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ABSTRAKT

Modely ex vivo vedouci k personalizaci diagnostického a terapeutického

pristupu u pacientu s cystickou fibrozou

Cysticka fibroza (CF) je dédicné onemocnéni zplsobené bialelickou mutaci
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) genu, kterd ma za
nasledek defektni CFTR protein fungujici jako chloridovy iontovy kanal. Klinické
projevy jsou zpusobené¢ abnormalnim pfesunem iontl chloru a vody pies
epitelidlni membrany. Mezi dominantni piiznaky patii progresivni plicni
onemocnéni a pankreatickd insuficience. Lécba CF byla doneddavna pouze
symptomaticka: dechova rehabilitace, substituce travicich enzymi a vitaminl a
v€asna a intenzivni léCba respiracnich infekci. Od roku 2012 ziskavaji na
vyznamu léky cilici pfimo na defektni protein CFTR na bunééné urovni, tzv.
CFTR modulatory. CFTR modulatory jsou indikovany na zékladé specifického
genotypu pacienta, ale nejsou dostupné pro pacienty se vzacnymi mutacemi
z divodu nemoznosti provést klinické hodnoceni na malém poctu pacienti, byt
nekteti by mohli z 1é¢by modulétory profitovat. Jednou z metod, jak tuto vyzvu
ptekonat, je vyuziti ex vivo modelq, které umoziiuji preklinické testovani 1écebné
odpovédi in vitro. Tato disertacni prace se zamétuje na vyuziti bunééného modelu
sttevnich organoida ziskanych od CF pacientt k predikci individualni odpovédi
na CFTR modulatory pomoci metody forskolinem indukovaného bobtndni
organoidl u vybranych skupin pacienti; dale se zaméfuje na rozdily morfologie
sttevnich organoidii u CF pacientd a zdravych kontrol a vyuziti téchto rozdila
v diagnostice CF. NaSe prace ukazuje, ze stfevni organoidy jsou uzitecnym in
vitro modelem pro vyzkum CF. Zdiiraziiuje nutnost vyvoje prediktivnich nastroju
k hodnoceni individudlni lé¢ebné¢ odpovédi na CFTR moduléatory s cilem

personalizace 1écby, zejména u pacientll se vzacnym genotypem.

KLICOVA SLOVA: Cysticka fibroza, tkafiové modely, stfevni organoidy,

CFTR modulatory, personalizovana medicina



ABSTRACT

Ex vivo models leading to personalised diagnostic and therapeutic approach in

patients with cystic fibrosis

Cystic fibrosis (CF) is a hereditary disease caused by a biallelic mutation of the
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) gene, resulting in a
defective CFTR protein functioning as a chloride ion channel. Clinical
manifestations are caused by abnormal transport of chloride ions and water across
epithelial membranes. The predominant symptoms include progressive lung
disease and pancreatic insufficiency. The treatment of CF is mainly symptomatic:
respiratory physiotherapy, substitution of digestive enzymes and vitamins, and
early and intensive treatment of respiratory infections. Since 2012, new drugs
known as CFTR modulators have gained importance. CFTR modulators target the
defective CFTR protein at the cellular level; the treatment is indicated based on
the patient’s specific CFTR genotype; however, it’s not available for all patients,
especially ones with rare CFTR mutations due to the inability to conduct clinical
trials with a small number of patients, even though some might benefit from
modulator treatment. One method to overcome this challenge is using ex vivo
models, which allow preclinical testing of treatment responses in vitro. This
dissertation focuses on the use of patient-derived intestinal organoids to predict
individual treatment responses to CFTR modulators using the forskolin-induced
swelling assay in selected patients; moreover, it focuses on differences in the
morphology of intestinal organoids in CF patients and healthy controls and using
these differences in CF diagnostics. Our work shows that intestinal organoids are
a useful in vitro model for CF research. It highlights the need for developing
predictive tools to evaluate individual treatment responses to CFTR modulators

to personalise treatment, especially for patients with rare genotypes.

KEYWORDS: Cystic fibrosis, tissue models, intestinal organoids, CFTR

modulators, personalised medicine
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Uvod do problematiky

vvvvvv

zejména exokrinnich 714z a sekretorického epitelu, je zplisobend mutaci v CFTR
genu (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) kodujicim epitelovy
iontovy kandl, ktery umoziuje transport aniontdl chloru a bikarbonatu (Riordan,
2008; Shamsuddin & Quinton, 2014). Absence nebo dysfunkce CFTR sekundarné
vede k abnormalnimu paracelularnimu transportu vody v disledku naruseného
iontového koncentra¢niho gradientu. Disledkem je pfitomnost visk6zniho hlenu
v dychacich cestach, zhusténé zluce ve Zlucovych cestach a zahusSténého sekretu
v pankreatickych vyvodech, vedouci k multiorganovym patologiim. Zivot
limitujici je zeyjména progresivni plicni onemocnéni, které vznika na podkladé
obstrukce dychacich cest hlenem, doprovdzené opakovanymi az chronickymi

respiracnimi infekcemi a chronickym zanétem (de Boeck & Amaral, 2016).

Diagnostika

Diagndéza CF jako autosomalné recesivniho onemocnéni je zavisla na
pritomnosti dvou CFTR mutaci, klasifikovanych jako patogenni (,,disease-
causing mutations®), které jsou definované v databazi CFTR2 (Farrell et al.
2017;CFTR2 database), a dale na abnormalni hodnoté chloridi v potu (nad 60
mmol/l). V Ceské republice se od roku 2009 na v&asné diagnostice vyznamné
podili novorozenecky screening. Nicméné stale existuji situace, ve kterych neni
diagnoza jednoznacnd, napt. novorozenci s pozitivnim screeningem, ale pouze se
sttedn¢ zvySenymi chloridy v potu (30-60 mmol/l) a jen jednou nebo Zadnou
patogenni CFTR variantou, nebo variantou s nejasnym vyznamem. V CR se
vregistru pacienti sleduje 54 JEDINCU s pozitivnim novorozeneckym
screeningem a neuzavienou diagnozou, tzv. CF-SPID (cystic fibrosis — screening
positive, inconclusive diagnosis). Z toho vyplyva, Ze u 7 % jedincti v CR neméame

zcela uzavienou diagnostiku. Dalsi funkéni vySetteni CFTR proteinu neni rutinné



k dispozici v klinické praxi a chybi diagnostické nastroje, které by pomohly

jednoznacné rozhodnout o diagnoze.

