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ABSTRAKT 
 

Cystická fibróza (CF) je dědičné onemocnění způsobené bialelickou mutací CFTR (cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator) genu, která má za následek defektní 

CFTR protein fungující jako chloridový iontový kanál. Klinické projevy jsou způsobené 

abnormálním přesunem iontů chlóru a vody přes epiteliální membrány. Mezi dominantní 

příznaky patří progresivní plicní onemocnění a pankreatická insuficience. Léčba CF byla 

donedávna pouze symptomatická: dechová rehabilitace, substituce trávicích enzymů a 

vitamínů a včasná a intenzivní léčba respiračních infekcí. Od roku 2012 získávají na 

významu léky cílící přímo na defektní protein CFTR na buněčné úrovni, tzv.  CFTR 

modulátory. CFTR modulátory jsou indikovány na základě specifického genotypu 

pacienta, ale nejsou dostupné pro pacienty se vzácnými mutacemi z důvodu nemožnosti 

provést klinické hodnocení na malém počtu pacientů, byť někteří by mohli z léčby 

modulátory profitovat. Jednou z metod, jak tuto výzvu překonat, je využití ex vivo 

modelů, které umožňují preklinické testování léčebné odpovědi in vitro. Tato disertační 

práce se zaměřuje na využití buněčného modelu střevních organoidů získaných od CF 

pacientů k predikci individuální odpovědi na CFTR modulátory pomocí metody 

forskolinem indukovaného bobtnání organoidů u vybraných skupin pacientů; dále se 

zaměřuje na rozdíly morfologie střevních organoidů u CF pacientů a zdravých kontrol a 

využití těchto rozdílů v diagnostice CF. Naše práce ukazuje, že střevní organoidy jsou 

užitečným in vitro modelem pro výzkum CF.  Zdůrazňuje nutnost vývoje prediktivních 

nástrojů k hodnocení individuální léčebné odpovědi na CFTR modulátory s cílem 

personalizace léčby, zejména u pacientů se vzácným genotypem.  

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 
Cystická fibróza, tkáňové modely, střevní organoidy, CFTR modulátory, personalizovaná 

medicína  



 

ABSTRACT 
 

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  



 

SEZNAM ZKRATEK 
 
ABC ATP-binding cassette  
ALI air-liquid interface (rozhraní médium – vzduch) 
ASL airway surface liquid (tekutina na povrchu dýchacích cest) 
ATP adenosin trifosfát 
AUC area under the curve (plocha pod křivkou) 
BMI body mass index 
cAMP cyklický adenosin monofosfát 
CF cystická fibróza 

CF-SPID  

cystická fibróza - screening positive, inconclusive diagnosis (CF - pozitivní 
screening, neuzavřená diagnóza) 

CFRD cystic fibrosis related diabetes (diabetes vázaný na cystickou fibrózu) 
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (gen nebo protein) 
CFQ-R cystic fibrosis questionnaire-revised (dotazník kvality životy CF pacienta) 
CI circularity index (index kulatosti) 
ELX elexakaftor 
ETI elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor 
FDA Food and drug administration 
FEV1 forced expiratory volume in 1 second (usilovný exspirační objem za 1 s) 
FIS forskolin induced swelling assay (forskolinem indukované bobtnání) 
FRT Fischer Rat Thyroid  
HBE human bronchial epithelial cells (lidské bronchiální epiteliální buňky) 
HNE  human nasal epithelial cells (lidské nasální epiteliální buňky) 
ICM 
  

intestinal current measrements (měření epiteliálních potenciálů na střevní 
sliznici) 

IR intensity ratio (poměr intenzity) 
IRT imunoreaktivní trypsinogen  
MPLA multiplex ligation-dependent probe amplification assay 
MPS massive paralel sequencing 
NBD nucleotid binding domain (nukleotid vázající doména) 
NPD nasal potential diference (měření rozdílů nosních potenciálů) 
RD regulatory domain (regulační doména) 
ROMA Rectal organoid morphology analysis (analýza morfologie organoidů) 
TMD transmembrane domain (transmembránová doména) 
VUS variant of unknown significance (varianta nejasného významu) 
WT-CFTR wild type CFTR (běžná sekvence CFTR) 
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1  LITERÁRNÍ PŘEHLED  

1.1. Cystická fibróza 

Cystická fibróza (CF) je nejčastější život limitující monogenní onemocnění zejména 

exokrinních žláz a sekretorického epitelu, které v České republice postihuje 710 pacientů 

(data z Českého registru CF k 1. červnu 2024). Celosvětově postihuje přibližně 100,000 

lidí, zejména kavkazskou populaci (Bobadilla et al., 2002). CF je způsobená mutací 

v CFTR genu (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) kódujícím epitelový 

iontový kanál, který umožňuje transport aniontů chloru a bikarbonátu (Riordan, 2008; 

Shamsuddin & Quinton, 2014). CFTR protein také reguluje aktivitu dalších iontových 

kanálů a transportérů přítomných na membráně (např. ovlivňuje aktivitu sodíkového 

transportéru ENaC). Absence nebo dysfunkce CFTR sekundárně vede k abnormálnímu 

paracelulárnímu transportu vody v důsledku narušeného iontového koncentračního 

gradientu. Důsledkem je zejména přítomnost viskózního hlenu v dýchacích cestách, 

zhuštěné žluče ve žlučových cestách a zahuštěného sekretu v pankreatických vývodech, 

vedoucí k multiorgánovým patologiím. Život limitující je zejména progresivní plicní 

onemocnění, které vzniká na podkladě obstrukce dýchacích cest hlenem, doprovázené 

opakovanými až chronickými respiračními infekcemi a chronickým zánětem (de Boeck 

& Amaral, 2016). Postižené jsou ovšem i další orgánové systémy s epitelovou výstelkou 

jako je střevo, vývodné žlučové cesty v játrech a vývody slinivky břišní. Obstrukce 

zahuštěným sekretem vývodů žlučových cest může vést ke stagnaci žluči s rizikem 

rozvoje cholestatického jaterního postižení až cirhózy jater s typickým komplikacemi 

jako je portální hypertenze; obstrukce vývodů slinivky břišní vede k ztrátě exokrinní 

funkce slinivky a autodigesci žlázy, což má za následek nedostupnost trávicích enzymů 

v lumen střeva, zhoršené vstřebávání živin a vysoké riziko malnutrice. Může docházet až 

k úplné destrukci žlázy a tím i ke ztrátě endokrinní funkce s rozvojem diabetes mellitus 

(CFRD, cystic fibrosis related diabetes) (Cutting, 2015). Dále jsou postiženy potní žlázy, 

ve kterých nedochází ke vstřebání chloridových iontů a důsledkem je vysoká hladina 

chloridů v potu (významné pro diagnostiku). U mužů je navíc postižen i reprodukční trakt 

obstrukční azoospermií.  
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1.2. Diagnostika CF  

Diagnóza CF jako autosomálně recesivního onemocnění je závislá na přítomnosti dvou 

CFTR mutací, klasifikovaných jako patogenní („disease-causing mutations“), které jsou 

definované v databázi CFTR2 (Farrell et al. 2017;,CFTR2 database), a dále na 

abnormální hodnotě chloridů v potu (nad 60 mmol/l). Běžně užívaný diagnostický 

algoritmus viz obr. 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Diagnostický algoritmus CF, adaptováno dle Farrell et al., 2017. NPD – nasal 

potential difference (měření rozdílů nosních potenciálů), ICM – instestinal current 

measurements (měření trans epiteliálních potenciálů na střevní sliznici). 

 

V České republice se od roku 2009 na včasné diagnostice významně podílí 

novorozenecký screening. V suché kapce krve se vyšetřuje hladina imunoreaktivního 

Podezření na CF: 
- Klinické symptomy 
- Pozi:vní novorozenecký 

screening 
- Rodinná anamnéza 

Potní test 

> 60 mmol/L 30–60 mmol/L < 29 mmol/L 

Gene:ka CFTR 

2 CFTR mutace Nejasné CFTR mutace Žádné CFTR mutace 

Funkční studie CFTR 
(NPD / ICM) 

CFTR dysfunkce Funkční testy nejsou k dispozici, / 
nejasné výsledky vyšetření  

Normální funkce 

CF Nejasná diagnóza CF nepravděpodobná  

Gene:ka CFTR 
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trypsinogenu (IRT), který svou zvýšenou koncentrací může ukázat na jedince s vyšším 

rizikem onemocnění CF. Při abnormálním IRT se následně ze stejného vzorku suché 

kapky krve provádí genetické vyšetření pomocí panelu 50 nejčastějších mutací v dané 

populaci. Screening-pozitivní jedinci jsou následně odesláni na potní test, tj. vyšetření 

chloridů v potu. Hodnoty nad 60 mmol/l jsou přesvědčivé pro diagnózu CF. Dále se 

pacient odesílá na genetické vyšetření CFTR genu ze žilní krve, ke konfirmaci genotypu, 

zjištěného ve screeningu, nebo k podrobnějšímu vyšetření pomocí sekvenace celého 

genu. Genetické vyšetření se provádí i v případě středně zvýšených hodnot chloridů 

v potu (30–60 mmol/l). Nicméně stále existují situace, ve kterých není diagnóza 

jednoznačná, např. novorozenci u kterých vychází pozitivní novorozenecký screening, 

ale mají pouze středně zvýšené chloridy v potu (30–60 mmol/l) a jen jednu nebo žádnou 

patogenní CFTR variantu, anebo mají normální hodnotu chloridů v potu a dvě CFTR 

varianty, z nichž minimálně jedna má nejasnou příčinnou souvislost dle databáze CFTR2. 

