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ABSTRAKT

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) je membranovy
protein, ktery funguje jako iontovy kanal. Mutace, které narusuji jeho biosyntézu, transport
nebo funkci, zpisobuji cystickou fibrozu (CF). V teoretické cCasti je sepsan tvod do
problematiky CF se specifickym zamétenim na dostupné systémy pro detekci funkce CFTR,
¢i ptimo CFTR proteinu a pro monitorovani aktivity profesionalnich fagocytu, které sehravaji

vyznamnou roli v zanétlivé reakci doprovazejici toto onemocnéni.

Prvni sekce experimentalni ¢asti této disertacni prace popisuje vyvoj a validaci
nového in vitro systému pro detekci CFTR proteinu. V tomto modelu je do 4. extracelularni
smycky endogenné exprimovaného CFTR (WT-CFTR) vlozena HiBiT peptidova znacka
pomoci CRISPR/Cas9 editace genomu, ktera umoznuje detekci CFTR v plazmatické
membrané zivych bunék. Souhrnné, byla vytvorena a validovana nova reportérova bunééna
linie vyuzitelna jako stavebni blok pro vyvoj unikatnich bunéénych CF modelt pomoci
CRISPR zprosttedkovaného vkladani mutaci CFTR zpusobujicich CF. Navic tento
optimalizovany design CRISPR/Cas9 zprostiedkovaného vloZeni HiBiT znacky mize byt

dale pouzit pro znaceni mutovaného CFTR v mnoha dal$ich bun&nych liniich.

V druhé casti je popsan vyvoj a validace nové metody vhodné k monitoringu
fagocytarni aktivity makrofagii zprostiedkované mandzovym receptorem CD206 (MR),
jehoz exprese byva ¢asto snizena u CF pacienti. Princip této inovativni metody je zalozen na
detekci internalizace fluorescenénich nanodiamanti (FND) se specialni povrchovou
architekturou nesoucich polyvalentni manoézu. In vitro experimenty prokazaly signifikantni
zvySeni internalizace manozylovanych FND pii srovnani s nemanozylovanymi FND,
pri¢emz U obou ¢astic nebyla pozorovana zadna vyznamna toxicita. Specifické zapojeni MR
bylo potvrzeno blokaci MR mananem a anti-MR protilatkou.

Zavérem je dulezité zdiraznit vyuzitelnost nové vyvinutych inovativnich metod
a modelovych systému pro lepsi porozuméni procest pii prubéhu CF, nebo i Kk objeveni

novych moduléatord CFTR, ptipadné latek potlacujicich zanét.



ABSTRACT

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) is a membrane protein
that functions as an ion channel. Mutations that disrupt its biosynthesis, trafficking, or
function cause cystic fibrosis (CF). The theoretical part provides an introduction to CF with
a specific focus on available systems for detection of CFTR function or CFTR protein, and
for monitoring the activity of professional phagocytes, which play a significant role in the

inflammation accompanying this disease.

The first section of the experimental part of this thesis describes the development and
validation of a new in vitro system for CFTR protein detection. In this model, a HiBiT tag is
inserted into the 4™ extracellular loop of endogenously expressed CFTR (WT-CFTR) using
CRISPR/Cas9 genome editing to enable the detection of CFTR in the plasma membrane of
live cells. In summary, a novel reporter cell line has been established and validated with the
potential to be used as a building block for the development of unique CF cell models using
CRISPR-mediated insertion of CFTR-causing mutations. In addition, this optimized
CRISPR/Cas9 mediated HiBIT tag insertion design can be further used to label mutant CFTR

in diverse cell lines.

The second part describes the development and validation of a new method suitable
for monitoring macrophage phagocytic activity mediated by the mannose receptor (MR)
CD206, whose expression is often reduced in CF patients. The principle of this innovative
method is based on the detection of internalization of fluorescent nanodiamonds (FNDs) with
a special surface architecture displaying polyvalent mannose. In vitro experiments showed
a significant increase in the internalization of mannosylated FNDs when compared to non-
mannosylated FNDs, while at the same time no significant toxicity was observed for both
particles. The specific involvement of MR was confirmed by blocking MR with mannan and
anti-MR antibody.

In conclusion, it is important to emphasize the utility of newly developed innovative
methods and model systems for a better understanding of processes during CF progression,

or even for the discovery of new CFTR modulators or substances suppressing inflammation.
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1. UVOD

Cysticka fibroza (CF) je nejcastéjsi autozomalné recesivni onemocnéni postihujici
pacienty jiz od raného v¢éku. Toto multisystémové onemocnéni je charakterizované
aberantnim transportem chloridovych, bikarbonatovych a sodikovych iontl, nejcastéji
doprovazené narusenim transportu tekutiny v epitelu dychacich cest. Vznik CF je zapfic¢inén
mutacemi v genu cystic fibrosis conductance regulator (CFTR). Doposud bylo
identifikovano vice nez 2000 mutaci CFTR. Ackoliv je CF stale nevylééitelnou chorobou,
objev chemickych modulatorit CFTR na pocatku 21. stoleti vedl ke zvyseni o¢ekavané délky
zivota (>50 let) u vice jak 85 % pacientt. Tento Gspéch je do zna¢né miry disledkem nejen
obrovského rozSiteni znalosti a podrobného studia funkce CFTR pomoci riznych
modelovych systémil a testli, ale také studia mechanismu zanétu, ktery vede k poskozeni
organovych funkci u vétSiny pacientii. Stale vSak zbyvaji pacienti s mutacemi CFTR, kteti
na dosud dostupnou 1é¢bu neodpovidaji, tudiz je vyvoj efektivnich modelovych systémti pro

urychleni identifikace novych modulatori stile nutny.

V teoretické Casti jsou shrnuty zakladni poznatky o CF, CFTR proteinu a mutacich
se specifickym zaméfenim na in vitro systémy dostupné k identifikaci CFTR modulatord.
Bioluminiscence a jeji vyuziti spole¢né s fluorescen¢nimi nanodiamanty (FND) jsou pak
dal$imi kapitolami teoretické Casti. Pravé bioluminiscence a FND byly vyuzity pro vyvoj

novych modelovych systému aplikovatelnych pro vyzkum CF.

Prakticka ¢ast této disertacni prace je rozdélena do dvou c¢asti. V prvni ¢ésti se tato
prace zabyva ptipravou nového vysokokapacitniho testovaciho systému pro identifikaci
potencidlnich modulatortt CFTR, ktery by mohl v budoucnu slouZit jako stavebni blok pro
vytvateni novych in vitro CF modelovych systémi, pro mutace CFTR, u kterych dostupna
1é¢ba nezabira. Druha cast poté popisuje vyvoj nového in vitro systému vhodného pro
kvantifikaci man6zovym receptorem CD206 (MR) zprostifedkované fagocytarni ¢innosti

makrofagu, jejichz funkce je u pacientii s CF alterovana.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) je autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutacemi
vgenu CFTR (z anglického cystic fibrosis conductance regulator), které vedou
k aberantnimu transportu chloridovych, bikarbonatovych a sodikovych ionta (Kerem et al.,
1989; Mall et al., 1996; Poulsen et al., 1994; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989;
Stutts et al., 1995; Tabcharani et al., 1991). Jelikoz je CFTR protein exprimovan na apikalni
membrané epitelovych bunék vétsSiny organt, je CF multiorgdnovym onemocnénim
ovlivitujici funkci potnich Zzlaz, slinivky bfiSni, jater, gastrointestindlniho traktu,
reprodukéniho a dychaciho systému (Molina & Hunt, 2017) (Obr. 1). Navzdory systémové
povaze CF jsou recidivujici plicni infekce hlavni pfi¢inou morbidity a mortality (Turcios,
2020). Defektni transport iontd a tekutin v epitelu dychacich cest méni extracelularni pH
a vede k dehydrataci povrchu dychacich cest, coz se projevuje zhorSenim mukociliarniho
transportu hustého, lepkavého hlenu (Boucher, 2007; Coakley et al., 2003; Poulsen et al.,
1994). Tyto zmény podporuji rozvoj opakujicich se infekci dychacich cest a nasledné se
podileji na vzniku intenzivni zanétlivé reakce nejen v misté vzniku infekce (Cantin et al.,
2015; Pezzulo et al., 2012). Zacarovany kruh infekce a akutniho i chronického zanétu vede
k trvalému strukturalnimu poskozeni dychacich cest a rozvoji bronchiektazii, které spolu
s obstrukci malych dychacich cest ptispivaji k respiraénimu selhani u pacienti s CF (pwCF,

z anglického people with CF) (Cantin et al., 2015; Turcios, 2020).
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¢ Obstrukce malych
dychacich cest

¢ Opakované infekce
a chronicky zanét

e Pankreaticka
exokrinni insfuicience

e Diabetes vazany na CF

e Malabsorbce vitamint
rozpustnych v tucich

e Malnutrice

e Cirhoza
e Cholelitiaza
e Cholestaza

e Mekoniovy ileus
¢ Syndrom obstrukce
distalniho streva

e Osteopordza ¢ Kongenitalni bilateralni
e Artritida absence vas deferens

Obrazek 1. Organové soustavy postiZené u pacientit s cystickou fibrézou, vcetné

nejcastéjsSich patofyziologickych projevi.

2.1.1. Role zanétu a imunitniho systému pii CF

Jednim z nejéastéjSich patofyziologickych projevii CF jsou chronické plicni infekce
a s nimi spojeny zanét zptisobeny oportunnimi mikroby, jako jsou Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae a Staphylococcus aureus. Tento proces je duasledek kaskady
zacinajici nedostatecnou sekreci chloridli zprostiedkovanou CFTR, kterd vede k nadmérné
viskozit¢ hlenu, selhdni mukociliarniho transportu a tvorbé biofilmu, coz vyvrcholi
nedostate¢nou imunitni odpovédi v plicich. Pravé opakujici se infekce dychacich cest
nakonec vedou u vétsiny PWCF ke zhorseni plicnich funkci a smrti (Turcios, 2020). Ackoliv
dostupnost vysoce u¢inné 1é¢by modulatory CFTR pro osoby s alesponi jednou kopii

nejcastej$i mutace AF508-CFTR obnovuje funkci CFTR na uroven, kterd se blizi urovni
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u lidi bez mutace CFTR, bakterialni kolonizace bohuzel pfetrvava u vétsiny PWCF a muze

byt pficinou dalsi progrese plicniho onemocnéni (Hisert et al., 2017).

Na imunitni odpovédi se podileji klicovym zptisobem profesionalni fagocyty, kterymi
jsou neutrofily, monocyty, makrofagy a dendritické bunky (Uribe-Querol & Rosales, 2020).
Pravé makrofagy slouZi jako strazci imunitniho systému, a proto je zkoumani jejich reakce
na modulatory CFTR zasadni pro Sir§i pochopeni imunitni odpovédi u CF (Bruscia &
Bonfield, 2016). U CF byla dobfe popsana dysfunkce makrofagt v plicich, ktera mutze
prispivat k pretrvavani bakteridlnich infekci. Kromé toho, Ze je CFTR exprimovano
epitelialnimi bunikami, je CFTR exprimovano pravé i makrofagy (Yoshimura et al., 1991).
Stale se diskutuje o tom, zda dysfunkce makrofagi u CF souvisi pfimo s expresi mutovaného
CFTR v makrofazich, nebo je nepifimym dusledkem chronického zanétu a mukostazy.
A proto pochopeni vlivu jednotlivych mutaci CFTR na funkci makrofagii vyzaduje odliSeni
sekundérnich ucinki mutovaného CFTR na rizné bunécné procesy od primarniho defektu,

tedy dysfunkce/absence CFTR (Turton et al., 2021).