Funkcni klasifikace CFTR mutaci

Klinicky obraz je u CF pacientli velmi variabilni co do z&vaZnosti pribéchu,
komplikaci onemocnéni a délky pieziti. Fenotyp onemocnéni je asociovan
zejména s CFTR genotypem. Je popsano vice nez 2000 CFTR mutaci (Cystic
Fibrosis Mutation Database, online), ze kterych cca 720 bylo charakterizovano
v databazi CFTR2 jako mutace, kter¢ zplsobuji onemocnéni (disease causing)
(CFTR2 database, online). Na zdklad€ intracelularniho zpracovani a funkce
CFTR kanalu byly mutace ramcové rozdéleny do 7 funk¢nich ttid (de Boeck &
Amaral, 2016): Trida I obsahuje nonsense mutace a mutace tvorici predCasny
stop kodon, které maji Casto za nasledek degradaci mRNA nebo ptedcasné
ukonCeni translace mRNA (Wilschanski, 2012). Trida II obsahuje mutace
zpusobujici defektni transport chybné slozeného CFTR proteinu (sem fadime
nejcastéjsi mutaci F508del). Trida III je charakterizovana defektem v otevirani
CFTR kanalu na membrané¢ (tzv. gating mutace). Trida IV zpisobuje snizené
proudéni ionti pfes CFTR kanal. TFida V vede k redukci poctu normaélniho
CFTR proteinu. Trida VI destabilizuje CFTR kandl v plazmatické membran¢ a
dochazi rychleji k endocytoze, anebo zpomaleni recyklace. Trida VII jsou

mutace obsahujici vyznamné delece ¢asti CFTR genu a netvoii se zadna mRNA.

Navzdory definované klasifikaci mutaci do funk¢nich tiid je znamo, ze jednotlivé
mutace mohou ovlivnit funkci CFTR na nékolika urovnich. Naptiklad u F508del,
nejCastéj§i mutaci tfidy II, je naruSené sloZeni proteinu a jeho transport
k plasmatické membrang, ale také vykazuje defekt otevirani chloridového kanalu
charakteristicky pro mutace tfidy III, stejné jako snizenou stabilitu na plasmatické
membrané typickou pro mutace ttidy VI (Veit et al., 2016). Tato zjisSténi mohou
castecné vysvétlit in vitro rozdily v 1é€ebné odpovédi na specifické 1éky cilici na

defektni CFTR protein v buiice a / nebo na membrané, tzv. CFTR modulatory,
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mezi riznymi mutacemi ve stejné tfid€ (Veit ef al., 2016). Nicméné pro néktere
vzacné CFTR mutace zlstava molekularni a funkéni deficit neznamy (Sosnay et
al., 2013). Soucasny vyzkum se snazi tyto mutace funkéné 1 klinicky
charakterizovat, a z tohoto diivodu byl zaveden koncept tzv. theratypingu (volné
pieloZeno jako typizace terapie), kde jsou neklasifikované CFTR mutace zatazeny
do ,.theratypu‘ na zakladé jejich dopadu na mnoZstvi a in vitro métenou funkci
CFTR kanilu a reakci na CFTR modulatory (nezavisle na funk¢ni tfidé mutace)

(Clancy et al., 2019).

Lécbha

Zéklad 1é¢by CF je symptomaticka terapie: ke zpomaleni progresivniho plicniho
postiZeni je nutna intenzivni dechova rehabilitace, inhalace mukoaktivnich latek
(hypertonického solné¢ho roztoku, mukolytik), inhala¢ni antibiotika, dle potieby
gastrointestinalnich symptomi je nutné¢ zejména substituovat travici enzymy,

vitaminy rozpustné v tucich a navysit kaloricky ptijem.

Pomérné nove se v 1é¢bé vyuzivaji CFTR modulatory, malé molekuly, které cili
na defektni CFTR protein na bunééné trovni a jejich cilem je obnoveni funkce
defektniho CFTR proteinu. Dosud pouze dvé skupiny modulatorti uspély
v klinickém testovani a byly schvaleny k pouziti u pacienti: I) potenciatory a II)
korektory, navic pro vétSinu pacientl je k obnové funkce CFTR nutné tyto dvé
kategorie modulatori zkombinovat. 1) potenciatory obnovuji funkcnost
chloridového kanalu, ktery je jiz pfitomen na bunééné membrang, I1) korektory
opravuji maturaci a transport CFTR proteinu z cytoplasmy k plasmatické

membrané.

Vroce 2012 byl schvalen potencidtor ivakaftor (VX-770; Vertex
Pharmaceuticals) pro 1é€bu pacientii s CFTR mutaci funkéni tiidy III a mutaci
G551D (tzv. keltska mutace), ktery ma cca 3-5 % populace CF pacientii. Ivakaftor

ma pravdépodobné vliv na stabilitu CFTR a umoziuje proteinu byt dostate¢né
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flexibilni, aby mohlo probihat otevirdni a zavirani kanalu, tzv. gating cykly, tim
potencuje funkci CFTR proteinu (Cholon et al., 2014). Korektory pozitivné
ovlivituji defektni intracelularni transport na bunécnou membranu chybné
slozeného CFTR proteinu. V soucasnosti se korektory déli na korektory typu I,
stabilizuji alosterickou konfiguraci CFTR, umozni spravné sloZeni CFTR a jeho
transport na membranu (Fiedorczuk & Chen, 2022). Korektory typu I nemame
k dispozici v klinické praxi. Korektory typu III méni alosterickou konformaci
nukleotid vazajici domény a transmembranoveé domény CFTR proteinu (Veit et
al., 2020; Ferreira, Buarque & Lopes-Pacheco, 2024). Dulezité je, ze se lisi

vazebné misto pro korektory 1. a III. typu, efekt na korekei transportu je aditivni.