V České republice se v registru pacientů s CF sleduje takovýchto 54 pacientů 

s pozitivním novorozeneckým screeningem a neuzavřenou diagnózou, tzv. CF-SPID 

(cystic fibrosis – screening positive, inconclusive diagnosis). Z dat z registru tedy 

vyplývá, že u 7 % jedinců v ČR nemáme zcela vyloučenou / potvrzenou diagnózu CF. U 

těchto pacientů by bylo vhodné provést další funkční diagnostické testy, jako je měření 

rozdílů elektrických potenciálů na nosní sliznici (nasal potential difference, NPD) nebo 

měření transepiteliálních potenciálů na vzorcích střevní sliznice (intestinal current 

measurements, ICM). Tato vyšetření však nejsou k dispozici v běžné klinické praxi. 

Existují i pacienti screening-negativní s klinickými příznaky CF, u kterých nemůžeme 

dostupnými diagnostickými metodami spolehlivě vyloučit CF. Všichni pacienti 

s nejasnou diagnózou se dlouhodobě sledují a čeká se na jasnější manifestaci nebo 

vyloučení CF. Pro tyto jedince chybí další diagnostické nástroje a možnosti, které by 

pomohly jednoznačně rozhodnout o diagnóze.  

 

1.3. CFTR protein 

CFTR patří do ABC (ATP-binding cassette) rodiny transportních proteinů. Je to 

polypeptid skládající se ze dvou pseudosymetrických polovin spojených přes regulační 

doménu (regulatory domain, RD). Každá polovina CFTR obsahuje transmembránovou 

doménu (TMD), která formuje vlastní kanál pro průchod iontů, a nukleotid-vázající 

cytoplasmatickou doménu (nucleotide-binding domain, NBD), která váže ATP, viz obr. 
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2. Molekulární struktura CFTR je popsána ve dvou konformacích: (1) uzavřená,  kdy se 

RD nachází mezi dvěma NBD a kanál je uzavřen pro průchod iontů, v této chvíli není 

navázané ATP a protein není fosforylován; (2) otevřená, kdy NBD váže ATP, protein je 

fosforylován a dochází k otevření CFTR kanálu (Zhang & Chen, 2016). 

 

Obr. 2. Schematické zobrazení CFTR proteinu, adaptováno dle Hanssens et al., 2021. Na 

obrázku dvě transmembránové domény TMD1 a TMD2, dvě cytosolové nukleotid-vázající 

domény NBD1 a NBD2, a jedna regulační doména R, propojující dvě poloviny CFTR 

proteinu. (P) značí místo fosforylace regulační domény.  

 

1.4. Funkční třídy CFTR mutací 

Klinický obraz je u CF pacientů velmi variabilní co do závažnosti průběhu, komplikací 

onemocnění a délky přežití. Fenotyp onemocnění je asociován zejména s CFTR 

genotypem. Je popsáno více než 2000 CFTR mutací (Cystic Fibrosis Mutation Database, 

online), ze kterých cca 720 bylo charakterizováno v databázi CFTR2 jako mutace, které 

způsobují onemocnění (disease causing) (CFTR2 database, online). Na základě 

intracelulárního zpracování a funkce CFTR kanálu byly mutace rámcově rozděleny do 7 

funkčních tříd (de Boeck & Amaral, 2016): Třída I obsahuje nonsense mutace a mutace 

tvořící předčasný stop kodon, které mají často za následek degradaci mRNA nebo 

předčasné ukončení translace mRNA s tvorbou trunkovaného proteinu, který je určen 

k degradaci (Wilschanski, 2012). Třída II obsahuje mutace způsobující defektní 

transport chybně složeného CFTR proteinu, dochází k zadržení proteinu 

v endoplazmatickém retikulu a následně k jeho degradaci. Mimo jiné sem řadíme 

nejčastější mutaci F508del. Třída III je charakterizována defektem v otevírání CFTR 

kanálu (tzv. gating mutace) s významně sníženou pravděpodobností otevírání kanálu 

v membráně. Třída IV způsobuje snížené proudění iontů přes CFTR kanál. Třída V vede 
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k redukci počtu normálního CFTR proteinu, často z důvodu alternativního místa pro 

sestřih mRNA (tzv. splicing mutace) a tím generuje jak normální, tak defektní CFTR 

kanál. Třída VI destabilizuje CFTR kanál v plazmatické membráně a dochází rychleji 

k endocytóze, anebo zpomalení recyklace kanálu zpět na povrch buňky.  Třída VII jsou 

mutace obsahující významné delece části CFTR genu a netvoří se žádná mRNA a tudíž 

žádný protein, viz tabulka 1. Dle analýzy evropského registru (zahrnuto 25 394 pacientů 

napříč 23 evropskými zeměmi) má alespoň na jedné alele 87,2 % pacientů mutaci třídy 

II; 12,6 % mutaci třídy I; 3,9 % pacientů mutaci třídy III; 3,3 % mutaci třídy IV; 3,0 % 

mutaci třídy V. Celkově 8,6 % mutací zůstává neznámých (de Boeck et al., 2014). 

Frekvence mutací funkční třídy VI a VII nebyla popsána. Dle výše uvedené funkční 

klasifikace a klinického průběhu onemocnění můžeme rozdělit CFTR mutace do dvou 

skupin dle závažnosti průběhu onemocnění: (1) genotyp s vysokým rizikem závažného 

průběhu, pokud jsou přítomné na obou alelách mutace z tříd I, II, III, nebo VII, tzv. 

mutace s minimální funkcí; (2) genotyp s nízkým rizikem závažného průběhu, pokud je 

alespoň na jedné alele přítomná mutace třídy IV, V, nebo VI, tzv. mutace s residuální 

funkcí (Rueda-Nieto et al., 2022). Residuální funkce CFTR znamená, že mutovaný gen 

způsobuje klinicky významný funkční deficit iontového kanálu, ale stále určitá funkce 

přetrvává. Residuální funkce se mezi jednotlivými mutacemi liší a ve funkčních studiích 

se udává jako % normální funkce CFTR proteinu (% WT-CFTR, wild-type CFTR). Tato 

funkční klasifikace získává na klinickém významu s ohledem na vývoj nové léčby, která 

přímo cílí na defektní CFTR protein s nutností různých léčebných strategií k překonání 

funkčního nebo strukturálního deficitu. Frekvence jednotlivých funkčních tříd se liší 

v různých populacích (Mall et al., 2020). 

Navzdory definované klasifikaci mutací do funkčních tříd je známo, že jednotlivé mutace 

mohou ovlivnit funkci CFTR na několika úrovních, což brání k jednoznačnému zařazení 

do funkční třídy. Například u F508del, nejčastější mutaci třídy II, je narušené složení 

proteinu a jeho transport k plasmatické membráně, ale také vykazuje defekt otevírání 

chloridového kanálu charakteristický pro mutace třídy III, stejně jako sníženou stabilitu 

na plasmatické membráně patognomickou pro mutace třídy VI (Veit et al., 2016). 

Podobný překryv funkčních defektů CFTR zasahující do více funkčních tříd byl popsán i 

u celé řady dalších mutací, např. R117H, R334W, A455E, R347P a N1303K (Veit et al., 

2016). Tato zjištění mohou částečně vysvětlit in vitro rozdíly v léčebné odpovědi na 

specifické léky cílící na defektní CFTR protein v buňce a / nebo na membráně, tzv. CFTR 



 14 

modulátory, mezi různými mutacemi ve stejné třídě (Veit et al., 2016). Nicméně pro 

některé vzácné CFTR mutace zůstává molekulární a funkční deficit neznámý (Sosnay et 

al., 2013). Současný výzkum se snaží tyto mutace funkčně i klinicky charakterizovat, a 

z tohoto důvodu byl zaveden koncept tzv. theratypingu (volně přeloženo jako typizace 

terapie), kde jsou neklasifikované CFTR mutace zařazeny do „theratypu“ na základě 

jejich dopadu na množství a in vitro měřenou funkci CFTR kanálu a reakci na CFTR 

modulátory (nezávisle na funkční třídě mutace) (Clancy et al., 2019). S rozšířením in vitro 

testování pacient-specifických buněčných modelů může koncept „theratypů“ přinést 

možnost personalizované léčby, zejména u pacientů se vzácnými CFTR mutacemi 

(Clancy et al., 2019;,Dekkers et al., 2016;Cholon & Gentzsch, 2018).  

