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Abstrakt

Cysticka fibroza je autosomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutaci v CFTR
genu, ktera ma za nasledek nefunkénost ¢i absenci CFTR chloridového kanalu. Jeden ze
zpusobt, jak indukovat tvorbu CFTR proteinu v postizenych bunkach, pfedstavuje genova
terapie. V ramci genové terapie lze do cilovych bunék pienaset bud’ DNA, nebo mRNA.
Tato prace byla zaméfena na optimalizaci metody detekce CFTR proteinu pomoci metody
Western blot, diky niz byla studovana uc¢innost pfenosu CFTR-mRNA do bunéénych linii.

CFTR protein byl detekovan v buné&tné linii zdravého plicniho epitelu (NuLi-1),
plicniho epitelu postizeného cystickou fibrozou s mutaci AF508 (CuFi-1) a v bunééné linii
plicniho karcinomu (A549). Byla porovnavana t¢innost ¢tyf zpisobti bunééné lyze — lyze
pomoci ultrazvuku a lyze tfemi riznymi lyza¢nimi pufry. Jako nejucinnéjsi pro detekci
tohoto proteinu se ukazala lyze RIPA pufrem s inhibitory proteas. Zaroven byly
porovnavany tfi primarni monoklonalni protilatky pro detekci CFTR proteinu metodou
Western blot. Z téchto protilatek se ukazala jako nejvhodnéjsi protilatka CF3, ktera je
specifickd proti extracelularnimu epitopu CFTR proteinu. Byly detekovany rizné
glykosylované formy CFTR proteinu. Nejvétsi mnozstvi CFTR protein bylo zjisténo
v bunééné linii NuLi-1. Zaroven byl tento protein detekovan v bunééné linii A549, ktera
méla slouzit jako negativni kontrola. Mnozstvi CFTR proteinu Vv linii A549
korespondovalo s linii CuFi-1.

Nakonec byla zkoumana mira exprese CFTR proteinu po transfekci bunéénych linii
CuFi-1 a NuLi-1 CFTR-mRNA. Jako transfekéni ¢inidlo byl pouzit kationtovy liposom
lipofektamin. Bylo zjisténo, ze po transfekci CFTR-mRNA doslo k zvySeni mnoZzstvi
CFTR proteinu v obou zkoumanych liniich. Mnozstvi CFTR proteinu v bunécné linii
CuFi-1 se po transfekci dostalo na uroven mnozstvi obsazeného v bunééné linii NuLi-1.
Transfekce CFTR-mRNA pomoci lipofektaminu je tedy potencialné slibna metoda obnovy

CFTR proteinu v postizenych bunkach. Jeji realna vyuzitelnost stoji za dalsi prozkoumani.
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Abstract

Cystic fibrosis is an autosomal recesive disorder caused by a mutation in the CFTR
gene, which leads to inefficiency or absence of CFTR chlorid channel. One way to induce
production of CFTR protein in target cells, is to use gene therapy. The principle od gene
therapy is to transfer DNA or mRNA molecules inside malfunctioning cells. The aim of
this study was to optimise the detection of CFTR protein using the Western blot analysis.
Then, using this method the effectiveness of CFTR-mRNA transfection was studied.

To study the CFTR protein, a number of cell lines was used: a healthy human
ephitelial cell line (NuLi-1), an ephitelial cell line with AF508 mutation (CuFi-1), and a
human lung carcinoma cell line (A549). This study compared four different ways of cell
lysis — lysis by sonication and lysis by three distinct lysis buffers. Lysis by RIPA buffer
with protease inhibitors was determined for the detection of CFTR protein. Moreover,
three different primary monoclonal antibodies were also tested. The CF3 antibody, which
is specific to an extracellular epitope of CFTR protein, was found able to detect CFTR
protein specifically. A couple of different glycosylated forms of CFTR protein was
detected. The highest amount of CFTR protein was determined in the NuLi-1 cell line.
CFTR protein was also detected in the A549 cell line, which was supposed not to produce
it. The amount of CFTR protein in A549 cell line was comparable to the amount in with
CuFi-1 cell line.

Using the optimised detection method, the effectiveness of CFTR-mRNA transfection
by a cationic liposome lipofectamine was studied. An overal increase in the amount of
CFTR protein was detected. Practically the same level of CFTR protein was found in
CuFi-1 cell line after transfection in comparison with NuLi-1 cell line without transfection.
In conclusion, CFTR-mRNA transfection by lipofektamin is a promising method of
restoring the CFTR protein levels in cells affected by cystic fibrosis. However, more

experiments are required to determine it’s actual usefulness.
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1. Uvod

1.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) je geneticka choroba zpuisobena mutaci v CFTR genu (z angl.
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery koduje stejnojmenny
chloridovy kandl. Jedna se o smrtelné¢ autosomalné recesivni onemocnéni, které postihuje
jen homozygotni jedince. Heterozygotni jedinci jsou zcela zdravi a pisobi pouze jako
pfenaéeéi.l

Nemoc byla poprvé popséana v roce 19387 a v roce 1989 byl sekvenovan CFTR gen,®
diky ¢emuz byla umoznéna genova terapie CF.

CF postihuje nejvice indoevropskou populaci. Udava se, Ze se v Ceské republice s CF
narodi jedno dit& z 4023, coz &ini piiblizné 30 novych pacientii ro¢n&.* Pramémy vek
pacienta s CF se s dokonalejsi 1é¢bou stale zvySuje. V dnesni dobé je primérna doba zivota

¢lovéka postizeného CF 36 let.

1.2 Struktura CFTR proteinu a jeho funkce

CFTR protein je chloridovy kanal nachazejici se na apikalni stran¢ epitelialnich
bunék. Sestava z celkem 1480 aminokyselin a fadi se do rodiny ABC (z angl. ATP-binding
cassette) iontovych kanali.’> Pro svou znatnou velikost je syntetizovan jako konstrukt
nékolika mensich polypeptidi, jejichZ pfesny pocet a podoba jsou vSak zatim nejasné.

V zavislosti na glykosylaci CFTR proteinu se rozlisuji jeho tfi rizné molekularni
velikosti — 168 kDa pro plné¢ maturovany, 131 kDa pro ¢aste¢né glykosylovany a 127 kDa
pro neglykosylovany protein.®

CFTR protein tvoii celkem pét charakteristickych domén — dvé transmembranové
domény (MSD, zangl. Membrane-spanning domain), dvé domény vazici nukleotidy
(NBD, z angl. Nuckleotide-binding domain) a jedna regulaéni R doména’ (obrazek &. 1,

strana 9).
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Obrazek ¢&. 1: Struktura CFTR kanalu. Plasmatickou membranou prochéazi dvé
transmembranové domény. Uvnitf builky se nachazeji dvé nukleotidy vazici domény

(NBD1 a NBD2) a jedna regula¢ni R doména. Prevzato z publikace.?

Ob& MSD domény tvofi Sest transmembranovych smycek. Tyto domény jsou pevné
zakotveny v plasmatické membrané¢ a dohromady formuji tunel, kterym jsou pienaSeny
chloridové, popiipadé hydrogenuhli¢itanové anionty. Takto vytvofeny kanal je zevnitt
vystlan aminokyselinami se zaporné nabitymi skupinami, coZ jednak napomaha transportu
aniontd, jednak chréni protein pied nezadoucimi interakcemi.?

Stejné jako vSichni ¢lenové ABC rodiny pienasect i CFTR protein vyuziva ke svému
otevieni hydrolyzu ATP na NBD'. Na rozdil od vétsiny ABC transportérii ma viak tyto
domény dvé. Dlouho nebylo jasné, pro¢ tomu tak je. Prvni domnénkou bylo, ze NBDI1
slouzi k otevieni kanalu, zatimco NBD2 k jeho uzavieni. Jak se ukazalo pozdéji, obé NBD
ve skute¢nosti tvofi po hydrolyze ATP dimer, ¢imZ méni konformaci obou
transmembranovych domén a tim umoziuji otevieni kanalu® (obrazek &. 2, strana 10).

Unikatnim prvkem CFTR kanalu je R doména. Tato regulacni doména je zavisla na
CAMP-dependentni proteinkinase A, ktera ji fosforyluje. R doména takto stimuluje

interakci ATP s NBD a tim i celkovou aktivitu kanalu.*
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Obrazek ¢. 2: Mechanismus funkce CFTR kandlu. NBD1 a NBD2 maji kazda jedno
hydrolytické misto pro ATP. Po fosforylaci R domény se zvySuje afinita NBD k ATP, ATP
se hydrolyzuje a obé domény tvoii dimer, ¢imz umoziuji ptenos Cl aniontl pfes

plasmatickou membranu. Pevzato a upraveno z publikace.®

Kromé své funkce chloridového kanalu vykonava CFTR protein jesté dilezitou tlohu
v regulaci dalSich iontovych kandl a prenasecti. Prave tato role je zdsadni pro patogenesi
CF, tfebaze pfesné mechanismy regulace dosud nejsou detailné popsany. Mezi ovlivnéné
kanaly patii naptiklad dalsi chloridovy kanal ORCC™ (z angl. Outward rectifying chlorid
channel) a vapnikem aktivovany chloridovy kanal CaCC (z angl. Calcium-activated
chlorid channel). CFTR navic ovlivituje aktivitu akvaporint, které fidi tok vody pftes
plasmatickou membranu.*? Spolu s regulaci akvaporini je zasadni ovlivnéni absorpce Na*
iontl pomoci ENaC (z angl. Epithelial Na* channel) kanalu, ktera ma za nasledek vaznou

patogenesi, zejména v plicich.*®

1.3 CFTR gen a jeho mutace

CFTR gen byl poprvé popsan v roce 1989 a polozil tak zaklad studiu funkce CFTR
a genove terapie CF. Tento gen se nachdzi na dlouhém raménku chromosomu 7, ¢ita pies
250 kb DNA, z toho 27 kédujicich exonti. RNA prepis genu je dlouhy 6,5 kb.**

Jak jiz bylo feceno vySe, CF je onemocnénim zplisobenym mutaci CFTR genu.
Celosvétove je Vv soucasné dobe znamo pies 2000 mutaci CFTR genu.15 V Ceské republice

jich bylo podle studie 2. LF UK zroku 2013 zjisténo celkem 91, pfiCemz 67 %
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zkoumanych pacienti mélo mutaci AF508.* Tato mutace zpisobuje vynechani
fenylalaninu v pozici 508 a je nejcastéjsi 1 celosvétove. Dalsi Ctyfi Casté mutace jsou:
G542X, G551D, A455E a W1282X."° Zbylé byvaji pouze lokalni a vzacné.

Veskeré mutace CFTR lze podle jejich efektu na funkci CFTR proteinu rozd¢lit do

péti tHid:

Trida 1

Prvni tfida zahrnuje takové CFTR mutace, které vedou k poruse syntézy proteinu.
Tyto mutace nejcastéji spocivaji v predcasnych stop kodonech. Pacient zcela postrada
CFTR kanal. Mezi tyto mutace patfi G542X."

Mezi mutace prvni tiidy patii ale 1 takové, které sice CFTR vytvofi, ale pouze
v zanedbatelném mnozstvi, jako napiiklad u druhé nejéast&jsi mutace na svéteé A455E."

Mutace spojené s pfedCasnymi stop kodony byvaji povazovany za jedny

z nejvaznéjsich forem CF.

Trida 11

Druhé tfida mutaci zptsobuje chybné zpracovani proteinu a tim naruSeny transport
k plasmatické membrané. Po dokonceni proteosyntézy je CFTR kanal modifikovan
v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. V ptipadé tohoto typu mutaci dochazi
k vadné glykosylaci, a tedy i k chybnému slozeni.? Tento protein je oznagen a degradovéan
proteasomem.

Do druhé tiidy patii celosvétové nejast&jsi mutace AF508.%°

Trida 111

Do tieti tfidy jsou fazeny vSechny CFTR proteiny, které jsou zabudovany do
plasmatické membrany, ale maji ovlivnénou regulaci iontového transportu. Dochazi
k poruseni funkce NBD domén, které nejsou schopny hydrolyzovat ATP a tim kanal
aktivovat.?’

Mezi tyto mutace patii naptiklad G551D.

11



Trida 1V

Ctvrta t¥ida zahrnuje mutace v CFTR genu, které vedou k syntéze proteinu, jenz je
zabudovan do plasmatické membrany, ma funk¢ni aktivitu NBD domén, ale neni schopen
dostatecné vodivosti. Tato porucha postihuje oblast MSD domén, kde chybi zaporné nabita
aminokyselina v samotném iontovém kanalu a transportované ionty tak interaguji

s proteinem.?

Trida V
Do posledni tiidy mutaci spadaji CFTR proteiny, které sice funguji bezchybné, ale

jejich mnozstvi v buiice je snizeno. To je zptisobeno nestabilnim C-koncem proteinu, diky

némuz se CFTR protein degraduje az Sestkrat rychleji nez obvykle.?

1.4 Patogenese CF

1.4.1 Obecné projevy CF

CFTR protein se nachazi v epitelidlnich bunkach celé fady organt, mezi néz patii
slinivka, stfeva, jatra, rozmnozovaci soustava, kosti a zejména plice. CF tedy nezasahuje
jen jedno specifické misto, nybrz prakticky cely lidsky organismus.

Pacienti s CF mivaji neobvykle slany pot zptisobeny Spatnou reabsorpci soli koznimi
buiikami.