Jak jiz bylo zminéno, 1é¢ba PwCF modulatory CFTR by m¢éla ptedchazet vzniku
zanétu korekci CFTR a naslednou obnovou fyziologického prostredi plic, avsak infekce
a zanét stale pretrvavaji v nékterych piipadech u PwCF i po 1é¢bé modulatory (Hisert et al.,
2017). Zakladem komplexniho programu plicni 1é¢by u CF je zmirnéni obstrukce pomoci

mukolytik a zprichodnéni dychacich cest, kontrola infekce pomoci antibiotik a sniZeni

-----
rrrrrr
gy w1

C v

a inhala¢ni kortikosteroidy, a dal$i nesteroidni protizanétlivé 1éky (Mitri et al., 2020). I kdyz
mnohé z nich byly pfevedeny z laboratorniho testovani do klinickych studii, jen velmi malo
je doporuceno pro klinické pouziti (Chmiel et al., 2013). Lepsi pochopeni molekularnich
mechanismd, které se podileji na infekci a zdnétu dychacich cest u CF, vedlo k vyvoji novych
terapeutickych piistupd, které jsou v souc¢asné dob€ hodnoceny v klinickych studiich (Mitri
et al., 2020).
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2.12. CFTR

CFTR je jedinecnym c¢lenem proteinové rodiny ABC (z anglického ATP binding
casset) transportérd, ktery na rozdil od vétSiny ostatnich ¢lent funguje jako aniontovy kanal
se specifickou regulaci (Vasiliou et al., 2009). Gen CFTR, s délkou ~190 kb, kodujici tento
protein se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 7 (7931.2). Jeho 27 exont se preklada
do proteinu CFTR o 1480 aminokyselinach (Riordan et al., 1989; Tsui & Dorfman, 2013).
CFTR se skladd ze dvou transmembranovych domén (TMD), dvou domén vazajicich

nukleotidy (NBD) a regula¢ni domény (RD) (Obr. 2).

PM

Cytoplazma

Obrazek 2. Struktura CFTR proteinu. Upraveno podle Ondra et al., 2023.

V cytosolu jsou lokalizovany vysoce organizované NBD spolu s neorganizovanou
RD obsahujici rozpoznavaci sekvence pro fosforylaci proteinkinazy A (PKA)
a proteinkinazy C (PKC) (Jia et al., 1997; Riordan et al., 1989; Sheppard & Welsh, 1999).
Pravé ptitomnost RD umoznuje jedine¢nou cAMP dependentni regulaci CFTR (Dean et al.,
2001; Lopes-Pacheco, 2020; Sheppard & Welsh, 1999). TMD prochazeji skrze plazmatickou
membranu (PM), kazda Sesti Sroubovicovymi segmenty, a po aktivaci tvoii por kanalu
(F. Liu et al., 2017; Riordan et al., 1989; Sheppard & Welsh, 1999). Protoze je NBD1
Vv neaktivnim stavu stericky blokovana doménou RD, musi byt jak regulacni vlozeny segment
NBDI, tak RD fosforylovany PKA, aby byla umoZnéna dimerizace obou NBD. Nasledné

otevieni kanalu CFTR je vyvolano dimerizaci NBD po navazani dvou molekul ATP. Cyklus
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otevieni/zavieni CFTR zavisly na ATP je ukoncen hydrolyzou ATP, kterd vraci kanal do
uzavieného stavu (Della Sala et al., 2021; F. Liu et al., 2017; Sheppard & Welsh, 1999;
Vergani et al., 2005). U vétsiny ABC transportérti je substrat aktivné pienaSen pies PM za
hydrolyzy ATP, nicméné u CFTR je selektivni proudéni iontti skrze kanal tvofeny TMD
zprostiedkovano elektrochemickym gradientem. V epitelu potnich kanalki tidi CFTR
reabsorpci ClI7, zatimco v epitelu stiev, slinivky bfi$ni a dychacich cest CFTR tidi sekreci CI°
a HCOgz. Navic byla prokdzédna schopnost CFTR vést vice iontd zaroveil. Tento
charakteristicky rys CFTR je klicovym faktorem urcujicim vodivé vlastnosti kanalu, protoze
odpudivé interakce mezi jednotlivymi anionty uvniti poru zajistuji rychly prinik anionti

(Gong & Linsdell, 2004).

2.1.3. Mutace CFTR

S vice nez 2000 identifikovanymi variantami mutantnich alel CFTR (The Clinical

and Functional TRanslation of CFTR; databaze CFTR?2) je nejcastéj$i mutaci delece tii

nukleotidii vedouci ke ztraté fenylalaninu na pozici 508 proteinu CFTR (AF508). Ptiblizné
90 % PwCF nese alespon jednu kopii AF508, pti¢emz 50 % z nich jsou homozygoti AF508
(Guo et al., 2022). Bézné jsou mutace CFTR rozdélovany do Sesti tfid (Obr. 3) na zakladé
jejich vlivu na biosyntézu CFTR a bunéény fenotyp (Boyle & De Boeck, 2013; Zielenski,
2000). Zatimco prvni dvé téidy (I, II) jsou charakterizovany absenci CFTR v PM, dalsi ¢tyfi
ttidy (III-VI) zahrnuji mutace CFTR ovliviiujici funkei kanalu a/nebo mnoZstvi proteinu
CFTR spise nez jeho transport do PM. Bylo vS8ak popsano, Ze nékteré mutace vedou
k pleiotropnimu defektu CFTR. Napftiklad v pfipadé¢ mutace AF508, patiici do I t¥idy, se
vétsina chybné slozenych proteinti nedostane do PM, protoze podléha degradaci spojené
s endoplazmatickym retikulem (ERAD). Nicméné nékteré z chybné slozenych proteini
AF508-CFTR mohou uniknout ERAD, a dostat se tak do PM, kde vsak vykazuji snizenou
aktivitu a stabilitu, coz jsou charakteristické znaky mutaci tfidy III a VI (Veit et al., 2016).
Ptiklady zastupct jednotlivych tfid mutaci a jejich charakteristické znaky jsou popsany na
Obr. 3.
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Obrazek 3. Tiidy mutaci a jejich vliv na funkci CFTR. Upraveno podle (Boyle & De
Boeck, 2013; Zielenski, 2000).

2.14.

In vitro metody pro identifikaci CFTR modulatori

Jak jiz bylo uvedeno vyse, CF mutize vzniknout v disledku mnoha typt mutaci. Kromé

konvenéni podpurné 1é¢by, ktera se zaméfuje na zmirnéni piiznakti CF, bylo vynalozeno

velké usili pri identifikaci malych molekul, tzv. modulatorQ, které cili na zakladni defekty

CFTR a snazi se je odstranit. Nejvyznamnégj$imi kategoriemi CFTR modulatort jsou

korektory a potenciatory. Zatimco korektory zprostfedkovavaji spravné slozeni mutovaného

CFTR a umoznuji tak jeho glykosylaci a lokalizaci v membran¢, potenciatory zvysuji

vodivost kandlu 1 pravdépodobnost oteviené¢ho stavu CFTR, ktery se jiz nachazi v PM

(Lopes-Pacheco, 2016; Rowe & Verkman, 2013). ldentifikaci a validaci ucinnosti

modulatorti pfedchazi vytvoreni relevantnich in vitro modeli. Uginné latky identifikované

in vitro jsou nasledné testovany ex vivo a in vivo, za ucelem posouzeni dal$ich parametrti

potencialniho 1éCiva, jako napiiklad absorpce, distribuce, metabolismus a vylucovani

(Verkman, 2004). Jelikoz je ptiprava in vitro modelu s endogenni expresi znaceného CFTR

naplni prvniho cile praktické ¢asti této disertacni prace, bude nésledujici text dedikovan
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pfevazné problematice in vitro modeld a technik pouzivanych k detekci funkce a lokalizace
CFTR.

V poslednich dvou desetiletich byla vytvofena spousta in vitro modeltt vhodnych pro
identifikaci modulatortt CFTR pomoci vysokokapacitniho testovani latek (HTS). Tyto testy
jsou zalozeny bud’ na pfimém nebo nepiimém meéienim iontového toku zprostfedkovaného
CFTR (Ramalho et al., 2022), jedna se tedy o funkéni testy, nebo na sledovani lokalizace
samotného CFTR proteinu prostiednictvim jeho znaceni (Carlile et al., 2007). Vytvofeni
halid-senzitivniho zlutého proteinu (Galietta et al., 2001; Jayaraman et al., 2000) vedlo
K vyznamnému pokroku v oblasti vyvoje funkénich HTS testd (Galietta et al., 2001;
Ma et al., 2002; Smith et al., 2017). Stejné tak jako znaceni extracelularnich smyc¢ek CFTR
(Carlile et al., 2007; Howard et al., 1995), které otevielo novou kapitolu HTS identifikace
modulatort, zamétujicich se na defekty v syntéze, zpracovani a nasledné membranové

lokalizaci CFTR (mutace L. a II. tfidy).

Navzdory nespornému piinosu téchto metod pti identifikaci CFTR modulatort jsou
vySe uvedené systémy pievazné zalozeny na exogenni expresi mutovaného CFTR nebo
specifické sondy. Tato nadmérnd exprese neptedstavuje pfirozeny stav buiikky a mlze vést
K naru$eni vyvazené stechiometrie proteinovych komplexii a k nefyziologickym artefaktim
(Moriya, 2015; Prelich, 2012). Co vice, jelikoz je exogenni mutovany CFTR exprimovan
z cDNA, nezachycuji tyto modely zakladni aspekty zpracovani CFTR, a tudiZ jsou nevhodné
pro identifikaci modulatort cilicich napfiklad na sestfihové mutace, intronické

jednonukleotidové polymorfizmy a pied¢asné terminac¢ni kodony (Clancy et al., 2019).

V nasledujicich podkapitolach budou detailné popsany vybrané metody vyuzivané
k in vitro identifikaci CFTR modulatord.
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2.1.4.1. Metody detekce funkce CFTR

Eflux chloridovych ionti skrze CFTR nezavisi jen na celkovém mnozstvi CFTR
exprimovaného na apikalni membrang, ale také na samotné funkci kazdého z téchto kanalu.
V zavislosti na typu mutace CFTR dochazi k oslabeni jedné nebo vice determinant funkce,
coZ je hlavni pfi¢inou sniZeni sekrece aniontli. K hodnoceni funkce CFTR, jako aniontového
kanalu, Ize pouzit n¢kolik in vitro metod zalozenych bud’ na piimé detekci toku aniontti nebo
na méfeni iontového proudu ¢i membranového potencialu epitelu apikalné exprimujiciho

CFTR, tzv. elektrofyziologické metody.

o M¢éieni toku aniontnu

Funkci CFTR lze stanovit na zakladé detekce mnozstvi iontll inkorporovanych nebo

uvolnovanych ze stimulovanych bungk.

Meéieni efluxu jodidovych iontit

Diky tomu, ze CFTR je propustny nejen pro chloridové a hydrogenuhli¢itanové
anionty, ale také pro dalsi halogenidy (jodid, bromid, fluorid), které se vSak pfirozené
nevyskytuji v intracelularnim ani extracelularnim prostoru, je mozné pomoci piidani
halogenidu a jejich nasledného efluxu specificky méftit funkci CFTR. Studium funkce CFTR
pomoci méfeni efluxu radioaktivniho (}?°I") nebo nezna¢eného jodidu (1) predstavuje vhodny
predstupen pted detailni funkéni analyzou pomoci elektrofyziologickych metod (Anderson
et al., 1991). Vystaveni bun&k '?°I" nebo neznaéenému I, ktery je buitkami absorbovan,
a nasledna aktivace CFTR, umoziuje pomoci méteni efluxu jodidu kvantifikovat funkei
CFTR. Kvantifikace v ptipadé I probiha méfenim gamma zafeni a U neznadeného I" za

pomoci jodidove selektivni elektrody (Obr. 4) (Long & Walsh, 1997; Norez et al., 2004).
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Médium s I Médium bez I

Obrazek 4. Princip méreni efluxu jodidovych ionti.

1251 a moznost aplikace obou systémi

Senzitivita a témét nulové pozadi u
u riznorodych bunéénych typl bez nutnosti polarizace bunék patii k nejvétsim vyhodam.
Nestabilita a nutna kalibrace I selektivnich elektrod pted kazdym métenim a radioaktivita

u 11" jsou naopak nevyhodami téchto systémil.