 

Funkční 
třída 

Defekt 
CFTR 

Funkce 
CFTR 

Přítomnost 
CFTR na 
membráně 

Příklady mutací Strategie léčby 
 

I žádný 
protein nefunkční ne 

G542X, 
W1282X, 
R553X 
 

obnova 
syntézy, „read-
through“ 
molekuly 

Genová 

léčba 

II 

chybné 
zpracování a 
intracelulární 
transport 

nefunkční ne 

F508del, 
N1303K, 
I507del 
 

korektory a 
potenciátory,  

+ 
amplifikátory,  
+ stabilizátory 

III 

defektní 
regulace 
(otevírání) 
kanálu 

nefunkční ano 
G551D, G178R, 

G551S 
 

potenciátory 

IV snížené 
vedení iontů snížená ano 

R334W, R117H, 
R347P 
 

potenciátory 

V 
snížené 
množství 
proteinu 

snížená snížená 
3272-26A>G, 
A455E, 
D565G 

oprava sestřihu 
mRNA, 

amplifikátory 

VI 
snížená 
stabilita 
proteinu 

snížená snížená 1811+1.6kbA>G stabilizátory 

VII žádná 
mRNA nefunkční ne dele2,3, 

1717-1G>A nelze 

 

Tabulka 1. Funkční třídy CFTR mutací a terapeutické strategie. Adaptováno dle De 

Boeck & Amaral, 2016 a Pranke et al., 2019.  
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1.5. Léčba CF a CFTR modulátory 

Léčba CF se zakládá zejména na zvládání symptomů onemocnění postižených orgánů, 

tzv. symptomatické léčbě. Ke zpomalení progresivního plicního postižení je nutná 

intenzivní dechová rehabilitace, inhalace mukoaktivních látek (hypertonického solného 

roztoku), inhalace mukolytik (inhalační DNasa), inhalační antibiotika, dle potřeby 

častější užívání systémových antibiotik a protizánětlivé léky. Ke zvládání 

gastrointestinálních symptomů je nutné zejména substituovat trávicí enzymy, vitamíny 

rozpustné v tucích a navýšit kalorický příjem. 

CFTR modulátory jsou malé molekuly, které cílí na defektní CFTR protein na buněčné 

úrovni a jejich cílem je obnovení funkce defektního proteinu. Mezi tyto molekuly 

zahrnujeme: I) potenciátory, které obnovují funkčnost chloridového kanálu, který je již 

přítomen na buněčné membráně, II) korektory, které opravují maturaci a transport CFTR 

proteinu z cytoplasmy k plasmatické membráně, III) stabilizátory, které prodlužují dobu 

setrvání CFTR kanálu v plasmatické membráně, IV) amplifikátory, které zvyšují expresi 

CFTR proteinu a tím amplifikují množství defektního proteinu dostupného ke korekci / 

potenciaci jinými modulátory (Molinski et al., 2017), a V) „read-through“ molekuly, 

tzn. molekuly, které umožnují „přečíst“ mRNA s předčasným stop kodonem (Clancy et 

al., 2019): specifické malé molekuly (antisense oligonukleotidy) pozmění translaci 

v místě předčasného stop kodonu a umožní inserci příbuzné aminokyseliny a tím tvorbu 

proteinu v plné délce (Bedwell et al., 1997). 

Dosud pouze dvě skupiny modulátorů uspěly v klinickém testování a byly schváleny 

k použití u pacientů: I) potenciátory a II) korektory, navíc pro většinu pacientů je 

k obnově funkce CFTR nutné tyto dvě kategorie modulátorů zkombinovat.  

V roce 2012 byl schválen potenciátor ivakaftor (VX-770; Vertex Pharmaceuticals) pro 

léčbu pacientů s CFTR mutací funkční třídy III a mutací G551D (tzv. keltská mutace), 

který má cca 3-5 % populace CF pacientů. V klinické studii byl zaznamenáno 

signifikantní zlepšení zdravotního stavu, monitorované měřením plicních funkcí a 

parametru FEV1 (forced expiratory volume in 1 second), nárůstem hmotnosti dle BMI 

(body mass index) a poklesem koncentrace chloridů v potu (Ramsey et al., 2011). 

Ivakaftor má pravděpodobně vliv na stabilitu CFTR a umožňuje proteinu být dostatečně 

flexibilní, aby mohlo probíhat otevírání a zavírání kanálu, tzv. gating cykly, tím potencuje 

funkci CFTR proteinu (Cholon et al., 2014). Důsledkem je zvýšení pravděpodobnosti 
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(četnosti) otevírání CFTR kanálu a facilitace průchodu iontů (Chen et al., 2019), nicméně 

přesný mechanismus účinku na molekulární úrovni není zcela objasněn (Jih et al., 2017). 

Korektory pozitivně ovlivňují defektní intracelulární transport na buněčnou membránu 

chybně složeného CFTR proteinu. V současnosti se korektory dělí na korektory typu I, 

které ovlivňují strukturální defekt CFTR tak, že se se vážou v hluboké kapse TMD1 

domény, jejich afinita je mediovaná zejména tvarovou komplementaritou, která 

maximalizuje van der Waalsovy interakce a tím mění a stabilizuje alosterickou 

konfiguraci CFTR, umožňuje správné složení CFTR a jeho transport na membránu 

(Fiedorczuk & Chen, 2022). Korektory typu II se pravděpodobně vážou na NBD2 

doménu (Capurro et al., 2021), více o jejich mechanismu není známo a nemáme ani 

k dispozici takovou molekulu v klinické praxi. Korektory typu III mění alosterickou 

konformaci CFTR NBD1 domény (Veit et al., 2020), pro elexakaftor bylo následně 

identifikováno vazebné místo na TMD1 i NBD1 (Ferreira, Buarque & Lopes-Pacheco, 

2024). Důležité je, že se liší vazebné místo pro korektory I. a III. typu, efekt na korekci 

transportu je aditivní (obr. 3).  

 

Obr. 3. Schematické zobrazení vazebných míst korektorů CFTR proteinu, adaptováno dle 

Hanssens et al., 2021. VX-809 (lumakaftor) a VX-661 (tezakaftor) patří mezi korektory 

typu I, VX-445 (elexakaftor) patří mezi korektory typu III.  

První CFTR korektor, který uspěl v klinickém testování, byl lumakaftor (VX-809, Vertex 

Pharmaceuticals), korektor I. typu, a v kombinaci s ivakaftorem byl schválen pro léčbu 

pacientů s nejčastějším genotypem F508del/F508del v roce 2015 (indikován pro cca 40 

% populace CF pacientů) (Wainwright et al., 2015). Lék byl schválen zejména na základě 

snížení počtu plicních exacerbací, průměrné zlepšení FEV1 nebylo ve srovnání se 

klinickou studií ivakaftoru tak významné (Wainwright et al., 2015;,Rowe et al., 2017). 
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Další korektor tezakaftor (VX-661, Vertex Pharmaceuticals), korektor I. typu, byl 

schválen v kombinaci s ivakaftorem v roce 2018, indikační kritéria zůstala stejná jako pro 

kombinaci lumakaftor/ivakaftor, tj. pacienti s nejčastějším genotypem F508del/F508del 

(Rowe et al., 2017). Nicméně indikační list pro tezakaftor/ivakaftor se rozšířil na skupinu 

heterozygotů F508del s mutacemi s reziduální funkcí CFTR proteinu (méně než 5 % 

celkové populace CF pacientů). Nejnovější schválený CFTR modulátor je elexakaftor 

(ELX, VX-445, Vertex Pharmaceuticals), korektor III. typu, s odlišným mechanismem 

účinku ve srovnání s korektory první generace (lumakaftorem a tezakaftorem). Tato 

účinná látka se stala součástí trojkombinace elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) 

schválené Evropskou lékovou agenturou v roce 2020 pro pacienty, kteří mají alespoň 

jednu mutaci F508del (Middleton et al., 2019). Terapeuticky lze pomocí CFTR 

modulátorů ovlivnit funkční třídy II – VI (viz tabulka 1). Pro klinické testování je důležitý 

počet pacientů s konkrétní mutací CFTR genu, a proto se dosud vývoj CFTR modulátorů 

soustředil zejména na pacienty s nejčastější mutací F508del: cca 50 % evropských 

pacientů jsou homozygoti varianty F508del a dalších 35–40 % jsou složení heterozygoti 

(Orenti et al., 2022), nejnovější kombinace CFTR modulátorů je tedy indikovaná pro cca 

85-90 % pacientů.  