Typickym projevem CF je porucha funkce slinivky bfisni, ktera se projevuje hlavné
nedostatetnou sekreci vody a enzymi.”® To mé za nasledek §patné straveni potravy, a tedy
i snizené mnozstvi pfijimanych zivin. Pacienti s CF $patné prospivaji a dosahuji mensiho
vzristu.' Tento projev CF je dobfe 1é¢itelny enzymovymi dopliiky stravy.

V jatrech se CF projevuje cirhdzou a zvysenou viskozitou zluci. Jen ale 25 % pacientt
zaznamena chronické potize s jél‘[ry.6

Stieva jsou, podobné jako ostatni organy, postizena vadnym transportem vody
a minerald, coz zpusobuje jak zacpy, tak i prujmy. PostiZzeni gastrointestinalni soustavy je
jednim z nejrangjsich piznaka CF.*

Dalsim typickym znakem CF je muzska neplodnost, ktera vyplyva ze strukturnich

abnormalit reprodukéni soustavy produkujici azoospermie.®? Zbylé funkce reprodukéni
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soustavy zasazeny nejsou. Az 95 % muzu je sterilnich, existuji ale vyjimeéné ptipady, kdy
jsou pacienti plodni.?®

Rozmnozovaci soustava U zen s CF je zasazena méné¢ nez u muzii. CF ovSem
zpusobuje zpozdéni hormonalni regulace, a tfebaze jsou pacientky schopny pocit,
t&hotenstvi je pro n& znacné rizikové.®
s sebou vsak pfinasi diive nepozorované projevy CF, jako jsou napiiklad nemoci kosti
a kloubti. Mezi né patii kiehkost kosti z divodu nizkého obsahu mineralt,?’ vaskulitida

a artritida.®

1.4.2 Patogenese plic

veéku a jsou nejéastéjsi pri¢inou umrti. Plice pacientt s CF byvaji v utlém véku zdanliveé
zdravé, byly vSak zdokumentovany ptipady velice ranych imrti z ditvodu zaduSeni pfili§
hustym hlenem, ktery je typickym znakem CF.?

Povrch plicnich epitelidlnich bunék je pokryt tenkou ochrannou vrstvou. Tato
povrchova plicni kapalina (ASL, z angl. Airway surface liquid) se sklada ze dvou slozek —
viskozniho hlenu a fidké mezifasinkové kapaliny.28 Mezitasinkova kapalina (PCL, z angl.
Periciliary liquid) je spodni vrstva ASL o pfesné¢ definovaném sloZeni a vySce. Musi byt
f1dS$i nez povrchovy gel, aby umoznila pohyb fasinek fasinkového epitelu. PCL byva
vysokd 7um, coz odpovida délce natazené fasinky.29 Hlen slouZzi hlavné jako mechanicka
obrana. Zachytava vdechnuté necistoty a obaluje je, az se s hlenem spoji. Takto polapena
Castice je nasledné pohybem fasinkového epitelu spole¢né s celou ASL puzena z dychaci
soustavy. Povrchovy hlen je zarovenn bohaty na muciny, které zajiStuji nizkou afinitu
k v&tsing castic®® (obrazek &. 3A, strana 14).

ASL kromé mechanické obrany poskytuje i obranu chemickou, protoze obsahuje
celou ftadu antimikrobidlnich latek, jako naptiklad lysozymy, lactoferriny
a imunoglobuliny.®

Jak bylo zminéno vySe, PCL vrstva musi mit vzdy konstantni vysku, coz reguluje
povrchovy hlen svou schopnosti zadrzovat kapalinu a ménit objem v zavislosti na PCL.
Udava se, ze povrchovy hlen mize ztratit az polovinu svého objemu, nez se ztrata vody

projevi na vysce PCL.*
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Objem vody v ASL je udavan celkovym mnozstvim rozpusténé NaCl. CFTR kanal,
ktery se nachazi zejména v submukosélnich Zlazach, ale i v epitelidlnich buiikach,*
nepiimo slouZi jako hlavni regulator objemu ASL. CFTR svou aktivitou inhibuje sodikovy
kanal ENaC. V piipadé¢ absence ¢i nefunkénosti CFTR, jak je tomu u CF, dochazi
k razantnimu navy3eni aktivity ENaC* a tim hyperabsorpci soli z ASL. Epitelialni buiiky
tak spoleéné s Na" nadmémé od&erpavaji i vodu, coz nejprve vede ke snizeni objemu
povrchového hlenu a nasledné k vycerpani PCL.® Zahustény hlen pfilehne na tasinkovy

epitel a znemozni mu pohyb. Timto se cela ASL stava nehybnou (obrazek ¢. 3B).

- Hlen \l

> ASL
(mmm -PCL |

- Epitelova burika

Na* absorpce Aniontova

(ENaC) sekrece
(CFTR + CaCC)

: b ]> ASL
R I : A2 - PCL J odéerpavani
B
N A A BT, IR

Obrazek ¢. 3: Model patogenese CF v bunkdch plicniho epitelu. A — Zdravé plicni bunky
jsou pokryty tenkou vrstvou povrchové kapaliny (ASL). Objem kapaliny je regulovan
vyvazenym iontovym pienosem. B — Bunky postizené cystickou fibrozou maji zasazenu
aniontovou sekreci. Dochdzi k nadmémé absorpci Na* iontii a vody, coZ vede ke snizeni

objemu ASL a znemoznéni pohybu fasinkového epitelu. Pievzato a upraveno z publikace.?
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Studie ukazaly, Ze nemoznost spravného odstranéni vdechnutych Ccastic vede
k produkci cytokint, které spole¢né s neutrofily vyvolaji zanétlivou reakci, aniz by
probihala skute¢na bakterialni infekce.® Zvysena aktivita neotrofili vede k povzbuzeni
tvorby mucint a tim jesté vétSimu zahusténi a zvétSeni hlenu. Jakmile vySka hlenu dosahne
100 pm, za¢ne byt neprodysny a dochazi v ném k vy&erpani kysliku.*® Takto tlusty hlen
nejen ucpava dychaci cesty, ale navic je vhodnym prostfedim pro bakterie jako
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Tyto bakterie jsou schopny ptizpisobit
se anaerobnimu prostfedi nehybného povrchového hlenu a nekontrolovatelné se v ném
sifit. Dochazi tak ke stadiu chronické infekce. Studie navic ukazaly, Ze anaerobné

prizptisobené Pseudomonas jsou aZ o dva fady méné citlivé viéi antibiotikim.®

1.4.3 Lécba plicnich projevii CF

Cystickou fibrozu je jako genetické onemocnéni nemozné trvale vylécit bez zasahu do
lidského genomu. Veskery vyzkum se tedy soustfed’uje bud’ na obnovu funkce CFTR
kanalu (viz kapitola 1.4), nebo na 1é¢bu symptomu.

V soucasné dobé je v symptomatické 1é¢bé velice popularni farmakoterapie. Jejim
cilem je obnovit objem plicni povrchové kapaliny a umoznit tak odstranéni naneseného
hlenu.

Prvnim pfistupem je aplikace hypertonického roztoku soli.®! Tato terapie vyuziva
osmoticky tlak, ktery z plicniho epitelu nasaje vodu a tim ziedi ASL. Byla provedena cela
fada in vivo studii, které zkoumaly moznost klinické aplikace této terapie, vSechny ovSem
ukazaly, Ze aplikace hypertonického roztoku NaCl sice funguje, ale je potieba se ji
podrobovat n¢kolikrat denné, coZ pacienty znacné omezuje.38

Alternativou k hypertonickému roztoku je mannitolovy prasek, ktery in vitro vykazal
az nékolikahodinovy efekt. OvSem pii aplikaci in vivo se jeho Gé¢inek projevil pouze po
dobu 20 minut.*

Dalsim zptisobem obnovy objemu ASL je regulace iontového transportu. Jejim cilem
je hlavné snizeni aktivity ENaC kanalu a kompenzace absence funkce CFTR proteinu
pomoci jinych chloridovych kanali. Tyto metody vyuzivaji molekuly nukleotidtrifosfati
(ATP, UTP) pro inhibici ENaC a zéaroven stimulaci CaCC chloridového kanalu.*® Dalsi
alternativou jsou CFTR korektory, které stimuluji transport CFTR proteinu do bunécné

membre’my.41
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Klinicka aplikace téchto postupli pfinasi urcité zlepSeni stavu pacientii s CF, jedna se
vsak vétsinou o komplikované a pro pacienty nepohodlné procedury s kratkodobym
ucinkem.

Obnova objemu ASL s sebou navic piinasi i urcita rizika. Uvolnéni naneseného hlenu
Vv priduSinkach vyustuje Vjeho pomaly piesun do SirSich dychacich cest. Zde miize
dochazet k jeho nahromadéni a nasledovnému ucpéni cest.*? Dalsim rizikem je fakt, Ze
proto, aby bylo mozné odstranit veskery nastiadany hlen, je tieba ho natedit pfiblizné 1,35
litry vody. Takové mnozstvi kapaliny, pokud by bylo uvolnéno piili§ rychle, by vedlo
k zaduseni pacienta.*’ Cel4 terapie tedy musi probihat zdlouhavé po malych davkach.

Dulezitym prvkem lécby CF je terapie antibiotiky. Pacientim jsou denné podévana
mnozstvi riznych antibiotik, ktera maji za ukol zabranit bakterialni infekci. Jakmile jsou
totiz plice vice nez jednou infikovany bakteriemi Pseudomonas aeruginosa nebo
Staphylococus aureus, 1é&ba se stava neefektivni a bakterie ziskavaji resistenci.®’

Alternativni zptsob boje proti bakterialni infekci je uméla imunizace plicnich bunék.
K tomu se uzivaji cizorodé protilatky, které by nemély zptisobit imunitni odpoved.*?

Jakkoli u¢innd miize byt farmakoterapie, jedna se pouze o symptomatickou 1é¢bu,
neni tedy schopna napravy pii¢iny samotné. Ktomu je dosud vhodna pouze genova

terapie.

1.5 Genova terapie CF

Genova terapie CF je metoda, ktera obnovuje funkci CFTR chloridového kanalu.
Jejim zakladem je vlozit do buitky bud’ CFTR gen (DNA ptenos), nebo CFTR-mRNA. CF
diky postizeni jediného genu ptedstavuje idedlni cil pro genovou terapii.

Genova terapie CF byva nejcastéji zaméiena na plice, nebot” praveé plicni onemocnéni
je hlavni pfi¢inou umrtnosti na CF. Zaroven se plice zdaji byt ze vSech postiZenych organt
nejsndze piistupné. Genova terapie cili pfedev§im na fasinkovy epitel, ale i na
submukosalni zlazy, v nichz se ptirozené vyskytuje vice CFTR proteinu nez v epitelialnich
buiikach.**

Terapeutické latky byvaji zpravidla podavany v rozpraSené inhala¢ni formé. Jedné se
o nejsnadnégj$i piimou formu podani 1éku a zaroven i nejméné agresivni.45 Pro ptenos
nukleové kyseliny se vyuzivaji specialni genové pienaSecCe. PienaSeCe je mozné délit na

. , . , 4
dva druhy: virové a nevirové. >
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Plicni podani ma ovSem né¢kolik zasadnich nevyhod. Jednou z nich je skute¢nost, ze
nevirové prenaseCe byvaji zpravidla velké makromolekuly neschopné difuze skrze
prenaseCe musi prekonavat Cetné mechanické a biologické pfeka’tiky.8 Pro nevirové
pfenaSeCe byva nejvétsi prekazkou husty hlen na povrchu bunék. Plicni epitel rovnéz
neproliferuje, piipadny ucinek 1é¢by tedy bude vzdy docasny, a je proto nutné, aby byla
mozna opétovna podani Iéku.

Pro napravu funkce plic postizenych CF se udava, ze je zapotiebi indukovat tvorbu

CFTR proteinu alespoii v 10 % epitelidlnich bungk.*®

1.5.1 DNA prenos

DNA pienos vyuziva syntetizované komplementarni DNA (cDNA) CFTR genu.
Tento gen je vpraven do jadra a napojen na chromozom. Buika by si nasledné pomoci

takto vloZené informace méla byt schopna vytvaret funkéni CFTR kanal.

1.5.1.1 Virové pienasece

Viry jsou organismy, jejichz cely Zivotni cyklus je zaloZen na schopnosti proniknout
do hostitelské bunky a exprimovat v ni nesenou genetickou informaci. Pfedstavuji tak
idealni prenaSece pro transfer CFTR genu. Byvaji vSak Casto imunogenni, nevhodné
k primyslové vyrobé a piedstavuji zdravotni riziko.?

Mezi virové pienaSece patii adenoviry, adeno-asociované viry, sendai virus a dalsi.

Adenoviry

Adenoviry jsou viry s dvouvldknovou DNA. Genom maji v rozsahu od 36 do 40 kb.*
Adenoviry jsou V pfirozené formé spojovany s infekcemi hornich cest dychacich, jater,
ledvin a mocovych cest. Jejich rekombinantni forma je tedy velmi dobie schopna pronikat
do plicniho epitelu. Do bun€k prochazi pomoci CAR receptoru (z angl. Coaxie virus and
adenoviral receptor), ktery se u epitelidlnich bunék hornich cest dychacich nachazi na
apikalni strang a je tedy pristupny.*®

Podani rekombinantnich adenovirt vSak vyustilo v zanétlivost a samotny transfekéni
efekt byl nizky a krétkodoby.49 Navic CAR receptor, ktery adenoviry vyuZivaji k praniku

do buiiky, se v dolnich cestach dychacich nachazi na basolaterdlni stran¢ a je tak tézko
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pfistupny. Jak se néasledné ukazalo, adenoviry také nelze pouzit k opétovné aplikaci, nebot’
v buiikach dochazi ke kumulativni imunitni odpovédi.>

Za tuto imunitni odpovéd’ nejspise muze rozpoznani virové ¢asti nesené DNA. Ve
snaze vyhnout se imunitni reakci byla vyvinuta ,,vykosténa“ verze adenoviru, ktery se tak
stal pouhou virovou schrankou nesouci CFTR cDNA.* Jak se ale ukazalo, tato verze
adenoviru sice nezpusobovala tak znacnou imunitni odpovéd, organismus nicméné
dokazal rozeznat virovou schranku a spustil zanétlivou reakei.*?

