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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 piimé
souvislosti se vznikem onemocnéni CF. U pacientl nesoucich mutace s nejasnym ¢i
variabilnim klinickym vyznamem miiZe byt obtiZzna nejen diagnostika CF, ale pro nemozZnost
uspofadani standardnich klinickych studii je také vyzvou zjisStovani i¢innosti novych léki,
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
skutecnd mira odpovédi jednotlivého pacienta na lécbu. Intestindlni organoidy predstavuji
v poslednich letech ex vivo model vyuzitelny ke stanoveni miry funkce CFTR proteinu
a soucasné k predikci lécebné odpoveédi na dostupné lécebné molekuly. V ramci naSeho
projektu jsme s vyuZzitim nativni tkdn€ pacienta a z ni odvozenych kultur intestindlnich
organoidl prokazali riznou miru rezidudlni funkce CFTR proteinu u celkem 14 pacientl
s CF (0-39,7 % funkce zdravé kontroly). Charakterizovali jsme doposud nepopsanou mutaci
CFTR genu u pacienta, jehoz diagnéza nebyla doposud na zéklad¢ standardnich
diagnostickych metod jednoznac¢nd. Na zakladé¢ ex vivo predikce jsme identifikovali
v 8 pfipadech potencidlni respondery a v 5 piipadech non-respondery na dostupné
modulatory CFTR proteinu. Translace tohoto vyzkumu do klinické praxe se stava ve shod¢

s principem theranostiky zédkladem pro personalizovanou péci o vSechny pacienty s CF.

Klic¢ova slova: cysticka fibréza, modulatory CFTR proteinu, intestinalni organoidy,

personalizovana péce



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.

Keywords: cystic fibrosis, CFTR modulators, intestinal organoids, personalized

treatment



Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABC — ATP-binding cassete

ASL — tekutina na povrchu respirac¢niho epitelu

ADP — adenosindifosfat

ATP — adenosintrifosfat

AUC - plocha pod kiivkou

BMI — index télesné hmotnosti

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CBAVD - vrozena oboustranna absence vas deferens
CCH - karbachol

CF — cysticka fibroza

CFLD - jaterni onemocnéni vazané na cystickou fibrézu
CFRBD - kostni nemoc vazan4 na cystickou fibrozu
CFRD - diabetes vazany na cystickou fibrozu

CFTR - transmembranovy regulator vodivosti

COz.— oxid uhlicity

DIOS — distélni intestinalni obstrukéni syndrom
DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiaminotatraoctova kyselina

EMA — Evropska Iékova agentura

ENaC — epitelidlni sodikovy kanal

ER — endoplazmatické reticulum

FBS — fetalni bovinni sérum

FEE-1 — fekalni elastaza 1

FEV| — objem vzduchu béhem usilovného vydechu za 1s
FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FIS — forskolinem indukované bobtnani organoidu
Fsk — forskolin

FVC — funk¢ni vitalni kapacita

HBE - buiiky odvozené z lidského respiracniho epitelu
I/F — IBMX/Fsk

IBMX — 3-isobutyl-1-metylxantin

ICM — transepitelidlni rozdil napéti na rektalni sliznici
I(eq-sc) — ekvivalent proudu v zavieném okruhu

IRT — imunoreaktivni trypsinogen

KH,PO4 — fosfore¢nan draselny

MAPK — mitogenem aktivovana proteinkinaza
mRNA — messenger RNA

NaCl" — chlorid sodny

NBD — nukleotidy vézajici doména

NBS — novorozenecky screening

NPD - transepitelialni rozdil napéti na nosni sliznici
PBS — fosfatovy pufr

PI — pankreaticka insuficience

PS — pankreaticka suficience

RD —regula¢ni doména

TMD — transmembranova doména

PBS — fetalni bovinni sérum

PKA — proteinkinaza A



Ree — transepitelidlni rezistence
Vie — transepitelialni napéti
wt — zdrava kontrola
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2. UVOD

2.1. Cysticka fibréza

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 pfenaSece na apikalni
membrané epitelovych bunék. CFTR (blize viz kap. 1.2.) se jako piedstavitel cAMP
regulovaného iontového kanalku podili mimo transportu chloridovych iontli na pfenosu
dalSich latek jako napf. bikarbonat (Kunzelmann et al., 2017). Vedle své hlavni funkce hraje
také podstatnou roli v regulaci dalSich iontovych kanalki, zejména epitelidlniho natriového
kanélku (ENaC), jehoz aktivita je proteinem CFTR tlumena (Stutts et al., 1995). V pfipadé
CF tak dochazi vlivem dysfunkce CFTR proteinu ke zvySeni aktivity ENaC
a k hyperabsorbci sodikovych iontl (sekundarné i vody), coz vede predevsim k zahusSténi
tekutiny na povrchu sliznice dychacich cest (Elborn, 2016). CF je multisystémové
onemocnéni, které se manifestuje v organech a tkanich s expresi CFTR v apikalni membrané
epitelovych bunék (mimo dychaci cesty napiiklad také gastrointestinalni trakt, reprodukéni
organy a potni zlazy). Zivot limitujicim je pfedeviim plicni postizeni, které se v nejveétsi
mife podili na zvySené morbidité a mortalité pacienti. Dysfunkce CFTR proteinu spolecné
s nadmérnym transportem sodikovych iontd dovniti builky vedou kjiz zminéné
nedostate¢né hydrataci tekutiny na povrchu respiracniho epitelu (ASL — airway surface
liquid). Zvysend hustota ASL ma za nésledek stagnaci hlenu spole¢né s chronickou infekci
dychacich cest bakteriemi. Na zvysené viskozité hlenu se mimo chronického zanétu podili
1 naruSend sekrece bikarbonatu dysfunkénim CFTR kanélkem, ktery zvysuje kyselost ASL.
Dusledkem kyselého pH je také inhibice aktivity antimikrobialnich peptidi, které jsou
v ASL za normélnich podminek pfitomny (Haq et al., 2016; Mitri et al., 2020). Chronické
zanétlivé zmény vedou k progresivnimu poSkozeni plicni tkdné a v konecném stadiu

k selhani funkce respira¢niho systému (Obr. 2.1).
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Obr. 2.1 Patofyziologie vzniku plicniho postiZeni u CF. U zdravého jedince urcuje transport sodikovych
(Na") a chloridovych (CI') iontd miru hydratace ASL. V pfipadé pacienta s CF je diky absenci nebo
nedostate¢né funkci CFTR proteinu narusen transport Cl- vedouci k neregulované absorbci Na*. Vysledkem je
nedostate¢na hydratace ASL a naruSeni mukociliarni clearance s postupnym hromadénim hustého hlenu
v dychacich cestach. V tomto prostfedi pfezivaji bakterie tvofici biofilm, dochazi k sekreci prozanétlivych
cytokini, migraci polymorfonuklearnich neutrofilii s uvolnénim kyslikovych radikali a proteaz. Jejich zvySena
koncentrace a kyselost ASL maji negativni vliv na pisobeni fady antimikrobilnich peptidi. Upraveno dle
(Mitri et al., 2020).

Mezi dalsi postizené organy tfadime v piipadé CF slinivku biiSni. Chronickd obstrukce
vyvodnych kanalkd s jejich naslednym jizvenim, vznikem fibrozy a cystickou prestavbou
tkané€ vedou v kone¢ném disledku ke ztrat€ exokrinni funkce. Rozséahlejsi destrukce vcetné
Langerhansovych ostrivkid je pfi¢inou vzniku diabetu mellitu (CFRD — cystic fibrosis
related diabetes). Insuficience zevni sekrece pankreatu mé soucasné za nasledek steatoreu,
neprospivani a podili se na rozvoji osteoporézy (CFRBD — cystic fibroiss related bone
disease). Krom¢ malnutrice dochazi k nedostatecnému vstiebavani vitaminti rozpustnych
v tucich (A, D, E, K). Hepatobiliarni postizeni vede predevsim k fibroze az cirhoze jater
(CFLD - cystic fibrosis related liver disease) a cholelithiaze. U pacientl se v prubéhu Zivota
11



objevuje syndrom obstrukce distalniho stieva (DIOS - distal intestinal obstruction
syndrome), jenz je ekvivalentem mekoniového ileu v novorozeneckém veéku. Obstrukce vas
deferens v embryonalnim vyvoji s jejich zanikem (CBAVD — congenital bilateral absence
of vas deferens) vede k infertilit€ u muzi v dospélém veku. V potnich zldzach vede naruSeny
mechanismus reabsorbce NaCl k nadmérné ztraté chloridli spojené s dehydrataci a depleci
ionti (Houwen et al., 2010; Wilschanski, Novak., 2013; Kunzelmann et al., 2017; Kamal et
al., 2018). Prognodza pacienti ve 30. letech 20. stoleti, kdy byla CF poprvé popsana,
predstavovala imrti Casto jiZz v kojeneckém nebo Casném détském veéku (Andersen, 1938).
V soucasnosti se medidn preziti pro pacienty narozené po roce 2000 v rozvinutych zemich
odhaduje na vice nez 40 let véku (Cystic Fibrosis Trust, 2016; Cystic Fibrosis Foundation,
2018). Prodlouzeni délky a kvality zivota je spojeno zejména s pokroky ve v€asné zahajené
symptomatické terapii (pankreatické enzymy, mukolytika, antibiotika), kterd navazuje na
vCasné stanoveni diagndzy (Casto na principu novorozeneckého screeningu) (Elborn et al.,

1991; De Boeck a Amaral, 2016).

2.2. CFTR

CFTR lokalizovany na dlouhém (q) raménku 7. chromozomu, je jednim z nejvétSich geni
lidského genomu (Johns Hopkins University, 2016). Zaujima 190 kb genomické DNA
a koduje piiblizné 6,5 kb mRNA (sloZzené z 27 exontl), pfepisujici se do aminokyselinového
transmembranového glykoproteinu o molekularni hmotnosti 170 kDa (Tsui a Dorfman,
2013). CFTR je ¢lenem rodiny tzv. ABC transportérit (ATP Binding Casette), které za
normélnich podminek aktivné pfenaSeji proti koncentracnimu gradientu substraty pies
bunécéné membrany. Tento protein se sklada ze dvou transmembranovych domén (membrane
spanning domain, MSD1/2) tvoficich por kanalku, a dale ze dvou nukleotidy vézajicich
domén (NBD1/2), které¢ vazi a hydrolyzuji ATP. Unikatni pro CFTR je tzv. regulacni
doména (RD), kterd spojuje obé poloviny kandlku a jejiz fosforylace je nezbytna k jeho
otevieni (Dorwart et al., 2004). (Obr. 2.2) Biogeneze CFTR je zahdjena syntézou
s ndslednym ziskdnim spravné konformace v endoplazmatickém retikulu (ER), kde dochézi
k jeho glykosylaci. Po taddném sbaleni (folding) a kontrolou kvality proteinu
v endoplazmatickém retikulu putuje stale jeSté nezraly CFTR do Golgiho komplexu. Zde po
dal$im zpracovani dosahuje zralé, plné glykosylované formy a je dopraven do plazmatické
membrany (Farinha a Canato, 2017). Na rozdil od ostatnich ¢lenii rodiny ABC transportérii

je CFTR jedinym proteinem, ktery plni funkci iontového kandlku pfenosem iontil ve sméru
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jejich koncentracniho gradientu. K otevieni kanilku vede po aktivaci proteinkinazy
A (PKA), fosforylaci R domény a vazbé ATP dimerizace nukleotidy vézajicich domén.
K jeho uzavieni dochazi prostfednictvim hydrolyzy ATP (Cant et al., 2014).

Obr. 2.2 Schematické zobrazeni struktury a aktivace CFTR proteinu. CFTR protein se skldd4 z 5 domén:
2 transmembranovych domén (TMD1/2), 2 nukleotidy vazajicich domén (NBD1/2) a 1 regula¢ni domény
(RD). Otevieni kanalku zahaji zména konformace, ktera nasleduje po vazb& ATB na obé NBD. Fosforylace
RD prostiednictvim proteinkindazy A (PKA) vede k aktivaci kanalku a transportu ionti. ADP -
adenosindifosfat, ATP — adenosintrifosfat, Pi — anorganicky fosfat, Cl- — chloridové ionty. Upraveno dle
Bouhamdan et al., (2018).

Podminkou vzniku onemocnéni CF je ptfitomnost mutaci CFTR genu na obou alelach
(pacient je homozygotem nebo sloZenym heterozygotem pro danou mutaci). Do dneSniho
dne bylo popsano vice nez 2.000 variant genu CFTR, z nichZ jen u malého poctu (celkem
360) byla jednoznacné prokézana kauzalita s onemocnénim CF (mutace oznacované jako
zpusobujici CF) (CFTR2.org, ©2011-2020). Databaze CFTR2 dale eviduje k 31.07.2020
48 variant s variabilnim klinickym dopadem, 23 variant bez prokézané kauzality se vznikem
onemocnéni CF a celkem 11 variant s doposud nejasnym klinickym vyznamem (CFTR2.org,
2020). Nejcaste€jsi mutaci zptsobujici onemocnéni CF piedstavuje F508del, pfitomna
alesponi na jedné alele u vice nez 80 % pacientd s CF. Ze zbyvajicich 359 se pouze 6 mutaci
vyskytuje ve frekvenci vy$si nez 1 % a 50 mutaci s frekvenci vyssi nez 0,1 %, s ohledem k

urcité variabilit€ vazané na specifické populace (Lopes-Pacheco, 2020) (Obr. 2.3).
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Obr. 2.3 Distribuce mutaci CFTR proteinu. (A) Globélni prevalence mutaci dle genotypt: F508del
v homozygotni konstituci (F508del/F508del), F508del v heterozygotni konstituci (F508del/jind) a genotypy
slozené z jinych nez F508del mutaci (jind/jind). (B) 25 nejcasteji se vyskytujicich non-F508del mutaci v rdmci
celosvetové populace pacientti s CF. Upraveno dle Lopes-Pacheco (2020).

Situace se nelidi v Ceské republice, kde je mutace F508del pfitomna u vice nez 85 %
pacientti. Nasleduje CFTRdele2,3 (,,slovanska mutace™) s 11 % a G542X s 5 % (European
Cystic Fibrosis Society, 2017; Cesky registr cystické fibrozy, 2020). Mutace ozna¢ené jako
zpusobujici CF vedou obecné k naruSenému transportu chloridovych ionti a bikarbonéatu
na membranach epitelovych bunék. Zavaznost onemocnéni je vSak do velké miry odvozena
od mechanismu, kterym je tvorba a funkce CFTR proteinu naruSena. Pochopeni tohoto
mechanismu se stalo zcela zasadnim i s ohledem na vyvoj novych 1é€ebnych molekul
oznacovanych jako modulatory CFTR proteinu (bliZze viz kap. 2.5.). Tyto molekuly cili na
molekularni podstatu defektu CFTR a vedly ke zméné pfistupu v1écbé CF od Cisté
symptomatického k tzv. nemoc modifikujicimu pfistupu, ktery je specificky pro jednotlivé
typy mutaci (De Boeck a Amaral, 2016; Veit et al., 2016).

2.3. Funk¢ni klasifikace mutaci CFTR genu

Vsechny mutace CFTR genu vedou v kone¢ném dusledku k naruSeni pfenosu iontti na
apikalni membranég epitelovych bun¢k. Mechanismus, kterym jednotlivé mutace zasahuji do
tvorby nebo funkce CFTR proteinu, a tim ovliviiyji i vysledny fenotyp onemocnéni, se vSak
lisi. S ohledem na tyto mechanismy byly v roce 1993 mutace CFTR genu rozdéleny do
4 funkcnich tfid (Welsh a Smith, 1993). Zminéné funkéni tiidy pouzivame dodnes, kdy se
v modifikované forme staly zakladem pro specifické terapie zaméfené na jednotlivé typy
mutaci. V rdmci tohoto pfistupu lze s urCitou mirou nepiesnosti prohlasit, ze jedna 1éciva
molekula mize byt G¢innd na vSechny mutace uvnitf stejné funkéni tiidy (De Boeck
a Amaral, 2016). Soucasny systém predklada celkem 6 funkcnich tiid. Neéktefi autofi

z tohoto systému vyclenuji 7. funk¢ni tfidu, do které jsou fazeny rozsahlé delece CFTR genu
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s absenci tvorby CFTR mRNA (Welsh a Smith, 1993; De Boeck a Amaral, 2016; Veit et al.,
2016) (Obr. 2.4).

aa A a a a

a o

= =

Normélni CFTR

l. tiida II. tfida 1Il. tfida IV. tfida V. tfida VI. tiida VILI. tfida
Defekt CFTR Zadny protein, Chyba Nedostatecné Narusené vedeni | Méné proteinuv | Nestabilita Zadny protein,
mRNA ano vycestovani otevirdni kanalu | kandlem membrané proteinu v mRNA ne
proteinu membrané
Priklady mutaci G542X, F508del, G551D, D1152H, R117H, | 3849+10kbC>T, Q1411X. Dele2,3(21kb),
W1282X, R553X | N1303K, G85E G1349D, S549R R334W 2789+5G>A, r.F508del 1717-1G>A

A455E

Klinické pfiznaky Rezidudlni funkce CFTR proteinu, mirny fenotyp CF Z4dn4 rezidudlni
funkce CFTR
proteinu

Obr. 2.4 Funkéni klasifikace mutaci CFTR proteinu podle jednotlivych t¥id. Podle funk¢niho defektu
CFTR proteinu fadime mutace CFTR do 7 funk¢nich t¥id. Mutace I.—III. a VII. tfidy charakterizuje absence
nebo té€Zce naruSena tvorba ¢i funkce CFTR proteinu a jsou spojeny s jeho nulovou nebo minimalni funkei.
Mutace IV.—VL. ttidy jsou méné€ zavazné, spojené s variabilni mirou reziduélni funkce CFTR. Byly navrzeny
specifické terapie podle mechanismu vzniku funkéniho defektu CFTR proteinu s pfedpokladem, Ze jedna
1é¢iva molekula mize byt G¢inna na v§echny mutace uvnitf stejné funkéni tfidy. Upraveno dle De Boeck &
Amaral (2016).

