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2. ABSTRAKT 

Nové vedoucí ke stanovení patofyziologických u s cystickou 

fibrózou 

Cystická fibróza (CF) je život limitující mutací genu pro 

transmembránový regulátor vodivosti (CFTR, cystic fibrosis transmembrane regulator). Do 

dnešního dne bylo popsáno více než 2000 mutací CFTR genu, z toho pouze 360 v 

souvislosti se vznikem CF. U nesoucích mutace s nejasným 

variabilním klinickým významem být obtížná nejen diagnostika CF, ale pro 

nemožnost standardních klinických studií je také výzvou 

nových které cílí na narušený CFTR protein. Tyto tzv. modulátory CFTR proteinu 

novou etapu kauzální CF. Zásadní pro maximalizaci efektu terapie je nejen 

genotyp, ale také míra jednotlivého pacienta na Intestinální 

organoidy v posledních letech ex vivo model využitelný ke stanovení míry 

funkce CFTR proteinu a k predikci na dostupné 

molekuly. V rámci našeho projektu jsme s využitím nativní pacienta a z ní 

odvozených kultur intestinálních prokázali míru reziduální funkce CFTR 

proteinu u celkem 14 s CF (0-39,7 % funkce zdravé kontroly). Charakterizovali 

jsme doposud nepopsanou mutaci CFTR genu u pacienta, jehož diagnóza nebyla doposud 

na standardních diagnostických metod Na ex vivo predikce 

jsme identifikovali v 8 potenciální respondery a v 5 non-respondery 

na dostupné modulátory CFTR proteinu. Translace tohoto výzkumu do klinické praxe se 

stává ve s principem theranostiky základem pro personalizovanou o všechny 

pacienty s CF. 
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3. ABSTRACT 

New approaches to determination pathophysiological changes in patients with cystic 

fibrosis 

Cystic fibrosis (CF) is a life-limiting disease caused by mutation in the cystic fibrosis 

transmembrane regulator (CFTR) gene. To date, more than 2,000 mutations in the CFTR 

gene have been described, of which only 360 are directly related to CF. In a group of 

patients carrying mutations of unknown or variable clinical significance, it may be difficult 

not only to diagnose CF but also to facilitate clinical studies to determine the efficacy of 

new low - molecular weight compounds targeting disrupted CFTR protein. These so-called 

CFTR modulators have opened a new era in causal treatment of CF. To maximize the 

effect of these new therapies, not only the patient's genotype, but also the individua! rate of 

response is crucial. In recent years, intestinal organoids have been used as an ex vivo model 

to determine the degree of CFTR function and at the same time to predict the therapeutic 

response to available therapeutic molecules. In our project, using the patient's native tissue 

and cultures of intestinal organoids derived from this tissue, we demonstrated varying 

degrees of CFTR residual function in a total of 14 patients with CF (0-39.7% of healthy 

control function). We characterized de novo mutation ofthe CFTR gene in a patient whose 

diagnosis has not been confirmed using available standard diagnostic methods. Based on 

ex vivo prediction, we identified potential responders to available CFTR modulators in 8 

cases and non-responders in 5 cases. Translation of this research into clinical practice 

becomes, in accordance with the principle of theranostics, the basis for personalized care 

for all patients with CF. 
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4. ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

Cystická fibróza (CF) je život limitující 

postihující více než 100.000 na celém (Shteinberg et al., 2021 ). je 

mutace v genu pro transmembránový regulátor vodivosti (CFTR, cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator), plnícím funkci iontového na apikální 

epitelových Typický fenotyp CF postižení plic 

zhoršující se s pacienta. Ostatní symptomy zahrnují pankreatickou insuficienci, 

zvýšenou hladinu v potu a v neplodnost. Limitujícím faktorem pro 

s CF však plicní na diagnózu CF je ve 

stanoveno na typického klinického obrazu, resp. pozitivity 

novorozeneckého screening (pokud se provádí). K potvrzení diagnózy je nezbytný 1) 

dysfunkce CFTR proteinu, která se v praxi potním testem 

(stanovujícím hladinu v potu, abnormální hodnoty 2: 60 mmol/1) a/nebo 2) nález 

dvou mutací CFTR genu se známou korelací s CF (tzv. mutace 

CF) (Farrell et al., 2008; Farrell et al., 2017). V potního 

testu (30-60 mmol/1) a genetického (nález jen jedné mutace 

CF) lze diagnózu pomocí transepiteliálního rozdílu na 

nosní (NPD, nasal potencial difference ), rektální sliznici (ICM, intestinal current 

measurement) (Sermet-Gaudelus et al., 2010; Derichs et al., 2010). 

Do dnešního dne bylo popsáno více než 2.000 variant genu CFTR, z nichž jen u malého 

( celkem 360) byla prokázána kauzalita s CF (mutace 

jako CF) (CFTR2.org, 2020). mutaci 

CF F508del, na jedné alele u více než 80 % 

s CF. Ze zbývajících 359 se pouze 6 mutací vyskytuje ve frekvenci vyšší než 1 % 

a 50 mutací s frekvencí vyšší než 0,1 %, s ohledem k vázané na specifické 

populace (Lopes-Pacheco, 2020) Mechanismus, kterým jednotlivé mutace zasahují do 

tvorby nebo funkce CFTR proteinu, a tím i výsledný fenotyp se liší. 

