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2. ABSTRAKT

Nové pristupy vedouci ke stanoveni patofyziologickych zmén u pacientii s cystickou

fibrozou

Cystickd fibroza (CF) je zivot limitujici onemocnéni zplUsobené mutaci genu pro
transmembranovy reguldtor vodivosti (CFTR, cystic fibrosis transmembrane regulator). Do
dne$niho dne bylo popsano vice nez 2000 mutaci CFTR genu, z toho pouze 360 v pfimé
souvislosti se vznikem onemocnéni CF. U pacientl nesoucich mutace s nejasnym ¢i
variabilnim klinickym vyznamem mulZe byt obtiznd nejen diagnostika CF, ale pro
nemoznost uspoiadani standardnich klinickych studii je také vyzvou zji§tovani ucinnosti
novych léka, které cili na naruSeny CFTR protein. Tyto tzv. modulatory CFTR proteinu
oteviely novou etapu kauzalni 1écby CF. Zasadni pro maximalizaci efektu terapie je nejen
genotyp, ale také skute¢nd mira odpovédi jednotlivého pacienta na lécbu. Intestindlni
organoidy predstavuji v poslednich letech ex vivo model vyuZzitelny ke stanoveni miry
funkce CFTR proteinu a soucasné¢ k predikci lé¢ebné odpovédi na dostupné lécebné
molekuly. V rdmci naSeho projektu jsme s vyuzitim nativni tkané pacienta a z ni
odvozenych kultur intestinalnich organoidii prokézali riznou miru reziduélni funkce CFTR
proteinu u celkem 14 pacienti s CF (0-39,7 % funkce zdravé kontroly). Charakterizovali
jsme doposud nepopsanou mutaci CFTR genu u pacienta, jehoz diagnéza nebyla doposud
na zaklad¢ standardnich diagnostickych metod jednozna¢na. Na zékladé ex vivo predikce
jsme identifikovali v 8 pfipadech potencidlni respondery a v 5 piipadech non-respondery
na dostupné moduldtory CFTR proteinu. Translace tohoto vyzkumu do klinické praxe se
stava ve shodé€ s principem theranostiky zédkladem pro personalizovanou péci o vSechny

pacienty s CF.



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 individual 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 of the 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.



4. UVOD DO PROBLEMATIKY

vvvvvv

postihujici vice nez 100.000 pacientli na celém svéte (Shteinberg et al., 2021). Pricinou je
mutace v genu pro transmembranovy regulator vodivosti (CFTR, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), plnicim funkci iontového pienaSece na apikalni
membrané epitelovych bunék. Typicky fenotyp CF piedstavuje tézké postizeni plic
zhorSujici se s vékem pacienta. Ostatni symptomy zahrnuji pankreatickou insuficienci,
zvySenou hladinu chloridl v potu a v pfipadé muzi neplodnost. Limitujicim faktorem pro
preziti pacientli s CF vSak zistava plicni onemocnéni. Podezieni na diagnozu CF je ve
vétSiné piipadl stanoveno na zakladé typického klinického obrazu, resp. pozitivity
novorozeneckého screening (pokud se provadi). K potvrzeni diagndézy je nezbytny 1)
prikaz dysfunkce CFTR proteinu, kterda se vbeézné praxi oziejmi potnim testem
(stanovujicim hladinu chloridd v potu, abnormalni hodnoty > 60 mmol/l) a/nebo 2) nalez
dvou mutaci CFTR genu se zndmou korelaci s onemocnénim CF (tzv. mutace zpisobujici
CF) (Farrell et al., 2008; Farrell et al., 2017). V pfipad¢ nejednoznaénych vysledkl potniho
testu (30-60 mmol/l) a molekularné genetického vySetfeni (nalez jen jedné mutace
zpusobujici CF) lze upfesnit diagndézu pomoci transepitelidlniho rozdilu potencidlii na
nosni (NPD, nasal potencial difference), ptipadné rektalni sliznici (ICM, intestinal current
measurement) (Sermet-Gaudelus et al., 2010; Derichs et al., 2010).

Do dnesniho dne bylo popséano vice nez 2.000 variant genu CFTR, z nichZ jen u malého
poctu (celkem 360) byla jednoznacné prokazana kauzalita s onemocnénim CF (mutace
oznacované jako zpusobujici CF) (CFTR2.org, 2020). Nejcastéjsi mutaci zplsobujici
onemocnéni CF predstavuje F508del, pfitomné alespoil na jedné alele u vice nez 80 %
pacientl s CF. Ze zbyvajicich 359 se pouze 6 mutaci vyskytuje ve frekvenci vyssinez 1 %
a 50 mutaci s frekvenci vyssi nez 0,1 %, s ohledem k urcité variabilité vazané na specifické
populace (Lopes-Pacheco, 2020) Mechanismus, kterym jednotlivé mutace zasahuji do
tvorby nebo funkce CFTR proteinu, a tim ovliviiyji 1 vysledny fenotyp onemocnéni, se 1isi.
S ohledem na tyto mechanismy byly mutace CFTR genu rozd€leny do 6 funk¢nich tiid.
Mutace I. tfidy vedou k tvorbé zkraceného a nefunkéniho proteinu. Mutace II. tfidy davaji
vzniknout strukturalné abnormélnimu proteinu, ktery nevycestuje intracelularné adekvatné
k bunééné membrané. V piipadé mutaci III. a IV. tfidy protein vycestuje normalné
k povrchu buiiky, avSak jeho funkce je alterovdna, v prvnim piipadé ve smyslu

nedostate¢ného otevirani kanalku nebo v druhém pfipadé nedostatecnym vedenim iontl
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kanalkem. V. tfida mutaci vedou k nedostatecné tvorbé CFTR proteinu a tim jeho
snizenému mnozstvi na povrchu bunky. Mutace VI. tfidy maji za nasledek zkraceni
zivostnosti proteinu diky jeho strukturdlni nestabilité. Zminéné funkc¢ni tiidy se souCasné
staly zakladem pro specifické terapie zaméfené na jednotlivé typy mutaci. V ramci tohoto
pfistupu lze s urcitou mirou nepiesnosti prohlésit, Ze jedna léCiva molekula mize byt
ucinnd na vSechny mutace uvnitf stejné funkéni tfidy (De Boeck a Amaral, 2016).