Mutace 1. tFidy nevedou k tvorbé proteinu v jeho spravné délce a/nebo se spravnou
aminokyselinovou sekvenci. Jedna se nej€astéji o nonsense mutace (tzv. stop kodon mutace),
jejichZ vysledkem je té€zce strukturdln€ naruSeny nebo chybéjici CFTR protein. Mutace II.
tridy davaji vzniknout strukturdln€ abnormélnimu proteinu, ktery nevycestuje intracelularné
k bunééné membrané. NaruSené je sbaleni proteinu, ktery zOstdvd zadrZen
v endoplasmatickém retikulu a je nasledné degradovéan v lysozomu. Proces tvorby CFTR
proteinu je pozastaven na urovni vycestovani (tzv. trafficking) proteinu k plazmatické
membrané, ¢imz dochézi k jeho vyznamné redukci na membrané buiiky. V pfipadé mutaci
III. tFidy protein vycestuje k povrchu buriky, jeho funkce je vSak naruSena ve smyslu
nedostate¢ného otevirani kanalu (tzv. gating mutace). Mutace IV. tiidy vedou
k nedostatecnému vedeni iontd kanalkem, ktery je pfitomen na bunééné membrané. V. tfida
mutaci vede k nedostate¢né tvorbé CFTR proteinu a tim i k jeho sniZzenému mnoZstvi na
povrchu buiiky. Velmi Casto se jedna o mutace, které maji vliv na transkripcni faktory

lokalizované v promotorové oblasti genu nebo jest€¢ Castéji zptsobi alternativni sestfih
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(splicing) se vznikem aberantni 1 normalni mRNA v jejich rizném poméru. Mutace VI.
tiidy destabilizuji CFTR protein po Gpravé v endoplazmatickém retikulu a/nebo na povrchu
bunécné membrany. Narusuji jeho konformacni stabilitu, zvySuji proces endocytézy nebo
snizuji recyklaci spojenou s navratem proteinu k bunééné membrané. To vSe muze vést ke
zkréaceni Zivostnosti proteinu diky jeho strukturalni nestabilité. Mezi mutace VII. tfidy, téZ
klasifikované jako farmakologicky neopravitelné, fadime velké delece znemoZznujici tvorbu
1 minimélnitho mnozstvi mRNA v bunééném jadru. Systém funkéni klasifikace ¢aste¢né
selhavd v pripadé mutaci, které zplisobuji vice nez jeden funkéni defekt. Piikladem je
1 nejcastéj$i mutace CFTR genu F508del, kterd vedle poruchy vycestovani (II. tfida) vede
1 naruSenému vedeni vedeni kandlkem (III. tfida) a snizené stabilité proteinu v plazmatické
membrané (VI. tfida) (Bell et al., 2015; Elborn, 2016). Mutace CFTR genu jsou spojeny
s Sirokym spektrem klinickych projevii onemocnéni CF. Obecné lze konstatovat, ze mutace
[-II. + VILtfidy v homozygotni nebo heterozygotni konstituci jsou spojeny s minimalni
nebo nulovou rezidualni funkci CFTR proteinu (Elborn, 2016). Tyto mutace vedou k ¢asné
insuficienci a vyznamnou progresi plicniho onemocnéni. Pfedstavuji tzv. klasickou formu
CF. V porovnani s tim jsou mutace IV.—VI. tfidy spojeny s urcitou rezidualni funkci CFTR
proteinu, kterd je vSak velmi variabilni. Pacienti s timto typem mutaci alespoii na jedné alele
mivaji mirn€j§i formu onemocnéni, ¢asto spojenou s pankreatickou suficienci (Cutting,

2015). Tuto formu nemoci oznacujeme také jako mirné/atypické/neklasicka CF.

2.4. Standardni diagnostika CF a dostupné biomarkery funkce CFTR proteinu

Podezieni na diagndzu CF je ve vétsSing piipadi stanoveno na zékladé typického klinického
obrazu, resp. pozitivity novorozeneckého screening (pokud se provadi). K potvrzeni
diagndzy je nezbytny 1) prikaz dysfunkce CFTR proteinu, ktera se v bézné praxi oziejmi
potnim testem (stanovujicim hladinu chloridii v potu, abnormélni hodnoty > 60 mmol/l)
a/nebo 2) nélez dvou mutaci CFTR genu se zndmou korelaci s onemocnénim CF (tzv.
mutace zpusobujici CF) (Farrell et al., 2008; Farrell et al, 2017). V pfipadé
nejednoznacnych vysledki potniho testu (30—-60 mmol/l) a molekularne¢ genetického
vySetfeni (ndlez jen jedné mutace zpusobujici CF) lze upfesnit diagnézu pomoci
transepitelialniho rozdilu potencialii na nosni (NPD, nasal potencial difference), ptipadné
rektalni sliznici (ICM, intestinal current measurement) (Sermet-Gaudelus et al., 2010;

Derichs et al., 2010).
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2.4.1. Potni test a NPD

Potni test a NPD jsou dlouhodobé nejvice vyuzivanymi metodami k posouzeni funkce CFTR
proteinu v klinické praxi a v rdmci ni pak piedev§im k diagnostickym tcelim (Sermet-
Gaudelus et al., 2010; Sermet-Gaudelus et al., 2011). ZvySena hladina chloridii v potu se
objevuje v cCasné fazi nemoci a mlze byt meéfena v jakémkoliv veéku vcetne
novorozeneckého. Jedna se o neinvazivni a finanén¢ nenaro¢nou metodu. Oproti tomu NPD
predstavuje jedinou metodu in vivo, kterou lze piimo na epitelu nosni sliznice detekovat
specificky CFTR dependentni transport chloridovych iontli (nosni sliznice predstavuje
snadno dostupné misto dychacich cest). Obé metody, které vyuzivame jako biomarkery
aktivity CFTR proteinu mohou mit i své nevyhody. Hodnoceni NPD je ¢asové i technicky
naroc¢né, urCitd nespolehlivost se objevuje u pacientii se sekundarnim poskozenim nosni
sliznice (polypy pii pokroc¢ilém onemocnéni CF). Hodnoceni potniho testu velmi zévisi na
technickém provedeni a stavu kiize, z tohoto divodu casto vykazuje faleSn€ pozitivni

vysledky.

2.4.2. Molekularné genetické vySetfeni CFTR genu

Vétsina dostupnych vySetfovacich metod je cilena na jiz znamé mutace CFTR genu, které
maji piimou souvislost se vznikem onemocnéni CF. Existuje vSak mnoho variant, které
pfimou souvislost se vznikem onemocnéni nemaji anebo jejich kauzalita s CF neni
objasnéna. Mnoho variant s familiarnim vyskytem zlistavd doposud neobjeveno a mnoho
znich se nachdzi v intronovych oblastech nebo regulacnich doménach CFTR genu.
Zustavaji tak pres extenzivni metodiku neidentifikovany (Farrell et al., 2020). Urceni

diagnézy CF mize byt v téchto ptipadech problematické a nejednoznacné.

2.4.3. Novorozenecky screening

Novorozenecky screening (NBS, newborn screening) je zasadni pro casnou diagnozu
nemoci, ¢asné zahdjeni 1é€by a tim 1 zlepSeni celkové doby preziti pacienti s CF.

K diagnostice CF je vyuZzivan imunoreaktivni trypsinogen (IRT), produkt slinivky bfisni,

jehoz koncentrace byva v krvi novorozenych déti s CF o néco vyssi nez u zdravé populace
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jako dusledek poskozeni tkané pankreatu (Castellani et al., 2016). V Ceské republice byl

celoplos$ny novorozenecky screening zaveden v roce 2009.

2.4.4. Fekalni elastaza-1

Stanoveni hodnoty fekalni elastazy-1 (FEE-1) metodou ELISA slouzi k detekci pankreatické
insuficience u pacientll s CF. Standardni cut-off hodnoty (norma > 200 pg/g) lze pouzit od
3. tydné véku pacienta, coz vede nejen k casné diagnostice zevné sekretorické insuficience
pankreatu, ale soucasné k zahajeni suplementace travicich enzymil v pfipad¢ pozitivniho
vysledku (Cade et al., 2000). V klinické praxi je stanoveni pankreatické insuficience zasadni
s ohledem na prognézu onemocnéni. Nulové nebo velmi nizké hodnoty fekalni elastazy-1
jsou typicky spojeny s mutacemi [.—III. funkéni tfidy a s klasickym pribéhem CF. Oproti
tomu hrani¢ni nebo normalni hodnoty tohoto enzymu ve stolici byvaji spojeny s pfitomnosti
alespon jedné mutace IV.—VI. funk¢ni tfidy a mirn€j$im pribéhem nemoci, i kdyZ s urcitou

mirou variability (Daftary et al., 2006).

2.5. Kauzalni lé¢ba CF

Symptomatickéd 1écba, na rozdil od lécby kauzalni, nefeSi molekularni defekt samotného
onemocnéni, na jehoZ urovni by bylo mozné principidlné zabranit sérii nepfiznivych zmén
vedoucich k nevratnému poskozeni plicni tkané. Od roku 1989, kdy byl identifikovan CFTR
gen (Kerem et al., 1989), je vyzkum v oblasti CF zaméfen praveé na vyvoj novych terapii
smétujicich k opravé mutovaného genu, resp. k zachrané ztracené funkce CFTR proteinu.
Kauzalni 1écba se v poslednich letech stava soucasti standardni péce u velké ¢asti pacientli
s CF. Nové¢ lécebné molekuly, které jsou schopny zlepsSit nebo dokonce opravit funkci
narusen¢ho CFTR proteinu, oznacujeme jako tzv. modulatory CFTR proteinu. Podle
mechanismu, kterym na zichranu funkce CFTR proteinu ptsobi, je rozdélujeme do
4 hlavnich skupin: potencidtory, korektory, stabilizatory a amplifikatory (Lopes-Pacheco,
2016). Zatimco potencidtory zvySuji omezené otevirani CFTR kanalu a ucinkuji tak jen
v situacich, kdy je protein pfitomen na membranach buné€k, plsobi korektory v kaskadé
syntézy CFTR o krok dfive a upravuji chybu intracelularniho vycestovani $patn¢ natfasené
bilkoviny smérem k bunécné membrané. V piipad¢ stabilizatori vede ukotveni CFTR
proteinu na plazmatické membrané k prevenci predCasné¢ degradace proteinu lysozomy.
Konecné amplifikatory zvysuji expresi CFTR mRNA a tim 1 syntézu CFTR proteinu (Lopes-
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Pacheco, 2020). V soucasné dobé¢ jsou k dispozici ¢tyfi CFTR moduléatorové 1éky. VSechny
dohromady mohou z hlediska genotypu uc¢inkovat u pfiblizné¢ 90 % vsech pacientli s CF.
Véasné zahjeni 1écby modulatory CFTR proteinu miiZze zmirnit nebo dokonce predejit vznik
ireverzibilnich zmén, jesté pfed ndstupem prvnich symptomil onemocnéni. Ivakaftor (VX-
770, Kalydeco® Vertex Pharmaceuticals, USA), byl viibec prvnim CFTR modul4torem
(potenciatorem), schvalenym vroce 2012 ke klinickému vyuZiti u pacientli nesoucich
nejcastéjsi mutaci II1. tfidy G551D. Tento potenciator byl pozdéji na zéklad¢ in vitro studii
schvilen FDA pro vétsi pocet mutaci srezidudlni funkci (napt. 3849+10kb C>T,
2789+5G>A z celkovych 38), byt v jejich ptipadé se prokazal vyssi ucinek potenciétoru, je-
li kombinovan s korektorem (Rowe et al., 2017). V roce 2015 nésledovala prvni kombinace
CFTR korektoru lumakaftoru sivakaftorem (VX-809/770, Orkambi®, Vertex
Pharmaceuticals, USA), kterd vedla ke zlepSeni hodnot plicnich funkci a sniZeni poctu
akutnich exacerbaci u pacientil 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) schvalenym od roku 2018.
Ptipravek Symkevi byl pozdéji schvalen FDA pro lécbu dalSich 26 mutaci s rezidualni
funkci (pfitomnych v heterozygotni konstituci s mutaci F508del), u kterych byla prokazéana
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 pouziti byl
v roce 2019, klinické studie prokdzaly vyznamné zlepSeni funkce plic, sniZeni hladiny
chloridi v potu a zlepseni stavu vyzivy (Middleton et al., 2019). Ptehled vSech dostupnych
modulatorit CFTR proteinu schvéalenych Evropskou lékovou agenturou (EMA) je uveden

v Tab. 2.1.

Tab. 2.1 Modulatory CFTR proteinu schvalené ke klinickému pouziti Evropskou lékovou agenturou
(EMA, European Medicines Agency, 2021)

19



Modulator CFTR proteinu Mutace indikované k Ié¢bé Schviéleno ke klinickému poutiti (rok)
Korektor Potenciator
Kalydeco® Ivakaftor 9 mutaci Il tfidy: 2012
(VX-770) G551D, G1244E, G1349D, G178R, G551, S1251N,
S$1255P, S549N, S549R
*
R117H
Orkambi® Lumakaftor Ivakaftor F508del/F508del 2015
(VX —809) (VX -770)
Symkevi® Tezakaftor Ivakaftor F508del/F508del 2018
(VX -661) (VX-770) F508del/jedna z nasledujicich mutaci:
P67L, R117C, L206W, R352Q, A455E, D579G, 711 +
3A>G, S945L, S977F, R1070W, D1152H, 2789 + 5G>A,
3272 - 26A>G, 3849+10kbC>T
Kaftrio® Elexakaftor + | Ivakaftor F508del/F508del 2020
Tezakaftor (VX-770) F508del/mutace s minimdlni funkci
(VX —445/661)

2.6. Orphan mutace

Siroké spektrum mutaci CFTR genu zahrnuje mnoho vzacnych a velmi vzacnych variant,
u kterych doposud nebyl popsan piesny mechanismus vzniku defektniho proteinu a nelze
tak stanovit pfisluSnost k urcité funk¢ni tfidé mutaci. Kazd4d z téchto variant postihuje
celosvétoveé pouze nekolik jednotlived, proto je v téchto piipadech obtizné predikovat
pribéh a tizi samotného onemocnéni. Velkou vyzvou je nejen diagnostika (viz vyse kap.
2.4.) samotného onemocnéni, ale soucasné i predikce mozného 1écebného potencialu jiz
dostupnych moduldtori CFTR proteinu. Klasickd klinickd studie, kterd by stanovila
pripadny ucinek nového 1€ku u téchto pacientd je kviili jejich malému pocétu neproveditelna.
Omezené jsou také zdroje bunéénych linii (HBEs, human bronchial epithelial cells), které
jsou k hodnoceni in vitro 1é¢ebného efektu nejcastéji vyuzivany. Jedna se o epitelidlni buiiky
kultivované z explantovanych plic pacienti s CF, ktefi podstoupili transplantaci plic. Jelikoz
se jednd nejCastéji o pacienty nesouci mutaci F508del v homozygotni/heterozygotni
konstituci, pacientti nesoucich velmi vzacné mutace je nedostatek. Jako alternativa k t€émto
klasickym klinickym studiim se v poslednich letech objevuji pfistupy, které vyuzivaji
bunécné modely odvozené z vlastni tkdné pacienta k predikci individuélni ex vivo odpovedi

na modulatory CFTR proteinu.

2.6.1. Theranostika, theratypy a jejich definice

Za ucelem rozdé€leni variant CFTR genu podle jejich reaktibility na dostupné modulatory
CFTR proteinu se v poslednich letech objevuje termin ‘theratyp’ nebo také ‘theratyping’.
Z pohledu déleni mutaci se jedna o alternativni systém k funkéni klasifikaci (viz kap. 2.3.).
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Podstatnéjsi je vSak jeho alternativni role ke klasickym klinickym studiim, diky kterému by
bylo mozné s vyuzitim vlastni tkdn¢ pacienta predikovat jeho individualni odpovéd’ na
dostupné 1é¢ebné molekuly (Amaral et al., 2019). V ramci tohoto systému by mohly byt jiz
klasifikované i doposud nezatrazené varianty mutaci a ptifazeny do urcitych ‘theratypovych’
skupin. Selekce nejvhodnéjsi kombinace 1€kt pro jednotlivé theratypové skupiny (tzv.
‘theranostika’) by vedla cestou cilenych klinickych studii (v uspofddani N=I)
k efektivngjSimu nasazeni lécebnych molekul v klinické praxi (Obr. 2.5). Pomoci
theranostiky by se k nejlepsi mozné kombinaci lécebnych molekul dostali nakonec i pacienti
nesouci jiz klasifikované a castéj$i mutace CFTR genu (napt. F508del), protoZe i u nich je
1é¢ebna odpoveéd’ velmi pravdépodobné déna nejen onou mutaci CFTR zptsobujici CF, ale
interakei dalSich faktorti na genetickém pozadim pacienta (vlivem gentt modifikujicich CF).
Podstatna je zde snaha exaktné definovat molekuldrni mechanismus, ktery zodpovida za
vznik defektniho CFTR proteinu. Pfikladem mohou byt missense mutace (gating mutace)
a nekanonické sestiihové varianty CFTR genu, u kterych 1ze dosdhnout pomoci ivakaftoru
stejnou lécebnou dopovéd’, avSak odliSnou strategii. V prvnim ptipadé jde o napravu
otevirani kandlu, v pfipadé¢ druhém se jednd o nadmérnou aktivaci normalniho CFTR
proteinu pfitomného ve snizeném mnozstvi na plazmatické membrané (Clancy et al., 2019).
Hlavnim cilem theranostiky je tedy co nejptesnéjsi ex vivo charakteristika reaktibility mutaci
CFTR genu na dostupné modulatory CFTR proteinu a jejich nésledné zatfazeni do
pfislusnych terapeutickych skupin (Clancy et al., 2019). Za Gstfedni nastroje theranostiky
lze v evropském kontextu povazovat méfeni elektrického napéti na rektdlni sliznici

a bobtnani intestinalnich organoidu (viz kap. 2.7.).
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Obr. 2.5 Schéma znazoriiujici nové navrZeny p¥istup za i¢elem provadéni klinickych studii s nasazenim
prislu$né 1é¢by modulatory CFTR proteinu. Navrh se zamétuje na moznosti vyuZiti pacientovy vlastni tkané
k predikei individualni odpoveédi, tj. na theranostiku z pacientovy vlastni tkan€. Jednotlivé barvy odpovidaji
podskupinam pacienttl, tzn. Ze osoby stejné barvy sdileji podobnou odpoveéd’ na 1écebné molekuly. Upraveno
dle Amaral et al., (2019).