S ohledem na tyto mechanismy byly mutace CFTR genu do 6 

Mutace I. vedou k zkráceného a proteinu. Mutace II. dávají 

vzniknout abnormálnímu proteinu, který nevycestuje 

k V mutací III. a IV. protein vycestuje 

k povrchu avšak jeho funkce je alterována, v prvním ve smyslu 

otevírání kanálku nebo v druhém vedením 
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kanálkem. V. mutací vedou k CFTR proteinu a tím jeho 

sníženému množství na povrchu Mutace VI. mají za následek zkrácení 

živostnosti proteinu díky jeho strukturální se 

staly základem pro specifické terapie na jednotlivé typy mutací. V rámci tohoto 

lze s mírou prohlásit, že jedna molekula být 

na všechny mutace stejné (De Boeck a Amaral, 2016). 

Symptomatická (inhalace, antibiotika, fyzioterapie, trávicí enzymy), na rozdíl od 

kauzální, molekulární defekt samotného V posledních letech je 

výzkum v oblasti CF na vývoj nových terapií k ztracené 

funkce CFTR proteinu. Nové molekuly, které jsou schopny zlepšit nebo dokonce 

opravit funkci narušeného CFTR proteinu, jako tzv. modulátory CFTR 

proteinu. Podle mechanismu, kterým na záchranu funkce CFTR proteinu je 

do 4 hlavních skupin: potenciátory, korektory, stabilizátory a amplifikátory 

(Lopes-Pacheco, 2016). Zatímco potenciátory zvyšují omezené otevírání CFTR kanálu 

a tak jen v situacích, kdy je protein na membránách 

korektory v syntézy CFTR o krok a upravují chybu intracelulárního 

vycestování bílkoviny k V 

vede ukotvení CFTR proteinu na plazmatické k prevenci 

degradace proteinu lysozomy. amplifikátory zvyšují expresi CFTR mRNA a tím 

i syntézu CFTR proteinu (Lopes-Pacheco, 2020). V jsou k dispozici 

CFTR modulátorové léky. Všechny dohromady mohou z hlediska genotypu 

u 90 % všech s CF. lvakaftor (VX-770, Kalydeco®, Vertex 

Pharmaceuticals, USA), byl prvním CFTR modulátorem (potenciátorem), 

schváleným v roce 2012 ke klinickému využití u nesoucích mutaci III. 

G551D. Tento potenciátor byl na in vitro studií schválen FDA pro 

mutací s reziduální funkcí 3849+ 10kb C>T, 2789+5G>A z celkových 

38), v jejich se prokázal vyšší potenciátoru, je-li kombinován 

s korektorem (Rowe et al., 2017). V roce 2015 následovala první kombinace CFTR 

korektoru lumakaftoru s ivakaftorem (VX-809/770, Orkambi®, Vertex Pharmaceuticals, 

USA), která vedla ke zlepšení hodnot plicních funkcí a snížení akutních exacerbací 

u s mutací F508del v homozygotní konstituci (Wainwright et al., 2015). 

Obdobného efektu bylo dosaženo kombinací korektoru tezakaftoru s ivakaftorem (VX-

661/770, Symkevi®, Vertex Pharmaceuticals, USA) schváleným od roku 2018. 

Symkevi byl schválen FDA pro dalších 26 mutací s reziduální funkcí 
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v heterozygotní konstituci s mutací F508del), u kterých byla prokázána in 

vitro odpovídavost k tezakaftoru s ivakaftorem (Davies et al., 2018). Novou generaci 

CFTR korektoru elexakaftor. V kombinaci s tezakaftorem a ivakaftorem (VX-

445/661/770, Kaftrio®, Vertex Pharmaceuticals, USA) lék pro 

pacienty nesoucí mutaci F508del na jedné alele. Schválen ke klinickému použití 

byl v roce 2019, klinické studie prokázaly významné zlepšení funkce plic, snížení hladiny 

v potu a zlepšení stavu výživy (Middleton et al., 2019). 

Široké spektrum mutací CFTR genu zahrnuje mnoho vzácných a velmi vzácných variant, 

u kterých doposud nebyl popsán mechanismus vzniku defektního proteinu a nelze 

tak stanovit k mutací. Každá z variant postihuje 

pouze proto je v obtížné predikovat 

a tíži samotného Velkou výzvou je nejen diagnostika samotného 

ale i predikce možného potenciálu již dostupných 

CFTR proteinu. Za variant CFTR genu podle jejich 

reaktibility na dostupné modulátory CFTR proteinu se v posledních letech objevuje termín 

'theratyp' nebo také 'theratyping'. Z pohledu mutací se jedná o alternativní systém 

k klasifikaci. je však jeho alternativní role ke klasickým klinickým 

studiím, díky kterému by bylo možné s využitím vlastní pacienta predikovat jeho 

individuální na dostupné molekuly (Amaral et al., 2019). V rámci tohoto 

systému by mohly být již klasifikované i doposud varianty mutací a 

do 'theratypových' skupin. Selekce kombinace pro jednotlivé 

theratypové skupiny (tzv. 'theranostika') by vedla cestou cílených klinických studií 

(v N=l) k nasazení molekul v klinické praxi. 