I kdyz momentaln¢ probihaji snahy o vytvofeni takové varianty adenovirového
vektoru, ktery by byl pfed hostitelskym imunitnim systémem ukryt, pro svou patogenitu

a nizkou Uc¢innost zlstavaji adenoviry nevhodnymi pienaseci.

Adeno-asociované viry

Adeno-asociované viry (AAV) jsou viry s jednovlaknovym DNA genomem. Jedna se
o velice malé viry s kapacitou pouhych 4,7 kb.*’ In vivo studie ukazaly, e rekombinantni
AAV jsou schopny transfekovat celou fadu epitelialnich bungk, véetné plicnich.® AAV
vklada sviij genom do chromosomu 19, ¢imz zajistuje dlouhodobou expresi. Tiebaze se
AAYV ukézaly jako bezpecny vektor, jeho aplikace vykazala pouze mirna zlepSeni, pficemz
v cytosolu nebyla detekovana CFTR mRNA.>* Rekombinantni AAV tedy nejsou schopny
dostatecné indukovat produkci CFTR, jejich opétovné podéni je navic znemoZnéno
vytvotenim specifické imunity.

Ttebaze adeno-asociované viry jsou diky své schopnosti dlouhodobé transfekce
lakavym vektorem genové terapie, ukazaly se, podobné jako adenoviry, jako nevhodné

ptrenasece pro 1écbu CF.

Ostatni virove vektory

Adenoviry a adeno-asociované viry patii mezi nejprozkoumanéjsi virové prenasece,
nejsou vSak jedinymi. Zde je uvedeno nékolik ptikladii dalSich vird, jejichz mozné vyuziti
je zatim pouze Vv experimentalni fazi.

Mezi viry schopné vlozeni genové informace do bunééného chromozomu patii
retroviry, které tak mohou zajistit dlouhodobou genovou expresi. Nejsou ovsem schopny

transfekovat ned&litelné buiiky, co je ¢ini nevhodnymi pro 1é&bu CF.>
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Zvlastnim prikladem retrovirti jsou lentiviry. Tyto viry jsou schopné transfekovat
nedélitelné buiiky. Aplikace lentivir, vykazujicich vysokou efektivnost v mysich plicich,®
narazila na stejné uskali jako vétSina virovych pienaseci — opétovna podani jsou
neefektivni z divodu imunitni odpovédi hostitele.

Dalsim moznym vektorem je Sendai virus. Jednd se o obaleny virus s RNA
genomem.>” Sendai virus je schopny transfekovat terminalng diferencované buiiky a jeho
rekombinantni forma dosahla vysoké uc¢innosti genové exprese CFTR genu. Jedna se
0 zdaleka nejefektivnéjsi v soucasné dobé znamy virovy vektor. Jeho nevyhodou je vSak

kratkodoby uginek transfekce a silna zanétliva reakce po jeho podani.”®

Virové pienaSece, tfebaze zdanlivé nejlepsi feSeni genové terapie CF, se ukazaly jako
nepfiliS vhodné, a to hlavné z diivodu terminalni diferencovanosti epitelidlnich bunck

a vysoké imunogenese plic.

1.5.1.2 Nevirové pienaSece

Nevirové vektory predstavuji alternativni formu genového pienosu. Nevyvolavaji
natolik silnou imunogenni a zanétlivou odpovéd’ jako virové vektory. JSou rovnéz snaze
modifikovatelné a vhodnéjsi k primyslové V}'Irobé.59 Jejich nevyhodou je ovsem pomérné
nizk4 u&innost.®

Mezi nevirové pienaSeCe se tadi kationtové liposomy, kationtové polymery

a plasmidova DNA.

DNA

Nejjednodussim piikladem nevirového pienasece je cirkularni plasmidova DNA
(pDNA). Samostatna DNA je schopna transfekovat ov¢i plice in vivo za tvorby patii¢né
RNA.2% Ppraktickému vyuziti DNA jako pfenaSeCe vSak brani jeji neschopnost byt

prevedena do aerosolu, aniz by nebyla poskozena.

Kationtove liposomy

Kationtové liposomy jsou latky slozené z kationtovych lipidi smiSenych zpravidla

s cholesterolem a dioleoylfosfatidylethanolaminem (DOPE). Maji kladné nabity postranni
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fetézec, ktery je schopen interagovat se zdporné nabitou molekulou pDNA a utvaret tak
komplexy zvané lipoplexy.®! Kromé& nabité &asti disponuji hydrofobni lipidovou &asti,
ktera celému konstruktu usnadiuje vstup do builky podporovanim fize s membranou.
Velikost ¢astice byva v pruméru 100 — 500 nm.

Kationtové lipoplexy jsou odolné vuci endonukleoasové aktivité a na rozdil od
virovych vektorii nemaji omezeni velikosti pfenasené DNA. Zaroven nejsou imunogenni,
poskytuji tedy moznost opakovanych podémi.47

Existuje mnoho riznych typa kationtovych liposomi (napi. DC-Chol/DOPE,
EDMPC-Chol), z nichz vétsina v kombinaci s CFTR genem méla uc¢inek bud’ pfilis slaby,
nebo zcela 7adny.” Naproti tomu liposom GL-67:DOPE vykézal v mysich plicich sto aZ
tisicindsobnou miru exprese oproti ostatnim kationtovym liposomtm, tfebaze tato exprese
se rovnala expresi samostatné pDNA.64

Podani komplexu s GL-67 in vivo vyustilo v ur€itou toxicitu. Mnoho pacient mélo
zvySenou hladinu prozanétlivych cytokind a dalSich chfipkovych ptiznaku, které trvaly po
dva dny. Samotné podani GL-67 ovSem Zzadnou toxicitu nezpisobovalo.®”® Tyto pfiznaky
byly pozdé&ji vysvétleny aktivovanim Toll-like receptoru 9, ktery se nachazi v endosomu a
detekuje bakterialni DNA, vyznalujici se sekvencemi nemethylovanych CpG.%® Tento
nedostatek 1ze ale obejit modifikaci nukleovych bazi.

Hlavnim problémem kationtovych liposomi je jejich nizk4 transfek¢ni Uc€innost.
Tomu mize napomoci slibnd metoda, kdy jsou kationtové lypoplexy spojeny
s nanoapatitovymi asticemi.®’

Pokud by se tedy dala spolehlive zajistit vysoka Groven exprese pienaSen¢ho genomu,

staly by se kationtové liposomy vhodnymi ptenaseci pro CF genovou terapii.

Kationtové polymery

Kationtové polymery pifedstavuji dal§i skupinu nevirovych pfenaSect. Podobné jako
kationtové liposomy jsou schopné tvorby komplexi s DNA, kdy s nukleovou kyselinou
kondenzuji za tvorby &astic odolnych nukleasam.®® Polymery elektrostaticky interaguji
s plasmatickou membranou a nasledné podléhaji endocytoze.

Mezi kationtové polymery patii napiiklad poly-L-lysine (Poly-K), polyethylenimin
(PEI) nebo polyamidoaminové dendrimery.47 Nejcasteji byl uzivan PEI, ktery je diky svym

postrannim fetézctim schopen protrhnout endosom a vniknout tak do cytoplasmy.®
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Podobné¢ vsak jako s kationtovymi liposomy, tiroven transfekce PEI je pomérné nizka
(1-5 %). Navic vysoka molekulova hmotnost PEI zpisobuje, ze jej buiikka neni schopna
rozlozit. Zaroven svou schopnosti nicit endosomy zpusobuje toxicitu jak in vitro, tak
in vivo.”

Alternativou PEI je Poly-K. Tento polymer pronika do buiky pomoci tvorby
komplexu s ligandem SecR receptoru (z angl. Serpin-enzym complex receptor). Trebaze
samotna transfekce Poly-K nevykazovala zadnou imunitni odpovéd’, opetovné podani bylo

znemoznéno vytvorenim imunity vici SecR receptoru.47

1.5.2 mRNA prenos

Zasadni problém DNA genové terapie spociva v nutnosti piendSeny genom dopravit
do jadra bunky, aby mohl byt exprimovan. K tomu jsou zapotiebi bud’ virové vektory,
které jsou sice adaptovany k praniku do jadra, vyvolavaji vsak imunologické a zanétlivé
reakce (viz kapitola 1.4.1), nebo nevirové pienasece, ty jsou ovSem pro pienos DNA
povétSinou neucinné.

Alternativou DNA pienosu je pfenos mRNA, ktery ma hned nékolik vyhod oproti
konvenénimu pienosu DNA. Nedochazi k imunologické reakci na virovy vektor; mRNA je
prekladana ptimo v cytosolu, nepotiebuje tedy byt transportovana do jadra, ¢imz se
eliminuje slozita biologicka bariéra; pro pfenos mRNA neni dilezité, zda je bunika schopna
proliferace; mRNA je podstatné mensi molekulou, nez je DNA, a jsou mozna jeji
opakovana podani bez rizika mutagenese.”

Trebaze mRNA genova terapie na prvni pohled pfind$i mnoho pozitiv, jsou s ni
spojeny i charakteristické problémy. Jednim z nich je relativni nestabilita molekuly. Pro
uméle vytvofenou mRNA je nutné, aby méla 5’ cepicku a dostatecnou délku
polyadenylového konce. Studie ukazaly, ze stabilita mRNA v organismu prudce stoupa pii
délce 100 adenosini a vice."

Pro ptenos mRNA se zpravidla vyuzivaji nevirové pfena§eée.73 Mezi kationtovymi
lipidy je to napfiklad lipofektamin, lipofektin nebo DOTAP. Z kationtovych polymeri je
mozné jmenovat rozvétveny PEI 25 kDa nebo linearni PEI 22 kDa.

Z virovych vektort je mozné jmenovat Sendai virus, ktery je schopny pronikat do celé
fady sav¢ich bunék a zarovei exprimovat neseny genom piimo v cytosolu.”

Druhou obtizi pti pfenosu syntetické mRNA je jeji rozpoznani Toll-like receptory.

Tyto receptory jsou schopné identifikovat bakteridlni nukleovou kyselinu, kterd se
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vyznaduje absenci modifikovanych nukleovych bazi, ¢imz aktivuje zanétlivou odpoved.®®
Tomuto problému Ize ptedejit Gpravou syntetizované mRNA. Mezi takto modifikované
baze mRNA patii napiiklad 5-methylcytidin, N6-methyladenosin a N7-methylguanosin,
ktery je soucasti 5’ éepiéky.75

Ackoliv moZnost mRNA pienosu je zndmé uz od osmdesatych let dvacatého stoleti,”
stale se jedna o relativné neprobadané tizemi genové terapie, které ovsem poskytuje mnoho

vyhod oproti DNA pienosu a stoji za diikladné&jsi prozkoumani.
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2. Cil prace

V této praci byla zkoumana technika detekce CFTR proteinu pomoci metody Western
blot. Hlavnim cilem bylo optimalizovat metodu detekce tohoto proteinu a nasledné ji
aplikovat pro ur¢eni miry exprese CFTR proteinu v buné¢nych liniich po jejich transfekci
CFTR-mRNA.