Symptomatickéd 1écba (inhalace, antibiotika, fyzioterapie, travici enzymy), na rozdil od
1é¢by kauzalni, nefesi molekularni defekt samotného onemocnéni. V poslednich letech je
vyzkum v oblasti CF zaméfen na vyvoj novych terapii smétujicich k zachrané ztracené
funkce CFTR proteinu. Nové 1écebné molekuly, které jsou schopny zlepsit nebo dokonce
opravit funkci naruSeného CFTR proteinu, oznacujeme jako tzv. modulatory CFTR
proteinu. Podle mechanismu, kterym na zachranu funkce CFTR proteinu plsobi, je
rozdélujeme do 4 hlavnich skupin: potencidtory, korektory, stabilizatory a amplifikatory
(Lopes-Pacheco, 2016). Zatimco potenciatory zvysuji omezené otevirani CFTR kanalu
aucinkuji tak jen v situacich, kdy je protein pfitomen na membranach bunék, plsobi
korektory v kaskad¢ syntézy CFTR o krok diive a upravuji chybu intracelularniho
vycestovani Spatné¢ nafasené bilkoviny smérem k bunééné membrané. V piipadé
stabilizatorti vede ukotveni CFTR proteinu na plazmatické membrané k prevenci predcasné
degradace proteinu lysozomy. Kone¢né amplifikatory zvySuji expresi CFTR mRNA a tim
1 syntézu CFTR proteinu (Lopes-Pacheco, 2020). V soucasné dobé¢ jsou k dispozici Ctyfi
CFTR modulatorové léky. VSechny dohromady mohou z hlediska genotypu ucinkovat
upiiblizn€ 90 % vSech pacientd sCF. Ivakaftor (VX-770, Kalydeco®™ Vertex
Pharmaceuticals, USA), byl vlbec prvnim CFTR modulatorem (potenciatorem),
schvalenym v roce 2012 ke klinickému vyuziti u pacientll nesoucich nej¢astéj$i mutaci III.
ttidy G551D. Tento potenciator byl pozd¢€ji na zakladé in vitro studii schvalen FDA pro
vetsi pocet mutaci s rezidudlni funkci (napt. 3849+10kb C>T, 2789+5G>A z celkovych
38), byt v jejich pfipadé¢ se prokdzal vyssi Ucinek potenciitoru, je-li kombinovéan
s korektorem (Rowe et al., 2017). Vroce 2015 nasledovala prvni kombinace CFTR
korektoru lumakaftoru s ivakaftorem (VX-809/770, Orkambi®, Vertex Pharmaceuticals,
USA), ktera vedla ke zlepSeni hodnot plicnich funkci a snizeni poctu akutnich exacerbaci
u pacientl s mutaci F508del v homozygotni konstituci (Wainwright et al., 2015).
Obdobného efektu bylo dosazeno kombinaci korektoru tezakaftoru s ivakaftorem (VX-
661/770, Symkevi®, Vertex Pharmaceuticals, USA) schvéalenym od roku 2018. Piipravek

Symkevi byl pozdéji schvalen FDA pro 1écbu dalSich 26 mutaci s rezidudlni funkei
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(ptitomnych v heterozygotni konstituci s mutaci F508del), u kterych byla prokdzana in
vitro odpovidavost k tezakaftoru s ivakaftorem (Davies et al., 2018). Novou generaci
CFTR korektoru predstavuje elexakaftor. V kombinaci s tezakaftorem a ivakaftorem (VX-
445/661/770, Kaftrio®, Vertex Pharmaceuticals, USA) pfedstavuje prilomovy Iék pro
pacienty nesouci mutaci F508del alespon na jedné alele. Schvalen ke klinickému pouZziti
byl v roce 2019, klinické studie prokazaly vyznamné zlepSeni funkce plic, sniZzeni hladiny

chloridi v potu a zlepSeni stavu vyzivy (Middleton et al., 2019).

Siroké spektrum mutaci CFTR genu zahrnuje mnoho vzacnych a velmi vzacnych variant,
u kterych doposud nebyl popsan presny mechanismus vzniku defektniho proteinu a nelze
tak stanovit pfislusnost k urcité funkéni tfidé mutaci. Kazda z téchto variant postihuje
celosvétové pouze nékolik jednotlivel, proto je v téchto piipadech obtizné predikovat
pribéh a tizi samotného onemocnéni. Velkou vyzvou je nejen diagnostika samotného
onemocnéni, ale souCasné i predikce mozného lécebného potencidlu jiz dostupnych
modulatort. CFTR proteinu. Za ucelem rozdéleni variant CFTR genu podle jejich
reaktibility na dostupné modulatory CFTR proteinu se v poslednich letech objevuje termin
‘theratyp’ nebo také ‘theratyping’. Z pohledu dé€leni mutaci se jedna o alternativni systém
k funkéni klasifikaci. Podstatngjsi je vSak jeho alternativni role ke klasickym klinickym
studiim, diky kterému by bylo mozné s vyuzitim vlastni tkdné pacienta predikovat jeho
individualni odpovéd’ na dostupné lécebné molekuly (Amaral et al., 2019). V ramci tohoto
systému by mohly byt jiz klasifikované i doposud nezafazené varianty mutaci a piifazeny
do urcitych ‘theratypovych’ skupin. Selekce nejvhodnéjsi kombinace 1éka pro jednotliveé
theratypové skupiny (tzv. ‘theranostika’) by vedla cestou cilenych klinickych studii
(vuspofadani N=1) k efektivnéjSimu nasazeni léCebnych molekul v klinické praxi.
Hlavnim cilem theranostiky je tedy co nejpfesncjSi ex vivo charakteristika reaktibility
mutaci CFTR genu na dostupné modulatory CFTR proteinu a jejich nasledné zatfazeni do
ptislusnych terapeutickych skupin (Clancy et al., 2019). Za Gstfedni nastroje theranostiky
lze v evropském kontextu povazovat méfeni elektrického napéti na rektdlni sliznici

a bobtnani intestinalnich organoida.