Prvni CFTR korektor, ktery uspé€l v klinickém testovani, byl lumakaftor (VX-
809, Vertex Pharmaceuticals), korektor 1. typu, a v kombinaci s ivakaftorem byl
schvalen pro 1é¢bu pacientii s nejcastéjSim genotypem F508del/F508del v roce
2015 (indikovan pro cca 40 % populace CF pacientll) (Wainwright et al., 2015).
Dalsi korektor tezakaftor (VX-661, Vertex Pharmaceuticals), korektor 1. typu,
byl schvélen v kombinaci s ivakaftorem v roce 2018 pro pacienty s genotypem
F508del/F508del (Rowe et al., 2017) a pro pacienty s mutacemi s rezidualni
funkci CFTR proteinu (méné nez 5 % celkové populace CF pacientl). Nejnovéjsi
korektor elexakaftor (VX-445, Vertex Pharmaceuticals), korektor III. Typu. se
stal soucCdsti dosud nejefektivnéjsi kombinace CFTR  modulétort
elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) schvalené Evropskou lékovou agenturou
v roce 2020 pro pacienty, ktefi maji alespon jednu mutaci F508del (Middleton et
al., 2019), tj. pro témet 85-90 % vSech pacientl.

Ptestoze modulédtorové 1éky predstavuji prevratny tspéch v 1€€bé CF, je zde cela
fada nezodpovézenych otazek. Lécba CFTR modulatory neni dostupna vSem.
Z principu charakteristiky funkcnich tfid nebudou CFTR modulatory efektivni u
pacientil s I. nebo VII. funkéni tfidou, u téchto pacientli neni v buiice pfitomny
protein, ktery by mohl byt korigovan/potencovan. Existuji pacienti se vzacnymi

mutacemi, ktefi s ohledem na nizkou frekvenci vyskytu mutace v populaci nejsou
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zatazeni do standardniho klinického testovani, ale potencialné by mohli z CFTR
modulujici 1€¢by profitovat (Sosnay et al., 2013;McCague et al., 2019). Prestoze
CFTR genotyp je urcujici pro indikaci CFTR modulatort, z ptedchozich studii
vime, Ze vice nez 50 % klinické variability se zakladnim genotypem nesouvisi
(Cutting, 2015), coZz ukazuji 1 individudlni rozdily v odpovédi na 1écbu
pozorovan¢ v klinickych studii (Wainwright et al., 2015;Middleton et al.,
2019;Heijerman et al., 2019;Taylor-Cousar et al., 2017), a také pii in vitro
vySettenich (Ramalho et al., 2021).

K heterogenité¢ klinického pribchu, tj. fenotypu, ptispiva nékolik faktort:
enviromentalni a genetické. Enviromentalni faktory miZou mit vliv naptiklad az
na 50 % variabilitu plicnich funkci u pacientu s CF (Collaco et al., 2010).
Nicméné nutno podotknout, Ze 1 pacienti se stejnym genotypem, vyristajicimi ve
stejném prostfedi (sourozenci), miZou mit velmi variabilni klinicky pribéh
(Vanscoy et al., 2007), ktery neni vysvétlitelny ani CFTR genotypem a je pouze
castecné vysvétlitelny enviromentalnimi faktory. Na variabilit€¢ klinického
prabchu se mohou podilet dalsi genetické varianty mimo CFTR, tzv. geny

modifikujici onemocnéni (Paranjapye et al., 2020; Cutting, 2010).

Bunécne modely CF

S ohledem na fakt, Ze lécba CFTR modulatory neni dostupna pro pacienty se
vzacnymi CFTR mutacemi, se nabizi pouZiti pacientskych bunéénych modeld,

které umozni preklinické terapeutické testovani CFTR modulatort in vitro.

Jeden z vyuzivanych bunéénych modelid jsou intestinalni organoidy. Organoidy
jsou 3D kultury vytvorené ze zarodecnych bunék ptitomnych v Lieberkithnovych
kryptach stfevniho epitelu. Béhem kultivace za specifickych podminek se
zérodecné bunky v extracelularni matrix (Matrigel, Corning, USA) samy
organizuji do sférickych struktur s centralnim lumen, tzv. organoidi. Organoidy

jsou tvorené jednou vrstvou piesné polarizovanych epitelovych bunék, kde

11



apikalni membrana sméfuje do centra (lumen) organoidu (Sato & Clevers, 2013).
U zdravého jedince je na povrchu apikdlni membrany vysoce exprimovany
funkéni CFTR protein, u pacienta s CF kopiruje CFTR protein funkéni defekt dle
genotypu pacienta. Stfevni organoidy se ziskdvaji jednoduchou a nebolestivou
rektalni biopsii. Stfevni builky maji vyznamné lepsi biologické vlastnosti nez
buiniky respira¢niho epitelu, a jejich kultivace je snadngjsi. Z tohoto divodu se
jedna o Siroce vyuZivany ex vivo bunény model k analyze funkce CFTR proteinu

a individualni terapeutické odpovédi na CFTR modulétory.