Halid-senzitivni fluorescenéni indikdtory

Fluorescen¢ni indikatory pro méteni funkce CFTR v zivych buitkach by mély byt
netoxické, chemicky stabilni, rovnomérné distribuovany Vv bunééné cytoplazmé, citlivé
a specifické. Principialné jsou halid-senzitivni fluorescenéni indikatory zaloZeny na zhaseni
fluorescence heterocyklickych organickych slouéenin s kvartérnim dusikem (napf. derivaty
chinolonit) v pfitomnosti halidd (Mansoura et al.,, 1999). Prvni biologicka aplikace
chloridového indikatoru, SPQ (6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)quiolinium) byla popsana jiz
vroce 1987 (lllsley & Verkman, 1987). Alternativou k chloridovym indikatoram jsou
indikatory citlivé na I, protoze eflux I je v bunkach zprostiedkovan téméf vyluéné¢ CFTR,
anavic zhaseni fluorescence je u I" vyraznéj$i nez u CI, coz vede k lepSimu poméru
signal/pozadi (Jayaraman et al., 1999). Podobn¢ jako u metody méfeni efluxu jodidovych
iontll, musi byt v tomto ptipadé buiikky vystaveny I. Nejprve vSak musi byt vystaveny
I samotnému fluorescencnimu indikatoru. Fluorescenéni indikatory se mohou do bun¢k
dostat pomalou pasivni difuzi, hypotonickym Sokem nebo pfimou mikroinjekci. Nejprve jsou

tedy bunky vystaveny indikatoru jako napt. LMQ (4-aminopyrido[2,1-h]-pteridin-11-ium-6-
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olate) za ucelem intracelularni akumulace indikatoru v cytoplazmé. Piidani pufru
s fyziologickou hladinou I zptisobuje jeho akumulaci v bunkach, nasledovanou zhasenim
fluorescenéniho signalu. Dal$im krokem je vyména pufru obsahujiciho I” za izotonicky pufr
S nitratem, ktery je také transportovan do bunék, ale nezpusobuje zhaseni fluorescence.
V této fazi jsou buiky pfipraveny na test funkce CFTR, kdy po pfidani CFTR aktivatoru
(napt. forskolinu) dochazi k efluxu I a opétovnému obnoveni fluorescence, tedy pouze

Vv piipadé, ze je CFTR funkéni (Obr. 5) (Jayaraman et al., 1999; Verkman & Galietta, 2005).

Aktivace CFTR
* FSK
Médlum s Médlum sl Médlum bez I
fluorescenénim
indikatorem

Obrazek 5. Princip halid-senzitivni fluorescen¢ni indikatora LMQ zaloZeného na I

zhasSeni.

Hlavnimi vyhodami fluorescencnich indikatorG jsou citlivost, technicka
jednoduchost, moznost testovat funkci CFTR v riiznorodych typech bunék a vyuzitelnost pro
HTS. Navic, jsou fluorescenc¢ni testy rychlé, kvantitativni a technicky jednoduché a lze je
provadét pomoci fluorescenéni mikroskopie, automatickych fluorescenénich analyzatort
nebo prutokové cytometrie. Naopak, u nékterych fluorescenénich indikatord se setkavame
mnohdy s nékolika technickymi problémy, kterymi jsou nedokonala retence v bunkach,
photobleaching (fotovybélovani) a omezeny dynamicky rozsah (Verkman & Jayaraman,
2002).

Halid-senzitivni Zluty fluorescencni protein

Dalsi z moznosti jak elegantné monitorovat funkci CFTR je vyuziti halid-senzitivniho
zlutého proteinu (YFP) (Galietta et al., 2001; Jayaraman et al., 2000). V piipadé, kdy je
mozné bunky transfekovat, je tento systém upfednostiovan pied halid-senzitivnimi
indikatory, protoze zde neni nutna preinkubace s indikatory a nasledné promyvani bun¢k,

nedochazi k tuniku indikatoru z cytoplazmy do extracelularniho prostoru a navic YFP
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poskytuje silnéjsi signal. Mutant YFP (YFP-H148Q) byl vytvoien postupnou genetickou
modifikaci ptvodniho zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP) izolovaného z meduzy
Aequorea victoria (Wachter et al., 1998). Prave vytvoreni tohoto proteinu a nasledné zjisténi
jeho citlivosti na halogenidy vedlo k vyznamnému pokroku v oblasti vyvoje funkénich HTS
testu pro identifikaci CFTR modulatora (Galietta et al., 2001; Ma et al., 2002, 2002; Smith
et al.,, 2017). Zakladnim principem tohoto pfistupu je vyména CI iontd za I ionty
Vv intracelularnim prostoru bunék, kdy je fluorescence YFP-H148Q podstatné citlivejsi na I
nez na Cl zhaseni. Tedy Vv ptipad¢, kdy jsou bunky exprimujici zaroven funkéni CFTR
a YFP-H148Q nejprve vystaveny médiu obsahujicimu fyziologickou koncentraci CI,
posléze dojde k vyméné média s obsahem ClI* za médium bohaté na I a sekvenéné pak
k pridani aktivatoru CFTR (forskolin), dochazi diky aktivaci CFTR k postupnému toku CI°

z bunék, I"do bun¢k a vysledkem je méfitelné zhaseni fluorescence (Obr. 6).

Buriky
exprimujici
YFP

Aktivace CFTR
+ FSK
— —
Médium s Médium s I

Cl

Obrazek 6. Princip testi zaloZemych na halid-senzitivnim Zlutém fluorescen¢nim

proteinu (YFP-H148Q senzitivni na I').

Dochéazi-li k obnové funkce mutovaného CFTR vlivem modulatorti, pozorujeme
Vv systémech zaloZenych na halid-senzitivnim YFP zminéné zhaSeni fluorescence. Tyto
systémy jsou tedy vhodné pro identifikaci modulatorit funkce mutovaného CFTR (Galietta
etal., 2001). Celkové je tento zpusob fluorescencéniho méteni technicky jednodussi naptiklad
ve srovnani s elektrofyziologickymi metodami, avSak neposkytuje informace o jednotlivych
CFTR kanalech. Dalsi nevyhodou tohoto systému je nefyziologicka exprese celkového

mnozstvi proteint v bunice, diky expresi YFP z expresnich vektort, kterd neodrazi ptirozeny
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stav a mtize vést k vySe zminénému naruseni vyvazené stechiometrie proteinovych komplext

a nefyziologickym artefaktim (Moriya, 2015; Prelich, 2012).

o Elektrofyziologické metody

Elektrofyziologické metody vyuzitelné pro hodnoceni aktivity CFTR Ize rozdélit do
dvou skupin, a to na zakladé méfeni iontového proudu (Patch-clamp, Ussing chamber) nebo

membranového potencialu pomoci specifickych sond.

Patch-clamp

Prevazna Cast prvotnich znalosti a poznatkl o funkci CFTR pochazi pravé ze studii
vyuzivajicich Patch-clamp (PC) (Hamill et al., 1981). Pomoci PC Ize v realném Case nejen
méfit celkovou funkci CFTR na povrchu celych bunék, ale Ize také monitorovat otevirani
a zavirani CFTR az na trovni jednotlivych iontovych kanali. Navic k méteni mohou byt
pouzity celé intaktni zivé buiiky, nebo jen membranové fragmenty obsahujici CFTR. PC patfi
mezi metody pro studium transportu iontti s nejvy$sim rozliSenim. Existuje nékolik riznych
pfistupi jak provadét PC, mezi néz patii monitoring celé buniky, membranovych casti Zivych
bunck a fragmentl membran s riznym smérem meéfeni toku iontd skrze iontovy kandl
(Obr. 7) (Sheppard et al., 2004). Technika PC byla Gspésné pouzita na téméf vSech typech
disociovanych bunck s pfistupnym povrchem. Zakladni princip spociva ve vytvoreni
tésnéného spojeni mezi dutou sklenénou mikropipetou naplnénou roztokem elektrolytu
spojenou s mikroelektrodami a danou oblasti bunééné membrany (Cai et al., 2011).
V zévislosti na typu méfeni, umoziiuje vytvotreni uzavieného spoje meéftit elektrickou aktivitu
celé bunky, v€etné zmén napéti, iontového proudu nebo u méteni jednotlivého CFTR kanalu
otevirani, zavirani, vodivost a dalsi parametry. Ackoliv PC ptedstavuje nejcitlivéjsi metodu
Kk charakterizaci otevirani, iontové propustnosti, protein-protein a lékovych interakci, stale se
jedna o techniku, kterou je obtizné automatizovat pro ucely HTS (Moran & Zegarra-Moran,
2008).
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Pripojena

bufika Cela bunka

Inside-out Outside-out

Obrazek 7. Technika Patch-clamp. Schéma moznych konfiguraci ptipojeni mikropipety:
A) pfipojena buiika, B) cela buiika, C) inside-out, D) outside-out béhem patch-clamp,
pticemz ve vyzkumu CF se nejcastéji pouziva konfigurace inside-out. Vytvofeno podle

(Nowotny & Marra, 2013).

Ussing chamber

Pivodné byl tento systém navrzen ke studiu transportu iontl skrze zabi kizi, avSak
svou univerzalnosti zplsobil pfevrat ve znalostech zpusobu, jakym elektrolyty prostupuji
epitelem (Ussing & Zerahn, 1951). Ussing chamber je povazovana za "zlaty standard" pro
méfeni funkce CFTR s cilem studovat epitelidlni transport iontd. Tato metoda spociva
v méfeni elektrickych parametri mezi dvéma komlrkami oddélenymi monovrstvou
polarizovanych buné€k rostoucich na poréznim plastovém nosici (filtru), jak je zndzornéno na
Obr. 8 (H. Li et al., 2004). Sestava pro méfeni se sklada ze dvou vyhiivanych, plynem

probublavanych a roztokem naplnénych komor, ¢tyf elektrod a systému pro sbér dat.
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Obrazek 8. Ussing chamber. Vytvoteno podle Rasgado-Flores et al., 2013.

Pfi méfeni funkce iontovych kanalli se béZn¢ zaznamenava v redlném case napéti
(mV), transepitelialni odpor (€/cm?) a zkratovy proud (uA), neboli Isc (z anglického short-
circuit current). Nejcastéji vyuzivanym parametrem pro méfeni funkce CFTR u monovrstvy
polarizovanych bunék je Isc, tj. proud prochazejici pies epitel, kdy je transepitelialni napéti
rovno 0 mV. K méfeni Isc je pouzivan zpétnovazebny zesilovac, ktery pievadi proud skrze
epitel a tim udrzuje transepitelialni napéti na 0 mV. V tomto piipad¢ vysledny Isc, zpiisobeny
tokem iontt skrze aktivovany CFTR, odpovida pfivadénému proudu z amplifikatoru. Se
stoupajici konfluenci bun¢k a vytvafenim diferenciované monovrstvy bez jakychkoliv trhlin,
stoupa odpor, jehoz hodnota je dilezitym parametrem prokazujicim snizeni paracelularniho
toku iontll pfes mezibunécné spoje reprezentujici pfipravenost bunécné vrstvy pro meéteni
Isc. Tato hodnota je specificka pro kazdy typ buné¢k (Moran & Zegarra-Moran, 2008).
Standardni protokol pro méfeni funkce CFTR v Ussing chamber se sklada nejprve z inhibice
sodikového kandlu (ENaC) aplikaci amiloridu na apikalni strané¢ bunéné monovrstvy,

protoze ENaC se svou funkci také podili na Isc. Nasleduje aktivace transportu chloridovych
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ionti zprostfedkovaného CFTR pomoci forskolinu a poté inhibice CFTR pomoci
specifického inhibitoru funkce CFTR (CFTRnn172). Z kiivky méfeni je pak patrné, kdy
ptesn¢ dochazi k aktivaci CFTR, coz odpovida nartstu hodnoty Isc a naopak poklesu Isc
v piipadé inhibice funkce CFTR (H. Li et al., 2004). Na rozdil od ostatnich funk¢nich testd
vyzaduje Ussing chamber pouziti epitelialnich bun¢k, které dokazi vytvofit neporuSenou
polarizovanou monovrstvu s tésnymi mezibunéénymi spoji. Nevyhodou je také nutnost
polarizace velkého mnozstvi bun€k, nutnost specializovaného pfistrojového vybaveni
a vyskoleného personalu, a z téchto divodi neni tento piistup vyuzitelny pro HTS. Nicméné
hlavni vyhoda této techniky spoc¢ivd v mozZnosti vyuziti riiznych typt epitelidlnich bunék,
véetné téch primarnich s endogenni expresi CFTR. Tato metoda umoznuje kvantifikaci
funkce CFTR bez potieby nadmérné exprese a umoziuje pracovat se vzorky piimo

ziskanymi od pacientti (Moran & Zegarra-Moran, 2008).