Přestože modulátorové léky představují převratný úspěch v léčbě CF, je zde celá řada 

nezodpovězených otázek. Léčba CFTR modulátory není dostupná všem. Z principu 

charakteristiky funkčních tříd nebudou CFTR modulátory efektivní u pacientů s I. nebo 

VII. funkční třídou, u těchto pacientů není v buňce přítomný protein, který by mohl být 

korigován/potencován. Dále existují pacienti se vzácnými mutacemi, kteří s ohledem na 

nízkou frekvenci výskytu mutace v populaci nejsou zařazení do standardního klinického 

testování, ale potenciálně by mohli z CFTR modulující léčby profitovat (Sosnay et al., 

2013;,McCague et al., 2019). Další důležitý aspekt je nedostatek znalostí o klinické 

variabilitě průběhu onemocnění. Přestože CFTR genotyp je určující pro indikaci CFTR 

modulátorů, z předchozích studií víme, že více než 50 % klinické variability se základním 

genotypem nesouvisí (Cutting, 2015), což ukazují i individuální rozdíly v odpovědi na 

léčbu, které byly pozorovány v klinických studií (Wainwright et al., 2015;,Middleton et 

al., 2019;,Heijerman et al., 2019;,Taylor-Cousar et al., 2017), a také při in vitro 

vyšetřeních (Ramalho et al., 2021). 
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1.6. Faktory modifikující průběh onemocnění  

Rozsah orgánového poškození může být velmi rozdílný mezi jednotlivými pacienty. Liší 

se také mezi pacienty se stejným CFTR genotypem. K heterogenitě klinického průběhu, 

tj. fenotypu, přispívá několik faktorů: enviromentální a genetické. Enviromentální faktory 

můžou mít vliv například až na 50 % variabilitu plicních funkcí u pacientu s CF (Collaco 

et al., 2010). Nicméně nutno podotknout, že i pacienti se stejným genotypem, 

vyrůstajícími ve stejném prostředí (sourozenci), můžou mít velmi variabilní klinický 

průběh (Vanscoy et al., 2007), který není vysvětlitelný ani CFTR genotypem a je pouze 

částečně vysvětlitelný enviromentálními faktory. Na variabilitě klinického průběhu se 

mohou podílet další genetické varianty mimo CFTR, tyto varianty nazýváme geny 

modifikující onemocnění (Paranjapye et al., 2020; Cutting, 2010). Byly identifikovány 

geny, které přispívají k obstrukci dýchacích cest (TGFB1, MBL2, EHF, APIP, 

Chr20q13.2, SLC9A3, SLC6A14), infekci Pseudomonas aeruginosa (MBL2, DCTN4, 

SLC6A14), CFTR genotyp primárně určuje dysfunkci exokrinní funkce pankreatu, ale 

přítomnost dalších variant má vliv na rozvoj CFRD (TCF7L2, CDKAL1, CDKN2A/B, 

IGF2BP2, SLC26A9), střevní obstrukce (MSRA, SLC6A14, SLC26A9, SLC9A3) a stav 

výživy (Chr1p36.1, Chr5q14) (Cutting, 2015). Celogenomová asociační studie 

identifikovala 5 lokusů modifikující závažnost plicního postižení (MUC4/MUC20, 

SLC9A3, HLA II. třídy, AGTR2/SLC6A14, EHF/APIP) (Corvol et al., 2015). Podobně 

jako klinický průběh onemocnění, tak i odpověď na CFTR modulátory není mezi pacienty 

uniformní, a to ani mezi pacienty se stejným CFTR genotypem. Rozsah záchrany funkce 

CFTR kanálu in vitro, ale také zlepšení klinických parametrů, není zcela jasně asociováno 

s individuální funkční třídou mutace (Flume et al., 2012). Proto se také zkoumají geny 

modifikující odpověď na CFTR modulátory. Francouzská studie asociovala odpověď na 

ivakaftor s genem SLC26A9 (Corvol et al., 2018), jiná studie ukázala, že polymorfismus 

SLC6A14 genu je asociován se stavem výživy při léčbě kombinací lumakaftor/ivakaftor 

(Mésinèle et al., 2022). Nejsou zatím prokázané žádné asociace mezi odpovědí na 

nejnovější kombinaci ETI (Mésinèle et al., 2022). CF byla vždy považována za prototyp 

monogenního onemocnění, ale s ohledem na současné poznání je možné ji nyní 

charakterizovat spíše jako multifaktoriální onemocnění ve smyslu interakce 

enviromentálních a genetických faktorů, jak polymorfismů napříč sekvencí CFTR genu, 

tak s řadou dalších genů modifikujících onemocnění. S těmito poznatky můžeme částečně 

vysvětlit široké spektrum klinických projevů CF. Modifikující geny můžou hrát důležitou 

roli při určování komplexního fenotypu CF, ale nutno zmínit, že pouze několik variant 
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nezávisle koreluje s vybranými klinickými parametry (Marson, 2018). I přesto by 

objasnění těchto faktorů mohlo přispívat k vysvětlení rozdílů ve fenotypu onemocnění a 

v léčebné odpovědi na CFTR modulátory a tím zdokonalit predikci terapeutické odpovědi 

na CFTR modulátory.  

 

1.7. Buněčné modely CF  

Přestože nová léčba CF, cílící přímo na CFTR protein na buněčné úrovni, může 

signifikantně zlepšit zdravotní stav, kvalitu života a celkové přežití pacientů s CF, není 

k dispozici pro všechny pacienty. Pro některé pacienty je léčba nedostupná kvůli 

vzácnosti jejich CFTR varianty, kvůli čemuž jednoduše nemáme informace o potenciální 

efektivitě léčby.  Jednou z navrhovaných metod řešení je použití buněčných modelů, které 

umožňují preklinické terapeutické testování CFTR modulátorů in vitro. Využívané jsou 

např. heterologní modely FRT (Fisher Rat Thyroid) buněk, tento model akceptovala FDA 

(Food and Drug Administration, USA) k rozšíření indikačních mutací pro CFTR 

modulátory v USA (Van Goor et al., 2009).  Nevýhodou tohoto modelu je, že nemusí 

odpovídat podmínkám v lidském organismu (Amato et al., 2019;,Laselva et al., 2020). 

Naproti tomu laboratorní vyšetření pacient-specifických tkáňových modelů a korelace in 

vitro dat s klinickým průběhem onemocnění nebo klinickou odpovědí na CFTR 

modulátory může lépe objasnit mechanismy podílející se na fenotypu onemocnění i 

variabilitě terapeutické odpovědi. Použití takových tkáňových modelů k analýze funkce 

CFTR proteinu s různými CFTR modulátory může poskytnout preklinické zhodnocení 

potenciálního benefitu pro pacienta s CF. Hledání specifické a nejvhodnější léčby pro 

konkrétního pacienta, tj. personalizace léčby, je trendem moderní medicíny (Clancy et 

al., 2019). Buněčné modely derivované z tkání pacienta mají v tomto ohledu největší 

relevanci, jelikož reflektují komplexní genetické pozadí každého studovaného pacienta a 

tvoří jedinečnou cestu k testování individuální léčebné odpovědi na CFTR modulátory a 

k personalizaci léčby. 

 

1.7.1. Tkáňové kultury z bronchiálních epiteliálních buněk  

Primární lidské bronchiální epiteliální (HBE, human bronchial epithelial) kultury 

pěstované jako ALI (air-liquid interface, pěstované na rozhraní médium – vzduch 

simulující in vivo prostředí respiračního epitelu) jsou důležitou částí výzkumu CF. 

Měřením v Ussingově komůrce můžeme analyzovat elektrofyziologické vlastnosti 
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epitelu pomocí měření trans-epiteliálního napětí na membráně polarizovaných HBE 

buněk. Promýváním sérií roztoků se stimuluje CFTR kanál a dochází k efluxu iontů, který 

můžeme měřit jako změnu elektrických potenciálů na membráně (Sun et al., 2014). Tato 

technika umožňuje i detekci funkce CFTR proteinu v závislosti na přítomnosti CFTR 

modulátorů nebo jiných substancí (Van Goor et al., 2009). HBE kultury byly využity k 

analýze in vitro léčebné odpovědi na lumakaftor (Strug et al., 2016). V citované publikaci 

autoři ukázali, že odpověď buněk na lumakaftor se liší i v závislosti na přítomnosti 

modifikujících genů (př. SLC26A9). HBE kultury navíc umožňují analýzu funkce cílií, 

zánětlivé odpovědi a fyziologie ASL (airway surface liquid, tekutiny na povrchu 

dýchacích cest) (Schögler et al., 2017). Významnou nevýhodou tohoto modelu je nutnost 

získání vzorku bronchiální sliznice ke kultivaci. HBE buňky můžeme získat perioperačně 

při resekcích plicního parenchymu nebo transplantacích plic, nebo pomocí bronchiální 

biopsie při bronchoskopii. Zmíněné metody jsou invazivní a je nutné je provádět 

v celkové anestezii nebo sedaci.  Zejména z těchto důvodů nejsou vhodné k rutinnímu 

vyšetřování. Další nevýhodou je náročnost kultivace HBE kultur i elektrofyziologické 

analýzy pomocí Ussingovy komory (Fulcher & Randell, 2013), které vyžaduje také 

vysoce specializované technické zázemí. 

 

1.7.2. Tkáňové kultury z nosních epiteliálních buněk  

Lidské nosní epiteliální (HNE, human nasal epithelial) buňky se staly výhodnou 

alternativou bronchiálních kultur. Oproti HBE buňkám lze HNE buňky získat pomocí 

snadno dostupného stěru nosní sliznice. Podobnost morfologie a fyziologie HNE a HBE 

kultur umožňuje testování CFTR modulátorů i tkáňově specifické fyziologické studie. 