Ex vivo modely

Méieni rozdilu elektrického napéti na rektalni biopsii v Ussingové komiirce



Me¢fteni elektrického napéti na vzorcich rektalni biopsie (ICM, intestinal current
measurement) v Ussingové komtrce bylo pfedstaveno jiz pfed dvéma dekadami jako nova
moznost ex vivo diagnostiky CF. (Mall et al., 2004; Hirtz et al., 2004) Principem vySetieni
je pfimé nebo nepiimé (v zavislosti na metodé uzavieného nebo otevien¢ho elektrického
obvodu) méfeni transepitelidlniho elektrického napéti a jeho zmén. Tyto zmény nastavaji
v disledku omyvani bun€k stievni sliznice umisténych v méfici komtrce z apikalni
1 bazolateralni strany pfesn¢ definovanymi roztoky. Ekvimolarnim roztokem (Ringeriv
roztok) je omyvana bazolaterdlni strana bunéné membrany k zajisténi jeji
elektroneutrality, latky jako amilorid, karbachol, forskolin/3-isobutyl-methylxanthin
(IBMX) a indomethacin omyvaji apikélni stranu bunééné membrany a pusobi o¢ekavané
zmény jejiho napéti v korelaci s mirou funkce CFTR proteinu. Samotnou funkci CFTR
proteinu determinuje reakce na cAMP a kalcium dependentni aktivatory, tedy forskolin,

IBMX a karbachol.

Intestinalni organoidy a forskolinem indukované bobtnani organoidu

Krypty stfevni sliznice clovéka obsahuji primitivni nediferencované bunky, které je
soucasnymi technikami moZno izolovat a za standardizovanych podminek vytvofit sérii
kultivaci a pasdZovani cirkularné uzavienou strukturu s vnitinim lumen, tzv. organoid.
Lumen organoidu je tvofeno diferencovanymi bunkami, napodobujicimi vnitini strukturu
stieva in vivo. Je zndmo, ze diferencované stievni buiiky ¢loveka exprimuji na apikalni
membrané dostatecné mnozstvi CFTR proteinu. CFTR protein exprimovany na apikalni
membrané organoidu po stimulaci forskolinem zptsobi zvySené proudéni iont a vody do
lumen organoidu, a tim i objektivné méfitelné zvétSeni jeho objemu (bobtnani). Toto
bobtnani je mozné po adekvétnim znaceni (kalceinem) pozorovat a kvantifikovat pomoci
fluorescencniho mikroskopu (tzv. FIS, Forskolin induced swelling assay). U pacientii s CF
je bobtnani organoidu dramaticky snizeno imérné s mirou ztraty funkce CFTR proteinu
a soucasn¢ vykazuje urcitou miru variability mezi pacienty nesoucimi totozné kombinace
mutaci. Pomoci FIS je mozné ex vivo zhodnotit miru funkce CFTR proteinu a soucasné
predikovat miru odpovédi na dostupné modulatory CFTR proteinu. Vyhodou FIS,
v porovnani s analyzami na rektalnich biopsiich, je moZnost tvorby velkého mnoZstvi
organoidl odvozenych z kultur priméarnich nediferencovanych bunck krypt stievni sliznice,

které je mozné zamrazit k jejich potencidlnimu vyuziti v budoucnosti.



5. HYPOTEZY A CIL DISERTACNI PRACE

Tradi¢ni fyziologické metody slouzici k diagnostice pacientii s CF (NPD, koncentrace
chloridl v potu) se v poslednich letech rozsifily o nové piistupy, diky kterym jsme schopni
prohloubit poznani patofyziologickych zmén na tGrovni samotného CFTR proteinu.
Pokroky v biologii kmenovych bun¢k vedly k tvorbé organoidovych kultur vyuzivajicich
ruzné zdroje tkan€ jako stfevo, plice nebo ledviny (Clevers, 2016). V piipadé CF jsou to
intestindlni organoidy, které lze vytvofit sérii kultivaci z rektalni biopsie pacienta.
Provedena FIS assay na intestinalnich organoidech pak reflektuje miru funkce CFTR
proteinu a dle pilotnich studii koreluje s predikovanym fenotypem onemocnéni a s dalSimi
biomarkery funkce CFTR, jako koncentrace chloridii v potu a ICM (de Winter et al.,
2018).

Urcita cast pacientt s CF nese jednu nebo dvé mutace s nejasnym nebo velmi variabilnim
klinickym vyznamem (~1-4% incidence, hodnocené podle celosvétové CFTR2 databaze
pacientil s CF). V ptipad¢ pacientl nesoucich tyto mutace miiZze byt obtizna nejen samotna
diagnostika onemocnéni CF, ale pro nemoznost uspofadani standardnich klinickych studii
je také vyzvou pro zjiStovani ucinnosti novych 1€kt na kazdou jednotlivou mutaci zvlast.
Soucasné odpovéd’ na jiz dostupné modulatory CFTR proteinu vykazuje urcitou miru
variability 1 mezi pacienty nesoucimi totozné mutace CFTR genu (napf. F508del
v homozygotni konstituci). Cilem naSeho projektu bylo s vyuZitim experimentalnich metod

(ICM, FIS assay) analyzovat tkéné¢:

1) Pacienti s klasickou formou CF: jednalo se o dva sourozence nesouci nejcastéjsi
mutaci CFTR genu F508del v homozygotni konstituci. Na této sourozenecké dvojici jsme
chtéli demonstrovat interindividualni variabilitu miry funkce CFTR proteinu a soucasné ex
vivo reaktibility na dostupné modulatory CFTR proteinu. Pro pacienty nesouci mutaci
F508del v homozygotni konstituci jiz byla v dobé naSeho projektu schvalena lécba

ptipravkem Orkambi a Symkevi.