Test membranového potencidalu

Jednou z novéjsich metod, aplikovatelnou pro méfeni funkce CFTR, je detekce
zmény membranového potencialu (MP) (Maitra et al., 2013). Pravé diky tomu, ze aktivace
CFTR vede ke zméné MP, lze tento jev vyuzit K neptimé detekci funkce CFTR pomoci
vhodnych sond (Coclet-Ninin et al., 2002). Pro méteni zmény MP byly obvykle pouzivany
bud’ oxonolové nebo styrylové sondy (WOolff et al., 2003). V piipadé¢ CFTR, se komer¢ni
FLIPR Membrane Potential (FMP) Assay Kit od Molecular Devices obsahujici lipofilni,
aniontové, bis-oxonolové barvivo, prokazal jako jeden z dalSich sofistikovanych zplisobti jak
méfit funkci CFTR (Maitra et al., 2013). Pti tomto testu vede agonisty zprostfedkovana
aktivace CFTR (napft. forskolin) k depolarizaci membrany, v ndvaznosti na to ke vstupu
fluorescenéniho FMP barviva do bunék a jeho vazbé k lipidim a proteinim, coz ma za
nasledek zvySeni fluorescenéniho signalu (Obr. 9). Naopak blokace funkce CFTR (napf.
CFTRinh-172) vede K hyperpolarizaci membrany, ktera zptsobuje vylouc¢eni FMP barviva
zbunck a je indikovana poklesem fluorescence. Dillezitou soucdsti FMP Assay Kit je
lipofilni zhésec, ktery se nedostava do bunék pii depolarizaci, a tudiz snizuje pozadi reakce
Vv extracelularnim prostoru. Pfesné slozeni FMP assay kitu neni dostupné, protoze je soucasti

patentu.
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Obrazek 9. Princip FMP testu zaloZeného na detekci zmén membranového potencialu

pomoci fluorescen¢nich sond. Vytvoireno podle Maitra et al., 2013.

Velkou vyhodou tohoto pfistupu je moznost provadét vysoce senzitivni kinetické
méteni v HTS formatu bez nutnosti promyvacich kroka (Maitra et al., 2013). Na druhou
stranu, hlavni nevyhodou spojenou s touto metodou je riziko falesné pozitivnich vysledki.
Pii hledani novych modulatort CFTR miuze totiZ dochazet k aktivaci nejen CFTR, ale také
dal§ich iontovych kanali, coz se projevi nespecifickym ovlivnénim celkového

membranového potencialu (Alberts et al., 2002).
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2.1.4.2. Metody detekce CFTR proteinu

Spravna lokalizace a transport proteind v buiice jsou fizeny komplexni siti chaperonti
a dalSich komponent sekre¢nich drah. NaruSeni téchto fundamentalnich procesi je zakladem
mnoha lidskych onemocnéni véetné CF. Ackoli funkéni testy jsou nesmirné uziteCné,
nedokazi piimo identifikovat chemické latky ovliviiujici pravé transport CFTR proteinu
Vv cytoplazmé nebo jeho lokalizaci v PM. V nasledujici podkapitole budou popsany piiklady
nejcastéji pouzivanych metod pro detekci a lokalizaci CFTR proteinu. Vétsina z téchto
metod je zaloZzena na pouziti fluorescencni mikroskopie, nebo piistroji detekujicich

luminiscenci.

e Imunofluorescencni detekce pomoci protilatek

Imunofluorescencni mikroskopie se bézn€¢ pouziva k hodnoceni subcelularni
lokalizace a kvantifikaci relativniho mnozstvi CFTR. Vizualizace heterologné
exprimovaného CFTR pomoci protilatek je obvykle bezproblémova a jednoducha, zatimco
v nékterych pripadech detekce endogenniho CFTR muze byt narocnéd a vyZaduje vysoce
specifické protilatky a optimalizaci. V prabéhu let bylo vyvinuto nespocetné mnozstvi CFTR
protilatek lisicich se detekci riznych CFTR epitopt, pivodem, typem, senzitivitou na
fosforylaci epitopu a dalsimi vlastnostmi (Mendes et al., 2004; van Meegen et al., 2013).

Program distribuce protilatek Nadace pro cystickou fibrozu (CETR Antibodies Distribution

Program; Cystic Fibrosis Foundation) se snazi zjednodusit ptistup k protilatkam specifickym

pro detekci CFTR, a tim zvysit reprodukovatelnost vysledkt mezi jednotlivymi laboratoremi.
Dostupné protilatky s vyznaCenymi  epitopy jsou znazornény na Obr. 10.
Imunofluorescenéni detekce miize byt ovlivnéna mnoha experimentalnimi parametry (Sato
et al., 2021), a proto by studie exprese CFTR proteinu nemély vychazet pouze z tdaji

o imunolokalizaci, ale byt v nejlepsim ptipadé kombinaci detekce proteinu i jeho funkce.
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Obrazek 10. Protilatky pro detekci CFTR dostupné u CF nadace. Pievzato ze © 2023
CFTR Antibody Distribution Program (https://cftrantibodies.web.unc.edu/available-
antibodies).

e Znaceni pomoci specifickych epitopii nebo fluorescencnich znacek

Znaceni proteint specifickymi epitopy jakymi jsou HA nebo FLAG pomoci technik
genového inzenyrstvi bylo Gspésné pouzito u fady cytoplazmatickych a membranovych
proteint k ur¢eni jejich bunééné lokalizace (Y. T. Chen et al., 1993), buné¢ného transportu
(Molloy et al., 1994), nebo k identifikaci protein-protein interakci (Lemas et al., 1994).
Nejcastéji jsou tyto epitopy piipojovany k proteinu na N- nebo C- konec. Jelikoz jsou
u CFTR oba tyto konce intracelularni a pouze mala ¢ast proteinu extracelularni, je velmi
slozité vyvinout anti-CFTR protilatky umoznujici specificky membranovy monitoring CFTR
v redlném Case u zivych nepermeabilizovanych bunék. Jednim z feseni tohoto problému je
vkladani rznych epitopit ptimo do struktury extraceluldrnich smycek CFTR a nasledna
detekce téchto epitopti pomoci specifickych protilatek. Fuzni gen (protein + epitop) se
naklonuje do vhodného expresniho vektoru a transfekuje do hostitelské buniky. Fuzni protein

Ize poté detektovat a/nebo dokonce purifikovat pomoci monoklonalni protilatky specifické
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pro epitopovou znacku (Brizzard & Chubet, 2001). Prvnim takovymto uspéSnym zna¢enim,
které umoznilo detekci ektopicky exprimovaného CFTR proteinu na povrchu zivych bunék
bylo vlozeni FLAG epitopu (detekovatelného anti-FLAG M2 protilatkou) do ECL4
(Obr. 11). Howard et al., 1995 otestovali nejen ruzné pozice FLAG, ale i dalSiho epitopu
HA, a navic zjistili, Ze pfi vkladani epitopt do ECL4 je velmi dileZité nenarusit glykosyla¢ni
sekvence CFTR. Naruseni téchto konsensualnich glykosylacnich sekvenci totiz snizuje

stabilitu CFTR (X. Chang et al., 2008).
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Obrazek 11. Schématicky obrazek testovanych pozic pro vloZeni epitopi do CFTR
ECL4. Zelena pismena (A, B) pfedstavuji dvé rtizné pozice vlozeni epitopi. Cervena

pismena (N) znazornuji glykosyla¢ni mista. Upraveno podle Howard et al., 1995.

Podobny postup byl pak dale vyuzit naptiklad ve studii od Carlile et al., 2007
k vytvofeni rekombinantniho CFTR pomoci vlozeni sekvence tii HA epitopl spojenych
pomoci specifického linkeru opét do ECL4. Takto pfipraveny rekombinantni protein byl pak
dale ektopicky exprimovan V bunécné linii odvozené od ledvin mlad’at kiecki a nasledna
optimalizace imunofluorescen¢niho znaceni vedla k vytvofeni HTS systému, ktery byl pouzit
pro identifikaci modulatort ovliviwyjicich transport mutovaného CFTR do plazmatické

membrany (Carlile et al., 2007).

Dalsi moznost znaceni CFTR spociva v ptipojeni fluorescencni znacky ke struktuie
CFTR proteinu, jakou je napt. zeleny fluorescenéni protein (GFP). Tento rekombinantni

protein (CFTR-GFP) je pak snadno vizualizovan jak ve fixovanych, tak v zivych bunkach.
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Moyer et al., 1998 jako prvni vytvofili expresni vektor, ve kterém bylo GFP pfidano k N-
konci WT-CFTR. Pii takovémto pfipojeni GFP nebyla detekovana zména funkce ani
lokalizace WT-CFTR. Na zakladé téchto poznatkd byl rekombinantni CFTR-GFP vyuzit
Vv mnoha studiich napomahaje naptiklad objasnéni interak¢énich partnerdt CFTR, transportu
CFTR aidentifikaci CFTR modulatora (Benharouga et al., 2003; Haggie et al., 2002; Moyer
et al., 1998; Watson et al., 2016). Hlavni nevyhodou studia fuznich GFP protein je, Ze jsou
obvykle ektopicky exprimovany a ve srovnani s endogenni expresi muze jejich

nefyziologicka exprese v zasadé ovlivnit celkovou funkci proteinu.

Jak jiz bylo uvedeno, vétsina CFTR je lokalizovana v cytoplazmé nebo prochazi
skrze PM, tudiz neni snadné detekovat CFTR na povrchu bunék. Avsak diky piitomnosti
glykosylaci v ECL4 je mozné vyuzit dal§iho zptuisobu detekce membranové lokalizace CFTR,
kterym je biotinylace. Toto znafeni je zaloZzeno na oxidaci glykanli pomoci periodiatu
sodného k vytvotreni reaktivnich aldehydovych skupin nutnych pro pfipojeni biotinu
(biotinové ¢inidlo biotin-LC-hydrazid) a nasledné detekci pomoci avidinu konjugovaného
s fluoroforem (Prince et al., 1993). Nejedna se tedy ani 0 metodu zaloZenou na detekci
epitopit CFTR pomoci protilatek nebo na detekci fluorescencnich znaéek ptipojenych ke
struktufe CFTR proteinu. Nevyhodou této metody je, Ze vSechny dal$i membranové proteiny,
které jsou glykosylované, podléhaji také znaceni biotinem, a tudiz je tato metoda pfimo ve
fixovanych bunkach spiSe komparativni nez kvantitativni. Tato metoda je tedy vhodnéjsi pro
imunoprecipitaci membranového CFTR znaéeného biotinem s pomoci avidinovych kuli¢ek
a naslednou detekci pomoci specifickych protilatek pfi western blottingu (Peter et al., 2002;
Varga et al., 2004).
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2.2. Bioluminiscenéni detekce