2.7.  Exvivo modely

2.7.1. Méfeni rozdilu elektrického napéti na rektalni biopsii v Ussingové komiirce

Mefteni elektrického napéti na vzorcich rektalni biopsie (ICM, intestinal current
measurement) v Ussingoveé komurce bylo pfedstaveno jiz pred dvéma dekadami jako nova
moznost ex vivo diagnostiky CF. (Mall et al., 2004; Hirtz et al., 2004) Principem vySetfeni
je pfimé nebo nepiimé (v zévislosti na metod¢ uzavieného nebo otevieného elektrického
obvodu) méfeni transepitelidlniho elektrického napéti a jeho zmén. Tyto zmény nastavaji
v disledku omyvani bun€k stievni sliznice umisténych v meéfici komirce z apikalni i
bazolateralni strany piesné definovanymi roztoky. Ekvimolarnim roztokem (Ringertv
roztok) je omyvana bazolateralni strana bunééné membrany k zajiSteéni jeji elektroneutrality,

latky jako amilorid, karbachol, forskolin/3-isobutyl-methylxanthin (IBMX) a indomethacin
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omyvaji apikdlni stranu bunééné membrany a plsobi ocekdvané zmeény 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. Od
jejiho zavedeni se stala dilezitou experimentalni metodou, ktera napomaha obdobné jako
NPD v piipadech diagnostiky mirnych forem onemocnéni nebo u pacientll s nezndmymi ¢i
velmi vzacnymi mutacemi s nejasnym klinickym vyznamem. Jeji vyhodou je v porovnani
s NPD nenarocnost na spolupréci pacienta, kdy k samotné analyze postaci odebrani jednoho
vzorku rektalni biopsie. Vzorek tkané je uchycen v kruhovém disku, ktery je nasledné

umistén v komtirce a kontinualn€ omyvan roztoky jasné definovaného slozeni (Obr. 2.6).

Obr. 2.6 Ussingova komiirka k analyze rektalnich biopsii (vlevo) a zasunovaci disk k upevnéni tkéné
v komiirce (vpravo). Zdroj: vlastni zpracovani.

Ptitomnost karbacholu (CCH) bazolateralné€ indukuje ve tkani zdravého jedince odpovéd’ ve
smyslu sekrece chloridovych iontli lumindln€ (na zdznamu hodnotitelnd jako tranzientni
lumen negativni vychylka Vi) a naopak ve tkani pacienta s CF vede v disledku malé/zadné
aktivity CFTR kanalku k sekreci draslikovych ionti luminélné€ (na zdznamu hodnotitelna
jako tranzientni lumen pozitivni vychylka Vi) (Obr. 2.7 A—C, prvni vlna, modie). Vzhledem
k nizké hladin€ endogennich prostaglandinti, které¢ stimuluji tvorbu cAMP prostfednictvim
adenylatcyklazy, mtizeme nékdy pozorovat lumen pozitivni odpovéd’ i u zdravych jedinct.
CCH + Indometacin (Indo) by mély vést k sekreci draslikovych iontl luminélné
(povsechnou inhibici CFTR proteinu vyvolaji ptislusnou odpoveéd’ ve vSech tkanich). Tento
krok tedy slouzi jako pozitivni kontrola spravného provedeni experimentu (Obr. 2.7 A—C,
druha vlna, oranzove). 3-isobutyl-1-methylxantin/Forskolin (IBMX/Fsk) vedou standardné
k sekreci chloridovych iontli luminaln¢€, a tim i k lumen negativni odpovédi ve tkanich
s funkénim CFTR proteinem (Obr. 2.7 A-B, tfeti vina, zelen¢). CCH + IBMX/Fsk + Indo

vedou ve tkanich zdravého jedince k dalsi stimulaci sekrece chloridovych ionti luminalné,
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a tim k prohloubeni lumen negativni vychylky Vi (Obr. 2.7 A, ¢tvrtd vina, cerven¢€). Ve
tkanich pacienta s klasickou formou CF stimuluji sekreci draslikovych iontli luminalné
a vedou naopak k lumen pozitivni vychylce Vi (Obr. 2.7 C, ¢tvrtd vlna, Cerveng). Ve tkanich
pacienta s rezidudlni funkci CFTR proteinu vedou k bifazické (lumen pozitivni a nasledné

lumen negativni) odpovédi (Obr. 2.7 B, ¢tvrtad vina, Cerveng).
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Obr. 2.7 Reprezentativni ziznamy méFeni v Ussingové komiirce zobrazujici 3 charakteristické vzorce
odpovédi: (A) zdrava kontrola, (B) jedince s mirnou formou CF a (C) jedinec s klasickou formou CF. Prvni
vlna po stimulaci carbacholem znacena jako modra $ipka, druha vlna po stimulaci carbachol + indomethacin
oznacena jako oranZova §ipka, tfeti vina po stimulaci IBMX/Fsk oznacena jako zelena §ipka a ¢vrta vlna po
stimulaci carbachol + IBMX/Fsk + indomethacin oznacena jako ¢ervena Sipka. Zdroj vlastni.

Vysledky meéteni funkce CFTR proteinu na rektalnich biopsiich v kombinaci s koncentraci

chloridi v potu a hodnotou FEE-1 ptfedstavuji nejcitlivéj$i nastroj k odliSeni pacientli

s klasickou nebo mirnou formou CF od zdravé populace (Sousa et al., 2012).

2.7.2. Intestinalni organoidy a forskolinem indukované bobtnani organoidu

Krypty stfevni sliznice ¢loveéka obsahuji primitivni nediferencované buiiky, které je
soucasnymi technikami mozno izolovat a za standardizovanych podminek vytvofit sérii

kultivaci a pasazovani cirkularné uzavienou strukturu s vnitinim lumen, tzv. organoid.
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Lumen organoidu je tvofeno diferencovanymi burikami, napodobujicimi vnitini strukturu
stteva in vivo. Je znamo, ze diferencované stfevni buiiky ¢lovéka exprimuji na apikalni
membrané dostateéné mnozZstvi CFTR proteinu. CFTR protein exprimovany na apikalni
membrané organoidu po stimulaci forskolinem zpisobi 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
fluorescenc¢niho mikroskopu (tzv. FIS, Forskolin induced swelling assay) (Obr. 2.8 a Obr.
2.9).

(A) (8)

250 250
150 //’__"_"
- -t e —— 1 e

Time (min)

Fsk (uM) Fsk (uM)

—— ——

08 0,38

—e—0,128 —e—0,128

—e—0,02 —e—0,02

normalized area %
8
normalized area %

Time (min)

Obr. 2.8 Kvantifikace vzestupu plochy (bobtnani) organoidu. Reprezentativni zdznamy bobtnani organoidu
vztaZené k t = 0 min (normalizovana plocha, normalized area) pti odlisnych koncentracich forskolinu v piipadé
kdy (A) pfidani 1é¢ebnych molekul nema zadny efekt na bobtnani organoidu a (B) pfidani 1é¢ebnych molekul
vede k bobtnani organoidu. Fsk — forskolin.
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Obr. 2.9 Reprezentativni zaznam provedené FIS assay. V konfokdlnim mikroskopu se po nabarveni
kalceinovou zeleni zobrazuji organoidy, které po pfidani pouze forskolinu (negativni kontrola) nebo forskolinu
a pfislu§ného korektoru/potenciatoru bobtnaji v zavislosti na mife funkce CFTR proteinu.
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U pacientti s CF je bobtnani organoidu dramaticky snizeno imérné s mirou ztraty funkce
CFTR proteinu a soucasné vykazuje ur€itou miru variability mezi pacienty nesoucimi
totozné kombinace mutaci. Hodnocenym parametrem je i fenotyp organoidd za bazalnich
podminek bez pridanych 1é€ebnych molekul, odli$ny v piipad€ organoidi zdravé kontroly,
pacienta s minimalni nebo pfitomnou reziduélni funkci CFTR proteinu (Obr. 2.10) (Dekkers
et al., 2016).

Obr. 2.10 Fenotyp organoidii za bazalnich podminek bez pfidanych 1é¢ebnych molekul. wt — wild type

(zdrava kontrola), mf — minimalni funkce, rf — rezidualni funkce

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 organoidii
odvozenych z kultur priméarnich nediferencovanych bun€k krypt stfevni sliznice, které je

mozné zamrazit k jejich potencidlnimu vyuziti v budoucnosti.
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3. CIL PRACE

Tradi¢ni fyziologické metody slouzici k diagnostice pacienti s CF (NPD, koncentrace
chloridl v potu) se v poslednich letech rozsifily o nové piistupy, diky kterym jsme schopni
prohloubit poznani patofyziologickych zmén na Grovni samotného CFTR proteinu. Pokroky
v biologii kmenovych bunék vedly k tvorbé organoidovych kultur vyuzivajicich riizné zdroje
tkané jako strevo, plice nebo ledviny (Clevers, 2016). V ptipadé¢ CF jsou to intestinalni
organoidy, které lze vytvofit sérii kultivaci z rektalni biopsie pacienta. Provedena FIS assay
na intestindlnich organoidech pak reflektuje miru funkce CFTR proteinu a dle pilotnich
studii koreluje s predikovanym fenotypem onemocnéni a s dal$imi biomarkery funkce
CFTR, jako koncentrace chloridl v potu a ICM (de Winter et al., 2018; Van Ommen 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 uspotfadani 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 tkané¢:

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 piipravkem

Orkambi a Symkevi.

2) Pacienti s atypickou formou CF: jednalo se o celkem 10 pacientti 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 piipravkem

Symkevi pro pacienty nesouci mutace s rezidudlni funkci pouze v kombinaci s mutaci
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F508del. Nasim cilem bylo analyzovat i tkdn€¢ pacientd nesouci na druhé alele mutaci
vzéacnou a v piipadé¢ signifikantni ex vivo reaktibility se pokusit o nasazeni ptislusné 1écby.
Do hodnocené skupiny byly také zatazeny sourozenecké dvojice, na kterych jsme chtéli
demonstrovat interindividualni variabilitu a podil genetického pozadi (gent modifikujicich

CF) kazdého jednotlivého pacienta.

3) Pacientii 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 zdklad¢ standardnich diagnostickych
metod jednoznacné. V ptipad€¢ druhém se jednalo o pacienta s velmi vzacnou mutaci, jejiz
klinicky fenotyp nebyl doposud dostate¢né popsan. V obou piipadech jsme chtéli s vyuzitim
experimentalnich ex vivo metod urCit miru funkce CFTR proteinu a soucasné predikovat

mozny klinicky benefit z nasazeni 1écby dostupnymi modulatory CFTR proteinu.

Translace tohoto vyzkumu do klinické praxe se stavd ve shod¢ s principem theranostiky

zakladem pro personalizovanou péci o vSechny pacienty s CF.
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4. VEDECKA HYPOTEZA

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

nejednoznacnych vysledkd potniho testu a/nebo molekuldrné genetického vysetieni

2) FIS assay na intestinalnich organoidech lze vyuzit k ex vivo identifikaci responderti na

dostupné modulatory CFTR proteinu
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5. MATERIAL A METODY

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

nezletilého pacienta.

5.1. Analyza funkce CFTR proteinu

5.1.1. Rektalni biopsie

5.1.1.1. Méfeni v Ussingové komiirce

Po piipravé koncové Casti tlustého streva klyzmatem (100—150ml fyziologického roztoku)
bylo klistkovou metodou za endoskopické kontroly odebrano 6—8 povrchovych vzorkt
rektalni biopsie, které byly okamzité po odbéru uchovany v chladném mediu a nasledné
analyzovdny za podminek otevien¢ho elektrického okruhu v kontinualné promyvané
Ussingové komiirce (Mall et al., 2004; Sousa et al., 2012). K pocatecni ekvilibraci tkané byl
luminélni a bazolateralni povrch stfevniho epitelu 30 minut omyvéan Ringerovym roztokem
s nasledujicim slozenim (mmol/l): NaCl 145, KH2PO4 0.4, KH2PO4 1.6, D-glukéza 5, MgCl,
1, Ca-glukonat 1.3, pH 7,40 (NaOH, HCI), 280 mosm/kg, 37 °C. Po ukonceni ekvilibrace
byla tkdn omyvéana specifickymi experimentalnimi roztoky (viz kap. 2.7.1.). Pomoci
software Power Lab (AD Instruments Inc., Novy Zéland) byly nejprve zaznamenavany
hodnoty bazéalniho transepitelidlniho napéti (Vi). Tyto hodnoty byly vztazeny k bazalni
stran¢ sttevniho epitelu. Dale byly aplikaci intermitentnich (délka 1 s, perioda 5 s) vybojl
elektrického proudu (AI= 0,5 pA) kontinualné méteny odpovidajici zmeny transepitelidlniho
napéti (AVi). Nasledné byla s ohledem na velikost analyzované tkané (A,area)
determinovana transepitelialni elektrickd rezistence (Rie=AVi/ Al x A). Po nalezité korekci

k elektrické rezistivité¢ roztoku a odecteni elektrické rezistence prazdné¢ komurky byl dle
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Ohmova zakona vypocitan ekvivalent proudu v uzavieném elektrickém obvodu (Ieq - sc=
Vi/Re). Méfeni byla provedena na 1-5 vzorcich od kazdého pacienta. Percentudlni
vyjadieni miry funkce CFTR proteinu bylo vypocitano jako primérnd hodnota maximalni
aktivace CFTR proteinu (Alsc-ismxirsk + Alse-ccaamxrsk)) vztazena k pramérné hodnoté
maximalni aktivace referenéni zdravé skupiny (-217.45 pA/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).

5.1.1.2. Intestinalni organoidy a FIS assay

Izolace krypt z rektalnich biopsii ziskanych od pacientli s CF a kultury intestinalnich
organoidl byly vytvofeny dle diive popsanych postupt laboratoie v Utrechtu (Holandsko)
(Dekkers et al.., 2013). Rektalni biopsie byly za nepfetrzitého tfepani uloZeny pii teploté
4 °C po dobu 90 minut v PBS (Invitrogen, USA) s 10 mM EDTA (Invitrogen, USA).
Uvolnéné krypty obsahujici kmenové buiiky byly nasledné prudkym promyvanim pipetou v
PBS rozruseny za soucasného oddéleni supernatantu. Supernatant byl centrifugovan (230 g,
5 minut, 4 °C), usazené krypty resuspendovany v 50% Matrigelu (Corning, USA) nafedéném
kompletnim kultivacnim mediem 20% F12ghp, 2% B27 (Invitrogen, USA), 1,25 mM N-
acetylcystein (Sigma-Aldrich, USA), 50 ng/mL mysi epidermalni rstovy factor (Invitrogen,
USA), 50% Wnt-3a-conditioned medium (pfipraveno v laboratoti), 10% Noggin-
conditioned medium (pfipraveno v laboratofi), 20% R-spondin-conditioned medium
(pfipraveno v laboratofi), 10 mM nicotinamide (Sigma-Aldrich, USA), 500 nM TGF-beta
inhibitor A83-01 (Tocris Bioscience, Germany), 10 uM P38 MAPK inhibitor SB 202190
(Sigma-Aldrich, USA); a 0.2% Primocin (antibiotikum, InvivoGen, USA). Krypty byly
v matrigelu usazeny v jamkach laboratornich desticek (piiblizné 10-30 krypt na 10 pl).
Matrigel byl polymerizovéan v inkubatoru po dobu 20 minut pfi teploté 37 °C. Do kultur byl
pfidan béhem prvniho tydne gentamicin (Sigma-Aldrich, USA), jelikoZ jsou pocate¢ni
pasaze vice nachylné k bakteridlni kontaminaci. Kultivaéni medium bylo ménéno kazdé
2-3 dny. Po 7-10 dnech dochéazi pies uzavirani krypt a tvorbu pupencti k tvorbé
intestinalnich organoida, které jsou nasledné mechanicky rozdéleny a dale pasdzovany. Po
izolaci krypt ze stfevnich biopsii byly zaloZeny kultury stievnich organoidii, na kterych byla
dale provedena FIS assay (Berkers et al.., 2019), 3—4 experimenty od kazdého pacienta.
Organoidy byly usazeny v matrigelu v predehtaté 96jamkové desticce a inkubovany béhem
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24 hodin s CFTR korektory, VX-809 (3 uM, Selleckchem, USA) nebo VX-661 (5 uM,
Selleckchem, USA). Po nabarveni kalceinovou zeleni bezprostfedné pfed samotnym
experimentem (3 uM) (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 potenciatoru VX-770 (3 uM, Selleckchem, USA). Experiment byl proveden na
konfokalnim mikroskopu (Leica DMI 6000B, Leica Microsystems, Germany) s inkubacni
komurkou udrzujici stalou teplotu 37 °C s piimési 5% CO». V pribéhu celého experimentu
(60 minut) byly kazdych 10 minut pofizovany snimky zachycujici bobtnani organoidu, které
byly dale analyzovany pomoci software Cell Profiler (Broad Institute’s Imaging Platform,
USA). Vysledné data byla vyhodnocena vlastnim software laboratote (Organoid Explorer)
a dale pomoci GraphPad Prism 7.0. Timto zplisobem byla provedena kvantifikace zvétSeni
plochy organoidu vztazend k ploSe organoidu v Case nula (normalized organoid area,
normalizované plocha organoidu, Obr. 5.2) za rozdilnych koncentraci forskolinu. Vlastni
bobtani organoidu bylo déale vyjadieno jako absolutni hodnota plochy pod kiivkou (AUC,
area under curve) vypocitana z normalizované plochy organoidu. Vysledna hodnota AUC je
primérem ze tii nezavisle provedenych experimentll. Vlastni zlepSeni funkce CFTR
proteinu je vysledkem rozdilu hodnot AUC mezi kontrolami (jen s forskolinem) a 1é¢enymi
organoidy (Fsk + VX-809; Fsk + VX-770; Fsk + VX-809/770; Fsk + VX-661; Fsk + VX-
661/770). Na zakladé¢ 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 préh pro potencialni stiedni a vysoky klinicky benefit (Dekkers et al.,
2016).