Hlavním cílem theranostiky je tedy co ex vivo charakteristika reaktibility 

mutací CFTR genu na dostupné modulátory CFTR proteinu a jejich následné do 

terapeutických skupin (Clancy et al., 2019). Za nástroje theranostiky 

lze v evropském kontextu považovat elektrického na rektální sliznici 

a bobtnání intestinálních 

Ex vivo modely 

rozdílu elektrického na rektální biopsii v U 
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elektrického na vzorcích rektální biopsie (ICM, intestinal current 

measurement) v bylo již dekádami jako nová 

možnost ex vivo diagnostiky CF. (Mall et al., 2004; Hirtz et al., 2004) Principem 

je nebo (v závislosti na nebo elektrického 

obvodu) transepiteliálního elektrického a jeho Tyto nastávají 

v omývání sliznice v z apikální 

i bazolaterální strany definovanými roztoky. Ekvimolárním roztokem 

roztok) je omývána bazolaterální strana membrány k její 

elektroneutrality, látky jako amilorid, karbachol, forskolin/3-isobutyl-methylxanthin 

(IBMX) a indomethacin omývají apikální stranu membrány a 

jejího v korelaci s mírou funkce CFTR proteinu. Samotnou funkci CFTR 

proteinu determinuje reakce na cAMP a kalcium dependentní aktivátory, tedy forskolin, 

IBMX a karbachol. 

Intestinální organoidy a forskolinem indukované bobtnání organoidu 

Krypty sliznice obsahují primitivní nediferencované které je 

technikami možno izolovat a za standardizovaných podmínek sérií 

kultivací a pasážování strukturu s lumen, tzv. organoid. 

Lumen organoidu je diferencovanými napodobujícími strukturu 

in vivo. Je známo, že diferencované exprimují na apikální 

množství CFTR proteinu. CFTR protein exprimovaný na apikální 

organoidu po stimulaci forskolinem zvýšené a vody do 

lumen organoidu, a tím i jeho objemu (bobtnání). Toto 

bobtnání je možné po adekvátním (kalceinem) pozorovat a kvantifikovat pomocí 

mikroskopu (tzv. FIS, Forskolin induced swelling assay). U s CF 

je bobtnání organoidu dramaticky sníženo s mírou ztráty funkce CFTR proteinu 

a vykazuje míru variability mezi pacienty nesoucími totožné kombinace 

mutací. Pomocí FIS je možné ex vivo zhodnotit míru funkce CFTR proteinu a 

predikovat míru na dostupné modulátory CFTR proteinu. Výhodou FIS, 

v porovnání s analýzami na rektálních biopsiích, je možnost tvorby velkého množství 

odvozených z kultur primárních nediferencovaných krypt sliznice, 

které je možné zamrazit k jejich potenciálnímu využití v budoucnosti. 
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5. HYPOTÉZY A CÍL PRÁCE 

fyziologické metody sloužící k diagnostice s CF (NPD, koncentrace 

v potu) se v posledních letech o nové díky kterým jsme schopni 

prohloubit poznání patofyziologických na úrovni samotného CFTR proteinu. 

Pokroky v biologii kmenových vedly k organoidových kultur využívajících 

zdroje jako plíce nebo ledviny (Clevers, 2016). V CF jsou to 

intestinální organoidy, které lze sérií kultivací z rektální biopsie pacienta. 

Provedená FIS assay na intestinálních organoidech pak reflektuje míru funkce CFTR 

proteinu a dle pilotních studií koreluje s predikovaným fenotypem a s dalšími 

biomarkery funkce CFTR, jako koncentrace v potu a ICM (de Winter et al., 

2018). 

s CF nese jednu nebo mutace s nejasným nebo velmi variabilním 

klinickým významem ( ~ 1--4 % incidence, hodnocené podle CFTR2 databáze 

s CF). V nesoucích tyto mutace být obtížná nejen samotná 

diagnostika CF, ale pro nemožnost standardních klinických studií 

je také výzvou pro nových na každou jednotlivou mutaci 

na již dostupné modulátory CFTR proteinu vykazuje míru 

variability i mezi pacienty nesoucími totožné mutace CFTR genu F508del 

v homozygotní konstituci). Cílem našeho projektu bylo s využitím experimentálních metod 

(ICM, FIS assay) analyzovat 

1) s klasickou formou CF: jednalo se o dva sourozence nesoucí 

mutaci CFTR genu F508del v homozygotní konstituci. Na této sourozenecké dvojici jsme 

demonstrovat interindividuální variabilitu míry funkce CFTR proteinu a ex 

vivo reaktibility na dostupné modulátory CFTR proteinu. Pro pacienty nesoucí mutaci 

F508del v homozygotní konstituci již byla v našeho projektu schválena 

Orkambi a Symkevi. 