Bioluminiscence, neboli schopnost organismi nebo laboratornich biochemickych
systémil vytvaret svétlo, je jednim z nejuzasnéjSich prirodnich jevl. Pied necelym stoletim
byla popsana prvni luciferaza (McElroy, 1947; McElroy & Ballentine, 1944) a od tohoto
objevu doslo v oblasti bioluminiscen¢ni detekce K vyznamnému pokroku. Detek¢éni metody
zalozené na bioluminiscenci jsou mimotadné uzite¢né diky své vysoké citlivosti, Sirokému
dynamickému rozsahu a provozni jednoduchosti. Luciferazy predstavuji heterogenni skupinu
enzymu katalyzujici oxidaci substratu za vzniku excitovaného meziproduktu, ktery pii
rozpadu uvoliuje svétlo (Shimomura, 2012). V prub¢hu let byly objeveny a ve vyzkumu
aplikovany rizné typy luciferaz izolované naptiklad z Photinus pyralis (FLuc, 61 kDa)
(de Wet et al., 1987), Renilla reniformis (RLuc, 36 kDa) (Matthews et al., 1977), Gaussia
princeps (GLuc, 20kDa) (Verhaegen & Christopoulos, 2002), nebo jedna z novéjsich
geneticky vytvofenych luciferaz, NanoLuc (NLuc, 19 kDa) (Hall et al., 2012). Tyto
luciferazy byly pouzity pro objasnéni molekuldrnich procest spojenych s genovou expresi,
dale pak k méteni viability bunck, apoptézy a rlznych procesti spojenych s bunéénym
metabolismem (Badr & Tannous, 2011). Kazda z téchto luciferaz ma jiné vlastnosti, které ji
¢ini atraktivni pro urcité aplikace, ale ne optimalni pro jiné. Jednotlivé typy luciferazy se od
sebe navzajem mohou lisit jak samotnou velikosti enzymu, typem substratu, tak intenzitou
produkovaného signalu, pivodem nebo samotnym procesem vzniku signalu (Obr. 12)
(M. Kaskova et al., 2016). Dale pak byly pro sledovani nejen protein-protein interakci
Vv Zivych buiikach vytvofeny bifunkéni reportéroveé systémy, které jsou zaloZené na rozdéleni
samotného enzymu luciferazy (Azad et al., 2014; Dixon et al., 2016). NanoLuc Binary
technologie, ktera bude detailnéji popsana v kapitole 2.2.2, je jednim z takovychto

specifickych systém, ve kterém je pln€ vyuzito vySe popsanych vlastnosti luciferaz.
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Obrazek 12. Bioluminiscence je zaloZena na chemické reakci, ktera probiha mezi

enzymem luciferazou a prislusnym substratem. Pfevzato z England et al., 2016.

2.2.1. NanoLuc luciferaza

NanoLuc (NLuc) byla vyvinuta z luciferazy pochazejici z hlubokomoiské krevety
Oplophorus gracilirostris (OLuc; 106 kDa), jejiz heteromerni struktura je pivodné tvofena
ze dvou 35kDa podjednotek a dvou 19kDa podjednotek (Shimomura et al., 1978). Ac¢koli se
OLuc sklada ze dvou heterodimerickych oblasti, jeji bioluminiscenéni vlastnosti jsou urceny
pouze 19kDa podjednotkou, nazvanou OLuc-19, ktera je ovSem samostatn¢ velmi nestabilni.
Genetickymi modifikacemi OLuc-19 byla vytvofena vysoce stabilni monomerni NLuc, jez
je zaroven stale nezavisla na ATP. V kombinaci s novym substritem, furimazinem, ktery
vznikl modifikaci pivodniho substratu coelenterazinu (Hall et al., 2012), generuje NLuc

vysoce intenzivni dlouho trvajici luminiscenci (Obr. 13).
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Obrazek 13. Vyvoj NanoLuc a specifického substratu furimazinu. Vytvoteno podle Hall
etal., 2012.

V posledni dobé se NLuc stava jednou z nejvyuzivanéjsich, komeréné dostupnych
luciferaz. Jednou z nejvétsich vyhod NLuc je produkce specifického luminiscen¢niho signalu
se ~150krat vyssi intenzitou pti srovnani s FLuc nebo RLuc luciferazami (Obr. 14), ¢imz se
stava z NLuc nepostradatelna soucast reportérovych systému pro detekci proteinti s nizkou

expresi.

Furimazine

Luminescence

Obrazek 14. Porovnani intenzity luminiscen¢niho signalu NLuc, RLuc a FLuc. Pfevzato

z Hall et al., 2012.
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Dal§imi vyhodami jsou =zvySena stabilita, mala velikost, Zadné znamky
posttranslacnich modifikaci ani nespecifické subcelularni lokalizace v sav¢ich bunkach,
vysoka fyzikalni stabilita az do 55 °C a mnohé¢ dalsi (Hall et al., 2012). Navic faze s proteiny
umoznuje zkoumani exprese, lokalizace nebo degradace piimo v zivych buitkach (Grohmann

et al., 2022; White et al., 2020).

2.2.2. NanoLuc Binary Technology

NanoLuc Binary Technology (NanoBiT) (Dixon et al., 2016) je bioluminiscen¢ni
binarni reportérovy systém zalozeny na rozdéleni NLuc na dvé podjednotky, a to 18 kDa
velkou podjednotku zvanou Large BIiT (LgBiT) amalou 1laminokyselinovou
komplementarni podjednotku  (Obr. 15). Pii tomto rozdéleni ani jedna ze
samotnych podjednotek neprodukuje luminiscenéni signal. AvSak prostorové piiblizeni
a nasledna nekovalentni interakce téchto fragmenti zpusobuje obnovu funkce luciferazy,
ktera v ptitomnosti substratu produkuje intenzivni luminiscen¢ni signal (Dixon et al., 2016).
NanoBiT je uzitecnym nastrojem jak pfi studiu protein-protein interakci, tak bunécné

signalizace, ktery Ize pouzit pro diagnostické i terapeutické ucely.

1.3 kDa

Obrazek 15. Grafické znazornéni komplementacniho reportéru NanoBiT. Pievzato
z Dixon et al., 2016.
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Modifikaci aminokyselinové sekvence plivodni malé podjednotky vzniklé
rozdélenim NLuc, bylo vyvinuto nékolik variant malych komplementarnich podjednotek
s riznou afinitou k LgBIT. Jedna z nich, peptid o 11 aminokyselinach (1,3 kDa) oznacovan
jako HiBIT, produkuje po vysokoafinitni komplementaci (Kp=700 pM) s LgBIT jasnou
a kvantitativni luminiscenci v pfitomnosti substratu. Diky svym malym rozméram
a vlastnostem je HiBiT idealni znackou pro sledovani endogenné exprimovanych proteinti
Vv ptipad¢, kdy je jeho sekvence vlozena do cilového genu napiiklad pomoci CRISPR/Cas9
editace genomu. HiBIiT Ize pouzit ke kvantitativni, extrémné citlivé analyze exprese
a lokalizaci znacenych proteint, pficemz jeho detekce je mnohem rychlejsi nez konvenéni
imunoanalyzy, jakou je napf. imunofluorescenc¢ni detekce pomoci protilatek. Proteiny
oznacené HiBiT lze snadno kvantifikovat a lokalizovat pouhym ptidanim LgBiT a substratu.
NanoBiT je neuvéfitelné vSestrannym systémem a lze jej vyuzit pro Sirokou Skalu aplikaci
(Hwang et al., 2020; Ondra et al., 2023; Schwinn et al., 2018). Stejné jako vSechny podobné
technologie ma vSak i NanoBiT sva omezeni, ktera mohou zpusobit, ze v nékterych oblastech
najde jen omezené vyuziti. Jednou z takovychto limitaci je neidealni emisni spektrum pro
invivo aplikace. Dal$im potencidlnim omezenim je pozadavek na specificky substrat
furimazin, ktery neni genericky dostupny. Tudiz naklady pro aplikaci jsou vys$si nez
u tradi¢nich luciferazovych systémi, coz miize omezit vyuziti tohoto systému v nékterych

laboratotich (England et al., 2016).
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2.3. Fluorescen¢ni nanodiamanty - nanoc¢astice vyuzitelné pro monitorovani

fagocytarni aktivity

V poslednim desetileti se fluorescencnim nanodiamantim (FND) dostalo znac¢né
miry pozornosti diky jejich jedinecnym optickym vlastnostem vyuzitelnych
v biomedicinskych aplikacich jak pro in vitro (Chipaux et al., 2018), tak in vivo zobrazovani
(van der Laan et al., 2018). Navic jsou FND vysoce biokompatibilni, vykazuji nizkou
toxicitu, vysoky kvantovy vytézek, vyjime¢nou chemickou stabilitu a fotostabilitu

(Shenderova et al., 2019).

Nejcastéji jsou FND pfipravovany z nanodiamanti (ND) vzniklych pomoci
vysokotlaké vysokoteplotni syntézy (HPHT; z angl. high-pressure high-temperature). Timto
zpusobem vznikaji rizné velikostni frakce ND s primérnou velikosti ¢astic od 10 nm az po
mikrometrové velikosti (Boudou et al., 2009). Ve HPHT ND se ptirozené vyskytuji rizné
strukturni defekty. Fluorescence ND je zptsobena pravé existenci takovychto defektt, avSak
ptirozené obsahuji ND tyto defekty pouze v minimalnim mnozstvi (Dobrinets et al., 2013).
Diky ozéateni ND vysokoenergetickymi casticemi (elektrony, protony nebo ionty helia)
a naslednému zihani (Havlik et al., 2013), vznikaji tyto defekty ve struktufe ND v daleko
vétsi mife, coz vede ke vzniku FND (Boudou et al., 2009; Y. R. Chang et al., 2008; Yu et al.,
2005; Zaitsev, 2001). Intenzita fluorescence FND také zavisi na velikosti ¢astic. S narustajici
velikosti FND stoupa také intenzita fluorescence diky vétsimu pocétu defektd, které se
prostorové vejdou do struktury FND (Wilson et al., 2019). Vétsina opticky aktivnich defektt
FND vznika v disledku ptitomnosti necistot (atomy H, He, Ne, Xe, Li, B, N, O, Ni, Co, Zn
a dalsi), které jsou vazany k vnitfnim strukturnim defektiim ND. Tato situace nastava, kdyz
na jednom z mist v miizce ND chybi atom uhliku, jedna se o tzv. vakanci (krystalovou
Skalu fotoluminiscencnich center a produkuji emisi V celém viditelném spektru az do blizké

infratervené (NIR) oblasti (Balasubramanian et al., 2009; Zaitsev, 2001).
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Obrazek 16. NV fluorescencéni centra (NV-, N3 a H3) s funkénimi skupinami
pripojenymi k povrchu FND (hydroxyl -OH, amin -NH2 a karboxyl -COOH). Vytvoteno
podle Torelli et al., 2019.

Negativné nabita NV centra (NV') se t&§i nejvétsimu zajmu diky svému NIR
emisnimu spektru, které je vhodné pro zobrazovani v biologickych systémech, a také diky
magnetooptickym vlastnostem. DalSimi centry jsou pak H3 centra, kdy se dva atomy dusiku
nachazeji ve vakanci struktury FND, a N3 centra, v nichz tii atomy dusiku obklopuji FND
vakanci. H3 centra jsou zodpovédné za zelenou fluorescenci, na rozdil od N3 center, ktera
emituji modrou fluorescenci (Shenderova et al., 2019). Vsechna tato fluorescencni centra
maji absolutni fotostabilitu a diky ochrané robustni diamantové miizky nejsou vyb€lovana
nebo zhasena na zakladé trvani nebo intenzity excitacniho zafeni (Gruber et al., 1997,
Reineck et al., 2016; Yu et al., 2005).
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2.3.1. Biokompatibilizace a funkcionalizace FND

ND nevykazuji zadnou pfirozenou toxicitu (Zhu et al., 2012), avsak mohou
projevovat toxicitu zavislou na pfitomnosti pfipojenych molekul k jejich povrchu
(Xing et al., 2011), coz zdiraznuje potiebu otestovat vSechny nové ND s modifikovanym
povrchem jak z hlediska jejich toxicity, tak i biokompatibility. Piestoze jsou obecné
diamanty znamé svou inertnosti, lze na jejich povrchu provadét prekvapivé mnoho
chemickych reakci. V dusledku je tedy reaktivita ND stanovena jejich povrchovymi
modifikacemi (Schrand, Huang, et al., 2007; Zaitsev, 2001).