K elektrofyziologické analýze ALI kultur se využívá Ussingova komůrka jako u HBE 

kultur (Keegan & Brewington, 2021).  

 

1.7.3. Tkáňové kultury ze střevních buněk – intestinální organoidy 

Primární intestinální organoidy jsou 3D kultury vytvořené ze zárodečných buněk 

přítomných v Lieberkühnových kryptách ve střevním epitelu. Během kultivace za 

specifických podmínek se zárodečné buňky v extracelulární matrix (Matrigel, Corning, 

USA) samy organizují do sférických struktur s centrálním lumen, tzv. organoidů (obr. 4). 

Organoidy jsou tvořené jednou vrstvou přesně polarizovaných epitelových buněk, kde 

apikální membrána směřuje do centra (lumen) organoidu (Sato & Clevers, 2013). U 
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1.7.4. 3D kultury respiračního epitelu   

Za určitých podmínek se HBE / HNE kultury dají převést na 3D struktury (organoidy / 

sféroidy, nomenklatura není zcela ustálená), k tomu se recentně začaly využívat obdobné 

metody jako kultivace intestinálních organoidů, kdy se za specifických podmínek HNE / 

HBE buňky kultivují v extracelulární matrix (nejvyužívanější je Matrigel, Corning, 

USA), čímž dosáhneme organizace buněk do sférického útvaru, buňky jsou polarizované 

apikální membránou do centrálního lumen a mají charakteristiky respiračního epitelu 

(tvorba řasinek, hlenu) (Keegan & Brewington, 2021;,Brewington et al., 2018). Oproti 

ALI kulturám jsou 3D modely připravené k analýze za 1-2 týdny po prvotní expanzi 

(zhruba 2x rychleji než ALI kultury), ale u 3D kultur pozorována větší variabilita v kvalitě 

vzorku. Jedná se o poměrně novou výzkumnou metodu, není zatím k dispozici dostatek 

dat srovnávající 3D modely respiračního epitelu s již existujícími tkáňovými modely, a 

chybí i korelace s klinickými daty. Limitací je i nedostatek sdílených a standardizovaných 

protokolů k optimalizaci metody mezi laboratořemi a celková obtížnost kultivace 

respiračních organoidů (Brewington et al., 2018).  

 

1.7.5. Funkční vyšetření intestinálních organoidů 

Organoidový model se využívá ke zhodnocení funkce CFTR kanálu pomocí metody 

forskolinem indukované bobtnání (forskolin induced swelling assay, FIS). Forskolin je 

diterpen, který in vitro stimuluje adenylát cyklásu a tím zvyšuje hladinu cAMP v buňce. 

Vlastní cAMP jako druhý posel aktivuje proteinkinázu, která fosforyluje ATP na NBD, 

tím aktivuje CFTR kanál (Dekkers et al., 2013) a způsobí rychlou sekreci iontů do lumen 

organoidu, které osmoticky následuje voda. Tento proces je u intestinálních organoidů 

striktně vázaný na CFTR kanál. Pokud inkubujeme organoidy s CFTR modulátory, 

můžeme pozorovat záchranu funkce iontového kanálu. Přestupem iontů a vody do lumen 

organoidu za stimulace forskolinem a CFTR modulátory se zvětšuje objem vlastního 

organoidu a je pozorováno bobtnání („swelling“), které můžeme kvantifikovat. 

Organoidy nabarvené kalceinovou zelení se analyzují fluorescenčním konfokálním 

mikroskopem s videozáznamem v reálném čase. Následně se ze změny objemu organoidu 

vypočítá aktivita CFTR kanálu (obr. 5).  

Otázkou zůstává, zda pomocí in vitro vyšetření lze predikovat klinickou odpověď na 

CFTR modulátory. V roce 2016 Dekkers et al. publikovali práci popisující asociaci mezi 

výsledky FIS vyšetření a klinickou odpovědí na terapii (hodnoceno pomocí změn plicních 
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funkcí FEV1) (Dekkers et al., 2016). Autoři ukázali, že FIS odpovědi jsou variabilní mezi 

pacienty se stejným CFTR genotypem a výsledky naznačují, že odpověď na CFTR 

modulátory jsou ovlivněné jak základním CFTR genotypem, tak individuálním 

genetickým pozadím každého pacienta. Nutno dodat, že FIS odpovědi a korelace 

s klinickými daty byly pozorovány pouze na malém vzorku pacientů, kteří se od sebe lišili 

CFTR genotypem. Další publikace stejné skupiny (Berkers et al., 2019) se soustředila na 

soubor pacientů s plicními funkcemi FEV1 40–90 % a ukázala, že organoidový model 

správně predikoval klinicky významné zlepšení FEV1 a pokles hladiny chloridů v potu, 

ale znovu u velmi heterogenní skupiny pacientů. 

 

A) 

 

 

B) 
 

 

 

 
 

Obr. 5. Forskolinem indukované bobtnání. A) schematické zobrazení: organoid 

s dysfunkčním CFTR proteinem nemá viditelné lumen. Po inkubaci s CFTR modulátory a 

forskolinem následuje influx chloridových aniontů a vody do organoidu a vytvoření 

lumen. B) Příklad organoidů od pacienta s CF, nabarvené kalceinovou zelení, v nativním 

stavu (vlevo) a po inkubaci s CFTR modulátory a forskolinem (vpravo). 
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1.8. Závěr 

Z dostupné literatury je patrné, že buněčné modely CF, odvozené od pacienta, jsou široce 

využívány k hodnocení funkce CFTR kanálu a k hodnocení záchrany jeho funkce pomocí 

CFTR modulátorů.  S ohledem na pozorovanou variabilitu na buněčných modelech (in 

vitro) a klinickou odpověď na CFTR modulátory (in vivo) je důležité prozkoumat rozsah 

a četnost této variability a ev. objasnit její důvody. Intestinální organoidy pacientů s CF a 

FIS vyšetření lze využít ke zhodnocení léčebné odpovědi u pacientů, kteří na podávanou 

léčbu neodpovídají standardně, ke zvolení nejvhodnějšího CFTR modulátoru (ve chvíli 

kdy máme k dispozici více léků) nebo může pomoci identifikovat respondenty na CFTR 

modulátory mezi pacienty se vzácnými mutacemi, kteří nemají možnost se zúčastnit 

klinických studií.  
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2 HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE 
 

2.1. Hypotéza 
 

FIS vyšetření intestinálních organoidů lze využít k predikci in vivo terapeutického efektu 

CFTR modulátorů, a dokonce může vést ke stratifikaci míry léčebné odpovědi. Genetické 

pozadí mimo vlastní CFTR genotyp může ovlivňovat léčebnou odpověď na CFTR 

modulátory. Morfologie střevních organoidů se na první pohled liší mezi zdravými jedinci 

a pacienty s CF, tohoto fenoménu lze využít v diagnostice onemocnění.  

 

 

2.2. Cíle práce 

 

(1) Stratifikace in vitro léčebné odpovědi na jednotlivé CFTR modulátory u 

vybraných skupin pacientů pomocí intestinálních organoidů a FIS vyšetření. 

 

(2) Korelace in vitro měřené odpovědi na CFTR modulátory s in vivo klinickými 

parametry u pacientů na léčbě. 

 

(3) Zhodnocení využití intestinálních organoidů jako prediktivního modelu 

terapeutické odpovědi na CFTR modulátory a jejich využití v personalizované 

medicíně. 

 
(4) Analýza genetického pozadí pomocí sekvenace CFTR genu a zhodnocení vlivu 

potenciálních nových variant na in vitro nebo in vivo terapeutickou odpověď na 

CFTR modulátory. 

 
(5) Analýza morfologie střevních organoidů a jejich potenciální využití v diagnostice 

CF.   
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3 METODIKA 
 

3.1. Výběr pacientů 
Do studií byli zařazeni pacienti s cystickou fibrózou s různým CFTR genotypem, kteří 

byli ve sledování v Centrech cystické fibrózy 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 hodnocení morfologie organoidů byla provedena v belgické kohortě pacientů a 

byli zařazeny i zdravé kontroly. Všechny projekty byly schváleny etickou komisí 

příslušné organizace (FN Motol, University Hospital Leuven).  

 

 

3.2. Odběr a kultivace intestinálních organoidů 

Odběry vzorků rektální sliznice byly provedeny pomocí sukčního odběrového zařízení 

Rbi2 Suction Rectal Biopsy System (Aussystem, Austrálie), od každého pacienty byly 

získány 2-3 vzorky rektální sliznice o velikosti cca 2 x 3 mm. Po omytí byly biopsie 

inkubovány s 0,5 M EDTA, mechanicky rozmělněny a centrifugací izolovány střevní 

krypty. Krypty byly nasazeny do extracelulární matrix (Matrigel, Corning, USA) ve 24-

jamkových destičkách a přelity kultivačním médiem. Kmenové buňky přítomné na dně 

střevních krypt se za přítomnosti specifických růstových faktorů a inhibitorů kultivačního 

média samy formují do 3D struktur s centrálním lumen – intestinálních organoidů. 