2) s atypickou formou CF: jednalo se o celkem 10 nesoucích 

jednu vzácnou mutaci s reziduální funkcí CFTR proteinu vedoucí 

k variabilnímu fenotypu CF. U této skupiny jsme kvantifikovat míru funkce 

CFTR proteinu jednotlivého pacienta a ex vivo predikovat reaktibilitu na 

dostupné modulátory CFTR proteinu. V našeho projektu byla schválena 

Symkevi pro pacienty nesoucí mutace s reziduální funkcí pouze v kombinaci 
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s mutací F508del. Našim cílem bylo analyzovat i nesoucí na druhé alele 

mutaci vzácnou a v signifikantní ex vivo reaktibility se pokusit o nasazení 

Do hodnocené skupiny byly také sourozenecké dvojice, na kterých jsme 

demonstrovat interindividuální variabilitu a podíl genetického pozadí 

modifikujících CF) každého jednotlivého pacienta. 

3) nesoucí velmi vzácné mutace CFTR genu: jednalo se o celkem 2 pacienty. 

U prvního z nich byla popsána nová, doposud necharakterizovaná mutace CFTR genu 

a stanovení diagnózy CF nebylo v jeho na standardních diagnostických 

metod V druhém se jednalo o pacienta s velmi vzácnou mutací, jejíž 

klinický fenotyp nebyl doposud popsán. V obou jsme 

s využitím experimentálních ex vivo metod míru funkce CFTR proteinu a 

predikovat možný klinický benefit z nasazení dostupnými modulátory CFTR 

proteinu. 

HYPOTÉZA 

1) FIS a ICM experimentální ex vivo modely využitelné ke zhodnocení míry 

funkce CFTR proteinu u (i) se mutacemi klasickou formu 

CF (ii); u s jednou vzácnými mutacemi variabilní fenotyp 

a mírnou formu CF; (iii) u s nejasnou diagnózou CF na 

potního testu a/nebo genetického 

2) FIS assay na intestinálních organoidech lze využít k ex vivo identifikaci na 

dostupné modulátory CFTR proteinu 
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6. MATERIÁL A METODIKA 

Do projektu byli pacienti a) s potvrzenou diagnózou CF nesoucí mutace 

s minimální reziduální funkcí CFTR proteinu nebo jednu vzácnou mutaci 

s reziduální funkcí CFTR proteinu, b) nesoucí mutaci s nejasnou kauzalitou k 

CF. Experimenty byly provedeny v BioISI Institutu Univerzity v Lisabonu 

(pod vedením prof. Margaridy Amaral) a Univerzity v Regensburgu (pod vedením prof. 

Karla Kunzelmanna). Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice v Motole. 

Informovaný souhlas byl podepsán pacientem nebo zákonnými zástupci v 

nezletilého pacienta. 

Analýza funkce CFTR proteinu 

v U 

Rektální biopsie byly analyzovány za podmínek elektrického okruhu 

v promývané dle popsaných (Mall et al., 

2004; Sousa et al., 2012). Po ekvilibrace byla omývána specifickými 

experimentálními roztoky (viz výše). Pomocí software Power Lah (AD Instruments Inc., 

Nový Zéland) byly nejprve zaznamenávány hodnoty bazálního transepiteliálního 

(Vte). Tyto hodnoty byly vztaženy k bazální epitelu. Dále byly aplikací 

intermitentních (délka 1 s, perioda 5 s) elektrického proudu (~I= 0,5 µA) 

odpovídající transepiteliálního (~ Vte). byla s 

ohledem na velikost analyzované (A,area) determinována transepiteliální elektrická 

rezistence (Rte=~ Vtel ~I x A). Po náležité korekci k elektrické roztoku 

a elektrické rezistence prázdné byl dle Ohmova zákona 

ekvivalent proudu v elektrickém obvodu (Ieq - se= VtelRte). byla 

provedena na 1-5 vzorcích od každého pacienta. Percentuální míry funkce CFTR 

proteinu bylo jako hodnota maximální aktivace CFTR proteinu 

vztažená k maximální aktivace zdravé skupiny (-217.45 

µA/cm2), 30 % funkce wt-CFTR (wild type CFTR) bylo již stanoveno jako práh 

k odlišení zdravého jedince a pacienta s diagnózou CF (viz kap. 2.7.1. výše) (Hirtz et al., 

2004; Sousa et al., 2012). 
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Intestinální organoidy a FIS assay 

Izolace krypt z rektálních biopsií získaných od s CF, kultury intestinálních 

a FIS assay byly provedeny dle popsaných v Utrechtu 

(Holandsko) (Dekkers et al., 2013). Organoidy byly usazeny v matrigelu v 

96jamkové a inkubovány 24 hodin s CFTR korektory, VX-809 (3 µM, 

Selleckchem, USA) nebo VX-661 (5 µM, Selleckchem, USA). Po nabarvení kalceinovou 

zelení samotným experimentem (3 µM) (Invitrogen, USA), byly 

roztoky 0,02, O, 128, 0,8 a 5 µM forskolinu (Fsk, Sigma-Aldrich, USA) nebo 

kombinace vzestupné koncentrace forskolinu a CFTR potenciátoru VX-770 (3 µM, 

Selleckchem, USA). V celého experimentu (60 minut) byly každých 10 minut 

snímky zachycující bobtnání organoidu, které byly dále analyzovány pomocí 

software Cell Profiler (Broad Institute's Imaging Platform, USA). Výsledná data byla 

vyhodnocena vlastním software (Organoid Explorer) a dále pomocí GraphPad 

Prism 7.0. Tímto byla provedena kvantifikace plochy organoidu 

vztažená k ploše organoidu v nula (normalized organoid area, normalizovaná plocha 

organoidu) za rozdílných koncentrací forskolinu. Vlastní bobtání organoidu bylo dále 

jako absolutní hodnota plochy pod (AUC, area under curve) 

z normalizované plochy organoidu. Výsledná hodnota AUC je ze nezávisle 

provedených Vlastní zlepšení funkce CFTR proteinu je výsledkem rozdílu 

hodnot AUC mezi kontrolami Gen s forskolinem) a organoidy (Fsk + VX-809; 