Pii ptipravé FND muze dochazet k prichyceni riznych typt necistot Kk jejich povrchu,
které mohou dale nejen ovlivitovat biokompatibilitu, ale také kvantovy vytézek a fototoxicitu
(T. Zhang etal., 2021). Proto je velmi dulezité ¢isténi povrchu FND, které se obvykle provadi
oxidaci jak v kapalin¢ (varem v kyselindch), tak na vzduchu pii teplotdch nad 500 °C
(Turcheniuk & Mochalin, 2017). Dalsi modifikaci potiebnou pro vyuziti FND
Vv biologickych systémech je piipojeni funk¢nich skupin K jejich povrchu. Tyto funk¢ni
skupiny jako jsou napiiklad aminy, hydroxyly, karboxyly (Obr. 16) pak lze dale pouzit
k navazani raznych molekul na povrch FND (Y. Liu, Gu, et al., 2004; Nagl et al., 2015).
Navazani specifickych molekul k povrchu FND je provadéno z nékolika divoda. Zaprvé,
ackoli jsou oxidované FND stabilni ve vod¢, v biologickych kapalindch obsahujicich soli,
jako jsou pufry, buné¢na kultivacni média ¢i krev, okamzité agreguji. Takovéto agregaci lze
predejit pravé zminénymi modifikacemi povrchu FND (Hemelaar et al., 2017; Rehor et al.,
2014; Wilson et al., 2019). Potazeni povrchu FND biokompatibilnimi polymery (napf.
polyethylenglykol (PEG), metakrylatové derivaty, polyglycerol) zvySuje koloidni stabilitu
FND a navic umoznuje dalsi konjugaci specifickych ligandt na tyto polymery (Neburkova
et al., 2017). Za druhé, specificka modifikace povrchu FND muize slouzit k nasmérovani
FND na urcit¢é misto nejen vsamotné bunce nybrz v celém organizmu. Nejcastéji
ptipojovanymi molekulami jsou protilatky (Suarez-Kelly et al., 2021), molekuly DNA
(Petrakova et al., 2016), streptavidin (B. M. Chang et al., 2013), nebo specifické ligandy
receptort (Weng et al., 2009).
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2.3.2. Aplikace FND pro biologické zobrazovani

Fluorescen¢ni mikroskopie je klicovym prvkem moderniho vyzkumu. Pravé FND lze
pouzit jako citlivé a specifické fluorescencni sondy pro biologické zobrazovani pomoci
fluorescenéni mikroskopie. Jejich univerzalnost pro kratkodobé i dlouhodobé znacéeni
riznych typt buné¢k (kmenové burky, neurony a nadorové buriky) nebo monitorovani

bunéénych procesi je nedocenitelna (Claveau et al., 2018; Hsiao et al., 2016).

Bez ohledu na pouziti pro in vitro nebo in vivo aplikace je interakce povrchu FND
s bunikami diillezitym faktorem pii navrhu biologického vyuziti. U vétSiny piipadi, pokud se
nejedna o znaceni napf. receptori na povrchu bunék (Sotoma et al., 2016), je nezbytné, aby
FND byly bunkami internalizovany. V tomto ptipadé musi piekonat fyzickou bariéru,
bunécnou membranu (T. Chou et al., 2011). Vzhledem k velké rozmanitosti bun¢k a jejich
riznym funkcim neni piekvapivé, Ze existuji velké rozdily ve zplsobu a rychlosti
internalizace FND bunikami. Po vstupu do bunky mohou byt ¢astice udrzovany
v endozomech nebo také uvoliovany do cytoplazmy. Nejbéznéjsim zptisobem nespecifické
internalizace FND je klathrin-dependentni endocytoza (Faklaris et al., 2009; Perevedentseva
et al., 2013; Vaijayanthimala et al., 2009). Tento typ internalizace byl vyuzit napiiklad pro
dlouhodobé znaceni, sledovani proliferace a diferenciace mysich kmenovych bunék jak

in vitro, tak i po jejich transplantaci do plic (Wu et al., 2013).

Pripojeni specifickych molekul k FND, neboli funkcionalizace, slouzi k zacileni na
urcité bunécné receptory nebo kompartmenty, nebo dokonce k fizeni distribuce FND
v zivych organizmech (Fu et al.,, 2007; Chauhan et al., 2020; Krueger, 2008).
Funkcionalizace mize tedy byt vyuzita napiiklad ke specifickému znaceni bunék
(Hsieh et al., 2019), monitorovani bunéénych procest (K. Liu et al., 2009), nebo zkoumani
distribuce a efektu protinadorovych 1é¢iv (Y. Li et al., 2023). Oproti pouzivani obvyklych
fluorescen¢nich sond mé znaceni pomoci FND mnoho vyhod, jak jiz bylo dfive zdlraznéno.
Krom¢ toho polyvalentni povrch FND zvySuje ucinnost vazby cilenych ligandid a je
vyuZitelny naptiklad pro cileni na nadmérné exprimované receptory na nadorovych buinkach

(Ruoslahti et al., 2010; Slegerova et al., 2015).
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3. SPECIFICKE CILE PRACE

Vysledky piedkladané disertacni prace jsou rozdéleny do dvou casti, kazda z nich

postupné popisuje ptipravu in vitro modelu/systému pro studium patofyziologie CF:

1. Piiprava bunéného modelu pro monitorovani endogenné exprimované¢ho CFTR
svyuzitim HiBiT znacky. Vysledky tohoto cile jsou soucasti publikace
,,CRISPR/Cas9 bioluminescence-based assay for monitoring CFTR trafficking to the

plasma membrane* (Ondra et al., 2023) a jsou soucasti této prace jako piiloha 1.

2. Vytvoreni systému pro monitorovani fagocytarni aktivity makrofagi. Vysledky
tohoto cile jsou soucasti publikace ,,Visualization of Sentinel Lymph Nodes with
Mannosylated Fluorescent Nanodiamonds* (Kvakova et al., 2022) a jsou soucasti této

prace jako pfiloha 2.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Cil 1: Priprava linie exprimujici WT-CFTR znac¢eny HiBiT znackou
4.1.1. Reagencie

Vsechny reagencie Alt-R CRISPR-Cas9 (S.p. HiFi Cas9 Nuclease V3,
electroporation enhancer, tracrRNA ATTO550 a crRNA) a ssODN (HDR templaty) byly
zakoupeny od Integrated DNA Technologies (IDT). PCR primery byly objednany od
spole¢nosti GeneriBiotech. Nano-Glo® HiBiT Lytic Detection System a Nano-Glo® HiBiT
Extracellular Detection System byly zakoupeny od spole¢nosti Promega. Protilatky: mysi
protilatky proti lidskému CFTR (569, TJA9; CF Foundation), osli sekundarni protilatky proti
mysSimu IgG (H+L) (Alexa Fluor 647; Invitrogen). siRNA: CFTR Human siRNA Oligo
Duplex (Locus ID 1080; Origene), RAB5 (RAB5A) Human siRNA Oligo Duplex (Locus ID
5868) a RAB11 Human siRNA Oligo Duplex (Locus ID 8766). Vsechny chemikalie, pokud

neni jinak specifikovano, byly zakoupeny u spole¢nosti Merck.

4.1.2. Bunééné linie a kultivace

Lidské bronchialni epitelialni buiiky (16HBE140-) byly darovany Dr. D. Gruenertem
(University of California, San Francisco). Tato buné&cna linie byla vytvofena imortalizaci
pomoci plazmidu SV40 (pSVori-) (Cozens et al., 1994). Buiky byly kultivovany
v kompletnim Eagle's Minimum Essential Medium (Enzo) s piidavkem 10% fetalniho
hovéziho séra (FBS), 100 U/100 pg na ml penicilinu/streptomycinu (Gibco™) pii 5 % CO:2
a37°C.

4.1.3. Piiprava gRNA, RNP komplexu a elektroporace bunék

Vsechny crRNA byly navrzeny pomoci softwaru CHOPCHOP (Labun et al., 2019)
a lze je nalézt v Tab. S1. crRNA (200uM) a tracrRNA (200uM) byly smichany v poméru
1:1 a inkubovany pti 95 °C po dobu 5 min pro ptipravu gRNA. Komplexy RNP pro jednu
transfekci (2,4 x 10° bunék) byly vytvoieny smichanim 3 pg proteinu Alt-R S.p. HiFi Cas9
Nuclease V3, 0,5 pul 100uM gRNA a inkubaci po dobu 15 min pii pokojové teploté. Buiky
byly resuspendovany v R pufru v poétu 2,4 x 107 bungk/ml. Ke vneseni RNP do bun&k
16HBE140- byla pouzita sada The Neon™ Transfection System 10 pl Kit (Invitrogen).
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Komplexy RNP s ssODN (2uM) nebo bez sSODN byly elektroporovany do bunék za
nasledujicich podminek: 1200 V, 20 ms, 4 pulzy. Po elektroporaci byly bunky pieneseny do
média bez antibiotik. Po 48 hodinach byla U¢innost elektroporace ovérena detekei signalu

ATTOS550 pomoci piistroje Incucyte Live-cell analysis (Sartorius).

4.1.4. Analyza ucinnosti Cas9/gRNA editace genomu

Genomickda DNA (gDNA) z bunék 16HBE14o0- elektroportovanych pouze RNP
komplexy (bez ptitomnosti SSODN) byla extrahovana pomoci soupravy Monarch Genomic
DNA Purification Kit (New England Biolabs, NEB) podle pokynt vyrobce. PCR byla
provedena s nasledujicimi primery, forward: 5-GCTCCTGCAGTTTCTAAAGAATATAG-
3'areverse: 5’-GAGAGGTATGACTGACCCATAAG-3'. S pouzitim Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (NEB) byla amplifikovana oblast o délce 849 bp, ktera obklopuje cilova
mista gRNA ve 4. extracelularni smy¢ce WT-CFTR. PCR amplikony byly pfecistény pomoci
sady Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (NEB). Piecisténé amplikony byly sekvenovany
pomoci Sangerova sekvenovani s vySe uvedenym forward primerem. Pro analyzu u¢innosti
CrRNA byly jako vstupni data do webového nastroje TIDE (Tracking of Indels by
Decomposition) (Brinkman et al., 2014) pouzity vysledky ze Sangerova sekvenovani

z kontrolnich (neupravenych) a upravenych bungk.

4.1.5. HDR zprostiedkované vloZeni HiBiT znacky

RNP spolecné s korespondujicimi ssODN (Tab. S1) byly elektroporovany do bunék.
Po 7 dnech od elektroporace byly vysazeny populace editovanych bunék ve ttech riznych
koncentracich: 2 x 10% 4 x 10%* a 6 x 10* bunék/jamku do bilé neprithledné 96jamkové
desticky CulturPlate-96 (PerkinElmer). Nasledujici den byl proveden lyticky a extracelularni
test, dle postupu uvedeného nize. Kinetické méfeni luminiscenéniho signalu pro lyticky

a extracelularni test bylo provedeno po dobu tii hodin.

4.1.6. Limitni Fedéni

Bunééné populace editované pomoci Cas9/gRNA spolu s sSSODN byly pouzity pro
limitni tedéni k pfipravé monoklonalnich bunéénych linii. Bunky byly nafedény
v kondicionovaném médiu na 1 buniku/100 pl, pfeneseny do jednotlivych jamek 96jamkové

desticky a inkubovany po dobu 3 tydnil. Po ~7 dnech byly desti¢ky prohlédnuty z hlediska
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rustu bun¢k a identifikace jamek, které obsahovaly pouze jednu kolonii. Jamky s vice nez
jednou kolonii byly z dalSich experimentii vylou¢eny. Po ~21 dnech (dosazeni > 80 %
konfluence) byla 1/4 bunék z kazdé jamky obsahujici monoklonalni buné¢nou linii pouzita
pro primarni screening a zbylé 3/4 bunck byly pfeneseny do 24jamkovych desticek a dale

paraleln¢ kultivovany.

4.1.7. Primarni a sekundarni screening

Jak bylo uvedeno vyse, pfi primdrnim screeningu byla 1/4 bun¢k z kazdé jamky
obsahujici monoklonalni bunécnou linii pfenesena do bilé neprihledné 96jamkové desticky
CulturPlate-96 (PerkinElmer) a byl proveden lyticky test, dle postupu uvedeného nize. Klony
pozitivni pro luminiscencni signal byly po tydnu znovu testovany za vyuziti bunck
z 24jamkovych desticek, pti¢emz pro sekundarni screening byly nasazeny v koncentraci
1 x 10* buiiky/jamku ve tfech technickych opakovéanich. Nasledujici den po vysazeni bungk
byl proveden lyticky a extracelularni test. Pozitivni klony v obou testech byly dale

expandovany a nasledn¢ kryoprezervovany.