5.2. Statisticka analyza

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

povazovana hodnota p < 0.05.
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6. VYSLEDKY

6.1. Pacienti, analyzované vzorky

V ramci naseho projektu jsme analyzovali vzorky odebrané od celkem 14 pacientl. Piehled

klinickych dat a vzorki, které jsme analyzovali je uveden v Tab. 6.1.

Tab. 6.1 Piehled klinickych dat pacientii: kod pacienta, CFTR genotyp, pohlavi (M = male/F = female), vek
v dobé projektu (roky), fekalni elastaza-1 (FEE-1, ug/g stolice), pankreatickd funkce (PS = pankreaticka
suficience/PI = pankreaticka insuficience), objem vzduchu béhem usilovného vydechu za 1s (FEVi, forced
expiratory volume in 1s) v procentech nalezitych hodnot, hladina chloridii v potu (Cl v potu, mmol/l),
analyzované vzorky (RB - rektalni biopsie, intestinalni organoidy) a pfibuzensky vztah s jinymi pacienty
v analyzované skupin€. Barevné rozliseni: cil €.1, cil €. 2, cil €. 3

Pacient CFTR genotyp Pohlavi Vék FEE-1 PS/P1  FEV: Cl v potu  Analyza Pribuzny s
M/F (roky) (ng/g) %) (mmol/) CF

CF1 F508del/ M 16 4,0 PI 95 112,5 RB Ano
F508del Organoidy  CF2

CF2 F508del/ M 16 4,0 PI 95 112,5 RB Ano
F508del Organoidy CF1

CF3 D1152H/ I8 40 1020 PS 61 51,0 RB Ne
F508del organoidy

CF4 D1152H/ M 7 4973 PS 124 20,0 RB Ano
N1303K Organoidy  CF5

CF5 D1152H/ M 8 1036,7 PS 111 33,0 RB Ano
N1303K Organoidy CF4

CF6 3849+10kbC>T/ F 30 573,0 PS 72 43,5 RB Ano
F508del Organoidy  CF7

CF7 3849+10kbC>T/ F 28 2400 PS 47 36,0 RB Ano
F508del Organoidy  CF6

CF8 3849+10kbC>T/ F 10 479 PS 75 60,0 Organoidy Ne
dele2,3

CF9 3849+10kbC>T/ M 13 1200 PS 41 81,5 RB Ne
621+1G>T

CF10 2789+5G>A/ F 36 371,0 PS 52 91,0 RB Ano
F508del Organoidy CF11

CF11 2789+5G>A/ M 37 516 PS 80 78,0 RB Ano
F508del organoidy  CF10
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CF12 2789+5G>A/ F 10 4380,0 PS 93 100,5 RB Ne

Dele2,3 Organoidy

CF13 F508del/ M 7 500,0 PS 95 56,5 RB Ne
S955P Organoidy

CF14 1717-2A>G/ M 3 14,0 PI 107 78,0 RB Ne
F508del Organoidy

6.2. Pacienti s klasickou formou CF

6.2.1. F508del/F508del

Prvni dva pacienti (CF1 a CF2) analyzovani v rimci naSeho projektu byli sourozenci nesouci
mutaci F508del v homozygotni konstituci. Reprezentativni zaznam méfeni na rektalni
biopsii pacienta CF1 (Obr. 6.1) potvrzuje, Ze se jedna o pacienta s klasickym genotypem CF
(0 % funkce wt-CFTR).
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Obr. 6.1 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektalnich biopsiich od pacienta CF1
(F508del/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 puM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmeény transepitelidlniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro Amil (Aleg-scamit),
CCH (Aleg-sc ccn), CCH + Indo (Aleg-se,ccH(ndo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-scBMx/Fsk(ndo)) @ CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg-sc,ccHiBMX/Fsk(ndo))); data reprezentuji primér ze tii méfeni £ SEM. Aleg.
sc,IBMX/Fsk(Indo) = 2.124 £ 1.553 pnA/cm?, Aleg-sc,cCCHIBMX/Fsk(indo)) = 7.436 £ 2.862 pA/cm?. (0 % funkce wt-CFTR).
Mcefeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.
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FIS assay pacienta CF1 (Obr. 6.2) prokézala pii referen¢ni koncentraci forskolinu 0,128 uM
signifikantni bobtndni organoidii po pifiddni kombinace molekul VX-809/770
a VX-661/770. Mira bobtnani v obou pfipadech jen tésné¢ nedosahuje prahu pro
predpokladany stfedni klinicky benefit.
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Obr. 6.2 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF1 (F508del/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovand modré a zelend ¢ara zobrazuji prah pro pfedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hv€zdicka (*) oznaCuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. * - hodnota
p <0.05, ** - hodnota p < 0.01. Mé&feni bylo provedeno ve spolupréci s Iris Silva.

Meéfeni v Ussing chamber v pfipadé pacienta CF2 ukazuji na profil pacienta s klasickym

genotypem CF (0 % funkce wt-CFTR) (Obr. 6.3).
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Obr. 6.3 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF2
(F508del/F508del). (A) Reprezentativni zaznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM, bazolateralng)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény transepitelialniho
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napéti (Vee). (B) Souhrn piisludnych ekvivalentd proudu v uzavieném okruhu (Aleq.sc) pro Amil (Aleg-scAmil),
CCH (Aqu—sc CCH), CCH + Indo (Aqu—sc,CCH(Indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu-sc,IBMX/Fsk(Indo)) a CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,ccHaBMX/Fsk(indoy)); data reprezentuji primér ze tii méfeni £ SEM. Aleg
se. BMX/Fsk(indo) = 0.242 £ 0.475 pA/cm?, Aleq.sc,CCHIBMX/Fsk(indo)) = 4.629 % 0.671 uA/cm?. (0 % funkce wt-CFTR).
Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF2 prokézala nulové bobtnani organoidl pfi referenéni koncentraci
forskolinu 0,128 uM, bez ohledu na pfidané 1écebné molekuly. Signifikantni bobtnani jsme

zaznamenali az pii koncentraci forskolinu 5 uM (Obr. 6.4).
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Obr. 6.4 Vysledky FIS assay na intestinidlnich organoidech pacienta CF2 (F508del/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro v§echny pfidané 1é¢ebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny ptidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 5 pM. Teckovana modra a zelend ¢ara zobrazuji prah pro predpokladany stiedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznafuje miru signifikance rozdilu vypoéitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p < 0.05. Méfeni bylo provedeno ve spolupréci s Iris Silva.

6.3. Pacienti s jednou/dvéma vzacnymi mutacemi a variabilnim fenotypem CF

6.3.1. D1152H/F508del nebo jina

Dalsim pacientem, jehoZ vzorky byly analyzovany, je pacient CF3 nesouci mutaci D1152H
v heterozygotni konstituci s mutaci F508del. Méfeni na rektalnich biopsiich prokazalo
u pacienta CF3 vysokou rezidudlni funkci CFTR proteinu (35,5 % funkce wt-CFTR) (Obr.
6.5).
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Obr. 6.5 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF3
(D1152H/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 puM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmeény transepitelidlniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro Amil (Aleg-scamit),
CCH (Aleg-sc ccn), CCH + Indo (Alegesc,ccH(ndo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-scBMx/Fsk(ndo)) @ CCH nasledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg-sc,ccHIBMX/Fsk(ndo))); data reprezentuji primér ze tii méfeni £ SEM. Aleg.
seIBMX/Fsk(indo) = —14.380 % 5.014 pnA/cm?, Aleg-se,cCCHIBMX/Fsk(indo)) = —62.860 + 15.540 nA/cm?. (35,5 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupréaci s Iris Silva.

FIS assay pacienta CF3 (Obr. 6.6) prokézala pii referen¢ni koncentraci forskolinu 0,128 uM
signifikantni bobtnani organoidi po pfidani VX-770 1 kombinace VX-809/770 C¢i
VX-661/770. Ve vSech ptipadech se mira bobtnani pohybovala nad prahem pro potencialné
vysoky klinicky benefit pro pacienta.
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Obr. 6.6 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF3 (D1152H/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1écebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kfivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana modra a zelena ¢ara zobrazuji préh pro pfedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznacuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
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neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota p <
0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Mé&feni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva.

Dalsimi pacienty, jejichZ vzorky byly v ramci naseho projektu analyzovany, byli sourozenci

(CF4 a CF5) nesouci mutaci D1152H v heterozygotni konstituci s mutaci N1303K.

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF4 (Obr. 6.7) prokézala vysokou miru rezidudlni
funkce CFTR proteinu (29,5 % funkce wt-CFTR).
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Obr. 6.7 Vysledky z méFeni v Ussing chamber na rektalnich biopsiich od pacienta CF4 (D1152H/N1303K). (A)
Reprezentativni zaznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM, bazolaterdln€) a cAMP-dependentni IBMX/Fsk, I/F),
100 uM/2 uM, bazolateralng) aktivace na zmény transepitelialniho napéti (Vie). (B) Souhmn ptislu$nych ekvivalentii proudu
v uzavieném okruhu (Alegsc) pro Amil (Aleg-scamil)y CCH (Aleg-sc ccr), CCH + Indo (Aleg-se,ccHndo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-
se,lBMX/Fsk(indo)) @ CCH nésledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg.se,ccHIBMX/Fsk(indoy)); data reprezentuji prameér ze tii

méfeni + SEM. Aleg-sc BMx/Fsk(indo) = —16.000 % 7.571 pA/cm?, Alegse,coHIBMX/Fsk(indoy) = —48.220 £ 6.139 pA/em?. (29,5 %
funkce wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF4 prokédzala pii referenni koncentraci forskolinu 0,128 pM
signifikantni bobtnani organoidi po pfidani VX-770 nebo kombinace VX-661/770
(kombinaci VX-809/770 jsme v tomto piipadé netestovali) (Obr. 6.8). Mira bobtnani se
pohybovala nad prahem pro potencialni vysoky klinicky benefit pro pacienta.
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Obr. 6.8 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF4 (D1152H/N1303K). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana svétle a tmave zelend ¢ara zobrazuji prah pro predpokladany stfedni
a vysoky klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznacuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
nepéarového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p < 0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. M¢feni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva
a Raquel Centeio.

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF5 (Obr. 6.9) prokézala vysokou miru rezidualni
funkce CFTR proteinu (39,7 % funkce wt-CFTR).
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Obr. 6.9 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF5S
(D1152H/N1303K). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 puM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmeény transepitelidlniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro Amil (Aleg-scAmit),
CCH (Alegesc ccn), CCH + Indo (Aleg-se,ccH(indoy), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-sc BMX/Fsk(indo)) @ CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg-sc,ccnaBMx/Fsk(ndoy); data reprezentuji primér ze tfi mefeni + SEM. Aleg-
sc,IBMX/Fsk(lndo) = —18.060 % 3.075 pA/cm?, Aleg-sc,CCHIBMX/Fsk(indo)) = —68.180 + 10.430 puA/cm?. (39,7 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

39



FIS assay pacienta CF5 prokédzala pii referenni koncentraci forskolinu 0,128 pM
signifikantni bobtndni organoidi po pfidani VX-770 nebo kombinace VX-661/770
(kombinaci VX-809/770 jsme v tomto ptipad€ netestovali) (Obr. 6.10). Mira bobtnani se
pohybovala nad prahem pro potencidlni vysoky klinicky benefit pro pacienta.
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Obr. 6.10 Vysledky FIS assay na intestinilnich organoidech pacienta CF5 (D1152H/N1303K). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lé¢ebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1écebné molekuly pfi
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana zelend a ¢erna ¢ara zobrazuji prah pro pfedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznauje miru signifikance rozdilu vypoéitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p < 0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva
a Raquel Centeio.

6.3.2. 3849 + 10kbC>T/F508del nebo jina

Dals§imi pacienty, jejichZ vzorky jsme analyzovali, jsou sourozenci (CF6 a CF7) nesouci

mutaci F508del v heterozygotni konstituci s mutaci 3849+10kbC>T.

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF6 prokazala pfitomnost rezidualni funkce CFTR
proteinu (v tomto piipadé 4,2 % funkce wt-CFTR, coz je soucasn¢ hodnota podporujici
diagnézu CF) (Obr. 6.11).
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Obr. 6.11 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF6
(3849+10kbC>T/F508del). (A) Reprezentativni zaznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM,
bazolaterdln€) a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény
transepitelidlniho napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalentd proudu v uzavieném okruhu (Aleq-sc) pro
Amil (Aleg-scamit), CCH (Aleg-sc ccr), CCH + Indo (Aleg-sc,cCH(indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-sc,BMx/Fsk(ndo)) a CCH
nésledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,cCHIBMX/Fsk(indo))); data reprezentuji primér ze tfi méfeni + SEM.
Aleg-sc,BMX/Fsk(indo) = —1.236 + 0.638 uA/cm?, Aleq-se,cCHIBMX/Fsk(indo)) = —7.796 £ 0.370 uA/cm?. (4,2 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF6 (Obr. 6.12) prokazala pti koncentraci forskolinu 0,128 pM
signifikantni bobtnani organoidi po pfidani kombinace VX-809/770 a VX-661/770,

s dosazenim prahu pro potencialni stfedni a vysoky klinicky benefit pro pacienta.
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Obr. 6.12 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF6 (3849+10kbC>T/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana modra a zelena ¢ara zobrazuji prah pro predpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvé€zdicka (*) oznaCuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p <0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva
a Raquel Centeio.
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Podobny profil byl pozorovan u pacienta CF7 (Obr. 6.13), u kterého byla primérna
maximalni aktivace CFTR proteinu v porovndni se zdravou kontrolou 1,8 %, opét

podporujici diagnézu CF.
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Obr. 6.13 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF7
(3849+10kbC>T/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM,
bazolaterdln®) a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény
transepitelidlniho napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalentd proudu v uzavieném okruhu (Alegsc) pro
Amil (Aqu—scAmil), CCH (Aqu-sc CCH), CCH + Indo (Aqu-sc,CCH(Indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu-sc,IBMX/FSk(Indo)) aCCH
nasledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,cCHIBMX/Fsk(indo))); data reprezentuji primér ze tff méteni + SEM.
Alegese,BMX/Fsk(indo) = —1.604 £ 0.503 pA/cm?, Aleq-se,CCHIBMX/Fsk(indo)) = —2.380 + 0.5816 pA/cm?. (1,8 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF7 (Obr. 6.14) prokazala pti koncentraci forskolinu 0,128 uM
signifikantni bobtnani organoidi po piidani samotného potencidtoru VX-770 i kombinaci
VX-809/770 a VX-661/770. V ptipadé VX-770 bobtnani nedosahuje prahu pro potencialni
sttedni klinicky benefit, v piipadé¢ obou kombinaci dosahuje prah pro potencialni stiedni
klinicky benefit.
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Obr. 6.14 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF7 (3849+10kbC>T/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lécebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovanad modré a zelena ¢ara zobrazuji préh pro pedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznacuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p < 0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva
a Raquel Centeio.

Dal§i dva pacienti, jejichz tkan&€ byly analyzovany, jsou pacienti nesouci mutaci
3849+10kbC>T v heterozygotni konstituci s jinou mutaci nez F508del. Jedna se o pacienta
CF8 (genotyp 3849+10kbC>T/dele2,3(21kb)) a CF9 (genotyp 3849+10kbC>T/621+1G>T).

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF8 prokazala reziduélni funkci CFTR proteinu (7,9 %
funkce wt-CFTR) (Obr. 6.15).
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Obr. 6.15 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF8
(3849+10kbC>T/dele2,3(21kb)). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM,
bazolateralng) a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolaterdln€) aktivace na zmény
transepitelidlniho napéti (Ve). (B) Souhrn piislusnych ekvivalentl proudu v uzavieném okruhu (Alegsc) pro
Amil (Aqu—scAmil), CCH (Aqu-sc CCH), CCH + Indo (Aqu—sc,CCH(Indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu—sc,IBMX/Fsk(Indo)) aCCH
nasledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,cCHIBMX/Fsk(indo))); data reprezentuji primér ze tff méteni + SEM.
Alegese, BMX/Fsk(indo) = —5.167 £ 1.476 pA/cm?, Aleg-se,cCHIBMX/Fsk(indo)) = —12.020 + 3.996 pA/cm?. (7,9 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF8 (Obr. 6.16) prokéazala pifi koncentraci forskolinu 0,128 puM
signifikantni zdchranu funkce CFTR proteinu nejen pfidanim samotného potenciatoru
VX-770, ale ve vétsi mife pfiddnim obou kombinaci 1é¢ebnych molekul (tj. VX-809/770
nebo VX-661/770). Mira bobtnani organoidii dosahuje ve vSech piipadech prahu pro
potencialni vysoky klinicky benefit.
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Obr. 6.16 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF8
(3849+10kbC>T/dele2,3(21kb)). (A) Kvantifikace FIS pro vSechny ptidané 1é¢ebné molekuly pfi koncentraci
Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadrené jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy
organoidu pod kiivkou (normalized AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny
ptidané 1é¢ebné molekuly pfi koncentraci Fsk 0,128 uM. Tekovana svétle a tmavé zelend ¢ara zobrazuji prah
pro pfedpokladany stfedni a vysoky klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznac¢uje miru signifikance
rozdilu vypocitaného pomoci neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant
difference) testu. .* - hodnota p < 0.05, ** - hodnota p <0.01, *** - hodnota p < 0.001. Méfeni bylo provedeno
ve spolupréci s Iris Silva a Raquel Centeio.