Médium bylo vyměňováno 3x týdně a organoidy byly pasážovány každých 7-10 dní. Dle 

množství materiálu byly po 1. až 3. pasáži organoidy zamrazeny v tekutém dusíku a 

uloženy do biobanky. Narostlé organoidy byly připravené k provedení dalších 

experimentů za 4 až 6 týdnů kultivace (Dekkers et al., 2013;  Vonk et al., 2020). 

 

 

3.3. Forskolinem indukované bobtnání (forskolin induced swelling assay, 

FIS) 

Narostlé organoidy byly mechanicky rozděleny, nasazeny do 96-jamkové destičky a 

následně 20-24 hodin inkubovány v různých podmínkách: Na pracovišti KU Leuven byly 

organoidy inkubovány: (1) za přítomnosti pouze kultivačního média (kontrolní jamky), 

(2) v médiu obsahující CFTR korektor tezakaftor (3 μM, Selleckchem, USA), (3) v médiu 

obsahující CFTR korektor lumakaftor (3 μM, Selleckchem, USA). Na našem pracovišti 
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byly organoidy inkubovány: (1) za přítomnosti pouze kultivačního média (kontrolní 

jamky), (2) v médiu obsahující CFTR korektor tezakaftor (3 μM, Selleckchem, USA), (3) 

v médiu obsahující CFTR korektory elexakaftor (2 μM, Selleckchem, USA) a tezakaftor 

(3 μM). Pro každou podmínku byly použity dvě jamky, každá obsahující cca 20-60 

organoidů. Po inkubaci byly organoidy nabarveny kalceinovou zelení (Invitrogen, USA). 

Ke stimulaci vlastního CFTR byl k organoidům přidán roztok se vzestupnou koncentrací 

forskolinu (0,008 – 5,0 μM, Selleckchem, USA) a ivakaftor (3 μM, Selleckchem, USA), 

bezprostředně poté byly organoidy analyzovány po dobu 60 minut. Monitorovali jsme 

velikost organoidů na začátku experimentu (t0) a dále změnu velikosti každých 10 minut 

po dobu 1 hodiny pomocí obrazové dokumentace konfokálním fluorescenčním 

mikroskopem s videozáznamem. U jednoho pacienta byly provedeny tři nezávislé 

experimenty v různých dnech. Získané obrázky byly analyzovány zobrazovacím 

softwarem Cellprofiler nebo ZEN Microscopy Software: byla vypočítána celková plocha 

(obsah) organoidů každého obrázku a normalizována na oblast t0 (přičemž oblast t0 je 

považována za bazální hodnotu, tj. 100 %), normalizovaná oblast byla vynesena proti 

času a vypočteno AUC (area under the curve, plocha pod křivkou) pro každou z jamek. 

U všech experimentů byl vypočítán průměr AUC dvou jamek pro každou z koncentrací 

forskolinu a použitých CFTR modulátorů, a konečná vypočtená AUC je průměr ze třech 

nezávislých experimentů (Dekkers et al., 2013;  Vonk et al., 2020). 

 

 

3.4. Sběr klinických dat a korelace in vitro a in vivo dat 
Klinická data byla získána z lékařské dokumentace pacientů s CF, kteří byli léčeni CFTR 

modulátorem ETI po dobu alespoň 12 měsíců. Pacienti po nasazení ETI byli sledování 

v pravidelných intervalech: v čase zahájení léčby a dále po 1, 3, 6, 9 a 12 měsících léčby. 

Byly získány následující klinické parametry: plicní funkce vyjádřeny jako FEV1, nutriční 

stav vyjádřený jako BMI. Dále byla sledována koncentrace chloridů v potu před 

zahájením léčby a 6 měsíců na léčbě, celkový počet dnů na perorálních nebo 

intravenózních antibiotikách 12 měsíců před léčbou a během prvních 12 měsíců terapie. 

Děti podstoupily psychologické vyšetření a hodnocení kvality života (dotazník CFQ-R, 

Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised). Získaná klinická data byla korelována 

s výsledky FIS (parametrem AUC při koncentraci 0,128 µM forskolinu).   
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3.5. Genetická analýza 

Ve spolupráci s Ústavem biologie a lékařské genetiky 2. LF UK a FN Motol byla u 

českých pacientů provedena sekvenace celého CFTR genu ke konfirmaci základního 

genotypu a hledání dalších intragenních variant. Templátová DNA byla izolována ze žilní 

krve pomocí systému MagCore (RBC Bioscience; USA). Byla provedena kompletní 

analýza genu CFTR, včetně analýzy variací počtu kopií uvnitř CFTR a pěti intronových 

sekvencí použitých pro cílené obohacení lokusu CFTR v testu Devyser CFTR NGS 

(Devyser.com; Švédsko). MPS (massive paralel sequencing) bylo provedeno na 

platformě MiSeq (Illumina.com, USA). Detekované varianty byly ověřeny cíleným 

Sangerovým sekvenováním DNA. Pomocí MPLA (Multiplex ligation-dependent probe 

amplification assay) jsme analyzovali intra-CFTR přeuspořádání, která by nebyla 

detekovatelná sekvenačním přístupem, včetně variace počtu kopií, provedené systémem 

SALSA MLPA P091 CFTR (MRC Holandsko, Nizozemí) s následnou analýzou dat na 

softwaru Coffalyser.Net. Bioinformatická analýza detekovaných CFTR variant byla 

provedena pomocí platformy SOPHiA DDM (SOPHiA GENETICS; Švýcarsko). Další 

bioinformatické analýzy byly provedeny pomocí platforem VarAFT, FRANKLIN 

(Genoox.com; Izrael) a Varsome (https://varsome.com/) za účelem využití různých 

algoritmů a stanovení konečného skóre patogenity detekovaných variant. V případě 

potřeby byl variantní patogenní potenciál ověřen v databázích CFTR2 a CFTR France. 

 

 

3.6. Hodnocení morfologie střevních organoidů 
 

K hodnocení morfologie se využívají střevní organoidy pěstované dle postupu uvedeného 

v bodě 3.2., následně byly organoidy nasazeny do 96-jamkových destiček obdobně, jako 

během přípravy FIS. Organoidy byly hodnoceny nativně, pouze za přítomnosti 

kultivačního média a obarvené kalceinovou zelení. Bylo provedeno hodnocení a srovnání 

morfologie střevních organoidů CF pacientů a zdravých kontrol pomocí obrazové analýzy 

(software NIS-Elements AR Analysis), ze které byly vypočítány dva indexy: (1) IR 

(intensity ratio, poměr intenzity), který kvantifikuje intenzitu fluorescenčního barvení na 

základě přítomnosti nebo nepřítomností centrálního lumen; (2) CI (circularity index, 

index kulatosti), který kvantifikuje oválnost organoidů.  K rozlišení mezi pacienty s CF a 
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zdravými kontrolami byla použita diskriminační analýza pomocí IR a CI. Podrobný 

protokol v publikaci 4.5.  

 

 

3.7. Statistická analýza 

Statistickou analýzu u každé z publikací prováděl zkušený statistik, podrobněji viz 

jednotlivé publikace 4.1., 4.2., 4.3. a 4.4.  
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4 KOMENTOVANÉ PUBLIKACE 
 

4.1. Ramalho AS, Fürstová E, Vonk AM, et al. Correction of CFTR function 

in intestinal organoids to guide treatment of cystic fibrosis. Eur Respir 

J. 2021;57(1):1902426. 
 

Pro tuto publikaci jsme vyšetřovali belgickou kohortu CF pacientů s různými CFTR 

genotypy. Pomocí FIS vyšetření střevních organoidů jsme analyzovali odpověď 

organoidů na CFTR modulátory (lumakaftor/ivakaftor, tezakaftor/ivakaftor, ivakaftor), a 

dále jsme zkoumali residuální funkci CFTR kanálu, tj. odpověď organoidů inkubovaných 

pouze s forskolinem, která vyjadřuje zbytkovou aktivitu CFTR kanálu. In vitro výsledky 

FIS (tj. AUC) jsme korelovali s klinických daty získanými z literatury (jednalo se o data 

z klinických studií u pacientů s odpovídajícím CFTR genotypem). Cílem bylo zhodnotit 

střevní organoidy jako model personalizované medicíny u pacientu s CF.  

 

Popsali jsme in vitro odpovědi na několik CFTR modulátorů u relativně rozsáhlé skupiny 

97 pacientů s 28 různými CFTR genotypy. FIS odpověď na lumacaftor/ivakaftor byla 

variabilní mezi pacienty se stejným genotypem F508del/F508del. Pozorovali jsme celou 

škálu odpovědi od minimální až po vysokou. Zároveň in vitro odpověď byla srovnatelná 

v rámci triplikátů experimentu u jednoho pacienta.  