4.1.8. Kvantifikace celkové hladiny CFTR-HiBiT (lyticky test)

K méfeni celkové exprese WT-CFTR-HiBIT proteinu byl pouzit Nano-Glo® HiBiT
Lytic Detection System (Promega) dle protokolu vyrobce snize specifikovanymi
modifikacemi. Ve strucnosti, bunky byly vysety do 96jamkovych nebo 384jamkovych
desticek CulturePlate (PerkinElmer) a kultivovany po dobu 24 hodin. Pfed pfidanim reakéni
smé&si, obsahujici lyticky pufr s LgBiT, substrat a ¢erstvé médium bez FBS, bylo od bunék
odstranéno piivodni médium. Po pfidani reakéni smési byl luminiscencni signal méfen

pomoci ptistroje EnVision (Perkin Elmer).

4.1.9. Kvantifikace membranového CFTR-HIBIT (extracelularni test)

Bunky byly vysazeny a inkubovany stejnym zplsobem, jako je uvedeno vyse
u lytického testu. Pro stanoveni membranové lokalizace WT-CFTR-HiBiT byl pouzit Nano-
Glo® HiBIT Extracellular Detection System (Promega) dle protokolu vyrobce s nize
specifikovanymi modifikacemi. Pfed pfidanim reakéni smési obsahujici pufr s LgBiT,
substrat a ¢erstvé médium bez FBS, bylo od bunék odstranéno pivodni médium. Po pridani

reakéni smesi byl luminiscen¢ni signal méfen pomoci ptistroje EnVision (Perkin Elmer).
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4.1.10. Genotypizace, sekvenovani a detekce CRISPR/Cas9 nespecifické aktivity

gDNA byla extrahovana z HiBIT pozitivnich kloni identifikovanych v sekundarnim
screeningu pomoci Monarch® Genomic DNA Purification Kit (NEB) dle pokyna vyrobce.
PCR byla provedena dle postupu uvedeného v ¢asti "Analyza uc¢innosti editace genomu
Cas9/gRNA". PCR amplikony byly velikostné separovany pomoci elektroforézy
V 2% agarozovém gelu. Dale pak byly PCR amplikony z identifikovanych homozygott
precistény pomoci sady Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (NEB) a sekvenovany pomoci
Sangerova sekvenovani s forward primerem: 5'- GCTCCTGCAGTTTCTAAAGAATATAG
-3'. Pro detekci CRISPR/Cas9 nespecifické aktivity byla extrahovana gDNA z klonu B38
a A22. Cilové sekvence byly amplifikovany pomoci PCR, jak je uvedeno vyse, s primery

uvedenymi v Tab. S2. Sangerovo sekvenovani bylo provedeno pouze s forward primery.

4.1.11. Western blotting a HiBIT blotting

Proteinové lyzaty byly pfipraveny z 5 x 10° bunék v pufru RIPA (150uM NaCl,
1% NP-40, 0,5% deoxycholat sodny, 0,1% SDS, 50uM Tris-HCI pH 8,0 a 1uM EDTA)
doplnéného o cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Lyzaty byly inkubovany
30 min na ledu, v prubéhu inkubace nékolikrat vortexovany a nasledné centrifugovany pfi
14 000 g po dobu 30 min pii 4 °C. Koncentrace proteinil byla stanovena pomoci Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermofisher Scientific) a 30 pg/jamku celkového proteinového
lyzatu bylo separovano ve 7,5% (w/v) SDS-PAGE gelu. Rozd¢lené proteiny byly pieneseny
na nitrocelul6zovou membranu pomoci systému Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-
Rad). Western blotting: Membrany byly blokovany v 5% roztoku susené¢ho mléka v TBS
pufru (Merck) s 0,1% Tween-20 (TBST) po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté, poté
nasledovala inkubace s pfisluSnymi primarnimi protilatkami pfes noc pii 4 °C. Nasledujici
den byly membrany promyty v TBST a inkubovéany 1 hodinu s peroxiddzou konjugovanou
sekundarni protilatkou (1:10 000, Sigma-Aldrich). K detekci C a B bandu CFTR proteinu
byla pouzita monoklonalni protilatka proti lidskému CFTR 596 (fedéni 1:1 000, CF
Foundation) a jako kontrola byla pouzita protilatka proti f-aktinu (fedéni 1:1 000, Sigma-
Aldrich). Detekce signalu byla provedena pomoci zobrazovaciho systému ChemiDoc MP
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) HiBIiT blotting: Nano-Glo HiBiT Blotting System (Promega)
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byl pouzit pro vizualizaci proteinit znaCenych HiBiT znackou pfenesenych na

nitrocelul6zovou membranu podle protokolu vyrobce.

4.1.12. Elektrofyziologie — Ussing chamber

Buriky klonu B38 a 16HBE140- byly vysety v koncentraci 3 x 10° bungk/cm? na
6,5mm TranswellPermeable® Supports filtry (Corning Inc.) a kultiovany po dobu 7 dni
Vv rastovém médiu (100 pl apikalni, 600 ul bazolateralni), pficemz médium se ménilo kazdé
2 az 3 dny. Bunky byly kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle‘s Medium (Wisent Inc)
doplnéném 10 % FBS (Wisent Inc), 1 % neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich),
2 mM L-Glutaminu (Wisent Inc), 1 mM pyruvatu sodného (Wisent Inc), 100 IU penicilinu
a 100 mg/ml streptomycinu (Wisent Inc). Pied elektrofyziologickou analyzou byly bunky
promyty PBS (Wisent Inc) a inkubovany v médiu OptiMEM Reduced Serum Medium
(Thermofisher Scientific) doplnéném 10 mg/ml BSA (Sigma-Aldrich), (100 pul apikalné,
500 pl bazolateraln€) po dobu 72 hodin s vyménou média kazdych 24 hodin. Isc byl méfen
pomoci Ussing chamber (Physiologic Instruments). Polarizované bunky na filtru byly
umistény mezi dvé komory obsahujici 5 ml bazolateralniho nebo apikalniho roztoku, oba
0 pH = 7,40. Apikalni roztok se skladal ze 1,2mM NaCl, 115mM glukonatu sodného, 25mM
NaHCOs, 1,2mM MgClz, 4mM CaClz, 2,4mM KH2PO4, 1,24mM K;HPO4 a 10mM D-
dextrozy. Bazolateralni roztok se skladal ze 115mM NaCl, 25mM NaHCO3, 1,2mM MgClo,
1,2mM CaClz, 2,AmM KH2POy4, 1,24mM K2HPO4 a 10mM D-dextrozy. Roztoky v obou
komorach byly udrzovany pfi teploté 37 °C a probublavany smési 95% Oz a 5% COz. V nich
byly monovrstvy bun¢k apikalné vystaveny ptsobeni 10uM amiloridu (blokator ENaC),
10uM forskolinu (agonista CAMP), 50uM genisteinu (potenciator CFTR), 10uM CFTRInh-
172 (blokator CFTR) a 10uM ATP (purinergni agonista pro aktivaci Ca?* aktivovanych CI°
kanalti) v tomto potadi (Gianotti et al., 2018). K posouzeni nepropustnosti vytvoiené
monovrstvy bunék byly soubézné pii zdznamu Isc aplikovany periodické pulzy 1 mV
a vysledné vychylky v pulzu Isc byly pouzity k vypo¢tu TEER. Do analyzy byly zahrnuty
pouze monovrstvy s TEER > 200 Qxcm?.
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4.1.13. Imunofluorescen¢ni znaceni

Buniky byly vysazeny do 96jamkové desticky PhenoPlate (PerkinElmer) v poctu
4 x 10* bunék/jamku a inkubovany po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly buiky tfikrat
promyty PBS a inkubovany po dobu 3 minut s 2 pg/ml WGA Alexa Fluor 555 (Invitrogen)
v Hanksové vyvazeném solném roztoku (Invitrogen), nasledovala 20minutova fixace
4% paraformaldehydem pii pokojové teploté. Navic byla ¢ast bunék inkubovana 15 min
s 0,25% Triton X-100 v PBS za Gi¢elem permeabilizace bunéénych membran. Nasledné byly
provedeny tfi promyti PBS a poté 90 minut blokovani. Pro blokovani a fedéni primarnich
a sekundarnich protilatek byl pouzit roztok 1% BSA v PBS. Po zablokovani byla pfidana
primarni mys$i monoklonalni protilatka proti lidskému CFTR TJA9 (fedéni 1:250, CF
Foundation) a buiiky byly inkubovany pies noc pii 4 °C. Nasledujici den byly v§echny jamky
tiikrat promyty PBS a inkubovany se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 647 (fedéni 1:1 000,
Sigma-Aldrich) po dobu 60 min pfi RT. Pied barvenim jader byly buniky tfikrat promyty.
Nakonec byl k buitkkdm na 10 minut ptidan 10uM Hoechst 33342 v PBS. Mikroskopické
snimky byly pofizeny pomoci piistroje Cell Voyager CV8000 (Yokogawa). BrightField,
Alexa Fluor 647 (ex 640 nm; em 676/29 nm), WGA (ex 561 nm; em 600/37 nm) a Hoechst
33342 (ex 405 nm, em 445/45 nm) byly zachyceny pomoci 20x objektivu. VSechny snimky
byly nasledné zpracovany a analyzovany pomoci softwaru Columbus verze 2.7.1 (Perkin-

Elmer) a softwaru ImageJ.

4.1.14. Aplikace siRNA a viabilita bunék (MTS)

Transientni SIRNA transfekce byla provedena pomoci transfekéniho ¢inidla
JetPRIME (Polyplus) podle protokolu vyrobce. Pro oSetfeni siRNA byly buiitky B38 nasazeny
do 96jamkové desticky (PerkinElmer) v poétu 2 x 10* bunék/jamku jeden den pied
transfekci. Pro snizeni exprese CFTR byly pouzity tii rizné varianty SIRNA Human Oligo
Duplexes (Origene) v koncentracich 10 nM a 50 nM. Pro snizeni exprese RAB5 (RAB5A)
a RAB11 pomoci Human siRNA Oligo Duplex (Origene) byly také pouzity koncentrace
10 nM a50 nM. Jako kontrola byla pouzita transfekce univerzalni negativni kontrolni
SIRNA, scrambled siRNA (Origene). Buiiky byly po transfekci inkubovany po dobu 48 nebo
72 hodin a nasledné byla detekovana hladina CFTR pomoci lytického a extracelularniho

testu. K vylouceni cytotoxicity siRNA, byl proveden MTS test pomoci CellTiter 96 AQueous
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One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) podle protokolu vyrobce. Relativni
Zivotaschopnost bunék (%) byla vypoétena jako (Avzorku-Apozadi)/ (Akontrola-Apozadi) X 100 %.

Absorbance z odpovidajicich podminek bez bunék byla pouzita jako pozadi.

4.1.15. Inhibice CFTR transportu z GA do ER

Buniky B38 byly vysazeny stejnym zpiisobem jako pii oSetfeni siRNA (viz kapitola
4.1.14). Nasledn¢ byly bunky vystaveny po dobu 6 h brefeldinu A (Sigma-Aldrich)
Vv koncentraci od 1,56 do 25 pM. Po inkubaci byl proveden lyticky, extracelularni a MTS

test.

4.1.16. HiBiT znaceni AF508-CFTR

Pro ptipravu monoklonalni populace exprimujici HiBiT znaceny AF508-CFTR byly
pouzity stejné metody, které jsou popsany vyse (4.1.3. Priprava gRNA, RNP komplext
a elektroporace bungk; 4.1.6. Limitni fedéni; 4.1.7. Primérni a sekundarni screening; 4.1.8.
Kvantifikaci celkové hladiny CFTR-HiBIiT (lyticky test); 4.1.9. Kvantifikaci membranového
CFTR-HiBIT (extracelularni test)). Ve zkratce, CF linie bronchialnich epitelovych bunék
CFBE410- AF508-CFTR/ AF508-CFTR (CFBE) s ektopickou expresi AF508-CFTR byla
pouzita jako vychozi biologicky material. Tato linie byla poskytnuta jako dar od prof.
J. Hanrahana a byla kultivovéna za stejnych podminek jako bunééna linie 16HBE140- (Viz
kapitola 4.1.2). RNP3 komplexy spolecné s SSODN s 8AA linkery (stejné jako pro piipravu
klonu B38) byly pouzity pro pfipravu populace modifikovanych bunék, ktera byla dale
pouzita k pftipravé monoklonalnich linii exprimujicich AF508-CFTR-HiBiT pomoci

limitniho fedéni, primarniho a sekundarniho screeningu.