2) Pacienti s atypickou formou CF: jednalo se o celkem 10 pacientii nesoucich alespon

jednu vzacnou mutaci s predpoklddanou rezidudlni funkci CFTR proteinu vedouci

k variabilnimu fenotypu CF. U této skupiny pacientil jsme chtéli kvantifikovat miru funkce

CFTR proteinu jednotlivého pacienta a soucasné ex vivo predikovat reaktibilitu na

dostupné modulatory CFTR proteinu. V dobé naseho projektu byla schvalena lécba

ptipravkem Symkevi pro pacienty nesouci mutace s rezidudlni funkci pouze v kombinaci
10



s mutaci F508del. Nasim cilem bylo analyzovat i tkané pacientll nesouci na druhé alele
mutaci vzacnou a v piipadé signifikantni ex vivo reaktibility se pokusit o nasazeni pfislusné
1é¢by. Do hodnocené skupiny byly také zatrazeny sourozenecké dvojice, na kterych jsme
chtéli demonstrovat interindividudlni variabilitu a podil genetického pozadi (genil

modifikujicich CF) kazdého jednotlivého pacienta.

3) Pacientt nesouci velmi vzacné mutace CFTR genu: jednalo se o celkem 2 pacienty.
U prvniho z nich byla popsana nova, doposud necharakterizovand mutace CFTR genu
a stanoveni diagnézy CF nebylo v jeho pfipadé na zaklad¢ standardnich diagnostickych
metod jednoznacné. V piipad€¢ druhém se jednalo o pacienta s velmi vzacnou mutaci, jejiz
klinicky fenotyp nebyl doposud dostatecné popsan. V obou pfipadech jsme chtéli
s vyuzitim experimentalnich ex vivo metod ur¢it miru funkce CFTR proteinu a soucasné
predikovat mozny klinicky benefit z nasazeni 1é€by dostupnymi moduldtory CFTR

proteinu.

VEDECKA HYPOTEZA

1) FIS a ICM predstavuji experimentalni ex vivo modely vyuzitelné ke zhodnoceni miry
funkce CFTR proteinu u (i) pacientl se dvéma mutacemi zpusobujicimi klasickou formu
CF (i1); u pacientl s jednou ¢i dvéma vzacnymi mutacemi zptisobujicimi variabilni fenotyp
onemocnéni a mirnou formu CF; (iii) u pacientl s nejasnou diagnézou CF na zaklade

nejednoznacnych vysledkl potniho testu a/nebo molekularné genetického vysetieni

2) FIS assay na intestindlnich organoidech lze vyuZit k ex vivo identifikaci responderti na

dostupné modulatory CFTR proteinu

11



6. MATERIAL A METODIKA

Do projektu byli zafazeni pacienti a) s potvrzenou diagnézou CF nesouci dvé mutace
s minimalni rezidudlni funkci CFTR proteinu nebo alesponn jednu vzacnou mutaci
s rezidudlni funkci CFTR proteinu, b) nesouci mutaci s nejasnou kauzalitou k onemocnéni
CF. Experimenty byly provedeny v laboratofich BiolSI Institutu Univerzity v Lisabonu
(pod vedenim prof. Margaridy Amaral) a Univerzity v Regensburgu (pod vedenim prof.
Karla Kunzelmanna). Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Motole.
Informovany souhlas byl podepsan pacientem nebo obéma zdkonnymi zastupci v piipade

nezletilého pacienta.

Analyza funkce CFTR proteinu

Méfieni v Ussingové komiirce

Rektalni biopsie byly analyzovany za podminek otevieného elektrického okruhu
v kontinualné promyvané Ussingoveé komtrce dle diive popsanych postupt (Mall et al.,
2004; Sousa et al., 2012). Po ukonceni ekvilibrace byla tkdn omyvéna specifickymi
experimentalnimi roztoky (viz vySe). Pomoci software Power Lab (AD Instruments Inc.,
Novy Zéland) byly nejprve zaznamenavany hodnoty bazélniho transepitelidlniho napéti
(Vie). Tyto hodnoty byly vztazeny k bazalni stran¢ stfevniho epitelu. Dale byly aplikaci
intermitentnich (délka 1 s, perioda 5 s) vyboji elektrického proudu (Al= 0,5 pA)
kontinualné¢ méfeny odpovidajici zmény transepitelidlniho napéti (AVi). Nasledné byla s
ohledem na velikost analyzované tkané (A,area) determinovana transepitelialni elektricka
rezistence (Re=AVi/ Al x A). Po ndlezit¢ korekci k elektrické rezistivité roztoku
a odecteni elektrické rezistence prazdné komurky byl dle Ohmova zdkona vypocitan
ekvivalent proudu v uzavieném elektrickém obvodu (Ieq - sc= Vi/Re). Mefeni byla
provedena na 1-5 vzorcich od kazdého pacienta. Percentualni vyjadieni miry funkce CFTR
proteinu bylo vypocitdno jako primérnd hodnota maximalni aktivace CFTR proteinu
vztazend k primémé hodnoté maximalni aktivace referencni zdravé skupiny (-217.45
uA/cm?), 30 % funkce wt-CFTR (wild type CFTR) bylo jiz dfive stanoveno jako prah
k odliSeni zdravého jedince a pacienta s diagnézou CF (viz kap. 2.7.1. vySe) (Hirtz et al.,