Intestinalni organoidy je mozné kultivovat téméf nekonecné dlouho pii pouziti
specifickych rastovych faktort (Sato & Clevers, 2013;'Sato et al., 2011). Tkanova
kultura organoidil je geneticky stabilni béhem dlouhodobé kultivace (Sato &
Clevers, 2013), udrzuje si epigenetické otisky definované lokalné specifickymi
faktory in vivo (Middendorp et al., 2014). Organoidy mizou byt uloZeny do
biobanky zamraZenim v tekutém dusiku a je moZné je znovu analyzovat
v dlouhodobych studiich nebo s potencialné novymi CFTR modulatory ve vyvoji

(Van De Wetering et al., 2015).

Funkcni vysetreni intestinalnich organoidu

Organoidovy model se vyuziva ke zhodnoceni funkce CFTR kanalu pomoci
metody forskolinem indukované bobtnani (forskolin induced swelling assay,
FIS). Forskolin in vitro stimuluje adenylat cyklasu a tim zvySuje hladinu cAMP
v bunice, ten jako druhy posel aktivuje proteinkinizu, ktera fosforyluje ATP
pfitomné na nukleotid-vazajici doméné CFTR kandlu, tim kandl aktivuje
(Dekkers et al., 2013) a zpisobi rychlou sekreci iont do lumen organoidu, kterée
osmoticky nasleduje voda. Tento proces je u intestinalnich organoidi striktné
vazany na CFTR kanal. Pokud inkubujeme pacientské¢ organoidy s CFTR
modulatory, miiZzeme pozorovat zachranu funkce CFTR kanalu. Ptrestupem ionti
a vody do lumen organoidu za stimulace forskolinem a CFTR modulétory se

zvétSuje objem vlastniho organoidu a je pozorovano bobtnani (,,swelling*), které
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muZeme kvantifikovat pomoci obrazové analyzy a fluorescencniho konfokalniho
mikroskopu s videozdznamem. Nasledné se ze zmény obsahu organoidu vypocita

aktivita CFTR kanalu.

Otazkou ztlistava, zda pomoci in vitro vySetieni lze predikovat klinickou odpovéd’
na CFTR modulatory. Korelacni studie jsou dostupné pouze na malém vzorku
pacientl s heterogennim CFTR genotypem (Dekkers et al., 2016). Navic autofi
ukazali, ze FIS odpovédi jsou variabilni mezi pacienty se stejnym CFTR
genotypem a vysledky naznacuji, Ze odpovéd na CFTR modulatory jsou
ovlivnéné jak zakladnim CFTR genotypem, tak individualnim genetickym

pozadim kazdého pacienta.

Hypotéza

FIS vySetteni intestinalnich organoidi 1ze vyuzit k predikei in vivo terapeutického
efektu CFTR modulatordi, a dokonce miize vést ke stratifikaci miry 1écebne
odpovédi. Genetické pozadi mimo vlastni CFTR genotyp muize ovlivilovat
lécebnou odpovéd’ na CFTR modulatory. Morfologie sttevnich organoidi se na
prvni pohled 1i§i mezi zdravymi jedinci a pacienty s CF, tohoto fenoménu lze

vyuzit v diagnostice onemocnéni.

Cile prace

(1) Stratifikace in vitro lécebné odpovédi na jednotlivé CFTR modulétory u
vybranych skupin pacienti pomoci intestindlnich organoidi a FIS
vySetieni.

(2)Korelace in vitro métené odpovédi na CFTR modulatory sin vivo
klinickymi parametry u pacientll na lécbé.

(3) Zhodnoceni vyuZiti intestinidlnich organoidi jako prediktivniho modelu
terapeutické odpovédi na CFTR moduldtory a jejich vyuZiti

v personalizované medicing.
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(4) Analyza genetického pozadi pomoci sekvenace CFTR genu a zhodnoceni
vlivu potencidlnich novych variant na in vitro nebo in vivo terapeutickou
odpovéd’ na CFTR modulatory.

(5) Analyza morfologie stfevnich organoidii a jejich potencialni vyuZziti

v diagnostice CF.

Metodika

Vyber pacientu

Do studii byli zafazeni pacienti s cystickou fibrozou s riznym CFTR genotypem
sledovani v Centrech cystické fibrozy na Pediatrické klinice 2. LF UK a FN
Motol, Pneumologické klinice 2. LF UK a FN Motol a v University Hospital
Leuven v Belgii. Studie hodnoceni morfologie organoidli byla provedena
v belgicke kohorté pacientli a byly zatazeny 1 zdravé kontroly. VSechny projekty
byly schvaleny etickou komisi pfislusné organizace (FN Motol, University

Hospital Leuven).

Odbeéry a kultivace intestinalnich organoidu

Odbéry vzorkl rektdlni sliznice byly provedeny pomoci sukéniho odbérového
zafizeni, od kazdého pacienty byly ziskany 2-3 vzorky rektalni sliznice o velikosti
cca 2 x 3 mm. Po omyti byly biopsie inkubovany s 0,5 M EDTA, mechanicky
rozmélnény a centrifugaci izolovany stfevni krypty. Krypty byly nasazeny do
extracelularni matrix (Matrigel, Corning, USA) ve 24-jamkovych destickach a
prelity kultivaénim médiem. Kmenové buiiky ptfitomné na dné stievnich krypt se
za ptitomnosti specifickych ristovych faktort a inhibitorti kultivatniho meédia
samy formuji do 3D struktur s centralnim lumen — intestindlnich organoidi.
Médium bylo vyménovano 3x tydné a organoidy byly pasazovany kazdych 7-10
dni. Dle mnozZstvi materialu byly po 1. az 3. pasazi organoidy zamrazeny

v tekutém dusiku a ulozeny do biobanky. Narostlé¢ organoidy byly pfipravené
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k provedeni dalSich experimentli za 4 aZ 6 tydn kultivace (Dekkers et al., 2013;

Vonk et al., 2020).