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF9 (Obr. 6.17) na rozdil od pacienta CF8 nevykazuje
zcela jasné charakteristicky bifazicky profil (je pouze naznacen, coz miize byt v disledku
horsi kvality analyzované tkan€). Primérnd maximalni aktivace CFTR proteinu v porovnani

se zdravou kontrolou ¢ini 6,6 % funkce wt-CFTR.
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Obr. 6.17 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF9
(3849+10kbC>T/621+1G>T). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM,
bazolateraln€) a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény
transepitelidlniho napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalentd proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro
Amil (Aleg-scamit), CCH (Aleg-sc ccr), CCH + Indo (Aleg-sc,cCH(indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-sc,BMx/Fsk(ndo)) a CCH
nésledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,cCHIBMX/Fsk(indo))); data reprezentuji primér ze tfi méfeni + SEM.
Aleg-sc,BMX/Fsk(Indo) = —7.568 + 2.804 uA/cm?, Aleq-se,cCCHIBMX/Fsk(ndo)) = —6.774 + 0.947 uA/cm? . (6,6 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF9 se bohuzel nepodatilo provést, technicky se nezdatila izolace krypt

a nasledna kultivace intestinalnich organoidi.

6.3.3. 2789+5G>A/F508del nebo jina

Dalsimi pacienty, jejichz vzorky byly v naSem projektu analyzovany, jsou sourozenci (CF10

a CF11) nesouci mutaci 2789+5G>A v heterozygotni konstituci s mutaci F508del.

Analyza rektalnich biopsii pacientii CF10 prokézala rezidualni funkci CFTR proteinu (5,5 %
funkce wt-CFTR) (Obr. 6.18).
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Obr. 6.18 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektalnich biopsiich od pacienta CF10
(2789+5G>A/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 puM, bazolateraln€) aktivace na zmény transepitelidlniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalentd proudu v uzavieném okruhu (Aleqsc) pro Amil (Aleg-scamil),
CCH (Alegsc ccn), CCH + Indo (Aleg-se,ccH(indoy), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-scBMX/Fsk(indo)) @ CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg-sc,ccHaBMX/Fsk(ndoy)); data reprezentuji primér ze tii mefeni + SEM. Aleg-
sc,JBMX/Fsk(Indo) = —2.961 £ 0.280 uA/cm?, Aleg-sc,cCHIBMX/Fsk(indo) = —9.054 £ 5.474 uA/cm? . (5.5 % funkce wt-
CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay v pripadé¢ pacienta CF10 pii koncentraci forskolinu 0,128 pM prokézala
signifikantni odpovéd’, a to po pfidani jak samotného potencidtoru (VX-770), tak kombinace
1é€ebnych molekul. Prahu pro potencidlni stiedni klinicky benefit dosahuje odpovéd po
pridani kombinace VX-661/770 nebo jesté vyznamnéji VX-809/770 (Obr. 6.19).
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Obr. 6.19 Vysledky FIS assay na intestinalnich organoidech pacienta CF10 (2789+5G>A/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1écebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana svétle a tmave zelend ¢ara zobrazuji prah pro predpokladany stfedni a
vysoky klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznacuje miru signifikance rozdilu vypocéitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. .* - hodnota
p < 0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva
a Raquel Centeio.
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Analyza rektalnich biopsii pacientii CF11 prokézala rezidualni funkci CFTR proteinu (1,5 %
funkce wt-CFTR). (Obr. 6.20)
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Obr. 6.20 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF11
(2789+5G>A/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény transepitelidlniho
napéti (Ve). (B) Souhrn pfislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Alegsc) pro Amil (Aleg-scAmit),
CCH (Aqu—sc CCH), CCH + Indo (Aqu-sc,CCH(Indn)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu-sc,IBMX/Fsk(Indo)) a CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,ccHaBMX/Fsk(indoy)); data reprezentuji primér ze tii méfeni £ SEM. Aleg
scJBMX/Fsk(lndo) = —0.982 £ 0.495 pA/cm?, Aleq-se,cCCHIBMX/Fsk(indo)) = —2.383 £ 1.237 pA/cm?. (1,5 % funkce wt-
CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva.

FIS assay neprokéazala v ptipad€ pacienta CF11 pii koncentraci forskolinu 0,128 uM
signifikantni bobtnani po pifidédni samotného potenciatoru ¢i kombinace 1é¢ebnych molekul

(Obr. 6.21).
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Obr. 6.21 Vysledky FIS assay na intestinalnich organoidech pacienta CF11 (2789+5G>A/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pti koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline = 100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny ptfidané 1é¢ebné molekuly pfi
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovana svétle a tmave zelend ¢ara zobrazuji prah pro predpokladany stfedni
a vysoky klinicky benefit pro pacienta. Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva.

Dalsi pacient nesouci mutaci 2789+5G>A, avSak v heterozygotni konstituci s mutaci
dele2,3(21kb), je pacient CF12. Analyza rektalnich biopsii zminé€ného pacienta prokézala
rezidualni funkci CFTR proteinu (2,0 % funkce wt-CFTR) (Obr. 6.22).
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Obr. 6.22 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektalnich biopsiich od pacienta CF12
(2789+5G>A/dele2,3(21kb)). (A) Reprezentativni zaznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM,
bazolateralng) a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény
transepitelialniho napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Alegsc) pro
Amil (Aqu—scAmil), CCH (Aqu—sc CCH), CCH + Indo (Aqu-sc,CCH(Indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu-sc,IBMX/Fsk(Indo)) aCCH
nasledujici po aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,ccH@BMX/Fsk(indoy)); data reprezentuji primér ze tf méfeni + SEM.
Aqu—sc,IBMX/Fsk(Indo) =-1.451 £+ 0.305 ].lA/ sz, Aqu-sc,CCH(IBMX/Fsk(Indo)) =-2.952 +£0.758 ]J.A/ cm?. (2,0 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Raquel Centeio.

FIS assay pacienta CF12 neprokazala pfi koncentraci forskolinu 0,128 pM signifikantni
bobtnani organoidi po pfidani samotného potenciatoru ¢i kombinace 1é€ebnych molekul.
(Obr. 6.23)
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Obr. 6.23 Vysledky FIS assay na intestinalnich organoidech pacienta CF12 (2789+5G>A/dele2,3(21kb)).
(A) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pfi koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM,
vyjadrené jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou
(normalized AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané lécebné molekuly
pfi koncentraci Fsk 0,8 uM. Teckovana svétle a tmave zelené ¢ara zobrazuji prah pro piedpokladany stfedni
a vysoky klinicky benefit pro pacienta. Méfeni bylo provedeno ve spolupréci s Iris Silva a Raquel Centeio.

6.4. Pacienti s velmi vzacnymi mutacemi

6.4.1. S955P/F508del

Dalsim pacientem, jehoZ vzorky jsme v ramci naseho projektu analyzovali, je pacient CF13

nesouci mutaci F508del v heterozygotni konstituci s mutaci S955P.

Jako prvni jsme provedli analyzu rektalnich biopsii v Ussingové komtirce (Obr. 6.24).

Vypocitana primérna maximalni aktivace proteinu v porovnani se zdravou kontrolou byla

v tomto ptipadé 18 % funkce wt-CFTR.
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Obr. 6.24 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich od pacienta CF13
(S955P/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 pM, bazolateraln¢)
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a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 uM, bazolateraln€) aktivace na zmény transepitelialniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro Amil (Aleg-scamil),
CCH (Aqu—sc CCH), CCH + Indo (Aqu—sc,CCH(Indo)), IBMX/Fsk + Indo (Aqu-sc,IBMX/Fsk(Indo)) a CCH nésledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleq-sc,cCHIBMX/Fsk(indo))); data reprezentuji pramér ze tfi méfeni + SEM. Aleg.
sc,JBMX/Fsk(lndo) = —34.100 £ 22.200 pA/cm?, Aleg-sc,CCHIBMX/Fsk(indo)) = —63.200 £ 34.100 pA/cm?. (18 % funkce
wt-CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva.

FIS assay pacienta CF13 prokézala pii koncentraci forskolinu 0,128 pM signifikantni
bobtnani po pfidani kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770 (Obr. 6.25). Mira bobtnani
prekrocila v obou piipadech prah pro potencialni stfedni klinicky benefit.
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Obr. 6.25 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF13 (S955P/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pti koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny ptidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovand modra a zelena ¢ara zobrazuji prah pro pfedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hvézdicka (*) oznacuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
neparového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. ¥ - hodnota
p <0.05. Méfeni bylo provedeno ve spolupréci s Iris Silva.

6.4.2. 1717-2A>G/F508del

Dalsim pacientem, jehoz vzorky byly analyzovany, je pacient CF14 (genotyp
1717-2A>G/F508del).

Analyza rektalnich biopsii pacienta CF14 prokazala profil charakteristicky pro tkané
s rezidudlni funkci CFTR proteinu (13 % funkce wt-CFTR) (Obr. 6.26).
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Obr. 6.26 Vysledky z méfeni v Ussing chamber na rektilnich biopsiich pacienta CF14
(1717-2A>G/F508del). (A) Reprezentativni zdznam ukazuje vliv cholinergni (CCH, 100 uM, bazolateraln¢)
a cAMP-dependentni (IBMX/Fsk, I/F), 100 uM/2 puM, bazolateraln€) aktivace na zmény transepitelidlniho
napéti (Vee). (B) Souhrn piislusnych ekvivalenti proudu v uzavieném okruhu (Aleg-sc) pro Amil (Aleg-scamit),
CCH (Aleg-sc ccn), CCH + Indo (Alegesc,ccH(ndo)), IBMX/Fsk + Indo (Aleg-sc.BMx/Fsk(ndo)) @ CCH nasledujici po
aplikaci IBMX/Fsk/Indo (Aleg-sc,ccHIBMX/Fsk(ndo))); data reprezentuji primér ze tii méfeni £ SEM. Aleg.
sc,JBMX/Fsk(Indo) = —28.800 = 1.700 pA/cm?, Aleg-se,cCCHIBMX/Fsk(indo)) = —43.300 + 9.400 pA/cm?. (13 % funkce wt-
CFTR). Méfeni bylo provedeno ve spolupréci s Iris Silva.

FIS assay pacienta CF14 pii koncentraci forskolinu 0,128 pM prokézala signifikantni
odpovéd’ po piidani samotného potencidtoru VX-770 a v jesté¢ veétsi mife po pridani
kombinace VX-809/VX-770 nebo VX-661/VX-770. Ani jedna odpoveéd vSak nedosahuje
prahu pro potencialni stfedni klinicky benefit (Obr. 6.27).
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Obr. 6.27 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF14 (1717-2A>G/F508del). (A)
Kvantifikace FIS pro vSechny piidané lécebné molekuly pii koncentraci Fsk 0,02, 0,128, 0,8 a 5 uM, vyjadiené
jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod kiivkou (normalized
AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pii
koncentraci Fsk 0,128 uM. Teckovand modra a zelena ¢ara zobrazuji prah pro pfedpokladany stfedni a vysoky
klinicky benefit pro pacienta. Hv€zdicka (*) oznaCuje miru signifikance rozdilu vypocitaného pomoci
nepéarového one-way ANOVA s vyuzitim Fisherova LSD (least significant difference) testu. * - hodnota
p <0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. M¢feni bylo provedeno ve spolupraci s Iris Silva.
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Vysledky vSech provedenych analyz jsou shrnuty v Tab. 6.2.

Tab. 6.2 Souhrn vysledkii vSech provedenych analyz na rektalnich biopsiich a intestinalnich
organoidech: CFTR genotyp, kod pacienta, koneéné potvrzeni diagnézy CF a jeji formy, mira funkce CFTR
proteinu (%- wt) méfend na rektalnich biopsiich, mira zachrany funkce CFTR proteinu na intestinalnich
organoidech pro vSechny pacienty pfi koncentraci forskolinu 0.128 uM. Nasazeni 1é¢by modulatory CFTR
proteinu (ano/ne, nazev ptipravku). Hvézdicka (*) oznaCuje miru statistické vyznamnosti v porovnani
s kontrolou, * - hodnota p < 0.05, ** - hodnota p < 0.01, *** - hodnota p < 0.001. Ns = not significant,

nesignifikantni. NA = not available, nedostupné.

CFTR genotyp | Koéd Diagnéza | Funkce Zichrana funkce CFTR proteinu Responder na | Lécbha

pacienta | CF CFTR (intestinalni organoidy) modulatory modulatory

(fenotyp) | (% wt) CFTR CFTR
(rektalni proteinu proteinu
biopsie) | vX. | VX- | VX- VX- | VX-
770 809 809/770 | 661 661/770

F508del/ CF1 CF 0 ns ns *x ns *x Ano Ne
F508del (klasicka)
F508del/ CF2 CF 0 ns ns ns ns ns Ne Ne
F508del (klasicka)
F508del/ CF3 CF 355 HxE ns *x ns HxE Ano Ano
D1152H (mirnd) (Symkevi®)
D1152H/ CF4 CF 29.5 R NA | NA ns R Ano Ne
NI1303K (mirnd)
DI1152H/ CF5 CF 39.7 HxE NA NA ns HxE Ano Ne
N1303K (mirnd)
F508del/ CF6 CF 4.2 ns ns < ns 3 Ne Ano
3849+10kbC>T (mirnd) (Symkevi®)
F508del/ CF7 CF 1.8 *x ns HxE ns HxE Ano Ano
3849+10kbC>T (mirnd) (Symkevi®)
Dele2,3(21kb)/ | CF8 CF 7.9 3 ns R ns R Ano Ano
3849+10kbC>T (mirnd) (Symkevi®)
621+1G>T/ CF9 CF 6.6 NA NA Ne
3849+10kbC>T (mirnd)
F508del/ CF10 CF 55 3 ns R ns 3 Ano Ne
2789+5G>A (mirnd)
F508del/ CFl11 CF 1.5 ns ns ns ns ns Ne Ano
2789+5G>A (mirnd) (Symkevi®)
Dele2,3(21kb)/ CF12 CF 2.0 ns ns ns ns ns Ne Ne
2789+5G>A (mirnd)
F508del/ CF13 CF 18.0 ns ns * ns * Ano Ne
S955P (mirnd)
F508del/ CF14 CF 13.0 3 ns R ns R Ne Ne
1717-2A>G (mirnd)
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7. DISKUZE

F508del/F508del

Mutace F508del piedstavuje celosvétove nejcastéjsi mutaci CFTR genu (frekvence 0,69744)
(CFTR2.0rg, 2020). Tato delece v oblasti pro NBD1 je typicky spojena s klasickou (t€¢Zkou)
formou onemocnéni CF, tj. s vyznamné zvySenou koncentraci chloridi v potu,
pankreatickou insuficienci a té€zkym progresivnim postizenim plic (Wang a Li, 2014).
Neopomenutelnou skute€nosti je variabilita tize fenotypu u pacienti nesoucich tuto mutaci
nejen v heterozygotni, ale dokonce v homozygotni konstituci. Jako vysvétleni se zde se
nabizi role nekodujicich variant v oblasti CFTR genu, jejichz pfitomnost a vliv by mohly
riznorodost piiznakli u jednotlivcli nesoucich tuto mutaci vysvétlit (Knowles, 2015). Na
mutaci F508del se soustfedi nejveétsi pozornost v kontextu mozné farmakologické zachrany,
a pravé pro tuto mutaci byly v dob& naSeho projektu schvéaleny ke klinickému vyuziti dvé
kombinace korektoru a potencidtoru (VX-809/770 — Orkambi®, VX-661/770 — Symkevi®).
Z klinickych studii, které hodnotily 1é¢ebnou odpoveéd’ na vyse zminéné kombinace molekul
vyplyva, ze mimo responderti (tj. pacientl s klinicky vyznamnou odpovédi) existuji i non-
respondefi (tj. pacienti s Zadnou nebo minimdlni odpovédi). Tuto interindividualni
variabilitu 1ze vysvétlit napt. odliSnym genetickym pozadim kazdého jednotlivého pacienta
(Cutting, 2015). Méfeni na rektalnich biopsiich u sourozencti CF1 (13 let) a CF2 (16 let)
podporuji diagnézu klasické formy CF (v obou piipadech 0 % funkce wt-CFTR). Oba
pacienti jsou pankreaticky insuficientni (hodnoty FEE-1 pg/g a 4 pg/g) a maji vyznamné
zvysenou koncentraci chloridi v potu (v obou piipadech > 110 mmol/l). Prekvapivé vSak
uobou ptes jejich starSi Skolni vék evidujeme klinicky mirmé respirani symptomy
s normalnimi hodnotami funkce plic (FEV1 4,16 1 (108% NH) a 3,09 1 (89%NH)). Fenotyp
organoidid a FIS assay pacienta CF2 ukazuji na nulovou rezidudlni funkci CFTR proteinu.
V jeho pifipadé neni patrny zadny zachranny efekt testovanych kombinaci 1é€ebnych
molekul pfi referencni koncentraci forskolinu 0,128 pM, nepfedpokladdme tedy klinicky
benefit z nasazeni piipravku Orkambi® nebo Symkevi®. V piipadé pacienta CF1 je vSak
situace odliSna. Samotny fenotyp organoidi naznacuje moznou minimalni reziduédlni funkci
CFTR proteinu. Zachranny efekt testovanych kombinaci 1é¢ebnych molekul pfi referen¢ni
koncentraci forskolinu 0,128 pM téméf dosahuje prahu pro potencidlni stfedni klinicky
benefit pro pacienta. Tento pacient by pravdépodobné mohl profitovat z nasazeni 1éCby