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

Izolace krypt z rektalnich biopsii ziskanych od pacientli s CF, kultury intestinalnich
organoidi a FIS assay byly provedeny dle diive popsanych postupt laboratoie v Utrechtu
(Holandsko) (Dekkers et al., 2013). Organoidy byly usazeny v matrigelu v predehtaté
96jamkové desticce a inkubovany béhem 24 hodin s CFTR korektory, VX-809 (3 uM,
Selleckchem, USA) nebo VX-661 (5 uM, Selleckchem, USA). Po nabarveni kalceinovou
zeleni bezprosttedné pred samotnym experimentem (3 pM) (Invitrogen, USA), byly
pfidany roztoky 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM forskolinu (Fsk, Sigma-Aldrich, USA) nebo
kombinace vzestupné koncentrace forskolinu a CFTR potencidtoru VX-770 (3 uM,
Selleckchem, USA). V prubéhu celého experimentu (60 minut) byly kazdych 10 minut
pofizovany snimky zachycujici bobtndni organoidu, které¢ byly déale analyzovany pomoci
software Cell Profiler (Broad Institute’s Imaging Platform, USA). Vyslednd data byla
vyhodnocena vlastnim software laboratote (Organoid Explorer) a dale pomoci GraphPad
Prism 7.0. Timto zplsobem byla provedena kvantifikace zvétSeni plochy organoidu
vztazend k plose organoidu v case nula (normalized organoid area, normalizovand plocha
organoidu) za rozdilnych koncentraci forskolinu. Vlastni bobtani organoidu bylo dale
vyjadieno jako absolutni hodnota plochy pod kiivkou (AUC, area under curve) vypocitana
z normalizované plochy organoidu. Vysledna hodnota AUC je primérem ze tfi nezavisle
provedenych experimentl. Vlastni zlepSeni funkce CFTR proteinu je vysledkem rozdilu
hodnot AUC mezi kontrolami (jen s forskolinem) a lé€enymi organoidy (Fsk + VX-809;
Fsk + VX-770; Fsk + VX-809/770; Fsk + VX-661; Fsk + VX-661/770). Na zaklad¢ dosud
provedenych studii byla stanovena koncentrace forskolinu 0,128 uM jako referencni pro
hodnoceni mozného klinického benefitu in vivo. Hodnoty AUC 750 a 1500 jako prah pro
potencidlni stfedni a vysoky klinicky benefit. Hodnocenym parametrem je i fenotyp
organoidi za bazélnich podminek bez ptidanych lééebnych molekul, odlisny v ptipadé
organoidi zdravé kontroly, pacienta s minimalni nebo ptitomnou rezidualni funkei CFTR

proteinu (Dekkers et al., 2016).

Statisticka analyza

Statistické rozdily byly stanoveny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA). Data jsou
vyjadfena jako primérné hodnoty =+ standardni odchylky od priméru (SEM). Za

signifikantni byla povazovéana hodnota p < 0.05.
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7. VYSLEDKY

Pacienti, analyzované vzorky

1. Pacienti s klasickou formou CF
F508del/F508del

Analyzy rektalnich biopsii u sourozenctt CF1 a CF2 prokéazaly minimalni reziduélni funkci
CFTR proteinu (v obou ptipadech 0 % funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidll za bazalnich
podminek ma charakter organoidii pacienta s minimalni funkci CFTR proteinu. FIS assay
pacienta CF1 prokazala signifikantni bobtnani organoidii po pfidani kombinace molekul
VX-809/770 a VX-661/770. Mira bobtnani v obou piipadech jen tésn¢ nedosahuje prahu
pro predpokladany stiedni klinicky benefit. Tento pacient by pravdépodobné¢ mohl
profitovat z nasazeni 1écby Orkambi® nebo Symkevi®. FIS assay pacienta CF2 prokdzala
nulové bobtndni organoidit bez ohledu na pfidané lécebné molekuly. Pacient CF2

pravdépodobné nebude profitovat z 1écby dostupnymi moduldtory CFTR proteinu.

2. Pacienti s jednou/dvéma vzacnymi mutacemi a variabilnim fenotypem CF
D1152H/F508del

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF3 prokazala vysokou rezidualni funkci CFTR
proteinu (35,5 % funkce wt-CFTR). Fenotyp intestindlnich organoidi pacienta za
bazalnich podminek ma charakter organoidi zdravé kontroly. FIS assay pacienta CF3
prokazala signifikantni bobtnani organoidi po pfidani VX-770 1 kombinace VX-809/770 ¢i
VX-661/770. Ve vSech pifipadech se mira bobtnani pohybovala nad prahem pro
potencidlné vysoky klinicky benefit pro pacienta. Tento pacient by pravdépodobné mohl

profitovat z nasazeni 1écby Kalydeco® nebo Symkevi®.

D1152H/N1303K

Analyzy rektalnich biopsii sourozenci CF4 a CF5 prokéazaly vysokou miru rezidudlni

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

organoidi za bazdlnich podminek ma v obou pfipadech charakter organoidi zdravé

kontroly. FIS assay pacienta CF4 prokazala signifikantni bobtndni organoidi po piidani

VX-770 nebo kombinace VX-661/770 (kombinaci VX-809/770 jsme v tomto piipadé
14



netestovali). Mira bobtnani se v obou pfipadech pohybovala nad prahem pro potencialni
vysoky klinicky benefit pro pacienta. Podobny profil prokézala FIS assay pacienta CFS5.
Oba sourozenci by pravdépodobné mohli profitovat z nasazeni lécby Kalydeco® nebo

Symkevi®.

3849+10kbC>T/F508del

Analyzy rektalnich biopsii sourozencii CF6 a CF7 prokdzaly rezidudlni funkci CFTR
proteinu (4,2 % a 1,8 % funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidii obou pacientii za bazalnich
podminek ma charakter organoidu s pfitomnou rezidualni funkci CFTR proteinu. FIS assay
pacienta CF6 prokazala signifikantni bobtnani organoidi po pfidani kombinace VX-
809/770 a VX-661/770, s dosazenim prahu pro potencidlni stfedni a vysoky klinicky
benefit pro pacienta. Pacient CF6 by mohl klinicky profitovat z nasazeni ptipravku
Orkambi® nebo 1épe Symkevi®. V piipadé pacienta CF7 pozorujeme velmi podobny
profil odpovédi, s dosazenim prahu pro potencialni stfedni klinicky benefit v pfipadé obou
pfidanych kombinaci. Také pacient CF7 by mohl klinicky profitovat z nasazeni ptipravku

Orkambi® nebo Symkevi®.