4.1.17. Detekce tcinku trojkombinace CFTR modulatori

K potvrzeni schopnosti lytického a extracelularniho testu identifikovat ucinky
modulatort CFTR byly CFBE bunky exprimujici AF508-CFTR-HIBIT vysazeny
v koncentraci 1 x 10* bunék/jamku do 96jamkovych destiek CulturePlate (PerkinElmer)
a kultivovany po dobu 24 hodin. Nasledujici den bylo odebrano médium a p¥idano nové
sruznymi kombinacemi téchto latek: 1,25uM LAU-7b (Fenretinid; Laurent
Pharmaceuticals), 12,5uM siran zine¢naty (Sigma-Aldrich), trojkombinace CFTR
modulatort (ETI; MedChemExpress): 3uM Elexacaftor (VX-445), 3uM Tezacaftor (VX-
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661) a 10nM Ivacaftor (VX-770). Po pridani téchto latek byly buiiky dale inkubovany po
dobu 24 nebo 72 hodin s naslednou detekci hladin CFTR pomoci lytického a extracelularniho
testu.

4.1.18. Statisticka analyza a grafické zpracovani

Pro statistickou analyzu byla pouzita jednocestna ANOVA - Tukey test,
ns = nesignifikantni, * p < 0,05, **p < 0,005, *** p < 0,001, za pouziti softwaru GraphPad
Prism 8.0. Ve vsech testech byla p-hodnota rovnd nebo mens$i nez 0,05 povazovéana za
statisticky signifikantni. Obrazky pouzité v této disertacni praci byly upraveny nebo

vytvoteny pomoci grafického editoru BioRender.com

4.2. Cil 2: Vyvoj systému pro monitorovani fagocytarni aktivity
4.2.1. Bunécéné linie a kultivace

Mysi monocyto-makrofagové buiiky J774A.1 (ATCC® TIB-67), epitelialni buiiky
lidského bronchioloalveolarniho karcinomu plic A549 (ATCC® CCL-185), epitelidlni buriky
lidského karcinomu tlustého stteva HCT116 (ATCC® CCL-247) a imortalizované lidské
embryonalni buiiky ledvin HEK293 (ATCC® CRL-3216) byly zakoupeny u American Type
Culture Collection (ATCC). J774A.1 a HEK293T burky byly kultivovany v kompletnim
Dulbecco’'s Modified Eagle‘s Medium (DMEM; Lonza), A549 v Kaighn's Modification of
Ham's F-12 Medium (Lonza) a HCT116 v McCoy's 5A Medium (Lonza) s obsahem 10%
FBS a 100 U/100 pg na ml penicilinu/streptomycinu (oboji Gibco) v inkubatoru s 5 % CO2
pii 37 °C.

4.2.2. Priprava a charakterizace fluorescen¢nich nanodiamanti

Piiprava a charakterizace fluorescen¢nich diamanta (FND) byla provedena
Ing. Klaudii Kvakovou, Ph.D. Z tohoto diivodu, neni tento metodicky postup soucasti této
disertacni prace, ale je detailn¢€ popsan v publikaci (Kvakova et al., 2022).

4.2.3. Viabilita bunék a dualni zobrazovani FND internalizace

Pro stanoveni piipadné cytotoxicity FND byl proveden MTS test pomoci CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) podle protokolu vyrobce
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Smalou zménou. Struéné¢ feCeno, bunky J774A.1 byly vysazeny do prihlednych
96jamkovych desti¢ek (TPP) v poétu 1 x 10* bun&k/jamku a kultivovany po dobu 24 h.
Médium bylo kompletné¢ vyménéno za cCerstvé médium s FND-p a FND-p-Man
(0 — 200 pg/ml) nebo bez nich. Buniky byly inkubovany s FND po dobu 24 h pied ptidanim
roztoku MTS (1,5h inkubace s MTS pii 37 °C). Po centrifugaci (1000 rcf, 5 min) a pfeneseni
supernatantu na novou desti¢ku, byla pomoci pfistroje EnVision (Perkin Elmer) zméfena
absorbance pti 500 nm. Relativni Zivotaschopnost bun¢k (%) byla vypoc¢tena jako (Avzorku-
Apozadi)/ (Axontrola-Apozadi) * 100 %. Absorbance z odpovidajicich bezbunéénych podminek

byla pouZzita jako kontrolni pozadi.

Pro dualni zobrazovani internalizace/fagocytozy FND-p/FND-p-Man byl pouzit
stejny protokol jako pro nasazeni a oSetieni bun¢k pro MTS test, s tim rozdilem, ze bunky
byly vysazeny do 96jamkové desticky ViewPlate-96 (PerkinElmer). Mikroskopické snimky
byly poiizeny pomoci Cell Voyager CV7000 (Yokogawa). Svétlé pole (BrightField), zeleny
signal (green channel; ex 488 nm; em 540 + 20 nm) a ¢erveny signal (red channel; ex 561 nm;
em 620 £ 35 nm) byly zachyceny pomoci 20x PH Long W.D. objektivu. V§echny snimky
byly nasledné zpracovany pomoci softwaru Columbus verze 2.7.1 (Perkin-Elmer) a softwaru
ImageJ. Mikroskopické snimky byly vytvofeny jako maximalni 3D projekce vSech

pofizenych rovin (tzv. z-stacks).

4.2.4. Internalizace FND-p a FND-p-Man v zivych buiikach

Pro sledovani internalizace FND v Zivych buiikach bylo vysazeno 1 x 10* bungk
J774A.1/jamku do ViewPlate-96 (PerkinElmer) a kultivovano po dobu 24 h pti 37 °C a 5 %
COa.. Pted konfokalni mikroskopii bylo médium zcela vyménéno za Cerstvé médium s nebo
bez FND-p a FND-p-Man (10 pg/ml). Zobrazovani zivych bun¢k bylo provadéno pomoci
Cell Voyager CV7000 (Yokogawa) pii 37 °C v 5 % CO2 po dobu 12 h. Svétlé pole
(BrightField), ¢erveny kanal (red channel; ex 561 nm; em 620 + 35 nm) a digitalni fazovy
kontrast (DPC) byly snimany pomoci 20x PH Long W.D. objektivu nebo 60x objektivu
s vodni imerzi. VSechny snimky byly néasledné zpracovany a analyzovany pomoci softwaru
Columbus verze 2.7.1 (Perkin-Elmer) a softwaru ImageJ. Kvantifikace internalizace FND-

p/FND-p-Man byla vypoctena jako praimérny pocet skvrn (spotl) na buniku v cerveném
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kanalu. Mikroskopické snimky byly vytvofeny jako maximalni 3D projekce vSech

pofizenych rovin (tzv. z-stacks).

4.2.5. Inhibice MR-zprostiedkované internalizace FND-p-Man

Buriky byly vysazeny, jak je popsano Vv kapitole 4.2.4. Inhibice internalizace FND-p-
Man prostfednictvim MR byla provedena pomoci neutralizujici protilatky anti-Hu CD206
klon 15.2 (protilatka proti MR; Exbio) a mananu (Sigma-Aldrich). Po 24 hodinach od
vysazeni bunék bylo médium pfed mikroskopickym méfenim vyménéno za cerstvé médium
bez nebo s 1 mg/ml mananu nebo 30 pg/ml mAb 15.2. Po 20 minutach inkubace byly ptidany
FND-p-Man (10 pg/ml) v kompletnim médiu. Detekce inhibice MR v Zivych burnikach byla
provedena pomoci Cell Voyager CV7000 (Yokogawa) pii 37 °C v 5 % CO2 po dobu 12 h.
DPC a ¢erveny kanal (red channel; ex 561 nm; em 620 &+ 35 nm) byly zachyceny pomoci 20x
PH Long W.D. objektivu. Vsechny snimky byly nasledné zpracovany a analyzovany pomoci
softwaru Columbus verze 2.7.1 (Perkin-Elmer) a softwaru Image J. Inhibice internalizace
FND-p-Man byla vypoctena kvantifikaci obrazu jako prumérny pocet skvrn na bunku
v ¢erveném kanalu. Mikroskopické snimky byly vytvofeny jako maximalni 3D projekce

vSech pofizenych rovin (tzv. z-stacks).

4.2.6. Statisticka analyza a grafické zpracovani

Kvantifikace internalizace FND-p a FND-p-Man a vypocet inhibice jsou uvedeny
jako primér + smérodatnd odchylka (n = 3). VZdy jsou uvedena data ziskana z maximalnich
3D projekci z-stacklt konfokalni mikroskopie. VSechna biologicka opakovani byla provedena
ve 3 technickych opakovanich. Pro analyzu ziskanych vysledkd byla pouZita jednocestna
ANOVA - Dunnett test, nebo dvoucestna ANOVA - Tukey test za pomoci softwaru
GraphPad Prism 8.0. Obrazky pouzité v této diserta¢ni praci byly upraveny nebo vytvofeny

pomoci grafického editoru BioRender.com
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5. VYSLEDKY

5.1. Cil 1: Priprava linie exprimujici WT-CFTR znac¢eny HiBiT znackou

Cilem bylo pfipravit a validovat bioluminiscenéni metodu pro kvantifikaci a detekci
membranové lokalizace endogenné exprimovaného CFTR divokého typu (WT-CFTR)
pomoci kombinace CRISPR/Cas9 editace genomu (Cong et al., 2013; Jinek et al., 2012)
a komplementarniho reportérového systému HiBiT/LgBiT (Schwinn et al., 2018).

5.1.1. Navrh a princip detekénich systémii

NanoBiT technologie (Dixon et al., 2016) v kombinaci s CRISPR/Cas9 editaci
genomu byla vyuzita k vytvofeni nové bioluminiscen¢ni metody pro celkovou kvantifikaci
adetekci WT-CFTR v PM zivych bun¢k. NanoBiT je unikatnim fragmentovym
komplementarnim reportérem slozenym ze dvou ¢asti, HiBiT (1,3 kDa) a Large Bit (LgBiT;
18 kDa), odvozenych z luciferazy NanoLuc. Pro CRISPR/Cas9 zprostfedkované vlozeni
HiBiT peptidické znacky byly vybrany dvé potencialni pozice ve ECL4 WT-CFTR (Obr.
17A), které mély umoznit bioluminiscen¢ni kvantifikaci jak celkové endogenni hladiny WT-
CFTR (lyticky test), tak detekci pouze WT-CFTR v PM Zivych bunék (extracelularni test).
Pii lytickém testu (Obr. 17B) byly bunky exprimujici WT-CFTR-HiBiT lyzovany v pufru
obsahujicim detergent v pfitomnosti LgBiT a substratu furimazinu. Nasledné byla
detekovana luminiscence. Naproti tomu pii detekci WT-CFTR-HiBIiT v PM zivych bunék
Vv extracelularnim testu (Obr. 17B), nebyl soucasti reakéniho pufru zadny detergent, tudiz
byly detekovany pouze proteiny znacené HiBiT nachdzejici se na povrchu bunék.
Luminiscen¢ni signal v obou testech byl tmérny mnozstvi CFTR znafeného HiBiT
vV bunééném lyzatu nebo v PM bun¢k. Celkové reakéni objemy byly optimalizovany pro
96jamkové a 384jamkové desticky pro optimalni funk¢nost testu v poméru 1:1; médium (bez
FBS):Nano-Glo® c¢inidlo pro lyticky/extracelularni test s pomérem objemu 12,5 ul:12,5 ul
pro 384jamkové a 50 ul:50 ul pro 96jamkové desticky.
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