Orkambi® nebo Symkevi®.
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Od srpna 2020 je k lécbé pacienti s CF k dispozici dalsi modulator CFTR proteinu
(VX-445/661/770, Kaftrio®). Jedna se o kombinaci potenciatoru a dvou korektorti, jejiz
ucinnost byla v ramci klinickych studii prokdzana u pacientii nesoucich mutaci F508del
v homozygotni, ale i heterozygotni konstituci (Heijerman et al., 2019; Middleton et al.,
2019). Zminéné klinické studie soucasné prokazaly vyssi ucinnost piipravku Kaftrio® v
porovnani s dosud dostupnymi moduldtory CFTR proteinu (Orkambi®, Symkevi®). V nasi
nove etablované laboratofi pro bunécné kultury jsme v roce 2020 provedli FIS assay na
intestindlnich organoidech 17 pacientli nesoucich mutaci F508del v homozygotni konstituci
(v rdmci projektu budou analyzovany vzorky obou sourozencti CF1 a CF2, vysledky zatim
nejsou k dispozici). U 16 pacientli jsme v souladu s vysledky klinickych studii prokazali
vysSi miru lécebné odpovédi na kombinaci VX-445/661/770 (Kaftrio®) v porovnani
s kombinaci VX-661/770 (Symkevi®). U jednoho pacienta jsme piidatny efekt ptidani
korektoru VX-445 neprokézali. U tohoto pacienta jsme molekularné genetickym vySetfenim
potvrdili novou variantu CFTR genu, jejiZ kauzalita k onemocnéni CF zatim neni objasnéna.
Domnivame se, ze by se mohlo jednat o variantu s vlivem na cilové misto plsobeni
korektoru VX-445. Soucasné vSak nemlizeme vyloucit podil genetického pozadi pacienta
(gent modifikujicich CF), které¢ mtize 1é¢ebnou odpovéd’ na dané molekuly modifikovat.
Vysledky nasi analyzy jsme publikovali jako viibec prvni provedenou ex vivo predikci
lécebné odpovédi na Kaftrio® s vyuzitim intestindlnich organoidi (Furstova et al., 2021). K
potvrzeni naSich hypotéz je nutné provedeni vétsiho mnozstvi experimentt (do hodnocené
skupiny budou zafazeni i1 pacienti CFL1 a CFL2), podtrhuji v§ak vyznam personalizace

lécby pacienttl s CF a princip theranostiky, diky které se k nejlep$i mozné kombinaci

-----

D1152H/F508del

Jednou z mutact, které byly u pacientli CF3, CF4 a CF5 molekularné genetickym vySetienim
potvrzeny, je D1152H (frekvence 0,00402) (CFTR2.org, 2020). Jedna se o missense mutaci
lokalizovanou v oblasti pro intracytoplazmatickou kli¢ku spojujici domény TMDI2 a
NBD2. Studie na transfektovanych COS-1 buiikach a oocytech Xenopus laevis prokazaly,
Ze tato mutace neni spojena s poruchou maturace CFTR proteinu a jeho vycestovanim na
plazmatickou membréanu. Souvisi v§ak s neadekvéatni funkci kanélku, jejiz pficinou je pouze
Castecnd aktivace prostiednictvim c-AMP (Vankeerberghen et al., 1998). D1152H tadime
do IV. funkéni tfidy mutaci a je spojena s vysokou rezidualni funkci CFTR proteinu (Burgel
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et al., 2010). Podstatnym faktem ziistava, Ze neni konzistentné¢ povazovana za mutaci
zpusobujici CF s ohledem na pomérné nesouhlasné vysledky popisujici jeji klinickou expresi
(Burgel et al., 2010; Terlizzi et al., 2015). Vysvétlenim velmi variabilniho fenotypu by
mohla byt pfitomnost D1152H v ramci komplexni alely, jak je tomu u jinych mutaci CFTR
genu (Bell et al., 2015). V databazi CFTR2 je mutace D1152H popisovana jako varianta
s variabilni klinickou konsekvenci (CFTR2.org, 2020).

Me¢feni na rektalnich biopsiich pacienta CF3 prokazalo vysokou rezidudlni funkci CFTR
proteinu (35,5 % funkce wt-CFTR). V¢k pacienta byl v dobé analyzy 40 let, diagndza CF
byla v jeho ptipadé stanovena az ve veku 23 let na zdkladé chronickych respiracnich infekci
a pfitomnosti bronchiektazii na HRCT plic (pozn. v dobé& narozeni pacienta nebyl dostupny
novorozenecky screening CF). Biomarkery funkce CFTR proteinu jako koncentrace
chloriddi v potu (51,0 mmol/l) a pankreaticka suficience (FEE-1 1020 pg/g) podporuji
domnénku, Ze se jedna o pacienta s mirnou formou CF. OvSem pfitomnost stiedné tézke
obstruktivni ventila¢ni poruchy (FEV 1,76 1 (61 %NH)), chronicka kolonizace dychacich
cest Pseudomonas aeruginosa, anamnesticky zachyt Mycobacterum avium intracellulare
a meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus by spiSe svéd¢€ily pro klinicky téZsi fenotyp
onemocnéni. V piipad¢ tohoto pacienta je mozné brat v tvahu variabilitu zpisobenou
genetickym pozadim, resp. pfitomnosti genti modifikujicich CF. Ani opakovana sekvenace
CFTR genu neodhalila pfitomnost komplexni alely ¢i jiné varianty, které by zdvazny fenotyp
onemocnéni vysvétlily. Fenotyp intestindlnich organoidii pacienta za bazalnich podminek
pfipomind obraz organoidii zdravé kontroly. Intestinalni organoidy pacienta CF3 doséahly pfi
koncentraci forskolinu 0,128 uM signifikantniho bobtnani po pfidani vSech testovanych
1écebnych molekul. Analyzou rozptylu jednoduchého tridéni s vyuzitim Fisherova LSD
testu jsme neprokazali signifikantni rozdil mezi efektem kombinované 1éCby a samotnym
potenciatorem (p = 0,7460 pro VX-809/770 a p = 0,7157 pro VX-661/770). Vzestup funkce
CFTR proteinu je tedy v tomto piipadé dan Gi¢inkem potenciatoru na alelu D1152H, nikoliv
ucinkem korektoru na alelu F508del. Vyse uvedené vysledky podporuji zatazeni D1152H
do IV. funkéni tiidy mutaci. Déle 1ze na zakladé¢ nasi analyzy piedpokladat, ze pfi nasazeni
1é¢by modulatory CFTR proteinu bude pacient profitovat z 1écby ptipravkem Kalydeco®.
DI1152H byla nejprve v roce 2018 na zéklad¢ in vitro studii zafazena mezi 38 mutaci
s rezidualni funkei, pro které byla schvalena 1écba piipravkem Kalydeco® instituci FDA
(Durmowicz et al., 2018). Pozd¢ji vSak byla u pacientil nesoucich na druhé alele mutaci

F508del prokazana vyssi efektivita nasazeni pfipravku Symkevi® (Rowe et al., 2017). V
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roce 2020 byl pfipravek Symkevi® nasazen naSemu pacientovi, klinicky efekt je zatim

obtizné po 9 mésicich 1é€by hodnotit.

D1152H/N1303K

Sourozenci CF4 a CF5 nesou na druhé alele mutaci N1303K (frekvence 0,01581)
(CFTR2.0rg, 2020). Jedna se o missense mutaci lokalizovanou v oblasti pro NBD2, ktera
vede k narusSeni spravné maturace s vycestovanim proteinu k plazmatické membrané. Z
tohoto divodu je fazena mezi mutace II. funkéni tiidy (DeStefano et al., 2018). Vysledky
analyzy rektalnich biopsii ukazuji vysokou miru rezidualni funkce CFTR proteinu u obou
pacientt (29,5 % a 39,7 % funkce wt-CFTR). Oba sourozenci jsou pankreaticky suficientni
(FEE-1 497 pg/g a 1036 pg/g ) a maji normalni nebo hrani¢né zvysenou koncentraci chlorida
v potu (CFL4 21 mmol/l a CFL5 37 mmol/l). Pacient CF4 byl diagnostikovan na podkladé
novorozeneckého screeningu, pacient CFS5 nasledné po zjiSténi diagndézy u mladsiho
sourozence ve veku 3 let. Diagnézu CF podporuji v obou piipadech recidivujici respiracni
infekce a opakovany zachyt Pseudomonas aeruginosa v anamnéze. U obou pacientil se
opakované vyskytuji prolapsy rekta. Hodnoty funkce plic byly u obou sourozencti v dob¢
analyzy vzorkli v normé (FEV; 1,74 1(104 %NH) a 1,921 (111 %NH)). Je nutné brat v ivahu
vek obou pacientil v dob¢ analyzy (7 a 8 let) a skutecnost, ze se ptiznaky onemocnéni CF v
jejich ptipadé mohou ve vétsi mife projevit az v pozdéjsim véku. Svou roli na dobrém
klinickém stavu v dobé analyzy mohla sehrat ¢asna diagnostika onemocnéni a pravidelné
sledovéani obou pacientli (oba denné inhaluji solny roztok a provadéji fyzioterapii, uzivaji
suplementaci vitamini rozpustnych v tucich, respiracni infekce jsou disledné léceny
antibiotiky, je pravidelné¢ monitorovana kolonizace dychacich cest s cilenymi eradikacemi
ptislusnych patogeni). Fenotyp organoidii za bazilnich podminek pfipomind organoidy
zdravé kontroly. Dle provedenych FIS assay byl vzestup funkce CFTR proteinu v obou
ptipadech dan uc¢inkem potenciatoru na alelu D1152H, nikoliv ti¢inkem korektoru na alelu
N1303K (ucinek korektoru lze na zdkladé dostupnych studii ofekavat pouze v piipadé
mutace F508del). Mira bobtnani se pohybovala nad prahem pro potencialni vysoky klinicky
benefit pro pacienta. Oba sourozenci by mohli na zdkladé nami provedenych ex vivo studii

v budoucnu profitovat z nasazeni 1é¢by Kalydeco® nebo Symkevi®. Pro pacienty nesouci
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mutace s rezidualni funkci v heterozygotni konstituci s jinou mutaci, nez F508del vSak zatim

1é¢ba dostupnymi modulatory CFTR proteinu schvélena nebyla.

3849+10kbC>T/F508del nebo jina

3849+10kbC>T (frekvence 0,00815) (CFTR2.org, 2020), splicing mutace fazend do V.
funkéni tfidy, vede k tvorbé alternativniho mista pro sestfih v intronu 19. Nasledkem je
inzerce nového pseudoexonu o rozsahu 84bp u vétSiny CFTR transkriptt. Tento pseudoexon
obsahuje ve svém ¢tecim ramci mezi exony 19-20 stop kodon (Highsmith et al., 1994).
3849+10kbC>T dava vznik jak normalné, tak abnormalné sestfizenym CFTR transkriptiim,
mnozstvi normalni CFTR mRNA koreluje se zavaznosti histopatologickych zmén v riznych
organech (Chiba-Falek et al., 1999). Obecné je tato mutace spojena s mirngj$i formou
onemocnéni CF, normalni nebo lehce zvySenou koncentraci chlorida v potu, pankreatickou
suficienci a riiznou mirou plicnich ¢i gastrointetsinalnich obtiZi (Gilbert et al., 1995). Oba
sourozenci byli diagnostikovani ve Skolnim véku (CF6 v 11 letech po diagnodze starSiho
sourozence a CF7 v 9 letech véku na podkladé opakovanych respiracnich infektli). Oba maji
lehce zvySenou koncentraci chloridi v potu (CFL6 46 mmol/ a CFL7 39 mmol/l) a jsou
pankreaticky suficientni (FEE-1 573 pg/g a 2400 pg/g). Odlisna byla mira plicniho postiZzeni
v dobé¢ analyzy vzorki: V piipad¢ pacienta CF6 jsme registrovali jen mirnou obstrukéni
ventilaéni poruchu (FEVi 2,35 1 (74 %NH)) s chronickou kolonizaci Pseudomonas
aeruginosa a Burkholderia cepacia, v ptipad¢€ pacienta CF7 byla pfitomna te€zké obstrukéni
porucha ventilace (FEV; 1,5 L (45 %NH)) s chronickou kolonizaci dychacich cest stejnymi
patogeny. Pacient CF7 byl soucasné Spatného stavu vyzivy (BMI 18,6 kg/m?). Profil
zaznamu méteni na rektalnich biopsiich svéd¢i v piipad€ pacienta CF6 pro rezidualni funkci
CFTR proteinu (4,2 % funkce wt-CFTR). V piipadé¢ pacienta CF7 maximalni primérna
aktivace CFTR proteinu v porovnani se zdravou kontrolou dosahuje niz$ich hodnot (1,8 %
funkce wt-CFTR). Fenotyp organoidli obou pacientii maji za bazalnich podminek fenotyp
organoidd s pfitomnou rezidualni funkci CFTR proteinu. Dale pozorujeme signifikantni
zachranu funkce CFTR proteinu pfidanim kombinace VX-809/7701 VX-661/770 (vzajemné
se signifikantné nelisi, druhd zminovand kombinace vSak témétf dosahuje prahu pro
potencialni vysoky klinicky benefit pro pacienta). Pacient CF6 by mohl klinicky profitovat
z nasazeni ptipravku Orkambi® nebo 1épe Symkevi®. Pro pacienta CF7 pozorujeme velmi
podobny profil odpovéedi. Také pacient CF7 by mohl klinicky profitovat z nasazeni ptipravku
Orkambi® nebo Symkevi®. U pacienta CF6 pozorujeme podle miry odpovédi vyssi
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reziduélni aktivitu CFTR proteinu v porovnani s pacientem CF7. Rozdilnost vysledkl z
provedenych meéfeni na rektalnich biopsiich, kterou pozorujeme mezi témito dvéma
sourozenci lze vysvétlit odliSnym pomérem normalné/abnormalné sestfizenych CFTR
transkript u kazdého z nich a soucasné také odliSnou mirou celkové exprese CFTR proteinu.
Tento fakt by mohl byt vysvétlenim i pro odliSny charakter odpovédi ke kombinacéni 1écbe,
kterd ma soucasné vliv na alelu F508del, pro jejiz zachranu byly ptvodné tyto léky
koncipovany. Urcitou roli nejen v rozdilnosti vysledkli nami provedenych analyz, ale také v
tizi klinického pribéhu onemocnéni mize mit genetické pozadi kazdého z pacientd (geny
modifikujici CF). Lécba pripravkem Symkevi® byla pro pacienty nesouci mutaci
3849+10kbC>T v heterozygotni konstituci s mutaci F508del jiz schvalena ke klinickému
pouziti (Rowe et al., 2017). Pacientovi CF6 byl pocatkem roku 2020 do 1é¢by nasazen
ptipravek Symkevi®, po 9 mésicich 1é€by evidujeme urcité zlepSeni hodnot plicnich funkci
(vyvoj FEV; 71-78-74—75-83 % NH). Pacientovi CF7 byl piipravek Symkevi® v roce 2020
také nasazen, bohuzel tento pacient zemtel v pribéhu ledna 2021 v disledku respira¢niho

selhani pfi infekci Covid-19.

Dele2,3(21kb) (frekvence 0,00294) (CFTR2.org, 2020) je mutace zpisobujici deleci v
rozsahu 21.080 bp, kterd preklenuje oblast intronti 1.-3. Analyzy CFTR mRNA transkriptt
na buikach nosniho epitelu pacientll nesoucich tuto mutaci prokézaly, ze vede ke ztraté
exontll 2 a 3 s pfedcasnym ukoncenim tvorby mRNA uvnitf exonu 4. Je klasifikovana jako
mutace I. funkéni tfidy (nebo také nové VII. funkéni tridy, tzv. nezachranitelné pro absenci
CFTR mRNA) a je typicky asociovana s klasickym fenotypem CF (Dork et al., 2000).
Analyza rektalnich biopsii pacienta CF8 prokazala rezidualni funkci CFTR proteinu (v tomto
ptipadé 7,9 % funkce wt-CFTR). S ohledem na klinické udaje: jedna se o pacienta, kterému
byla diagnéza CF stanovena ve veéku 3 mésicl na podkladé bronchopneumonie
(novorozenecky screening nebyl v dob& narozeni k dispozici). Pacient mél opakovane
abnormalni koncentraci chloridll v potu (60 mmol/l) a opakované normalni hodnoty fekalni
elastazy-1 (FEE-1 568 pg/g...500 pg/g) svédéici pro pankreatickou suficienci. V dobé
analyzy vzorkl (ve véku 10 let) jsme registrovali stfedné tézkou obstrukéni ventilacni
poruchu (FEV| 1,54 1 (75 %NH)), na HRCT jiZ byly zndmky bronchiektazii a pacient byl
chronicky kolonizovan Staphylococcus aureus s opakovanymi akutnimi exacerbacemi
zakladniho onemocnéni. Fenotyp organoidll za bazalnich podminek ma charakter organoidii
s rezidualni funkci CFTR proteinu. FIS assay v piipad¢ pacienta CF8 prokézala signifikantni
zachranu funkce CFTR proteinu nejen pfiddnim samotného potenciatoru VX-770, ale ve

vEtsi mife pfidanim obou kombinaci 1écebnych molekul (tj. VX-809/770 nebo VX-661/770).
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Mira bobtnani organoidi dosahuje ve vSech piipadech prahu pro potencialni vysoky klinicky
benefit. Tento pacient by mohl vyznamné profitovat z nasazeni 1é¢by Kalydeco®,
Orkambi® nebo Symkevi® Jak jiz bylo zminéno vyse, 1é¢ba dostupnymi modulatory CFTR
proteinu je prozatim schvalena pouze pro pacienty nesouci mutaci 3849+10kbC>T v
heterozygotni konstituci s mutaci F508del. Piesto jsme na podkladé vySe uvedenych
vysledkli pozadali o vyjimku pro schvaleni 1écby piipravkem Symkevi® pro naSeho
pacienta. Lék uziva od druhé poloviny roku 2020. Jiz nyni, po 6 mésicich 1é€by, doslo ke
zlepSeni funkce plic (vyvoj FEV1 75-92—-104 % NH), pacient je v klinicky dobrém stavu a

zatim neprodélal zadnou dalsi akutni exacerbaci zdkladniho onemocnéni.