Pro splnéni cile této prace bylo tfeba splnit nasledujici ukoly:

e Provést literarni reSersi zaméfenou na genovou terapii cystické fibrozy.

e Optimalizovat zpisob lyze buné¢nych linii NuLi-1, CuFi-1 a A549, aby béhem
lyza¢niho procesu nedochazelo k degradaci CFTR proteinu.

e Porovnat G¢innost primarnich protilatek proti CFTR proteinu vyuzitych pfi
metod¢ Western blot.

e Pomoci metody Western blot stanovit miru exprese CFTR proteinu

v buné&¢nych liniich po jejich transfekci CFTR-mRNA.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1 Piistrojové vybaveni

centrifuga Hettich Universal 320 R
centrifuga Eppendorf 5418
centrifuga Eppendorf 5485 R

CO, inkubator

elektroforetickd aparatura
laminarni box BIO 126

mikroskop Motic AE31
spektrofotometr Tencan Sunrise
tiepacka Yellowline os 2 basic
ty¢ovy sonikator Bandelin UW 3100
vodni lazen

zamraZzovaci box Nalgene™

Cryo 1°C Freezing Container

zafizeni pro Western blot

3.1.2 Pouzity material

0,25% Trypsin + EDTA

akrylamid, bisakrylamid

anti-CFTR (CF3) mysi IgM
anti-CFTR proti C-konci mysi IgG
anti-CFTR proti R doméné mysi IgG
anti-GAPDH krali¢i IgG

anti-mouse 1gG — Alkaline Phosphatase krali¢i
anti-rabbit 1gG — Alkaline Phosphatase kozi

APS
Bromfenolova modf

BCIP

Hettich Zentrifugen, Némecko
Eppendorf, USA

Eppendorf, USA

ShellLab, CR

Bio-Rad, USA

Labox, CR

Motic, Némecko

Tecan, Svycarsko

IKA, Némecko

Bandelin, Némecko

Memmert, Némecko

Nalgene, USA

Biometra, Némecko

Sigma, USA

Sigma, USA
ThermoFisher Scientific, USA
R&D Systems, USA
R&D Systems, USA
Abcam, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA
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CBB

CuFi-1

Complete inhibitor protease
DMEM

DMSO

EDTA

FBS

Geneticin

Gentamycin

glycin

HEPES

Cholat sodny

Kolagen IV

LHC-9

L-glutamin

Lipofectamin

Microplate BCA™ Protein Assay Kit
NBT

NuLi-1

Optimem medium

PBS tablety

Polyakrylamid

Precision Plus Protein Dual Color Standards
Precision Plus Protein Western C
PVDF membrana

SDS

Sterilni vybaveni tkanové laboratote
TEMED

Tris-HCI

Triton X-100

Trypanova modft 0,4%

Tween 20

Sigma, USA
ATCC®, USA

Roche Diagnostics, Svycarsko
PAA Laboratories, Rakousko
AppliChem GmbH, Némecko

Sigma, USA

Gibco™ Invitrogen , UK
Gibco™ Invitrogen , UK
Biochrom”", UK

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Gibco™ Invitrogen , UK

Gibco™ Invitrogen , UK

ThermoFisher Scientific, USA

Thermo sciences, USA
Sigma, USA

ATCC®, USA

Gibco™ Invitrogen , UK
Gibco™ Invitrogen , UK
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Thermo sciences, USA
Sigma, USA

TPP, Svycarsko

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA
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3.2 Prace s bunéénymi kulturami

Pro experimenty byly pouzity tfi bunééné linie: CuFi-1, NuLi-1 a A549 (ATCC®).
CuFi-1 je imortalizovana bunééna linie plicniho epitelu, ziskaného od pacienta trpiciho CF
s mutaci AF508. NuLi-1 je imortalizovana kultura zdravych plicnich bunék a A549 je linie

plicniho karcinomu. Vsechny tyto tii bunécné kultury jsou komercné dostupné preparaty.

3.2.1 Kultivace bunéénych linii

Bunééné linie byly uchovavany v ShellLab CO; inkubatoru za teploty 37°C a 5% CO,.
Tento inkubator je umistén v laboratofi vyhrazené pro kultivaci tkanovych kultur.
Manipulace s kulturami probihala piisné steriln¢ v laminarnim boxu BIO 126.

Pro kultivaci buné¢nych linii CuFi-1 a NuLi-1 bylo uzivano LHC-9 medium, které
bylo vyvinuto specialné pro plicni epitelidlni buiiky. Toto medium se vyznacuje absenci
fetalniho séra. Do LHC-9 media bylo pfidavano antibiotikum Geneticin, jehoz vysledna
koncentrace byla 50 ug/ml. Tyto dvé kultury navic vyzaduji pro spravny rust kultivaéni
povrch potazeny kolagenem IV (viz kapitola 3.2.2).

Bunécna linie A549 byla péstovina v DMEM mediu. Toto komeréné dostupné
medium bylo nasledné upraveno, aby obsahovalo 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamin
a antibiotikum Gentamycin v koncentraci 50 pg/ml.

Vsem tfem liniim bylo po 3-4 dnech vyménovéno kultivaéni medium. Do kultivacnich
nadob s povrchem 75 cm? bylo davéano 15-16 ml kultivaéniho media, do nadob s povrchem

25 ¢cm? 5-10 ml kultivaéniho media.

3.2.2 Priprava Kkultivacnich lahvi potaZzenych kolagenem IV

Pro spravny rdst bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1 je nezbytné, aby mély k dispozici
povrch potazeny kolagenem IV. Tento kolagen je ziskavan z lidské placenty. Komeréné
dostupny produkt byl rozpustén v 0,25% (v/v) kyseliné octové, aby jeho vysledna
koncentrace byla 1,8 mg/ml. Tim byl ziskan zasobni roztok, ktery byl uchovavan ve
sklenéné nadobé, v chladu a bez ptistupu svétla.

Zasobni roztok kolagenu byl fedén PBS pufrem (pfipravenym rozpusténim jedné PBS
tablety v 500 ml destilované vody), aby vznikl roztok o koncentraci 60 pg/ml. Takto

ziskany roztok byl sterilizovan filtraci pfes 0,22um filtr. Roztok byl nasledné nandsen do
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kultiva¢nich lahvi. Do nadob s kultivaénim povrchem 25 cm? byly ptidavany 2 ml roztoku,
do nadob s povrchem 75 cm? bylo pridavéano 4-5 ml tohoto roztoku.

Kultiva¢ni nadoby byly s roztokem kolagenu inkubovany do druhého dne. Poté byl
roztok odstranén a nové vznikly kolagenovy povrch byl dvakrat promyt 4-5 ml PBS pufru.
Kultiva¢ni lahve byly ponechdny vyschnout dnem vzhiiru, aby se na kolagenovém povrchu
neutvorily krystalky z PBS pufru.

Suché kultiva¢ni nadoby byly minimaln€ 2 hodiny sterilizovany UV zaifenim. Uzavéry
nadob byly obtoCeny parafilmem. Kolagenové lahve byly skladovany v chladu. Pied
dal§im pouzitim byly jednou promyty PBS pufrem.

3.2.3 Subkultivace bunéénych linii

Subkultivace je metoda, pfi niz je odebrana cast kultivované linie, kterd je nasledné
nasazena do nové kultivaéni lahve. Subkultivace se provadi tehdy, kdyz jsou bunky
Vv kultivacnich nédobach narostlé tak, Ze tvofi jednolitou vrstvu a nemaji uz prostor
k dalsimu dé€leni. Bunkam je nejprve nutné prerusit adherentni spoje s kultivacni nadobou,
¢ehoz bylo dosazeno piidavkem 0,25% (v/v) trypsinu s 0,53 mM EDTA. Pasobeni trypsinu

je pak zastaveno piidavkem fetalniho hovéziho séra (FBS).

Subkultivace bunécnych linii CuFi-1, NuLi-1

Subkultivace byla provadéna jednou za 7 dni. Z kultiva¢nich nadob bylo odstranéno
star¢ medium. Buiiky v nddobé byly uvolnény ptidavkem 2-3 ml 0,25% trypsinu s EDTA
po dobu 8-10 minut. Trypsinace byla inhibovana ekvivalentnim ptidavkem 1% FBS v PBS
pufru. Poté byla bunécnd suspenze 5 minut centrifugovana (centrifuga Hettich, 1000
RPM).

Supernatant byl odstranén a bunééna peleta resuspendovana v 1 ml kompletniho
LHC-9 (viz kapitola 3.2.1) media, temperovaného na 37°C.

Pro dalsi kultivaci bylo do kolagenové kultivaéni nadoby s povrchem 75 cm? déano
piiblizng 1,5-2-10° bungk v 16 ml LHC-9 media.

Subkultivace bunéecnych linii A549

Z diavodu rychlého ristu rakovinné linie byla subkultivace A549 provadéna jednou za

3-4 dny. Z kultiva¢nich nadob bylo nejprve odstranéno medium. Bunécna vrstva byla
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nasledné jednou az dvakrat omyta PBS pufrem, aby bylo odstranéno FBS nachazejici se
vV kompletnim DMEM mediu.

K burikam bylo pfidano 2-3 ml 0,25% (v/v) trypsinu s EDTA a byly ponechany
inkubovat piiblizné¢ 8 minut. Pisobeni trypsinu bylo zastaveno ekvivalentnim pifidavkem
10-50% FBS v PBS. Bunécna suspenze byla 5 minut centrifugovéna (centrifuga Hettich,
1000 RPM).

Po skonceni centrifugace byl odstranén supernatant a bunécna peleta byla
resuspendovana v 1 ml kompletniho temperovaného DMEM media (viz kapitola 3.2.1).
Pro dalsi kultivaci bylo do kultivaéni nadoby s povrchem 75 cm? nasazeno 2-10° bungk

v 16 ml media.

3.2.4 Stanoveni poctu bunék v suspenzi

Stanoveni poc¢tu bun¢k bylo provadéno v Biirkerové komtirce pomoci 0,4% trypanové
modifi. Trypanovd modf obarvuje mrtvé a poSkozené buiiky. Pod reverznim mikroskopem
tedy lze spocitat mnozstvi zivych bun¢k v suspenzi. Bunééna suspenze ziskana b&hem
subkultivace byla nafedéna kultivaénim mediem a 20 pl roztoku 0,4% trypanové modfi
tak, aby v piipadé¢ bunééné linie CuFi-1 a NuLi-1 vznikl 10x fedény roztok a linie A549
20x fedény.

Burkerova komurka obsahuje sit’ deviti velkych ¢tvercl. Pfi této metodé byly pocitany
bunky v péti z nich. Vysledny pocet bunék n byl upraven podle nasledujiciho vztahu, ¢imz

bylo ziskano celkové mnozstvi bunék v suspenzi.

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

3.2.5 Zamrazeni bunéénych linii

Pro dlouhodobé uchovani buné¢nych linii je tfeba je skladovat pfi teploté -80°C,
popiipadé v tekutém dusiku.

Piiprava na zamrazeni probihala zpocatku identicky jako subkultivace bunéénych
linii. Buiky byly uvolnény 0,25% trypsinem s EDTA a nasledné po ptidavku FBS roztoku
centrifugovany (viz kapitola 3.2.3). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a bunécna

suspenze byla promyta PBS pufrem. Suspenze byla opét 5 minut centrifugovana
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(centrifuga Hettich, 1000 RPM). Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana
Vv zamrazovacim mediu, jehoZz slozeni bylo nasledujici: kultivacni medium, 10% (v/v)
DMSO a 30% (v/v) FBS. DMSO slouzi jako kryoprotektant.

Bunécna suspenze byla pipetovana po 1 ml do kryozkumavek, které byly dale
umistény do zamrazovaciho boxu Nalgene™ Cryo 1°C Freezing Container a umistdny pies
noc do hlubokomraziciho boxu. Zamrazovaci box ochlazuje bunéénou suspenzi 1°C za

minutu. Po zmraZeni byly bufiky uchovavany pii teploté -80°C nebo v tekutém dusiku.

3.2.6 Rozmrazeni bunéénych linii

Bunééné linie jsou dlouhodobé uchovavany v hlubokomrazicich boxech pii -80°C.
Aby byly schopné vydrzet takto nizké teploty, pfidava se do zamrazovaciho media DMSO.
Tento kryoprotektant je vSak pro bunky castecné toxicky, je tedy tfeba, aby proces
rozmrazovani probihal co nejrychleji. Zaroven je nutné u citlivych bunéénych linii (jako
jsou CuFi-1 a NuLi-1) postupné ptidavat medium, aby doslo k vyrovnani osmotickych

tlakl a nedoslo k lyzi bunék.

Bunécné linie CuFi-1, NuLi-1

Jesté pred vyjmutim kryozkumavek z mraziciho boxu bylo pfipraveno kompletni
LHC-9 medium (viz kapitola 3.2.1). Toto medium bylo temperovano na 37°C. ZamraZené
buiikky byly rychle rozmrazeny ve vodni ldzni a v lamindrnim boxu BIO 126 byly
prevedeny do zkumavky Falcon. Nasledné k nim bylo pfidavano vytemperované medium
dle tabulky 1.

Tabulka €. 1 Objem pridavkit media K bunécné suspenzi

Cas / min 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Objem

ptidavaného 0,10 | 0,12 | 0,45 | 0,19 | 0,26 | 0,36 | 0,52 | 0,86 | 1,69 | 4,75
media / ml

Bunécna suspenze byla 5 minut centrifugovana (centrifuga Hettich, 1000 RPM).
Peleta byla resuspendovana v1 ml LHC-9 media. Byl odebran alikvot ke stanoveni
viability (viz kapitola 3.2.4). Zbylé buiiky byly nasazeny do 25 cm? kultivacni lahve
s kolagenovym povrchem do 10 ml LHC-9 media.
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Bunécna linie A549

Bunky v kryozkumavce byly vyjmuty z hlubokomraziciho boxu a rychle rozmrazeny
ve vodni 14zni na 37°C. Nasledné byly pfevedeny do zkumavky Falcon a postupné k nim
bylo pfiddvano kompletni DMEM medium (viz kapitola 3.2.1) temperované na 37°C.
Buné¢na suspenze byla 5 minut centrifugovana (centrifuga Hettich, 1000 RPM). Peleta
byla resuspendovana v 1 ml DMEM media. Z buné¢né suspenze byl odebran alikvot ke
stanoveni po¢tu bunék (viz kapitola 3.2.4). Zbyla bunééna suspenze byla pievedena do

kultivaéni lahve s povrchem 25 cm? do 10 ml DMEM media.

3.3 Lyze bunéénych linii CuFi-1, NuLi-1 a A549

Buiky ur¢ené klyzi a nasledné elektroforéze a Western blotu byly béhem
subkultivace nasazeny na sterilni Petriho misky. Na Petriho misky s primérem 4 cm bylo
nasazeno 0,5-10° bun&k do 2 ml kultivaéniho media. Petriho misky s praimérem 10 cm byly
naplnény 10 ml kultiva¢niho media, do n¢hoz bylo pfidano 10°® bungk.