Fsk + VX-770; Fsk + VX-809/770; Fsk + VX-661; Fsk + VX-661/770). Na dosud 

provedených studií byla stanovena koncentrace forskolinu 0,128 µM jako pro 

hodnocení možného klinického benefitu in vivo. Hodnoty AUC 750 a 1500 jako práh pro 

potenciální a vysoký klinický benefit. Hodnoceným parametrem je i fenotyp 

za bazálních podmínek bez molekul, odlišný v 

zdravé kontroly, pacienta s minimální nebo reziduální funkcí CFTR 

proteinu (Dekkers et al., 2016). 

Statistická analýza 

Statistické rozdíly byly stanoveny pomocí analýzy rozptylu (ANOV A). Data jsou 

jako hodnoty ± standardní odchylky od (SEM). Za 

signifikantní byla považována hodnota p < 0.05. 
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7. VÝSLEDKY 

Pacienti, analyzované vzorky 

1. Pacienti s klasickou formou CF 

F508del/F508del 

Analýzy rektálních biopsií u CFI a CF2 prokázaly minimální reziduální funkci 

CFTR proteinu (v obou O% funkce wt-CFTR). Fenotyp za bazálních 

podmínek má charakter pacienta s minimální funkcí CFTR proteinu. FIS assay 

pacienta CF 1 prokázala signifikantní bobtnání po kombinace molekul 

VX-809/770 a VX-661/770. Míra bobtnání v obou jen nedosahuje prahu 

pro klinický benefit. Tento pacient by mohl 

profitovat z nasazení Orkambi® nebo Symkevi®. FIS assay pacienta CF2 prokázala 

nulové bobtnání bez ohledu na molekuly. Pacient CF2 

nebude profitovat z dostupnými modulátory CFTR proteinu. 

2. Pacienti s vzácnými mutacemi a variabilním fenotypem CF 

Dl152H/F508del 

Analýza rektálních biopsií pacienta CF3 prokázala vysokou reziduální funkci CFTR 

proteinu (35,5 % funkce wt-CFTR). Fenotyp intestinálních pacienta za 

bazálních podmínek má charakter zdravé kontroly. FIS assay pacienta CF3 

prokázala signifikantní bobtnání po VX-770 i kombinace VX-809/770 

VX-661/770. Ve všech se míra bobtnání pohybovala nad prahem pro 

vysoký klinický benefit pro pacienta. Tento pacient by mohl 

profitovat z nasazení Kalydeco® nebo Symkevi®. 

D1152H/N1303K 

Analýzy rektálních biopsií CF4 a CF5 prokázaly vysokou míru reziduální 

funkce CFTR proteinu u obou (29,5 % a 39,7 % funkce wt-CFTR). Fenotyp 

za bazálních podmínek má v obou charakter zdravé 

kontroly. FIS assay pacienta CF4 prokázala signifikantní bobtnání po 

VX-770 nebo kombinace VX-661/770 (kombinaci VX-809/770 jsme v tomto 
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netestovali). Míra bobtnání se v obou pohybovala nad prahem pro potenciální 

vysoký klinický benefit pro pacienta. Podobný profil prokázala FIS assay pacienta CF5. 

Oba sourozenci by mohli profitovat z nasazení Kalydeco® nebo 

Symkevi®. 

3849+ 10kbC>T/F508del 

Analýzy rektálních biopsií CF6 a CF7 prokázaly reziduální funkci CFTR 

proteinu (4,2 % a 1,8 % funkce wt-CFTR). Fenotyp obou za bazálních 

podmínek má charakter s reziduální funkcí CFTR proteinu. FIS assay 

pacienta CF6 prokázala signifikantní bobtnání po kombinace VX-

809/770 a VX-661/770, s dosažením prahu pro potenciální a vysoký klinický 

benefit pro pacienta. Pacient CF6 by mohl klinicky profitovat z nasazení 

Orkambi® nebo lépe Symkevi®. V pacienta CF7 pozorujeme velmi podobný 

profil s dosažením prahu pro potenciální klinický benefit v obou 

kombinací. Také pacient CF7 by mohl klinicky profitovat z nasazení 

Orkambi® nebo Symkevi®. 