3849+10kbC>T/ dele2,3(21kb)

Analyza rektéalnich biopsii pacienta CF8 prokazala rezidualni funkci CFTR proteinu (7,9 %
funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidii za bazalnich podminek ma charakter organoidi
s rezidudlni funkci CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF8 prokazala signifikantni
bobtnani nejen po piidani VX-770, ale ve vétsi mife po pridani VX-809/770 nebo VX-
661/770. Mira bobtnani organoidii dosahuje ve vSech pfipadech prahu pro potencialni
vysoky klinicky benefit. Tento pacient by mohl profitovat z nasazeni 1écby Kalydeco®,
Orkambi® nebo Symkevi®

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

Analyza rektéalnich biopsii pacienta CF9 prokazala reziduélni funkci CFTR proteinu (6,6 %
funkce wt-CFTR). FIS assay pacienta CF9 se bohuZel nepodafilo provést, technicky se

nezdafila izolace krypt a nasledné kultivace intestinalnich organoida.
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2789+5G>A/F508del

Analyzy rektalnich biopsii sourozenci CF10 a CF11 prokéazaly rezidudlni funkci CFTR
proteinu (5,5 % resp. 1,5 % funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidii za bazalnich podminek
ma v piipadé pacienta CF10 charakter organoidii s rezidudlni funkci, v ptfipadé pacienta
CF11 organoidi s minimalni funkci. FIS assay pacienta CF10 prokézala signifikantni
odpovéd’ po pfidani VX-770 i kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770. Prahu pro
potencialni stiedni klinicky benefit dosahuje odpovéd’ po piidani VX-661/770 nebo jesté
vyznamngji VX-809/770. Pacient CF10 by mohl profitovat z nasazeni 1écby Symkevi®
nebo lépe Orkambi®. V piipadé¢ pacienta CF11 FIS assay neprokazala signifikantni
bobtnani po pifidani samotného potencidtoru ¢i kombinace lécebnych molekul. Tento
pacient pravdépodobné nebude profitovat z nasazeni 1é€by dostupnymi modulatory CFTR

proteinu.

2789+5G>A/ dele2,3(21kb)

Analyza rektalnich biopsii CF12 prokazala rezidudlni funkci CFTR proteinu (2,0 % funkce
wt-CFTR). Fenotyp organoidi za bazalnich podminek ma charakter organoidi pacienta
s rezidudlni funkci CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF12 neprokézala signifikantni
bobtnani organoidd po ptfidani samotného potenciatoru ¢i kombinace 1écebnych molekul.
V ptipadé¢ tohoto pacienta nelze na zédklad€ nasi predikce ocekavat klinicky benefit z 1écby

dostupnymi modulatory CFTR proteinu.

3. Pacienti s velmi vzacnymi mutacemi CFTR genu
S955P/F508del

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF13 prokazala rezidualni funkci CFTR proteinu
(~ 18 % funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidi pacienta CF13 za bazalnich podminek ma
charakter organoidi s rezidudlni funkci CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF13 prokézala
signifikantni bobtnani po pfidani kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770. Mira
bobtnani dosahuje v obou pfipadech prah pro potencialni stiedni klinicky benefit. Tento

pacient by mohl profitovat z nasazeni 1écby Orkambi® nebo Symkevi®.
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1717-2A>G/F508del

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF14 prokdzala rezidualni funkci CFTR proteinu
(13 % funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidl pacienta CF14 za bazéalnich podminek ma
charakter organoidl s rezidualni funkci CFTR proteinu. FIS assay pacienta CF14 prokazala
signifikantni odpovéd po pfidani VX-770 1 kombinace VX-809/VX-770 nebo VX-
661/VX-770. Ani v jednom piipdé mira bobtnani nedosahuje prahu pro potencialni stfedni
klinicky benefit. Tento pacient pravdépodobné nebude klinicky profitovat z nasazeni 1écby

dostupnymi modulatory CFTR protein.
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8. DISKUZE