Bunky byly po vytvofeni monovrstvy lyzovany riiznymi postupy a typy lyzacnich

pufri.

3.3.1 Lyzacni protokol 1

Z Petriho misek o praméru 4 cm bylo odsato kultivaéni medium. Buiiky byly dvakrat
omyty 1 ml PBS pufru a nasledn¢ seSkrabany do 100 pl PBS. Bunécna suspenze byla
sonikovdna tyCovym sonikatorem Bandelin UW 3100 se sonika¢ni hlavou MS73 na
10% amplitudu.

K bunéénému lyzatu bylo pfidano patficné mnoZstvi 4x koncentrovaného vzorkového
pufru (viz kapitola 3.6). Vzorky byly vzapéti analyzovany SDS-PAGE elektroforézou
a metodou Western blot (viz kapitola 3.6 a 3.7).

3.3.2 Lyzacni protokol 2

Z Petriho misky o priméru 10 cm bylo odstranéno kultivacni medium a bunky byly
dvakrat omyty 3-5 ml PBS pufru. Nésledné byly seSkrabany stérkou do 1 ml PBS pufru
aprevedeny do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf. Buiiky byly 5 minut centrifugovany
(centrifuga Eppendorf 5485 R, 4500 RPM). Po nésledném odstranéni supernatantu bylo
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k bunkam piidano 250 pl lyza¢niho pufru A (50 mM HEPES, 5 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1% (v/v) Triton X-100, pH 7,5). Vzorky byly umistény na tiepacku Yellowline
a tirepany 10 minut pti 1100 RPM.

Bunécny lyzét byl poté 15 minut centrifugovan (centrifuga Eppendorf 5418, 13 000
RPM). Supernatant byl pfenesen do sterilnich mikrozkumavek Eppendorf a skladovan pfi

teploté -20°C do dalsi analyzy.

3.3.2 Lyzacni protokol 3 a 4

Z Petriho misek bylo odsato kultivatni medium. Bunky byly nasledné dvakrat
promyty PBS pufrem. Buriky nasazeny v miskach o priméru 10 cm byly omyty 3-5 ml
PBS puftru, buiiky nasazeny v miskach o priméru 4 cm byly omyty 1 ml pufru.

Byly pfipraveny dva rizné lyzacni pufry — B (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1% (v/v)
Triton X-100, pH 8) a RIPA (150 mM NaCl; 50 mM Tris; 1% (v/v) Triton X-100; 0,5%
(v/v) cholét sodny; 0,1% (v/v) SDS, pH 8). V 15 ml ptislusného pufru byla vzdy tésné pied
pouzitim rozpusténa Ctvrtina tablety Complete inhibitor protease. K bunikam kultivovanym
Vv Petriho miskach o priméru 10 cm byl pfidan 1 ml lyza¢niho pufru, do misek s primérem
4 cm bylo piidano 100 pl pufru. Burniky byly poté do tohoto pufru seskrabany stérkou.

Bunécny lyzat byl drZzen na ledu a umistén na tiepacku Yellowline a tfepan 30 minut
pfi 1100 RPM. Vzorky byly nésledné centrifugovany 25 minut pfi 13000 RPM
v centrifuze Eppendorf 5485 R, vychlazené na 4°C. Supernatant byl pfeveden do sterilnich
mikrozkumavek a zamrazen tekutym dusikem. Vzorky byly skladovany

Vv hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C do dalsi analyzy.

3.4 Transfekce bunéénych linii CuFi-1, NuLi-1 a A549
CFTR-mRNA

Transfekce je proces, pii kterém je do cilové eukaryotické buitky vpravena cizoroda
nukleova kyselina (DNA, RNA). V této praci byl k transfekci pouzit kationtovy liposom
lipofektamin (Lipofectamine MessengerMAX, 300 ng/ul). Kationtovy liposom disponuje
kladn¢ nabitou ¢asti, kterou na sebe vaze zaporné nabitou nukleovou kyseliny, a nepolarni
¢asti, diky niz pronika skrz plasmatickou membranu a vnasi tak genetickou informaci do
buiiky.”” Pomoci lipofektaminu byla piendsena CFTR-mRNA, ktera byla syntetizovana
podle DNA vychazejici z plasmidu na obrazku ¢. 4 (strana 32). CFTR-mRNA byla
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vytvofena RNDr. Tomasem Koblasem, Ph.D. v Institutu klinické a experimentalni
mediciny (IKEM). CFTR-mRNA obsahovala 25 % pseudouridinu, 25 % methylcytidinu,

enzymaticky pfipojenou 7-methylguanosylovou cepicku a polyA konec obsahujici 200

adeninu.

pUC Origin

’/ Spell
HSV-TK polyA Signal \ )

Noemycin
Resistenz

pSTI-A120/hCFTRcDNA

8387bp

SV40p —»
Bla-Promotor ——» \

SV 40 polyA Signal e/
Sac 1(4872)

—» Sap (4860

— Poly-A-Schwanz
(120) Sac | (4602)

Eco R1(3590)

2BglobinUTR
Sac 1 (4460) Bglobin

Obrazek ¢. 4: Plasmid pouzity k syntéze CFTR-mMRNA.

human CFTR cDNA (4443bp)

<«——FcoR1(2102)

Buné¢na linie byla nasazena v poctu 0,5-10° bun&k na tii Petriho misky o priméru

4 cm. Bunky byly kultivovany ve 2 ml kultivatniho media do vytvofeni souvislé

monovrstvy. Nasledujici postup plati vzdy pro jednu buné¢nou linii.

Ve vodni lazni bylo temperovano Optimem medium na 37°C. Do tii sterilnich

mikrozkumavek Eppendorf bez RNas, oznacenych A, B a C, bylo pipetovano 125 pul

Optimem media. Do mikrozkumavky A a B bylo pipetovano 3,75 pl lipofektaminu, do

mikrozkumavky C 7,5 upl lipofektaminu. Takto pfipravené roztoky byly inkubovany

10 minut za laboratorni teploty.

Do nové sterilni mikrozkuvky Eppendorf bez RNas bylo pipetovano 250 pl Optimem
media, do n¢hoz bylo pfidano 5 pg CFTR-mRNA.
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Po 10 minutdch inkubace bylo do mikrozkumavky A, kterd slouzila jako kontrola,
pipetovano 125 pl Optimem media a do mikrozkumavek B a C 125 pl vyse uvedeného
roztoku CFTR-mRNA v Optimem medium. Tento roztok byl inkubovan 5 minut za
laboratorni teploty.

Po skonceni inkubace bylo zkazdé mikrozkumavky odebrano 250 pl roztoku
a pipetovano k bunéénym liniim. Bunéfnym liniim bylo pfed transfekci vyménéno

medium, které neobsahovalo antibiotikum.

3.5 Stanoveni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteinli je nezbytné pro rovnomeérnou nanasku proteinii na
SDS-PAGE elektroforézu (viz kapitola 3.6). K tomuto stanoveni se vyuziva napt. kyseliny
bicinchoninové (BCA). Metoda je zalozena na redukci médnatych kationtd na médné
pomoci proteinit pfitomnych ve vzorku. Tato reakce probiha v alkalickém prostiedi.
Médné kationty se vazi na BCA za tvorby fialového komplexu, ktery absorbuje svétlo
0 vlnové délce 562 nm. Ke stanoveni koncentrace proteini byl vyuzit komercni set
Microplate BCA Protein Assay Kit.”

Stanoveni koncentrace proteinli bylo provedeno na pruhledné 96 jamkové
mikrotitracni desti¢ce s plochym dnem. Nejprve byl pipetovan triplet slepého vzorku
a paralelni vzorky BSA (hovézi sérovy albumin) jako standardy o koncentracich: 0,125;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 a 2,0 mg/ml. Poté byly nanaSeny triplety vzorkti. Kazdy vzorek byl
pfipraven minimalné ve dvou fedénich (2,5x; 5x a 10x). Slepy vzorek, standardy a vzorky
byly nanaSeny v mnozstvi 9 ul. Do jamek byly pfidany 4 ul compatability reagent a 260 ul
working reagent, které bylo vytvoieno smichanim reagent A (2% (w/v) Na,COs; 0,95%
(w/v) NaHCOs; 0,4% (w/v) NaOH; 0,16% (w/v) vinan sodno-draselny;, pH 11,25)
a reagent B (4% (w/v) CuSO4-5H,0) v poméru 50:1.

Desti¢ka byla inkubovana pii 37°C po dobu 30 minut. Po inkubaci byla desticka
ponechana nékolik minut pfi laboratorni teploté a pak byla zméfena absorbance pfi vinové
délce 562 nm na spektrofotometru Tecan Sunrise. Ke zpracovani hodnot byl pouZit

program KIM 32.
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3.6 SDS-PAGE elektroforéza

Pouzite 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% (wi/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid

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

Barvici lazen: 9,2% (v/v) kyselina octova; 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) bromfenolova modi, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol,
pH 6,8

Gely

8% separacni gel: 2,3 ml destilované vody; 1,3 ml polymera¢niho roztok; 1,3 ml
pufru A; 50 pl 10% SDS; 50 ul 10% APS; 3 ul TEMED

4% zaostrovaci gel: 1,5 ml destilované vody; 267 ul polymeraéniho roztok; 250 ul
pufru B; 20 pl 10% SDS; 20 pl 10% APS; 2 ul TEMED

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS) je elektromigra¢ni metoda slouzici k separaci proteinti na zakladé rozdilné
molekulové velikosti. SDS v gelu slouzi jako denaturacni ¢inidlo, které se vzdy stejné vaze
na hydrofobni &sti proteint, &imz jim udéluje jednotny zaporny néboj.”

Gel uzivany k elektroforéze se skldda ze dvou ¢ésti: zaostiovaciho gelu a separacniho
gelu. Béhem elektroforézy jsou nejlépe déleny takové molekuly, které svou velikosti
odpovidaji velikosti pori separacniho gelu. Polymeraci gelu iniciuje TEMED a persiran
amonny (APS), ktery zahajuje radikadlovou reakci zpusobujici polymeraci akrylamidu.
Samotny akrylamid v8ak vytvafi linedrni polymery, do polymera¢niho roztoku se tedy

pfidava i bisakrylamid, ktery tyto linearni polymery propoji do trojrozmérné sité.
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Pro separaci CFTR proteinu, jehoz velikost je ~170 kDa, bylo vyuzito 8% separac¢niho
gelu a 4% zaostfovaciho gelu. Nejprve byla elektroforeticka skla, slouzici jako forma pro
elektroforetické gely, ditkladné o€iSténa a odmasténa ethanolem. Nasledné byl smichan 8%
separacni gel. Gel byl pipetovan mezi 1 mm Siroka elektroforeticka skla do vysky ptiblizné
2 cm pod horni okraj a pfevrstven malym mnozstvim destilované vody. Gel byl ponechan
polymerovat 40-50 minut. Destilovana voda byla slita a prostor mezi skly vysuSen
filtraénim papirem.

Na separacni gel byl pipetovan 4% zaostfovaci gel. Tento gel byl nanaSen az po
samotny okraj skel a vzapéti do ného byl zanofen 10 jamkovy hieben.

Béhem polymerace gelu byly pfipraveny vzorky na elektroforézu. Bunécény lyzat byl
nafedén destilovanou vodou a byl k nému pfidén 4x koncentrovany redukujici vzorkovym
pufr tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 25-50 pg proteint na 40 ul. Vzorky byly
nasledné 5 minut povaieny, popfipadé zahiaty na 70°C po dobu 6 minut v 14zni Mini Dry
Bath. Poté byly naneseny do jamky zaostfovaciho gelu.

Pro zjisténi molekulovych velikosti d€lenych proteint byly pouzity markery Bio-Rad
Precision Plus Protein Dual Color Standards a Bio-Rad Precision Plus Protein Western C.

Elektroforéza probihala 60-80 minut v elektroforetické van¢ Bio-Rad pfi stalém napé&ti
200 V. Po jejim skonceni byl odstranén zaostiovaci gel. Separacni gel, ktery nebyl urcen
k elektropfenosu proteini,, byl dan na 1 hodinu do barvici lazn€, z niz byl nasledné

presunut minimalné na tf1 hodiny do odbarvovaci 14zné a poté do destilované vody.
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3.7 Metoda Western blot

Pouzite roztoky

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

TBST-Tween 5x koncentrovany. 0,1 M Tris-HCI; 0,75M NaCl, 0,5% Tween 20;
pH 7,5

Blokovaci roztok: 5% (w/v) nizkotuéné susené¢ mléko v TBST-Tween

Vyvolavaci pufr: 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 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

anti-CFTR (CF3) mysi IgM 10ul + 5 ml blokovaciho roztoku (fedéni podle
doporuceni vyrobce)

anti-CFTR proti R doméné mysi IgG (0,2 mg/ml) 50 ul + 10 ml blokovaciho roztoku
(fedéni podle doporuceni vyrobce)

anti-CFTR proti C-konci mysi IgG (0,2 mg/ml) 50 pl + 10 ml blokovaciho roztoku
(fedéni podle doporuceni vyrobce)

anti-GAPDH krali¢i IgG 10 ul + 5 ml blokovaciho roztoku (fedéni podle doporuceni
vyrobce)

anti-mouse IgG — Alkaline Phosphatase 7 ul + 10 ml blokovaciho roztoku (fedéni
podle doporuceni vyrobce)

anti-rabbit 19G — Alkaline Phosphatase 0,5 ul + 10 ml blokovaciho roztoku (fedéni

podle doporuceni vyrobce)

Western blot je pfenosova metoda, pfi niZ se proteiny rozdélené pomoci elektroforézy
prenasi elektrickym proudem na membranu.® Hledany protein je identifikovan specifickou
protilatkou, na kterou se vaze sekundarni protilatka nesouci enzymatickou sondu. Touto
sondou muze mit napiiklad kienova peroxidasa nebo alkalicka fosfatasa, kterd po reakci
s vyvolavacim roztokem vytvori fialové barvivo indigo. V tomto postupu byly vyuzity
sekundéarni protilatky s alkalickou fosfatasou. Jako kontrola mnoZzstvi analyzovanych
proteint se vyuzivaji tzv. house-keeping proteiny, které kazda bunka produkuje
stejnomérné. Mezi tyto proteiny se fadi napiiklad glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
(GAPDH).
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SDS-PAGE elektroforeticky gel byl ponechan 30 minut omyvat pfenosovym pufrem.
Poté byla ustfizena PVDF membrana tak, aby byla o 10 % vétsi nez gel. Membrana byla
30 sekund smocena v methanolu, piiblizn¢ 1 minutu Vv destilované vodé¢ a 5 minut
V pfenosovém pufru.