3849+10kbC>T/ dele2,3(2lkb) 

Analýza rektálních biopsií pacienta CF8 prokázala reziduální funkcí CFTR proteinu (7 ,9 % 

funkce wt-CFTR). Fenotyp za bazálních podmínek má charakter 

s reziduální funkcí CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF8 prokázala signifikantní 

bobtnání nejen po VX-770, ale ve po VX-809/770 nebo VX-

661/770. Míra bobtnání dosahuje ve všech prahu pro potenciální 

vysoký klinický benefit. Tento pacient by mohl profitovat z nasazení Kalydeco®, 

Orkambi® nebo Symkevi® 

3849+10kbC>T/621+1G>T 

Analýza rektálních biopsií pacienta CF9 prokázala reziduální funkci CFTR proteinu ( 6,6 % 

funkce wt-CFTR). FIS assay pacienta CF9 se bohužel provést, technicky se 

izolace krypt a následná kultivace intestinálních 
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2789+5G> A/F508del 

Analýzy rektálních biopsií CF 1 O a CF 11 prokázaly reziduální funkci CFTR 

proteinu (5,5 % resp. 1,5 % funkce wt-CFTR). Fenotyp za bazálních podmínek 

má v pacienta CF 1 O charakter s reziduální funkcí, v pacienta 

CF 11 s minimální funkcí. FIS assay pacienta CF 1 O prokázala signifikantní 

po VX-770 i kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770. Prahu pro 

potenciální klinický benefit dosahuje po VX-661/770 nebo 

VX-809/770. Pacient CFIO by mohl profitovat z nasazení Symkevi® 

nebo lépe Orkambi®. V pacienta CFll FIS assay neprokázala signifikantní 

bobtnání po samotného potenciátoru kombinace molekul. Tento 

pacient nebude profitovat z nasazení dostupnými modulátory CFTR 

proteinu. 

2789+5G>A/ dele2,3(2lkb) 

Analýza rektálních biopsií CF12 prokázala reziduální funkci CFTR proteinu (2,0 % funkce 

wt-CFTR). Fenotyp za bazálních podmínek má charakter pacienta 

s reziduální funkcí CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF12 neprokázala signifikantní 

bobtnání po samotného potenciátoru kombinace molekul. 

V tohoto pacienta nelze na naší predikce klinický benefit z 

dostupnými modulátory CFTR proteinu. 

3. Pacienti s velmi vzácnými mutacemi CFTR genu 

S955P /F508del 

Analýza rektálních biopsií pacienta CF 13 prokázala reziduální funkcí CFTR proteinu 

(~ 18 % funkce wt-CFTR). Fenotyp pacienta CF13 za bazálních podmínek má 

charakter s reziduální funkcí CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF 13 prokázala 

signifikantní bobtnání po kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770. Míra 

bobtnání dosahuje v obou práh pro potenciální klinický benefit. Tento 

pacient by mohl profitovat z nasazení Orkambi® nebo Symkevi®. 
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1717-2A>G/F508del 

Analýza rektálních biopsií pacienta CF14 prokázala reziduální funkci CFTR proteinu 

(13 % funkce wt-CFTR). Fenotyp pacienta CF14 za bazálních podmínek má 

charakter s reziduální funkcí CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF14 prokázala 

signifikantní po VX-770 i kombinace VX-809NX-770 nebo VX-

661NX-770. Ani v jednom míra bobtnání nedosahuje prahu pro potenciální 

klinický benefit. Tento pacient nebude klinicky profitovat z nasazení 

dostupnými modulátory CFTR protein. 
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8. DISKUZE 

V rámci našeho projektu jsme analyzovali vzorky od 14 s celkem 9 

mutacemi CFTR genu. S využitím nativní a kultur odvozených z nativní 

pacienta jsme potvrdili diagnózu CF u všech (ve 2 

formu klasickou, ve 12 formu atypickou). Dále jsme se s využitím výše 

experimentálních metod pokusili co míru funkce CFTR 

proteinu jednotlivých a predikovat na dostupné modulátory 

CFTR proteinu. Do první hodnocené skupiny byli pacienti nesoucí mutace 

klasickou formu CF. Jednalo se o sourozeneckou dvojici nesoucí mutaci 

F508del v homozygotní konstituci. Známou je pozorovaná variabilita tíže 

fenotypu a reaktibility na molekuly u nesoucích tuto mutaci nejen 

v heterozygotní, ale také v homozygotní konstituci. Jako se nabízí role 

nekódujících variant v oblasti CFTR genu (Cutting, 2015; Vecchio-Pagán et al., 2016). Na 

mutaci F508del je také pozornost v kontextu hledání možné 

farmakologické záchrany. V našeho projektu byly pro pacienty nesoucí mutaci 

F508del v homozygotní konstituci schváleny ke klinickému využití kombinace 

a (VX-809/770 - Orkambi® a VX-661/770 - Symkevi®). 