Mutace 621+1G>T (frekvence 0,00931) (CFTR2.org, 2020) aktivuje alternativni misto
sestiihu v oblasti exonu 4, nebo vede k jeho kompletnimu vynechéani. Analyza bunék nosniho
epitelu pacientl nesoucich tuto mutaci prokézala, Zze vysledkem je téméf uplné chybéni
spravné sestfizenych CFTR transkripti (Hull et al., 1993; Castellani et al., 2008). Tato
mutace je fazena do 1. funkéni tfidy a je typicky spojena s klasickou formou CF (Witt et al.,
1996). Analyza rektalnich biopsii pacienta CF9 prokéazala rezidudlni funkci CFTR proteinu
(6,6 % funkce wt-CFTR). Tento pacient byl diagnostikovan v 5 letech véku na podkladé
bronchopneumonie (novorozenecky screening nebyl v dobé narozeni k dispozici).
Koncentrace chlorida v potu byla opakované abnormalni (79...84 mmol/l), hodnoty fekalni
elastazy-1 ve stolici (FEE-1 1200 pg/g) svédci pro dostatecnou zevné sekretorickou funkci
pankreatu. Pacient se bohuzel vzhledem k socidlnim okolnostem ztratil na ptechodnou dobu
z naSeho sledovani, v pravidelné dispenzarni péci jej znovu evidujeme od roku 2018 (vek 14
let). Pfes pankreatickou suficienci je Spatného stavu vyzivy (BMI 14 kg/m?), vzhledem k
tézkému poskozeni chronickym zénétem bylo nutné v roce 2018 pfistoupit k pravostranné
pneumonektomii. Opera¢ni vykon jeho stav stabilizoval, progreduje vSak deformita
hrudniku a bronchiektazie v levé plici. Z tohoto diivodu pacienta ptipravujeme k zafazeni na
WL k transplantaci plic. V nasi nové etablované laboratofi pro tkanové kultury jsme zalozili
kultury organoida a provedli FIS assay (Obr. 7.1). Prokézali jsme signifikantni odpovéd’ na
dostupné modulatory CFTR proteinu (Symkevi a Kaftrio). Stejné jako v piipad€ pacienta

CF8 se pokusime o nasazeni piislusné 1écby na podkladé ex vivo predikce.
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Obr. 7.1 Vysledky FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF9 (3849+10kbC>T/621+1G>T).
(A) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1é¢ebné molekuly pfi koncentraci Fsk 0,008, 0,02, 0,05, 0,128, 0,32,
0,8,2 a5 uM, vyjadiené jako bobtnani organoidu (organoid swelling) nebo také vzestup plochy organoidu pod
kiivkou (normalized AUC, baseline =100 %, t = 60 min). (B) Kvantifikace FIS pro vSechny pfidané 1écebné
molekuly pti koncentraci Fsk 0,128 uM. Méfeni provedla E. Fiirstova.

2789+5G>A/F508del nebo jina

2789+5G>A (frekvence 0,00723) (CFTR2.org, 2020) je splicing mutace vedouci k naruseni
mista sestiihu v oblasti exonu 14b, a tim k jeho vynechéni. Vysledkem je posun ¢teciho
rdmce CFTR mRNA s ¢asnym ukoncenim tvorby CFTR proteinu. Analyzou bun€k nosniho
epitelu pacientti nesoucich tuto mutaci bylo prokdzano, ze tato alela mtize vést k tvorbé
malého mnozstvi normélni CFTR mRNA, které je v pfipad€ nekterych pacienti spojeno s
mirnéjsi formou CF. Typicky je tato mutace spojena s pankreatickou suficienci, zvySenou
hladinou chloridii v potu a je klasifikovana jako mutace V. funk¢ni tfidy (Highsmith et al.,
1997). Analyza rektalnich biopsii pacienti CF10 a CF11 podporuje diagnézu mirné formy
CF v obou piipadech (5,5 % resp. 1,5 % funkce wt-CFTR). S ohledem na klinickd data:
diagnoza CF byla u pacienta CF10 stanovena v 1. roce véku na podkladé bronchopneumonie

(novorozenecky screening nebyl v dobé narozeni obou pacienti k dispozici). Pacient mél
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zvysenou koncentraci chloridit v potu (78 mmol/l), opakované normdlni hladiny fekalni
elastazy-1 ve stolici (FEE-1 654 a 516 pg/g) svéd¢ici pro pankreatickou insuficienci. V dobé
analyzy vzorkl (ve véku 37 let) byl chronicky kolonizovan Burkholderia cepacia, dobrého
stavu vyzivy (BMI 32 kg/m?), dle spirometrickych mé&feni jsme registrovali pouze mirnou
obstrukéni ventilaéni poruchu (FEV: 3,04 1 (81 % NH)). Pacientovi CF11 byla
diagnostikovana CF jiZ pfi narozeni po stanoveni diagnozy u starSiho sourozence. I v jeho
ptipadé byla prokazana zvysend koncentrace chloridii v potu (91 mmol/l) a normélni hladina
fekalni elastazy-1 ve stolici (FEE-1 371...520 pg/g) spojend s pankreatickou suficienci. V
dobé analyzy vzorkii (ve véku 36 let) byl stejn¢ jako starSi sourozenec kolonizovéan
Burkholderia cepacia, vykazoval horsi stav vyzivy (BMI 21 kg/m?) a dle spiromettrickych
mefeni jsme v jeho pripadée registrovali tézkou obstrukéni ventilani poruchu (FEV; 1,47 1
(50 %NH)). Fenotyp onemocnéni v piipadé obou pacientd koreluje s vysledky naseho
méteni. Vyssi rezidualni funkei CFTR proteinu jsme prokézali analyzou rektalnich biopsii a
FIS assay na intestindlnich organoidech pacienta CF10. Organoidy pacienta CFI10
signifikantné bobtnaji po pfidani samotného potenciatoru ¢i kombinace lécebnych molekul.
Prahu pro potencialni stfedni klinicky benefit dosahuji po pfidani kombinace VX-661/770
nebo vice VX-809/770. Pfedpokladame, Ze tento pacient bude klinicky profitovat z nasazeni
1écby Orkambi® nebo Symkevi®. V piipadé pacienta CF11 FIS assay na intestinalnich
organoidech neprokazala signifikantni bobtnani ani v jednom piipadé. Jedna se opét o velmi
dobry ptiklad vlivu genetického pozadi, které miize potenciadlné modifikovat nejen klinicky
fenotyp onemocnéni CF, ale také odpovéd’ na dostupné 1écebné¢ molekuly. Podstatnym
faktem opét je, Ze pro pacienty nesouci mutaci 2789+5G>A v heterozygotni konstituci s
mutaci F508del jiz byl schvélen ke klinickému pouziti pfipravek Symkevi® (Rowe et al.,
2017). Pacient CF10 zatim s jeho nasazenim vyckava (je v dobrém klinickém stavu, s jen
mirnou obstrukéni ventilaéni poruchou (FEV1 79 %NH), bez akutnich exacerbaci
zakladniho onemocnéni). Pacientovi CF11 1€k nasazen byl, nyni po 9 mésicich 1écby zatim
nevykazuje vyznamné klinické zlepSeni (vyvoj hodnot FEV; 59-57-54-52 % NH), coz

odpovidé ex vivo predikcei z provedené FIS assay.

V ptipadé pacienta CF12 prokazala analyza rektalnich biopsii rezidudlni funkci CFTR
proteinu (2,0 % funkce wt-CFTR), za niZ je v tomto ptipad¢ zodpoveédna alela 2789+5G>A
(alela dele2,3(21kb) vede k absenci CFTR mRNA). Urcité mife rezidualni funkce CFTR

proteinu odpovida i klinicky fenotyp onemocnéni. Pacient CF12 byl diagnostikovan ve véku
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5 let na podkladé opakovanych respiracnich infekci (novorozenecky screening nebyl v dobé
narozeni k dispozici). M¢l opakované zvySenou koncentraci chloridii v potu (100-101
mmol/l) a normélni hodnoty fekalni elastazy-1 ve stolici (FEE-1 1710—4380 pg/g) svédcici
pro pankreatickou suficienci. V dob€ analyzy (ve v&ku 10 let) klinickému obrazu
dominovaly pfiznaky rhinosinusitidy, pacient vykazoval na spirometrii normalni hodnoty
funkce plic (FEVy 2,65 (123 %NH)). Fenotyp organoidi za bazalnich podminek ma
charakter organoidii pacienta s rezidualni funkci CFTR proteinu. Provedena FIS assay
pacienta CF12 vSak neprokazala pti koncentraci forskolinu 0,128 uM signifikantni bobtnani
organoidi. V piipad¢ tohoto pacienta nelze na zdklad¢ nasi predikce ocekévat klinicky

benefit z 1écby dostupnymi modulatory CFTR proteinu.

S955P

S955P ( zaména T > C na pozici ¢.2863 v exonu 17) je nova, doposud necharakterizovana
mutace CFTR genu. V jejim piipadé¢ dochdzi k zdmeéné serinu prolinem na pozici 955
v oblasti cytoplazmatické ¢asti transmembranového helixu 8 (TMS), ktery se nachézi v tésné
blizkosti cytoplazmatické klicky 3 (ICL3) (spojuje zde doménu NBD2 s doménou TMD2)
(Hwang et al., 2018). K podrobnéjsi charakteristice mutace S955P za ucelem posoudit
vycestovani proteinu k plazmatické membrané, jeho otevirani a stabilitu nezavisle na alele
F508del, jsme vyuzili kromé intestindlnich organoidd i1 bunéény model (bunécnou linii
CFBE41o- vytvoienou pomoci S955P-CFTR cDNA (vSechny metody popsdny v ndmi
publikovaném c¢lanku I. Silva, T. DouSova et al., 2020). Pomoci western blot analyzy
intestinalnich organoidii a S955P-CFTR CFBE bun¢k jsme prokézali, Ze mutace S955P
nema vliv na vycestovani CFTR proteinu k bunééné membrané, jelikoZ vede k expresi
prouzku C. Tento nélez je konzistentni s relativné vysokou reziduélni funkci CFTR proteinu
na rektalnich biopsiich (~ 18 % funkce wt-CFTR), intestindlnich organoidech i CFBE
bunikach (Silva et al., 2020). Pfitomnost S955P CFTR v plazmatické membrané byla
soucasné potvrzena konfokdlni mikroskopii na 3D intestindlnich organoidech pacienta
CF13. Pomoci jednokanalového zdznamu metodou patch clamp jsme na S955P-CFBE
bunikach prokazali normalni vedeni kanalem se sniZenou pravdépodobnosti jeho otevirani
(50 % v porovnani se zdravou kontrolou) (Silva et al., 2020). Ziskan4 data jsou konzistentni
s tvrzenim, ze se v ptipad¢ S955P jednd o mutaci III. funkéni tiidy. Fakt, ze se CFTR protein
pfi western blot analyze intestinalnich organoidii objevuje v daleko men$im mnoZstvi, nezli

v piipad¢ zdravé kontroly naznacuje, Ze je protein nestabilni. Na zakladé tohoto zjisténi by
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bylo mozné mutaci S955P zaradit soucasné do VI. funkéni tfidy mutaci (pfikladem podobné
mutace je Q1412X) (Haardt et al., 1999). FIS assay na intestinalnich organoidech pacienta
CF13 prokézala signifikantni efekt pfidané kombinace VX-809/770 nebo VX-661/770. Mira
bobtnani piekrocila prah pro potencialni stfedni klinicky benefit, tento pacient by mohl
profitovat z nasazeni 1écby Orkambi® nebo Symkevi®. Z klinického pohledu se jedna o
7letého chlapce s pozitivnim novorozeneckym screeningem na CF (IRT: 118 ng/ml), mirné
zvysenou koncentraci chloridi v potu (51; 55 mmol/l), pankreatickou suficienci (FEE-1 431
ug/g) a dobrym stavem vyzivy (BMI 14 kg/m?; 0,96 SD). Opakované byla zachycena
bakterialni flora v hornich cestach dychacich (Haemophilus influenzae, S. aureus a S.
pneumoniae) bez epizod akutnich exacerbaci zdkladniho onemocnéni. Spirometrické
vysetfeni vykazovalo normalni hodnoty funkce plic: FVC 1,63 1 (88 % NH), FEV1 1,60 1/s
(99 % NH), MEF50 2,40 1/s (100 % NH).

1717-2A>G

Mutace 1717-2A>G (intronickd zdména A>G na druhé pozici akceptoru IVS11) mé za
nasledek aberantni sestiih a tvorbu dvou forem CFTR transkripti: jednoho zahrnujiciho
navic 6 nukleotidli mezi exony 11 a 12 a druhého zcela preskakujiciho exon 12, pfic¢emz oba
tyto CFTR transkripty vedou k pifedcasnému zafazeni terminacniho kodonu (PTC)
a ukonceni translace (Sharma et al., 2014). Pfes dostupna poznani z in vitro studii nebyl
klinicky fenotyp této mutace a jeji efekt na tkdné pacienta doposud dostatecné popsan.
Mutace 1717-2A>G byla krom¢ naseho pacienta popsana u jednoho pacienta v Rumunsku,
také v pozici trans s mutaci F508del (Popa et al., 1997). Dalsi analyzou intestindlnich
organoidii pacienta CF14 (metody popsdny v ndmi publikovaném c¢lanku 1. Silva, T.
Dousova et al., 2020) jsme prokazali ptitomnost obou forem CFTR transkripti. Jejich nizké
mnozstvi lze pfipisovat degradaci cestou NMD (nonsense mediated decay). Analyzou
mRNA jsme déle prokdzali velmi malé mnoZzstvi (~ 0,2 %) plnohodnotnych (wt-CFTR)
transkriptd pochdzejicich z alely 1717-2A>G. Timto ndlezem by bylo mozné vysvétlit
reziduélni funkci CFTR proteinu, kterou jsme prokazali méfenim na rektalnich biopsiich
1 intestinalnich organoidech pacienta. I pfes velmi malé, vedlo mnozZstvi wt-CFTR mRNA
k produkci normalniho CFTR proteinu (v mnoZzstvi < 10 % wt-CFTR), coZ jsme potvrdili
western blot analyzou CFTR proteinu exprimovaného na intestinalnich organoidech a dale
imunohistochemicky pomoci konfokédlniho mikroskopu. Na zdkladé vSech provedenych

analyz miZzeme 1717-2A>G zafadit do V. funkéni tfidy mezi mutace, které vedou
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k vyznamné snizenému mnozstvi CFTR proteinu v plazmatické membrané (Silva et al.,
2020). FIS assay pacienta CF14 prokazala signifikantni odpovéd’ po piidani samotného
potenciatoru VX-770 1 kombinace VX-809/VX-770 nebo VX-661/VX-770. Ani jedna
odpoveéd’ vSak nedosahuje prahu pro potencialni stfedni klinicky benefit. Tento pacient
pravdépodobné nebude klinicky profitovat z nasazeni 1éc¢by dostupnymi modulatory CFTR
proteinu. Z klinického pohledu se jednd o 4letého chlapce, kterému byla diagnéza CF
stanovena na zaklad¢ pozitivniho novorozeneckého screeningu (IRT 161 ng/ml). V dobé
diagnozy me¢l zvySenou koncentraci chloridi v potu (78 mmol/l) a byla prok4zéna
pankreaticka insuficience (FEE-1 14 pg/g). Pacient byl v dobé analyzy dobrého stavu vyzivy
(BMI 19 kg/m?; 2,3 SD) a nemél piiznaky plicniho postiZeni. Pfitomna byla intermitentni
kolonizace P. aeruginosa a S. aureus. Hodnoty plicnich funkci bylo obtizné hodnotit
vzhledem k nizkému véku ditéte (FVC 1,051 (89 % NH), FEV, 1,05 1/s 105 % NH), MEF50
1,72 I/s (102 % NH).

Vysledky métfeni v Ussingové komiirce jsme dale analyzovali jako soucast mezinarodni
kohorty celkem 143 pacientl s CF. Parametr [ sc.ir/c byl na zdkladé dosud provedenych studii
urcen jako nejlépe korelujici s klinickymi pfiznaky CF, a tim 1 vyuZitelny k odliSeni zdravych
jedincii od pacienti s CF (Mall et al., 2000; Mall et al., 2004; Sousa et al., 2012). Tento
parametr jsme v ndmi publikovaném ¢lanku (Silva et al., 2020) porovnali s dal§imi, kter¢ Ize
extrahovat pfimo ze zdznamu meteni na rektalnich biopsiich a provedli jsme jejich korelaci
s klinickymi ptiznaky CF. V porovnani s dosud uzivanym parametrem (Isc - vr/c) vykazoval
jeden parametr vys$$i miru korelace s koncentraci chloriddi v potu, hodnotou FEVi, FVC,
BMI a fekalni elastazy-1. Jedna se o parametr Vyr + yr/c, ktery odpovida maximalni aktivaci
CFTR proteinu. Parametr Vir + vric koreluje 1épe se zavaznosti klinickych ptiznaka
onemocnéni a je vyuzitelny ke stanoveni prahu vedouciho k rozliSeni pacientt s klasickou
nebo mirnou formou CF a zdravych jedincii. (Silva et al., 2020) MoZnym vysvétlenim mize
byt fakt, Ze k vypoctu ekvivalentu proudu v uzavieném okruhu (Ieq - s¢) je nezbytna
transepitelidlni rezistance (Re), jejiz hodnota mize byt negativné ovlivnéna kvalitou
analyzované tkan¢ (Spatnd ptiprava stfeva, zanétlivy proces ve stifeve, mechanické naruseni
tkan¢ endoskopickymi klestémi). Uspokojiva kvalita tkané je vlastn€ limitujicim faktorem
protokolu méteni v Ussingoveé komiirce a mize mit na vysledek analyzy obrovsky dopad
(naruSena rezistence tkané vede k nedostatecnym nebo niz§im nez o¢ekavanym odpovédim

na pridané latky, které mohou mit za nasledek nespravné hodnoceni zaznamu).
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8. 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) pacientd
s nejasnou diagnézou CF na zikladé nejednoznacnych vysledki potniho testu a/nebo

molekuliarné genetického vySetieni.