Na kazdou pouzitou membranu bylo ustfizeno 6 silnych filtracnich papird Whatman
tak, aby kazdy ptiblizné€ o 0,5 cm ptesahoval membranu.

Na blotovaci zafizeni Biometra byly umistény tii filtracni papiry smocené
Vv ptenosovém pufru, dale pak polozena PVDF membrana, na ni pfilozen gel a nakonec
zbylé tfi filtracni papiry, rovnéz smocené v prenosovém pufru. Ze vzniklého ,,sendvice*
byly valeCckem vytla¢eny bubliny spolecné s piebyteénou kapalinou. Vytekly pienosovy

pufr byl osuSen buni¢inou. Schéma skladani ,,sendvice* je zobrazeno na obrazku €. 5.

+

Filtracni papiry

S

A

Membrana

nsouaid 1w

Filtra¢ni papiry

v

Obrazek €. 5: Schéma slozZeni ,,sendvice* pro elektroprenos. Obrazek byl prevzat a

upraven z publikace.®*
Elektroptenos probihal ve dvou krocich. Prvni krok trval 10-30 minut a prochazejici

proud byl nastaven tak, aby jeho hodnota odpovidala 0,8 mA/cm? membrany. V druhém

kroku, ktery trval 45-60 minut, byl elektricky proud nastaven podle vztahu 3,5mA/ cm?.
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Po dokonceni elektropienosu byl gel vlozen na 1 hodinu do barvici 1lazné a poté
minimaln€ na 3 hodiny do odbarvovaci lazné¢.

Membrana byla obarvena roztokem Ponceau cerveni, ¢imz bylo zjisténo, zda
aV jakém rozsahu doslo k pfenosu bilkovin na PVDF membrénu. Ponceau cerven byla
nasledné zcela odmyta destilovanou vodou, ptipadné macenim membrany v TBST-Tween
pufru.

Membrana byla inkubovana 1 hodinu v blokovacim roztoku. Po blokaci byl
k membrané pridan roztok primarni protilatky. S primarni protilatkou byla membrana
inkubovana pfes noc na orbitalni tiepaéce v chladovém boxu pii 4°C.

Druhy den byl od membrany slit roztok primarni protilatky, ktery se uchovaval pro
opétovné pouziti. Membrana byla ctyfikrat 5 minut promyta blokovacim roztokem.
Nésledné byl k membrané na 1 hodinu pfidan roztok sekunddrni protilatky, ktera nesla
sondu alkalické fosfatasy.

Sekundérni protilatka byla po ukonceni inkubace vylita a membrana byla dvakrat
5 minut promyta blokovacim roztokem, dvakrat 5 minut TBST-Tween pufrem a jednou
5 minut destilovanou vodou. Membrana byla dale smocena ve vyvolavacim roztoku pro
alkalickou fosfatasu, dokud se na ni neobjevily charakteristické prouzky. Membrana byla
omyta destilovanou vodou, osuSena, naskenovdna a uschovana v alobalovém pouzdie.

Mnozstvi detekovaného CFTR proteinu bylo vyhodnoceno pomoci programu Imagel.
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4. Vysledky

4.1 Optimalizace detekce CFTR proteinu

Jednim z cili této prace byla optimalizace detekce CFTR proteinu pomoci metody
Western blot. K tomuto byly vyuzity bun&éné linie NuLi-1, CuFi-1 a A549 (ATCC®).
NuLi-1 a CuFi-1 jsou imortalizované linie lidského plicniho epitelu. NuLi-1 byla ziskana
od zdravého pacienta, CuFi-1 linie pochazi od pacienta s CF s mutaci AF508 a méla by
CFTR protein produkovat ve snizeném mnozstvi. A549 je linii plicniho karcinomu a podle
dostupnych publikaci by neméla vykazovat Zzadnou expresi CFTR proteinu.®? Slouzila tedy
jako kontrolni skupina.

Detekce CFTR proteinu byla provadéna pomoci metody Western blot. Bunécény lyzat
byl rozdélen pomoci SDS-PAGE elektroforézy a separované proteiny byly nasledné
pieneseny na PVDF membranu. CFTR protein se vyskytuje ve tfech rtznych
molekulovych velikostech: 168 kDa pro plné maturovany protein, 131 kDa pro ¢aste¢né
glykosylovany a 127 kDa pro neglykosylovany protein.® Pro identifikaci CFTR proteinu
byly vyuzivany tfi monoklonalni primarni protilatky: protilatky proti extracelularnimu
epitopu transmembranové domény (dale oznacena jako CF3). Tato protilatka je specificka
proti aminokyselinové sekvenci G(103)RITASYDPDNKEER(117)® a byla ziskana od
firmy ThermoFisher scientific. Dale byly vyuzity protilatky proti C-konci a proti
R domén& CFTR proteinu (R&D systems), které byly pro zvySeni citlivosti detekce
vyuzivany ve sm&si®* (déale oznacovany jako smeés protilatek). CFTR protein byl na PVDF

membrané zobrazen pomoci sekundarnich protilatek nesoucich sondu alkalické fosfatasy.

4.1.1 Detekce CFTR proteinu v zavislosti na zpisobu lyze

4.1.1.1 Detekce CFTR proteinu v buiikdch lyzovanych podle protokolu 1

Bunééné kultury CuFi-1, NuLi-1 a A549 byly nejprve lyzovany pomoci ty¢ového
sonikator Bandelin UW 3100 (viz kapitola 3.3.1). K bunéénému lyzatu byl piidan
redukujici vzorkovy pufr a cela smés byla thned nanasena na SDS-PAGE elektroforeticky
gel. K detekci byla vyuzita protilatka CF3 a smés protilatek proti CFTR proteinu.

Obrazek ¢. 6 (strana 41) ukazuje vysledek detekce CFTR proteinu v bunééném lyzatu.

Vlevo (A) je zobrazena detekce pomoci CF3 protilatky, vpravo (B) je detekce smési
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protilatek. U stanoveni CF3 protilatkou byla pozorovana vyrazna zéna pod tGrovni 100
kDa. Tato zona je nejsilngjsi v kultufe CuFi-1. Mezi 100 kDa a 150 kDa lIze u CuFi-1 a
NuLi-1 pozorovat slabou zonu. V oblasti, ktera odpovida ~170 kDa, neboli velikosti plné
maturovaného CFTR proteinu, neni u bunééné linie CuFi-1 zadna zona a u linie NuLi-1
pouze slaby ndznak zony. Zdaleka nejsilnéj$i zonu 1ze pozorovat u linie A549.

Pomoci smési protilatek proti CFTR proteinu byly oznaceny dvé€ rtizné zony. Prvni
svou velikosti odpovida 100 kDa. Druha zéna koresponduje s prouzkem zobrazenym
pomoci CF3 protilatky v oblasti 100-150 kDa. Tato oblast odpovida ~130 kDa, tedy
velikosti neglykosylované ¢i casteéné glykosylované formy CFTR proteinu. V oblasti,
kterd by odpovidala ~170 kDa pln¢ maturovaného CFTR proteinu, nebyly detekovany

zadné z6ny.

A) B)
CuFi-1 NuLi-1 A549 CuFi-1 NuLi-1 A549
250 kDa - 250 kDa ;
e Ty
¥ & o —
150 kDa - 150 kDa

e i
FP——

WA——— -
| C———  cee— S

[ e

Obrazek ¢. 6: Detekce CFTR proteinu v busikach lyzovanych podle lyzacniho protokolu 1.
CFTR protein byl stanovovan v buné¢nych liniich CuFi-1, NuLi-1 a A549. Lyzat byl
nanaSen v mnozstvi 25 ug proteinti. Buiiky byly lyzovany ty¢ovym sonikatorem Bandelin
UW 3100 podle lyza¢niho protokolu 1. A) Detekce CF3 protilatkou. B) Detekce smési
protilatek proti CFTR proteinu.
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4.1.1.2 Detekce CFTR proteinu v buiikdch lyzovanych podle protokolu 2

Buné¢éné kultury CuFi-1, NuLi-1 a A549 byly lyzovany pomoci lyzaéniho pufru A
(viz kapitola 3.3.2) a nasledné v nich byl zjistovan obsah CFTR proteinu (obrazek ¢. 7).
Linie CuFi-1 a NuLi-1 jsou pfitomny ve vzorcich ze dvou riznych fazi subkultivace
(subkultivace ¢islo 10 a 11).

Na obrazku €. 7A, na némz je ukazana detekce CFTR proteinu pomoci CF3 protilatky,
je mozné vidét pouze jediny prouzek, ktery se nachazi v oblasti ~90 kDa. Tato zéna je
V liniich CuFi-1 a NuLi-1 srovnatelna, zatimco v bunééné linii A549 je takika neznatelna.

Obrazek 7B ukazuje detekci pomoci smési protilatek proti CFTR proteinu. Podobné
jako u detekce CF3 protilatkou 1 na této membrané lze pozorovat pouze jediny prouzek,
ktery se ovSem nachdzi v oblasti ~65 kDa. Tento prouzek je nejsiln€jsi u bunécné linie
NuLi-1, slabsi u linie CuFi-1 a u linie A549 zcela mizi.

Ani na obrazku 7A, ani na 7B vSak neni mozné pozorovat zonu, kterd by odpovidala
nékteré z molekulovych velikosti CFTR proteinu.

Detekce CFTR proteinu v lyzatu ziskaném podle lyza¢niho protokolu 2 byla
nékolikrat opakovana (data neuvedena). Vysledky téchto stanoveni korespondovaly

s vysledky na obrazku ¢. 7.

A) NuLi-1 NuLi-1 CuFi-1 CuFi-1 A549
e 250 kDa

150 kDa

-100 kDa

- 75 kDa

B) NuLi-1 NuLi-1 CuFi-1 CuFi-1 A549 250 kDa

150 kDa

100 kDa

S 75 kDa

s 50 kDa

Obrazek ¢. 7: Detekce CFTR proteinu v burikdach lyzovanych podle lyzacniho protokolu 2.
Linie CuFi-1 a NuLi-1 ze dvou ruznych subkultivaci. Vzorky nanaSeny v mnozstvi 25 pug

proteint. A) Detekce CF3 protilatkou. B) Detekce smési protilatek proti CEFTR proteinu.

41



4.1.1.3 Detekce CFTR proteinu v buiikdch lyzovanych podle protokolu 3 a 4

Bunécéné linie byly lyzovany pomoci lyzacniho protokolu 3 a 4 za pouziti dvou
riznych pufri — lyza¢niho pufru B (dale LP-B) a RIPA pufru. Do lyza¢nich pufri byly
ptidany inhibitory proteas (viz. kapitola 3.3.3). Na obrazku ¢. 8 jsou zobrazeny membrany
ze stanoveni, kde byla porovnana lyze LP-B pufrem a lyze RIPA pufrem. Experiment byl
provadén pro dvé razné lyze RIPA pufrem.

Na obrazku ¢. 8A je ukazan vysledek detekce CFTR proteinu pomoci CF3 protilatky.
Napfi¢ vSemi bunéénymi linie je patrnd jedind zéna nachézejici se v oblasti odpovidajici
~170 kDa. Tato zéna se objevuje i u kontrolni linie A549, tfebaze ne s takovou intenzitou.
Jak je rovnéz patrné, vzorky lyzované pomoci RIPA pufru vykazuji silné€jsi prouzky nez
vzorky lyzované pomoci pufru LP-B.

Obrazek ¢. 8B zobrazuje detekci pomoci smési protilatek. V oblasti ~170 kDa je
patrné pouze velice slaba zoéna. Oproti tomu byla detekovéna celd fada prouzkt v okoli 100
kDa. V souladu se stanovenim CF3 protilatkou Ize konstatovat, ze prouzky detekované
Vv lyzatech pomoci LP-B pufrem vykazuji mensi intenzitu nez v lyzatech RIPA pufrem.

Za povsimnuti stoji, ze linie CuFi-1 a NuLi-1 vykazuji celkem 3 zo6ny, zatimco linie
A549 pouze 2.