Forskolinem indukované bobtnani (forskolin induced swelling assay, FIS)

Narostlé organoidy byly mechanicky rozdéleny, nasazeny do 96-jamkové
desticky a nasledné¢ 20-24 hodin inkubovany v riznych podminkach: Na
pracovisti KU Leuven byly organoidy inkubovéany: (1) za pfitomnosti pouze
kultivaéniho média (kontrolni jamky), (2) v médiu obsahujici korektor tezakaftor
(3 uM, Selleckchem, USA), (3) v médiu obsahujici korektor lumakaftor (3 uM,
Selleckchem, USA). Na naSem pracovisti byly organoidy inkubovany: (1) za
pritomnosti pouze kultivaéniho meédia (kontrolni jamky), (2) v médiu obsahujici
korektor tezakaftor (3 uM), (3) v médiu obsahujici korektory elexakaftor (2 uM,
Selleckchem, USA) a tezakaftor (3 uM). Pro kazdou podminku byly pouZity dvé
jamky, kazda obsahujici cca 20-60 organoidi. Po inkubaci byly organoidy
nabarveny kalceinovou zeleni (Invitrogen, USA). Ke stimulaci vlastniho CFTR
byl k organoidiim ptidan roztok se vzestupnou koncentraci forskolinu (0,008 —
5,0 uM, Selleckchem, USA) a ivakaftor (3 uM, Selleckchem, USA),
bezprostiedné poté byly organoidy analyzovany po dobu 60 minut. Monitorovali
jsme velikost organoidi na zacatku experimentu (t0) a dale zménu velikosti
kazdych 10 minut po dobu 1 hodiny pomoci obrazové dokumentace konfokalnim
fluorescencnim mikroskopem s videozdznamem. U jednoho pacienta byly
provedeny tfi nezdvislé experimenty v riznych dnech. Ziskané obrazky byly
analyzovany zobrazovacim softwarem Cellprofiler nebo ZEN Microscopy
Software: byla vypocitana celkova plocha (obsah) organoidii kazdého obrazku a
normalizovana na oblast tO (pfi¢emz oblast t0 je povazovana za bazalni hodnotu,
tj. 100 %), normalizovand oblast byla vynesena proti ¢asu a vypocteno AUC (area
under the curve, plocha pod kiivkou) pro kazdou z jamek. U vSech experimentti
byl vypocitan primér AUC dvou jamek pro kazdou z koncentraci forskolinu a
pouzitych CFTR modulétort, a kone¢nd vypoctenda AUC je primér ze tfech

nezavislych experimentl (Dekkers et al., 2013; Vonk et al., 2020).
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Shér klinickych dat a korelace in vitro a in vivo dat

Klinicka data byla ziskdna z 1ékatské dokumentace pacientii s CF, kteti byli 1éCeni
CFTR modulatorem ETI po dobu alesponi 12 mésicli. Pacienti po nasazeni ETI
byli sledovani v pravidelnych intervalech: v Case zahajeni 1écby a dale po 1, 3, 6,
9 a 12 mésicich lécby. Byly monitorovany plicni funkce (FEV1), nutri¢ni stav
(BMI). Dale byla sledovana koncentrace chloridii v potu pied zahajenim lécby a
6 mésicl na 1é¢bé&, celkovy pocet dnill na antibioticich 12 mésicii pred 1é€bou a
béhem prvnich 12 mésich terapie. DéEti podstoupily psychologické vySetfeni a
hodnoceni kvality Zivota (dotaznik CFQ-R, Cystic Fibrosis Questionnaire-
Revised). Ziskana klinickd data byla korelovana s vysledky FIS (parametrem
AUC pii koncentraci 0,128 uM forskolinu).

Geneticka analyza

Ve spolupraci s Ustavem biologie a Iékai'ské genetiky 2. LF UK a FN Motol byla
u Ceskych pacientli provedena sekvenace celého CFTR genu ke konfirmaci
zékladniho genotypu a hledani dalSich intragennich variant. Byla provedena
kompletni analyza genu CFTR, v¢etné analyzy variaci poctu kopii uvnitt CFTR a
péti intronovych sekvenci pouZitych pro cilené obohaceni lokusu CFTR v testu
Devyser CFTR NGS (Devyser.com; Svédsko). Detekované varianty byly ovéfeny
cilenym Sangerovym sekvenovanim DNA. Pomoci MPLA (Multiplex ligation-
dependent probe amplification assay) jsme analyzovali intra-CFTR
pfeusporadani, kterd by nebyla detekovatelnd sekvenacnim ptistupem, vcéetné
variace poctu kopii snaslednou analyzou dat na softwaru Coffalyser.Net.
Bioinformatickd analyza detekovanych CFTR variant byla provedena pomoci
platformy SOPHiA DDM (SOPHIiA GENETICS; Svycarsko). Dalsi
bioinformatické analyzy byly provedeny pomoci platforem VarAFT, FRANKLIN
(Genoox.com; Izrael) a Varsome (https://varsome.com/) za ucelem vyuziti
ruznych algoritmt a stanoveni kone¢ného skore patogenity detekovanych variant.
V piipad¢ potfeby byl variantni patogenni potencial ovéfen v databazich CFTR2
a CFTR France.
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Hodnoceni morfologie strevnich organoidi

K hodnoceni morfologie se vyuzivaji stfevni organoidy péstované dle
standardniho protokolu. Narostle byly organoidy nasazeny do 96-jamkovych
desticek obdobné, jako béhem ptipravy FIS. Organoidy byly hodnoceny nativné
pouze za ptitomnosti kultivatniho média a obarvené kalceinovou zeleni. Bylo
provedeno hodnoceni a srovnani morfologie sttevnich organoidii CF pacienti a
zdravych kontrol pomoci obrazové analyzy (software NIS-Elements AR
Analysis), ze které¢ byly vypocitany dva indexy: (1) IR (intensity ratio, pomé&r
intenzity), ktery kvantifikuje intenzitu fluorescenéniho barveni na zakladé
pfitomnosti nebo neptitomnosti centralniho lumen; (2) CI (circularity index, index
kulatosti), ktery kvantifikuje ovalnost organoidil. K rozliSeni mezi pacienty s CF

a zdravymi kontrolami byla pouZzita diskriminacni analyza pomoci IR a CI.