V na8i préaci byla hypotéza potvrzena. Pomoci ex vivo experimentalnich modelti 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 nasi praci byla tato hypotéza potvrzena. Pomoci FIS assay jsme identifikovali respondery

a soucasn¢ i non-respondery na dostupné modulatory CFTR proteinu.
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9. ZAVER

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
individuélni uréeni miry funkce CFTR proteinu a ex vivo predikci 1é¢ebné odpovédi na
dostupné modulatory CFTR proteinu. Doktorand v rdmci svého PhD. studia organizoval
vybér pacientli vhodnych k analyze. Déle se podilel na odbérech rektalnich biopsii, jejich
transportu do laboratoie a nasledném zpracovani ve formé méfeni v Ussingové komtrce
a tvorby organoidovych kultur s provedenou FIS assay. Data ziskané analyzami rektalnich

biopsii a intestinalnich organoidi statisticky zpracovaval a vyhodnocoval vysledky projektu.

S vyuzitim experimentélnich ex vivo metod jsme urcili miru funkce CFTR proteinu pacientl
nesoucich kombinaci celkem 9 riznych mutaci CFTR genu. Jednalo se o pacienty
s klasickou formou CF, u kterych jsme potvrdili minimalni rezidudlni funkci CFTR proteinu
s interindividualni variabilitou. Déale jsme u pacientli s mutacemi s klinicky variabilnim
fenotypem prokazali riznou miru rezidualni funkce CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce
wt-CFTR). Podafilo se nam funkéné charakterizovat doposud nepopsanou mutaci CFTR
genu a potvrdit diagndézu CF u pacienta nesouciho tuto de novo mutaci, jehoZz diagnoza
nebyla doposud na zadklad¢ standardnich diagnostickych metod jednoznaéna. Provedli jsme
ex vivo predikci mozné klinické odpovédi na dostupné modulatory CFTR proteinu
a identifikovali potencialni respondery v celkem 8 piipadech a soucasn¢ non-respondery
v celkem 5 ptipadech. K potvrzeni ex vivo predikce bude zapotiebi delSi prospektivni

sledovani pacientli po nasazeni modulatorové 1€cby.
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10. SOUHRN

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). Dale jsme se s vyuZzitim vySe zminénych
experimentalnich metod pokusili co nejpfesnéji urcit miru funkce CFTR proteinu
jednotlivych pacienti a predikovat lécebnou odpovéd’ na dostupné modulatory 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 pozorovand variabilita tiZze fenotypu
a reaktibility na lécebné molekuly u pacientll 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 nejveétsi pozornost v kontextu hledani mozné farmakologické zachrany. V dobé
naSeho projektu byly pro pacienty nesouci mutaci F508del v homozygotni konstituci
schvaleny ke klinickému vyuziti dvé kombinace korektorit a potencidtortt (VX-809/770 —
Orkambi® a VX-661/770 — Symkevi®). Analyzou nativni tkdn¢ a bunéénych kultur jsme
potvrdili minimalni rezidudlni funkci CFTR proteinu u obou pacientd. Pfes minimalni
rezidudlni funkci prokézala FIS assay na intestindlnich organoidech interindividuélni
variabilitu v reaktibility na dostupné lécebné molekuly, klinicky benefit z nasazeni
modulatorové 1écby vSak neptedpoklddame ani v jednom piipadé. Do druhé hodnocené
skupiny byli zafazeni pacienti s jednou ¢i dvéma mutacemi, které vedou ke klinicky
variabilnimu fenotypu onemocnéni CF. Jednd o mutace vzacné (~1-4% incidence) a mira
rezidudlni funkce CFTR proteinu je v téchto piipadech rozhodujici nejen pro vysledny
fenotyp onemocnéni, ale také pro predpokladany efekt dostupnych lé€ebnych molekul. V
dobé naSeho projektu byla pro pacienty nesouci mutace s rezidudlni funkci nejprve
schvélena lé¢ba samotnym potenciatorem (VX-770, Kalydeco®) (Durmowicz et al., 2018).
V roce 2018 vsak byla u téchto pacientli nesoucich na druhé alele mutaci F508del prokazana
vyssi efektivita nasazenim kombinace korektoru s potenciatorem (VX-661/770, Symkevi®)
(Rowe et al., 2017). Provedenymi analyzami rektalnich biopsii jsme u pacientli v této
skupiné prokdzali velmi variabilni miru funkce CFTR proteinu (1,5-39,7 % funkce wt-
CFTR), kteréd odpovidala tizi klinickych ptiznakii onemocnéni. Déle jsme pomoci FIS assay

provedli predikci mozZné reaktibility na dostupné lécebné molekuly u jednotlivych pacienti.
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U celkem 5 pacientt jiz byla 1écba ptipravkem Symkevi® zahéjena, jeji efekt zatim nelze
vzhledem ke kratké dobé hodnotit. Ve vSech piipadech se jednalo o pacienty nesouci na
druh¢ alele mutaci F508del. Lécba ptipravkem Symkevi® byla v jednom piipad¢ nasazena
1 pacientovi, ktery nese na druh¢ alele mutaci jinou nez F508del. Podpiirnym argumentem k
zahajeni 1écby byl v tomto ptipadé€ i vysledek FIS assay na intestindlnich organoidech, ktery
ukazuje na mozny vysoky klinicky benefit pro pacienta. Jedna se dalsi pfipad pacienta
nesouciho dvé vzacné mutace CFTR genu, kterému byla 1é€ba moduldtory CFTR proteinu
nasazena na zékladé individudlni ex vivo predikce (Ramalho et al., 2021). Efekt 1é¢by zatim
nelze po 6 mésicich jednoznacné hodnotit. Od jejiho zahajeni se vSak neobjevila zadna
akutni exacerbace zakladniho 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 i1 odlisnou reaktibilitu na testované 1écebné¢ molekuly. I zde se jako vysvétleni
nabizi role genetického pozadi (gentt modifikujicich CF) kazdého jednotlivého pacienta. Do
posledni hodnocené skupiny jsme zaradili dva pacienty s ultra-vzacnymi mutacemi. U
prvniho z nich jsme pomoci molekularné genetického vySetieni identifikovali zcela novou a
doposud nepopsanou mutaci CFTR genu (S955P). Vzhledem k hrani¢ni hodnoté€ chloridt v
potu, normélni hodné fekdlni elastdzy a mirnym respira¢nim ptiznakim 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 kulturdch (odvozenych z vlastni tkané pacienta a soucasné¢ de novo
vytvotrenych pomoci S955P-CFTR ¢cDNA) prokézaly, zZe se v tomto piipad¢ jedna o mutaci
vedouci ke sniZzené pravdépodobnosti otevirani CFTR kandlku s jeho nizsi stabilitou
v bunééné membrané. S955P byla klasifikovana jako mutace III/VI funkéni tidy. Predikce
odpovédi na pfidané 1é€ebné molekuly predpokladd stredni klinicky benefit z nasazeni
kombinace korektori a potenciatort (VX-809/770 — Orkambi® a VX-661/770 —
Symkevi®). U druhého pacienta molekuldrné genetické vySetieni prokdzalo mutaci
1717-2A>G, jejiz klinicky fenotyp ani efekt na tkané pacienta zatim nebyl dostate¢né popsan
a kromég naseho pacienta byla tato mutace popsana pouze v jednom piipadé¢ v Rumunsku
(Popa et al., 1997). Nas pacient byl diagnostikovéan na zaklad¢ novorozeneckého screeningu,
mél zvySenou koncentraci chloridii v potu, nizkou hodnotu elastazy ve stolici svéd¢€ici pro
pankreatickou insuficienci a mirné respiracni pfiznaky. Analyza rektalni biopsie sice

prokazala rezidudlni funkci CFTR proteinu (13 % funkce wt-CFTR), vysledky z provedené
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FIS assay vSak nesvédci pro potencidlni klinicky benefit z nasazeni 1é€by dostupnymi

modulatory CFTR proteinu.

Soucasti naSeho projektu byly analyzy méfeni v Ussingoveé komirce. V ramci mezindrodni
kohorty pacientli s CF jsme porovnali parametr (Isc - 1r/c), dosud uzivany jako zlaty standard
k odliseni zdravych jedincii od pacienti s CF, s dal§imi, které jsme extrahovali pfimo ze
zdaznamu méfeni na rektdlnich biopsiich. Timto zplsobem jsme identifikovali novy
parametr, ktery vykazoval vyS$§i miru korelace s koncentraci chloridi v potu, hodnotou
FEV1, FVC, BMI a hodnotou fekalni elastazy. Tento parametr (Vyr + vric)) odpovida
maximalni aktivaci CFTR proteinu a koreluje 1épe se zavaznosti klinickych piiznakt
onemocnéni. Je tedy vyuzitelny k rozliSeni pacientii s klasickou nebo mirnou formou CF

a zdravych jedinct.

Siroké spektrum mutaci CFTR genu zahrnuje vice nebo méné vzacné varianty. Né&které
z téchto variant maji velmi variabilni klinickou konsekvenci, u ¢asti z nich doposud nebyl
popsén presny mechanismus vzniku defektniho proteinu. Kazdé z téchto variant postihuje
celosvétoveé pouze malou skupinu jedinct, proto je v téchto piipadech obtizné predikovat
pribéh a tizi samotného onemocnéni. Velkou vyzvou je v téchto piipadech nejen diagnostika
samotného onemocnéni, ale soucasné i1 predikce mozného lécebného potencidlu jiz
dostupnych moduldtori CFTR proteinu. Klasickd klinickd studie, ktera by stanovila
ptipadny ucinek nového léku u téchto pacientt je kvili jejich malému poctu neproveditelna.
Jako alternativa ke klasickym klinickym studiim se v poslednich letech objevuji pfistupy,
které vyuzivaji bunééné modely odvozené z vlastni tkan€ pacienta k predikci individualni ex
vivo 1écebné odpovédi na modulatory CFTR proteinu. V ramci tohoto alternativniho systému
by mohly byt jiz klasifikované 1 doposud neklasifikované varianty ptifazeny do urcitych
terapeutickych skupin. Selekce nejvhodnéjsi kombinace 1€kti pro jednotlivé skupiny (tzv.
‘theranostika’) by mohla pfedstavovat zpisob, jakym by se k nejlepsi moZzné kombinaci
1é¢ebnych molekul dostali pacienti nesouci ¢astéjsi mutace CFTR genu (jako napt. F508del),
ale také pacienti nesouci mutace velmi vzacné. Podstatnd zde zlstadva snaha o maximalni
poznani molekuldarniho mechanismu zodpovédného za vznik defektniho CFTR proteinu.

Tento systém by mohl vytvofit zadklad pro maximalné efektivni, personalizovanou lécbu co

vvvvv
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11. SUMMARY

As part of our project, we analyzed samples from 14 patients in whom a total of 9 different
CFTR mutations were confirmed. Using native tissue and cell cultures derived from the
patient's native tissue, diagnosis of CF was confirmed in all examined individuals (classic
form in 2 cases, atypical form in 12 cases). Furthermore, using the above-mentioned
experimental methods, we tried to determine as accurately as possible the level of individual
CFTR function and to predict the therapeutic response to available CFTR modulating drugs.
The first evaluated group included patients carrying mutations causing the classic form of
CF. It was a sibling pair carrying the F508del mutation in a homozygous constitution.
A known fact is the observed variability in the severity of the phenotype and the response to
treatment molecules in patients carrying this mutation not only in heterozygous but also in
the homozygous constitution. The role of non-coding variants in the CFTR gene region is
suggested as an explanation (Cystic Fibrosis Trust, 2016; Berkers et al., 2019). The F508del
mutation is also receiving the most attention in context of searching for possible
pharmacological rescue. At the time of our project, two combinations of corrector and
potentiator (VX-809/770 — Orkambi® and VX-661/770 — Symkevi®) were approved for
clinical use for patients carrying the F508del mutation in homozygous constitution. Analysis
of native tissue and cell cultures confirmed the minimal residual function of CFTR protein
in both patients. Despite minimal residual function, the FIS assay on intestinal organoids has
shown interindividual variability in response to available treatment molecules. However, we
do not anticipate clinical benefit from the CFTR modulator therapy in either case. Patients
with one or two mutations with clinically variable phenotype of CF were enrolled as a part
of the second study group. These are rare mutations (~ 1-4% incidence) in which the level
of residual CFTR function is decisive not only for the resulting phenotype of the disease, but
also for the expected effect of the available treatments. At the time of our project, treatment
with potentiator alone (VX-770, Kalydeco®) was first approved for patients carrying
mutations with residual function (Vankeerberghen et al., 1998). In 2018, higher efficacy of
combination corrector/potentiator (VX-661/770, Symkevi®) was demonstrated in these
patients carrying the F508del mutation on the second allele (Wainwright et al., 2015).
Analyzes of rectal biopsies performed in this group demonstrated variable level of CFTR
function (1.5-39.7% of wt-CFTR function), which corresponded with severity of clinical
symptoms of the disease. We performed the FIS assay to predict possible responsiveness to

available treatment molecules in individual patients. In a total of 5 patients, treatment with
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Symkevi® has already been iniciated. Due to the short duration of treatment, its effect cannot
be evaluated yet. These were patients carrying the F508del mutation on the second allele.
Treatment with Symkevi® was also iniciated in 1 patient carrying mutation other than
F508del on the other allele. The result of FIS assay, which indicated possible high clinical
benefit, presented supportive argument for initiating this treatment. This is another case of
patient carrying two rare CFTR mutations, in which decision to treat with CFTR modulators
was based on ex vivo prediction on intestinal organoids (Ramalho et al., 2021). To evaluate
the clinical benefit, longer follow up is needed. In last group, 2 patients with ultra-rare CFTR
mutations were enrolled. In first patient, we identified a completely new and as yet
undescribed CFTR mutation (S955P). With the cut-off values of sweat chloride test, normal
values of fecal elastase and mild respiratory symptoms, the diagnosis of CF was
inconclusive. Analysis of patient's native tissue showed residual function of the CFTR
protein (18% of wt-CFTR), not reaching the value of a healthy individual (more than 30%
of wt-CFTR). Analyzes performed on cell cultures (derived from the patient's own tissue
and simultaneously de novo generated with S955P-CFTR c¢cDNA) showed, that this was
a mutation leading to reduced CFTR channel opening probability with lower stability in the
cell membrane. S955P was classified as a functional class III / VI mutation. Ex vivo
prediction assumed moderate clinical benefit of treatment with combination of corrector and
potentiator (VX-809/770 - Orkambi® and VX-661/770 - Symkevi®). In second patient,
molecular genetic testing revealed a 1717-2A> G mutation. The clinical phenotype and
effect on the patient's tissues have not yet been sufficiently described, and in addition to our
patient, this mutation was described in only one case in Romania. (Highsmith et al., 1997)
Our patient was diagnosed with CF by newborn screening, with increased sweat chloride
concentration, low value of fecal elastase indicative of pancreatic insufficiency and mild
respiratory symptoms. Although analysis of rectal biopsy showed residual CFTR protein
function (13% wt-CFTR), FIS assay did not indicate potential clinical benefit from treatment

with available CFTR modulators.

As a part of our project, measurements in the Ussing chamber were performed. These
measurements were included in an international cohort of patients with CF. We compared
parameter Isc - r/c, used as a gold standard to distinguish healthy individuals from patients
with CF, with others, which were extracted directly from the measurement records on rectal
biopsies. In this way, we identified a new parameter showing higher degree of correlation
with the sweat chloride concentration, FEV1, FVC, BMI and the value of fecal elastase. This

parameter (Vur + vr/c)) corresponds to maximal activation of the CFTR protein and correlates
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better with the severity of clinical symptoms of the disease. Therefore, it could be used as
a diagnostic toll to distinguish between patients with classic or atypical CF and healthy

individuals.

Wide range of CFTR mutations include more or less rare variants. Some of these variants
have variable clinical consequences, in some of them the exact mechanism of defective
protein formation has not been described so far. Each of these variants affects only a small
group of individuals worldwide which makes the prediction of the course of disease more
complicated. Moreover, not only the diagnosis of the disease, but also the prediction of
possible therapeutic responses to available CFTR modulators might be challenging.
A classical clinical study to determine the potential effect of new drugs is not feasible in this
patient’s group due to their small number. As an alternative to conventional clinical trials,
new approaches have emerged in recent years using the cell models derived from patient's
own tissue to predict individual ex vivo therapeutic response. 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 be the way for getting the best possible combination of treatment
molecules for patients carrying more frequent CFTR mutations (such as F508del), but also
for patients carrying ultra - rare mutations. Efforts to maximize the understanding of the
molecular mechanism responsible for the formation of a defective CFTR protein remain
essential. This alternative system could serve as a toll to get the most effective, personalized
treatment for the widest possible group of patients with CF, presenting translation of the

research into clinical practice.
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