CuFi-1 CuFi-1 CuFi-1 NuLi-1 NuLi-1 NuLi-1 AS549 A549 A549
LP-B RIPA(1) RIPA(2) LP-B RIPA(1) RIPA(2) LP-B RIPA(1) RIPA(2)
W P [~ — — " “ I R
CuFi-1 CuFi-1 CuFi-1 - NuL#E NuLi-1 NuLi-1 A548 A549 AS549
LP-B RIPA(1) RIPA(2) LP-B RIPA(1) RIPA(2) LP-B RIPA(1) RIPA(2)
.
,gjm" kDa
N > ~
i e - —r— G — > g— e
B b -
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Obrazek ¢. 8: Detekce CFTR proteinu v zavislosti na riiznych lyzacnich pufrech. RIPA(1),
RIPA(2) — dvé€ razné lyze RIPA pufrem. LP-B — lyzaéni pufr B. Buiniky byly lyzovany
podle lyza¢nich protokolt 3 a 4. Vzorky byly nanaSeny v mnozstvi 25 ug proteind. A)
Detekce CF3 protilatkou B) Detekce smési protilatek proti CFTR proteinu.
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4.1.1.4 Srovnani lyzi RIPA pufrem V riizném uspoiddani

V ramci optimalizace metody detekce CFTR proteinu byl pro dalsi lyze buné¢k
pouzivan lyzacni pufr RIPA. V tomto experimentu bylo zji§tovéano, zda jsou vysledky
ziskané lyzi RIPA pufrem reprodukovatelné a jak se méni intenzita a uspotadani zon se
zvySujici se koncentraci proteind. Byly vyuzity identické vzorky jako v kapitole 4.1.1.3.
Vzorky byly do jamek elektroforetického gelu nanaSeny v mnozstvich 25 ug a 50 pg
proteinti na jamku.

Na obrazku €. 9 je mozné vidét stanoveni CFTR proteinu pomoci CF3 protilatky. Na
membrané jsou patrné dvé vyrazné zony, které se nachazi jak v buiikach CuFi-1 a NuLi-1,
tak i v kontrolni buné¢né linii A549. Prvni zona se naléza v pozici ~170 kDa, neboli
Vv oblasti odpovidajici pln¢ maturovanému CFTR proteinu. Druha zéna je v molekulové
velikosti ~130 kDa. Z obrazku je patrné, Ze sila prouzka se zvySuje s koncentraci proteint.
Nejsilné€jsi zony poskytuje bunécna linie NuLi.

Na obrazku ¢. 9B je ukazana detekce pomoci smési protilatek proti CFTR proteinu.
Na této membrané¢ lze pozorovat dvé zoény vokoli 100 kDa. Tyto prouzky jsou
nejvyrazngj$i v bunéénych liniich NuLi-1 a A549. V oblasti ~170 kDa Ize u vSech linii

pozorovat velmi slabou zénu.

A CuFi-125 pg CuFi-125 pg CuFi-150 pg NuLi-1 25 g NuLi-1 25 pg NuLi-1 50 pg AS549 25 ug A549 25 g A549 50 pg
RIPA(2) RIPA(1) RIPA(1) RIPA(2) RIPA(1) RIPA(1) RIPA(2) RIPA(1) RIPA(1)
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00 kDa o~ R R et o R iyt ik M s S .
L 3 e — :
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Obrazek €. 9: Srovnani detekce CFTR proteinu ve dvou lyzich RIPA pufrem. Porovnany
dvé lyze RIPA lyza¢nimu pufrem — RIPA(1) a RIPA(2). Lyzat RIPA(1) byl nanesen
v mnozstvich 25 nug a 50 pg proteinti. Buniky byly lyzovany podle lyza¢niho protokolu 4.
A) Detekce CF3 protilatkou. B) Detekce smési protilatek proti CFTR proteinu.
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Pro srovnani mnozstvi detekovaného proteinu v jednotlivych bunéénych liniich bylo
vyuzito programu ImageJ. Pomoci tohoto programu byly méfeny plochy prouzka
v molekulovych velikostech ~170 kDa a ~130 kDa, jejichZ soucet byl nésledné vztazen
vuci ploSe korespondujiciho prouzku GAPDH proteinu, ktery slouzil jako kontrola
nanesené¢ho mnozstvi proteinll. Relativni mnozstvi CFTR proteinu v bunééné linii NuLi
bylo vztazeno na jednotku. Pro toto stanoveni byly vyuzity vzorky s nandskou 50 pg
Z membréany detekované CF3 protilatkou (obrazek €. 10). Z obrazku €. 10 je patrné, ze se
v linii CuFi-1 nachazi polovi¢ni mnozstvi CFTR proteinu nez v linii NuLi-1. Zaroven linie

A549 vykazuje témét shodné mnozstvi CFTR proteinu jako linie NuLi-1.

1,2

0,8

0,6

0,4 -

0,2 -

Relativni mnoZstvi CFTR proteinu

CuFi Nuli A549

Obrazek ¢. 10: Relativni zastoupeni CFTR proteinu v bunécnych liniich. Sectené plochy
zon ~170 kDa a ~130 kDa z obrazku ¢. 9 (strana 43) byly standardizovany vi¢i mnozstvi
GAPDH. Relativni mnozstvi CFTR proteinu v bunécné linii Nuli-1 bylo vztazeno na

jednotku. Stanoveni provedeno ze vzorki s nanaskou 50 ug proteint.
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4.1.1.5 Srovnani lyzi RIPA pufrem s Cerstvé rozpusténym inhibitory proteas

a zamraZenym RIPA pufrem.

Pted kazdou bunécnou lyzi byla v 15 ml alikvotu RIPA pufru rozpusténa Ctvrtina
tablety Complete inhibitor proteas (Roche diagnostics). Zbyly pufr byl zamrazen
auchovavan pfi -20°C. V tomto experimentu bylo zji§tovano, zda je rozdil v mnoZstvi
detekovaného CFTR proteinu v lyzatu ziskaném RIPA pufrem s Cerstvé rozpusténymi
inhibitory proteas a v lyzatu ziskaném jiz pouzitym RIPA pufrem. Vysledek tohoto
stanoveni je uveden na obrazku €. 11, ktery zobrazuje detekci CFTR proteinu pomoci CF3
protilatky. Na membrané jsou pro kazdou linii patrné celkem dvé zény. Prvni zéna se
nachazi v oblasti ~130 kDa. U bunécné linie A549 je prouzek takika neznatelny, zatimco
u linie NuLi-1 je nejsilnéjsi. Druha zona se nachazi ve vysce ~170 kDa a je velmi vyrazna

pro vSechny tfi bunécné linie. Zona poskytnuta linii A549 je silnéjsi, neZ u linie CuFi-1.

CuFi-1 CuFi-1 NulLi-1 NulLi-1 A549 A549
novy RIPA pouZ. RIPA novy RIPA pouz. RIPA novy RIPA pouz. RIPA
250 kDa

il
15{0!(03 b o T — - ——y r——-———-‘ q—_-—-*

100kDa ‘ . oy

Obrazek ¢. 11: Srovnani mnozstvi CFTR proteinu V lyzdatech RIPA pufiu s nové
rozpuStenymi inhibitory proteas a jiz pouzitym RIPA pufrem. Novy RIPA — RIPA lyzaéni
pufr s Certvé rozpusténou smési inhibitort proteas. Pouz. RIPA — RIPA pufr s inhibitory
proteas, ktery byl jiz pouzit a mezi lyzemi uchovavan pii -20°C. Buiiky byly lyzovany
podle lyza¢niho protokolu 4. Vzorky byly na elektroforeticky gel nanaSeny v mnoZstvi 25

pg proteinil. Detekce CF3 protilatkou.

Pro kvantifikovani mnozstvi CFTR proteinu bylo vyuzito programu Imagel. Postup
vyhodnoceni pomoci toho programu je popsan v kapitole 4.1.1.4. Stanoveni bylo
provedeno ze vzorkl lyzovanych jiz pouzitym RIPA pufrem. Z obrazku ¢. 12 (strana 46) je
patrné, Ze jak bunécna linie CuFi-1, tak bunécna linie A549 maji méné¢ CFTR proteinu nez

bunééna linie NuLi-1.
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Obrazek ¢. 12: Relativni zastoupeni CFTR proteinu ve vzorcich lyzovanych jiz pouzitym
RIPA pufrem. Seétené plochy zon ~170 kDa a ~130 kDa zobrazku ¢. 11 byly
standardizovany vic¢i mnozstvi GAPDH. Relativni mnozstvi CFTR proteinu v bunécné
linii Nuli-1 bylo vztazeno na jednotku. Stanoveni ze vzorkd lyzovanych pouzitym RIPA
pufrem.
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4.1.2 Srovnani ucinnosti protilatek proti C-konci a R doméné

Béhem vySe uvedenych experimentli uzivano smési dvou protilatek proti C-konci
a proti R doméné CFTR proteinu®. Protilatky byly smichany pro zvyseni specifity detekce
CFTR proteinu. Aby bylo zjisténo, jak jednotlivé protilatky detekuji CFTR protein, byly
pouzity odd¢€lené.

Na obrazku ¢. 13 (strana 47) jsou zobrazeny dvé membrany srovnavajici detekci
pomoci protilatky proti C-konci (obrazek ¢. 13A) a R doméné (obrazek ¢. 13B) CFTR
proteinu.

Z obrazku 13A je patrné, ze protilatka proti C-konci CFTR proteinu oznacila velké
mnozstvi proteini napfi¢ celou elektroforetickou drahou. Nejvyraznéjsi jsou dva prouzky
v okoli 150 kDa v buné¢nych liniich CuFi-1 a NuLi-1. U linie A549 si lze pov§imnout
vyraznéj$i zony, ktera se nachazi v oblasti ~170 kDa.

Na rozdil od protilatky proti C-konci nelze u protiladtky proti R doméné CFTR
proteinu pozorovat zadné zony v oblasti nad 150 kDa. Oproti tomu je patrnd vyraznd zéna

v oblasti ~130 kDa, ktera svym umisténim odpovida stejnému proteinu, ktery oznacila

protilatka proti C-konci. Prouzek oznaceny protilatkou proti R doméné je vSak vyrazngjsi.
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Tato protilatka stejn¢ jako protilatka proti C-konci zobrazila celé mnozstvi proteind od
100 kDa nize. Z6ny u bunééné linie NuLi-1 jsou ptekvapivé slabsi nez u bunécnych linii

CuFi-1 a A549.

A) CuFi-1 NuLi-1 A549 B) CuFi-1 NuLi-1 A549
2507I‘(Da 250 kDa

' 2 3 3
150 kDa - . § 2 150 kDa

100 kDa. PR
. ? ot o)
)
75 kDa - 75 kDa
Laeean .

Obrazek ¢&. 13: Srovndni ucinnosti detekce CFTR proteinu protilatkami proti C-konci
a R doménée. Buiiky byly lyzovany RIPA pufrem podle lyzacniho protokolu 4. Vzorky byly
na elektroforeticky gel nanaseny v mnozstvi 25 pg proteini. A) Protilatka proti C-konci
CFTR proteinu. B) Protilatka proti R doméné CFTR proteinu.

4.1.3 Studium mnozstvi CFTR proteinu v zavislosti na poradi

subkultivace

Béhem této prace vyvstala otazka, zda se v pribéhu subkultivace bunécnych linii
neméni mnozstvi CFTR proteinu pfitomného v bunikach. Z tohoto ditvodu bylo provedeno
nékolik riiznych stanoventi, jejichZ Gi€elem bylo tuto otazku prostudovat. Experimenty byly
provedeny s celkem 7 bunéénymi lyzaty buné¢nych linii CuFi-1 a NuLi-1 (subkultivace
¢islo 2,4, 5,7, 8,10 a 11) a dvéma bunéénymi lyzaty od kultury A549 (subkultivace ¢islo
3 a 5). K detekci byla vyuzita CF3 protilatka a smés protilatek proti CFTR proteinu. Sila

a umisténi zon ziskanych napfic témito stanovenimi se nemenily.

4.2 Studium exprese CFTR proteinu po transfekci
CFTR-mRNA

Poté, co byla optimalizovana metoda detekce CFTR proteinu, mohla byt provedena
transfekce bunéénych kultur CuFi-1 a NuLi-1 CFTR-mRNA. Jelikoz bunééna linie A549

Vv pfedchozich experimentech vykazovala pfitomnost CFTR proteinu, nemohla slouzit jako
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kontrolni skupina, a byla proto vynechéana z transfekce. Jako transfekéni ¢inidlo byl pouzit
kationtovy liposom lipofektamin. Postup transfekce je popsan v kapitole 3.4.

Na obrazku ¢. 14 je ukidzédna membrana s detekci CFTR proteinu ze vzorki
transfekovanych CFTR-mRNA. Obrazek ¢. 14A zobrazuje detekci CFTR proteinu pomoci
CF3 protilatky. Na membrané€ jsou pro kazdou kulturu patrné dvé vyrazné zony. Prvni a
zdaleka nejvyraznéjsi zona se nachazi ve vysce odpovidajici ~170 kDa. Druhd zoéna je
v oblasti ~130 kDa.

Na obrazku ¢. 14B je zobrazena detekce pomoci smési protilatek proti CFTR proteinu.
Z obrazku je patrné, ze se primarni protilatky vazaly vysoce nespecificky, a neni proto
mozné smérodatné uréit vysledek stanoveni. V oblasti ~130 kDa se u vSech vzorkt zda byt

silnéjsi prouzek, ktery koresponduje se zonou z obrazku €. 14A.