Statisticka analyza

Statistickou analyzu u kazdé z publikaci provadél zkuSeny statistik, podrobnéji

viz jednotlivé publikace.
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Vysledky

1) Popsali jsme in vitro odpovédi na nékolik CFTR moduldtori u relativné
rozsahlé belgické skupiny 97 pacientl s 28 rlznymi CFTR genotypy. FIS
odpovéd na lumacaftor/ivakaftor byla velmi variabilni mezi pacienty se stejnym
genotypem F508del/F508del.

Zachrana funkce CFTR pomoci CFTR modulatorti korelovala s klinickym
zlepSenim popsanym v klinickych studiich u pacientl s odpovidajicim
genotypem: se zlepSenim plicnich funkci (vzestup FEV1) a s poklesem chloridi
v poti. Rezidualni funkce CFTR kanalu korelovala s hodnotami potniho testu.
Vysettovali jsme nékolik vzacnych CFTR variant (E92K, Q237E, R334W a
L159S), u kterych jsme nové prokézali in vitro efektivitu CFTR modulétora.
Dva pacienti se vzacnym genotypem ziskali 1écbu na zaklad€ naSich in vitro
vySetfeni. Pacient s genotypem Q359K T360K/Q359K T360K byl nasazen na
lumkaftor/ivakaftor, pacient s genotypem E60K/I507del byl nasazen na
tezakaftor/ivakaftor. U obou pacientli doSlo k signifikantnimu klinickému

zlepSeni. Publikovano v Ramalho et al., 2021.

2) Jako prvni jsme publikovali in vitro srovnani nejnovéjSiho CFTR modulatoru,
kombinujiciho elexakaftor/tezacaftor/ivakaftor (ETI) s Iékem ptedchozi generace
tezakaftor/ivakaftor pomoci stfevnich organoidii a FIS experimentu u 17 pacientti
se totoznym CFTR genotypem F508del/F508del. Prokéazali jsme signifikantné
lepsi in vitro vysledky ETI ve srovnani s tezakaftorem/ivakaftorem. Pozorovali
jsme znacnou variabilitu v in vitro odpovédi mezi jednotlivymi pacienty.

U vSech pacientl byla provedena sekvenace CFTR genu s cilem identifikovat
potencidlni nové varianty, které by mohly vysvétlovat variabilitu v in vitro
odpovédi. Jediny pacient (58-CF) vykazoval srovnatelnou odpoveéd na oba CFTR
modulatory a u tohoto pacienta byla nad ramec F508del nalezeno n¢kolik novych
CFTR variant, z nichZ jedna byla hodnocena jako varianta nejasného vyznamu.

Publikovano ve Furstova et al., 2021.
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3) V dalsi studii jsme rozsifili kohortu pacientli s genotypem F508del/F508del.
Pomoci FIS jsme u 70 pacientit potvrdili vyznamnou pievahu ETI nad
tezakaftorem/ivakaftorem in vitro. Opét byla pozorovéana znacna variabilita AUC
mezi jednotlivymi pacienty. V této kohorté bylo 38 jedincii na 1é€bé ETI alespon
12 mésicti. Provedli jsme korela¢ni studii in vitro vysledki FIS a in vivo
klinickych dat (FEV1, BMI, chloridy v potu).

Bylo pozorovano signifikantni zlepsSeni sledovanych parametrti na 1é¢bé u vSech
pacientil, ale nebyla nalezena Zadna signifikantni korelace mezi FIS (hodnotami
AUC) a zménou FEV1, BMI nebo chloridi v potu. Publikovano ve Furstova et
al., 2024.

4) Vyvinuli jsme novy diagnosticky nastroj na zakladé¢ obrazové analyzy
morfologie stfevnich organoidi (ROMA, Rectal organoid morphology analysis),
ktery rozliSuje mezi jedinci s CF a bez CF na zdklad¢ morfologickych rozdilt
mezi organoidy.

Bylo vySetteno 167 pacientii s CF a 22 zdravych jedinct (non-CF). Na zdklad¢
obrazové analyzy byly vypocteny dva morfologické indexy: IR (intensity ratio,
pomér intenzity) kvantifikujici pfitomnost centralniho lumen a CI (circularity
index, index kulatosti) meéfici ovalnost organoidi. Perfektni diskriminace
(AUC=1) byla dosazena pomoci linearni diskriminacni analyzy. Hodnoty IR a CI
spolehlivé odlisily CF a non-CF organoidy. Publikovano v Cuyx et al., 2021.
Nasledné jsme publikovali podrobny protokol, na zdklad¢ kterého by metoda
m¢éla byt reprodukovatelnd 1 v dalSich laboratotich. Publikovano v Cuyx et al.,

2022.
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Diskuze

Ve vySe uvedenych publikacich jsme ukazali, Ze hodnoceni funkce CFTR pomoci
sttevnich organoidii je proveditelné, pfenosné a opakovatelné. Pozorovana
variabilita in vitro odpovédi u pacientii se stejnym genotypem na
lumakaftor/ivakaftor se zd4d obdobna jako wvariabilita terapeutické odpovédi
v klinické studii (Wainwright ef al., 2015). U nékolika vzacnych mutaci jsme
nove prokazali in vitro efektivitu CFTR modulatort a vyuZili tuto metodu u dvou

pacientl v klinické praxi.

Jako prvni jsme srovnali nejnovéj$i CFTR moduldtor ETI s Iekem piedchozi
generace, tezakaftor/ivakaftor a prokazali jsme signifikantné lepSi in vitro
vysledky pro ETI. Nase data zdiiraznily individualni variabilitu in vitro odpovédi

na CFTR modulatory.