V ramci naseho projektu jsme analyzovali vzorky od 14 pacientl, s celkem 9 rGznymi
mutacemi CFTR genu. S vyuZitim nativni tkdné¢ a bunéénych kultur odvozenych z nativni
tkané pacienta jsme potvrdili diagndézu CF u vSech vySetiovanych jedinct (ve 2 ptipadech
formu klasickou, ve 12 piipadech formu atypickou). Déale jsme se s vyuzitim vyse
zminénych experimentilnich metod pokusili co nejpfesnéji urcit miru funkce CFTR
proteinu jednotlivych pacientl a predikovat lécebnou odpoved na dostupné modulétory
CFTR proteinu. Do prvni hodnocené skupiny byli zafazeni pacienti nesouci mutace
zpusobujici klasickou formu CF. Jednalo se o sourozeneckou dvojici nesouci mutaci
F508del v homozygotni konstituci. Zndmou skutecnosti je pozorovana variabilita tiZe
fenotypu a reaktibility na lécebné molekuly u pacientii nesoucich tuto mutaci nejen
v heterozygotni, ale také v homozygotni konstituci. Jako vysvétleni se nabizi role
nekodujicich variant v oblasti CFTR genu (Cutting, 2015; Vecchio-Pagan et al., 2016). Na
mutaci F508del je také zaméfena nejvétsi pozornost v kontextu hledani mozné
farmakologické zachrany. V dobé naSeho projektu byly pro pacienty nesouci mutaci
F508del v homozygotni konstituci schvaleny ke klinickému vyuziti dv€ kombinace
korektori a potencidtora (VX-809/770 — Orkambi® a VX-661/770 — Symkevi®).
Analyzou nativni tkdn¢ a bunéénych kultur jsme potvrdili minimalni rezidualni funkci
CFTR proteinu u obou pacientti. Pfes minimalni rezidualni funkci prokazala FIS assay na
intestinalnich organoidech interindividualni variabilitu v reaktibility na dostupné 1écebné
molekuly, klinicky benefit z nasazeni moduldtorové 1écby vSak neptedpokladdme ani
v jednom piipadé. Do druhé hodnocené skupiny byli zatazeni pacienti s jednou ¢i dvéma
mutacemi, které vedou ke klinicky variabilnimu fenotypu onemocnéni CF. Jedna o mutace
vzacné (~1-4% incidence) a mira rezidualni funkce CFTR proteinu je v téchto ptipadech
rozhodujici nejen pro vysledny fenotyp onemocnéni, ale také pro predpokladany efekt
dostupnych lé¢ebnych molekul. V dobé naseho projektu byla pro pacienty nesouci mutace
srezidudlni funkci nejprve schvilena [é¢ba samotnym potencidtorem (VX-770,
Kalydeco®) (Durmowicz et al., 2018). V roce 2018 vsak byla u téchto pacientli nesoucich
na druhé alele mutaci F508del prokdzana vyssi efektivita nasazenim kombinace korektoru
s potenciadtorem (VX-661/770, Symkevi®) (Rowe et al., 2017). Provedenymi analyzami
rektalnich biopsii jsme u pacientl v této skupiné prokézali velmi variabilni miru funkce
CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce wt-CFTR), ktera odpovidala tiZi klinickych ptiznakt

onemocnéni. Déale jsme pomoci FIS assay provedli predikci mozné reaktibility na dostupné
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1écebné molekuly u jednotlivych pacientl. U celkem 5 pacientt jiz byla 1écba ptipravkem
Symkevi® zahdjena, jeji efekt zatim nelze vzhledem ke kratké dobé hodnotit. Ve vSech
ptipadech se jednalo o pacienty nesouci na druhé alele mutaci F508del. Lécba ptipravkem
Symkevi® byla v jednom piipadé nasazena i pacientovi, ktery nese na druhé alele mutaci
jinou nez F508del. Podplrnym argumentem k zahajeni 1é¢by byl v tomto piipade
1vysledek FIS assay na intestindlnich organoidech, ktery ukazuje na mozny vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Jedna se dalsi ptfipad pacienta nesouciho dvé vzacné mutace
CFTR genu, kterému byla lé€ba moduldtory CFTR proteinu nasazena na zakladé
individudlni ex vivo predikce (Ramalho et al., 2021). Efekt 1é¢by zatim nelze po 6 mésicich
jednoznacné hodnotit. Od jejiho zahdjeni se vSak neobjevila zddna akutni exacerbace
zékladniho onemocnéni a soucasné registrujeme zlepSeni hodnot funkce plic. Do této
skupiny byly opét zafazeny sourozenecké dvojice, na kterych jsme demonstrovali
interindividudlni variabilitu miry funkce CFTR proteinu a v nékterych ptipadech i odliSnou
reaktibilitu na testované 1é¢ebné molekuly. I zde se jako vysvétleni nabizi role genetického
pozadi (gent modifikujicich CF) kazdého jednotlivého pacienta. Do posledni hodnocené
skupiny jsme zaradili dva pacienty s ultra-vzacnymi mutacemi. U prvniho z nich jsme
pomoci molekuldrné¢ genetického vySetfeni identifikovali zcela novou a doposud
nepopsanou mutaci CFTR genu (S955P). Vzhledem k hrani¢ni hodnoté chloridii v potu,
normélni hodné fekalni elastdzy a mirnym respira¢nim pfiznakim nebylo mozZné
standardnimi metodami urcit, zda se opravdu jedna o pacienta s CF. Analyza nativni tkané
pacienta prokazala rezidudlni funkci CFTR proteinu (18 % funkce wt-CFTR), kterd vSak
nedosahuje hodnoty zdravého jedince (vice nez 30 % funkce wt-CFTR). Analyzy
provedené na bunécnych kulturach (odvozenych z vlastni tkdné pacienta a soucasné de
novo vytvorenych pomoci S955P-CFTR cDNA) prokazaly, Ze se v tomto pfipad€ jednd o
mutaci vedouci ke snizené pravdépodobnosti otevirani CFTR kandlku s jeho nizsi
stabilitou v bunééné membrané. S955P byla klasifikovana jako mutace II/VI funkéni
ttidy. Predikce odpovédi na ptidané 1é€ebné molekuly predpoklada stiedni klinicky benefit
z nasazeni kombinace korektort a potenciatort (VX-809/770 — Orkambi® a VX-661/770 —
Symkevi®). (Silva a DousSova et al., 2020) U druhého pacienta molekularné genetické
vySetieni prokazalo mutaci 1717-2A>G, jejiz klinicky fenotyp ani efekt na tkan¢ pacienta
zatim nebyl dostate¢ne popsan a kromé naSeho pacienta byla tato mutace popsdna pouze v
jednom piipadé v Rumunsku (Popa et al., 1997). N&$ pacient byl diagnostikovan na
zékladé novorozeneckého screeningu, mél zvySenou koncentraci chloridi v potu, nizkou

hodnotu elastazy ve stolici svédcici pro pankreatickou insuficienci a mirné respiracni
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pfiznaky. Analyza rektalni biopsie sice prokazala rezidudlni funkci CFTR proteinu (13 %
funkce wt-CFTR), vysledky z provedené FIS assay vSak nesvédc¢i pro potencialni klinicky
benefit z nasazeni 1écby dostupnymi modulatory CFTR proteinu. (Silva a DouSova et al.,

