomocí šesti primárních 

protilátek (432, 450, 570, 596, 769, CF3). Pro detekci CFTR proteinu pomocí metody 

nepřímé imunofluorescence byly jako nejvhodnější vybrány primární protilátky 570 a CF3. 

V případě metody Western blot byla pro detekci uvedeného proteinu vhodná pouze 

protilátka CF3. Stanovením relativní míry genové exprese CFTR genu bylo zjištěno, že 

tento gen je exprimován u studovaných buněčných linií v malém množství, přičemž míra 

jeho exprese je v buněčné linii CuFi-1 přibližně šestkrát vyšší než v buněčné linii NuLi-1. 

Byla zkoumána též účinnost transfekce buněčné linie CuFi-1 pomocí CFTR-mRNA. 

Buněčná linie byla transfekována dvěma druhy in vitro syntetizované CFTR-mRNA 

obsahující: a) nemodifikované nukleotidy, b) 25 % pseudouridinu a 25 % 

5-methylcytidinu. Transfekce buněčné linie oběma druhy CFTR-mRNA vedla ke zvýšení 

množství CFTR proteinu v buňkách. Navíc bylo zjištěno, že CFTR-mRNA 

s nemodifikovanými nukleotidy působila na buňky toxicky již v nízkých koncentracích 

(0,5 μg/ml). Oproti tomu CFTR-mRNA s modifikovanými nukleotidy působila toxicky až 

při koncentraci 2,0 μg/ml. Transfekce pomocí CFTR-mRNA tedy představuje teoreticky 

možný způsob terapie cystické fibrózy. 
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