Prestoze vysSetteni organoidii pomérné spolehlivé rozliSuje mezi jednotlivymi
CFTR modulatory (ETI vs. tezakaftor/ivakaftor), dle naSich vysledkti FIS neni
spolehlivym prediktorem rozsahu klinické odpovédi u pacientt s CF a genotypem
F508del/F508del. Zdaraznili jsme limitace FIS vySetfeni stfevnich organoidi
jako prediktivniho nastroje u homogenni skupiny pacientd s CF, ktefi maji
nasazenou stejnou lécbu. Lepsi FIS vysledek neptedpovida lepsi klinickou

odpoveéd..

Sekvenaci CFTR jsme detekovali nékolik novych CFTR variant, nckteré
klasifikované jako varianty nejasného vyznamu, ale neprokazali jsme jejich vliv
na variabilitu in vitro nebo in vivo vysledkl. S ohledem na zminénou variabilitu
1écebné odpovédi stale predpokladdme, Ze individualni genetické rozdily (v CFTR
nebo 1 mimo CFTR) mohou reakci na 1écbu ovlivnit, coz zdUraziuje potiebu

personalizovaného ptistupu k 1é¢ebné strategii u pacientt s CF.
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V analyze morfologie stfevnich organoidi jsme ukazali, ze ROMA predstavuje
slibny, proveditelny a vysoce diskriminaéni diagnosticky néstroj k odliSeni CF a
non-CF organoidi. MlZe nabidnout alternativu k sou¢asnym funkénim testiim
CFTR a tim zvysit diagnostickou pfesnost, zejména v slozitych ptipadech, kde
jsou tradi¢ni metody nejednoznacné. DalSi validace bude nutna u pacienti

s nejasnou diagnozou.

Celkové naSe vysledky ukazaly, ze studium funkce CFTR proteinu a jeji zdchrany
na stievnich organoidech otevira cestu k personalizované terapii, coZ je relevantni
zejména pro pacienty se vzacnymi mutacemi, ktefi nejsou b&Zné zatazeni do

klinickych studii.

Zavér

Publikace v této disertacni praci se soustfedily na vyzkum vyuziti tkanovych
kultur pacienti s cystickou fibrozou — stfevnich organoidil k in vifro hodnoceni
efektivity specifické terapie CFTR moduldtory. Jednim z cild byla predikce
1é¢ebné odpovedi u pacientlt s CF na zdkladé¢ testu in vitro, a to vCetné odpovédi
pacientll se vzacnymi mutacemi, u nichZ takova analyza otevira cestu skute¢né
personalizované mediciny. Druhda ¢ast dizertace se tykala zhodnoceni a vyuziti

sttevnich organoidi v diagnostice CF.

FIS prokazalo efektivitu pii stratifikaci in vitro odpovédi na rlizné kombinace
CFTR modulatort: ivakaftor, lumakaftor/ivakaftor, tezakaftor/ivakaftor a
elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) jak u skupiny pacientli s riznym CFTR
genotypem (Ramalho et al, 2021), tak 1 u skupiny pacientll s totoZnym
genotypem F508del/F508del (Furstova et al, 2021, 2024). Obecné byla
pozorovana znacna interindividudlni variabilita, a to v€etné skupiny pacientii

F508del/F508del, coz naznacuje, Ze existuji dalsi faktory mimo samotnou CFTR
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mutaci, které mohou ovlivnit terapeutickou odpovéd (napt. dalsi geneticke

faktory).

Studie provadéné na naSem pracovisti ukazaly vyznamné lepsi in vitro odpovéd’
na ETI ve srovnani s CFTR modulatorem starSi generace tezakaftor/ivakaftor u
skupiny pacienti se stejnym genotypem F508del/F508del. Nicméné variabilita in
vitro odpovédi zduraznuje komplexitu efektu CFTR moduldtori a ukazuje
potencidlni roli unikatnich variant CFTR, které by na tuto variabilitu mohly mit
vliv. Z tohoto diivodu jsme provadéli sekvenaci celého CFTR genu. Objevili jsme
nékolik novych a dosud nepopsanych CFTR variant, nicméné se nam nepodafilo
prokézat jejich piipadny vliv na in vitro nebo in vivo odpovéd na CFTR

modulatory (Furstova et al., 2021).

Korela¢ni studie in vitro vysledki FIS s klinickymi parametry (FEV1, BMI,
chloridy v potu) pacienti na 1écbé CFTR moduldtory (konkrétné ETI)
neprokazala souvislost mezi rozsahem in vitro odpovédi (tj. velikost AUC ziskané
pomoci FIS) a rozsahem klinické odpovédi. Poukazali jsme na limit vySetfeni
sttevnich organoidii pomoci FIS u skupiny pacientii s CF se stejnym genotypem

a stejnou 1é¢bou (Furstova et al., 2024).

Na belgickém pracovisti se autorka podilela na optimalizaci diagnostické metody
ROMA, ktera by se mohla stat spolehlivym nastrojem k odliSeni morfologie CF a
non-CF organoidi. Dale je nutnd optimalizace 1 na organoidech ziskanych od
pacientil s nejasnou diagnozou. Publikovali jsme podrobny laboratorni protokol

(Cuyx et al., 2021, 2022).

PtestoZe vétSina CF pacientd mize byt léCena CFTR modulatory, stale existuji
jedinci se vzacnym CFTR genotypem, pro které je personalizovany pftistup ke
hledani terapie jedind Sance, jak specifickou 1écbu ziskat. Na zakladé naSich in

vitro experimentl ziskali specifickou lé€bu CFTR modulatory 2 pacienti v Belgii
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(Ramalho et al., 2021) a na dan¢ 1é€bé doslo k vyznamnému zlepSeni klinickych
parametrQt (FEV1, chloridy v potu). Na naSem domovském pracovisti jsme in
vitro vysledky FIS pftiloZili k GspéSnym Zadostem o schvaleni CFTR modulator
u 3 pacientd se vzaicnym CFTR genotypem.