 

Záchrana funkce CFTR pomocí CFTR modulátorů korelovala s klinickým zlepšením 

popsaným v klinických studiích u pacientů s odpovídajícím genotypem: se zlepšením 

plicních funkcí (vzestup FEV1) a s poklesem chloridů v potů. Reziduální funkce CFTR 

kanálu korelovala s hodnotami potního testu.  

 

Vyšetřovali jsme několik vzácných CFTR variant (E92K, Q237E, R334W a L159S), u 

kterých jsme prokázali efektivitu CFTR modulátorů in vitro.  

 

Dva pacienti se vzácnými variantami získali léčbu na základě našich in vitro výsledků. 

Pacient s genotypem Q359K_T360K/Q359K_T360K byl nasazen na CFTR modulátor 

lumkaftor/ivakaftor, po 14 dnech od nasazení léku došlo ke zlepšení plicních funkcí 

(zlepšení FEV1 z 49 % na 65 %) a chloridy v potu se signifikantně snížily z 86 mmol/l 
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na 33 mmol/l.  Druhý pacient s genotypem E60K/I507del byl nasazen na CFTR 

modulátor tezakaftor/ivakaftor, 6 týdnů od zahájení léčby došlo k vzestupu FEV1 z 32 % 

na 47 % a k poklesu chloridů v potu ze 73 mmol/l na 36 mmol/l.   

 

V této studii jsme potvrdili, že hodnocení funkce CFTR pomocí střevních organoidů je 

proveditelné, přenosné a opakovatelné. Velikost záchrany funkce CFTR u organoidů 

s referenčním genotypem odpovídala výsledkům renomované laboratoře v Nizozemí  

(Dekkers et al., 2014). Pozorovaná variabilita in vitro odpovědi u pacientů se stejným 

genotypem na lumakaftor/ivakaftor se zdá obdobná jako variabilita terapeutické odpovědi 

v klinické studii (Wainwright et al., 2015). Zda lepší in vitro odpověď znamená lepší in 

vivo léčebnou odpověď musí být předmětem dalšího zkoumání. U několika vzácných 

mutací jsme nově prokázali in vitro efektivitu CFTR modulátorů a využili tuto metodu u 

dvou pacientů v klinické praxi. Celkově naše výsledky ukázaly, že studium funkce CFTR 

proteinu a její záchrany na střevních organoidech otevírá cestu k personalizované terapii, 

což je relevantní zejména pro pacienty se vzácnými mutacemi, kteří nejsou běžně zařazeni 

do klinických studií. 
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4.2. Furstova E, Dousova T, Beranek J, et al. Response to 

elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor in intestinal organoids derived from 

people with cystic fibrosis. Journal of Cystic Fibrosis. 2022;21(2):243-

245. 
 

V tomto článku jsme jako první publikovali in vitro srovnání nejnovějšího CFTR 

modulátoru, kombinujícího elexakaftor/tezacaftor/ivakaftor (ETI) s lékem předchozí 

generace tezakaftor/ivakaftor pomocí střevních organoidů za využití FIS experimentu u 

17 pacientů se totožným CFTR genotypem F508del/F508del. U všech pacientů byla 

zároveň provedena sekvenace CFTR genu s cílem identifikovat potenciální nové varianty, 

které by mohly vysvětlovat variabilitu v in vitro odpovědi. 

 

Prokázali jsme signifikantně lepší in vitro výsledky ETI ve srovnání s CFTR 

modulátorem tezakaftor/ivakaftor. Pozorovali jsme značnou variabilitu v in vitro 

odpovědi mezi jednotlivými pacienty, obdobně jako v předchozí publikaci. 

 

Jediný pacient (58-CF) vykazoval srovnatelnou odpověď na oba CFTR modulátory a u 

tohoto pacienta byla nad rámec F508del nalezeno několik nových CFTR variant, z nichž 

jedna byla hodnocena jako VUS (variant of unknown significance, varianta nejasného 

významu).  

 

Naše výsledky zdůraznily individuální variabilitu in vitro odpovědi na CFTR modulátory. 

Přítomnost dalších variant CFTR genu a individuální genetické rozdíly mohou ovlivnit 

reakci na léčbu, což zdůrazňuje potřebu personalizovaného přístupu k léčebné strategii u 

pacientů s CF. 
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4.3. Furstova E, Drevinek P, Novotna S, et al. Precision medicine in cystic 

fibrosis: predictive role of forskolin-induced swelling assay. Eur Respir 

J. 2024;63(4):2400156. 
 

Tato studie měla za cíl zjistit, zda FIS vyšetření prováděné na střevních organoidech 

predikuje klinické výsledky u pacientů s CF homozygotních pro mutaci F508del, kteří 

jsou léčení ETI. A to konkrétně zda lepší in vitro výsledek FIS predikuje i lepší klinickou 

odpověď na léčbu.  

 

FIS vyšetření bylo provedeno u 70 pacientů s totožným genotypem F508del/F508del jako 

rozšíření naší předchozí publikace, kde jsme testovali 17 pacientů (4.2.). Potvrdili jsme 

významnou převahu ETI nad CFTR modulátorem tezakaftor/ivakaftor in vitro. Opět byla 

pozorována značná variabilita AUC mezi jednotlivými pacienty. 

 

Z této kohorty bylo již 38 pacientů na léčbě ETI po dobu alespoň 12 měsíců. Klinické 

data byla monitorována během každé návštěvy v CF centru. Před zahájením terapie a dále 

1, 3, 6, 9 a 12 měsíců na léčbě byly monitorovány plicní funkce (FEV1) a stav výživy 

(BMI). Před zahájením terapie a 6 měsíců na léčbě byly vyšetřovány chloridy v potu a u 

dětské populace jsme navíc hodnotili i vyplněné dotazníky kvality života.  

 

Bylo pozorováno signifikantní zlepšení klinických parametrů na léčbě u všech pacientů, 

ale nebyla nalezena žádná významná korelace mezi FIS (hodnotami AUC) a změnou 

FEV1, BMI nebo chloridů v potu.  

 

Přestože vyšetření organoidů poměrně spolehlivě rozlišuje mezi jednotlivými CFTR 

modulátory (ETI vs. tezakaftor/ivakaftor), dle našich výsledků FIS není spolehlivým 

prediktorem rozsahu klinické odpovědi u pacientů s CF a genotypem F508del/F508del. 

 

Tato studie zdůrazňuje limitace FIS na střevních organoidech jako prediktivního nástroje 

u homogenní skupiny pacientů s CF, kteří mají nasazenou stejnou léčbu. Lepší FIS 

výsledek (tj. vyšší hodnoty AUC) nepředpovídá lepší klinickou odpověď. 
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4.4. Cuyx S, Ramalho AS, Corthout N, et al. Rectal organoid morphology 

analysis (ROMA) as a promising diagnostic tool in cystic fibrosis. 

Thorax. 2021;76(11):1146-1149. 
 

Tato studie měla za cíl vyvinout a optimalizovat nový diagnostický nástroj pro CF pomocí 

obrazové analýzy morfologie střevních organoidů (ROMA, Rectal organoid morphology 

analysis), která rozlišuje mezi jedinci s CF a bez CF na základě morfologických rozdílů 

střevních organoidů.  

 

Bylo vyšetřeno 167 pacientů s CF a 22 zdravých jedinců (non-CF). Střevní biopsie a 

kultivace střevních organoidů byly provedeny dle standardizovaných protokolů. Obrázky 

organoidů byly analyzovány zobrazovacím softwarem. Na základě obrazové analýzy byly 

vypočteny dva morfologické indexy: IR (intensity ratio, poměr intenzity) kvantifikující 

přítomnost centrálního lumen a CI (circularity index, index kulatosti) měřící oválnost 

organoidů. Podrobný protokol jsme následně publikovali viz 4.5.  

 

K rozlišené CF a non-CF subjektů byla provedena diskriminační analýza Mann-Whitney 

a Fisherův exaktní test, perfektní diskriminace (AUC=1) byla dosažena pomocí lineární 

diskriminační analýzy. Hodnoty IR a CI spolehlivě odlišily CF a non-CF organoidy.  

 

V publikaci jsme ukázali, že ROMA představuje slibný, proveditelný a vysoce 

diskriminační diagnostický nástroj k odlišení CF a non-CF organoidů. Může nabídnout 

alternativu k současným funkčním testům CFTR kanálu a tím zvýšit diagnostickou 

přesnost, zejména v složitých případech, kde jsou tradiční metody nejednoznačné. Další 

validace bude nutná u pacientů s nejasnou diagnózou.  
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4.5. Cuyx S, Ramalho AS, Corthout N, et al. Rectal organoid morphology 

analysis (ROMA): a diagnostic assay in cystic fibrosis. JoVE. 

2022;(184):63818. 
 

Na základě předchozí práce 4.4. a optimalizace metody ROMA jsme publikovali 

podrobný protokol v Journal of Visualized Experiments, ve kterém jsme podrobně popsali 

jednotlivé kroky od kultivace střevních organoidů, nasazení kultivačních destiček, 

provedení experimentu za využití konfokálního fluorescenčního mikroskopu, obrazovou 

analýzu pomocí zobrazovacího softwaru a následné vypočítání diskriminačních indexů 

IR a CI.  