Analýzou nativní a kultur jsme potvrdili minimální reziduální funkci 

CFTR proteinu u obou minimální reziduální funkci prokázala FIS assay na 

intestinálních organoidech interindividuální variabilitu v reaktibility na dostupné 

molekuly, klinický benefit z nasazení modulátorové však ani 

v jednom Do druhé hodnocené skupiny byli pacienti s jednou 

mutacemi, které vedou ke klinicky variabilnímu fenotypu CF. Jedná o mutace 

vzácné (~1--4% incidence) a míra reziduální funkce CFTR proteinu je v 

rozhodující nejen pro výsledný fenotyp ale také pro efekt 

dostupných molekul. V našeho projektu byla pro pacienty nesoucí mutace 

s reziduální funkcí nejprve schválena samotným potenciátorem (VX-770, 

Kalydeco®) (Durmowicz et al., 2018). V roce 2018 však byla u nesoucích 

na druhé alele mutaci F508del prokázána vyšší efektivita nasazením kombinace korektoru 

s potenciátorem (VX-661/770, Symkevi®) (Rowe et al., 2017). Provedenými analýzami 

rektálních biopsií jsme u v této prokázali velmi variabilní míru funkce 

CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce wt-CFTR), která odpovídala tíži klinických 

Dále jsme pomocí FIS assay provedli predikci možné reaktibility na dostupné 
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molekuly u jednotlivých U celkem 5 již byla 

Symkevi® zahájena, její efekt zatím nelze vzhledem ke krátké hodnotit. Ve všech 

se jednalo o pacienty nesoucí na druhé alele mutaci F508del. 

Symkevi® byla v jednom nasazena i pacientovi, který nese na druhé alele mutaci 

jinou než F508del. argumentem k zahájení byl v tomto 

i výsledek FIS assay na intestinálních organoidech, který ukazuje na možný vysoký 

klinický benefit pro pacienta. Jedná se další pacienta nesoucího vzácné mutace 

CFTR genu, kterému byla modulátory CFTR proteinu nasazena na 

individuální ex vivo predikce (Ramalho et al., 2021). Efekt zatím nelze po 6 

hodnotit. Od jejího zahájení se však neobjevila žádná akutní exacerbace 

základního a registrujeme zlepšení hodnot funkce plic. Do této 

skupiny byly sourozenecké dvojice, na kterých jsme demonstrovali 

interindividuální variabilitu míry funkce CFTR proteinu a v i odlišnou 

reaktibilitu na testované molekuly. I zde se jako nabízí role genetického 

pozadí modifikujících CF) každého jednotlivého pacienta. Do poslední hodnocené 

skupiny jsme dva pacienty s ultra-vzácnými mutacemi. U prvního z nich jsme 

pomocí genetického identifikovali zcela novou a doposud 

nepopsanou mutaci CFTR genu (S955P). Vzhledem k v potu, 

normální fekální elastázy a mírným nebylo možné 

standardními metodami zda se opravdu jedná o pacienta s CF. Analýza nativní 

pacienta prokázala reziduální funkci CFTR proteinu (18 % funkce wt-CFTR), která však 

nedosahuje hodnoty zdravého jedince (více než 30 % funkce wt-CFTR). Analýzy 

provedené na kulturách ( odvozených z vlastní pacienta a de 

novo pomocí S955P-CFTR cDNA) prokázaly, že se v tomto jedná o 

mutaci vedoucí ke snížené otevírání CFTR kanálku s jeho nižší 

stabilitou v S955P byla klasifikována jako mutace IIINI 

Predikce na molekuly klinický benefit 

z nasazení kombinace a (VX-809/770- Orkambi® a VX-661/770-

Symkevi®). (Silva a Doušová et al., 2020) U druhého pacienta genetické 

prokázalo mutaci 1717-2A>G, jejíž klinický fenotyp ani efekt na pacienta 

zatím nebyl popsán a našeho pacienta byla tato mutace popsána pouze v 

jednom v Rumunsku (Popa et al., 1997). Náš pacient byl diagnostikován na 

novorozeneckého screeningu, zvýšenou koncentraci v potu, nízkou 

hodnotu elastázy ve stolici pro pankreatickou insuficienci a mírné 
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Analýza rektální biopsie sice prokázala reziduální funkci CFTR proteinu (13 % 

funkce wt-CFTR), výsledky z provedené FIS assay však pro potenciální klinický 

benefit z nasazení dostupnými modulátory CFTR proteinu. (Silva a Doušová et al., 

2020) 

našeho projektu byly analýzy v V rámci mezinárodní 

kohorty s CF jsme porovnali parametr (Isc - 11F1c), dosud užívaný jako zlatý 

standard k odlišení zdravých od s CF, s dalšími, které jsme extrahovali 

ze záznamu na rektálních biopsiích. Tímto jsme identifikovali 

nový parametr, který vykazoval vyšší míru korelace s koncentrací v potu, 

hodnotou FEVI, FVC, BMI a hodnotou fekální elastázy. Tento parametr (V11F + I/FIC)) 

odpovídá maximální aktivaci CFTR proteinu a koreluje lépe se závažností klinických 

(Silva et al., 2020) Je tedy využitelný k rozlišení s 

klasickou nebo mírnou formou CF a zdravých 
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9. VZTAH PRÁCE K TESTOVANÝM HYPOTÉZÁM 

Hypotéza FIS a ICM experimentální ex vivo modely využitelné ke 

zhodnocení míry funkce CFTR proteinu u (i) se mutacemi 

klasickou formu CF (ii) s jednou vzácnými 

mutacemi variabilní fenotyp a mírnou formu CF (iii) 

s nejasnou diagnózou CF na potního 

testu a/nebo genetického 

V naší práci byla hypotéza potvrzena. Pomocí ex vivo experimentálních jsme 

determinovali míru funkce CFTR proteinu jednotlivých odpovídající klinickému 

fenotypu Dále jsme pomocí experimentálních metod charakterizovali de novo 

mutaci CFTR genu s doposud nejasnou kauzalitou k CF. 