Vyzkum stfevnich organoidii pfedstavuje vyznamny posun v personalizované
medicing s potencidlnim vyuzitim 1 v diagnostice nejasnych ptipadl. S ohledem
na limity vySetfeni je ale tfeba dale zkoumat a optimalizovat modely testovani
CFTR modulatorf,, napt. elektrofyziologickym vySetfenim tkanovych kultur
nosniho epitelu. Dalsi vyzkum by se mél zam¢fit 1 na zkouméani genetickych a
environmentalnich faktort, které mitizou pfispivat k variabilité in vitro a in vivo
odpovédi na 1écbu, s kone¢nym cilem optimalizovat lé€ebné strategie pro vSechny

pacienty s CF.

Shrnuti

VySetfovali jsme tkanové kultury stfevnich organoidii ziskanych od pacientii
s cystickou fibrozou. Stratifikovali jsme in vitro 1écebnou odpovéd na CFTR
moduléatory pomoci forskolinem indukovaného bobtnani organoidi (FIS). Popsali
jsme in vitro odpovédi na n€kolik CFTR moduléatorii u rozsihlé skupiny 97
belgickych pacientll s 28 raznymi CFTR genotypy. Zachrana funkce CFTR
kanalu pomoci CFTR modulatorta korelovala s klinickym zlepSenim popsanym
v literatufe u pacientii s odpovidajicim genotypem. VysSetiili jsme nékolik
vzacnych CFTR variant (E92K, Q237E, R334W a L159S), u kterych jsme
prokazali efektivitu CFTR modulatortt in vitro. Dva pacienti se vzacnymi
variantami ziskali 1é¢bu na zdklad¢ naSich in vitro vysledkli a na 1é¢bé u nich
doslo ke zlepSeni klinickych parametrti.

Jako prvni jsme prokazali vyznamné lepsi in vitro efekt nejnovéjSiho CFTR
modulatoru elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) u homogenni skupiny pacientti
s genotypem F508del/F508del ve srovnani slékem piedchozi generace

tezakaftor/ivakaftor.
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Pomoci sekvenace CFTR genu jsme odhalili né€kolik novych variant, nicméné
jsme neprokazali jejich vliv na in vitro nebo in vivo 1écebnou odpovéd na CFTR
modulatory.

Provedli jsme korelaci in vitro vysledk FIS s klinickymi parametry (FEV1, BMI,
chloridy v potu) u 38 pacientii na 1é¢b&é ETI. PrestoZze u vSech pacientii doSlo
k vyznamnému zlepSeni klinickych parametrii, neprokazali jsme souvislost mezi
rozsahem in vitro odpovédi a rozsahem klinické odpovédi. Poukazali jsme na
limit vySetfeni stfevnich organoidli pomoci FIS u skupiny pacientd se stejnym
genotypem a stejnou 1écbou.

Vyvinuli jsme diagnostickou metodu zaloZenou na obrazové analyze stfevnich
organoidi za vyuziti morfologickych rozdili CF a non-CF organoidi ROMA
(rectal organoid morphology analysis). VySetfili jsme 167 CF pacientll a 22
zdravych kontrol. Na zékladé rozdilu v intenzité fluorescence a ptitomnosti lumen
organoidd, a tvaru organoidid jsme vypocitali dva indexy: IR (intensity ratio,
pomér intensity) a CI (circularity index, index kulatosti). Pomoci linedrni
diskriminaéni analyzy hodnoty IR a CI spolehlivé odliSily CF a non-CF
organoidy.

Nase vysledky ukézaly zna¢nou individudlni variabilitu in vitro odpovédi na
CFTR modulatory, coz zdlraznuje potiebu personalizovaného ptistupu k 1écebne

strategii a potiebu in vitro studia funkce CFTR.

Summary

We investigated intestinal organoids derived from patients with cystic fibrosis.
We stratified in vitro treatment response to CFTR modulators using forskolin-
induced swelling assay (FIS) in organoids. We described in vitro responses to
several CFTR modulators in a large group of 97 Belgian patients with 28 different
CFTR genotypes. The rescue of CFTR channel function by CFTR modulators
correlated with improvement in clinical parameters reported in the literature for

patients with corresponding genotypes. We examined several rare CFTR variants
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(E92K, Q237E, R334W, L159S) and demonstrated the efficacy of CFTR
modulators in vitro. Two patients with rare variants received treatment based on
our in vitro analysis, resulting in significant clinical improvement.

We demonstrated a significantly better in vitro effect of the newest CFTR
modulator, elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI), in a homogeneous group of CF
patients with the F508del/F508del genotype compared to the previous-generation
drug tezacaftor/ivacaftor.

Using CFTR gene sequencing, we identified several new variants; however, we
did not demonstrate their impact on in vitro or in vivo treatment response to CFTR
modulators.

We correlated the in vitro FIS results with clinical parameters (FEV1, BMI, sweat
chloride concentration) in 38 patients undergoing treatment with ETI. Although
all patients showed significant improvement in clinical parameters, we did not
prove any correlation between the extent of the in vitro response and the extent of
the clinical response. We pointed out the limitations of examining intestinal
organoids using FIS in a group of patients with the same genotype and the same
treatment.

We developed a diagnostic tool based on image analysis of intestinal organoids
using morphological differences between CF and non-CF organoids ROMA
(rectal organoid morphology analysis). We examined 167 CF patients and 22
healthy controls. Based on differences in fluorescence intensity, lumen presence,
and organoid shape, we calculated two indices: IR (intensity ratio) and CI
(circularity index). Using linear discriminant analysis, IR and CI values reliably
distinguished CF and non-CF organoids.

Our results highlighted individual variability of in vitro response to CFTR
modulators, emphasizing the need for a personalized approach to therapeutic

strategy and the necessity of in vitro studies of CFTR function.
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