A) CuFi-1 A CuFi-1 B CuFi-1 C NuLi-1 A _ NuLi-1 B NuLi-1 C
250 kDa i Slbe
g

1;;,2-@3 Hﬁv—ﬂ—“m"

100 kDa .m~mmw

B) ‘CuFi-1A CuFi-1 B CuFi-1C NuLi-1 A NuLi-1 B NULi-1'C
250 kDa
Pl el s el e S——ty e - - uasaiiy
- ~
150 kDa e — :
el ‘:v—-i—- =
100 kDa W ——— ——

Obrazek ¢. t:féi‘:LDetekce CFTR proteinu po tranfekovani bunék CFTF-mRNA. A -
kontrolni skupina, ptidan pouze lipofektamin (3,75 ul). B — pfidan lipofektamin (3,75 ul)
a2,5 ng CFTR-mRNA. C — pfidan lipofektamin (7,5 pl) a 2,5 pg CFTR-mRNA. Bunécné
linie byly lyzovany RIPA pufrem podle lyzacniho protokolu 4. Vzorky byly nanaseny
v mnozstvi 25 pg proteini na drahu. A) Detekce CF3 protilatkou. B) Detekce smési
protilatek proti CFTR proteinu.

Tento experiment byl nasledné opakovéan s identickymi vzorky (data neuvedena).

Vysledek obou stanoveni byl vyhodnocen v programu ImagelJ, kde byly porovnany plochy
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prouzkt z oblasti ~170 kDa a ~130 kDa. Takto ziskan data z obou stanoveni byla sectena,
standardizovana vuci kontrole mnozstvi proteini GAPDH a vzorek NuLi-1 A byl vztazen
na jednotku. K vyhodnoceni byly pouzity pouze vysledky z detekce CF3 protilatkou. Na

obrazku ¢. 15 je uveden graf primérné relativni exprese CFTR proteinu z 0bou stanoveni.
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CuFi-1 A CuFi-1B CuFi-1C NuLi-1 A NuLi-1 B NuLi-1C

Obrazek ¢&. 15: Relativni zastoupeni CFTR proteinu v bunécnych liniich po transfekci
CFTR-mRNA. Vztazeno vuci NuLi-1 A. A — kontrolni skupina, pfidan pouze lipofektamin
(3,75 ul). B — pfidan lipofektamin (3,75 ul) a 2,5 ug CFTR-mRNA. C — pfidan
lipofektamin (7,5 pl) a 2,5 pg CFTR-mRNA. Zméteny plochy zon (~170kDa, ~130 kDa),
standardizovany vac¢i kontrole GAPDH a sefteny. Z obou stanoveni byl proveden
aritmeticky primér. Vzorek NuLi-1 A byl vztazen na jednotku a hodnoty byly doplnény

chybovou useckou smérodatné odchylky.

Jak je patrné z obrazku ¢. 15, v obou bunéénych liniich doslo ke zvySeni mnozstvi
CFTR proteinu. V ramci optimalizace mnozstvi transfekéniho ¢inidla byly pii transfekci
uzity dva rtizné objemy lipofektaminu. U bunécné linie CuFi-1 neni rozdil v G¢innosti
transfekce pii pouziti rtiznych mnoZstvi transfekéniho cinidla pfili§ patrny, zatimco
U bunétné linie NuLi-1 lze pozorovat zasadni skok. Tento ndrGst je ovSem zatizen
nezanedbatelnou smérodatnou odchylkou.

Z vyhodnoceni detekce CFTR proteinu po transfekci CFTR-mRNA Ize konstatovat,
ze se hladina CFTR proteinu zvysila a v ptipad¢ linie CuFi-1 téméf dosahuje mnoZstvi

proteinu v netransfekované bunééné linii NuLi-1 (NuLi-1 A).
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5. Diskuze

Cysticka fibroza je geneticka choroba zapficinéna mutaci v CFTR genu. Tato mutace
zpuisobuje nefunkcénost ¢i absenci CFTR iontového kandlu a spousti tak patologickou
kaskadu, ktera zavazné ovliviuje zivot pacienti s CF a velmi Casto usti v jejich smrt.
Existuje cela fada terapeutickych metod pro zlepSeni stavu pacientu s CF, vétSina z nich je
vsak pouze symptomaticka, a tedy neschopna vyléc¢it samotny ptavod problému - nefunkéni
CFTR protein. K tomuto tkolu je nejvhodnéjsi genova terapie, jejimz cilem je vpravit do
bun¢k postizenych CF genetickou informaci, pomoci niz by byl organismus schopen
syntetizovat funkéni CFTR protein. DNA pienos se vSak potyka s celou fadou problémi
aneni Vv soucasné dobé klinicky vyuzitelny. Alternativou DNA pienosu je pfenos mRNA
pfimo do cytoplasmy.

V této praci byla zkoumana detekce CFTR proteinu pomoci metody Western blot.
Byly vyuzity bunééné linie CuFi-1 (lidské plicni bunky postizené mutaci AF508), NuLi-1
(zdravé lidské plicni bunky) a A549 (plicni karcinom). Zaroven byly porovnéany tii rtizné
protilatky proti CFTR kandlu: protilatka proti epitopu transmembranové domény (CF3),
protilatka proti C-konci CFTR proteinu a protilatka proti R doméné CFTR proteinu. Diky
metodé, kterd byla v ramci prace optimalizovana, byla zkoumana mira exprese CFTR
proteinu po transfekci bunécnych linii CFTR-mRNA pomoci kationtového liposomu
lipofektaminu.

CFTR protein se vyskytuje ve tfech molekulovych velikostech — neglykosylovany
protein ma velikost 127 kDa, ¢astecné glykosylovany 131 kDa a plné¢ maturovany 168
kDa.®

Bunééné linie byly lyzovany rtiznymi zplisoby — ultrazvukem a tiemi rlznymi
lyza¢nimi pufry (viz kapitola 3.3).

Lyze pomoci ultrazvuku (lyzac¢ni protokol 1, viz kapitola 3.3.1) se neosvédcila.
V lyzatu nebyl spolehlivé detekovan CFTR protein v Zadné své varianté (obrazek ¢. 6,
strana 40). To mohlo byt zplisobeno neSetrnym zpusobem lyze a nepfitomnosti inhibitori
proteas.

Lyze lyza¢nim pufrem A (lyza¢ni protokol 2, viz kapitola 3.3.2) se rovnéZz
neprokéazala jako vhodna. Pomoci metody Western blot nebyly detekovany zadné zony

odpovidajici CFTR proteinu (obrazek ¢. 7, strana 41). Tato skuteCnost mohla byt

Mrwe
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obsahoval EDTA, ktery by mél chelatovat Zelezité ionty proteas, ale i piesto byl CFTR
protein velmi pravdépodobné rozstépen.

Béhem tretiho a ¢tvrtého zpisobu lyze (lyzacni protokol 3 a 4, viz kapitola 3.3.3) byly
vzorky pii praci udrzovany na ledu a dlouhodobé skladovany pii teploté -80°C. Do
lyzaénich pufri byla rovnéz pridavana tableta s inhibitory proteas. Byly srovnavany dva
lyzaéni pufry — lyzacni pufr B a RIPA pufr (obrazek €. 8, strana 42). Lyzacéni pufr RIPA
oproti lyza¢nimu pufru B obsahoval cholat sodny a SDS. Pomoci obou pufrii byly ziskany
bunécné lyzaty obsahujici jak pln¢ maturovany CFTR protein (~170 kDa), tak Castecné
glykosylovany (~130 kDa). Jak se ovSem ukazalo, lyza RIPA pufrem vykazovala
podstatné vys$si miru CFTR proteinu, a proto byl tento pufr preferovan v dalSich
experimentech. Ttebaze RIPA pufr byva bézné pouzivanym lyzacnim pufrem, v této praci
nebyl zpocatku vyuzit kvili obavam, Ze by mohl béhem lyze narusit strukturu CFTR
proteinu.

Diky experimentim, které zkoumaly variace mnozstvi CFTR proteinu na rtiznych
proménnych, bylo mozné konstatovat, Ze zastoupeni CFTR proteinu se Vv bunécnych
lyzatech neméni ani v zavislosti na pofadi subkultivace, ani pifi pouziti pufru s Cerstvé
rozpu$ténymi inhibitory proteas vuci jiz pouzitému pufru (viz kapitoly 4.1.3 a 4.1.1.5).
S vyssi koncentraci proteinti nanesenych na elektroforézu se zvysovala i detekovana zona
CFTR proteinu (viz kapitola 4.1.1.4).

V této praci byly kultivovany tfi bunééné linie — CuFi-1, NuLi-1 a A549. NuLi-1 je
imortalizovana linie zdravého plicniho epitelu. CuFi-1 je imortalizovana linie plicniho
epitelu postizeného cystickou fibrozou s mutaci AF508. Linie stouto mutaci by méla
obsahovat snizené mnozstvi CFTR proteinu. Tento pfedpoklad byl potvrzen z rliznych
stanoveni (obrazky ¢. 10, strana 44, a ¢. 12, strana 46).

Linie A549 méla slouzit jako negativni kontrola, protoZe by neméla vytvaiet Zadny
CFTR protein.82 Jak ale bylo zjiSténo napfi¢ celou praci, bunétna kultura A549 nejen
CFTR produkovala, ale jeho mnozstvi bylo srovnatelné s mnozstvim v linii CuFi-1, a
n¢kdy dokonce i vyssi. Fakt, ze buiiky A549 opravdu produkuji nezanedbatelné mnozstvi
CFTR proteinu, byl doloZen $panélskou studii z roku 2013.%

Dal$im cilem této prace bylo porovnat G€innost tii rtiznych CFTR protilatek. Byly
vyuzity monoklondlni protilatky proti epitopu transmembranové domény (CF3), proti
C-konci a proti R doméné. Protilatky proti C-konci a R doméné byly pro zvySeni citlivosti

vyuzivany v kombinaci.®® Zaroven bylo provedeno stanoveni porovnavajici jejich
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jednotlivou Ucinnost (obrazek ¢. 13, strana 47). CF3 protildtka se ukazala jako velmi
specificka a bylo s ni dosazeno nejlepsich vysledkt. Protilatky proti C-konci a R doméné
CFTR proteinu se ukazaly jako vysoce nespecifické a nevhodné pro detekci metodou
Western blot. Tato smés protilatek je naopak vhodna pro detekci CFTR proteinu pomoci
nepiimé fluorescence.”’

Tato prace méla mimo jiné za cil stanovit, zda se zvySuje mira exprese CFTR proteinu
po transfekci bunék CFTR-mRNA. Pro tento experiment byly vyuzity pouze linie CuFi-1
a NuLi-1. Jako nosi¢ CFTR-mRNA byl vyuzit liposom lipofektamin. Byla zkoumana mira
exprese CFTR proteinu v zavislosti na mnozstvi transfekéniho ¢inidla. Jako kontrolni
skupina slouzila bunééna linie, K niz bylo pfidano pouze transfekéni Cinidlo. Ke stanoveni
byla vyuzita synteticki CFTR-mRNA vyrobena v Institutu klinické a experimentalni
mediciny. Tato CFTR-mRNA obsahovala 25 % pseudouridinu, 25 % methylcytidinu,
enzymaticky pfipojenou 7-methylguanosylovou cepicku a polyA konec obsahujici
200 adenind.

Na zdkladé€ téchto stanoveni bylo moZné konstatovat, Ze po transfekci CFTR-mRNA
skute¢né dochazi k naristu mnozstvi CFTR proteinu v butikach (obrazek ¢. 15, strana 49).
Metodou Western blot vSak nelze pozorovat, zda CFTR protein pfitomny v bunkach je
funkéni a neposkozeny. K tomuto ucelu je moZné vyuzit napiiklad metody méfeni
iontového proudu ¢i zmén fluorescence fluorescencnich sond citlivych na CI ionty, coz je
ovSem jiZ nad ramec této prace.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze pfenos mRNA poskytuje potencialné slibny zpiisob
genové terapie cystické fibrozy, jehoz realnd vyuzitelnost stoji za dukladngjsi

prozkoumani.
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6. Zavér

V této praci byla vypracovana literarni reSerSe 0 cystické fibroze a genové terapii
cystické fibrozy.

Byla optimalizovana metoda detekce CFTR proteinu pomoci metody Western blot.
V ramci této optimalizace byly vyzkouSeny cCtyfi rizné postupy lyzy bunécénych linii
CuFi-1, NuLi-1 a A549. Bylo ukazano, ze nejvhodnéj$im lyzaénim postupem pro ziskani
neporusené¢ho CFTR proteinu je lyza RIPA pufrem s inhibitory proteas. Mnozstvi CFTR
proteinu se neméni béhem subkultivace.

Byla porovnana Géinnost protilatky proti extracelularnimu epitopu, proti C-konci
aproti R doméné CFTR proteinu. V tomto stanoveni bylo zjiSténo, ze protilatky proti
C-konci a R doméné CFTR proteinu jsou pro detekci CFTR proteinu metodou Western
blot nevhodné, nebot vykazuji zna¢nou nespecificnost. Pouziti protilatky proti
extracelularni doméné (CF3) vykazovalo velmi dobré vysledky.

Byla provedena transfekce bunéénych linii CuFi-1 a NuLi-1 CFTR-mRNA za pouziti
kationtového liposomu lipofektaminu. Bylo zjisténo, Ze po transfekci dochazi v bunéénych
liniich CuFi-1 ke zvySeni mnozstvi CFTR proteinu na uroven mnozstvi obsazeného
V bunécné linii NuLi-1. Metodou Western blot nebylo moZzné ur¢it, zda se jedna o funkéni

protein, coZ bylo nad ramec této prace.
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