Hypotéza FIS assay na intestinálních organoidech lze využít k identifikaci 

na dostupné modulátory CFTR proteinu. 

V naší práci byla tato hypotéza potvrzena. Pomocí FIS assay jsme identifikovali 

respondery a i non-respondery na dostupné modulátory CFTR proteinu. 
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10. 
Prezentované výsledky v této práci byly získány zhodnocením originálních dat, 

publikovaných i dosud nepublikovaných, která byla získána analýzou rektálních biopsií 

a z nich kultur intestinálních Práce byla na 

individuální míry funkce CFTR proteinu a ex vivo predikci na 

dostupné modulátory CFTR proteinu. S využitím experimentálních ex vivo metod jsme 

míru funkce CFTR proteinu nesoucích kombinaci celkem 9 mutací 

CFTR genu. Jednalo se o pacienty s klasickou formou CF, u kterých jsme potvrdili 

minimální reziduální funkci CFTR proteinu s interindividuální variabilitou. Dále jsme 

u s mutacemi s klinicky variabilním fenotypem prokázali míru reziduální 

funkce CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce wt-CFTR). se nám 

charakterizovat doposud nepopsanou mutaci CFTR genu a potvrdit diagnózu CF u pacienta 

nesoucího tuto de novo mutaci, jehož diagnóza nebyla doposud na standardních 

diagnostických metod Provedli jsme ex vivo predikci možné klinické 

na dostupné modulátory CFTR proteinu a identifikovali potenciální respondery 

v celkem 8 a non-respondery v celkem 5 K potvrzení ex 

vivo predikce bude delší prospektivní sledování po nasazení 

modulátorové Široké spektrum mutací CFTR genu zahrnuje více nebo vzácné 

varianty. Každá z variant postihuje pouze malou skupinu proto 

je v velkou výzvou nejen diagnostika samotného ale 

i predikce možného potenciálu již dostupných CFTR 

proteinu. Jako alternativa ke klasickým klinickým studiím se v posledních letech objevují 

které využívají modely odvozené z vlastní pacienta k predikci 

individuální ex vivo na modulátory CFTR proteinu. V rámci tohoto 

alternativního systému by mohly být již klasifikované i doposud neklasifikované varianty 

do terapeutických skupin. Selekce kombinace pro 

jednotlivé skupiny (tzv. 'theranostika') by mohla jakým by se 

k nejlepší možné kombinaci molekul dostali pacienti nesoucí mutace 

CFTR genu (jako F508del), ale také pacienti nesoucí mutace velmi vzácné. Tento 

systém by mohl základ pro efektivní, personalizovanou co 

nejširší skupiny s CF a translaci výzkumu do klinické praxe. 
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11. CONCLUSIONS 

The results presented in this work were obtained by evaluating the original data, published 

and unpublished, which was obtained by analysis of rectal biopsies and cultures of 

intestinal organoids. The work was focused on individua! determination of the degree of 

CFTR protein function and ex vivo prediction of the therapeutic response to available 

CFTR modulators. U sing experimental ex vivo methods, we determined the degree of 

CFTR protein function in patients carrying a combination of a total of 9 different mutations 

in the CFTR gene. These were patients with the classic form of CF, in whom we confirmed 

minimal residua! function of the CFTR protein with interindividual variability. 

Furthermore, in patients with mutations with a clinically variable phenotype, we 

demonstrated varying degrees of residua! CFTR protein function ( 1. 5-3 9. 7% of wt-CFTR 

function). We were able to functionally characterize the as yet undescribed mutation of the 

CFTR gene and confirm the diagnosis of CF in a patient carrying this de novo mutation, 

whose diagnosis has been inconclusive based on standard diagnostic methods. We 

performed ex vivo prediction of a possible clinical response to available CFTR modulators 

and identified potential responders in a total of 8 cases and non-responders in a total of 5 

cases. Longer prospective follow-up of patients after initiation of CFTR modulator therapy 

will be required to confirm our prediction. The broad spectrum of CFTR gene mutations 

includes more or less rare variants. Each of these variants affects only a small group of 

individuals worldwide, in these cases the big challenge is not only the diagnosis of the 

disease itself, but also the prediction of the possible therapeutic potential of available 

CFTR modulating drugs. As an altemative to conventional clinical trials, approaches have 

emerged in recent years that use cell models derived from patient's own tissue to predict 

individua! ex vivo response to CFTR modulators. Within this altemative system, already 

classified and as yet unclassified variants could be assigned to certain therapeutic groups. 

Selecting the most appropriate combination of drugs for each group (so-called 

'theranostics') could help to get the best possible combination of treatment not only for 

patients carrying more frequent mutations (such as F508del), but also for patients carrying 

very rare mutations in CFTR gene. This system could form the basis for the most effective, 

personalized treatment of the widest possible group of CF patients and the translation of 

research into clinical practice. 
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