Na základě publikovaného protokolu by metoda měla být reprodukovatelná i v dalších 

laboratořích.  V protokolu byla uvedená i naše předchozí analýza CF pacientů a zdravých 

kontrol, ze které vyplývá že ROMA spolehlivě rozlišuje mezi CF a non-CF organoidy 

(viz 4.4.). 
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6 ZÁVĚR 
Publikace v této disertační práci se soustředily na výzkum využití tkáňových kultur 

pacientů s cystickou fibrózou – střevních organoidů k in vitro hodnocení efektivity 

specifické terapie CFTR modulátory. Jedním z cílů byla predikce léčebné odpovědi u 

pacientů s CF na základě testu in vitro, a to včetně odpovědi pacientů se vzácnými 

mutacemi, u nichž taková analýza otevírá cestu skutečné personalizované medicíny. 

Druhá část dizertace se týkala zhodnocení a využití střevních organoidů v diagnostice CF.  

 

V rámci svého PhD studia autorka absolvovala roční stáž v etablované laboratoři 

tkáňových kultur KU Leuven v Belgii, kde si osvojila metody kultivace střevních 

organoidů, analýzu in vitro odpovědi na CFTR modulátory pomocí FIS a podílela se na 

vývoji diagnostické metody ROMA. Následně se v ČR významnou měrou podílela na 

založení a definování výzkumných směrů Laboratoře tkáňových kultur při Pediatrické 

klinice a Ústavu lékařské mikrobiologie 2.LF UK a FN Motol. Zahájila a prováděla 

odběry rektálních biopsií u všech pacientů zařazených do našich studií, optimalizovala 

kultivaci střevních organoidů v naší laboratoři, prováděla FIS vyšetření. Autorka sama 

psala odborné publikace, kde je uvedena jako první autor, prováděla část laboratorní práce 

a FIS vyšetření, hodnotila a interpretovala všechny výsledky. U spoluautorských 

publikací přispěla laboratorní prací – kultivací organoidů, přípravou experimentů a 

prováděním a analýzou FIS. Sekvenace CFTR genu a hodnocení genetických výsledků 

bylo provedeno ve spolupráci s Ústavem biologie a lékařské genetiky 2. LF UK a FN 

Motol. 

 

FIS prokázalo efektivitu při stratifikaci in vitro odpovědi na různé kombinace CFTR 

modulátorů: ivakaftor, lumakaftor/ivakaftor, tezakaftor/ivakaftor a 

elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) jak u skupiny pacientů s různým CFTR genotypem 

(Ramalho et al., 2021), tak i u skupiny pacientů s totožným genotypem F508del/F508del 

(Furstova et al., 2021, 2024). Obecně byla pozorována značná interindividuální 

variabilita, a to včetně skupiny pacientů F508del/F508del, což naznačuje, že existují další 

faktory mimo samotnou CFTR mutaci, které mohou ovlivnit terapeutickou odpověď 

(např. další genetické faktory). 
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Studie prováděné na našem pracovišti ukázaly významně lepší in vitro odpověď na ETI 

ve srovnání s CFTR modulátorem starší generace tezakaftor/ivakaftor u skupiny pacientů 

se stejným genotypem F508del/F508del. Nicméně variabilita in vitro odpovědi 

zdůrazňuje komplexitu efektu CFTR modulátorů a ukazuje potenciální roli unikátních 

variant CFTR, které by na tuto variabilitu mohly mít vliv. Z tohoto důvodu jsme prováděli 

sekvenaci celého CFTR genu. Objevili jsme několik nových a dosud nepopsaných CFTR 

variant, nicméně se nám nepodařilo prokázat jejich případný vliv na in vitro nebo in vivo 

odpověď na CFTR modulátory (Furstova et al., 2021).  

 

Korelační studie in vitro výsledků FIS s klinickými parametry (FEV1, BMI, chloridy 

v potu) pacientů na léčbě CFTR modulátory (konkrétně ETI) neprokázala souvislost mezi 

rozsahem in vitro odpovědi (tj. velikost AUC získané pomocí FIS) a rozsahem klinické 

odpovědi. Poukázali jsme na limit vyšetření střevních organoidů pomocí FIS u skupiny 

pacientů s CF se stejným genotypem a stejnou léčbou (Furstova et al., 2024).  

 

Na belgickém pracovišti se autorka podílela na optimalizaci diagnostické metody ROMA, 

která by se mohla stát spolehlivým nástrojem k odlišení morfologie CF a non-CF 

organoidů. Dále je nutná optimalizace i na organoidech získaných od pacientů s nejasnou 

diagnózou. Publikovali jsme podrobný laboratorní protokol (Cuyx et al., 2021, 2022).   

 

Přestože většina CF pacientů může být léčena CFTR modulátory, stále existují jedinci se 

vzácným CFTR genotypem, pro které je personalizovaný přístup ke hledání terapie jediná 

šance, jak specifickou léčbu získat. Na základě našich in vitro experimentů získali 

specifickou léčbu CFTR modulátory 2 pacienti v Belgii (Ramalho et al., 2021) a na dané 

léčbě došlo k významnému zlepšení klinických parametrů (FEV1, chloridy v potu). Na 

našem domovském pracovišti jsme in vitro výsledky FIS přiložili k úspěšným žádostem 

o schválení CFTR modulátorů u 3 pacientů se vzácným CFTR genotypem.  

Výzkum střevních organoidů představuje významný posun v personalizované medicíně 

s potenciálním využitím i v diagnostice nejasných případů. S ohledem na limity vyšetření 

je ale třeba dále zkoumat a optimalizovat modely testování CFTR modulátorů, např. 

elektrofyziologickým vyšetřením tkáňových kultur nosního epitelu. Další výzkum by se 

měl zaměřit i na zkoumání genetických a environmentálních faktorů, které můžou 

přispívat k variabilitě in vitro a in vivo odpovědi na léčbu, s konečným cílem 

optimalizovat léčebné strategie pro všechny pacienty s CF. 
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7 SHRNUTÍ 
 

Vyšetřovali jsme tkáňové kultury střevních organoidů získaných od pacientů s cystickou 

fibrózou. Stratifikovali jsme in vitro léčebnou odpověď na CFTR modulátory pomocí 

forskolinem indukovaného bobtnání organoidů (FIS). Popsali jsme in vitro odpovědi na 

několik CFTR modulátorů u rozsáhlé skupiny 97 belgických pacientů s 28 různými CFTR 

genotypy. Záchrana funkce CFTR kanálu pomocí CFTR modulátorů korelovala 

s klinickým zlepšením popsaným v literatuře u pacientů s odpovídajícím genotypem. 

Vyšetřili jsme několik vzácných CFTR variant (E92K, Q237E, R334W a L159S), u 

kterých jsme prokázali efektivitu CFTR modulátorů in vitro. Dva pacienti se vzácnými 

variantami získali léčbu na základě našich in vitro výsledků a na léčbě u nich došlo ke 

zlepšení klinických parametrů.  

Jako první jsme prokázali významně lepší in vitro efekt nejnovějšího CFTR modulátoru 

elexakaftor/tezakaftor/ivakaftor (ETI) u homogenní skupiny pacientů s genotypem 

F508del/F508del ve srovnání s lékem předchozí generace tezakaftor/ivakaftor. 

Pomocí sekvenace CFTR genu jsme odhalili několik nových variant, nicméně jsme 

neprokázali jejich vliv na in vitro nebo in vivo léčebnou odpověď na CFTR modulátory.   

Provedli jsme korelaci in vitro výsledků FIS s klinickými parametry (FEV1, BMI, 

chloridy v potu) u 38 pacientů na léčbě ETI. Přestože u všech pacientů došlo 

k významnému zlepšení klinických parametrů, neprokázali jsme souvislost mezi 

rozsahem in vitro odpovědi a rozsahem klinické odpovědi. Poukázali jsme na limit 

vyšetření střevních organoidů pomocí FIS u skupiny pacientů se stejným genotypem a 

stejnou léčbou.  

Vyvinuli jsme diagnostickou metodu založenou na obrazové analýze střevních organoidů 

za využití morfologických rozdílů CF a non-CF organoidů ROMA (rectal organoid 

morphology analysis). Vyšetřili jsme 167 CF pacientů a 22 zdravých kontrol. Na základě 

rozdílu v intenzitě fluorescence a přítomnosti lumen organoidů, a tvaru organoidů jsme 

vypočítali dva indexy: IR (intensity ratio, poměr intensity) a CI (circularity index, index 

kulatosti). Pomocí lineární diskriminační analýzy hodnoty IR a CI spolehlivě odlišily CF 

a non-CF organoidy.  

Naše výsledky ukázaly značnou individuální variabilitu in vitro odpovědi na CFTR 

modulátory, což zdůrazňuje potřebu personalizovaného přístupu k léčebné strategii a 

potřebu in vitro studia funkce CFTR. 
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8 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 (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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