2020)

Soucasti naSeho projektu byly analyzy méfeni v Ussingoveé komirce. V ramci mezindrodni
kohorty pacienti s CF jsme porovnali parametr (Isc - 1r/c), dosud uzivany jako zlaty
standard k odliSeni zdravych jedincti od pacientli s CF, s dal§imi, které jsme extrahovali
pfimo ze zdznamu meéfeni na rektdlnich biopsiich. Timto zplisobem jsme identifikovali
novy parametr, ktery vykazoval vy$§i miru korelace s koncentraci chloridli v potu,
hodnotou FEV1, FVC, BMI a hodnotou fekalni elastazy. Tento parametr (Vir + vric))
odpovidd maximalni aktivaci CFTR proteinu a koreluje 1épe se zavaznosti klinickych
ptiznaki onemocnéni. (Silva et al., 2020) Je tedy vyuzitelny k rozliSeni pacientl s

klasickou nebo mirnou formou CF a zdravych jedinct.
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9. VZTAH PRACE K TESTOVANYM HYPOTEZAM

Hypotéza ¢.1: FIS a ICM predstavuji experimentilni ex vivo modely vyuZitelné ke
zhodnoceni miry funkce CFTR proteinu u (i) pacienti se dvéma mutacemi
zpusobujicimi klasickou formu CF (ii) pacienti s jednou ¢i dvéma vzacnymi
mutacemi zpusobujicimi variabilni fenotyp onemocnéni a mirnou formu CF (iii)
pacienti s nejasnou diagnézou CF na zakladé nejednoznacnych vysledki potniho

testu a/nebo molekularné genetického vySetieni.

V na8i préaci byla hypotéza potvrzena. Pomoci ex vivo experimentdlnich modeli jsme
determinovali miru funkce CFTR proteinu jednotlivych pacientii odpovidajici klinickému
fenotypu onemocnéni. Déle jsme pomoci experimentalnich metod charakterizovali de novo

mutaci CFTR genu s doposud nejasnou kauzalitou k onemocnéni CF.

Hypotéza ¢.2: FIS assay na intestinalnich organoidech lze vyuzit k identifikaci

respondert na dostupné modulatory CFTR proteinu.

V na$i praci byla tato hypotéza potvrzena. Pomoci FIS assay jsme identifikovali

respondery a soucasné i non-respondery na dostupné modulatory CFTR proteinu.

21



10. ZAVERY

Prezentované vysledky v této praci byly ziskdny zhodnocenim originalnich dat,
publikovanych 1 dosud nepublikovanych, kterd byla ziskana analyzou rektalnich biopsii
a pfipadné z nich vytvofenych kultur intestinalnich organoidi. Prace byla zameéfena na
individudlni ur¢eni miry funkce CFTR proteinu a ex vivo predikci 1é¢ebné odpovédi na
dostupné modulatory CFTR proteinu. S vyuZitim experimentalnich ex vivo metod jsme
urcili miru funkce CFTR proteinu pacientli nesoucich kombinaci celkem 9 riiznych mutaci
CFTR genu. Jednalo se o pacienty s klasickou formou CF, u kterych jsme potvrdili
minimalni rezidualni funkci CFTR proteinu s interindividudlni variabilitou. Dale jsme
u pacientll s mutacemi s klinicky variabilnim fenotypem prokazali riznou miru reziduélni
funkce CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce wt-CFTR). Podafilo se nam funkéné
charakterizovat doposud nepopsanou mutaci CFTR genu a potvrdit diagnézu CF u pacienta
nesouciho tuto de novo mutaci, jehoz diagndza nebyla doposud na zakladé standardnich
diagnostickych metod jednoznac¢nd. Provedli jsme ex vivo predikci mozné klinické
odpovédi na dostupné modulatory CFTR proteinu a identifikovali potencidlni respondery
v celkem 8 ptipadech a soucasné non-respondery v celkem 5 ptipadech. K potvrzeni ex
vivo predikce bude zapottebi del§i prospektivni sledovani pacientl po nasazeni
modulatorové 1é¢by. Siroké spektrum mutaci CFTR genu zahrnuje vice nebo méné vzécné
varianty. Kazda z téchto variant postihuje celosveétoveé pouze malou skupinu jedincti, proto
je v téchto ptipadech velkou vyzvou nejen diagnostika samotného onemocnéni, ale
soucasné 1 predikce mozného léCebného potencidlu jiz dostupnych modulatord CFTR
proteinu. Jako alternativa ke klasickym klinickym studiim se v poslednich letech objevuji
pristupy, které vyuZivaji bunééné modely odvozené z vlastni tkané pacienta k predikci
individudlni ex vivo 1éCebné odpoveédi na moduldtory CFTR proteinu. V ramci tohoto
alternativniho systému by mohly byt jiz klasifikované i doposud neklasifikované varianty
ptitazeny do urcitych terapeutickych skupin. Selekce nejvhodnéjsi kombinace 1ékd pro
jednotlivé skupiny (tzv. ‘theranostika’) by mohla pfedstavovat zplsob, jakym by se
k nejlepsi mozné kombinaci 1é€ebnych molekul dostali pacienti nesouci €astéj$i mutace
CFTR genu (jako napt. F508del), ale také pacienti nesouci mutace velmi vzacné. Tento

systém by mohl vytvofit zdklad pro maximalné efektivni, personalizovanou lécbu co

-----
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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 individual determination of the degree of
CFTR protein function and ex vivo prediction of the therapeutic response to available
CFTR modulators. Using 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 residual function of the CFTR protein with interindividual variability.
Furthermore, in patients with mutations with a clinically variable phenotype, we
demonstrated varying degrees of residual CFTR protein function (1.5-39.7% 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 alternative to conventional clinical trials, approaches have
emerged in recent years that use cell models derived from patient's own tissue to predict
individual ex vivo response to CFTR modulators. Within this alternative 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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